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摘要　选择最常见的禽致病性大肠杆菌 O2和 O78菌株 ,分别以常用的抗菌药物氟哌酸和氯霉素

诱导 ,培育成遗传性稳定的耐药标记弱毒菌株 O2 ( No rr , Chls )和 O78 ( Ch lr , N o rs ) ,为进一步运用

原生质体融合技术培育 O2和 O78融合双价耐药弱毒菌株打下了基础。
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禽大肠杆菌病是养禽业的一种重要细菌病 ,造成很大经济损失。因禽致病性大肠杆菌血

清型多 ,养禽生产中普遍使用抗菌药 ,对该病的免疫预防 ,国内外一直采用最常见的禽致病

性大肠杆菌 O2、 O78等菌株研制的灭活苗 ,或以它们的菌毛抗原、荚膜抗原研究多价亚单位

苗 (卡尔尼克 , 1991;林维庆 , 1995;黄淑坚等 , 1996)。这些疫苗安全有效 ,但只能使免疫禽只

产生有限的体液免疫 ,且成本较高。为了进一步提高免疫预防效果、降低成本 ,研究禽大肠杆

菌弱毒菌苗 ,尤其是多价耐药弱毒菌苗很有必要。

细菌原生质体融合技术是定向选育具有双亲菌株优良特性新菌种的一种新的基因重组

技术 ,该技术首先必须对选定的两个亲本菌株进行遗传稳定的标记 ,以备进行原生质体融合

及融合子的筛选 (丁友日方等 , 1990;陈代杰等 , 1995)。为应用原生质体融合技术培育禽大肠杆

菌融合双价耐药弱毒菌株打好基础 ,本研究选择最常见的禽致病性大肠杆菌 O2和 O78菌株 ,

分别以常用的氟哌酸 ( No rf lox acin, No r. )和氯霉素 ( Chlormphenico l, Chl. )进行了耐药标记

和毒力致弱研究。

1　材料与方法

1. 1　细菌

禽致病性大肠杆菌 O2菌株 ,由黄青云从病鸡、病鸭中分离 ,经中监所鉴定。O78菌株 ,由

中监所提供。

1. 2　药物

氟哌酸 ( No r. )粉 ,纯度 98. 9% ;氯霉素 ( Chl. )粉 ,纯度 99. 2%。均由华南农业大学动物

医学系药理研究室惠赠。
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1. 3　抗菌血清

O2血清 (凝集价为 1: 1 280)、O78血清 ( 1: 5 120) ,由中监所提供。

1. 4　小白鼠 ( 25～ 30 g )

广州军事医学研究所提供。

1. 5　鸡

1d龄 AA鸡 ,由南海种鸡场提供 ,严格防疫条件下饲养 , 10 d龄开始试验。

1. 6　细菌的药物诱导标记及致弱

分别称取一定量的 Nor.和 Chl. ,前者用少许醋酸 ,后者用少许异丙醇 ,微热溶解后加

灭菌盐水配成适当浓度作母液 ,用针头滤器过滤后分装 , 4℃贮存 ,使用一周。以常规测定法 ,

测得 Nor.在肉汤中对 O2菌株的 M IC为 0. 5 mg /L , Chl.对 O78菌株的 M IC为 3 mg /L。

O2菌株在含 Nor. 0. 4 mg /L的肉汤中 , O78菌株则从含 Chl. 2 mg /L的肉汤中培养开

始 ,采用逐级提高药物浓度的方法诱导培养 ,使细菌不断提高耐药性。细菌在每一药物浓度

中适应 3～ 5代 ,每代培养物均经含同样浓度药物的麦康凯平板培养和革兰氏染色监视 ,并不

断用小白鼠接种观察耐药标记菌株的毒力减弱情况。到 O2菌株耐受 Nor. 4 mg /L时 ,对小

鼠的毒力已降低 100倍 , O78菌株耐受 Chl. 20 mg /L时 ,毒力已降低 15倍。继续诱导培养能耐

受 Nor. 32 mg /L的 O2 ( Nor
r
, Chl

s
)和能耐受 Chl. 80 mg /L的 O78 ( Chl

r
, No r

s
)菌株时 ,分别

经不含药的肉汤和麦康凯培养基交替连续培养 5代 ,接回含药物培养基 ,证实耐药性已遗传

稳定后 ,进行各种特性的鉴定。

1. 7　O2 (Nor
r
, Chl

s
)和 O78 (Chl

r
,Nor

s
)标记菌株的遗传稳定性鉴定

1. 7. 1　耐药性鉴定　将两耐药标记菌株分别接种于普通肉汤 ,含药肉汤 ,常规麦康凯平板

和含药麦康凯平板中 , 37℃培养 24～ 72 h,观察大肠杆菌生长情况。

1. 7. 2　生化鉴定　从各麦康凯平板培养物中随机挑两个菌落 ,称为 O2a ( No r
r
, Chl

s
)、 O2b

( Nor
r , Chl

s )和 O78a ( Chl
r , No r

s )、O78b ( Chl
r , No r

s ) ,分别接种 16种生化培养基作鉴定。

1. 7. 3　血清学鉴定　以 121℃处理菌液 2 h的方法 ,分别制备 O2、 O78、O2 ( No r
r , Chl

s )和 O78

( Chl
r , No r

s )的菌体抗原 ,用 O2、 O78抗血清作平板凝集试验。

1. 7. 4　对数生长期测定　用紫外 -可见分光光度仪每隔 1～ 2 h连续检测各菌株肉汤培养

物的 OD( 640)值 ,观察它们的对数生长期。

1. 8　O2 (Nor
r , Chl

s )和 O78 (Chl
r ,Nor

s )菌株对小鸡安全性及安全稳定性试验

　　将 10 d龄 AA鸡分组 ,分别对肌肉接种两菌株不同剂量的肉汤培养物 ,观察 12 d,记录

精神、食欲、发病、死亡、剖检及大肠杆菌分离情况 ,统计出安全性。

　　按毒力复壮的常规方法 ,分别将两株菌的普通肉汤培养物连续通过 10～ 25 d龄 AA鸡

7代 ,每菌株每代各用 2只鸡 ,每只肌注 11. 6～ 12. 42亿菌 ,观察 24 h,扑杀 ,从肝脏分离耐药

菌。以第 7代试验鸡分离的耐药菌肉汤培养物 ,各肌注 10 d龄 AA鸡 6只 , O2 ( Nor
r
, Chl

s
)组每

只 11. 85亿菌 , O78 ( Chl
r , No r

s )组每只 13. 12亿菌 ,连续观察 10 d,扑杀、剖检。

2　结果

2. 1　O2 (Nor
r
, Chl

s
)和 O78 (Chl

r
,Nor

s
)菌株的耐药性

O2 ( No rr , Chls )能耐受 Nor. 32 mg /L,对 Chl.敏感 ; O78 ( Chlr , No rs )能耐受 Chl.

80 mg /L,对 Nor.敏感。Nor.和 Chl.同时存在时并无相互干扰作用 (见表 1)。
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表 1　 O2 (Nor
r ,Chls )和 O78 (Chl

r ,Nors )菌株在培养基中耐药生长情况 1)

菌
株

普通

肉汤

含药肉汤 /mg L- 1

Nor. 32 Chl. 80 No r. 32, Chl. 80
麦康凯

含药麦康凯 /mg L- 1

Nor. 8 Chl. 20

O2 + - - - + - -

O2 ( No rr , Ch ls ) + + - - + + -

O78 + - - - + - -

O78 ( Chl
r , No rs ) + - + - + - +

　　　　 1)　+ 表示生长 , - 表示不生长

2. 2　O2 (Nor
r , Chl

s )、O78 (Chl
r , Nor

s )菌株的生化特性

O2a ( No r
r
, Chl

s
)和 O78a ( Chl

r
, Nor

s
)的 16种生化特性完全保持与 O2、 O78一样 ,被选定为

标记菌株。O2b ( No rr , Chls )和 O78b ( Chlr , No rs )的个别生化反应减弱或变化 (见表 2)。
表 2　生化鉴定结果 1)

菌
　
　
株

靛
基
质

枸
椽
酸
盐

R
M

P
V

乳
糖

硫
化
氢

硝
酸
盐
还
原

葡
萄
糖

丙
二
酸
盐

蔗
糖

甘
露
糖

棉
子
糖

G
P
N
O

尿
素

赖
氨
酸

脱
羧
酶

氰
化
钾

O2 + - + - (+ ) - + (+ ) - - (+ ) - + - + -

O78 + - + - (+ ) - + (+ ) - - (+ ) - + - + -

O2a ( Norr , Chls ) + - + - (+ ) - + (+ ) - - (+ ) - + - + -

O2b ( No rr , Chls ) - - + - (+ ) - + (+ ) - - (+ ) - + ± + -

O78a ( Chlr , N o rs ) + - + - (+ ) - + (+ ) - - (+ ) - + - + -

O78b ( Chlr , No rs ) + - ± - (+ ) - + (+ ) - - (+ ) - + ± + -

　　 1)　+ 表示阳性 , - 表示阴性 , (+ )表示产酸产气 ,± 表示可疑

2. 3　O2 (Nol
r , Chl

s )、 O78 (Chl
r ,Nor

s )菌株的血清型

凝集反应结果 ,耐药标记菌株的菌体抗原型均未改变 ,也无交叉反应 (见表 3)。
表 3　凝集试验情况 1)

菌　　株 O2 O2 ( No rr , Chls ) O78 O78 ( Chlr , N o rs )

盐　　水 - - - -

O2血清 + + - -

O78血清 - - + +

　　　　 1)　+ 表示凝集 , - 表示不凝集

2. 4　O2 (Nor
r
, Chl

s
)、O78 (Chl

r
, Nor

s
)菌株的对数生长期

从测得的 OD( 640)值的变化规律表明两个耐药标记菌株与出发菌株的对数生长期一

样 ,在 3～ 6 h之间。

2. 5　O2 (Nor
r
, Chl

s
)、O78 (Chl

r
, Nor

s
)菌株对小鸡的安全性及安全稳定性

接种十日龄 AA小鸡试验结果 ,两个耐药标记菌株的毒力均已致弱至对小鸡安全 (见表

4)。两株菌实际连续通过 AA鸡 8代 ,每代试验鸡的精神、食欲等均正常 ,扑杀剖检未见大肠
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杆菌病变 ,表明已致弱的毒力是稳定的。
表 4　安全试验情况

　项　目 空白 肉汤 O2菌 O2 ( No rr , Chls ) O78菌 O78( Chlr , No rs )

鸡　只　数 20 20 10 10 10 20 20 10 10

肌注菌数 /亿 只 - 1 0. 5 m L /只 2. 45 5. 9 11. 8 7. 125 14. 25 12. 15 15. 16

大肠杆菌病鸡数 0 0 3 10 10 0 0 10 0

死　鸡　数 0 0 1 9 8 0 0 8 0

安　全　性 4 /10 0 /10 0 /10 20 /20 20 /20 0 /10 10 /10

3　讨论

耐药培养试验、对数生长期测定、小鸡安全试验和安全稳定性及其他各项鉴定试验的结

果综合表明 ,所培育的 O2 ( Nor
r , Chl

s )、 O78 ( Chl
r , No r

s )菌株已成遗传稳定的耐药标记弱毒菌

株 ,经初步免疫保护试验 ,它们的免疫原性也保持优良 (另文 )。这就为它们的原生质体融合、

筛选和培育 O2、 O78融合双价耐药弱毒株打下了基础。

两株菌在耐药诱导培养过程中均显示如下规律: ( 1)开始一段时间 ,细菌耐药能力提高

甚慢 ,到一定程度后则成倍递增。这有助于解释临床上用敏感药物治疗大肠杆菌病开始时药

物很见效 ,但很快就发生耐药性的普遍现象。( 2)细菌在一种药物培养基中开始时生长很缓

慢 ( 2～ 3 d) ,一些菌体变大或呈链状 ,随着传代增加 ,逐步恢复正常 ,符合细菌在不良环境繁

殖的一般规律 ,稳定后的耐药菌株 ,虽然对数生长期与出发菌株仍一样 ,但在同等条件下繁

殖菌数为出发菌株的 61%～ 65%。( 3)耐药菌株在肉汤中繁殖后 ,染色镜检 ,都出现成堆现

象 ,其原因有待进一步研究。因此 ,数菌或接种时需特别注意吹打分散 ,以免出错。

大多数细菌的抗药性是由质粒 DNA决定的。对 O2 ( No r
r
, Chl

s
)和 O78 ( Chl

r
, Nor

s
)菌株

的耐药性遗传机理 ,作者正进行质粒分析等研究。
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STU DIES ON DEV ELO PM EN T O F DRUG- TO LERAN T AND

ATTENUATED O2 ( Nor
r , Chl

s ) AND O78 ( Chl
r , No r

s )

S TRAINS O F Escherichia coli FROM POU LTRY

Huang Qingyun　　 Chen Jinding　　 Ren Tao　　 Luo Xianzhong　　 Ou Shoushu
( Dept. o f Vet. M ed. , South Chian Ag r. Univ . , Guang zhou, 510642)

Abstract

This paper reports the development process of drug- tolerant and at tenuated Escherichia

coli O2 ( Norr , Chls ) and O78 ( Chlr , No rs ) st rains. With Escherichia col i O2 and O78 which a re

the most impo rtant sero types of E. col i in poult ry co libacillo sis as parent st rains, drug re-

sistant and a t tenuated O2 ( No r
r , Chl

s ) and O78 ( Chl
r , Nor

s ) st rains o f E. col i were induced by

No rflo xacin and Chlo ramphenicol w hich a re tw o antibacterial drug s most f requent ly used

in veterina ry practice. The essential characteristics of E. col i O2 ( No r
r , Chl

s ) and O78 ( Chl
r ,

No r
s
) st rains w ere examined. The resul ts indicated tha t the drug - tolerance and the

heredi ty of E. coli O2 ( No rr , Chls ) a nd O78 ( Chlr , No rs ) st rains w ere stable. This achiev e-

ment might be a good beginning fo r fur ther developing ef ficient and multivalent v accines

by using spheroplast fusion technique.

Key words　E. coli ; drug- tolerant strain; at tenua ted strain

(上接 84页 )

PROPAGAT ION O F AV IAN MYELOBLASTO SIS V IRU S
AND ESTABLISHM EN T OF HYBRIDOM A CELL LIN ES

Wang Peng jun　　 Liu Fuan
( Dept. o f Veterina ry Medicine, South China Ag r. Univ . , Guang zhou, 510642)

Abstract

One to three- day old susceptible chicks w ere experimentally infected wi th the BAI- A

stain o f Avian M yeloblastosis Virus ( AMV) in passaged chicken plasma sto red a t - 20℃
fo r six y ears, and the onset of disease w as seen 15 to 45 days postinocula tion. BALB /C

mice 8～ 10 w eeks of age were immunized w ith AMV antigens puri fied f rom AMV-nfected

chicken plasma by di fferential and isopycnic centrifug ation in a discontinuous sucrose g ra-

dient. B lymphocy tes f rom mouse spleen w ere hybridized wi th SP2 /O myeloma cells, and

six hybridoma cell lines finally established af ter specific antibody detection and cell

cloning. Indirect ELISA demonst rated tha t only tw o ascitic monoclonal antibodies

( McAb) reacted posi tively wi th specific AMV antig en and showed no cross reaction wi th

IBV , IBDV , EDSV - 76, ILTV and HV T viruses, retaining i ts specific antibody -secret-

ing property. Futhermo re, the application o f AMV- McAb in diagno sis and eradication o f

avian leuko sis f rom chicken flocks wa s discussed.

Key words　 avian myeloblastosis v irus; g roup-specific antig en; monoclonal antibody; hy-

bridoma
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