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摘　要：通过胰蛋白酶裂解坏死梭杆菌ＦＮ（Ａ）型毒力菌株菌体，分别以菌体裂解物上清和沉淀作为抗原免疫家兔

制备血清。利用ＳＤＳＰＡＧＥ／Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术在菌体中筛选出４种具有免疫原性的组分，通过免疫后的攻毒试

验，筛选出１种具有免疫保护性的抗原。抗原分离纯化后，进行 Ｎ端氨基酸序列测定、免疫试验及生物学特性研

究，据试验结果可初步判定该抗原为溶血素类似物或一种新发现的抗原物质。该抗原不仅能使机体产生保护性免

疫反应，而且不同菌株中此种抗原间可产生明显的交叉免疫。
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　　坏死梭杆菌属革兰氏阴性、无芽孢、多形性厌氧

微生物，为动物和人消化道中常在的条件性致病菌，

可引起多种坏死病，常造成牛的肝脓肿［１］、反刍动物

的肢蹄病［２］、人的口腔及咽喉感染［３４］。坏死梭杆菌

病多年来一直是反刍动物养殖业中的重大疾病，由

于该病临床治疗效果不佳，且反复发作。所以，人们

一直期望能通过疫苗免疫来防治坏死梭杆菌病。研

制坏死梭杆菌病疫苗的关键问题是找到保护性抗

原。为此，国内外学者曾作过许多这方面的研

究［５７］，他们通过利用完整菌体、菌体裂解物及菌体

代谢产物进行免疫研究。但由于坏死梭杆菌免疫成

分复杂，免疫效果不稳定，所得结论也不一致。作者



　７期 苗利光等：坏死梭杆菌ＦＮ（Ａ）型毒力株保护性抗原筛选及初步鉴定

对坏死梭杆菌ＦＮ（Ａ）型毒力菌株免疫原性组分进

行了筛选研究，利用攻毒试验确定出一种有免疫保

护性的抗原。为坏死梭杆菌致病机制研究和亚单位

疫苗研制提供了基础。

１　材料和方法

１１　菌株

　　ＦＮ（Ａ）型毒力株共６株，为中国农业科学院特

产所预防兽医学研究室保存的牛源坏死梭杆菌毒力

菌株。

１２　仪器设备

　　厌氧手套培养箱，美国ＦｏｒｍａＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产

品；８２５Ａ厌氧罐（沈阳第五人民医院产品）；高速冷

冻离心机，美国Ｓｏｒｖａｌｌ公司产品；柱层析设备及

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５，Ａｍｅｒｓｈａｍ公司产品；ＰＶＤＦ膜，悬

浮式透析装置，美国ＳＰＥＣＴＲＥＭ公司产品。

１３　主要培养基及试剂

　　厌氧培养基（ＥＹ）、肝肉汤培养基、胰蛋白酶，宝

泰克公司生产；碱性磷酸酶标记山羊抗兔ＩｇＧ，北京

中杉金桥生物技术有限公司产品；弗氏不完全佐剂

ＧＩＢＣＯ公司产品。

１４　实验动物

　　２～２．５ｋｇ健康家兔（中国白兔）、２５～３０ｇ小

白鼠（昆明鼠，清洁级）均购于卫生部长春生物制品

研究所。

１５　菌株感染及最小致死量测定
［８］

　　菌株按１０
９、１０８、１０７、１０６／只，经家兔耳后颈部

皮下注射，进行攻毒。观察临床表现、死亡后进行病

理剖检。

１６　免疫原性组分的筛选

１．６．１　抗血清制备　坏死梭杆菌厌氧培养２４ｈ。

无菌取培养物，６０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后弃去上

清，沉淀按１∶３０的比例用灭菌去离子水悬浮，然后

加０．５％胰酶（１０ｇ菌体加０．０５ｇ胰蛋白酶），４５

℃、ｐＨ７．５、４０ｍｉｎ裂解菌体，之后６０００ｒ／ｍｉｎ离

心３０ｍｉｎ，收集上清，沉淀用与上清等体积的灭菌

去离子水悬浮。将制备的２种抗原分别加等量弗氏

不完全佐剂乳化，取１ｍＬ肌肉接种家兔，７ｄ后进

行第２次接种，２８ｄ后采血制备血清。将制备的２

种血清混合后用于免疫原的筛选。

１．６．２　筛选免疫原性组分
［９］
　菌体经胰蛋白酶裂

解，通过１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，转印至硝酸纤

维素膜上，经５％脱脂乳封闭处理后，用制备的免疫

兔血清（上清与沉淀抗原制备的血清等量混合后使

用）３７℃作用３０ｍｉｎ，再与碱性磷酸酶标记的羊抗

兔ＩｇＧ３７℃作用１ｈ，加显色底物显色。１５％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳分离回收目的条带，冷冻后压碎，按每

５０μＬ样品加１５０μＬ灭菌水混匀，每只小鼠２０μＬ

皮下多点注射，免疫后第２０天采血，通过对流免疫

电泳试验检测其免疫原性。

１７　保护性抗原筛选

　　用凝胶层析柱分离回收５５、４０、３８ｋｕ抗原，之

后与等量弗氏不完全佐剂混合乳化。将健康家兔随

机分成４组，每组３只。前３组为试验组，分别经皮

下接种５００μＬ乳化的免疫原性组分，每周静脉采血

检测抗体。于免疫后第４周，用相应坏死梭杆菌毒

力菌株（１０７／只）进行攻毒。每天观察临床表现，死

亡家兔剖检观察病理变化。

１８　交叉免疫试验

　　制备１％琼脂生理盐水平板，打孔。中心孔加

５５ｋｕ抗原免疫血清，周围各孔分别加不同菌株的

５５ｋｕ抗原提取物。３７℃４ｈ后观察各菌株抗原间

有无交叉免疫反应。

１９　保护性抗原分离纯化与序列测定

１．９．１　抗原的初步分离　用６０％饱和度硫酸铵溶

液对菌体胰蛋白酶裂解液中的抗原粗提后，样品装

入悬浮式透析装置中对生理盐水透析。

１．９．２　抗原的纯化　用凝胶层析柱分离纯化保护

性抗原。选择 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５凝胶，层析柱为２０

ｃｍ。按每管１ｍＬ量逐管收集洗脱液，用１５％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定５５ｋｕ抗原的提取

与纯化效果。

１．９．３　抗原氨基酸序列测定　纯化样品经ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳后，染色切取５５ｋｕ抗原，转印到ＰＶＤＦ

膜上，送上海基康生物技术有限公司，采取ＰＲＯ

ＣＩＳＥｃＬＣ蛋白测序系统进行蛋白质Ｎ末端氨基酸

序列测定。

１１０　５５犽狌抗原提取物及菌株裂解物的溶血性比较

　　将１％琼脂生理水高压灭菌，冷却至４５℃左右，

按０．５％加健康家兔脱纤血后铺平板，凝固后打孔。

按每孔５μＬ加入保护性抗原提取物（５．０ｍｇ／ｍＬ）

及各菌株菌体裂解物，３７℃静置１２ｈ后观察。

２　结果与分析

２１　毒力菌株感染及最小致死量确定

　　以１０
９、１０８／只菌量攻毒的家兔３～６ｄ全部死

１３９
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亡，无典型病理变化。１０７／只菌量攻毒的家兔５ｄ

后发现颈下部有明显的肿物，并逐渐变大，１０～１３ｄ

死亡，剖检发现家兔颈部有一较大的球状肿物，胸部

肌肉严重坏死，肝脏及心脏有多处明显的白色坏死

灶，无菌取肝脏坏死灶组织，涂厌氧血平板分离培

养，菌落周围出现典型的溶血环（图１）。１０６／只攻

毒的家兔６０ｄ后仍健活。说明１０７／只为该毒力菌

株对家兔的最小致死量。

Ａ．临床症状；Ｂ．颈部病理变化；Ｃ．胸部病理变化；Ｄ．心脏病理变化；Ｅ．肝脏病理变化；Ｆ．ＦＮ

（Ａ）０１２菌株溶血结果

Ａ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｓ；Ｂ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｎｅｃｋｔｉｓｓｕｅ；Ｃ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅ

ｃｈｅｓｔｔｉｓｓｕｅ；Ｄ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｈｅａｒｔ；Ｅ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒ；Ｆ．ＦＮ

（Ａ）０１２ｈｅｍｏｌｙｔｉｃｓｐｏｔｓ

图１　坏死梭杆菌毒力菌株犉犖（犃）０１２家兔感染试验结果

犉犻犵１　犘犪狋犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狀犵犲狊犻狀狉犪犫犫犻狋狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺犪狏犻狉狌犾犲狀狋犻狊狅犾犪狋犲狅犳犉犖（犃）０１２

２２　免疫原性组分筛选

　　ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示裂解物沉淀有２条明显

的条带，裂解物上清有多条清晰的条带；Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ结果显示５５和２１ｋｕ有明显杂交带，４０和３８

ｋｕ有较弱杂交带（图２）。免疫发现５５、４０、３８ｋｕ抗

原有免疫原性。

２３　免疫和保护性抗原分离

　　５５、４０、３８ｋｕ抗原分别经ＳｅｐｈａｄｅｘＧ７５凝胶

层析柱分离纯化，再经等量的弗氏不完全佐剂乳化。

取５００μＬ乳化抗原（浓度为５．０ｍｇ／ｍＬ）皮下注射

免疫家兔，免疫后４周，收获抗血清并测定其凝集效

价，５５、４０、３８ｋｕ抗原的凝集效价分别为１∶１０２４、

１∶１２８和１∶２５６。用ＦＮ（Ａ）（１０７／只）对家兔进行

攻毒，阴性对照组家兔在１３ｄ内全部死亡，病理变

化明显；４０、３８ｋｕ组也相继在２１ｄ内死亡，病理变

化轻重不一，如在肝脏和心脏出现白色坏死灶；５５

ｋｕ组攻毒后均无明显的临床表现，于攻毒后第３０

天，心脏取血致死家兔，剖检无明显病理变化。取

肝、脾、肾等组织抹片镜检和细菌分离培养，没发现

病菌。上述试验表明５５ｋｕ抗原免疫组的攻毒存活

１． 蛋白质ｍａｒｋｅｒ；２．裂解物沉淀ＳＤＳＰＡＧＥ；

３．裂解物上清 ＳＤＳＰＡＧＥ；４． 裂解物沉淀

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；５． 裂解物上清 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

１． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ；２． ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｌｙｓａｔｅ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓ；３．ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｌｙｓａｔｅｓｕｐｅｒｎａ

ｔａｎｔｓ；４． Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｌｙｓａｔｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｓ；

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｌｙｓａｔｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ

图２　免疫原性组分的犛犇犛犘犃犌犈／犠犲狊狋狉犲狀

犫犾狅狋结果

犉犻犵２　犛犮狉犲犲狀犻狀犵犻犿犿狌狀狅犵犲狀犻犮犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊狌

狊犻狀犵犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋

率（１００％）显著高于其他组（经犉 检验，犘＜０．０１）

（表１）。
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表１　抗原对兔感染的保护性试验结果

犜犪犫犾犲１　犃犫犻犾犻狋狔狅犳犪狀狋犻犵犲狀狊狋狅狆狉狅狋犲犮狋犪犵犪犻狀狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀犻狀狉犪犫犫犻狋狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

攻毒后时间 Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ

１０ｄ １２ｄ １３ｄ １５ｄ １９ｄ ２１ｄ ３０ｄ

存活率／％

Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ

１组 Ｇｒｏｕｐ１ ３／３ ３／３ ３／３ ３／３ ３／３ ３／３ ３／３ １００

２组 Ｇｒｏｕｐ２ ３／３ ３／３ ３／３ ２／３ ０／３ － － ０

３组 Ｇｒｏｕｐ３ ３／３ ３／３ ３／３ ３／３ １／３ ０／３ － ０

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ ２／３ １／３ ０／３ － － － － ０

１、２和３组分别免疫５５、４０和３８ｋｕ抗原；表中数据分子为存活数，分母为试验数

Ｇｒｏｕｐ１，２，３ｗｅｒｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈ５５，４０ａｎｄ３８ｋｕａｎｔｉｇｅｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｎｕｍｅｒａｔｏｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｕｒｖｉｖａｌｎｕｍｂｅｒ，ｄｅｎｏｍｉｎａ

ｔｏｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｏｔａｌａｎｉｍａｌｎｕｍｂｅｒ

２４　交叉免疫试验

　　发现各抗原孔与血清孔间均有沉淀线，且沉淀

线末端完全融合。说明试验各菌株的５５ｋｕ抗原可

产生交叉免疫，且具有相同的抗原决定簇（图３）。

１．ＦＮ（Ａ）０１１抗原；２．ＦＮ（Ａ）０１２抗原；３．生理盐水；

４．ＦＮ（Ａ）０１４抗原；５．ＦＮ（Ａ）０１５抗原；６．ＦＮ（Ａ）０１６

抗原；７．ＦＮ（Ａ）０１２抗原血清

１．ＦＮ（Ａ）０１１ａｎｔｉｇｅｎ；２．ＦＮ（Ａ）０１２ａｎｔｉｇｅｎ；３．Ｎｏｒ

ｍａｌｓａｌｉｎｅ；４．ＦＮ（Ａ）０１４ａｎｔｉｇｅｎ；５．ＦＮ（Ａ）０１５ａｎｔｉ

ｇｅｎ；６．ＦＮ（Ａ）０１２ａｎｔｉｇｅｎ；７．ＦＮ（Ａ）０１２ａｎｔｉｓｅｒｕｍ

图３　不同菌株５５犽狌蛋白交叉免疫试验

犉犻犵３　犆狉狅狊狊犻犿犿狌狀犻狋狔狋犲狊狋狅犳５５犽狌狆狉狅狋犲犻狀犫犲狋狑犲犲狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋狉犪犻狀狊

２５　抗原的纯化与氨基酸序列测定

　　经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定，选出

的目标样品有较高的纯度。测序结果表明由菌体形

态有区别的菌株长丝状的ＦＮ（Ａ）０１２（Ｍ２）和短杆

状的ＦＮ（Ａ）０１６（Ｍ６）提取的５５ｋｕ抗原，蛋白质Ｎ

末端序列基本一致（各测１０个氨基酸，只是第１个

氨基酸不同），且在ＧｅｎＢａｎｋ中未检索到与其相同

的蛋白质序列。测序结果如下：Ｍ２ＳＴＹＡＰＡ

ＥＣＤＴ；Ｍ６ＡＴＹＡＰＡＥＣＤＴ。

２６　５５犽狌抗原及菌体裂解物的溶血性比较

　　５５ｋｕ抗原提取物及菌体裂解物均有明显的溶

血现象，但抗原提取物溶血环明显大于菌体裂解物

（图４）。

１．菌体裂解物；２．保护性抗原提取物；３．生理

盐水

１．Ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｙｓａｔｅｓ；２．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｎｔｉｇｅｎｅｘ

ｔｒａｃｔｓ；３．Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ

图４　犉犖（犃）０１２保护性抗原提取物及菌体裂

解物的溶血试验

犉犻犵４　犎犪犲犿狅犾狔狋犻犮狋犲狊狋狅犳狆狉狅狋犲犮狋犻狏犲犪狀狋犻犵犲狀犲狓

狋狉犪犮狋狊犪狀犱犫犪犮狋犲狉犻犪犾犾狔狊犪狋犲狅犳犉犖（犃）０１２

３　讨　论

　　２０世纪７０年代末对坏死梭杆菌免疫的研究有

了新进展，大量试验证明，坏死梭杆菌菌体及其代谢

产物中存在抗坏死杆菌免疫原。但除培养物上清液

中的主要免疫原被筛选出来，证明是白细胞毒素

外［１０］，菌体中的其它主要免疫原仍在筛选和研究之

中。

　　本项研究在毒力菌株分离及动物感染模型的基

础上［８，１１］，将菌体裂解后，以ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ技术筛选有免疫原性的组分，之后利用攻

毒试验筛选出免疫保护性抗原。研究发现利用胰蛋

白酶对坏死梭杆菌进行裂解，有利于免疫原组分的

筛选研究，曾尝试用超声波裂解菌体，但裂解物电泳

条带不清晰，无法对组分进行分离。由于坏死梭杆

菌抗原间存在免疫干扰现象［１２］，试验中用菌体裂解

物上清和沉淀分别做成抗原制备血清，再将２种血

清混合，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ筛选研究，一定程度上

３３９
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避免了由于免疫干扰而造成的部分免疫原被漏选。

通过动物感染试验，交叉免疫试验及抗原的纯化与

氨基酸序列测定，发现５５ｋｕ抗原有免疫保护性，在

各菌株间不仅可产生交叉免疫反应，且抗原间有相

同的抗原决定簇，氨基酸序列测定结果的一致性也

进一步印证了这一结论。这对坏死梭杆菌疫苗的研

制具有重要的价值，也为保护性抗原基因的筛选提

供了有价值的线索。

　　通过保护性抗原提取物及菌体裂解物的溶血试

验及毒力菌株感染试验，发现保护性抗原的一个重

要特性，即有较强的溶血性，毒力菌株感染可引起胸

肌、肝及心肌的坏死等病理现象。

　　综上所述，根据免疫原筛选的样品处理方法、抗

原最小分子量、纯化抗原的生物学特性及蛋白检索

结果可初步判定该抗原为溶血素类似物或一种新发

现的抗原物质。
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