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#的某些鸡致病性菌株所致的一类疾病

的总称&随着养禽业的发展!该病在各国的流行日

益严重!并导致巨大的经济损失&大肠杆菌病的多

发性和多血清型性及耐药菌株的不断出现是造成该

病难以有效预防和治疗的主要原因&大肠杆菌致病

因子很多!在诸多致病因子中!由于
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菌毛兼具

毒力因子和免疫原的特点!在致病性大肠杆菌侵入

机体!并在体内定居'增殖'释放毒力因子的过程中

起着重要的作用*
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!成为目前国内外研究的热点&

在致病过程中!大肠杆菌首先通过菌毛黏附在宿主

的黏膜表面!借以抵抗机体的机械清除和胃肠黏膜

的蠕动作用&禽源大肠杆菌与黏附有关的菌毛包括
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菌毛'

V

菌毛和卷曲菌毛*
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菌毛主要

在大肠杆菌致病的第一阶段起作用!而大肠杆菌鞭

毛和卷曲菌毛辅助于
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菌毛的定居!
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菌毛则

是在细菌的进一步致病过程中起作用*
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和
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协同在菌毛的装配及细菌的致病过程中起作用*
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菌毛的重要组成部分!缺少
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黏附作用下降和毒力改变*
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蛋白!然后制

备
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蛋白的高免卵黄抗体并探讨其对鸡致性大
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菌毛的进

一步研究及禽大肠杆菌病的诊断和预防提供理论依

据和物质基础&
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将禽非致病性大肠杆菌
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自然菌体裂解物和
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自然菌体裂解物进行
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作用
#S

!洗涤后%加入羊抗鼠
R

O

J

"

"&&&

倍稀释#!

(4Z

作用
#S

!洗涤后!

'!

氯
!"!

奈酚显色&

HI&

!
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涵体进行
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电泳后!切取目的片段!将胶

条冻干溶于适量
.

]47'V;H

!作为抗原用于免疫产

蛋母鸡&免疫前先收集
"&

枚待免疫母鸡所产卵用作

对照&三免
"&G

后!收集免疫母鸡卵黄抗体*
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用同样方法提取免疫前
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枚卵的卵黄抗体&
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蛋白制备的卵黄抗体!第
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免疫前卵黄抗体!第
(

组注射等量生理盐水&

"G

后

攻毒!每组分别以
<0

%&

量注射
-

#

菌液
&7#+<

!

"

周

内观察每组鸡只死亡情况!计算死亡率&
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结
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果
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4&&5

.

!与预

期的片段大小相近!见图
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标准分子质量
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图
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基因
6,J

扩增结果
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挑取转化大肠杆菌
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的菌落摇菌提取质

粒!用
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和
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双酶切!电泳结果显示
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条带!一条约
4&&5
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!另一条约
#4&&5
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!见图
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测序显示!该
0PI

片段与人大肠杆菌
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L.
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菌毛

.

(/0

基因序列同源性达
64768

!氨基酸序同源性

为
638

!由此可见!所克隆的外源
0PI

即为鸡大肠

杆菌
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菌毛
.

(/0

基因&

"

'

($

重组质粒双酶切结果%
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左右的片段!证

明重组质粒
.

92!(&:!)*+,

构建成功!见图
(

&

"$0PI

标准分子质量
0<"%&&&

%

#$

重组质粒

.

92!(&:!)*+,?$/]

"

和
:()G

#

双酶切%

($

重组质粒
.

92!(&:!)*+,?$/]

"

单酶切%
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基因在大肠杆菌中的表达
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结果表明!

RV2J

诱导后重组菌在
#%=>

左右出
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期 王亚君等$鸡致病性大肠杆菌菌毛
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基因的表达及重组
)*+,

蛋白卵黄抗体的免疫保护效力

现一条蛋白带!而对照菌在相应位置上无此带!见

图
'

&

"$RV2J

诱导前含空载体的菌体裂解物%

#$RV2J

诱

导后含空载体的菌体裂解物%

(

'

'

'
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4$RV2J

诱导后
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'

#

'
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'S

重组菌菌体裂解物%
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未经
RV2J

诱导重

组菌菌体裂解物%
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蛋白质相对分子质量标准
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MU!H

中表达产物的
VWVS685-

分析
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!

VWVS685-:4:7
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2*23)1.
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01221?

/

03;1*4*4
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!

表达产物的
L12;104M73;

检测

!!

将禽非致病性大肠杆菌
9"

自然菌体裂解物和

禽致病性大肠杆菌
-

#

自然菌体裂解物进行
H0H!

VIJ9

和
?@AB@CD;EFB

检测&由图
%

可见!在约
#%

=>

处出现特异性条带!说明表达的
)*+,

蛋白抗体

与自然菌体中的
)*+,

蛋白发生了特异性反应!表明

重组
)*+,

蛋白具有与天然
)*+,

蛋白一样的反应原

性&

"$

禽非致病性大肠杆菌
9"

自然菌体裂解物%

#$

禽致

病性大肠杆菌
-

#

自然菌体裂解物
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融合蛋白的
L12;104M73;

分析
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)*+,

卵黄抗体的免疫保护作用

!!

经计算!致病性鸡大肠杆菌
-

#

的半数致死量

"

<0

%&

#是稀释
"&

!3倍的菌液
&7#+<

!约
"7#̀ "&

(个

大肠杆菌&以半数致死量对
(

组免疫鸡只攻毒!

)*+,

卵黄抗体免疫组死亡率为
'&8

!两对照组为

3&8

'

4&8

!攻毒试验结果如表
"

所示&

表
H

!

)*+,

蛋白免疫保护作用试验结果

R:E71H

!

J12A7;23)*++A4*;

B/

03;1>;*343))*+,

/

03;1*4

组别

JCF>

.

死亡数

0@KG

存活数

H>CU*UKE

死亡率,
8

0@KGCKB@

)*+,

蛋白卵黄抗体免疫组
JCF>

.

*D

M

@:B@GN*BS)*+,

L

FE=KDB*5FG

L

1 "# '&

对照卵黄抗体免疫组
JCF>

.

*D

M

@:B@GN*BS:FDBCFE

L

FE=KDB*5FG

L

"# 1 3&

生理盐水对照组
JCF>

.

*D

M

@:B@GN*BS&$68AKEBNKB@C "' 3 4&

'

!

讨
!

论

!!

在对畜禽大肠杆菌毒力因子的检测中常常偏重

于对各种黏附性抗原和肠毒素的检测!还没有一种

特异'敏感'简便'快速的检测方法&本实验室研究

发现!

.

(/0

基因在致病性鸡大肠杆菌菌株中扩增

频率可达
6%8

*

"(

+

!这与国外报道的
6#748

是相符

的*

"'

+

&因此可将
.

(/0

基因作为高致病力大肠杆

菌的标志基因!在鸡致病性大肠杆菌病的检测中发

挥重要作用&

!!

在禽大肠杆菌病的免疫预防中!除了减毒活疫

苗和灭活苗外!研究较多的就是菌毛亚单位疫苗!而

基因工程苗尚未见报道&由于
B

L.

@"

菌毛能提高致

病性大肠杆菌的致病力!因此!它在制备阻止菌毛装

"'4
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报
'&

卷
!

配和细菌黏附的抗生素方面有重要价值!已有试验

证明
)*+,!)*+]

复合物在防止大肠杆菌的黏膜感

染中的作用!提示其是一种有广阔应用前景的疫

苗*

"%

+

&

!!

47"+>(

基因组结构相当复杂!相应的毒力因子

也很多!较为重要'研究较多的主要有黏附素"主要

是
B

L.

@"

菌毛#'外膜蛋白'毒素'铁转运系统'质粒!

因此!单独一毒力因子的某个基因所起的作用是非

常有限的*

4

+

&如果能将不同毒力因子的主要基因克

隆到同一个非致病性
47"+>(

株!制成基因工程活载

体苗!将会对绝大多数鸡源致病性大肠杆菌具有免

疫保护作用&例如以
BAS

,

)*+

,

*:>0

或
BAS

,

.

K

.

,

*:>0

制成的基因工程活载体苗可能是控制鸡致病

性
47"+>(

感染的有效途径*

"3

+

&在本试验中!

)*+,

蛋白高免卵黄抗体免疫组死亡率有所下降!但与两

对照组差异并不显著!考虑到
)*+,

蛋白只是在

B

L.

@"

菌毛的装配过程中起重要作用的外周伴侣蛋

白!它只是
B

L.

@"

菌毛基因组中的一小段基因!要在

众多毒力因子的协同下完成大肠杆菌的致病作用!

因此!

)*+,

蛋白在致病过程中所起作用是极其有限

的!且试验中受到环境'温度'抗体滴度等因素的影

响!结果可能不很精确!但从死亡率上看!

)*+,

蛋白

对致病性大肠杆菌的攻击确有一定的抵抗力!这与

资料中显示的
)*+,

蛋白的重要性是一致的!因此!

尽管
)*+,

蛋白的免疫保护作用并不显著!但并不能

否认
)*+,

蛋白的重要性&因此!本试验可为
)*+,

蛋白功能的进一步研究和基因工程苗的研制提供理

论依据&但由于目前
)*+,

伴侣蛋白运载亚单位的

机制'在细胞外停留时间还不十分清楚!因此!

)*+,

蛋白的保护作用机理还有待进一步研究&

参考文献!

*

"

+

!

陈
!

雷
$

鸡大肠杆菌
R

型菌毛单克隆抗体的研制 *

b

+

$

扬州大学学报!

#&&#

!

(

$

1!""$

*

#

+

!

,--<9Q?I

!

?--0?I\0/b$2S@CFE@F))*+!

5C*K@KDG)EK

O

@EEK*DBS@KGS@C@D:@F)KU*KDABCK*DAF)

45",&'(",($"+>(-41

$

[1&BFB*AA>@:>EB>C@:@EEAKDG

BCK:S@KEKDG

O

>B@T

.

EKDBA

*

b

+

$F&GF("'+;(+>

!

#&&&

!

'6

$

(#4!((1$

*

(

+

!

<Ic-P2bV$IGS@A*U@

.

CF

.

@C*B*@AKDG*CFD>

.

BK=@

K5*E*B

L

*D 45",&'(",($"+>(E@BSKEKDG DFE@BSKE)FC

:S*:=A

*

b

+

$!9($)A(5

!

"61'

!

(1

$

#("!#(6$

*

'

+

!

0-d-RH,/

!

,]IP29<-̂ VP

!

/-̂ <RP /

!

@B

KE$;K:BC*KE:FEFD*XKB*FDKDG*DU*UF@T

.

C@AA*FDF)c"

"

B

L.

@"

#

)*+5*KEKDB*

O

@DA*D:S*:=@DA@T

.

@C*+@DBKEE

L

*D)@:B@GN*BS

.

KBSF

O

@D*:45",&'(",($"+>(

*

b

+

$!9($)

A(5

!

"66'

!

(1

$

#("!#(6$

*

%

+

!

PIe9] / ?

!

d̂ H/P2

!

H[̂ 29<H[Q9

!

@BKE$

IGS@C@D:@

.

*E**DKU*KDABCK*DAF)45",&'(",($"+>(

@))@:BFD

.

KBSF

O

@D*:*B

L

*

b

+

$!9($)A(5

!

"61'

!

#1

$

3%"!33"$

*

3

+

!

]9<R-!PIeI\\- \

!

/I\R<0I!eR0-22- ,

!

<̂ RH!JIdR\R,$IGS@C@D:@

.

*E*F)

.

KBSF

O

@D*:ACK*DA

F)KU*KD45",&'(",($"+>(

*

b

+

$%&#&'()$'

7

F("'+;(+>+3

<7

!

"664

!

%6

$

46!14$

*

4

+

!

孙庆杰!刘雪威!李一经
$

鸡致病性大肠杆菌
.

(/0

基因缺失菌株的构建及生物学特性鉴定*

b

+

$

畜牧兽

医学报!

#&&6

!

'&

"

%

#$

4(&!4(4$

*

1

+

!

奥斯伯
c

!金斯顿
\9

!赛德曼
bJ

!等
$

精编分子生物

学实验指南*

/

+

$

颜子颖!王海林!金冬雁!等校译
$

北京$科学出版社!

"666$

*

6

+

!

谢秀气!王中来!魏岩梅!等
$

鸡传染性法氏囊病卵黄

抗体制备工艺中最佳沉降脱脂条件的确定*

b

+

$

中国

兽医科技!

#&&#

!

(#

"

#

#$

#%!#3$

*

"&

+

!

萨姆布鲁克
b

!拉塞尔
0?$

分子克隆实验指南*

/

+

$

第
(

版
$

北京$科学出版社!

#&&#$

*

""

+

!

欧阳琴!王中来!周建武!等
$

鸡传染性法氏囊病卵黄

抗体制备*

b

+

$

福州大学学报!

#&&#

!

(&

"

#

#$

#%'!#%4$

*

"#

+

!

胡子信!袁
!

新!张岐蜀!等
$

鸡抗猪大肠杆菌卵黄抗

体的研制*

b

+

$

中国畜禽传染病!

"66'

!

#

$

#3!#1$

*

"(

+

!

王亚君!樊
!

琛!李一经
$c*+,

基因与鸡源大肠杆菌

致病性的相关*

b

+

$

畜牧兽医学报!

#&&'

!

3

$

31&!31'$

*

"'

+

!

bIP;9P 2

!

H,]?I\d,

!

V\9R[H,]I2V

!

@B

KE$e*C>E@D:@!KAAF:*KB@G

O

@D@A*DKU*KD

.

KBSF

O

@D*:

45",&'(",($"+>(

"

IV9,

#

*AFEKB@G)CF+*DB@CDKEFC

O

KDA

F)

.

F>EBC

L

SKU*D

O

G*@G)CF+:FE*5K:*EEFA*A

*

b

+

$@)#H

F&GF("'+;(+>

!

#&&"

!

#6"

$

(4"!(41$

*

"%

+

!
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