
微生物学通报 Jan. 20, 2019, 46(1): 113−119 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.180136 

tongbao@im.ac.cn  
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: National Key Research and Development Program of China (2016YFD0500805); National Natural 
Science Foundation of China (31602069); China Postdoctoral Science Foundation (2016M600153) 

*Corresponding authors: WANG Gui-Jun: E-mail: wangguijun@ahau.edu.cn 
YU Sheng-Qing: Tel: 86-21-34293461; E-mail: yus@shvri.ac.cn 

Received: 13-02-2018; Accepted: 11-04-2018; Published online: 29-05-2018 
基金项目：国家重点研发计划(2016YFD0500805)；国家自然科学基金(31602069)；中国博士后科学基金(2016M600153) 

*通信作者：王桂军：E-mail：wangguijun@ahau.edu.cn  

于圣青：Tel：021-34293461；E-mail：yus@shvri.ac.cn  

收稿日期：2018-02-13；接受日期：2018-04-11；网络首发日期：2018-05-29 

研究报告 

血清 2 型鸭疫里默氏杆菌脂多糖单克隆抗体的研制及特性

鉴定 

张雪梅 1,2  王小兰 2  任晓梅 2  陈宗超 2  王桂军*1  于圣青*2 
1 安徽农业大学动物科技学院  安徽 合肥  230036 

2 中国农业科学院上海兽医研究所  上海  200241 

摘  要：【背景】鸭疫里默氏杆菌(Riemerella anatipestifer，RA)可感染雏鸭、鹅、火鸡等多种禽类，

引起急性或慢性传染病。RA 血清型众多且各血清型之间缺乏有效的交叉保护。细菌脂多糖

(Lipopolysaccharide，LPS)位于革兰氏阴性菌细胞壁的外侧，其组成和结构变化决定了细菌表面抗原

决定簇的多样性。【目的】制备血清 2 型鸭疫里默氏杆菌 LPS 单克隆抗体并对其特性进行研究。【方

法】以血清 2 型 RA NJ3 株免疫 BALB/c 小鼠，细胞融合后以 RA NJ3 株 LPS 作为包被抗原，筛选出

能够稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤细胞株，通过体内诱生腹水法制备抗体，采用酶联免疫吸附试验

(ELISA)检测单克隆抗体效价，玻片凝集试验和 Western blot 检测单抗特异性。【结果】获得两株能

稳定分泌抗血清 2 型鸭疫里默氏杆菌 LPS 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，分别命名为 8G5 和 8G10；

两株单抗的亚型均为 IgM/κ链。ELISA 结果表明，8G5 和 8G10 腹水效价分别为 1:32 000 和 1:16 000。

Western blot 结果显示，两株单抗仅与血清 2 型 RA 菌株发生特异性反应，而与其他血清型 RA 菌株

和禽源致病菌无反应性。【结论】研究获得的单克隆抗体具有良好的反应性和血清型特异性，可用于

RA 致病机制的基础研究和进一步建立 RA 血清型快速检测方法。 

关键词：鸭疫里默氏杆菌，单克隆抗体，免疫学特性，脂多糖 
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Preparation and characterization of monoclonal antibodies 
against lipopolysaccharide from Riemerella anatipestifer serotype 
2 strain 
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Abstract: [Background] Riemerella anatipestifer causes septicemic and exudative diseases of domestic 
ducks, gooses and turkeys, leading to economically devastating to poultry industries. A total of 21 serotypes of 
R. anatipestifer have been identified. Moreover, there is poor cross-protection among these serotypes. 
Lipopolysaccharide is the important component of outer membrane of Gram-negative bacteria, and 
provides the diversity of bacterial surface antigen determinants. [Objective] To prepare and characterize 
monoclonal antibodies (McAbs) against lipopolysaccharide of R. anatipestifer serotype 2 strain. 
[Methods] BALB/c mice were immunized with inactivated R. anatipestifer serotype 2 strain NJ3. Spleen 
cells from immunized mice were fused with murine myeloma SP2/0 cells. The hybridoma cell line that 
stably secret McAb against LPS of R. anatipestifer serotype 2 strain, was obtained through clone selection 
and screening by indirect enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). The mouse ascites was prepared 
and identified by Western blot analysis and ELISA. The specificity of these McAbs was tested by slide 
agglutination assay and Western blot. [Results] We successfully obtained 2 hybridoma cell lines named 
8G5 and 8G10 that could stably produce anti-LPS McAbs. The isotype of both McAbs was identified as 
IgM with κ light chain. The titers of 8G5 and 8G10 were 1:32 000 and 1:16 000, respectively. Western blot 
results showed that both McAbs specifically reacted with R. anatipestifer serotype 2 strains but did not 
react with R. anatipestifer other serotypes strains, avian pathogenic Escherichia coli, Salmonella enterica 
and Pasteurella multocida strains. [Conclusion] We prepared two specific anti-LPS McAbs that can be used for 
pathogenic mechanism research and development of rapid detection of R. anatipestifer serotype 2 strains. 

Keywords: Riemerella anatipestifer, Monoclonal antibody, Specificity, Lipopolysaccharide 

鸭疫里默氏杆菌(Riemerella anatipestifer，RA)

主要感染家鸭、火鸡、鹅和其他多种鸟类，引起接

触性高致病性传染病[1]，1−8周龄雏鸭对 RA易感，

其中以 2−3周龄雏鸭最易感。鸭疫里默氏杆菌感染

呈急性败血或慢性过程，临床上主要表现为纤维素

性心包炎、肝周炎、干酪样输卵管炎等，慢性感染

鸭多成为僵鸭，生长迟缓，胴体淘汰率高，由此造

成的经济损失较大，是目前危害养鸭业最严重的传

染病之一。 

细菌脂多糖(Lipopolysaccharide，LPS)又称为细

菌内毒素，是革兰氏阴性菌细胞壁的主要组分之

一，由类脂 A、核心多糖和 O-特异性多糖 3部分组

成。核心多糖具有属特异性，即同一菌属的核心多

糖基本相同；不同革兰氏阴性菌 O 抗原的单糖种

类、位置、排列顺序和空间构型的不同决定了细菌

种或型的特异性[2]。研究表明[3-4]，完整的 LPS 对

大多数革兰氏阴性菌的致病性是必需的。本研究通

过传统的杂交瘤技术，成功获得能稳定分泌抗血清

2 型鸭疫里默氏杆菌 LPS 的单克隆细胞株并制备

单克隆抗体，为进一步建立 RA快速诊断方法奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  动物、细胞与菌株 

5−6周 SPF (Specific pathogen free)级 BALB/c

雌性小鼠购自上海斯莱克实验动物有限责任公司；

SP2/0 购自中国科学院细胞库；血清 1 型 RA 菌株
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(CH3[5]、GTB1、PB1、GDC-3)、血清 2型 RA菌株

(NJ3[5]、Yb2、GDR-1、GDU-2)、血清 10型 RA菌

株(HXb2[5]、GDO-3、GDO-4、YXL1)、血清型 O1

禽致病性大肠杆菌[6] (APECO1)、血清型 O2禽致病

性大肠杆菌[6](DE719)和血清型 O78 禽致病性大肠

杆菌[6](E937)由本试验分离、鉴定和保存；沙门氏

菌(CVCC1805、CAU0118)和禽巴氏杆菌(CVCC493)

购自中国兽医微生物菌种保藏管理中心。 

1.2  主要试剂和仪器 

改良型 PRMI 1640培养基购自 Hyclone公司；

胎牛血清、青链霉素混合液购自 Gibco公司；弗氏

佐剂、HT、HAT、聚乙二醇购自 Sigma公司；辣根

过氧化物酶(Horseradish peroxidase，HRP)标记山羊

抗小鼠 IgG+IgM (H+L)、HRP标记山羊抗小鼠 IgM

购自 Abcam公司；TMB显色液购自上海碧云天生

物技术有限公司；单克隆抗体亚类鉴定试剂盒购自

Southern Biotech公司。 

SDS-PAGE电泳槽、转印仪购自 Bio-Rad公司；

CO2恒温培养箱、液氮罐购自 Thermo 公司；倒置

显微镜购自 Leica公司；超净工作台购自博迅公司。 

1.3  LPS 的提取与鉴定 

将 RA血清 2型菌株 NJ3接种到 TSB培养基中

培养至对数生长中后期，细菌悬液经 8 000 r/min离

心 5 min收集菌体，菌体沉淀依次经乙醇、丙酮、

石油醚处理后获得干粉沉淀。将干粉沉淀溶于菌液

等体积量的蒸馏水中充分混匀，加入等体积的 90%

苯酚溶液于 68 °C加热搅拌 20 min纯化 LPS。粗提

的 LPS依次经 RNase A、DNase Ⅰ、蛋白酶 K酶解

作用去除核酸和蛋白污染，30 000 r/min超速离心 3 h

获得 LPS纯化品，真空冷冻干燥保存备用。 

称取纯化的 LPS 配制 1 mg/mL 溶液作为母

液，5倍比稀释配制不同浓度的 LPS溶液，取适量

稀释的 LPS溶液与等体积的上样缓冲液混合，沸水

浴 10 min，冷却后进行 SDS-PAGE，分别用考马斯

亮蓝染色法和银染法鉴定 LPS样品的纯度。 

1.4  动物免疫 

取对数生长期血清 2型 RA NJ3株的菌液，

经甲醛灭活后用生理盐水将其配制为含菌量

2×109 CFU/mL，与弗氏完全佐剂以体积比 1:1充分

乳化后，经多点皮下注射免疫 BALB/c小鼠(免疫剂

量为 1×108 CFU/只)，此后每隔 2 周取首免相同剂

量的免疫原与等体积不完全弗氏佐剂混合乳化后

加强免疫 2次。3次免疫后 2周，小鼠尾静脉采血

分离血清，以 NJ3 LPS 作为包被抗原检测血清抗

体效价。选择血清抗体效价最高的小鼠，腹腔注射

加强免疫不含佐剂的 2倍初免剂量免疫原，免疫后

72 h内进行细胞融合。 

1.5  细胞融合、亚克隆及稳定性检测 

细胞融合步骤参考文献[7]进行，融合后 5−7 d

置换出一半体积的 HAT 培养基，同时观察细胞生

长情况，待细胞生长至培养孔面积的 1/10时，用间

接 ELISA方法对细胞上清进行检测，即以提取纯化

的 NJ3 LPS作为包被抗原(2.5 μg/孔)，以 HRP标记

的山羊抗小鼠 IgG+IgM (H+L)作为二抗，融合前免

疫小鼠血清作为阳性对照，非免疫小鼠血清作为阴

性对照，检测细胞上清抗体水平，筛选出对 LPS呈

阳性反应的杂交瘤细胞。将分泌特异性单克隆抗体

的阳性杂交瘤细胞扩大培养及部分冻存，同时采用

有限稀释法进行亚克隆，至阳性率为100%时即可定

株。将杂交瘤细胞株在相同的操作下连续传 10代，

进行间接 ELISA 试验测定每代细胞培养上清原液

的抗体水平。 

1.6  腹水的制备及效价检测 

取 8周龄 BALB/c雌鼠，每只腹腔注射 0.3 mL

液体石蜡，7 d后腹腔接种 0.2 mL RPMI 1640培养

基稀释的杂交瘤细胞，接种剂量为 1×106 cells/只。

5 d 后，每天观察小鼠状态，若腹部明显膨大，即

可收取腹水。腹水以 1:1 000开始 2倍比稀释，采

用间接 ELISA 测定效价，并以实验组 OD450 (P)与

阴性对照组OD450(N)的比值(P/N)不小于 2.1的抗体

最大稀释倍数为该单克隆抗体的效价。 

1.7  Ig 类及亚类鉴定 

按照小鼠单克隆抗体分型试剂盒说明书的方

法，测定杂交瘤细胞株 8G5和 8G10的亚类。 
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1.8  单克隆抗体的特异性鉴定 

采用玻片凝集法和 Western blot 鉴定单克隆抗

体的特异性，玻片凝集试验参考文献[8]操作。

Western blot试验步骤如下：取 RA血清 1型分离株

(CH3、GTB1、PB1、GDC-3)、血清 2型分离株(NJ3、

Yb2、GDR-1、GDU-2)、血清 10型分离株(HXb2、

GDO-3、GDO-4、YXL1)、禽致病性大肠杆菌血清

O1型 APECO1株、血清 O2型 DE719株、血清 O78

型 E937株、沙门氏菌 CVCC1805株、CAU0118株

和禽巴氏杆菌 CVCC493 株的细菌培养液，制备各

菌株的全菌蛋白，对提取的全菌蛋白经 SDS-PAGE

后半干转印至硝酸纤维素膜，用含 5%脱脂乳的PBS

封闭后，以 1:5 000 稀释的腹水单克隆抗体作为一

抗，以 HRP 标记山羊抗小鼠 IgM 抗体为二抗，分

析单克隆抗体的特异性。 

2  结果与分析 

2.1  LPS 的提取及鉴定 

纯化的LPS经SDS-PAGE后分别进行考马斯亮

蓝染色和银染，考马斯亮蓝染色结果显示，纯化的

LPS无可见蛋白污染条带(图 1A)；银染结果显示：

在 10−15 kD区域有明显的银染着色，为 LPS的聚

集条带，而且随着 LPS浓度的降低其在 SDS-PAGE

上的聚集条带逐渐变浅(图 1B)。 

2.2  阳性杂交瘤细胞的筛选  

细胞融合后第 10天，利用间接 ELISA对杂交

瘤细胞进行筛选，获得两株能够分泌抗 RA NJ3株

LPS的单克隆抗体，命名为 8G5和 8G10。经 3次

亚克隆后具有稳定分泌抗 RA NJ3株 LPS抗体的能

力，阳性检出率为100%。连续传代10次后，经ELISA

检测其分泌抗体的能力保持稳定，表明两株杂交瘤

细胞株稳定性良好，各代次杂交瘤细胞上清液

OD450值见图 2。 

2.3  单克隆抗体 Ig 类及亚类测定 

利用小鼠单克隆抗体分型试剂盒测得杂交瘤

细胞株 8G5和 8G10的亚类均为 IgM/κ链。 

2.4  单抗腹水的效价检测 

间接 ELISA法测定所收集的单克隆腹水效价，

结果表明杂交瘤细胞株 8G5和 8G10抗体效价分别

达到 1:32 000和 1:16 000。 

 

      
 

图 1  血清 2 型 RA NJ3 株 LPS 的考马斯亮蓝染色(A)和银染(B)胶图 
Figure 1  LPS patterns on SDS-PAGE followed by commassie blue (A) and silver staining (B) from R. anatipestifer serotype 
2 strain NJ3 
注：M：蛋白分子量标准；1−4：LPS的加样量分别依次为 10 μg、2 μg、400 ng和 80 ng. 

Note: M: Protein ladder; 1−4: LPS at 10 μg, 2 μg, 400 ng and 80 ng, respectively. 
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图 2  杂交瘤细胞稳定性检测 
Figure 2  The stability of hybridoma cell with different 
generations  

 

2.5  单克隆抗体的特异性鉴定 

采用玻片凝集法(图 3)和 Western blot 检测

(图 4)所得单抗与不同血清型 RA 菌株及其他禽源

致病菌的反应性，结果显示：玻片凝集试验和

Western blot结果呈现高度一致性，单克隆抗体 8G5

和8G10均仅与血清2型RA菌株NJ3、Yb2、GDR-1、

GDU-2 发生特异性反应，与血清 1 型菌株(CH3、

GTB1、PB1、GDC-3)和血清 10 型菌株(HXb2、

GDO-3、GDO-4、YXL1)无交叉反应，而且与其他

禽源致病菌如禽致病性大肠杆菌血清 O1 型菌株

APECO1、血清 O2型菌株 DE719、血清 O78型菌

株 E937、沙门氏菌菌株 CVCC1805、CAU0118 和

禽巴氏杆菌菌株 CVCC493 均无反应，表明制备的

两株抗体具有较高的特异性。 

3  讨论与结论 

本研究应用血清 2型鸭疫里默氏杆菌NJ3株灭

活全菌作为免疫原免疫 BALB/c小鼠，热酚水法提

取的 LPS作为筛选抗原，制备了两株鸭疫里默氏杆

菌 LPS 的单克隆抗体 8G5 和 8G10。Western blot

结果表明两株单抗均仅与血清 2型 RA菌株(NJ3、

Yb2、GDR-1、GDU-2)发生特异性反应，而与血清

1型、血清 10型 RA菌株及其他禽源致病菌均无反

应，表明 8G5和 8G10为血清 2型 RA特异性单抗。

获得的两株杂交瘤细胞株分泌的单克隆抗体均为

IgM亚类。机体感染病原体后，血液中 IgM不但出

现早，而且有较高的结合效价；既是高效能的抗

生物抗体，具有强的杀菌、溶菌、促吞噬和凝集作

用[9]，又可用于疾病的早期诊断或其他研究，对于

鸭疫里默氏杆菌的预防和诊断具有现实意义。 

 

 
 

图 3  玻片凝集反应鉴定单克隆抗体的特异性 
Figure 3  Specificity of McAbs identified by slide agglutination 
Note: A: 8G5; B: 8G10. 
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图 4  Western blot 鉴定单克隆抗体的特异性 
Figure 4  Specificity of McAbs identified by Western blot analysis 
Note: M: Protein ladder; A: 8G5; B: 8G10. 

 

革兰氏阴性菌的 LPS 结构由 O-侧链、核心多

糖和类脂 A 组成，其中由毒性部分的类脂 A 和核

心多糖构成的核心多糖部分相对保守。类脂 A 是

LPS的毒性中心，是决定细菌致病性的重要因素；

O抗原由数量不等的多个糖分子构成，决定菌株的

抗原特异性。本研究结果显示，两株单克隆抗体与

LPS结合只在大分子量的LPS区域出现强阳性反应

条带，这与经典光滑型 LPS的组成成分相吻合，表

明所制备的两株单抗结合的可能是 LPS O 抗原表

位。同时，玻片凝集反应结果证实这一推论，两株

单抗均只能与 RA血清 2型菌株发生特异性反应，

而与其他血清型 RA菌株无反应性，即制备的两株

单抗是 RA血清型特异性抗体，该特异性说明 O抗

原也决定 RA不同血清型之间的抗原性差异，因此

LPS可以作为检测 RA不同血清型之间的靶标。 

目前，临床上检测 RA的方法有病原菌的分离

鉴定、凝集试验或琼脂凝胶免疫扩散试验的血清学

方法及 PCR 诊断的分子生物学方法等[10]，以上方

法存在程序繁琐、灵敏性低、成本较高等不足；此

外，RA 血清型的鉴定主要依靠凝集试验和免疫琼

脂凝胶扩散试验，不仅耗时且需要的菌量极大，往

往需要增菌培养才能满足检测条件，因此需要建立

一种快速、灵敏、特异性强的方法，以同时满足快

速诊断检测和血清型鉴定的要求。单克隆抗体具有

特性稳定、易于批量生产、效价高等优点，已有报

道采用单克隆抗体进行免疫浊度试验进行人血清

中 CysC 的检测[11]。本研究获得的两株单克隆抗体

既具有良好的反应性，也具有血清型特异性，可用

于 RA致病机制的基础研究和进一步建立 RA血清

型快速检测试剂盒。 
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