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摘  要：【背景】牛呼吸道综合征严重影响着牛群健康，对养殖业有着较为严重的影响，溶血性曼

氏杆菌(Mannheimia haemolytica)作为主要的牛呼吸道致病菌，常在牛免疫力低下时引起牛呼吸道

疾病(bovine respiratory disease, BRD)，现阶段溶血性曼氏杆菌病多采用疫苗进行防控。【目的】分

析 ChaN 蛋白的部分生物学信息学功能及免疫原性，为亚单位疫苗的研发奠定基础。【方法】应用

NCBI BLAST 分析筛选溶血性曼氏杆菌潜在抗原并使用 ExPASy ProtParam、ExPASy ProtScale 和

TMHMM-2.0 等多种在线软件分析其抗原特性；RT-qPCR 测定溶血性曼氏杆菌 ChaN mRNA 在体外

培养不同时期的转录水平；通过原核表达重组 ChaN 蛋白(rChaN)，使用牛溶血性曼氏杆菌阳性血清

经 Western blotting 检测 rChaN 反应原性；以不同剂量蛋白与白油佐剂乳化进行小鼠免疫保护试验检

测 rChaN 蛋白免疫保护效果，使用间接 ELISA 检测抗体效价；第 3 次免疫第 7 天后以 3×108 CFU/只
腹腔注射 Mh95 毒株测定蛋白保护效果。【结果】ChaN 蛋白为亲水性可溶蛋白，无跨膜结构域，1 个

开放阅读框，具有 16 个抗原表位和 23 个 B 细胞抗原表位；ChaN 基因对数期的转录水平最高，其次

是稳定期及迟缓期，在衰亡期的表达量最低，在 4 个时期的表达量差异极显著(P<0.001)；ChaN 蛋
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白能与牛溶血性曼氏杆菌阳性血清反应；40 μg ChaN+白油佐剂组免疫后，IgG 抗体水平持续上升；

IgG 亚型检测显示 ChaN 蛋白主要使机体产生 IgG1 和 IgG2b 亚型；第 3 次免疫后第 7 天腹腔注射

Mh95 菌株，40 μg ChaN+白油佐剂组存活率为 90%，高于商品化疫苗组、空白对照组、PBS 组和

白油佐剂组，并且空白对照组、PBS 组和白油佐剂组小鼠 7 d 内存活率低于 20%。【结论】ChaN 蛋

白具有良好的反应原性和免疫原性且能对小鼠产生保护效果，可作为溶血性曼氏杆菌潜在免疫原

性蛋白进行后续研究，研究结果为溶血性曼氏杆菌亚单位疫苗的研发提供了科学依据。 
关键词：溶血性曼氏杆菌；ChaN；生物信息学；原核表达；反应原性；免疫原性 
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Abstract: [Background] Bovine respiratory syndrome seriously affects the health of cattle and 
has a serious impact on the breeding industry. Mannheimia haemolytica, as the main pathogenic 
bacteria of bovine respiratory tract, often causes bovine respiratory disease (BRD) when the 
immunity of cattle is low. At present, Mannheimia haemolytica is mostly controlled by vaccine. 
[Objective] To analyze the bioinformatics function and immunogenicity of ChaN protein and 
lay a foundation for the development of subunit vaccines. [Methods] NCBI BLAST was used to 
screen the potential antigens of Mannheimia haemolytica, and online tools such as ExPASy 
ProtParam, ExPASy ProtScale, and TMHMM-2.0 were used to analyze their antigenic 
characteristics. RT-qPCR was conducted to determine the mRNA level of ChaN in M. haemolytica 
cultured for different time periods. The recombinant ChaN (rChaN) was obtained by prokaryotic 
expression, and the reactivity of rChaN was examined by Western blotting with the M. haemolytica- 
positive bovine serum. Mice were vaccinated with different doses of rChaN emulsified with 
white oil as the adjuvant, and the immunogenicity of rChaN was evaluated. Indirect ELISA was 
employed to measure the antibody titer. Seven days after the third vaccination, mice were 
subjected to intraperitoneal injection of the pathogen strain Mh95, and the protective effect of 
rChaN was tested. [Results] ChaN was a hydrophilic soluble protein with no transmembrane 
domain, an open reading frame, 16 epitopes, and 23 B cell epitopes. The mRNA level of ChaN 
was the highest in the logarithmic phase, moderate in the stationary phase and lag phase, and the 
lowest in the decline phase, showing differences in the four phases (P<0.001). ChaN reacted 
with the M. haemolytica-positive bovine serum. After immunization with 40 μg ChaN+white 
oil, the IgG level kept rising. IgG subtyping results showed that ChaN mainly caused the body 
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to produce IgG1 and IgG2b. After mice were injected intraperitoneally with Mh95 strain on day 
7 after the third immunization, the survival rate of mice in the 40 μg ChaN+white oil group was 
90%, which was higher than those in the commercial vaccine, blank control, PBS, and white oil 
groups. The survival rates of mice in the blank control, PBS, and white oil groups were less than 
20% within 7 days. [Conclusion] ChaN has good reactogenicity and immunogenicity and thus 
can be used as a potential immunogenic protein of M. haemolytica for subsequent research. The 
results provide a scientific basis for developing subunit vaccines against M. haemolytica. 
Keywords: Mannheimia haemolytica; ChaN; bioinformatics; prokaryotic expression; reactivity; 
immunogenicity 
 
 

牛呼吸道疾病 (bovine respiratory disease, 
BRD)在世界范围内广泛存在，据估计，美国饲

养场 BRD 发病率为 16.2%，BRD 严重危害牛群

健康并造成牛养殖业经济损失[1-2]。近年随着我

国养殖规模的扩大、养殖密度的增高且养殖环

境不理想，BRD 发病率在不断增加，其中细菌

性病原微生物是主要致病因素之一，包括多杀

巴斯德氏菌(Pasteurella multocida)、溶血性曼

氏杆菌(Mannheimia haemolytica, Mh)和支原体

属(Mycoplasma)等。 
Mh 作为引起 BRD 的常见病原菌，常定殖

于健康牛的鼻咽部，通常在牛免疫力低下、应

激条件下引起 BRD 的发生[3]。近年来，溶血性

曼氏杆菌病主要采用抗生素治疗，但长时间使

用抗生素易导致菌株产生多重耐药，对 Mh 的

净化产生不利的影响，所以疫苗接种是应对该

病发生的有效手段之一。目前 Mh 疫苗主要为

全菌灭活疫苗，并且仅针对单一血清型感染进

行保护，所以作为免疫防控制剂的补充亚单位

疫苗成为研究热点。目前发现与牛 Mh 免疫原

性相关蛋白包括外膜蛋白 A (outer membrane 
pro-tein A, OmpA)、脂蛋白 E (lipoprotein E, 
PlpE)、白细胞毒素(leukotoxin, LKT)、脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)等，但其对牛的免疫保护

效果不理想，所以有必要寻找新的抗原性蛋白[4-15]。 
ChaN 是一种假定的脂蛋白，被认为与外膜

蛋白相关并能与 ChaR 相互作用进行铁的摄取

和 利 用 。 已 证 实 ChaN 在 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa)中对血红素获取具有

重要作用，并且与细菌对铁的摄取有关 [16]。

Holmes 等[17]研究表明，相较于富铁条件，铁限

制条件下生长的细菌的 ChaN 转录本水平增加

了 25 倍。因此，本研究经 NCBI BLAST 分析筛

选了 ChaN 蛋白，并在使用多种在线软件预测

其免疫原性基础上，通过原核表达重组 ChaN
蛋白(rChaN)并检测其反应原性和免疫原性，以

期为评价 ChaN 的疫苗潜力奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

溶血性曼氏杆菌 Mh95 菌株和 pET-32a(+)，
石河子大学人畜共患病防控实验室。90 只 BALB/c
小鼠来自河南斯克贝斯生物科技股份有限公司。

所有动物实验都得到了石河子大学生物伦理委

员会批准(批准号：A2023-286)。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
LB 培养基和脑心浸液(brain heart infusion, 

BHI)培养基，青岛高科技工业园海博生物技术

有限公司。 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒、产物纯化试

剂盒、质粒小提试剂盒和 2×Taq Plus Master MixⅡ，

南京诺唯赞生物科技股份有限公司；DL2000 DNA 
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marker、pMDTM19-T 载体、T4 DNA 连接酶、限

制性核酸内切酶 Xho Ⅰ和 Hind Ⅲ，TaKaRa Bio
公司；ProteinIso® Ni-NTA Resin，北京全式金生

物技术有限公司；ELISA 包被液、5%牛血清白

蛋白 (bovine serum albumin, BSA) 封闭液、

ELISA 终止液、双组分 3,3′,5,5′-四甲基联苯胺

(3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine, TMB) 显 色 液

(ELISA)、10×磷酸盐缓冲溶液(phosphate buffered 
solution, PBST)、10×Tris-Borate-Sodium Tween-20 
(TBST)，北京索莱宝科技有限公司；HRP 标记

山羊抗小鼠 IgG，康为世纪生物科技股份有限公

司；Ni-IDA Resin 蛋白纯化试剂盒，北京全式金

生物科技有限公司；1×PBS buffer，Biosharp 公

司。氨苄青霉素(Amp, 100 mg/mL)液体配方：将

1 g 氨苄青霉素融于 8 mL ddH2O，定容至 10 mL
充分溶解后使用 0.22 μm 滤膜过滤，分装至 1.5 mL 
EP 管，使用时按 1:1 000 加入试剂中，使工作液

中 Amp 终浓度为 100 μg/mL。 
超声波细胞粉碎机，宁波新芝公司；微量

台式离心机，Thermo Fisher 公司；双板垂直电

泳仪和迷你转印电泳仪，北京六一仪器厂；化

学发光成像仪，Vilber 公司。 

1.3  ChaN 蛋白的生物信息学分析 
利用表 1所示生物信息学软件或网站对牛溶

血性曼氏杆菌 ChaN 蛋白进行生物信息学分析。 

1.4  引物设计与合成 
根据 NCBI GenBank 中公布的 ChaN 基因

序列，使用 Premier 5 设计引物，下划线分别是

酶切位点 Xho Ⅰ和 Hind Ⅲ。ChaN qPCR 和 16S 
rRNA Mh 引物由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成(表 2)。 

1.5  体外培养 Mh ChaN 基因转录水平

测定 
吸取 200 μL 菌株 Mh95 菌液转入 20 mL 的

BHI 液体培养基中 37 ℃、180 r/min 振荡培养，

分别于 2 h (迟缓期)、5 h (对数期)、10 h (稳定

期)、24 h (衰亡期)吸取 2 mL 菌液。 
Trizol 法提取菌株 Mh95 总 RNA，以反转

录获得的 cDNA 为模板，使用 ChaN qPCR 和

16S rRNA Mh 引物，利用荧光定量 PCR 检测菌 
 
表 1  生物信息学分析网址及遗传发育树制作软件 
Table 1  Bioinformatics analysis website and genetic development tree making software 
功能 Function 网址 Website 
理化性质 Physicochemical property https://web.expasy.org/protparam/ 
疏水性/亲水性预测和分析

Hydrophobicity/Hydrophilicity prediction and 
analysis 

http://web.expasy.org /protscale/ 

跨膜结构预测 
Transmembrane structure prediction 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 

信号肽预测 Signal peptides prediction https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/ 
开放阅读框 Open reading frame (ORF) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html 
蛋白质二级结构 Protein secondary structure http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html 
蛋白质三级结构模型 
Protein tertiary structure model 

http://swissmodel.expasy.org/ 

抗原表位预测 Epitope prediction http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl 
B 细胞抗原表位预测 
Antigen epitope prediction of B cell 

https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html 

遗传发育树 Phylogenetic tree MEGA 11 
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表 2  本研究所用引物信息 
Table 2  Information of primers used in this study 
引物名称 
Primer name  

序列 
Sequence (5′→3′) 

退火温度 
Annealing temperature (℃) 

产物大小 
Product size (bp) 

ChaN CCGctcgagATGGCTTTTTTTCTTTTAGGCTGCTC 62.7 798 
CCCaagcttTTATTGAGTGACCCAAAGATAATCTG 

ChaN qPCR GTGGCAGTACAACAATTCCGTGATC 58.3 80 
GCAATCAGCAAGCTAGTCGATAACG 

16S rRNA Mh CACCTGCCATAAGATGAGCCCAAG 62.0 147 
CCCACTGCTGCCTCCCGTAG 

下划线分别是酶切位点 Xho Ⅰ和 Hind Ⅲ。 
The underscores represent the enzyme cleavage sites Xho Ⅰ and Hind Ⅲ, respectively. 
 
株 ChaN 基因 mRNA 转录水平。荧光定量 PCR
反应体系：2×Ultra SYBR Mixture 25 μL，上、

下游引物(表 2) (0.2 μmol/L)各 1 μL，cDNA 模板

2 μL，ddH2O 21 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 30 s；
94 ℃ 5 s，退火(表 2) 20 s，72 ℃ 10 s，共 50 个

循环。每个基因做 3 个重复，使用 16S rRNA
基因为内参基因，采用 2−ΔΔCt 法计算 ChaN 蛋白

的相对转录水平。 

1.6  ChaN 基因的扩增及表达载体的构建 
以提取的菌株 Mh95 基因组为模板进行

PCR 扩增，PCR 反应体系：2×Taq Plus Master 
MixⅡ 25 μL，ddH2O 21 μL，ChaN 上、下游引物

各(25 μmol/L) 1 μL，模板 2 μL。反应条件：95 ℃ 
5 min；94 ℃ 30 s，62 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，共

35 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 产物经过 1.5%
琼脂糖凝胶电泳验证后进行胶回收。 

将目的片段与 pMDTM19-T 连接，构建重组

质粒 pMDTM19-T-ChaN，并转化至 DH5α 感受

态细胞，扩增后提取质粒。使用 Hind Ⅲ和 Xho Ⅰ
限制性内切酶对重组质粒 pMDTM19-T-ChaN 和

pET-32a 载体进行双酶切，酶切产物经 1.5%琼

脂糖凝胶电泳检测后胶回收产物；胶回收产物

使用 T4 DNA 连接酶进行连接，然后转化至大

肠杆菌(E. coli) BL21(DE3)感受态细胞，活化后

涂布在含有 Amp 抗性 LB 固体培养基上，37 ℃

培养过夜。挑选单克隆菌落接种于含有 Amp 的

LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min 培养 4 h，
根据质粒提取试剂盒说明书对重组质粒进行提

取，提取结束后对其分别进行双酶切鉴定和

PCR 鉴定，PCR 反应体系和条件同前，模板为

提取的重组质粒。将测序鉴定正确的质粒称为

pET-32a(+)-ChaN。 

1.7  重组蛋白的诱导表达及纯化 
挑取测序正确的表达工程菌阳性菌落接种

至 1 mL LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min 培

养 10 h，再以 1%接种量接种至 100 mL LB 液体培

养基中进行扩大培养(Amp 浓度为 100 μg/mL)，用

终浓度 0.5 mmol/L 的 IPTG 16 ℃低温过夜诱导表

达。取 2 mL 菌液经 8 000 r/min、4 ℃离心 15 min，
收集菌体，经 PBS 重悬，与 5×SDS-PAGE 上样

缓冲液按 4:1 比列混匀，沸水煮 5 min，经

SDS-PAGE 电泳进行检测。 
将样本在冰水浴中使用超声波细胞粉碎机

60 W 超声破碎 30 min (工作 5 s，停 5 s)，随后

12 000 r/min、4 ℃离心 5 min，收集沉淀和上清。

沉淀经 PBS 重悬后和上清分别进行 SDS-PAGE
电泳。对重组蛋白进行可溶性分析。 

为了获得含有单一条带的目的蛋白，利用

3 mL 含有 His 标签的纯化柱将表达后的菌液进

行纯化。将制备好的重组蛋白放于−80 ℃保存。 
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1.8  重组蛋白的反应原性检测 
将纯化的重组蛋白与 5×SDS-PAGE 上样缓冲

液按 4:1 比列混匀，95 ℃煮沸 5 min，3 000 r/min
离心 30 s，将蛋白样进行 SDS-PAGE，随后使

用转膜仪进行转膜，使用 5% BSA 封闭液封

闭、使用牛 Mh 阳性血清为一抗 4 ℃过夜孵育、

兔抗牛二抗 37 ℃孵育 2 h，显色发光使用化

学发光仪观察并记录结果。 

1.9  重组蛋白的免疫剂量筛选 
体重 20–24 g 的 BALB/c 雌雄对半，一组 6 只，

共 5 组于第 0 天背部皮下分点注射 200 µL/只。

分组为 80 μg ChaN+白油佐剂组、60 μg ChaN+
白油佐剂组、40 μg ChaN+白油佐剂组、30 μg 
ChaN+白油佐剂组、20 μg ChaN+白油佐剂组。注

射后第 7 天眼眶静脉采血，3 000 r/min 离心后分

离血清，检测抗体效价。96 孔板以 1×108 CFU/孔
包被灭活 Mh，4 ℃孵育过夜，用 1×PBST 洗涤

缓冲液洗涤 3 次，晾干；用含 5% BSA 封闭缓

冲液每孔 200 μL 封板，37 ℃孵育 2 h；1×PBST
洗涤缓冲液洗涤 3次，晾干，小鼠血清每孔 100 µL
稀释比例为 1:50，37 ℃孵育 1 h；1×PBST 洗涤

缓冲液洗涤 3 次，晾干，加入按 1:3 000 稀释的

HRP 标记山羊抗小鼠 IgG 二抗，37 ℃孵育 1 h；
1×PBST 洗涤缓冲液洗涤 5 次，晾干，加入双

组分 TMB 显色液 100 μL 显色 25 min，每孔加

入 50 μL 终止液，15 min 内测量每孔的 OD450

吸光度。 

1.10  重组蛋白的免疫保护性检测 
体重 20–24 g 的 BALB/c 雌雄对半，一组

12 只，4 组于第 0、7 和 14 天背部皮下分点注

射 200 µL/只，Mh 商品化疫苗组按 0.2 mL/只接

种(Mh 抗原含量 2.0×108−3.0×108 CFU，白细胞

毒素抗原含量 128–256 CU)，空白对照组 1 组，

雌雄对半共 10 只，总共 5 组。分别在第 0、7、

11、14、17、21、24、28、35 天使用毛细玻璃

吸管进行眶静脉采血，收集血清，免疫分组

为 PBS 组、白油佐剂组、40 μg ChaN+白油佐

剂组和 Mh 商品化疫苗组构成。抗体效价及

IgG 亚型使用 1.9 方法。第 3 次免疫 7 d 后以

3×108 CFU/只(3×LD50)腹腔注射 Mh95 毒株测定

蛋白保护效果。 

2  结果与分析 
2.1  ChaN 蛋白的生物信息学分析结果 
2.1.1  ChaN 蛋白的理化性质及亲疏水性

预测 
ChaN编码蛋白的分子式为C1337H2156N368O405S10，

分子量为 32 kDa，不稳定指数为 35.27，编码该

蛋白为稳定蛋白，理论等电点为 5.91，负电荷

总残基数(Asp+Glu) 31 个，正电荷总残基数

(Arg+Lys) 26 个，在哺乳动物体外网织红细胞

中的半衰期为 30 h；总平均亲水性为–0.221，

为亲水性可溶蛋白(图 1)，通过 ProtScale 进一步

分析显示亲水区域大于疏水区域。 

 

 
 
图 1  ChaN 蛋白的亲/疏水性预测结果 
Figure 1  Hydrophilicity/hydrophobicity prediction 
results of ChaN protein. 
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2.1.2  ChaN 蛋白的部分生物信息学分析

结果 
预测结果显示 ChaN 蛋白可能为外膜蛋白，

无跨膜结构，有信号肽。该蛋白保守区域在

1–798 位氨基酸，使用 NCBI ORF Finder 预测其

开放阅读框，结果显示该蛋白有 1 个开放阅读框。 
用 SOPMA 在线软件预测 ChaN 蛋白质二

级结构发现，蛋白由 α-螺旋(42.64%)、β-折叠

(14.34%)、延伸链(4.15%)和无规则卷曲(38.87%)
组成；通过 SWISS-MODEL 平台预测 ChaN 蛋

白三级结构，发现该蛋白主要由 α-螺旋所形成

的三维立体结构组成(图 2)。 

2.1.3  ChaN 蛋白抗原表位预测结果 
经 Tools 预测显示，ChaN 蛋白含有 16 个

抗原表位(表 3)。 

2.1.4  ChaN蛋白B细胞抗原表位预测结果 
经 ABCPred 预测显示 ChaN 蛋白有 23 个 B

细胞抗原表位(表 4)。 

 
 
图 2  ChaN 蛋白的三级结构预测结果 
Figure 2  The tertiary structure prediction results 
of ChaN protein. 

 
2.1.5  ChaN 蛋白保守性和同源性分析 

使用 NCBI BLAST 分析 ChaN 蛋白保守性显

示该蛋白在 Mh 菌株间保守性为 95.85%–100%，

结果见图 3。 
 

表 3  ChaN 蛋白抗原表位预测结果 
Table 3  Prediction result of antigenic determinants of ChaN protein 
序号 
Serial number 

开始位点 
Start position 

序列 
Sequence 

结束位点 
End position 

1 4 FLLGCSVST 12 
2 19 NVDSIGQII 27 
3 36 SFTELLSRLSSQDYVLVG 53 
4 56 HTQLIHHQIELYLFN 70 
5 73 TKKAKLHLIALEM 85 
6 87 NVDQQPAID 95 
7 101 RPVNLSA 107 
8 124 YQDLVVES 131 
9 134 SNSRVIA 140 
10 147 EVEILLNG 154 
11 157 PLKGSVSTSSEVKQKIAQLLLS 178 
12 189 NMVAVQQ 195 
13 202 AEKLVKN 208 
14 210 LSTSLLIAGNHHVRKDLGVPLHIA 233 
15 239 KKVAVLM 245 
16 254 TSSQADYL 261 
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表 4  ChaN 蛋白 B 细胞抗原表位预测结果 
Table 4  B cell epitope prediction of ChaN protein 
序号 
Rank 

序列 
Sequence 

起始位点 
Start 
position 

评分 
Score 

1 REAIQWQKWDWKMYQD 111 0.91 
2 REEITSSQADYLWVTQ 250 0.90 
3 QQPAIDRIQFNRPVNL 90 0.88 
4 WKMYQDLVVESLGSNS 121 0.86 
5 SMNHGMPYPMENMVAV 178 0.85 
6 RLSSQDYVLVGEEHTQ 43 0.81 
7 TSLLIAGNHHVRKDLG 212 0.79 
8 VPLHIAEYDRTKKVAV 228 0.78 
9 DRRMAEKLVKNALSTS 198 0.77 
10 IGQIIDLNTNQTISFT 23 0.76 
10 QKIAQLLLSMNHGMPY 170 0.76 
11 KVAVLMLKTEREEITS 240 0.75 
11 VAVQQFRDRRMAEKLV 191 0.75 
11 GSVSTSSEVKQKIAQL 160 0.75 
12 GCSVSTQSLNEQNVDS 7 0.72 
13 AKLHLIALEMLNVDQQ 76 0.71 
14 ESLGSNSRVIATNLTD 130 0.70 
15 TQLIHHQIELYLFNQL 57 0.68 
16 IATNLTDKEVEILLNG 139 0.66 
17 HHVRKDLGVPLHIAEY 220 0.60 
17 LLNGAEPLKGSVSTSS 151 0.60 
18 QTISFTELLSRLSSQD 33 0.57 
19 KLVKNALSTSLLIAGN 204 0.53 

 
2.2  牛源溶血性曼氏杆菌体外培养时

ChaN 基因在不同生长阶段转录水平测定 
以 16S rRNA 基因为内参基因，通过RT-qPCR

检测菌株 ChaN 在不同生长时间的 mRNA 转录

水平。结果显示 ChaN 基因的转录水平在对数

期的表达量最高，其次是稳定期及迟缓期，在

衰亡期的表达量最低，在 4 个时期的表达量为

差异极显著(P<0.001) (图 4)。 

2.3  重组质粒 pET-32a-ChaN 的构建及

鉴定结果 
以溶血性曼氏杆菌 DNA 基因组为模板，经

PCR 扩增得到 798 bp 的目的片段(图 5)，与预

期结果一致。构建重组质粒经双酶切鉴定并测 

 
 
图 3  溶血性曼氏杆菌 ChaN 基因系统发育树   
括号内为 GenBank 登录号；标尺表示遗传距离长

度；节点处数字代表 1 000 次重复取样 bootstrap
检验置信度值。 
Figure 3  Phylogenetic tree of ChaN gene of 
Mannheimia haemolytica. The GenBank accession 
number is in brackets; The scale represents the 
length of genetic distance; The numbers at nodes 
represent the confidence values of bootstrap test 
with 1 000 repeated samples. 

 

 
 
图 4  Mh95的 ChaN基因在不同生长时间的转录

水平  
Figure 4  Transcription level of ChaN gene in Mh95 
at different growth time. ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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序，检测结果经 NCBI BLAST 比对，显示插入

基因与目的基因结果一致，成功构建重组质粒

pET-32a-ChaN (图 6)。测序结果经 NCBI BLAST
比对为目的基因。 
2.4  rChaN 表达、纯化及鉴定 

E. coli BL21(DE3)诱导表达后经超声破碎，

离心分离沉淀和上清，进行 SDS-PAGE。结果 
 

 
 

图 5  溶血性曼氏杆菌 ChaN 基因扩增   M：

DL2000 Plus DNA marker；Mh43、Mh93 和 Mh95：
分离菌；N：阴性对照。 
Figure 5  Amplification of ChaN gene of 
Mannheimia haemolytica. M: DL2000 Plus DNA 
marker; Mh43, Mh93 and Mh95: Isolated bacteria; 
N: Negative control. 

 

 
 
图 6  溶血性曼氏杆菌 ChaN-32a 双酶切   M：

DL10000 DNA marker； ChaN-32a：重组质粒

pET-32a-ChaN；N：阴性对照。 
Figure 6  Double digestion of ChaN-32a of 
Mannheimia haemolytica. M: DL10000 DNA marker; 
ChaN-32a: Recombinant plasmid pET-32a-ChaN; N: 
Negative control. 

显示，ChaN 蛋白在 32 kDa 处有明显的条带，

大小符合预期，并且蛋白主要在沉淀中表达，上清

中蛋白表达含量较低(图 7)。蛋白按 Ni-IDA Resin
蛋白纯化试剂盒纯化，随后进行 SDS-PAGE，结

果显示，纯化后蛋白条带较为单一，纯化效果

良好(图 8)。 
2.5  rChaN 蛋白的反应原性分析 

纯化后 ChaN 蛋白经 Western blotting 检测

显示，蛋白能与阳性血清一抗结合，结果表明

该蛋白具有反应原性(图 9)。 

2.6  重组蛋白的免疫剂量筛选结果 
间接 ELISA 检测抗体水平结果显示，各免

疫接种组接种蛋白后第 7 天以 40 μg+白油佐剂

组免疫效果最佳(图 10)，抗体检测显示实验组

OD 值/对照组 OD 值(P/N)>2.1。 
2.7  重组蛋白的免疫保护性试验 

间接 ELISA 测定血清样本 IgG 抗体水平，

结果表明，在 40 μg ChaN+白油佐剂组免疫后，

IgG 抗体水平持续上升。Mh 商品化疫苗在首免 
 

 
 
图 7  蛋白诱导及超声破碎结果   M：蛋白 marker；1：
超声上清；2：超声沉淀；3：诱导前；4：诱导 0 h；
5：诱导 2 h；6：诱导 4 h；7：诱导 6 h；8：诱导

8 h。 
Figure 7  Results of protein induction and 
ultrasonication. M: Protein marker; 1: Ultrasonic 
supernatant; 2: Ultrasonic precipitation; 3: Before 
induction; 4: Induction for 0 h; 5: Induction for 2 h; 
6: Induction for 4 h; 7: Induction for 6 h; 8: 
Induction for 8 h. 
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图 8  蛋白纯化结果   M：Protein marker；1：空

白对照；2：蛋白纯化结果；3：pET-32a(+)菌体。 
Figure 8  Protein purification results. M: Protein 
marker; 1: Blank control; 2: Protein purification 
results; 3: pET-32a(+) bacteria. 
 

 
 
图 9  rChaN 蛋白 Western blotting 结果   M：

Protein marker；1：rChaN 蛋白 Western blotting 结

果；2：空白对照。 
Figure 9  Western blotting results of rChaN protein. 
M: Protein marker; 1: Western blotting results of 
rChaN protein; 2: Blank control. 
 
后第 17 天抗体效价最高，其后抗体水平不断下

降，40 μg ChaN+白油佐剂组免疫后抗体水平持

续上升，并在第 28 天与商品化疫苗接近(图 11)，
42 d 后 IgG2a/IgG1>1 (图 12)；IgG 亚型检测显示 

 
 
图 10  rChaN 蛋白免疫剂量筛选结果 
Figure 10  Immune dose screening results of rChaN 
protein. 

 

 
 
图 11  rChaN 蛋白 IgG 抗体水平检测 
Figure 11  Detection of IgG antibody level of 
rChaN protein. ***: P<0.001. 
 
ChaN 蛋白主要使机体产生 IgG1 和 IgG2b 亚型

(图 13)。 
第 3 次免疫后第 7 天腹腔注射 Mh95 菌株，

40 μg ChaN+白油佐剂组存活率为 90%，高于商 
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图 12  rChaN 蛋白 IgG2a/IgG1 检测结果 
Figure 12  Detection results of rChaN protein 
IgG2a/IgG1. 

品化疫苗组，空白对照组、PBS 组和白油佐剂

组小鼠 7 d 内存活率低于 20% (图 14)。结果表

明，rChaN 蛋白能够对溶血性曼氏杆菌致死性

攻毒有一定的保护效果。 

3  讨论 
Mh 能够引起牛纤维素性肺炎或胸膜肺炎，

对全球养牛业造成严重的经济损失，目前使用

疫苗是其有效的防控及进化手段之一。北美和

欧洲常使用多联疫苗用于 BRD 的免疫预防，但

其免疫效果不完全[16-17]。由于 Mh 对牛、羊致病

性较为普遍，临床多采用抗生素治疗，对 Mh 的 

 

 
 
图 13  rChaN 蛋白 IgG 亚型检测结果 
Figure 13  The results of rChaN protein IgG subtype detection. 



 
1306 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 14  rChaN 蛋白攻毒保护结果 
Figure  14  The results of rChaN protein challenge 
protection. 
 
防控及净化产生不利影响，因此不同类型的免

疫制剂以及与免疫相关蛋白的研究成为了目前

的研究热点。 
铁对病原菌维持正常生命活动、生长发育、

致病性等具有重要作用，如金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)利用血红素摄取系统和

2 个高亲和力的铁吸收载体葡萄铁蛋白 A 和 B
来获取铁元素，以维持基本生命活动并发挥毒

力作用[18-19]。ChaN 作为一种铁调节外膜相关蛋

白，与 ChaR 相互作用促进对血红素的摄取[20]。

如 ChaN 在铜绿假单胞菌血红素获取中具有重要

作用，与富铁条件相比，铁限制条件下细菌 ChaN
转录水平增加了 25 倍[17]。本研究通过对 NCBI
上已有的 Mh 全基因组分析发现 ChaN 蛋白，经

生物信息学分析分子式为 C1337H2156N368O405S10，

分子量为 32 kDa，为亲水性可溶蛋白，无跨膜

结构域，1 个开放阅读框。ChaN 与一些表征良

好的血红素摄取蛋白同源，如与铜绿假单胞菌

血红素摄取相关蛋白 PhuW 有 30%同源性[21]；

遗传进化显示牛源与羊源Mh ChaN蛋白存在一

定差异，可能与物种之间的血红素摄取机制不

完全相同有关。抗原表位作为蛋白质序列中能

被相应细胞受体或抗体特异性识别并有效诱导

免疫应答的位点，包括抗原表位和 B 细胞抗原

表位[22-23]。Mh ChaN 蛋白具有 16 个潜在抗原表

位、23 个潜在的 B 细胞抗原表位，可能参与感

染过程中的免疫应答反应，具有较强的免疫原

性，因此 ChaN 蛋白可作为 Mh 亚单位疫苗候选

抗原及诊断的潜在靶标。体外培养 Mh95 菌株，

ChaN 基因的转录水平对数期的表达量最高，其

次是稳定期及迟缓期，在衰亡期的表达量最低，

比较不同时期的ChaN基因mRNA表达量差异极

显著(P<0.001)。Western blotting 结果显示该蛋

白能够与 Mh 感染动物阳性血清相结合，说明

该蛋白具有一定的反应原性，能够诱导机体发

生体液免疫。 
IgG 是机体血清中的主要抗体，分为 IgG1、

IgG2a、IgG2b 和 IgG3 等亚型。Th2 型体液免

疫反应对于阻止病原菌的侵入有重要作用，是

机体适应性免疫应答的重要组成部分；Th1 型

细胞免疫反应是增强吞噬细胞介导的抗感染免

疫，特别是抗胞内病原体的感染，还能促进 IgG
的生成[24-25]。Th1 型细胞和 Th2 型细胞可分别

促进 IgG2a 和 IgG1 的产生。本研究发现 rChaN
能够持续刺激机体产生 IgG 抗体，这有助于机

体对 Mh 产生较高的抗感染能力。 
Ayalew 等[26]研究表明，包含 PlpE 主要抗

原表位区域的截短片段能够诱导小鼠产生特异

性 IgG 抗体，进而介导补体杀菌效应，但该项

研究未开展进一步的攻菌保护试验；而接种

rOmpA 能诱导小鼠和牛产生高水平的体液免疫

应答，但是该蛋白对动物的免疫保护作用并未

得到进一步的验证 [7]。李奕欣等 [10]通过使用

rPlpE 截短片段，2 次免疫小鼠后经 ELISA 检测

发现，虽然免疫小鼠血清中存在特异性 IgG 抗

体，但是使用最小致死量(minimumlethaldose, 
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MLD)=1 的 ZD06 株菌液攻击后，小鼠在 24 h
内全部死亡，表明截短的 rPlpE 不能诱导小鼠

产生保护性免疫；而使用全长 PlpE 重组蛋白免

疫小鼠后的攻菌结果显示，接种 rPlpE 能够有

效降低 ZD06 强毒菌液对小鼠的致死率。陆奕

彤[27]通过截断表达 LKT A 蛋白并免疫小鼠，发

现重组 LKT A 蛋白对同型菌株具有较好的免疫

原性。本研究通过使用不同剂量的重组 ChaN
蛋白免疫小鼠发现，40 μg ChaN+白油佐剂组产

生抗体水平最高，这和 Ayalew 等[26]、陆奕彤[27]

研究结果相似，间接 ELISA 实验证明了保护作

用来自 ChaN 蛋白，而不是白油佐剂。本研究中

表达的是 ChaN 全长重组蛋白，免疫保护效果与

PlpE 全长重组蛋白对小鼠保护效果较为接近，

并且比成品疫苗对小鼠免疫保护效果高。 

4  结论 
本研究结果表明，rChaN 能够诱导小鼠产

生较高的特异性 IgG 抗体水平，免疫小鼠能有

效抵抗 Mh 强毒株的攻击。本研究证明了 ChaN
蛋白具有良好的抗原性，能够作为 Mh 候选保

护抗原，作为潜在的免疫原性蛋白进行研究。 
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