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摘  要: 本研究以小鼠为实验动物模型, 研究支气管败血波氏杆菌的外膜蛋白(OMP)和其中的有

效保护抗原成分(OMP68)的免疫原性及免疫保护作用。本研究利用改进的Wooldridge的方法提取

了支气管败血波氏杆菌 P11 和 P13 的OMP, 利用 SDS-PAGE比较了 2 株之间差异 , 采用

Western-blotting进行了分析并确定了P13 菌株OMP(P13-OMP)中的有效保护性抗原成分, 采用电

洗脱方法获的分子量为 68 kD的P13-OMP有效保护抗原成分(OMP68), 然后制备了油乳剂P13 的全

菌、P13-OMP和OMP68 免疫抗原。抗体动态变化：将清洁级小鼠 70 只随机分成 7 组, 10 只/组, 
用油乳剂P13 的全菌和不同剂量的P13-OMP和OMP68 免疫抗原分别免疫, 采用间接 ELISA 检测

免疫小鼠的相应抗体水平并分析抗体动态变化; 主动免疫保护试验：将清洁级小鼠 80 只随机分

成 8 组, 10 只/组, 分别采用制备的油乳剂P13-OMP(OMP25 μg/只)、OMP68(25 μg/只)和P13
菌体免疫抗原在免疫 10 d后, 分别用 100 LD50的P11 和P13 腹腔攻毒, 然后统计保护率并分析免疫

原所提供的免疫保护力。免疫P13-OMP和OMP68 油乳剂抗原后, 7 d时, 抗体水平开始逐渐上升, 42 
d时, 抗体水平分别达到 215.3和 214.8, 然后逐渐下降, 70 d时, 抗体水平分别达到 29.1和 210.2。主动免

疫时, P11 和P13 攻毒的P13-OMP免疫组分别均得到 9/10 和 9/10 的保护, OMP68 免疫组分别均得

到 9/10 和 10/10 的保护, 而P13 全菌免疫组分别得到 4/10 和 6/10 保护, 对照组全部死亡。P13-OMP
和OMP68 抗原均具有良好的免疫原性和免疫保护作用, 为支气管败血波氏杆菌OMP亚单位疫苗

的研制奠定了良好的理论基础。 
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Abstract: In order to evaluate the immunogenicity and their protection of outer membrane protein of Bor-
detella bronchiseptica and effective antibody (OMP68, we established a mice model. The research improved 
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on the method of Wooldridge in order to extract OMP of Bordetella bronchiseptica (P13, P11), and the dif-
ferences of OMP were analyzed by SDS-PAGE. The P13-OMP was analyzed with Western blotting and 
OMP68 was gained by the way of electrophoretic elution. Then we maked the effective antibodies of 
P13-OMP. Then P13-OMP, OMP68 and whole-cell bacterin (WCB)immunizing antigen was prepared 70 
mice were equally assigned to 7 groups at random. They were immunized by P13-OMP, OMP68 and 
P13-WCB of different dose respectively. The indirect ELISA was used to detect antibody responses. 80 mice 
were equally assigned to 8 groups at random. Group a and b were immunized by P13-OMP (25 μg) respec-
tively. Groups c and d were immunized by OMP68(25 μg); Groups e and f were immunized by WCB(P13). 
Ten days after the immunizations, group a, c, e and f were challenged with P13. The other groups were chal-
lenged with P11. Then we registered the rate of protective potency and evaluated protection given by 
P13-OMP, OMP68 and P13-WCB. Results showed that at 42th day, the titer of serum reach the top: 
P13-OMP(215.3)> OMP68(214.8). Then, the titer of serum started the slow-moving descent At 70th day, the 
titer of serum reach the OMP68 (210.2)> P13-OMP (29.1). P13-OMP and OMP68 group challenged with P13 
and P11 can be efectivly protected; P13-WCB group challenged with P13 and P11 can not be efectivly pro-
tected; the control group were died out. The P13-OMP and OMP68 of Bordetella bronchiseptica has good 
immunogenicity and protection, so the results of this study lay good theoretical foundation for OMP subunit 
vaccine. 

Keywords: Bordetella bronchiseptica, Mice, Immunogenicity, OMP

支气管败血波氏杆菌(Bordetella bronchiseptica, 
Bb)是一种重要的病原菌, 可感染包括猪、犬、兔在
内的多种哺乳动物, 造成急慢性的呼吸道疾病 [1−5], 
并且也可感染人, 尤其是免疫力低下的人群[6,7]。此

外, 机体感染该菌后, 往往容易继发或并发感染其
他细菌和病毒, 导致更严重的呼吸道疾病[8,9], 给动
物健康造成严重的危害, 带来严重的经济损失。 

近年来, 细菌细胞膜中的一种重要组成成分外
膜蛋白(outer membrane protein, OMP)的免疫作用越
来越受到科技人员的关注。实验证明, OMP具有良好
的免疫原性, 不仅可刺激机体产生良好的体液免疫
反应, 而且也可产生细胞免疫反应[10], 减少疫苗的
副作用。目前, 支气管败血波氏杆菌OMP作为一种
潜在的重要抗原, 一些科学家只是进行了初步的研
究 [11−15], 很多问题仍待解决。本课题研究支气管败
血波氏杆菌的OMP的提取方法, 利用免疫印迹试验
(Western-blotting)确定支气管败血波氏杆菌P13菌株
的 OMP(P13-OMP) 中 有 效 抗 原 成 分 , 并 根 据
Western-blotting结果 , 利用电洗脱(Electric elution)
方法获得支气管败血波氏杆菌P13-OMP中有效抗原
成分OMP68(P13-OMP中分子量为 68 kD的有效抗原
成分), 通过主动免疫后的抗体动态检测和保护试验
分析其免疫原性及其免疫保护效果, 从而为为兔支
气管败血波氏杆菌OMP亚单位疫苗的研制奠定了良
好的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要菌株：兔源性支气管败血波氏杆菌P11
株(LD50为 5.1×105 CFU), 由扬州大学兽医学院微生
物实验室惠赠, 兔源性P13 株(LD50为 4.8×105 CFU)
为本研究室分离、鉴定并保存。 
1.1.2  实验动物：清洁级小鼠(18 g/只~23 g/只), 购
自山东泰邦生物制品公司。  
1.1.3  主要培养基：血红素呋喃唑酮改良麦康凯琼

脂(HFMA)培养基, 绵羊血改良鲍姜氏琼脂(B-G)培
养基, SS液体培养基, 由本实验室按常规方法制备。 
1.1.4  主要试剂和仪器：曲拉通 X-100、10＃白油、
Span-80、Tween-80、硬脂酸铝购自天津大学实验化
工厂; Acr—Bis、SDS、硫酸铵、TEMED、考马斯亮
蓝 R-250 购自 Sigma 公司; 可见光分光光度计购自
英国 JENWAY公司; 电泳仪和转印电泳仪均购自北
京六一仪器厂; 电洗脱仪、酶标仪和凝胶成像及分
析系统均购自美国 Bio-Rad公司。 

1.2  方法 
1.2.1  OMP的提取：取支气管败血波氏杆菌菌株

P11、P13划线接种于B-G培养基中 37℃培养 48 h。

按照加以改进的Wooldridge等 [16]的方法, 获得支气

管败血波氏杆菌OMP的粗提物 , 经过透析处理后 , 

分装, 置−20℃保存备用。参照Bradford [17]方法测出
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样品中的OMP含量。 

1.2.2  OMP SDS-PAGE电泳：参照Lameli[18]方法, 

采用解离非连续缓冲系统垂直板电泳, 以商品化的

低分子量标准蛋白的对数值和电泳迁移率绘制标准

曲线, 求出各分离蛋白的分子量。 

1.2.3  OMP Western-blotting 分析：参照文献[19]

方法, 其中一抗使用在兔抗 P13-OMP 血清, 37℃孵

育 2 h, 洗膜, 二抗为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG, DAB 显色 ,  在凝胶成像及分析系统拍照并 

分析。 

1.2.4  OMP68 的纯化：参照文献[20]方法 , 将含

OMP68 目的蛋白的凝胶切下, 用蒸馏水洗涤 3 次, 

用电洗脱仪(ATTO)从凝胶带中纯化OMP68, 冷的无

水乙醇进行浓缩, SDS-PAGE电泳和Western- blotting

鉴定洗脱产物 , 鉴定后正确产物经过透析处理后 , 

分装, 置−20℃备用。参照Bradford [17]方法测出样品

中的OMP68含量。 

1.2.5  抗体动态检测 
1) OMP免疫原的制备 [21]：提取的P13-OMP和

OMP68用灭菌生理盐水稀释至 100 μg/mL; 使用前

将白油佐剂和抗原在 30℃左右预热, 然后将佐剂和

抗原按 3：1的体积比进行混合乳化, 经常规检验合

格后备用。 

2) 全菌免疫原的制备[22]：分离菌P13纯培养物

接种于SS液体培养基, 37℃振荡培养 36 h~48 h, 通

过细菌计数, 将菌液浓度调整为 150 亿/mL, 0.5％

甲醛溶液灭活, 然后与高压灭菌的油佐剂按 1：3的

比例乳化, 制备成油乳剂灭活苗, 经常规检验合格

后备用。 

3) 小鼠免疫接种及其血清抗体的 ELISA检测：

将清洁级小鼠 70 只随机分成 7 组, 10 只/组, 免疫

组 a、b、c分别每只接种 P13-OMP 10 μg、25 μg、

35 μg, 免疫组 d、e、f分别每只接种 OMP68 10 μg、

25 μg、35 μg, d组用全菌免疫原免疫, 0.2 mL/只。每

组均在 1 d、15 d、29 d进行 3次免疫。4个组均从

第 1次免疫后的 3 d、7 d、14 d、21 d、28 d、35 d、

42 d、49 d、56 d、63 d、70 d采血、分离血清。用间

接 ELISA法测定血清中的中和抗体效价, 然后计算中

和抗体的几何平均数(GMT), 研究其抗体动态变化。 

1.2.6  主动免疫保护效果检测：将清洁级小鼠 80 

只随机分成 8 组, 10 只/组, 免疫组a和b每次分别

免疫P13-OMP 25 μg/只, 免疫组c和d每次分别免疫

OMP68 25 μg/只, 免疫组e和f分别免疫P13 全菌免

疫原 0.2 mL/只, 对照组g和h不免疫。免疫组免疫 10 

d后, a、c、e和g组分别用P13腹腔攻毒, b、d、f和h

组分别用P11 腹腔攻毒, P11 和P13 的用量都为 100 

LD50。攻毒后, 观察 7 d, 统计各组保护率, 同时从

死亡小鼠的气管、扁桃体、肺脏和鼻腔等分离病原

并进行鉴定。 

2  结果 

2.1  SDS-PAGE 电泳  
SDS-PAGE 电泳结果表明(图 1)：P11 株、P13

株均含有相对分子量为 94 kD、85 kD、68 kD、 

49 kD和 46 kD的 5条蛋白主带; P13株还有 37 kD、

33 kD和 21 kD蛋白带。P13株相对于 P11株蛋白主

带颜色深浅有一定差异。 

2.2  Western-blotting 结果  
如图 2 所示 , 兔抗 P13-OMP 血清主要识别 

94 kD、68 kD、49 kD、46 kD、33 kD和 21 kD 蛋

白带, 但颜色深浅程度存在一定的差异。 

2.3  OMP68 的纯化和鉴定结果  
SDS-PAGE电泳结果表明(图 3)：采用电洗脱方

法从 P13-OMP 中纯化获得分子量约为 68 kD 的

OMP68 的外膜蛋白。Western-blotting 结果表明(图

4)：兔抗 P13-OMP血清在 68 kD处与 OMP68蛋白 

 

 
 

图 1  支气管败血波氏杆菌 OMP 的 SDS-PAGE 电泳结果 
Fig. 1  SDS-PAGE of the outer membrane protein of Bor-
detella bronchiseptica 
M: Marker; 1: P11 strain; 2: P13 strain 
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图 2  支气管败血波氏杆菌 P13-OMP 的 Western-blott- 
ing 结果 
Fig. 2  Western-blotting of the P13-OMP of Bordetella 
bronchiseptica 
M: Marker; 1: P13-OMP 
 

 
 
图 3  支气管败血波氏杆菌 OMP68 的 SDS-PAGE 电泳 
结果 
Fig. 3  SDS-PAGE of the OMP68 of Bordetella bronchisep-
tica 
M: Marker; 1: OMP68  

 
带有清晰的反应条带。 
2.4  抗体动态检测   

35份阴性血清OD450平均值在 0.203左右, 标准
方差(s)为 0.034, 临界值=阴性血清平均OD450值+3×
标准方差(s), 最终确定为 0.305。因此, 确定血清样
品的P/N≥2.1, 且OD≥0.305 即可判为阳性。以 
OD 值大于阴性血清临界值的最大稀释倍数作为该
血清的 ELISA 效价(表 1); 并根据血清的 ELISA 效
价作出抗 P13-OMP 和 OMP68 的抗体消长规律图 

 
 
图 4  支气管败血波氏杆菌 OMP68 的 Western-blotting
结果 
Fig. 4  Western-blotting of the OMP68 of Bordetella bron-
chiseptica 
M: Marker; 1: OMP68 
 
(图 5)。 
 

2.5  主动免疫保护试验 
攻毒后, 小鼠的主动免疫保护试验结果见表 2。

由表 2可以看出 a组和 b组 36 h时各有 1 只出现死 

亡; c 组没出现死亡, d 组 36 h 时有 1 只出现死亡; 

而 e组和 f组 12 h后出现死亡, 36 h停止死亡, 最后

统计死亡只数/总数分别为 4/10和 6/10; 对照组 g组 

和 h 组在 12 h 内全部死亡, 死亡率 100％。小鼠死

前都表现为精神沉郁、反应迟钝、呼吸困难、活动

明显减少、离群独处直至死亡。死亡鼠剖检均为脾

脏萎缩和肺炎病变; 分离的细菌经鉴定与接种菌一 

致[1]。 

3  讨论 

目前, 对于支气管败血波氏杆菌感染的防治主

要是利用抗生素和全菌灭活疫苗, 但是抗生素的长

期使用易使动物产生耐药性, 并且抗生素残留会对

人类食品安全构成很大威胁; 同时支气管波氏杆菌

全菌菌苗普遍反映保护作用不太理想 ,  Montaraz 

等 [14]证实支气管败血波氏杆菌OMP主要成分之一

的百日咳粘着素(Pertactin P68)免疫小鼠后可以对支

气管败血波氏杆菌的感染产生理想的保护作用; 另

外Daniel J Keil等[15]证实支气管败血波氏杆菌OMP

的另一组分丝状血凝素(Filamentous hemagglutinin, 
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表 1  小鼠免疫支气管败血波氏杆菌 P13-OMP 和 OMP68 后的血清抗体滴度 X±S(每组取 10 只) 
Table 1 Serum neutralizing antibody titer of mice after immunization with the P13-OMP  

and OMP68 of Bordetella bronchiseptica 

分组 Group 免疫后天数 
Days after 

immunization a b c d e f g 

3 d 2.9±0.55 3.5±0.45 3.3±0.71 3.4±0.45 3.4±0.54 3.5±0.45 2.9±0.89 

7 d 5.3±0.55 5.1±0.84 4.9±0.55 4.8±0.45 5.5±0.71 5.3±0.71 4.9±0.45 

14 d 6.5±0.45 7.9±0.55 7.9±0.89 6.9±0.55 8.9±0.45 8.4±0.84 6.1±0.45 

21 d 8.1±0.45 9.5±0.45 9.1±0.84 7.7±0.85 9.8±0.84 8.8±0.89 7.3±0.71 

28 d 10.3±0.71 11.6±0.55 11.9±0.45 10.8±0.37 12.0±0.55 11.5±0.89 7.9±0.55 

35 d 11.3±0.71 13.8±0.55 12.9±1.14 12.3±0.71 14.0±0.45 13.4±0.14 8.9±0.55 

42 d 12.5±0.84 15.3±0.71 14.5±0.45 14.6±0.44 14.8±0.75 14.5±0.35 10.7±0.71 

49 d 11.3±1.1 14.9±0.89 12.9±0.55 13.3±0.85 14.4±0.39 13.8±0.85 10.3±1.0 

56 d 10.6±0.45 12.1±0.84 10.7±1.1 11.6±0.55 13.8±0.89 11.5±0.13 8.8±0.89 

63 d 8.5±0.55 10.5±0.89 9.7±0.89 10.2±0.35 11.3±0.85 10.7±1.1 7.5±0.84 

70 d 6.9±0.89 9.1±0.84 8.9±0.55 9.0±0.29 10.2±0.54 9.6±0.45 5.7±0.89 

 

 
 

图 5  小鼠免疫支气管败血波氏杆菌 P13-OMP 和 OMP68 后的血清抗体水平动态变化 
Fig. 5  Optical density values for serum antibody of mice after immunization with the P13-OMP and 

OMP68 of Bordetella bronchiseptica 
 

表 2  小鼠的主动免疫保护试验 
Table 2  Active protective potency of mice 

分组 
Group 

攻毒菌株 
Challenge strain

攻毒剂量 
Challenge dose 

总数 
Total 

存活只数 
Survivors 

死亡只数 
Death 

死亡只数/总数 
Dead/total 

a P13 100 LD50 10 9 1 1/10 

b P11 100 LD50 10 9 1 1/10 

c P13 100 LD50 10 10 0 0/10 

d P11 100 LD50 10 9 1 1/10 

e P13 100 LD50 10 6 4 4/10 

f P11 100 LD50 10 4 6 6/10 

g P13 100 LD50 10 0 10 10/10 

h P11 100 LD50 10 0 10 10/10 

 
FHA), 可抑制支气管败血波氏杆菌在成纤维细胞上

的定殖, 有效率达到 65%。因此, 以上研究成果为研

究兔源支气管败血波氏杆菌 OMP 在小鼠模型中的

免疫效果奠定了良好的理论基础。 
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本 研 究 所 使 用 的 膜 蛋 白 提 取 方 法 是 对

Wooldridge等的方法进行了改进 , 不再使用超速离

心 , 改用高速离心 , 并且减少了离心的次数 , 同时

增加了Triton X-100 对内膜蛋白的消化时间, 使本

研究所使用的方法更加省时、省力, 为研究OMP的

成分及功能奠定了基础。P11 和P13 的OMP的

SDS-PAGE图谱存在一定的差异 , 这可能与菌株的

差异有关[23]。 

通过对免疫印迹试验 (Western-blotting)结果的

分析, 其中在分子量为 94 kD、68 kD、49 kD、46 kD、

33 kD和 21 kD的蛋白条带处出现了明显的褐色, 这

充分说明这 6 种组分是P13-OMP的主要保护性抗

原。Ben Lugtenberg等[24]研究表明的支气管败血波氏

杆菌OMP中的保护性抗原成分与本研究结果存在较

大差异, 这可能与菌株的来源差异和OMP的提取方

法不同有关。 

关于免疫小鼠后抗体的测定, 从图 5 和表 1 可

以看出, 7组产生的抗体水平高低不同, 但抗体的消

长规律基本一致; 42 d 时, 以 P13-OMP 免疫组 b 

(25 μg/只)产生的抗体水平最高, OMP68 免疫组 e 

(25 μg/只)产生的抗体水平次之, 菌体免疫组d产生

的抗体水平最低 ; P13-OMP免疫组b(25 μg/只 )和

OMP68免疫组e(25 μg/只)高水平抗体维持时间较长, 

菌体免疫组d维持时间较短。25 μg的P13-OMP和

OMP68 免疫原为最佳免疫剂量。在小鼠免疫

P13-OMP和OMP68 油乳剂抗原后第 7 d开始, 抗体

水平开始逐渐上升, 在免疫后 42 d时抗体水平分别

达到 215.3和 214.8, 高抗体水平维持约 4周的时间, 然

后逐渐下降, 免疫后 70 d时, 免疫OMP68油乳剂抗

原的抗体水平(210.2)比免疫P13-OMP油乳剂抗原的

抗体水平(29.1)明显要高, 但都与免疫后第 21 d的抗

体水平相当。本研究首次验证了兔源支气管败血波

氏杆菌P13-OMP和OMP68 均能够诱导机体产生良

好的体液免疫反应, 产生较高的抗体水平, 也同时

为进一步研究支气管败血波氏杆菌OMP免疫保护与

ELISA血清抗体效价的关系, 确定支气管败血波氏

杆菌OMP的免疫保护临界值提供了条件。 

在主动免疫保护试验中可知, 用 100LD50的P11

和P13 分别腹腔攻击试验小鼠, P13-OMP免疫组保

护率均为 9/10, OMP68 免疫组保护率分别为 10/10

和 9/10, 而菌体免疫组的保护率分别为 4/10和 6/10, 

空白对照组全部死亡。这充分说明 P13-OMP和

OMP68均具有较好的免疫保护作用, 其作用效果明

显优于全菌免疫原。 

本研究着重对支气管败血波氏杆菌的 OMP 总

组分和其中的有效保护性抗原成分诱导机体产生的

体液免疫应答在支气管败血波氏杆菌感染中的免疫

原性和免疫保护作用进行了对照研究。结果表明 , 

二者均能够诱导机体良好的体液免疫反应, 产生较

高的抗体水平; 同时, 二者均具有较好的免疫保护

作用。这将为支气管败血波氏杆菌 OMP其他有效抗

原成分筛选奠定良好的理论基础, 也将对兔源性支

气管败血波氏杆菌的亚单位疫苗的研制具有十分重

要的意义。 
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