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摘要 试验提取并纯化了鸡病原性大肠杆菌血清型 (0
2
)的菌毛

,

并电镜观察了菌毛及菌毛表

达
.

提取了鸡病原性大肠杆菌血清型 (0
2
) 英膜多糖及菌体可溶性蛋白质

,

电镜观察了提取过

程中荚膜
、

细胞壁以及胞内物质等细菌结构变化
.

将提取的菌毛
、

荚膜多糖和灭活的菌体作为

抗原
,

蜂胶作佐剂
,

制成蜂胶疫苗
,

免疫鸡只
,

于 7 周龄进行同源攻毒保护试验
,

从保护指数
、

细

菌分离和病变级数三方面 比较了 3种疫苗的免疫效果
,

试验结果表明 : 英膜疫苗效果最好
,

菌体

疫苗次之
,

菌毛疫苗最差 ;疫苗交叉保护试验表明菌毛疫苗和荚膜多糖疫苗都有血清型特异性

而无明显交叉保护力
。

并利用微量凝集试验检测这 3 种蜂胶疫苗的抗体消长情况
.
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鸡大肠杆菌病是 由大肠埃希氏杆菌 ( E
.

co il) 中的某些致病性菌株 引起 的鸡感 染性疾病

的总称
。

随着集约化养鸡业的发展
,

该病已成为危害养鸡业的重要传染病之一
。

免疫接种是 目前防治大肠杆菌病有效方法之一
,

也是我们研究的重点
.

致病性大肠杆

菌通过菌毛来吸附或粘附于宿主细胞表面
,

是引起感染必须具备的条件 (B ae 比 ey et al
,

198 ;1

G yr m
a h e t a l

,

1 9 8 5 ; N
a v e h e t a l

,

19 8 4 )
.

但是这种粘附作用能为向赛甜林阴祝肚 (M
o o n

e t a l
,

1 9 5 1; N a g y e t a l
,

1 9 7 5 ; N a v e h e t a l
,

19 8 4 )
。

因而用菌毛制成疫苗 来免 疫保护鸡群

成为可能 (G yr m a h et al
,

1 985 ; 1 9 8 6)
。

荚膜抗原也是表 面抗原组成成分
,

巴 氏杆菌荚膜

疫苗早已有人研制 (吴彤等
,

1 9 8 5 )
,

但大肠杆菌 的荚膜的提取及制苗
,

至今尚未见报道
。

本研究内容有 : 1
、

提取出菌毛几荚膜多糖制成疫苗 ; 2
、

比较菌毛疫苗
、

荚膜疫苗和菌体灭

活疫苗 三者的免疫效果
.

目的是筛选出较为理想的一种疫苗
,

以便在防制本病上取得更好

的效果
.

1 材料和方法

L l 主要材料
E

.

co il 菌株 由华南农业大学动物医学系禽病研究 室提供 ; 试验鸡 (石岐杂鸡 )购于华南

农业大学动物科学系试验鸡场 ; 9 6 孔聚乙烯微量反应板 ;牛血清 白蛋白
、

十六烷基 三 甲基澳

化按 (C T A B )
、

无水乙醇均为分析纯
。

L Z 方法

1
.

2
.

1 菌毛亚单位疫苗制备 菌毛表达的观察
:
将菌种按 1 : 10 0 的比例接种新鲜牛肉汤 中

3 7 oC 培养 7 2 h
,

然后 3 0 0 0 9 4 ℃ 离心 1 0 而 n
,

沉淀的菌体用 T r i s 一 H C I缓冲液 (0
.

0 5 m o l /L

199 4 一 12 一 2 6 收稿
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p H 7
.

3) 洗 3次
。

最后悬浮液用 1% 磷钨酸负染
,

于电镜下进行观察
。

菌毛提取
、

纯化及菌毛观察 :将上悬浮液于 60 ℃ 下高速搅拌 30 而 n( 王永红等
,

198 8),
1 1 00 0 9 4 ℃ 离心 20 而 n

,

取上清液重复离心一次
,

最后上清液为菌毛粗提物
。

菌毛粗提液

中加人 I l n L 氯化镁溶液
,

使其浓度为 0
.

1
mo l /以G仃m a h e t a l

,

1 9 8 5 )
,

于 4 ℃ 静置 12 h 以上
,

4 ℃ 2 4 0 0 0 9 离心 4 5而
n

,

收集菌毛沉淀
,

悬浮于 0
.

0 5 mo l /L P H 7
.

3 T r i s 一 H C I缓冲液中
,

悬

浮液用 1% 磷钨酸负染
,

电镜观察
.

菌毛蛋白含量测定及疫苗配制 : 牛血清白蛋 白作为标准蛋白
,

紫外吸收法测定菌 毛蛋 白

含量为 1
.

0 0 5 9压
.

按每毫升菌毛抗原加 15 gm 蜂胶干物质
,

充分振荡后即成菌毛蜂胶疫

田
。

1
.

.2 2 芙膜亚单位苗制备 (吴彤等
,

19 84 ; 19 85 ; 1 9 8 6) 荚膜多糖提取 : 菌种按 L 100 接种 于

新鲜牛 肉汤中
,

37 ℃ 培养 24 h 后置 60 ℃ 水浴灭活 l h
,

振荡几次后置冰箱过夜
,

次日 4 0 0 0 9

离心 25 而 n
,

收集上清
,

加人适量 C T A B( 预先水浴溶解 )
,

充分振荡后冰箱过夜
,

4 0 0 0 9 离心

45 而 n
,

弃上清
,

收集沉淀
,

用原菌液量 2
.

5% 的去离子水研磨
,

再加 人等量2 m ol /L 的 C a
1C

2
溶

液
,

振荡 l h
,

按体积 比加人 25 % (v/ v) 预冷无水乙醇
,

充分振荡
,

冰箱过夜
,

4 0 0 0 9 离心 25 而 n
,

弃沉淀
,

收集上清继续加人无水乙醇
,

使乙醇总量为 80 % (V /V )
,

冰箱过夜
,

4 0 0 0 9 离心 45 m in
,

弃上清
,

收集沉淀
.

用原菌液量 5% 的去离子水研磨让其溶解
,

即为 20 倍浓度 的荚膜多糖

抗原
.

菌体可溶性蛋白的提 取
:
将 1

.

2 .2 中第一 次离心沉淀 的菌体
,

按 原菌液量 5% 加人

3
.

8% N a CI 溶液
,

充分振荡
,

冰箱过夜后 4 0 0 0 9 离心 25 m in
,

上清液即为 20 倍浓度的可溶性

蛋白
.

提取过程 中的细菌结构变化 的观察
:
将刚培养好的细 菌

、

水 浴灭 活的 细菌 以及 经过

3
.

8 % N
a
CI 溶液处理过的菌体

,

制成样品
,

进行电镜观察
。

配苗 :l 份浓缩荚膜多糖抗原加 1份浓缩可溶性蛋白抗原后按每毫升加人 巧 m g 蜂胶干

物质
,

充分振荡后即成荚膜多糖蜂胶疫苗
。

1
.

.2 3 菌体灭活苗制作 将菌种按 1 : 10 0 比例接种 于新鲜 牛 肉汤 中
,

37 ℃ 培养 24 h
,

加

人 0
.

3% 的福尔马林室温灭活 Z d
,

检查无活菌后
,

每毫升加人 巧 gm 蜂胶干物质即成传统的

蜂胶灭活苗
。

抗原含量为 2 火 10 ’℃ F u L/
。

1
.

2
.

4 试验设计 免疫试验 : 试验鸡分为 8 个组
,

即为 :英膜 多糖 苗一免组
、

荚膜多糖苗二

免组
、

菌毛苗一免组
、

菌毛苗二免组
、

灭活苗一免组
、

灭活苗二免组及 阳性和阴性对照组
.

于

3 周龄时进行首免
,

所有的免疫鸡均肌注 0
.

5 m L 的疫苗 ;于 5 周龄时
,

二免组的鸡进行二免
,

每只鸡肌注 l l n L
.

免疫部位为胸部肌肉
。

疫苗同源保护试验
: 7 周龄时通过胸肌用同源 E

.

co il 肉汤 24 h 培养物进行攻毒
,

攻毒量

为 7 x 10℃ F u /只 (平板稀释计数法 )
,

观察一周后全部 扑杀
,

麦康 凯培 养基 接种作 细菌检

查 ;并观察气囊
、

心包
、

肝的病变 ;据病变程度定为 O 一 4 级 :l 级
: 气囊

、

心包棍浊
,

轻 度肝周

炎 ; 2 级
:
浆液性气囊炎

,

心包炎
,

中度肝周炎 ; 3 级
:纤维素性心包炎

、

气囊炎
、

肝周炎 ;4 级
:
严

重纤维素性气囊炎
,

心包炎
,

肝周炎
。

疫苗交叉保护试验 :7 周龄通过胸肌用血清型 0 1和 0 78 的 24 h 培养肉汤进行攻毒
.

0 1
,

0 78 攻毒量分别 为 5
.

2 x 1 0℃ F u /只和 5
.

2 x lo ℃ F u /只 (平板稀 释计数法 )
。

观察 一 周

全部扑杀
,

麦康凯培养基接种作细菌检查
,

观察气囊
、

心包
、

肝 的病变
。

1
.

2
.

5 微量凝集试验检测杭体消长 阳性血清 制备 : 用提取 的菌 毛
、

荚膜 及灭 活菌体分
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别免疫成年健康兔
,

剂量为1 m L /只
·

次
,

免疫 3 次
,

第一次加福氏完全佐剂
,

两后掌及两腋窝

免疫
,

后两次加福 氏不完全佐剂
,

腹部皮下注射
,

1
,

2 次之间相隔时间 4 周
,

第 2
,

3 次相 隔 2

周
,

第 3 次免疫后 1 周静脉采血
,

用微量直接凝集法测定血清效价
,

菌毛疫苗为 2 9 ,

荚膜疫苗

为 2 5 ,

菌体疫苗为 2 9 。

待检血清 : 免疫后 2
,

4
,

6
,

9
,

12
,

14
,

19
,

2 7
,

3 3
,

4 0
,

4 6
,

6 7
,

9 0 d 采血
,

0
.

5 m L /只
,

每组 5份
,

尽可

能避免采 同只鸡
,

室温下静置
,

自然分离血清
,

备用
.

抗原制备
:
培养菌种倒人装有普通琼脂的培养皿中 37 ℃ 温箱培养 2 4 h 后

,

用无菌生理

盐水适量洗下菌苔
,

洗液 2 50 0 9 20 im n 离心 2 次
,

弃上清
,

菌泥用生理盐水稀释成 :1 6稀释

度
。

4 ℃ 冰箱保存备用
.

最佳反应条件的确定 最佳抗原工作 浓度 的选择
:
将 1:6 稀释 的抗 原再分别按 1: 2,

:12
2, :1 23

,

… …
,

卜 2 ” ,

卜 2 ’ 2
倍稀释后

,

与阳性血清分别进行微量直接凝集试验
。

判定标准
: + + + : 孔底可见细小沉淀点

,

边缘有大凝集片 ; 十 十 : 孔底可见沉淀点
,

边缘

有明显凝集片 ; + : 孔底抗原沉淀为点状
,

边缘有较明显的凝集 片 ; 一 : 抗 原在孔底沉淀为清

晰的圆点状
.

结果表明 1:6 x 2 4 为抗原最佳工作浓度
。

最佳反应温度的确定
: 用阳性血清与 1:6 x 2 4 稀释 的抗原分别 置于 37 ℃ 和室温下 进

行微量凝集反应
。

结果表明 37 ℃ 为最佳反应温度
。

最佳反应时间确定
:
将 1:6 x 24 稀释的抗原与 3 份阳性血清作微量直接凝集

,

置 37 c

感作
,

每小时观察一次
,

连续观察 14 h
。

结果表明 6 h 为最佳反应时间
。

1
.

.2 6 微量直接凝集反应 在聚 乙烯 % 孔
“

V
”

形孔反应板上进行
。

先用微量吸液器于

l 一 1 2 各孔加人 50 拜L 生理盐水
。

再加待检血清 50 拼L于第一孔
,

依次作倍比稀释至第 11

孔
,

然后于每孔中加人抗原 50 拜L
。

同时设阴性
、

阳性血清对照
,

轻微震荡
,

置 37 ℃ 温箱作用

6 h 后观察结果
,

判定标准同上
,

以出现
“
+ +

”

的最高血清稀释倍数为血清的凝集价
。

1
.

2
.

7 敏感性试验 在玻板和微量反应板上分别进行凝集反应
,

玻板上血清稀释至 l : 2 , 时

反应呈
“
一

” 。

而微量反应板上血清稀释至 2 9
仍有

“
十 十

” 。

结果 表明微量直接凝集试验敏

感性明显高于玻板凝集试验
。

1
.

2
.

8 特异性试验 将抗原分别与鸡新城疫
、

鸡法氏囊病和鸡霉形体阳性血清进行微量直

接凝集试验
。

结果凝集价均不高于 卜 2
,

而鸡大肠杆菌阳性血清凝集价可达卜 2 9
:

说明本 试

验有较强特异性
。

2 结果

2
.

1 菌毛
、

脱菌毛菌体
、

菌毛表达的电镜观察结果

细菌在牛 肉汤 中 37 ℃ 培养 72 h 表达菌毛见 图版 1
。

脱 了菌毛的菌体见 图版 2
。

电

镜观察的菌毛图版 3
。

2
.

2 灭活前
、

灭活后细菌和用 3
.

8 % N a
CI 处理过菌体的电镜观察结果

灭活前细菌结构见图版4
。

灭活后菌结构见图版 5
。

3
.

8% N a
CI 处理 过菌体结构见图

版 6
。

.2 3 疫苗保护情况 比较

2
.

3
.

1 疫苗同源保护情况比较 7周 时攻毒
,

阳性对照鸡精神沉郁
,

羽毛蓬松
,

有关节炎
,

卧地

不起
,

拉绿色粪便
,

并有死亡
,

而免疫鸡除有少量精神不振
,

拉绿稀粪
,

并有个别死亡
,

其余表

现正常
。

观察一周后全部扑杀
。

试验结果见表 1
。



第 3 期 李晋红等 : 鸡病原性大肠杆菌 (q )亚单位疫苗的研究

疫苗组 试验鸡数

表 1 同源攻毒试验的结果

死亡鸡数 保护指数 /% 病变级数 分离细菌鸡 数

菌毛苗一免组

菌毛苗二免组

菌体苗一免组

菌体苗二免组

荚膜苗一免组

荚膜苗二免组

阳 性 对 照 组

阴 性 对 照 组

50

1oo

7 5

1oo

10 U

10 0

1
.

10 0

0
.

4 00

0
.

7 00

0
.

500

0
.

200

0
.

300

2
.

200

0
.

00 0

勺̀0
心.1

nU004nU

0000000八U
ù.唱压.1, .盈怪.二,l,1, .且, .二

.2 3
.

2 疫苗交叉保护情况 攻

毒后阳性对照鸡和免疫鸡均表

现为有关节炎
、

卧地不起
、

拉绿

色粪便
,

部分鸡全眼球炎
、

眼球

变白
、

失明
,

有少量死亡
。

观察

一周后全部扑杀
,

试验结果见

表 2和表 3
。

.2 4 鸡免疫后抗体消长情况 比

较 各种疫苗抗休消长情况 比

较见图 1
.

.2 5 免疫期测定

每个免疫组都 留 5只鸡
,

免

疫后 3个月
,

通过胸肌用同源细

菌进行攻毒
,

攻毒量为 7 x 10 “

C F U /只
,

观察一周
,

最后全部扑

杀观察
,

并用麦康凯培养基分离

细菌
.

结果所有 的鸡都精神正

常
,

无任何病变
,

也分离不出细菌
。

表 2 异源菌株 (血清型 0 1) 攻毒试验的结果

疫苗组 试验鸡数 死亡鸡数 病变级数

菌毛苗一免组 10 0 1
.

1()( )

菌毛 苗二免组 10 0 l
.

30( ,

荚膜苗一免组 10 1 1
.

5〔)0

荚膜苗二免组 10 0 1
.

30 0

阳 性 对 照 组 10 1 1
.

3 00

阴 性 对 照 组 10 0 .0 000

分离细菌鸡数

8

表 3 异源菌株 (血清型 0 78 )攻毒试验的结果

疫苗组 试验鸡数 死亡鸡数 病变级数 分离细菌鸡数

2
.

60 0

2
.

40 0

2
.

20 0

1
.

90 0

1
.

80 0

0
.

0 00

l 0

10

9

10

10

0
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3 讨论与结论

本试验采用的微量直接凝集试验是一种敏感性高
、

特异性强
、

设备简单
、

方法 简便的抗

体检测方法
。

从抗体消长的曲线来看
,

3 种疫苗产生的抗体效价变化规律十分相似
.

免疫后 Z d 可以

检测到抗体
,

并且水平上升很快
,

到第 6 d 达到抗体最高水平 2 “
·

4一护
4 ,

然后抗体水平 出现下

降
,

但下降的幅度不大 ;在 14 d 时进行二免
,

抗体水平出现稍微下 降或无 明显变化
,

又在 6 d

内达到第 2 个抗体高峰
,

以后稍微下降
,

其水平维持在 2 5

一
6 ,

一直到 3个 月不变
.

抗体这

种变化曲线是符合抗体产生的一般规律的
,

只是抗体出现和达到最高水平的时间如此的短
,

主要是所用疫苗的佐剂一 蜂胶的作用
,

据沈志强等 ( 1 9 8 9 ; 1 9 9 0 ;a 1 9 9 0 b )对禽霍乱蜂胶疫

苗研究表 明蜂胶疫 苗接种 后 s d 即产生较强 免疫力
,

比氢氧化铝疫苗产生 免疫力提

早 7 一 g d
,

且免疫期达 6 个月
。

本试验的免疫后 6 d 抗体即达到最高水平
,

3 个月时对鸡的

攻毒全保护
,

此结果与之相符
.

蜂胶是一种 良好的免疫佐剂
,

能增强机体特异性和非特异性

免疫力
,

是一种有待开发的
、

有实际运用价值的新型佐剂
.

同源保护试验的结果表明
:
从保护指数

、

病变级数
、

分离细菌三方面来比较
,

英膜疫 苗效

果最好
,

菌体疫苗次之
,

菌毛疫苗最差
。

二免组的鸡保护效果要 比一免组的鸡好
,

特别 菌毛

疫苗
,

经二免的加强作用后
,

其保护力大大加强
.

而交叉保护试验的结果表明 : 大肠杆菌菌

毛疫苗和荚膜疫苗均没有交叉保护力
,

这与大肠杆菌灭活苗一样
,

具有血清型特异性
。

综上所述
,

荚膜多糖疫苗免疫效果 比菌毛疫苗和全菌体灭活苗要好
。

当然
,

有关载体的

选择问题有待今后作进一步研究
。
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