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禽波氏杆菌外膜蛋白的提取及其免疫原性的检测
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摘 要：为研究禽波氏杆菌 IJK 的免疫原性，试验采用超声波破碎、2@=,GEL9&$$ 处理技术提取了禽波氏杆菌 IJK，

采用 M@7BNG@B 方法测定禽波氏杆菌 IJK 含量，进行了 O0O9K(P; 检测，然后制备油乳剂 IJK 免疫抗原，对 & 日龄雏

鸡分别以 $H-<Q（IJK1$!*）、$H:<Q（IJK&:$!*）、$H%<Q（IJK#!$!*）的剂量颈部皮下接种。结果：禽波氏杆菌 IJK 含

量为 -$$!*5<Q；禽波氏杆菌 IJK 最佳免疫剂量为 $H:<Q5只；通过免疫抗体与攻毒保护相关性测试，抗体效价在 &：

#% 以上能抵抗致死量禽波氏杆菌的攻击。据间接 ;QRO( 法检测的抗体水平可知，抗体的持续时间足以保护雏鸡避

过易感日龄，试验发现 IJK 具有良好的免疫原性。本试验结果将为禽波氏杆菌 IJK 单克隆抗体的制备、快速诊断

试剂盒的研制、亚单位疫苗的开发奠定良好的基础。
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禽波氏杆菌病是由禽波氏杆菌（!"#$%&%’’( ()*+,）引起家

禽的一种高度接触性传染病。&1." 年 6=4=GE 等［&］首次报道

在加拿大发生由波氏杆菌属细菌引起的火鸡鼻炎。&1%! 年，

T3@+,3@+［#］对该病原进行了系统的研究，认为该菌是波氏杆菌

属的一个新种，并定名为禽波氏杆菌。我国最早是由朱瑞良

等在 &11$ 年初发现的，该病主要引起鸡胚死亡、孵化率降低

和雏鸡急性死亡及成年鸡的眼炎等［-，!］。据报道［: ’ "］该病在

不同地区的感染率为 &$U ’ :$U，患病鸡群生长迟缓，饲料

报酬低，给养鸡业造成了较大的经济损失。

近年来，细菌细胞膜中的一种重要组成成分外膜蛋白

（G),3@9<3<V@7E39W@G,3=E，IJK）的免疫作用越来越受到科技人

员的关注。实验证明，IJK 具有良好的免疫原性，不仅可刺

激体液免疫，而且也可刺激细胞免疫作用［%］。尽管本课题组

曾经研究过禽波氏杆菌全菌苗的免疫效果［1］，但由于全菌中

与免疫无关的成分太多，可能影响主要免疫物质的免疫作

用，所以我们进行了禽波氏杆菌 IJK 的提取工艺及其免疫

原性的研究，试验证实 IJK 具有良好的免疫原性。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试验动物：& 日龄健康海兰褐雏鸡，由潍坊昱合种鸡

场提供，经检测无禽波氏杆菌母源抗体；& 月龄健康家兔，由

山东农业大学畜牧工程中心提供。

!"!"# 实验菌株：禽波氏杆菌 K: 株（从山鸡体内分离）、K%
株（从鸡体内分离），为本校预防兽医学教研室分离并鉴定的

菌株。禽波氏杆菌 K: 株的 Q0:$ 为 &H-#! X &$! Y6Z5<Q，K% 株

的 Q0:$为 &H!:% X &$! Y6Z5<Q。

!"!"$ 培养基：普通营养肉汤、鲜血琼脂、厌氧肝汤、OO 琼

脂、QM 肉汤等按常规方法制备。

!"!"% 主要试剂和仪器：十二烷酰肌氨酸（O7@[G+\4），O=*<7
公司生产；]9二羟乙基哌嗪9]9 9̂乙磺酸（_;K;O），0]] 公司

生产；白油、OW7E9%$、2‘33E F %$、硬脂酸铝，购自天津大学实

验化工厂。电泳所用试剂：-$U (D@C 9M=+；&<G45QW_%H% 2@=+9
_Y4 缓冲液；&<G45Q W_ .H% 2@=+9_Y4 缓冲液；&$UO0O；&$U过

硫酸铵；2;J;0；电极缓冲液（W_%H-）；# X 样品稀释液；考马

斯亮蓝 a9#:$ 染色液；考马斯亮蓝染色脱色液。兔抗鸡酶标

抗体：K@G<3*7 公司产品。可见光分光光度计；旋涡混合器；

北京六一仪器厂的 0//9.Y 电泳仪；]=D?=W3,;L 系列移液器；

O(]/I 公司的标准型单人超净工作台；美国 M=G9a7B 公司的

酶标仪。

!"# 禽波氏杆菌 &’( 提取流程［!)］

采用超声波破碎条件（功率为 :$$b、破碎时间 .$+、间隙

.$+、反复破碎 &$ 次），其他步骤同参考文献，经过透析处理

后，分装，置9#$c备用［&&］。

!"$ 禽波氏杆菌 &’( 蛋白含量测定

采用文献［&#］的标准方法，用标准蛋白质量（<*）为横坐

标，用吸光度值 (:1: 为纵坐标，作图，得到一条标准曲线。

由此标准曲线，测出样品的蛋白质含量。

!"% 禽波氏杆菌 *+*,(-./ 电泳检测

参照 Q7<34= 方法［&-］，解离非连续缓冲系统垂直平板电

泳。丙烯酰胺浓度：分离胶 &##、浓缩胶 :#，含 O0O 的聚

丙烯酰胺，电泳结束，采用考马斯亮蓝 a#:$ 染色，以标准低



蛋白分子量的对数值和电泳迁移率绘制标准曲线，求出各蛋

白分子量。

!"# 兔抗禽波氏杆菌 $%& 免疫血清的制备

用禽波氏杆菌 !"、!# 株 $%!（& ’ &）制备混合抗原，选体

重 &(" ) *(+,- 的健康家兔 . 只，用加油乳佐剂的禽波氏杆菌

$%!抗原进行免疫（颈背部皮下注射）/ 次，每次间隔 & 周，

免疫剂量为 "+!-$%!0只0次，第 1 次用禽波氏杆菌 &#2 肉汤

培养物强化免疫 &340只（/(" 5 &+&+ 678034），在最后 & 次免

疫后 9: 试血，待兔血清凝集价 &：.1 以上时心脏采血，分离

血清，; *+<保存备用。

!"’ 禽波氏杆菌 $%& 免疫保护效力的检测

!"’"! $%! 对 雏 鸡 的 免 疫 试 验：对 & 日 龄 雏 鸡 分 别 按

+(/340只（免疫组 =）、+("34 0只（免疫组 >）、+(#34 0只（免疫

组 ?）颈部皮下接种 $%! 免疫抗原，另设对照组（用常规菌体

苗 +("34 0只免疫），每组 *+ 只。

!"’"( $%! 免疫鸡血清抗体的 @4ABC 检测：所有免疫组于

免疫后 /、9、&1、*&、*#、/"、1*、1D、".、./、9+、99: 采血、分离血

清，用间接 @4ABC 法测定血清中的中和抗体效价，然后计算

中和抗体的几何平均数（E%F），研究抗体消长规律。

!"’") 间接 @4ABC 反应条件的优化：用提纯的禽波氏杆菌

$%! 包被 @4ABC 板，采用方阵滴定法，确定最佳抗原包被浓

度与血清稀释度；用测得的最适浓度抗原包被酶标板，确定

最佳酶标抗体稀释浓度。

!"* +,-./ 抗体效价与免疫保护相关性试验

根据抗体检测结果，将不同抗体水平的试验鸡分成不同

组，每组选取 # 只，分别用 &+1 个 4G"+（约 &+# 个菌）禽波氏杆

菌混合株攻毒。隔离观察，以雏鸡死亡数为标准，统计保护

率，对死亡雏鸡剖检，观察病理变化，并从肝、脾中分离细菌。

图 ! 禽波氏杆菌 $%& 的 .0.1&/2+ 电泳图谱

7H-I& BGBJ!CE@ KL M2N KOMNP 3N3>P=QN RPKMNHQ KL SKP:NMNTT= =UHO3I

%：（3=P,NP）；&：!" VMP=HQ；*：!# VMP=HQ

( 结果

("! 禽波氏杆菌 $%& 含量

经 SP=:LKP: 方法测定禽波氏杆菌 $%! 含量为 /++!-034。

("( 禽波氏杆菌 $%& 的 .0.1&/2+
BGBJ!CE@ 电泳结果表明（图 &）：!" 株、!# 株均含有相对

分子量为 "(# 5 &+1 、1(9 5 &+1 、1(& 5 &+1 的 / 条蛋白主带，!#

株相对于 !" 株 1(9 5 &+1 、1(& 5 &+1 * 条蛋白主带颜色深浅有

差异；!" 株还有 /(. 5 &+1 、*(1 5 &+1 蛋白带，!# 株还有 /(# 5
&+1 、*(& 5 &+1 、&(. 5 &+1 蛋白带。但这些可能都是 $%! 中主

要免疫保护性抗原，有必要分别纯化，并深入研究其诱发保

护性免疫的能力［&1，&"］。

(") 禽波氏杆菌 $%& 免疫保护效力的检测

(")"! 间接 @4ABC 法检测抗体效价：间接 @4ABC 试验的最佳

反应条件：禽波氏杆菌 $%! 抗原的最佳稀释度为 & ’ *+（此时

蛋白浓度为 &"!-034），血清最佳稀释度为 & ’ "+，酶标抗体稀

释度为 &’1+++，抗原进行 1<、*12 包被，/9<、/2 封闭。

间接 @4ABC 试 验 临 界 值：&" 份 禽 波 氏 杆 菌 阴 性 血 清

!"1"+平均值在 +(&+# 左右，标准方差（V）为 +(+*1，临界值 W
阴性血清平均 !"1"+ X / 5 标准方差（V），最终确定为 +(&#+。

因此，确定血清样品的 !0Y!*(&，且 !"!+(&#+ 即可判为阳

性。以 !" 值大于阴性血清临界值的最大稀释倍数作为该

血清的 @4ABC 效价（表 &）；并根据抗体效价作免疫禽波氏杆

菌 $%! 油佐剂抗原后的中和抗体消长曲线（图 *）。

表 ! 试验鸡免疫禽波氏杆菌 $%& 后的血清

抗体滴度"! 3 "（随机抽取 4 只）

F=>TN & BNPO3 QNOMP=THZHQ- =QMH>K:[ MHMNP KL ?2H?,NQ =LMNP

H33OQHZ=MHKQ \HM2 M2N $%! KL #$%&’(’))* *+,-.
CQMH>K:[ MHMNP（TK-*）KL
?2H?,NQV KQ :HLLNPNQM

:=[V =LMNP H33OQHZ=MHKQ

EPKOR

= > ? 6KQMPKT

/: / ] +("# /(" ] +(9" / ] +(." & ] +(./

9: 1 X +(1D 1 ] +(.# 1 ] +(.9 &(" ] +("1

&1: " X +(*/ " ] +("* 1(. ] +(". * ] +(1D

*&: .(" X +("/ 9 ] +(1# . ] +(/* / ] +(./

*#: # X +(1D &+ ] +(/# D(" ] +(.# /(# ] +(9&

/": D ] +("/ &* ] +("" && ] +(*/ 1(" ] +(.#

1*: #(" ] +(/. &*(" ] +(.1 &* ] +(1/ " ] +("#

1D: 9(" ] +(1/ && ] +(9#&&(" ] +(91 1 ] +(1"

".: .(" ] +(#" D(" ] +(.& &+ ] +(#& /(* ] +("/

./: "(" ] +("1 # ] +(.9 #(. ] +(1. / ] +(1D

9+: " ] +(.. .(" ] +(/. 9(* ] +("* * ] +("#

99: /(* ] +(19 1(# ] +(#* "(* ] +(9& &(. ] +(.9

图 ( 免疫禽波氏杆菌外膜蛋白油佐剂抗原后中和抗体

消长曲线

7H-I* F2N -PK\M2 ?OPUN KL QNOMP=THZHQ- =QMH>K:[ MHMNP =LMNP H33OQHZ=MHKQI
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!"#"! 禽波氏杆菌 !"# 免疫保护抗体临界点的确定：间接

$%&’( 法检测效价为 ) * +, - ) * +)+ 的雏鸡，用禽波氏杆菌攻毒

后 .+/ 均 )001健康存活，效价为 )*+2 - )*+. 的雏鸡攻毒 .+/
后，各有死亡，保护率分别为 3.45!和 .5!。而效价在)*+5

以下的免疫雏鸡攻毒后 .+/ 内均死亡，表明 $%&’( 效价与抗

强毒保护呈正相关。死亡雏鸡剖检均为败血症变化，且内脏

均分离到攻毒菌，对照雏鸡全部死亡。攻毒后发病雏鸡的主

要病变为腹部皮下紫红色，皮下胶冻样浸润，肝脏边缘白色

有坏死灶，肺有出血点，肌胃肌肉萎缩、坏死，腺胃肌胃交界

处有出血点，上段、中段肠道轻微出血，盲肠出血严重，呈紫

黑色、膨大如香肠样，内有栓塞，盲肠粘膜脱落，肾有出血点。

# 讨论

国外对于火鸡波氏杆菌病疫苗的研究较多，目前用于预

防火鸡波氏杆菌病的疫苗包括温度敏感株和全细胞菌素，一

些研究表明，对于一日龄火鸡用温度敏感株免疫后，不能防

止感染和发病［)2，).］。国外仅对火鸡波氏杆菌病疫苗防治进

行了研究，国内王玉燕等（)666）用禽波氏杆菌峰胶苗免疫一

日龄雏鸡，两周后进行攻毒，结果表明疫苗的免疫效果不理

想。

!"# 有多种提取方法。张晓华等［),］认为不同研究者得

到的同一种细菌 !"# 的 ’7’8#(9$ 图谱之所以有所不同，与

细菌的培养条件、!"# 的制备方法以及菌株的不同有关。不

同研究者制备的 !"# 其免疫效果也不同。

!"# 免 疫 保 护 效 力 的 检 测 结 果 显 示 接 种 045:%
（)50!;!"#）的 < 组、04,:%（+=0!;!"#）的 > 组能激发明显免

疫应答，持续产生高滴度体液抗体，能有效地抵抗相应强毒

的攻击；接种 043:%（60!; !"#）的 ? 组也产生免疫应答，但产

生的抗体滴度偏低，只能部分抵抗相应强毒的攻击。分析其

原因可能是 ? 组接种的量太小，!"# 含量太少，不能产生足

够的免疫力；< 组和 > 组雏鸡产生的免疫保护力相当（差异

不显著），可以确定 045:% 油乳剂型 !"# 为最佳免疫剂量。

攻毒试验结果表明禽波氏杆菌混合株的免疫保护与

$%&’( 血清抗体效价呈正相关，血清效价在 )*+, 以上时才能

保证免疫效果，此数值可作为禽波氏杆菌 !"# 的免疫保护

临界值，用来评价该免疫原的免疫效果。

关于免疫鸡抗体的测定，从图 + 可以看出，3 组产生的

抗体水平高低不同，但抗体的消长规律基本一致，以免疫组

<和 > 产生的抗体水平较高，维持时间最长；045:% 的 !"#
免疫原（约含 )50!; 的 !"#）为最佳免疫剂量。在雏鸡免疫

禽波氏杆菌 !"# 油乳剂抗原后第 . 天开始，抗体水平开始

逐渐上升，在免疫后第 +, 天达到最高水平并持续 = 周的时

间，然后逐渐下降，第 .. 天的抗体水平与免疫后第 )= 天的

抗体水平相当。鉴于禽波氏杆菌只感染 ) 月龄以内的雏鸡，

此抗体持续时间已经足够避过雏鸡的易感日龄，可以广泛应

用于早期免疫，避免雏鸡发病带来的严重经济损失。

本试验采用超声波破碎和 @ABCDEF8)00 处理技术提取的

禽波氏杆菌 #5、#, 株 !"#，以 ) * ) 的含量比制成油乳剂型

!"# 抗原，试验发现 !"# 具有良好的免疫原性。本试验结

果将为禽波氏杆菌 !"# 单克隆抗体的制备、快速诊断试剂

盒的研制、亚单位疫苗的开发奠定良好的基础。
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欢迎参加中国科协举办的“期刊优秀学术论文评选活动”

为了提高学术期刊质量，鼓励科技工作者发表高质量的学术论文，促进学科发展和人才成长，自 699T 年起，中国科协每年

举办一次期刊优秀论文评选活动。699W 年《微生物学报》编辑部推荐中国科学院微生物研究所陈远童等人的论文参加第 6 届

评比活动（陈远童，庞月川，郝秀珍 J 微生物发酵生产十三碳二元酸的研究 J TU（T）：67U a 6:8），经专家评审委员会评审，此文荣

获第 6 届中国科协期刊优秀学术论文奖，当年全国共计 UU 篇科技论文获此殊荣。

每年 ^ 月中国科协都会发文，并要求于当年的 7 月 8V 日前上报参评材料。本刊编辑部希望能有更多的作者参与此项活

动，今后我们将会进一步改进工作，更好地为我国微生物领域的科技工作者服务，使本刊成为您真正的朋友。以下为参评的

具体要求（有意参加者请先发 2 a 5&%, 告知编辑部。欢迎参与！）。

89 评选范围：评选年之前的 V 年内发表在本刊的学术论文 J（如：6997 年的要选在 6998 b 699^ 年期间的发文。）

:9 参评论文要求：具有科学性、创新性和探索性，论点明确、论据可靠，论证严谨，结论正确。

;9 论文推荐途径：采用“编辑部推荐”和“作者个人自荐”两种方式。有意自荐者，可通过中国科协网站 1==F：XXHHHJ @&<= J
’E-J @( 下载“自荐表”。

<9 参评材料：

（8）纸质材料（要求用 NW 纸）："论文完整页码的复印件；#有关论文的获奖和引用的证明材料，一式两份；$填写好的自

荐表，一式两份。%请作者在每年的 7 月 8 日前将上述 T 份材料邮寄到本刊编辑部，信封上请注明：优秀论文评比。

（6）电子文件（由编辑部和学会准备）："论文的电子文件（与发表期刊一致的 DM\ 格式电子文件；#学会统一填写的上报

论文登记表。
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