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兔多杀性巴氏杆菌铁调节外膜蛋白（!"#$%&）抗原交叉性试验

顾宏伟 陆承平"

（南京农业大学农业部疾病诊断与免疫重点开放实验室 南京 #%$$6"）

摘 要：分别以含铁培养基和限铁培养基培养 !株兔多杀性巴氏杆菌 BC、D"%4#、D"%45及 D"%4%7株，用刚果红结合
试验初步分析铁调节外膜蛋白（EF*GHI）表达情况，同时破碎菌体，提取外膜蛋白，经 CJC4HKL8比较这 !株细菌在
正常培养条件、富铁培养条件及限铁培养条件时外膜蛋白的表达差异，结果表明：限铁培养时，细菌表现出对刚果

红染料较强结合性，且这 !株巴氏杆菌均表达数种高分子量的 EF*GHI，主要有 %!7 MJ、%5" MJ、66 MJ、6! MJ、2# MJ
及 7# MJ蛋白带，!株之间存在一定的差异，而正常或富铁条件培养时均不表达上述条带。免疫印迹结果显示，正
常条件培养的全菌（D"%4%7株）抗血清中不含有针对 EF*GHI的抗体，限铁培养的 D"%4%7株 EF*GHI可诱导机体产生
相应抗体，并且能与 BC、D"%4#及 D"%45株的 EF*GHI发生抗原交叉性反应。同时用间接 8NECK检测 D"%4%7株 5种
EF*GH（66 MJ、6! MJ和 27O3 MJ）的交叉抗体效价，结果这 5种抗血清均与其它 5株的产生较高的交叉抗体滴度。
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兔巴氏杆菌病（H:I,.</.((’I;I）是由多杀性巴氏
杆菌（!"#$%&’%((" )&($*+,-"）感染引起的呼吸道疾病，
为家兔的主要传染病之一。目前国内外主要使用灭

活疫苗来预防和控制该病，但用体外培养的细菌制

成的灭活苗只对同种血清型具有一定的保护力，而

对异种血清型不能产生保护力或较弱，迄今为止，巴

氏杆菌的重要免疫原还不甚清楚。自上世纪 2$ 年
代以来，人们相继研究了荚膜、脂多糖及外膜蛋白等

的免疫原性，但其免疫保护力均不甚理想［%］。

F;9(./等［#］报道，患禽霍乱康复的禽类动物可
获得交叉保护力，能抵抗异种血清型的感染；F.-./I
等［5］报道，巴氏杆菌弱毒苗也可使禽类获得交叉保

护力，而体外培养菌灭活苗则不能，由此可推测巴氏

杆菌在体内增殖时表达了某些抗原成分，并诱导机

体产生交叉保护性，故被称为交叉保护性因子

（DHQ）；EM.A: 和 R;/IS［!］研究发现，体内增殖时交叉
保护性抗原的表达与体内游离铁含量极低密切相

关；T.<9SU:等［"］研究了禽多杀性巴氏杆菌铁调节
外膜蛋白与体内增殖时外膜蛋白之间的关系，发现

体内增殖时新增表达的几种高分子量外膜蛋白（或

为某种蛋白的几个亚基）可在体外限铁条件下表达，

并且弱毒苗的抗血清或康复血清均能与这些

EF*GHI发生结合反应，这为研究铁调节外膜蛋白与
交叉保护因子之间的关系打下基础。

本试验以兔多杀性巴氏杆菌 D"%4%7 株为主要
研究对象，分析其在不同条件下外膜蛋白的表达差

异，并初步探索铁调节外膜蛋白的抗原交叉性，为寻

找交叉保护性抗原成分提供实验依据。

’ 材料和方法

’(’ 菌株、试剂和实验动物
兔巴氏杆菌 D"%4#、D"%45及 D"%4%7购自中国兽

药监察所，血清型分别如下：D"%4#为 K：%，D"%45为
K：5，D"%4%7为 K但菌体抗原型未定，BC株系江苏农
业科学院兔病组惠赠。本实验以 D"%4%7 为主要研
究对象。

辣根过氧化物酶标记的兔抗大鼠 EVL购自南京
生兴生物技术有限公司，R.=.I缓冲液、CNC、弗氏佐
剂购于 C;V9:公司；清洁级小鼠（#$ W #"VX只）购自南
京医科大学动物房，大鼠（#，成年）购自南京医科大
学动物房。

’() 培养条件控制
为尽量减少培养基中铁离子含量，实验所用的

所有玻璃器皿均用 $O"Y8J1K浸泡过夜处理，然后
以去离子水反复冲洗 %$遍晾干待用。实验用水均
为去离子水，实验操作过程避免使用一切铁制物品。

培养基 K为 1RZ [ #Y犊牛血清，培养基 Z为 1RZ
[ #Y犊牛血清 [ #，#\4联吡啶（#$$!9’(XN），培养基 D



为 !"# $ %&犊牛血清 $ ’()*+（,-%.//0*12）。

!"# $%&’和 ()$%&’的提取
参照 3450 等［6］的方法略作改动。挑取单菌落

分别接种培养基 7、# 及 )，+89振荡培养过夜，按
, :.;比例分别接种上述的 + 种培养基，+89继续振
荡培养 ,<4。<;;;=1/>? 离心 ,;/>? 收获菌体，用灭
菌的生理盐水洗涤两次，接着用 ,;//0*12 @"8-A的
"(@(B（CD%D羟乙基哌嗪DCED%D乙磺酸）缓冲液重悬沉
淀，置冰浴超声破碎细胞，以 ,8;;F离心 %;/>?，收集
上清。以 ,;;;;;F（超速离心机 #G)H7C I2D<;），A9
离心 6;/>?，弃上清，用 %& J2J（十二烷基肌氨酸钠，
溶于 ,;//0*12 @"8-A的 "(@(B缓冲液）重悬沉淀，于
%%9水浴作用 6;/>?，接着 ,;;;;;F，A9离心 6;/>?，
弃上清，沉淀物用 ,;//0*12 @"8-A的 "(@(B洗涤两
次，最后溶于灭菌双蒸水，K %;9冻存。蛋白浓度用
紫外分光光度计（#LMDN7O J/5=PB@(Q!H +;;;）测定。
!"* 刚果红结合实验
参照 R(S/4T5等［.］的方法来检测铁调节蛋白的

摄铁能力，略作改进：分别以培养基 7和 #培养多
杀性巴氏杆菌 ).,D,8 离心收集菌体，以 U#J
（;-;,/0*12 @"8-%）洗涤两次，并以此 U#J重悬沉淀，
调节菌体浓度到 !6;;为 ,-.，向菌体悬液中加刚果红
至终浓度为 +;!F1/2混匀，立即吸出 ,/2离心取上
清，测 !AV;值，余下的含刚果红的菌悬液于 +89振荡
温育，每隔 +;/>?取出 ,/2按上述步骤离心取上清
测 !AV;值。重复该实验 A次，计算出平均值，然后绘
出曲线图。

!"+ 外膜蛋白的 ,-,.&/01
JOJDU7WG 参照文献［<］的方法，分离胶为

,%&，积层胶为 .&。加样前将 LNMHUB 及 MHUJ提
取物浓度调至 ,/F1/2。然后与等体积上样缓冲液
混合，煮沸 ./>? 后加样。积层胶电压以 <X1Q/ 电
泳，恒压；分离胶以 ,.X1Q/电泳恒压。电泳结束后
以 ;-%.&考马斯亮蓝染色显示蛋白条带。蛋白条
带分子量是经复日 ’NDV<; 生物电泳图像分析系统
分析获得。

!"2 抗血清的制备
全菌抗血清：将 ).,D,8 株细菌培养物（经培养

基 7培养）以 ;-<&（X1X）福尔马林灭活 A<4，浓度调
节至 , Y ,;V)’Z，经无菌检验合格后免疫小鼠获得。

LNMHUB抗血清：将从 ).,D,8株（经培养基 #培
养）提取的 LNMHUB（%;!F1只）与弗氏佐剂乳化免疫
小鼠。共免疫 A次，间隔时间为 %周，经间接 G2LJ7

检测达到一定的效价采血而获取。

).,D,8株 VV[O、VA[O及 <8-6[O LNMHU的抗血
清：用胶中回收的 VV[O、VA[O及 <8-6[O LNMHU，经
背部皮下免疫大鼠，,;;!F1只。每隔 %周免疫 ,次，
连续免疫 . 次。末次免疫后 V\，股动脉放血，收集
血清，K %;9冻存。
!"3 免疫转印

MHUB及 LNMHUB样品经 JOJDU7WG后以 .;X恒
压转移 %4，将蛋白转移到硝酸纤维膜上，用丽春红 J
染膜，标记出蛋白 H5=[(=（U45=/5Q>5）位置，紧接着用
去离子水漂洗膜脱染料，以 .&脱脂奶粉封闭，封闭
后与 , :,;;倍稀释的抗血清结合，随之加入酶标二
抗（江苏科威）作用 6;/>?，以 O7#显示转印结果。
!"4 间接 15(,/检测交叉抗体效价
将 ]J、).,D%、).,D+及 ).,D,8株的 LNMHUB分别

包被 G2LJ7 板，,!F1孔。以 ).,D,8 株的 VV[O、VA[O
及 <8-6[O LNMHU 抗血清为第一抗体，分别与上述
LNMHU交叉反应，然后加入辣根过氧化物酶标记的
酶标二抗，最后用 MUOD"%M% 显色。

图 ! $%&’和 ()$%&’的 ,-,.&/01图谱
’>F^, )0/@5=>B0? 0_ JOJDU7WG @=0_>*(B 0_ MHUB 5?\ LNMHUB (‘P=5QPB

_=0/ \>__(=(?P BP=5>?B F=0T? >? P4=(( Q0?\>P>0?B

, ^U=0P(>? /5=[(=；%^ JP=5>? ]J >? !"#；+^ JP=5>? ).,D% >? !"#；A ^ JP=5>?

).,D+ >? !"#；.^ JP=5>? ).,D,8 >? !"#；6^ JP=5>? ]J >? !"# $ %;;!/0*12

\>@a=>\a*；8^ JP=5>? ).,D% >? !"# $ %;;!/0*12 \>@a=>\a*；<^ JP=5>? ).,D+

>? !"# $ %;;!/0*12 \>@a=>\a*；V ^ JP=5>? ).,D,8 >? !"# $ %;;!/0*12

\>@a=>\a*；,;^ JP=5>? ]J >? !"# $ ,^ %.//0*12 ’()*+；,,^ JP=5>? ).,D% >?

!"# $ ,^ %.//0*12 ’()*+；,%^ JP=5>? ).,D+ >? !"# $ ,^ %.//0*12

’()*+；,+^ JP=5>? ).,D,8 >? !"# $ ,^%.//0*12 ’()*+ ^

6 结果

6"! ,-,.&/01分析
A株巴氏杆菌在正常培养条件下表达的外膜蛋

白 JOJDU7WG图谱基本一致（图 ,），主要有 <8-6[O、
6<-A[O、6+-V[O、A.[O、%<[O 及 ,A[O 的蛋白条带。
除 ]J株外，).,D%、).,D+ 和 ).,D,8 均表达 8% [O的
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蛋白。外膜蛋白复合物中以 !" #$蛋白含量最高，
为主要外膜蛋白。

向培养基中添加 %&’() 后，外膜蛋白的 *$*+
,-./图谱与正常条件下的基本没有变化。而向培
养基中添加 !，!0+联吡啶后，*$*+,-./图谱明显变
化，主要表现在新增表达了几种高分子量的蛋白条

带：1*、’23+! 及 ’23+34 株主要有 354#$、3)2#$、
66#$、"478#$、"!#$、4!#$、82#$、52#$、!"#$ 及
35#$，另 ’23+! 和 ’23+34 株还表达 65#$ 蛋白。仅
’23+)株的带谱差异较大，其主要表达 392#$、66#$、
65#$、"478#$、"!#$、4!#$、84#$、52#$、!"#$ 和
35#$。
!"! 免疫转印

’23+34全菌灭活制备的抗血清能与 1*、’23+!、
’23+)及 ’23+34株的 )"#$、)!#$、!"#$和 35#$蛋白
带发生反应，而与 "478#$、8"75#$、8)76#$ 及 52#$
的蛋白不发生反应，但不能与几种高分子量的

:;<=,>等发生反应（图 !）。

图 ! 全菌抗血清免疫转印图谱
%?@A! B&>C&DE F(GC> GH <=,> IEJ :;<=,> &KCDILC> HDGM HGND >CDI?E>

@DGOE ?E COG LGEJ?C?GE> D&ILC&J O?CP OPG(&+L&((> IEC?>&DI

3 A *CDI?E 1* ?E QRS；!A *CDI?E ’23+! ?E QRS；)A *CDI?E ’23+) ?E QRS；5A

*CDI?E ’23+34 ?E QRS；2 A *CDI?E 1* ?E QRS T !99!MG(UV J?WXD?JX(；8A

*CDI?E ’23+! ?E QRS T !99!MG(UV J?WXD?JX(；4A *CDI?E ’23+) ?E QRS T

!99!MG(UV J?WXD?JX(；"A *CDI?E ’23+34 ?E QRS T !99!MG(UV J?WXD?JX(；6A

,DGC&?E MID#&D A

’23+34 :;<=,>抗血清的带谱（图 )）如下：与含
铁条件下 5株巴氏杆菌 <=,>的 52#$、)"#$、)!#$、
!"#$及 35#$的蛋白带发生反应，且带型一致。与
限铁条件下的 :;<=,>的反应各株之间有所差异，
除该抗血清均能与这 5株 52#$、)"#$、)!#$、!"#$及
35#$的蛋白带发生反应之外，对高分子量的蛋白反
应不尽一致：如与 1* 株的 66#$、65#$、"478#$ 及
84#$蛋白；与 ’23+! 株的 65#$、"478#$ 和 84#$ 蛋
白；与 ’23+) 的 66#$、65#$和 "478#$蛋白；与 ’23+
34的 66#$、65#$、"478#$、"!#$及 84#$蛋白。
!"# 刚果红结合试验
限铁条件下，5 株巴氏杆菌均表现出对刚果红

染料强结合特性，而在含铁条件下，这几株巴氏杆菌

图 # $%&%’(抗血清免疫转印图谱
%?@A) B&>C&DE F(GC> GH <=,> IEJ :;<=,> &KCDILC> HDGM HGND >CDI?E>

@DGOE ?E COG LGEJ?C?GE> D&ILC&J O?CP :;<=,> IEC?>&DI

3 A *CDI?E ’23+34 ?E QRS；!A *CDI?E ’23+) ?E QRS；)A *CDI?E ’23+! ?E

QRS；5 A *CDI?E 1* ?E QRS；2A *CDI?E ’23+34 ?E QRS T !99!MG(UV J?WXD?+

JX(；8A *CDI?E ’23+) ?E QRS T !99!MG(UV J?WXD?JX(；4 A *CDI?E ’23+! ?E

QRST !99!MG(UV J?WXD?JX(；"A *CDI?E 1* ?E QRS T !99!MG(UV J?WXD?JX(；

6 A ,DGC&?E MID#&D A

对刚果红结合相对较弱（图 5）。在限铁条件下培养
的菌体表现出与刚果红染料较强的结合性，符合铁

调节外膜蛋白的特性，佐证了 :;<=,>的表达。

图 ) 刚果红结合试验
%?@A5 ’GE@G ;&J S?EJ?E@ Q&>C

!") *+$,-
’23+34株 )种 :;<=,抗血清分别与 1*、’23+!、

’23+)及 ’23+34株有不同交叉抗体滴度（表 3）。

# 讨论
铁离子是细菌生长繁殖所必需的营养因子之

一，.D?HH?CP［2］研究发现一些病原菌之所以能在宿主
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表 ! "#$%&的交叉抗体滴度
!"#$% & !’(%)* +, "-(’./0123 *%)45

6-(’*%)45
!’(%)*（$+78）

9: ;<&.8 ;<&.= ;<&.&>

6-(’.;<&.&> ??@A /0123 &8 &B && &B

6-(’.;<&.&> ?B@A /0123 && &< &= &<

6-(’.;<&.&> C>DE@A /0123 &< &E &B &E

体内增殖，是因为限铁条件迫使细菌产生高亲合性

的摄铁系统，主要有转铁蛋白受体、乳铁蛋白受体及

铁载体［>］等，其与宿主竞争摄取铁离子复合物，从而

获取铁满足自身代谢需要，属于外膜蛋白家族。它

们仅在限铁条件下表达，故被称之为铁调节外膜蛋

白。研究表明，溶血性曼氏杆菌（!"##$%&’&" $"%’()
*+,&-"，旧称溶血性巴氏杆菌）［?］，牛、禽及猪多杀性巴
氏杆菌（. F ’/*,(-&0"）［&，E，&G H &8］，流感嗜血杆菌（1"%)
’(2$&*/3 &#4*/%#5"）［<］及脑膜炎奈瑟氏菌（ 6%&33%7&"
’%#&#8&,&0&3）［&8］等在限铁条件下均能新增表达
/0123*。;I+’$和 JI"+［E］指出，禽多杀性巴氏杆菌和
猪多杀性巴氏杆菌在体内增殖时表达的 /0123*具
有交叉免疫保护作用。兔多杀性巴氏杆菌在限铁条

件下是否表达 /0123*及其交叉免疫原性如何，国
外由于养兔不多，缺乏相应研究，国内目前则尚未见

到这方面的报道。

本实验以兔多杀性巴氏杆菌 ;<&.&> 株作为主
要研究对象，表明在添加适当浓度铁离子螯合剂（8，
8K.联吡啶）时，可诱导细菌表达 /0123*；浓度过高
时，细菌不能生长，从而肯定了游离铁含量对

/0123*表达的调控性。
L%45IM"等［<］研究表明，禽多杀性巴氏杆菌

3&G<?株在体内增殖时新增表达的几种 123* 为
/0123*，并在体外限铁条件下可模拟表达，且表达
出的 /0123*能与含有 ;3N* 抗体的康复血清发生
免疫反应。JI"+等［E］用限铁条件培养猪多杀性巴氏
杆菌 6<8 株时，发现该株同样能表达 /0123*，其
:A:.36OP图谱与体内增殖时外膜蛋白图谱一致。
在本实验中，:A:.36OP分析表明，B 株兔多杀性巴
氏杆菌在限铁培养时表达了 /0123*，其表达情况与
禽多杀性巴氏杆菌 3&G<? 株及猪多杀性巴氏杆菌
6<8株的基本一致。可见体内增殖时表达的交叉保
护性抗原可在体外特定条件下模拟表达，从而为进

一步研究交叉保护性抗原提供了方便。实验中不同

菌株表达的 /0123:有所不同，可能与菌株差异相
关。

以 ;<&.&>株全菌抗血清转印时，未检测到针对
/0123*的条带，进一步说明细菌在正常条件及富铁
条件下不表达 /0123*，同时也表明全菌抗血清中不
含有 /0123*抗体，因此 /0123*与 123*之间不存
在抗原交叉性。;<&.&>株新增表达的 /0123*中部
分蛋白（或部分亚基），如 ??@A、?B@A、C>DE@A 及
E>@A /0123，可诱导机体产生相应抗体，免疫转印
图谱显示，针对 ;<&.&>株的 /0123*抗血清能与 9:、
;<&.8及 ;<&.=株相应的 /0123*结合，表明 /0123*
在这 B株之间存在抗原交叉性，推测它们之间存在
相同或相似的线性表位或空间表位。免疫转印时未

检测到一些高分子量的 /0123*（如 &B>@A和 &=<@A）
抗体，可能是因为这些蛋白在总 123 中的含量较
低，或因其自身的抗原性较弱。

:’5+-*等［&=］研究表明，针对溶血性巴氏杆菌单
个外膜蛋白抗体效价的高低与抗感染力呈正相关

性，;+-,%)［&B］研究发现此种方法可用于预测巴氏杆
菌的重要免疫原。本实验用间接 PQ/:6法分别定量
分析了 ;<&.&>的 ??@A、?B@A及 C>DE@A /0123交叉
抗体滴度，结果表明这 =种蛋白在不同的菌株之间
存在良好的抗原交叉性，从而推测这 =种 /0123为
重要的保护性抗原。至于 /0123*在动物试验中的
交叉保护力如何，有待进一步试验证实。
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凡投送本刊的稿件，如涉及到以下内容，请作者按照本刊要求撰写。

54摘要：中英文摘要均采用第三人称叙述，不允许出现第一人称，如：本文、本研究、我们⋯⋯等。研究论文摘要包括目的、
方法、结果和讨论，综述摘要包括论述内容的发展水平、自己的评论和展望。英文摘要中也可以加入自己的一些观点，用过去

时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结论。要求语法正确，句子通顺，最好请英文较好且专业知识强的专家审阅定稿后

再投来。

V4系统发育树：系统树中菌名应列出全称及菌株号；名字后加括号，其内含序列号；图注应说明“树”上所有的内容，包括：
括号中的序列号、分支点上的数字涵义、比例尺代表的意义（如：9495）。［参见：微生物学报，V99S，SS（V）：5SP4］

P4测序结果：因本刊版面紧张，所有测序结果（核酸、蛋白质），请作者先通过计算机网络进入国际基因库 01QL（欧洲）或
W<2Q#2(（美国）或 AAQ)（日本），申请得到国际基因库接受号（=..<--+’2 R’4）后再投稿。
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