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摘 要 以旋涡混合法使禽病原性大肠杆菌分离株3##、$1"6和78!菌毛脱落，经硫酸铵沉

淀、透析后进行蔗糖密度梯度离心，收集密度为$9$2至$9$3:／,-!的蛋白带，经;*;5<=>?
测定，!株菌菌毛蛋白的分子量分别在$193、$192和$192@*；提纯菌毛保留了甘露糖敏感性

凝集豚鼠红细胞的能力，证明它们为$型菌毛；从$1"6株提取的$型菌毛免疫A=BA／C小鼠

产生的高免血清在D+EF+/G.(’F中与!个菌株的相应菌毛蛋白均呈阳性反应。上述结果表

明，受检的!株禽病原性大肠杆菌均表达了$型菌毛，其分子量在$193!$192@*之间，!个

菌株的$型菌毛间具有较强的抗原相关性。
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禽大肠杆菌败血症或大肠杆菌病在世界范围内给养禽业造成了较大的经济损

失［$!!］。越来越多的证据表明，禽源大肠杆菌的致病性与其菌毛有关，有毒力菌株比无

毒力菌株更容易吸附鸡的气管或咽上皮细胞［$］，这种吸附是由菌毛介导的［%，!］，大多数分

离自败血症鸡的大肠杆菌具有甘露糖敏感性血凝（HIGG’E+;+GEJFJK+L+-I::(MFJGIFJ’G，

H;L=）特性的菌毛，即$型菌毛［6］，这些菌毛亚单位的分子量可能会因血清型的不同而

有所差异［3，#］，但它们对甘露糖敏感的吸附特性却是保守的［1］。

除$型菌毛外，禽病原性大肠杆菌还表达具甘露糖抵抗血凝（HIGG’E+N+EJEFIGF
L+-I::(MFJGIFJ’G，HNL=）特性的菌毛，如O$$菌毛，鸡大肠杆菌O$$菌毛的表达与其对气

管和咽上皮细胞的吸附无关［4，"］。

国外对禽大肠杆菌$型菌毛的研究限于其常见致病血清型P$、P%、P!3和P14菌

株［$!"］，在确定我国部分地区禽病原性大肠杆菌优势血清型为P$4、P14、P%、P44、P$$和

P%#的基础上，我们对包括P$4在内的!个来源不同、血清型不同的分离株的$型菌毛进行

了初步研究。

! 材料和方法

!"! 菌株和培养基

禽源性大肠杆菌3##分离株由本实验室分离和鉴定，其血清型为P$4；$1"6、78!分

离株由加拿大蒙特利尔大学OIJ/./’FQ+/RH博士惠赠，其血清型分别为P!3和P$；细菌培



养用!"培养基［#$］。

!"# 试剂

抗血清制备中所用弗氏完全佐剂为%&’()公司产品，%*%+,-./中甲叉双丙烯酰胺

为0123)公司产品；4567589:1;7中兔抗鼠<’.+碱性磷酸酶标记抗体、底物分别为%&’()、

";5=8&9’58>)99=5&(公司产品；其余为国产分析纯试剂，标准分子量蛋白为上海东风丽

珠公司产品。

!"$ 菌毛化大肠杆菌的培养与电镜观察

?@@、#ABC和DEF接种于!"肉汤，FAG静置培养CH=，相同条件下连续传代I次，第

F代培养物于CG、?$$$8／(&9离心#$(&9，沉淀以#$((;1／!D8&6·J1缓冲液（KLAM?）悬

浮至#N#$AJ0O／(!，吸#$!!滴于覆有福尔马膜（0;8(;P)8）的铜网上，于FAG完全干燥

后，以#Q磷钨酸（KL@MH）负染I$6铜网干后在LF$$透射电镜下观察。

!"% 血凝试验

菌毛化大肠杆菌或纯化菌毛的血凝试验参照文献［##］进行。大肠杆菌?@@、#ABC和DEF
株的!"三代培养物，以$MH?QR)J1生理盐水悬浮至#N#$BJ0O／(!，或以含$M?Q*+
甘露糖的生理盐水悬浮至同样浓度，分别加入B@孔微量血凝板，加入等体积FQ豚鼠红

细胞，CG静置I=，观察结果；纯化菌毛则以$M@(’／(!菌毛蛋白代替上述菌体，其余与全

菌血凝试验相同。

!"& 菌毛的分离与提纯

基本按文献［#I］进行，但稍作改变。受检菌株?@@、#ABC和DEF的第F代!"培养物

各C$$$(!，于CG、?$$$8／(&9离心#$(&9，沉淀悬浮于冰水预冷的#$$(!#$((;1／!
D8&6·J1（KLAS?）；该悬浮液置冰上用旋涡混合器震荡?(&9，IH$$$次／(&9，所得菌液于

CG、@$$$8／(&9离心#?(&9，收获上清液，沉淀再用旋涡混合器同法处理I次，F$6／次，

收集上清液，总体积约F$$(!；向该上清液中加入（RLC）I%TC，达?$Q饱和度，CG过夜，

于CG、#C$$$8／(&9离 心#=，收 获 沉 淀，悬 浮 于I$(!预 冷 的#$((;1／!D8&6·J1
（KLAM?），对同样的D8&6·J1缓冲液透析CH=；向透析袋内加入脱氧胆酸钠（*TJ）至终浓度

为$M?Q，再用含$M?Q*TJ的上述D8&6·J1缓冲液透析CH=；透析液于CG、#$$$$8／(&9
离心#$(&9，用聚乙二醇（,/.，分子量I$3*）浓缩至F(!。上样于上述*TJ+D8&6·J1缓

冲液配制的#$Q"@$Q的蔗糖密度梯度柱上，CG，IA$$$8／(&9，超速离心I$=，在紫外

检测仪上采用IH$9(波长监测，收集#$Q"I$Q梯度中的蛋白带，以上述D8&6·J1透析

CH=后，测定蛋白浓度，分装置CG保存备用。

!"’ %*%+,-+./与银染

基本按照以前的报道［#$］进行，浓缩胶为CMHQ，分离胶为#$Q。向按步骤#M?中所

得#型菌毛蛋白制剂#$!!中加#$!!样品缓冲液，#$$G水浴?(&9，加样，恒压#$$U电

泳。样品缓冲液为含CQ%*%、I$Q甘油、?QI+巯基乙醇和$M$$IQ溴酚蓝的$M#(;1／!
D8&6·J1（KL@SH）缓冲液。凝胶剥离后，先在甲醇、冰醋酸中固定，再在#$Q戊二醛溶液中

固定，蒸馏水漂洗后，浸入?!’／(!I+巯基苏糖醇溶液中，再与$M#Q-’RTF作用；蒸馏水

漂洗后，凝胶置显影剂（?$!!FAQ甲醛加入#$$(!FQR)IJTF）中显色，当所要求的显色

水平出现时，直接向显影剂中滴加IMF(;1／!柠檬酸溶液，使KL!AM$。按文献［#F］方法
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消除凝胶表面的银膜。

!"# 鼠抗纯化!型菌毛血清的制备

以!"#$株提纯的!型 菌 毛 与 等 体 积 弗 氏 完 全 佐 剂 混 合，皮 下 多 点 注 射%月 龄

&’(&／)小鼠*只，每只小鼠平均注射!+!,!型菌毛蛋白；*周后，每只小鼠同剂量、同法

强化免疫一次；"-后，尾静脉注射!"!,!型菌毛蛋白（不含佐剂），*-后，测定小鼠抗!型

菌毛血清的琼扩效价。

!./ $%&’%()*+,’
主要参照文献［!*］进行。步骤!.0中所得!型菌毛蛋白制剂，经12134’56后，恒

压/78，%9，转印于硝酸纤维素膜，置含0:脱脂奶粉的7.70;<=／(磷酸盐缓冲液（4&1，

>?".0）中，$@过夜封闭；封闭后的膜直接加入以上述封闭液作!!!77稀释的鼠抗!型

菌毛高免血清中，*"@作用%9，7.70;<=／(4&1（>?".0）漂洗*次，!7;AB／次，再以!07
;;<=／(CD)=、07;;<=／(EFAG·)=（>?".0）漂洗!7;AB，将膜移于以含0:脱脂奶粉的上

述CD)=3EFAG·)=缓冲液作!!!777稀释的兔抗鼠H,53碱性磷酸酶标记物中，*"@，!.09，

再以上述CD)=3EFAG·)=缓冲液漂洗$次，!7;AB／次，以&)H4／C&底物溶液显色。

- 结果

-"! 菌毛化大肠杆菌的电镜观察

电镜下，*个受试菌株菌体表面均有较多放射状、刚直菌毛，说明它们在(&肉汤中连

续传代*次，能充分表达菌毛（图!）。

图! 禽病原性大肠杆菌0++分离株的电镜观察

IA,J! ’KADB>DL9<,MBAN!"#$%&0++AG<=DLMDOLMF

,F<PL9O<F$/9ABGLDLANDMF<QAN=RFADQF<L9，DQRB-DBL

>A=ADF<RB-L9MQDNLMFADPMFM>FMGMBLM-

-"- 血凝试验

菌毛化大肠杆菌或纯化菌毛在给定浓度下，均能完全凝集豚鼠红细胞；当以含7.0:
23甘露糖生理盐水代替单纯生理盐水悬浮菌体或纯化菌毛时，则血凝被抑制，说明这些菌
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株在!"肉汤中静置培养条件下，产生的主要是#型菌毛，而且纯化的#型菌毛保留了对

豚鼠红细胞的凝集能力。

图$ %&&、#’()、*+,株提纯的#型菌

毛的-.-/0123图谱

4567$ -.-/012389:;5<=>:;8?95;5=@AB8=#85<5

!CD=#：*E=8?95;5=@#’()85<?>89=8C9CA5:D，$F!6；!CD=$：

AE=8?95;5=@*+,85<?>，$F!6；!CD=,"%：AE=8?95;5=@%&&

85<?>，%!6（<CD=,），#F!6（<CD=)）CD@$F!6（<CD=%）7G7

GC9H=989:A=5D>，AE=C88C9=DAI:<=J?<C9K=56EA>:;KE5JE

C9=5D@5JCA=@:DAE=956EA7

!"# 鼠抗$型菌毛高免血清

提取自#’()株的#型菌毛抗原免疫

小鼠，,只小鼠血清的琼扩效价均在#!L
以上。表明提纯的#型菌毛具有良好的免

疫原性。

!"% 菌毛的提纯

冰浴条件下，对旋涡混合器震荡前后

的全菌所作-.-/0123显示，,个菌株在

震荡前均有一条约#’H.的蛋白带，而震

荡后的菌体则不含该条带，表明旋涡混合

器震荡能使菌毛从菌体上脱落。纯化菌毛

的-.-/0123，结果见图$。%&&、#’()和

*+,提纯菌毛的分子量分别为#’M%、#’
和#’H.。

$M% &’()’*+,-.)
从%&&、#’()、*+,、提纯的#型菌毛

与鼠抗#’()株#型菌毛抗体作N=>A=9DO<:A。#’()株菌毛制剂在#’、#LH.处分别产生#

图, %&&、#’()和*+,株纯化#型

菌毛的免疫印迹

4567, PII?D:O<:A:;AE=8?95;5=@%&&，#’()，

*+,85<?>89=8C9CA5:D9=Q=C<=@K5AE8:<BJ<:DC<CD/

A5>=9?IC6C5D>AAB8=#85<?>;9:I#’()

!CD=#!%&&；!CD=$：*+,；!5D=,：#’()

*E=C88C9=DAI:<=J?<C9K=56EA:;KE5JE5>5D@5/

JCA=@:DAE=<=;A7

条带；*+,、%&&株则均出现一条带，并且与纯化的

#型菌毛的分子量接近（图,）。

, 讨论
致禽败血症大肠杆菌R#、R$和R’L分离株对

禽气管上皮细胞的吸附是由菌毛介导的［#，$］，针对

菌毛的抗体和./甘露糖及其衍生物能阻止这种吸

附［$］，表明#型菌毛或类#型菌毛是禽病原性大肠

杆菌#型菌吸附并定居鸡气管上皮的重要结构。

应用旋涡混合、蔗糖密度梯度离心法，有效地

提取了禽病原性大肠杆菌%&&、#’()和*+,分离

株的菌毛成分，尤其旋涡混合这一步骤使以上菌株

菌 毛 脱 落 是 完 全 的；血 凝 试 验、-.-/0123 和

N=>A=9DO<:A证明它们属#型菌毛。提纯的#型菌

毛抗原免疫,只"1!"／S小鼠，其琼扩效价均在#
!L以上，表明纯化菌毛具有良好的免疫原性。

不同血清型的禽源性大肠杆菌的#型菌毛亚单位分子量可能有所差别［%，&，#)］，本次

所测,个血清型禽病原性大肠杆菌毛分子量分别为#’M%、#’MF和#’MFH.（图$），但它们
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保留了对豚鼠红细胞的甘露糖敏感性凝集和对!型菌毛多价抗血清在"#$%#&’()*%中的

反应性，表明了它们在进化过程中的保守性［+］。

从!+,-株提纯的!型菌毛的./.01234中显示出分子量约!+567/的清晰条带（图

8，)9’#!）。此提纯菌毛成分免疫小鼠产生的多价血清，在 "#$%#&’()*%中与同样菌毛成

分反应后产生两条清晰的带（分子量约为!+56和!:567/）（图;，)9’#;）。<*&=*’#’报

道，在加大上样量（!;6!>）时，其提纯的!型菌毛蛋白在./.01234中，除!+567/条带

外，也出现了一条!:567/的条带［!8］。我们以86!>菌毛蛋白上样，尽管在./.01234中

未出现该条带，但此后的 "#$%#&’()*%中证明了该带的存在，其性质可能是另一种菌毛

（如?!!），也可能是!型菌毛蛋白在./.存在时形成的复合结构［!@］。值得注意的是，不

管是何种情形，@AA和B<;株只有!型菌毛与!+,-株间存在抗原相关性，不存在抗原性

相关的其他菌毛成分，因为后者制备的抗血清在 "#$%#&’()*%中与前二者的菌毛抗原间

只产生与!型菌毛分子量相当的单一条带（图;，)9’#!，8）。

国外对禽致病性大肠杆菌!型菌毛的研究，限于其常见血清型［!",］。我们以分离自

败血症病鸡的@AA分离株为代表，与国外分别分离自败血症鸡和火鸡的!+,-、B<;株的

!型菌毛间的抗原相关性作了比较，发现它们的分子量略有差别，但却具有较强的抗原相

关性（图8，;）。我们同时测定了这;个分离株对!日龄雏鸡的致病性，它们可使接种鸡

全部死亡，因此，均属高致病株［!A］。对包括@AA在内的我国禽病原性大肠杆菌分离株的

!型菌毛及其生物学特性进行研究，有助于进一步揭示我国禽大肠杆菌病的致病机理。
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@8@A期 高 崧等：禽病原性大肠杆菌!型菌毛的分离与鉴定
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