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鸭源致病性大肠杆菌!型菌毛 !"#$ 基因的原核表达及重组蛋白对强毒

攻击的免疫保护作用
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摘 要 根据 ]/DJ,DA 中人源大肠杆菌 G#,3 基因序列，用 4‘U]49)# 设计 GM. 引物，从鸭源致病性大肠杆菌 ]\L) ! 中扩增到

G#,3 基因并将其克隆至 ;+WLXQ= 载体，经 GM.、酶切和 W*: 测序鉴定后，将鸭源致病性大肠杆菌 G#,3 基因正向插入原核表达

载体 ;N=Q"!,（ Y ）的 .+7\!和 A#$3"位点间，成功构建了重组表达质粒 ;N=Q"!,Q;1(:。重组表达质粒 ;N=Q"!,Q;1(: 转化表达

宿主菌 J‘!L（WN"），用 UG=] 诱导，表达出了大小约为 "9AW 的 ;1(: 重组蛋白。表达产物用镍柱亲和层析纯化，与等量弗氏佐剂

混合制备 ;1(: 重组蛋白疫苗，分别在 L 日龄、X 日龄时两次对雏鸭进行免疫，二免后 ! 周测定鸭血清中的 N‘UH: 抗体效价，并以

L#K GaP 同源菌株 ]\L)! 攻毒，根据攻毒后鸭的死亡率、H ) 0(,# 分离率和各组织器官的病变等级来判定 ;1(: 重组蛋白的免疫保

护效果。结果 ;1(: 重组蛋白免疫鸭的血清中 N‘UH: 抗体效价为 L b L!X##，全菌灭活苗免疫组的血清 N‘UH: 抗体效价为 L b !##；

同源菌株攻毒后，;1(: 重组蛋白免疫保护组鸭的死亡率、H ) 0(,# 分离率和各组织器官的病变程度均比攻毒对照组下降且差异

显著或极显著，与全菌灭活苗免组比较差异不显著。表明 ;1(: 重组蛋白对同源菌株 ]\L)! 的感染具有一定的保护效果。
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鸭致病性大肠杆菌（%-&./0"&.") &’#"，% 3 &’#"）可

侵害各种年龄的鸭而引起鸭大肠杆菌病，表现多种

病型，包括大肠杆菌性败血症、大肠杆菌性生殖器官

病、肉芽肿、腹膜炎、脐炎、眼炎、脑炎等病型，其中以

败血症大肠杆菌病最常见，且常与鸭疫里默氏杆菌

病、沙门氏菌病等并发或继发，已成为危害养鸭业的

重要疾病之一［D］。

!型菌毛在禽大肠杆菌感染过程中，可与禽呼

吸道粘膜上皮细胞表面的相应受体以一种“锁F钥
匙”的方式特异性结合，结合后 % 3 &’#" 不易被机体

清除，很容易侵入呼吸道深部增殖，从而在致病过程

中发挥重要作用［O ] [］。!型菌毛还具有良好的免疫

原性，可诱导机体产生抗体，此抗体与入侵细菌菌毛

结合，封闭菌毛上受体结合位点，阻断感染的第一个

环节，从而防止禽大肠杆菌病的发生［2，̂］。因此对!
型菌毛的研究对防制禽大肠杆菌病具有重要意义。

大肠杆菌!型菌毛的编码基因位于染色体上，

由 !"#（或 2"*）及相关基因簇编码，其中 !"#$ 基因是

编码!型菌毛主要结构亚单位（3"*$）的基因［E，V］。

目前对禽大肠杆菌!型菌毛的研究国内外均主要集

中在鸡源大肠杆菌上［N ] ^，D4 ] DN］，对鸭源大肠杆菌!
型菌毛的研究国内外均未见报道，本研究对鸭源致

病性大肠杆菌!型菌毛主要结构亚单位基因 !"#$
进行 ?@A 扩增、原核表达，并对表达产物的免疫原

性进行研究，以期为阐明鸭源大肠杆菌!型菌毛

!"#$ 基因的功能并利用!型菌毛 !"#$ 基因研制鸭大

肠杆菌病基因工程疫苗或诊断试剂提供理论依据和

基础素材。

. 材料与方法

./. 材料

././. 菌株及质粒：鸭源致病性大肠杆菌 ;JDZO
（血清型 /VN）由四川农业大学动物科技学院禽病防

治研究中心分离、鉴定和提供；基因工程菌 CJ[#、

<QOD（CMN）购 自 ?%1&’+# 公 司，表 达 载 体 "M>FNO#
（ P ）购自 I1G#+’, 公司。

././0 实验动物：D 日龄健康樱桃谷鸭，购自四川

农业大学实验鸭场。

././1 主要仪器：?@A 仪（<$1&’6%#，> +%#*$’,6），凝胶

成像系统（<$1FA#*，_’%)# C15 B1*’0 O444），超声波破

碎仪（W06%#)1,$5 ?%15’))1%F[44），低压层析仪（<$1FA#*，

<$101+$5 Q?），小型 ?!;M 电泳仪（<$1FA#*）。

././2 主要试剂：?.%1-’)6>BCI! ?10.&’%#)’、限制性

内切酶 ()*J!及 +",*"、>‘ CI! 连接酶、"BCFDEF
> 载体购自大连宝生物工程有限公司；硅胶膜型 >B

CI! 纯化试剂盒、硅胶膜型>B质粒 CI! 小量提取试

剂盒购自北京赛百盛公司；IHFHC! 填料购自 <$1FA#*
公司；其它化学试剂均为国产分析纯。

./0 引物设计

根据 ;’,<#,= 中 人 源 大 肠 杆 菌 !"#$ 基 因 序

列［D‘］，用 /QH;/2Z4 设计 ?@A 引物。上 游 引 物 ?D
为：[aF@;@;;!>@@!!;;!!!;@!;@!>;!!FNa（划线

部分 为 ()*J!酶 切 位 点）；下 游 引 物 ?O 为：[aF
@@@!!;@>>>;!!@;>@@@>;!!@@>!FNa（ 划 线 部 分
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为 !"#!!酶切位点），"#$ 产物的跨幅为 %&’()。

!"# !"#$ 基因的 $%& 扩增

按常规方法提取鸭源致病性大肠杆菌 *+,-.
基因组 /01 后，按下列体系进行 $"%& 基因 "#$ 扩

增：,& 2 (34456 7"8，!09"（,&::;<=8）,"8，上下游引物

（.7":;<=8）各 ,"8，/01 模 板 7"8，">6;(5?@9A /01
";<>:56B?5（73="8）&-7"8，总体积 7&"8。"#$ 反应条

件为：CDE 预变性 7:FG；然后 CDE,:FG，%&E,:FG，

H.E,:FG，共 ’& 个循环；最后 H.E延伸 ,&:FG。"#$
产物经 ,&I=8 琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪下观察、

照相。

!"’ !"#$ 基因的克隆和鉴定

将扩 增 的 "#$ 产 物 按 试 剂 盒 说 明 书 克 隆 至

)A/J,KJ9 中，转化感受态细胞 LA,&C，重组体命名为

)A/J,KJ9J)F<1。用硅胶膜型9A 质粒 /01 小量提取

试剂盒提取 )A/J,KJ9J)F<1 质粒 /01，以引物 ",、".
进行 "#$ 鉴定，并用 ’()+#和 !"#!!进行酶切鉴

定，最后送大连宝生物工程公司测序鉴定。

!"( !"#$ 基因原核表达质粒的构建及鉴定

重组质粒 )A/J,KJ9J)F<1 及 表 达 载 体 )M9J’.B
（ N ）分别用 ’()+#=!"#!!双酶切，经 KI=8 琼脂糖

凝胶电泳；用硅胶膜型9A/01 纯化试剂盒分别回收

纯化目的基因 $"%& 片段和线性化的 )M9J’.B（ N ），

二者在 9D/01 连接酶作用下于 ,%E连接过夜，转化

感受态细胞 /+7$，用含 1:)（,&&"I=:8）的 8O 琼脂

平板筛选阳性克隆，用 ’()+#=!"#!!酶切鉴定，

重组质粒命名为 )M9J’.J)F<1。

!") !"#$ 基因在大肠杆菌中的表达与重组蛋白的

纯化

将重组表达质粒 )M9J’.J)F<1 转化感受态细胞

O8.,（/M’），取单个表达菌接种 7:8 8O 液体培养基

（含 1:) ,&&"I=:8），’HE剧烈振荡培养过夜作种子

菌。将种子菌以 , P,&& 接种于含 1:) 的 8O 液体培

养基中培养至 *+%&& 达 &-% 左右时，加入 Q"9* 至终

浓度 &-.::;<=8，继续剧烈振荡培养 DR。离心收集

表达菌体，用 "OS 洗涤、悬浮，经超声波破碎、溶菌

酶裂解等一系列处理后，用镍柱亲和层析纯化表达

的重组蛋白。

!"* +,-. 重组蛋白的免疫原性研究

!"*"! 免疫原的制备：将镍柱亲和层析纯化的蛋白

与等量弗氏佐剂混合至蛋白终浓度为 7&&"I=:8 制

备成为 )F<1 重组蛋白疫苗；全菌灭活苗的制备参照

文献［,7］。

!"*"/ 动物的分组、免疫和攻毒：, 日龄樱桃谷鸭

.& 只，随机分为 D 组，每组 7 只。1 组为 )F<1 重组蛋

白免疫保护组，分别在 , 日龄和 K 日龄时颈部皮下

注射 )F<1 重组蛋白疫苗 &-.:8=只；O 组为全菌灭活

苗免疫保护组，分别在 , 日龄、K 日龄时注射全菌灭

活苗 &-.:8=只；# 组为攻毒对照组，/ 组为正常对照

组。.. 日龄时，1、O、# 组腹腔注射 , - -.%" *+,-.，

,&C"TU=只。

!"*"# 免疫鸭的 M8QS1 血清效价测定：所有实验鸭

分别于攻毒前采血分离血清，以纯化的 )F<1 重组蛋

白作包被抗原，参照文献［,%］进行血清 M8QS1 抗体

效价检测，结果判定标准为：阴性对照血清平均 *+
值加 ’ 倍标准差为临界值，大于临界值为抗体阳性，

反之为阴性。

!"*"’ 免疫鸭发病死亡和病变观察及细菌分离培

养：记录攻毒后各组实验鸭的发病死亡情况，一周后

未死亡鸭全部捕杀；参照文献［%］观察记录所有实验

鸭在发病死亡或捕杀鸭的肝脏、心包和气囊病变程

度：没有病变记 & 分；轻度气囊炎、心包炎、肝周炎记

, 分；浆液性气囊炎、心包炎、肝周炎记 . 分；纤维素

性气囊炎、心包炎、肝周炎记 ’ 分；严重的纤维素性

气囊炎、心包炎、肝周炎记 D 分。采取心、肝和脑，按

常规方法进行大肠杆菌的分离培养。

/ 结果与分析

/"! !"#$ 基因的 $%& 扩增

以鸭源致病性大肠杆菌 *+,-. 基因组 /01 作

模板，用引物 ", 和 ". 进行 "#$ 扩增，"#$ 产物经

,&I=8 琼脂糖凝胶电泳，可见一条约 %&&() 特异性的

/01 条带，扩增片段大小与 )F<1 基因预期大小相符

（图 ,）。

图 , 鸭源致病性大肠杆菌 $"%& 基因的 "#$ 扩增

TFIV, "#$ )6;!3W@? ;4 $"%& I5G5 46;:
5G@56;)B@R;I5GFW , V -.%" F?;<B@5! 46;: !3WX?

A：/01 :B6X56?；,，.：*+,J. V
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!"! !"#$ 基因的克隆和鉴定

!"#$ 基因的 !"# 扩增产物经 $ 载体克隆后获

得 的 重 组 质 粒 %&’()*($(%+,-，!"# 能 扩 增 到 约

.//0% 特异性的 ’1- 条带；%&’2!3(")4"双酶切，

重组质粒中含约 .//0% 的插入片段；’1- 序列测定，

表明 %&’()*($(%+,- 中含有 ./50% 的插入片段，包含

有 !"#$ 基 因 完 整 的 开 放 阅 读 框（6#7），大 小 为

89:0%，共编码 )*; 个氨基酸。

!"# !"#$ 基因原核表达质粒的构建及鉴定

重组质粒 %&’()*($(%+,- 及 表 达 载 体 %<$(5;=
（ > ）经 %&’2!3(")4"双酶切、凝胶电泳回收目的

片段、连接，转化感受态细胞 ’28#，-?% 琼脂平板筛

选到 命 名 为 %<$(5;(%+,- 的 阳 性 克 隆 经 %&’2!3
(")4"双酶切鉴定，表达载体 %<$(5;=（ > ）中有约

.//0% 的片段（即 !"#$ 基因）插入，表明 !"#$ 基因原

核表达质粒构建成功。

!"$ !"#$ 基因在大肠杆菌中的表达与重组蛋白的

纯化

重组 表 达 质 粒 %<$(5;(%+,- 转 化 表 达 宿 主 菌

@A;) 后，用 B!$C 诱导培养，表达了一 5.D’ 的特异

性蛋白，与预期 !"#$ 基因重组表达蛋白大小相一致

（即 ).D’ 左右 %+,- 蛋白 > ;/D’ 左右硫氧还蛋白）；

而空载体 %<$(5;=（ > ）转化菌诱导后是在 ;/D’ 处出

现一表达产物为 ;/D’ 左右硫氧还蛋白的特异性条

带，未诱导表达菌株及 @A;) 诱导菌株则未出现特异

性蛋白条带（图 ;）。经薄层扫描分析，表达的重组

%+,- 蛋白约占菌体总蛋白的 )5E。

图 ; 重组表达质粒 %<$(5;(%+,- 在 @A;)（’<5）中的表达

7+FG; $HI IJ%KILL+MN MO KIPM?0+N=NQ %,=L?+4
%<$(5;(%+,- +N @A;)（’<5）

&：%KMQI+N ?=KDIKL；)：%<$(5;(%+,- +N4RPI4 0S B!$C；;：%<$(5;(%+,-
RN+N4RPI4；5： %<$(5;=（ > ）+N4RPI4 0S B!$C；9： %<$(5;=（ > ）

RN+N4RPI4；8：@A;)（’<5）+N4RPI4 0S B!$C；.：@A;)（’<5）RN+N4RPI4G

!"#$ 基因重组表达蛋白经镊柱亲和层析纯化，

T’T(!-C< 电泳结果呈单一条带（图 5），表明得到了

较纯的 %+,- 重组蛋白。纯化后的重组 %+,- 蛋白经

计算其产量约为 ;?F3A 菌液。

图 5 重组蛋白过柱纯化结果

7+FG5 $HI KILR,Q MO QHI KIPM?0+N=NQ %KMQI+N %RK+O+I4

0S QHI 1+> 1$- =F=KMLI FI, PM,,R?N
&：%KMQI+N ?=KDIKL；)：QHI KIPM?0+N=NQ %KMQI+N %RK+O+I4 0S QHI 1+ > 1$-

=F=KMLI FI, PM,,R?NG

!"% !"#$ 重组蛋白的免疫原性研究

实验鸭经 %+,- 重组蛋白和全菌灭活苗免疫后，

以纯化的 %+,- 重组蛋白作包被抗原检测 血 清 中

<ABT- 抗体效价，测得阴性对照血清平均 *+ 值为

/U/:V*，标准差 , 为 /U//59;)，根据大于 - > 5,（-
> 5, W /U)/*）为阳性的判定标准，%+,- 重组蛋白免

疫组的血清 <ABT- 抗体效价为 ) X);*//，全菌灭活苗

免疫组的血清 <ABT- 抗体效价为 ) X;//（表 )）。

经 %+,- 重组蛋白和全菌灭活苗免疫的鸭，用同

源菌株 C2)U; 进行攻毒，各组死亡率、. U /0#" 分离

情况、平均病变等级见表 ;。从表 ; 可看出，用同源

菌株攻毒后，%+,- 重组蛋白免疫保护组和全菌灭活

苗免疫保护组的死亡率比攻毒对照组低，差异极显

著（1 Y /U/)）；而 %+,- 重组蛋白免疫保护组与全菌

灭活苗免疫保护组之 间 差 异 不 显 著（ 1 Z /U/8）。

%+,- 重组蛋白免疫保护组和全菌灭活苗免疫保护组

从心、肝和脑中分离到 . U /0#" 的比例比攻毒对照组

低，与攻毒对照组相比差异显著（1 Y /U/8）；而 %+,-
重组蛋白免疫保护组与全菌灭活苗免疫保护组之间

差异不显著（1 Z /U/8）。%+,- 重组蛋白免疫保护组
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和全菌灭活苗免疫保护组的心、肝、脑的平均病变等

级也均低于攻毒对照组，与攻毒对照组之间差异显

著（! ! "#"$）；而 %&’( 重组蛋白免疫保护组与全菌

灭活苗免疫保护组之间差异不显著（! ! "#"$）。

表 ! 血清 "#$%& 抗体效价

’()*+ ! &,-.)/01 -.-+2 /3 0456 7+248 0+-+5-+0 )1 "#$%&

)*+,%
-.*,/ 0&’,1&+2

3 43"" 3 45"" 3 46"" 3 47"" 3 438"" 3 495"" 3 486"" 34357"" 345$8""
(:.*;<. "#6$"2/ "#96$ "#93= "#577 "#56= "#538 "#377 "#3$9 "#335 "#">>

(
*.?,’1? .:;’,;1&+2 @ @ @ @ @ @ @ @ A
(:.*;<. "#6$"2/ "#3=8 "#338 "#3"5 "#">> "#">" "#"=3 A A A

B
*.?,’1? .:;’,;1&+2 @ @ A A A A

表 9 雏鸭免疫保护试验结果

’()*+ 9 ’:+ .884,/;2/-+5-./, 2+74*- /3 0456

)*+,% C+*1;’&1D
E.F&?+’;1&2< *;1. +G $ H %&’( (:.*;<. <*;0.? +G %;1I+’+<&J;’ JI;2<.?

I.;*1 ’&:.* K*;&2 ’&:.* %.*&J;*0&,/ ;&* ?;J
( "L$ "L$ "L$ 3L$ "#6 "#6 "#5
B "L$ "L$ "L$ 3L$ "#7 "#6 "#6
M 3L$ 3L$ 3L$ 5L$ "#7 3#5 "#8
N "L$ "L$ "L$ "L$ " " "

< 讨论

鸭源致病性大肠杆菌 )(’* 基因完整的开放性

阅读框（OEP）大小 $6>K%［3=］，编码蛋白分子量较小，

如果进行非融合表达，则产物可能容易被胞内蛋白

酶降解；如果进行分泌型表达，则蛋白的表达量可能

会低，且有可能产生信号肽被不完全切割或非特异

性切割现象，因此对鸭源致病性大肠杆菌 )(’* 基因

我们选择了融合表达的形式，将 )(’* 基因克隆入融

合表达载体 %QRF95;（ @ ），构建重组表达质粒 %QRF
95F%&’(，在 STR) 的诱导下，)(’* 基因重组蛋白大量

表达，表达产物为与 5"UN 左右的硫氧还蛋白相偶联

的融合蛋白，大小 98UN 左右，在宿主菌内较稳定，可

避免胞内酶的降解；且带有 8 V W&? 标签，可用亲和

层析技术对表达产物进行分离纯化。

李尚波等［3"］将鸡致病性大肠杆菌的 )(’* 基因

插入 表 达 载 体 %QRF57;（ @ ），转 化 入 受 体 菌 BX53
（NQ9），重组表 达 菌 株 经 STR) 诱 导，-N-FT()Q 检

测，结果重组菌株可以良好地表达鸡致病性大肠杆

菌!型菌毛蛋白，产物大小为 37UN 左右，但未对其

活性进行研究。高崧［33］等用 %)QYF8%F3 对 9 株禽源

大肠杆菌 )(’* 基因进行表达，表达产物与 )-R 相偶

联，大小 65UN 左右，其中 5 株重组菌可与抗禽源性

大肠杆菌!型菌毛多克隆抗血清呈现一致的较强反

应，其中 3 株反应较弱，说明对 )(’* 基因进行融合

表达，其表达产物具有一定的活性。本研究用 %QRF
95;（ @ ）对 )(’* 基因进行融合表达，表达产物免疫鸭

后，免疫鸭血清中 %&’( 蛋白的 QXS-( 抗体效价达

3 4357""，表明表达产物具有良好的免疫原性。全菌

灭活苗免疫组的血清中 %&’( 蛋白的 QXS-( 抗体效

价为 3 45""，比 %&’( 重组蛋白免疫组低，可能是全菌

灭活苗中也含有菌毛，但菌毛较少，它们刺激机体产

生了少量的菌毛抗体，此抗体可与表达的重组蛋白

相结合；全菌灭活苗免疫组的血清 QXS-( 抗体效价

比 %&’( 重组蛋白免疫组的低，还有可能因为其免疫

程序和测定抗体水平的时间未达到最佳。根据大多

数禽大肠杆菌可表达 S 型菌毛的特点和本研究中

%&’( 重组蛋白免疫鸭后产生高水平的 QXS-( 血清抗

体，提示我们有可能利用原核表达的 %&’( 重组蛋白

检测致病性大肠杆菌感染鸭血清或利用原核表达的

%&’( 重组蛋白制备高免血清用于检测致病性大肠杆

菌，这尚待实验的进一步研究和证实。

在 %&’( 重组蛋白对雏鸭免疫保护试验中，从攻

毒后死亡率及心、肝、脑细菌分离情况看，重组蛋白

免疫组及全菌灭活苗组免疫保护效果相同；从肝、心

包、气囊平均病变等级看，全菌灭活苗免疫组病变程

度重于重组蛋白免疫组。表明重组蛋白苗及全菌灭

活苗免疫均具有一定的免疫保护效果，重组蛋白免

疫效果优于全菌灭活苗免疫。这进一步证明!型菌

毛在禽大肠杆菌致病过程中发挥重要作用［5 A $］，!
型菌毛的重组蛋白具有良好的免疫原性，可诱导机

体产生抗体，此抗体与入侵细菌菌毛结合，封闭菌毛

上受体结合位点，阻断感染的第一个环节，从而防止

禽大肠杆菌病的发生［8，=］；而全菌灭活苗免疫鸭可能

由于菌体上的菌毛刺激机体产生的抗体水平低于重

组蛋白免疫组，导致其病变程度稍重。可见，通过!
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型菌毛 !"#$ 基因的表达产物对雏鸭进行免疫，可保

护雏鸭抵抗同源菌株的攻击。目前，对!型菌毛免

疫原性的研究，是对优势血清型的菌株进行体外培

养，提取菌毛，制成菌毛油乳苗，对鸡进行免疫，制备

的疫 苗 可 不 同 程 度 地 保 护 鸡 抵 抗 大 肠 杆 菌 的 攻

击［!，"，#$，#%］，但因体外培养，!型菌毛表达与否及产

量高低，受多种因素的影响，导致其成本太高，不是

制造大肠杆菌疫苗的理想方法；重组蛋白基因工程

亚单位苗具有高产量、可稳定表达等优点，因此基因

工程亚单位苗在实际生产中具有更广泛的应用前

景，对防制禽大肠杆菌病具有重要意义。但从以

&’() 重组蛋白作包被抗原检测全菌灭活苗免疫鸭血

清的 *+,-) 抗体滴度较低和攻毒鸭组织器官中细菌

的分离率、接种鸭大肠杆菌病的症状和病变方面也

同时说明!型菌毛在病原性大肠杆菌对禽致病中的

作用是有限的［#.］，!型菌毛在病原性大肠杆菌对致

病性 大 肠 杆 菌 的 感 染 的 免 疫 保 护 作 用 也 是 有 限

的［#.］。
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MNN程安春等：鸭源致病性大肠杆菌!型菌毛 !"#$ 基因的原核表达及重组蛋白对强毒攻击的免疫保护作用




