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摘要：【目的】为从免疫的角度比较和分析黏附素分子细胞外纤维蛋白原结合蛋白 (Extracellular 

fibrinogen-binding protein，EfB)和纤维连接蛋白结合蛋 A (Fibronection binding protein，FnBP)对聚集因

子 A (Clumping factor A，ClfA)抑制牛源金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus，SA)黏附牛乳腺原代上皮细

胞作用的增强效果。【方法】本试验分离培养牛乳腺上皮细胞并鉴定；将真核重组质粒 EfB 和 FnBPA

分别与 ClfA 组合免疫新西兰大白兔，并利用免疫后抗体体外抑制 2 株 SA 分离株侵染牛乳腺上皮细胞，

采用平板计数法定量检测与比较不同免疫组合诱导抗体对黏附的抑制作用；对 SA 和乳腺上皮细胞分别进

行荧光染色，观察不同免疫组合诱导的抗体对黏附抑制效果的差异。【结果】成功分离培养了牛乳腺原代

上皮细胞；证明了构建的 ClfA、FnBPA 和 EfB 真核重组表达质粒均可在细胞中表达，且在免疫实验兔后

可诱导特异性抗体的产生；细菌平板计数和荧光染色观察的结果表明，黏附素分子单独和组合免疫的抗

体对该菌不同菌株(GY278 和 GY309)的黏附抑制能力不同，ClfA 抗体的黏附抑制能力最强，FnBPA 分子

A 区的黏附抑制能力优于 D 区。FnBPA、EfB 分别与 ClfA 联合免疫抗体对黏附的抑制程度高于黏附素分

子单独免疫组，FnBPA 分子 A 区对 ClfA 黏附抑制的增强作用优于 D 区，FnBPA-A 区与 Efb 相比对 ClfA

的黏附抑制增强差异不显著。【结论】FnBPA-A、FnBPA-D 和 EfB 分别与 ClfA 联合免疫可不同程度地影

响 ClfA 的黏附抑制效果，该结果为以黏附素分子为靶点的牛乳腺炎疫苗的研究提供了实验数据。 
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金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus，SA)

不仅是引起人类多种传染性疾病的病原菌，还可

感染奶牛引起顽固且危害严重的乳腺炎，严重制

约奶牛业和乳品业的发展[1]。尽管应用抗生素治疗

该病是一种快速而方便的方法，但随着各种抗生

素的广泛大量的应用，导致抗药性菌株的出现，
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进而影响治疗效果。此外，抗生素残留也会严重

影响奶制品的品质。用 SA 疫苗预防由其引起的感

染被认为是一种简便而节约的方法。 

以往研究表明，SA 的黏附可介导该菌的入

侵[2–3]，是感染发生的先决条件[4]。黏附素分子特

异性抗体可抑制该菌的黏附功能，部分保护实验

动物抵抗 SA 感染[5]。SA 目前备受关注的黏附分子

包括聚集因子 A (Clumping factor A，ClfA)、纤维

连接蛋白结合蛋白 A (Fibronection binding protein 

A ， FnBPA) 和 细 胞 外 纤 维 蛋 白 原 结 合 蛋 白

(Extracellular fibrinogen-binding protein，EfB)。

ClfA 可介导 SA 黏附于基质蛋白[6]，FnBPA 介导 SA

结合宿主细胞表面的纤维蛋白原和纤维连接素[7]。

FnBPA 的 A 区(FnBPA-A)与 D 区(FnBPA-D)是该

蛋白较受关注的功能区[8–9]。EfB 除具有黏附功能

外，还参与该菌的免疫逃避[10–12]。目前认为利用

黏附素特异抗体阻断 SA 乳腺上皮细胞的黏附是

防治该菌引起乳腺炎的一种有效思路。以往有关

黏附素分子联合免疫对牛乳腺原代上皮细胞黏附

抑制的研究报道较少。  

为从免疫的角度比较和分析 EfB 和 FnBPA 的

不同功能区对 ClfA 黏附抑制的不同增强效果，本

研究以 EfB、FnBPA-A 及 FnBPA-D 重组质粒分别

单独及与 ClfA 联合免疫获得特异性多克隆抗体，

通过对细胞进行菌落计数，比较不同免疫组合抗

体对该菌黏附的抑制效果，同时采用荧光染色观

察抗体的抑制效果，以期为合理利用黏附素分子

实现对该菌引起的奶牛乳腺炎的防控提供参照。 

1  材料和方法  

1.1  材料     

1.1.1  菌株、细胞及质粒：大肠杆菌 DH5α、

BL21(DE3)、牛乳源 SA 分离株 GY278、GY309

及 293T 细胞由新疆农业大学动物医学学院微生物

与免疫实验室保存。重组质粒 pVAX1-FnBPA-A、

pVAX1-FnBPA-D 、 pVAX1-ClfA 、 pVAX1-EfB 、

pVAX1-GFP，重组蛋白 EfB、FnBPA-A、FnBPA-D

及 ClfA，由新疆农业大学动物医学学院微生物实

验室构建并保存。 

1.1.2  实验动物：2.0–2.5 kg 雌性新西兰大白兔，

购于新疆医科大学实验动物中心。    

1.1.3  主要试剂：质粒提取试剂盒购自北京康为

世纪生物科技有限公司，真核转染试剂购于北京

威格拉斯生物技术有限公司，HRP 标记山羊抗兔

二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。DiI、

CFSE 均购自 Thermo Fisher 公司。 

1.2  重组质粒在真核细胞中的瞬时表达  

将 纯 化 后 的 重 组 质 粒 pVAX1-ClfA 、

pVAX1-FnBPA-A、pVAX1-FnBPA-D、pVAX1-EfB、

pVAX-1 和 pVAX1-GFP 按转染说明书转染 293T

单层细胞，以 pVAX-1、pVAX1-GFP 作对照。转

染后 48 h 细胞固定 30 min，洗涤 3 次；0.2% Triton 

X-100 处理细胞 5 min，封闭 30 min，洗涤 3 次；

分别加入 ClfA、FnBPA-A、FnBPA-D、EfB 多克

隆抗体及阴性抗体作用 1 h，PBS 洗涤 3 次；加入

1∶500 稀释的 FITC 标记羊抗兔二抗，37 °C 作用

45 min，PBS 洗涤 3 次，封片，荧光显微镜观察

结果。 

1.3  重组质粒免疫实验兔     

将 24 只雌性新西兰大白兔随机分为 8 组，每

组 3 只。分别为 FnBPA-A 组、ClfA 组、FnBPA-D

组、EfB 组、ClfA+FnBPA-A 组、ClfA+FnBPA-D

组、ClfA+EfB 组、PBS 对照组。将纯化的重组质

粒与壳聚糖等体积混匀，700 μg/只腿部肌肉注射；
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3 周后进行第二次免疫，免疫方法同上。首次免疫

后 0、15、32、37、42 d 采血，分离血清备用。 

1.4  酶联免疫吸附(ELISA)检测抗体  

用间接 ELISA 方法检测多克隆抗体效价。用

ClfA、EfB、FnBPA-A、FnBPA-D 重组蛋白包被

ELISA 板，100 ng/孔，4 °C 过夜，封闭 1 h，1∶300

稀释的各组免疫兔血清为一抗，1∶4000 稀释 HRP

标记的羊抗兔 IgG 作二抗，37 °C 作用 45 min，洗

涤 5 次，TMB 显色，1 mol/L 硫酸终止反应，测

定 OD450 值。 

1.5  牛乳腺上皮细胞的分离纯化培养及鉴定 

剪取新鲜的牛乳腺组织切除脂肪及结缔组织

并用灭菌 PBS 洗涤，剪切并吹打分散培养，胰酶

消化除去成纤维细胞，继续培养。 

用免疫荧光染色法鉴定纯化后的乳腺细胞

中角蛋白 18 的表达。将纯化的乳腺上皮细胞加

入有盖玻片的培养板中培养，以 4%多聚甲醛固

定 10 min，洗涤 3 次。封闭 30 min，PBS 洗涤 3 次。

加入 1﹕100 兔抗角蛋白 18 抗体，37 °C 孵育 1 h，

洗涤 3 次。1∶100 FITC-山羊抗兔 IgG 抗体，37 °C

作用 1 h，洗涤 3 次，荧光显微镜观察。 

1.6  细菌的培养  

将 SA 菌株 GY278、GY309 接种于鲜血培养

基 37 °C 过夜培养。挑取单菌落接种于液体培养基

中培养 5 h，收集菌体用 DMEM 重悬并调节菌体

浓度为 1×108 CFU/mL。 

1.7  抗体对黏附的抑制 

待乳腺上皮细胞生长汇集达到 80%时，PBS

洗涤 3 次，0.2% Triton X-100 作用 5 min。以

MOI=100∶1 比例用 SA 与细胞作用 2 h，对照

组用 DMEM 培养液处理。PBS 洗涤 3 次，胰

蛋白酶消化，终止消化后 1∶10000 稀释，取

100 μL 细胞液涂板(3 个重复)，37 °C 培养进行

菌落计数。 

将 50 μL ClfA、FnBPA 及 EfB 特异血清(1∶5

稀释)与 SA (5×108 CFU/mL) 37 °C 作用 1 h。将与

抗体作用后的细菌按 MOI=100∶1 加到乳腺上皮

细胞中，37 °C 作用 1 h。PBS 洗涤 5 次。胰酶消

化使细胞分散。将细胞进行 1∶10000 稀释，取

100 μL 细胞液涂板(3 个重复)，37 °C 培养进行菌

落计数。 

1.8  荧光染色法观察黏附及黏附抑制 

将培养的 SA 用 PBS 洗涤 3 次；用含 1∶1000 

CFSE 染料染色 10 min。细胞生长汇集达 80%，PBS

洗涤 2 次；用 DiI 染色 10 min；PBS 洗涤 3 次。

将染色后的 SA 与乳腺上皮细胞 37 °C、5% CO2

条件下作用 2 h，洗涤 5 次，封片后用荧光显微镜

观察黏附。 

将染色后的 SA 与等体积的含黏附素分子免

疫血清(1∶5 稀释) 37 °C 作用 30 min (3 个重复)，

将与抗体作用后的细菌按 MOI=100∶1 加到染色

后的乳腺上皮细胞中作用 2 h，PBS 洗涤 3 次，封

片后荧光显微镜观察。 

2  结果和分析  

2.1  重组质粒在真核细胞中瞬时表达的检测  

用间接免疫荧光法检测 AClfA、EfB、FnBPA-D

及 FnBPA-A 重组质粒转染 293T 细胞后的表达。

结果显示(图 1)，转染后 48 h 阳性对照组和实验组

可看到绿色荧光细胞，阴性对照组未见荧光，表

明构建的 ClfA、FnBPA-A、FnBPA-D 及 EfB 的真

核表达质粒在真核细胞中成功表达。 
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图 1.  荧光显微镜观察重组质粒在 293T 细胞中的表达 

Figure 1.  Expression of recombinant plasmid in 293T cells observed under fluorescent microscope. A: 
pVAX1-GFP; B: pVAX1-FnBPA-A; C: pVAX1-EfB; D: pVAX1-ClfA; E: pVAX1-FnBPA-D; F: pVAX-1; G: 
pVAX1-FnBPA-A control; H: pVAX1-EfB control; I: pVAX1-ClfA control; J: pVAX1-FnBPA-D control. 

 

2.2  多克隆抗体水平的检测   

除对照组外，各免疫组在首免后第 15 天血清

抗体水平开始升高，二免后 ClfA 抗体水平高于

FnBPA-A 组、EfB 组和 FnBPA-D 组，联合免疫组

高于单独免疫组(P<0.01)，且 ClfA+FnBPA-A 免疫

组的抗体水平高于 ClfA+EfB 免疫组(图 2-A)，血

清抗体效价高达 1∶72900，EfB 组和 FnBPA-D 组

的血清抗体效价可达 1∶24300 (图 2-B)。 

2.3  牛乳腺上皮细胞的纯化与培养 

组织块培养 3–5 d 后，可见成纤维细胞由组

织块游离出，继续培养 6–8 d 开始有乳腺上皮细

胞游离长出。待细胞长至 80%，对细胞消化和纯

化，纯化后的乳腺上皮细胞如图 3-A 和图 3-B

所示。 

 

 

 
图 2.  免疫兔血清抗体检测 

Figure 2.  Serum antibody detection of immunized rabbit. A: Serum antibody changes; B: Serum antibody titers of 
immunized rabbit.  
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图 3.  分离纯化的牛乳腺上皮细胞(100×) 

Figure 3.  Bovine primary mammary epithelial cells that isolated and purified (100×). A: The oval shape 
mammary epithelial cell; B: The irregular polygon mammary epithelial cell. 

 
2.4  牛乳腺上皮细胞的鉴定 

对分离纯化的乳腺上皮细胞中特异性角蛋白

18 用免疫荧光的方法检测其表达。荧光显微镜观

察结果显示(图 4)，纯化的乳腺上皮细胞角蛋白 18

检测呈阳性，细胞质中有明显绿色荧光，细胞核

中无荧光出现，表明分离纯化后的细胞为乳腺上

皮细胞。 

2.5  抗体的体外黏附抑制试验 

利用 GY278 和 GY309 检测抗体的黏附抑制，

细菌平板计数结果及荧光显微镜观察的结果显

示，ClfA 单独免疫组的抗体对这 2 种菌的黏附抑

制作用最强，FnBPA-A 次之，EfB 及 FnBPA-D 单

独免疫组抑制水平较低，各免疫组与对照组相比

差异均极显著(P<0.01) (图 5)。 

FnBPA-A、FnBPA-D、Efb 分别与 ClfA 联合

免疫时诱导的抗体对 SA GY278 和 GY309 黏附上

皮细胞的抑制水平高于黏附素分子单独免疫组。

对菌株 GY278 的黏附抑制，FnBPA-A+ClfA、

FnBPA-D+ClfA、Efb+ClfA 各联合免疫组之间无显

著差异，但从对菌株 GY309 的黏附抑制来看，

FnBPA-A 和 Efb 对 ClfA 黏附抑制的增强程度明显

高于 FnBPA-D (图 6)。 

 
 

 
 

图 4.  免疫荧光鉴定角蛋白 18 (200×) 

Figure 4.  Immunofluorescence identification of keratin 18 (200×). A: Fluorescent image of cells stained with 
anti-cytokeratin 18 antibody; B: Cell images with normal microscope; C: Mergence of images of A and B. 
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图 5.  黏附素单独免疫的多克隆抗体对 SA 菌株 GY278 和 GY309 黏附牛乳腺上皮细胞的拮抗作用 

Figure 5.  Adhesion inhibition of polyclone antibody of rabbit immunized with single adhesin on the SA strains 
GY278 and GY309 to bovine mammary epithelial cells. A: Adhesion inhibition of anti-serum from rabbit immunized 
with single adhesins testing with SA strains GY278; B: Adhesion inhibition of anti-serum from rabbit immunized with 
single adhesins testing with SA strains GY309. Fluorescent staining was observed under microscope (200×), *** 
(P<0.001) and ** (P<0.01) indicate extremely significant difference, * (P<0.05) indicates significant difference, ns 
and (P>0.05) indicate no difference, the bacteria plate counting results represents three independent experiments.  
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图 6.  黏附素联合免疫的多克隆抗体对 SA 菌株 GY278 和 GY309 黏附牛乳腺上皮细胞的拮抗作用 

Figure 6.  Adhesion inhibition of polyclomal antibody of rabbit immunized with adhesins in combination on the 
adhesion of SA strains GY278 and GY309 to bovine mammary epithelial cells. A: Adhesion inhibition of anti-serum 
from rabbit immunized with adhesins in-combination testing with SA strains GY278; B: Adhesion inhibition of 
anti-serum from rabbit immunized with adhesins in-combination testing with SA strains GY309. Fluorescent 
staining was observed under microscope (200×), *** (P<0.001) and ** (P<0.01), indicate extremely significant 
difference, * (P<0.05) indicates significant difference, ns and (P>0.05) indicate no difference, the bacteria plate 
counting results represents three independent experiments.  
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3  讨论  

乳腺上皮细胞是 SA 感染牛乳腺时重要且关

键的靶细胞，体外培养牛乳腺原代上皮细胞是研

究 SA 侵染乳腺的理想细胞模型。目前的研究多以

猴肾上皮细胞系 Marc-145、牛乳腺上皮细胞系

MAC-T 及哺乳动物乳腺上皮细胞系 BME-UV19 作

为细胞模型研究黏附和黏附抑制作用。陈智等[13]证

明，ClfA 重组蛋白抗血清经 50 倍稀释后可以抑制

41%的 SA 对 Marc-145 细胞的黏附。Castagliuolo 等[14]

用编码 4 种黏附分子(ClfA、FnBPA、EfB 及 Can)

的 pDNA 混合物对小鼠进行鼻内免疫接种，诱导的

特异性抗体可抑制 SA 黏附 BME-UV19 细胞。最近

崔新洁等[15]以纯化培养的牛乳腺原代上皮细胞为模

型，发现 SA 感染可引起由 Caspase 3 和 Caspase 8 介

导的乳腺原代上皮细胞凋亡。有关抗体对该菌与牛乳

腺原代上皮细胞黏附抑制作用的研究还未见报道。 

Bouchard 等[16]对 SA 和 MAC-T 分别进行了荧

光染色，观察到经不同荧光染色的 SA、乳酸杆菌

和乳腺上皮细胞及其作用效果，该研究发现乳酸

杆菌可对 SA 黏附和侵入 MAC-T 细胞具有明显的

抑制效果。因此利用荧光染色法观察病原菌和细

胞之间的黏附及相互作用，可为体外研究该菌的

致病机制和筛选治疗药物提供有用的模式。  

本研究采用牛乳腺组织块培养法结合胰酶消

化法成功分离纯化并得到牛乳腺原代上皮细胞，

利用培养的上皮细胞和荧光染色法进一步对 3 种

不同黏附素分子以不同方式免疫后抗体的黏附抑

制效果进行了比较，该研究对于进一步利用黏附

素分子开展 SA 引起的奶牛乳腺炎的生物防治提

供了基础实验数据。 

黏附素分子是 SA 定居、繁殖和感染宿主的先

决条件。除介导黏附外，其还赋予该菌逃避宿主

的防御。以往多项研究均表明，阻断和抑制 SA 的

黏附功能可部分保护实验动物抵抗该菌的感染。

姜晓娟[17]、Li 等[18]对 ClfA 进行原核表达并免疫家

兔，抗血清可以阻止 A 黏附胶原蛋白，并具有吞

噬调理作用。张鑫等[5]证明了 EfB 免疫家兔后诱导

产生的特异性抗体能够阻断补体的激活。Delfani

等[19]用 ClfA-IsdB-Hlg 重组蛋白免疫 BALB/C 鼠，

该蛋白诱导的抗体可以调理和增强巨噬细胞对 SA

的吞噬。Hall 等[20]用 ClfA 单抗被动免疫小鼠可以

保护其不发生由 SA 引起的乳房炎。 

以往研究曾将重组表达的 FnBPA 不同功能

区、ClfA 及 EfB 的抗体对牛源纤维蛋白原(Fg)和纤

维连接素(Fn)的黏附抑制能力进行了比较[8,21–22]，

这些研究是利用包被 Fg 和 Fn 检测这些黏附素分

子抗体对 Fg 和 Fn 黏附抑制功能，这种 Fg 和 Fn

尚不能完全代表牛乳腺上皮细胞表面的黏附素受

体。Castagliuolo 等[14]用编码 4 种黏附分子(ClfA、

FnBPA、EfB 及 Can)的 pDNA 混合物对小鼠进行

鼻内免疫可有效抵御由该菌引起的乳腺内的感

染。但该研究未对 FnBPA 的 2 个不同的功能区

FnBPA-A 及 FnBPA-D 进行比较，也未对黏附素分

子联合免疫后抗体的黏附抑制特点进行评估与研

究，且这些研究也都未涉及牛乳腺原代上皮细胞。 

本研究的结果表明，黏附素分子 FnBPA、EfB

与 ClfA 以不同方式组合免疫后其抗体对上皮细胞

的黏附抑制作用具有差异，其中 ClfA 抗体对 SA

黏附上皮细胞的抑制作用最强，FnBPA-A 抗体对

黏附抑制作用比 FnBPA-D 强，在以 GY309 菌株

作测试菌时，FnBPA-A 还表现出明显的增强 ClfA

黏附抑制特点，增强效果优于 FnBPA-D。本研究

的结果表明，FnBPA-A 具有较好的潜力成为抗该

菌感染的靶分子，不同黏附素分子以不同组合免疫

诱导的抗体对黏附抑制作用显著高于单独免疫。 
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Adhesive inhibition comparison of Staphylococcus aureus to 
bovine mammary epithelial cells by antibodies against 3 
different adhesins 

Pengrui Ma, Caidie Wang, Baojiang Zhang, Yan Su* 
College of Veterinary Medicine, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, Xinjiang Uygur Autonomous Region, China 

Abstract: [Objective] To compare the inhibition effects of antibodies against extracellular fibrinogen-binding 

protein (EfB) and fibronection binding protein (FnBPA) to clumping factor A (ClfA) of Staphylococcus aureus (SA) 

to bovine mammary epithelial cells (bMEC) by immunization method. [Methods] The antibodies were obtained by 

immunizing rabbits with the recombinant plasmids Efb or FnBPA in-combination with ClfA. The antibodies 

inhibition effects on adereing of 2 SA strains to bMEC were tested using plate counting method and observed by 

fluorescent staining of SA and bMEC, respectively. [Results] Our results indicated that the antibodies had different 

inhibition effects on adhesion of SA (GY278 and GY309). ClfA antibody showed the highest inhibition ability. 

FnBPA-A showed greater inhibition enhancement to ClfA than FnBPA-D. [Conclusion] The in-combination 

immunization of FnBPA-A, FnBPA-D and EfB with ClfA could affect the antibodies inhibition to various degrees 

and this result provided experiment basis for the development of bovine mastitis vaccine. 

Keywords: Staphylococcus aureus, adhesin, antibody, bovine mammary epithelial cell, adhesion inhibition 
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