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摘要： 旨在研究新疆绵羊源荚膜血清 Ｄ 型多杀性巴氏杆菌 （ＰｍＤ） 的生物学特性， 探索其灭活疫苗与 ＯｍｐＨ 重组疫苗对小鼠的免疫保护效果，
为防控新疆地区绵羊巴氏杆菌病提供参考。 采用细菌分离鉴定、 ＰＣＲ 鉴定、 药敏试验、 耐药与毒力基因检测、 致病性试验等方法初步明确 ＰｍＤ
的生物学特性； 并通过最佳灭活条件和佐剂筛选、 安全性试验、 原核表达等方法制备 ＰｍＤ 灭活疫苗与 ＰｍＤ－ＯｍｐＨ 重组疫苗， 采取小鼠攻毒保护

试验评价 ２ 种疫苗的免疫效力。 结果： 从绵羊肺脏中分离出 １ 株 ＰｍＤ， 药敏试验显示， 该菌为 ７ 重耐药菌， 未检测到耐药基因； 毒力基因检测显

示， 该菌具有 １２ 种毒力基因 （ｅｘｂＢ、 ｅｘｂＤ、 ｈｇｂＡ、 ｔｏｎＢ、 ｆｉｍＡ、 Ｏｍａ８７、 ＯｍｐＨ、 Ｐｓｌ、 ｓｏｄＡ、 ｓｏｄＣ、 ｔｂｐＡ、 ｔｏｘＡ）； 致病性较强， 对小鼠的最小致死

菌量为 ２􀆰 ２×１０５ ＣＦＵ； 灭活疫苗和重组疫苗对相同血清型菌株攻毒的保护率分别为 ８０％和 １０％； 灭活疫苗对血清型 Ａ、 Ｆ 和未知菌株攻毒保护率

分别为 ０、 ２０％和 ０， 而重组疫苗的保护率则全为 ０。 本研究发现 １ 株强耐药、 强毒力的绵羊源 ＰｍＤ， 灭活疫苗对同种血清型菌株的保护性远高于

重组疫苗， 发病地区羊场可采用同种血清型灭活疫苗进行预防和控制绵羊巴氏杆菌病， 对多价疫苗和新型疫苗的研制还有待进一步发掘。
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　 　 巴 氏 杆 菌 病 主 要 是 由 多 杀 性 巴 氏 杆 菌

（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ， Ｐｍ） 引起的一种人畜共患传

染病， 具有较高的发病率和死亡率， 以肺炎或多脏器

出血为主要特征， 呈世界性分布， 对羊养殖业具有严

重危害［１］。 根据荚膜多糖抗原的不同将 Ｐｍ 分为 Ａ、
Ｂ、 Ｄ、 Ｅ 和 Ｆ 这 ５ 种血清型。 不同血清型的 Ｐｍ 功能

相似， 但是其宿主特异性及流行性具有显著差异。
ＰｍＡ 常与禽霍乱有关； ＰｍＢ、 ＰｍＤ 和 ＰｍＥ 常与猪、
牛等动物的败血症或肺炎有关； ＰｍＦ 常与火鸡

有关［２］。
Ｐｍ 引起的巴氏杆菌病常使用抗生素治疗， 但是

按照农业农村部制定的 《全国兽用抗菌药使用减量

化行动方案 （２０２１—２０２５ 年） 》 要求， 应落实减抗、
无抗养殖行动， 做到规范科学用药。 由于抗生素会引

起耐药性、 药物残留等生物和食品安全等诸多问

题［３］， 采用预防性和治疗性疫苗才是最为安全有效

的防治方法。
灭活疫苗属于传统疫苗， 是目前 Ｐｍ 防治常用的

免疫疫苗， 其制备技术成熟， 使用过程安全性高。 研

究表明， Ｐｍ 灭活苗具有较高的同源保护效力， 但其

不同血清型之间的交叉保护力较弱， 并且灭活苗通常

都需要添加佐剂来刺激机体免疫系统反应［４］。 对此，
研究者们试图改进 Ｐｍ 疫苗， 以消除目前疫苗的缺

点。 Ｐｍ 的外膜蛋白 （Ｏｍｐｓ） 和菌毛蛋白等的重组疫

苗对牛、 山羊或小鼠都具有一定的保护作用， 其中

ＯｍｐＨ 以同源三聚体的形式存在于多个血清型， 核苷

酸序列比对不同血清型之间具有较高的同源性［５］。
Ｍｕｅｎｔｈａｉｓｏｎｇ 等［６］ 研究显示 ＰｍＢ 型重组 ＯｍｐＨ 通过

滴鼻免疫对牛或水牛具有保护能力， 并能诱导抗体和

细胞介导的免疫反应。 Ｓｔｈｉｔｍａｔｅｅ 等［７］ 也证实在禽中

ＯｍｐＨ 蛋白具有很强的同源性和交叉保护作用。 马建

伟［８］也证实牛源 Ｐｍ Ａ 型 ＯｍｐＨ 蛋白对 ＰｍＡ 和 ＰｍＢ

型的具有交叉保护性。 所有的感染动物 （牛、 禽、
猪、 兔和羊等） Ｐｍ 分离株基本都含有 ＯｍｐＨ 蛋

白［９］， 因此， ＯｍｐＨ 蛋白很可能是羊源不同血清型

Ｐｍ 的潜在交叉保护因子。
本研究从绵羊的肺中分离到 １ 株 Ｐｍ， 采用分离

鉴定、 ＰＣＲ 鉴定、 药敏试验等方法初步研究其生物

学特性， 并制备其灭活疫苗和 ＯｍｐＨ 重组疫苗， 评

价不同疫苗的免疫保护性， 为新疆地区绵羊巴氏杆菌

病的防治提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品来源

从新疆某地采集的病死犊羊肺脏， 于 ４ ℃低温环

境下运回实验室。 ＰｍＡ－ＸＪ３、 ＰｍＤ－ＸＪ３、 ＰｍＦ－ＸＪ３
和 Ｐｍ 未知血清型菌株， 均由农业农村部草食动物疫

病防控重点实验室 （部省共建） 保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

马丁氏肉汤培养基、 白油佐剂、 铝盐佐剂、 弗氏

完全佐剂、 弗氏不完全佐剂和 ＢＬ２１ 感受态细胞， 购

自于 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； ＩＰＴＧ、 非预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 预染

蛋白 Ｍａｒｋｅｒ、 一抗鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体、 二抗羊抗鼠抗

体、 聚二乙醇 ２００００ （ＰＥＧ２００００） 和 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪

唑等， 购自于生工生物有限公司； ＰＣＲ 相关试剂、
ＤＮＡ 分子质量标准和 ＰＣＲ 凝胶回收试剂盒， 购自天

根生化科技有限公司； ｐＥＴ－２８ａ （＋） －ＯｍｐＨ 重组质

粒， 由本实验室制备。
１􀆰 ３　 细菌的分离鉴定

无菌条件下取病灶交界处约 ２５ ｇ， 划线接种至马

丁固体培养基 ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 同时将其置于马丁肉

汤培养基 ３７ ℃ １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ２４ ｈ。 次日， 以马丁

肉汤培养液 （菌液） 为模板， 同时采用 Ｐｍ 特异性基

因 （Ｋｍｔ） 和 ５ 个荚膜血清型特异基因 （ ｈｙａＤ －
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ｈｙａＣ、 ｂｃｂＤ 、 ｄｃｂＦ、 ｅｃｂＪ、 ｆｅｂＤ） 进行 ＰＣＲ 扩增， 检

测是否含有 Ｐｍ 及其分型， 扩增后均采用 １％琼脂糖

凝胶电泳观察结果。 引物信息见表 １。

表 １　 Ｐｍ 特异性检测引物和 ５ 个荚膜血清型鉴定引物信息

基因 　 　 引物序列 （５′→３′） 目的片段 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

Ｋｍｔ （Ｐｍ）
Ｆ： ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ
Ｒ： ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ

４８０ ５６

ｈｙａＤ－ｈａＣ （Ａ 型）
Ｆ： ＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ

１ ０４５ ５６

ｂｃｂＤ （Ｂ 型）
Ｆ： ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ
Ｒ： ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ

７５０ ５６

ｄｃｂＦ （Ｄ 型）
Ｆ： ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣ
Ｒ： ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡ

６４８ ５６

ｅｃｂＪ （Ｅ 型）
Ｆ： ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ
Ｒ： ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ

５１１ ５６

ｆｃｂＤ （Ｆ 型）
Ｆ： ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ

８５１ ５６

　 　 将 ＰＣＲ 检测阳性菌液划线接种至马丁固体培养

基， 挑取 ５ ～ １０ 个菌落， 进行 ＰＣＲ 扩增， 将阳性菌

落纯化 ２ 次后进行革兰染色镜检， 分离纯化的细菌以

１ ∶ １ 置于 ６０％甘油， －２０ ℃保存。
１􀆰 ４　 最适培养条件的筛选

将纯化菌株分别接种至马丁肉汤和 ＢＨＩ 培养基，
分别 ７５ ｒ ／ ｍｉｎ 和 ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ、 １％和 ０􀆰 １％接种量条件

下 ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 参考文献 ［１０］ 的方法测量菌液

浓度， 绘制生长曲线， 筛选纯化菌株的最适培养

条件。
１􀆰 ５　 药物敏感性试验

采用纸片扩散法 （Ｋ－Ｂ）， 检测分离菌对 １１ 种

临床常见药物 （阿米卡星、 头孢曲松、 氧氟沙星、
阿齐霉素、 氟苯尼考、 头孢他啶、 林可霉素、 克林霉

素、 庆大霉素、 诺氟沙星、 环丙沙星） 的敏感性。

１􀆰 ６　 耐药相关基因检测

ＰＣＲ 检测氨基糖苷类耐药基因 ａａｄＡ、 ａａｄＢ， 氯

霉素类耐药基因 ｆｌｏＲ， 四环素类耐药基因 ｔｅｔＡ、 ｔｅｔＢ，
β－内酰胺类耐药基因 ｂｌａＴＥＭ、 ｂｌａＯＸＡ、 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－
２、 ｂｌａＳＨＶ、 ｅｒｍＡ， 喹诺酮类耐药基因 ｑｎｒＳ、 ｑｎｒＡ、
ｑｎｒＢ， 共 １３ 种， 引物信息见表 ２。 扩增后均采用 １％
琼脂糖凝胶电泳， 凝胶成像系统观察结果。
１􀆰 ７　 毒力相关基因检测

ＰＣＲ 检测铁离子摄取相关基因 ｅｘｂＢ、 ｅｘｂＤ、
ｈｇｂＡ、 ｔｏｎＢ、 ｆｕｒ， 黏附素相关基因 ｆｉｍＡ， 外膜蛋白相

关基因 Ｏｍａ８７、 ＯｍｐＨ、 Ｐｓｌ， ＳＯＤ 相关基因 ｓｏｄＡ、
ｓｏｄＣ、 ｔｂｐＡ 和毒素相关基因 ｔｏｘＡ， 共 １３ 种毒力基因，
引物信息见表 ３。 扩增后均采用 １％琼脂糖凝胶电泳，
凝胶成像系统观察结果。

表 ２　 耐药相关基因引物信息

基因 　 　 引物序列 （５′→３′） 目的片段 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ａａｄＡ
Ｆ： ＴＡＴＧＧＡＧＧＣＴＴＣＧＧＣＴＴＴ
Ｒ： ＧＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＴＴＧＴＣ

２１７ ５５

ａａｄＢ
Ｆ： ＣＡＧＴＣＧＣＣＣＴＡＡＡＡＣＡＡＡ
Ｒ： ＣＡＧＴＣＡＡＧＴＡＡＣＴＣＡＴＣＣＣＣ

２４７ ５６

ｆｌｏＲ
Ｆ： ＡＧＣＡＧＡＣＡＡＧＴＡＡＧＣＣＧＣ
Ｒ： ＣＧＡＧＡＡＧＡＡＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＧ

８７８ ５３

ｔｅｔＡ
Ｆ： ＧＴＧＡＡＡＣＣＣＡＡＣＡＴＡＣＣＣＣ
Ｒ： ＧＡＡＧＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＴＧＴＡＧ

８８８ ５３

ｔｅｔＢ
Ｆ： ＴＴＧＧＴＴＡＧＧＧＧＣＡＡＧＴＴＴＴＧ
Ｒ： ＧＴＡＡＴＧＧＧＣＣＡＡＴＡＡＣＡＣＣＧ

６５９ ５３
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续表２

基因 　 　 引物序列 （５′→３′） 目的片段 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ｂｌａＴＥＭ
Ｆ： ＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＴＣＧＴ
Ｒ： ＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡ

８５７ ５６

ｂｌａＯＸＡ
Ｆ： ＧＣＡＧＣＧＣＣＡＧＴＧＣＡＴＣＡＡＣ
Ｒ： ＣＣＧＣＡＴＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＡＡＧＴＧ

１９８ ５６

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－２
Ｆ： ＧＧＣＧＴＴＧＣＧＣＴＧＡＴＴＡＡＣＡＣ
Ｒ： ＴＴＧＣＣＣＴＴＡＡＧＣＣＡＣＧＴＣＡＣ

４８６ ５６

ｂｌａＳＨＶ
Ｆ： ＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＡＴＴＡＴＣＴＣＣＣ
Ｒ： ＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣＡＡＴＧ

５７２ ５６

ｅｒｍＡ
Ｆ： ＧＧＡＴＣＡＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＡＴＴＴＴＡＣ
Ｒ： ＧＴＴＣＡＡＧＡＡＣＡＡＴＣＡＡＴＡＣＡＧＡＧ

４２１ ５６

ｑｎｒＳ
Ｆ： ＣＡＴＴＧＡＡＣＡＧＧＧＴＧＡＴＡＴＣＧＡＡ
Ｒ： ＡＴＡＡＡＴＴＧＧＣＡＣＣＣＴＧＴＡＧＧＣ

３９５ ５６

ｑｎｒＡ
Ｆ： ＣＡＡＧＡＧＧＡＴＴＴＣＴＣＡＣＧＣＣＡＧ
Ｒ： ＡＡＴＣＣＧＧＣＡＧＣＡＣＴＡＴＴＡＣＴＣＣ

６２８ ５６

ｑｎｒＢ
Ｆ： ＡＧＣＧＧＣＡＣＴＧＡＡＴＴＴＡＴＣＧＧ
Ｒ： ＣＧＣＡＡＴＧＴＧＴＧＡＡＧＴＴＴＧＣＴ

４１８ ５６

表 ３　 毒力相关基因引物信息

基因 　 　 引物序列 （５′→３′） 目的片段 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

ｅｘｂＢ
Ｆ： ＴＴＧＧＣＴＴＧＴＧＡＴＴＧＡＡＣＧＣ
Ｒ： ＴＧＣＡＧＧＡＡＴＧＧＣＧＡＣＴＡＡＡ

２８３ ５５

ｅｘｂＤ
Ｆ： ＣＧＴＴＣＴＧＡＴＴＡＣＡＧＣＣＴＣＴＴ
Ｒ： ＡＡＣＧＡＡＡＴＣＴＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧ

２４７ ５５

ｈｇｂＡ
Ｆ： ＣＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＧＡＡＡＣＣＡＧＡＧＧＡＡ
Ｒ： ＧＡＡＴＣＧＧＡＧＣＴＣＡＣＧＡＣＣＴＧＧＴＧＡＧＴＡＡ

７２６ ５６

ｔｏｎＢ
Ｆ： ＣＧＡＣＧＧＴＧＡＡＡＣＣＴＧＡＧＣＣＡ
Ｒ： ＣＣＧＡＧＣＧＡＴＡＡＧＣＡＴＴＧＡＣＴ

２６１ ５５

Ｆｕｒ
Ｆ： ＧＴＴＴＡＣＣＧＴＧＴＡＴＴＡＧＡＣＣＡ
Ｒ： ＣＡＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＴＧＣＣＡＴＡＣ

２４４ ５６

ｆｉｍＡ
Ｆ： ＣＣＡＴＣＧＧＡＴＣＴＡＡＡＣＧＡＣＣＴＡ
Ｒ： ＡＧＴＡＴＴＡＧＴＴＣＣＴＧＣＧＧＧＴＧ

８５１ ５５

Ｏｍａ８７
Ｆ： ＧＣＣＧＴＴＴＧＴＡＧＴＧＡＡＡＧＡＣＡＴＴＣ
Ｒ： ＴＡＴＣＴＴＧＴＴＣＧＴＣＡＡＡＴＧＴＣＧＧ

９２３ ５５

ＯｍｐＨ
Ｆ： ＧＧＴＧＡＴＴＴＡＧＴＧＧＡＴＡＡＣＧＧＴＴＣ
Ｒ： ＣＧＴＴＡＧＴＣＡＣＴＴＴＡＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴ

６４９ ５６

Ｐｓｌ
Ｆ： ＴＣＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＡＡＡＣＴＡＡＣＴＡＡＡＧＴＡ
Ｒ： ＡＡＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＴＡＴＧＣＴＡＡＣＡＣＡＧＧＡＣＧＡＣＧ

４００ ５６

ｓｏｄＡ
Ｆ： ＧＴＡＡＧＡＣＴＡＡＣＣＡＴＧＣＣＣＡＡＣＣＴ
Ｒ： ＧＧＣＴＴＡＴＡＣＡＣＴＡＣＣＡＧＡＡＴＴＡＧＧＣ

４０１ ５６

ｓｏｄＣ
Ｆ： ＡＧＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＡＧＴＡＧＣＧＧ
Ｒ： ＣＣＴＡＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＣ

２４９ ５６

ｔｂｐＡ
Ｆ： ＴＴＧＧＴＴＧＧＡＡＡＣＧＧＴＡＡＡＧＣ
Ｒ： ＴＡＡＣＧＴＧＴＡＣＧＧＡＡＡＡＧＣＣＣ

７２８ ５６

ｔｏｘＡ
Ｆ： ＣＴＴＡＧＡＴＧＡＧＣＧＡＣＡＡＧＧＴＴ
Ｒ： ＧＧＡＡＴＧＣＣＡＣＡＣＣＴＣＴＡＴＡ

８６４ ５５
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１􀆰 ８　 小鼠致病性试验

按照 １􀆰 ４ 筛选的最适培养条件复苏保存菌株， 活

菌计数法及分光光度计测定细菌群落约为 １􀆰 １×１０１１

ＣＦＵ ／ ｍＬ。 选择新疆医科大学动物试验中心 ６ 周龄、
体重 １８～２０ ｇ 的昆明小鼠 ２０ 只， 分为 ５ 组， 试验第

１、 ２、 ３、 ４ 组每只腹腔接种 ２􀆰 ２ × １０７、 ２􀆰 ２ × １０６、
２􀆰 ２×１０５、 ２􀆰 ２×１０４ ＣＦＵ 活菌， 另设 １ 组阴性对照组

（注射无菌 ＰＢＳ）。 每日观察和记录小鼠死亡情况，
计算最小致死菌量， 同时解剖所有死亡小鼠， 取心血

进行回归检测。
１􀆰 ９　 灭活疫苗的制备

１􀆰 ９􀆰 １　 最佳灭活条件的筛选

按照 １􀆰 ４ 筛选的最适培养条件对保存菌株进行复

苏后， 按照 １％的接种量接种至 ５ 份含有 ２０ ｍＬ 马丁

肉汤的无菌试管中， ３７ ℃ ７５ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １０ ｈ 后分别

加入菌液总体积的 ０􀆰 １％、 ０􀆰 ２％、 ０􀆰 ３％、 ０􀆰 ４％、
０􀆰 ５％的甲醛进行灭活， 充分混匀， ３７ ℃培养 ２４ ｈ，
每隔 ４ ｈ 抽取 １００ μＬ 菌液涂布于马丁肉汤固体培养

基上， ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 观察有无细菌生长。
１􀆰 ９􀆰 ２　 最佳佐剂的筛选

选 ４０ 只小鼠分为 ４ 组， 每组 １０ 只 （雌雄各半）。
取 １􀆰 ９􀆰 １ 最佳灭活条件的灭活液， 试验第 １ 组为不添

加佐剂的甲醛灭活液， 第 ２ 组为铝盐佐剂和灭活液以

１ ∶ ５ 的比例混合的混合液， 第 ３ 组为白油佐剂和灭

活液以 １ ∶ １ 的比例混合的混合液， 阴性对照组为无

菌 ＰＢＳ。 背部皮下分别注射相应制剂 ４００ μＬ， ２１ ｄ
后每只背部皮下接种 ２􀆰 ２×１０５ ＣＦＵ 活菌， 每天观察并

记录小鼠的死亡情况。
１􀆰 ９􀆰 ３　 安全性检测

取最适灭活条件和最佳佐剂制备的疫苗液

１００ μＬ涂布至马丁固体培养基， ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 观

察有无细菌生长， 并取 ５００ μＬ 腹腔注射小鼠， 对照

组腹腔注射无菌 ＰＢＳ， 观察 １４ ｄ， 记录小鼠有无临床

反应， 第 １４ 天剖检免疫小鼠， 观察有无病变情况。
１􀆰 １０　 重组蛋白疫苗的制备

１􀆰 １０􀆰 １　 重组蛋白的诱导表达

重组 ｐＥＴ－２８ａ （ ＋） －ＯｍｐＨ 质粒转移到大肠杆

菌感受态 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 细胞， ４２ ℃热激后涂布至含

有 ３０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素的平板上， ３７ ℃培养 ８ ｈ， 挑

取单克隆菌落至液体培养基 （３０ μｇ ／ ｍＬ 卡那霉素）
中培养。 当 ＯＤ６００ 值达到 ０􀆰 ６ 时， 加入诱导剂 ＩＰＴＧ
（０􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 分别于 ２０ ℃过夜培养和 ３７ ℃培养

６ ｈ； ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液； 沉淀 （菌
体） 用缓冲液 Ａ （１×ＰＢＳ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 悬浮， 超声破

碎仪完全溶解。 离心收集上清液和沉淀， 沉淀使用缓

冲液 Ｂ （８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ， ｐＨ ＝

８􀆰 ０ 的 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ） 溶解， 对上清液和沉淀分

别制样并采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测。
１􀆰 １０􀆰 ２　 蛋白纯化

扩大培养细菌后收集菌体进行亲和纯化。 将细胞

菌体用缓冲液 Ｃ （８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ －
ＨＣｌ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 的 ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 的

０􀆰 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００） 溶解， 超声破碎， 离心收集上清

液获得粗蛋白； 取 ５ ｍＬ Ｎｉ－ＮＴＡ， ５ 倍柱床体积的结

合缓冲液清洗平衡柱； 粗蛋白与平衡柱填料孵育 １ ｈ
并收集流出物； 将粗蛋白和流出组分进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
检测。 纯化后的组分透析到蛋白保存缓冲液 （ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ０􀆰 １％十二烷基肌氨

酸钠， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 的 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ） 中， 透析后用

ＰＥＧ２００００ 浓缩， ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤后分装， －８０ ℃
冻存。
１􀆰 １０􀆰 ３　 目的蛋白检测

对纯化后的蛋白样品进行处理， 制样， １２％分离

胶， ５％浓缩胶跑胶， ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测目的蛋白的表

达。 将上述胶进行转印， 以鼠抗 Ｈｉｓ 标签抗体为一

抗， 羊抗鼠抗体为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析。
１􀆰 １０􀆰 ４　 安全性检测

将纯化验证后的蛋白与弗氏完全佐剂按照 １ ∶ １
的比例进行乳化， 乳化后多点注射小鼠 ３００ μＬ， 阴

性对照组注射同等剂量的无菌 ＰＢＳ， 观察 １４ ｄ， 记录

小鼠有无临床症状， 第 １４ 天剖检免疫小鼠， 观察有

无病变情况。
１􀆰 １１　 免疫攻毒保护试验

灭活疫苗： 准备 ５０ 只小鼠 （雌雄各半）， 均取

最适灭活条件和佐剂制备的疫苗液 ４００ μＬ 进行背部

皮下注射， ２１ ｄ 后将小鼠随机分为 ５ 组， 每组 １０ 只。
每组分别接种实验室保存菌株 ＰｍＡ－ＸＪ３、 ＰｍＤ－ＸＪ３、
ＰｍＦ－ＸＪ３ 和 Ｐｍ 未知血清型 ４􀆰 ４×１０５ ＣＦＵ， 阴性对照

组注射无菌 ＰＢＳ。 每天观察记录小鼠的死亡情况。
重组疫苗： 准备 ６０ 只小鼠 （雌雄各半）， 按照

６００ μｇ ／ ｍＬ 的蛋白浓度， 首免以蛋白 ∶ 弗氏完全佐剂

为 １ ∶ １ 的比例， 每只小鼠 ２００ μＬ 的剂量进行背部皮

下注射； ２ 周后重复 １ 次； ２ 周后再重复 １ 次。 ３ 次

免疫后 ７ ｄ， 将小鼠分为 ａ ～ ｅ 组和阴性对照组共 ６
组， 每组 １０ 只。 ａ ～ ｅ 组分别接种实验室保存菌株

ＰｍＡ－ＸＪ３、 ＰｍＤ－ＸＪ３、 ＰｍＦ－ＸＪ３、 Ｐｍ 未知血清型和

本研究分离菌 ＰｍＤ ２􀆰 ２×１０５ ＣＦＵ， 阴性对照组注射无

菌 ＰＢＳ。 每天观察记录小鼠的死亡情况。

２　 结果

２􀆰 １　 细菌分离鉴定与培养特性观察

ＰＣＲ 鉴定结果显示， Ｋｍｔ 基因扩增产物大小约为
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５００ ｂｐ， Ｄ 型特异性基因扩增产物大小约为 ６９０ ｂｐ，
与预期片段大小相符 （图 １）。 革兰染色镜检见两端

钝圆， 呈球状或杆状， 单个、 成对、 短链状排列的革

兰阴性菌。 由此表明从肺脏中分离到的细菌是 ＰｍＤ。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． Ｋｍｔ 基因； ２～６． 依次为 Ａ、 Ｂ、 Ｄ、 Ｅ、
Ｆ 型特异性基因； Ｎ． 空白对照。

图 １　 分离菌的 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ２　 药敏试验

游标卡尺测量抑菌圈直径， 结果显示 （表 ４），
ＰｍＤ 对阿米卡星、 头孢曲松、 阿齐霉素、 头孢他啶、
林可霉素、 克林霉素、 庆大霉素 ７ 种药物耐药， 为 ７
重耐药菌。
２􀆰 ３　 耐药相关基因检测

分离菌中未检测到氨基糖苷类 （ ａａｄＡ、 ａａｄＢ），
氯霉素类 （ ｆｌｏＲ）， 四环素类 （ ｔｅｔＡ、 ｔｅｔＢ）， β－内酰

胺类 （ ｂｌａＴＥＭ、 ｂｌａＯＸＡ、 ｂｌａＣＴＸ － Ｍ － ２、 ｂｌａＳＨＶ、
ｅｒｍＡ） 和喹诺酮类 （ｑｎｒＳ、 ｑｎｒＡ、 ｑｎｒＢ） 耐药基因。
２􀆰 ４　 毒力相关基因检测

由图 ２ 可见， 在分离菌中检测到铁离子摄取相关

基因 （ ｅｘｂＢ、 ｅｘｂＤ、 ｈｇｂＡ、 ｔｏｎＢ）， 黏附素相关基因

（ ｆｉｍＡ）， 外膜蛋白相关基因 （Ｏｍａ８７、 ＯｍｐＨ、 Ｐｓｌ），
ＳＯＤ 相关基因 （ ｓｏｄＡ、 ｓｏｄＣ、 ｔｂｐＡ）， 毒素相关基因

（ ｔｏｘＡ）， 共 １２ 种毒力基因。

表 ４　 药敏试验结果

抗生素
每片含量 ／

μｇ
抑菌圈

直径 ／ ｍｍ

判定标准 （抑菌圈直径 ／ ｍｍ）

Ｒ Ｉ Ｓ
结果

阿米卡星 ３０ １１ ≤１４ １５～１６ ≥１７ Ｒ

头孢曲松 ３０ １５ ≤１９ ２０～２２ ≥２３ Ｒ

氧氟沙星 ５ １７ ≤１２ １３～１５ ≥１６ Ｓ

阿齐霉素 １５ ０ ≥１２ Ｒ

氟苯尼考 ３０ １５ ≤１２ １３～１７ ≥１８ Ｉ

头孢他啶 ３０ １０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ

林可霉素 ２ ０ ≤１２ １３～１５ ≥１６ Ｒ

克林霉素 ２ ０ ≤１４ １５～２０ ≥２１ Ｒ

庆大霉素 １０ ７ ≤１２ １３～１４ ≥１５ Ｒ

诺氟沙星 １０ １４ ≤１２ １３～１６ ≥１７ Ｉ

环丙沙星 ５ ２１ ≤１５ １６～２０ ≥２１ Ｓ

　 　 　 　 注： Ｒ 表示敏感， Ｉ 表示中度敏感， Ｓ 表示耐药。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． ｅｘｂＢ （２８３ ｂｐ）； ２． ｅｘｂＤ （２４７ ｂｐ）； ３． ｈｇｂＡ （７２６ ｂｐ）； ４． ｔｏｎＢ （２６１ ｂｐ）； ５． ｆｕｒ （２４４ ｂｐ）； ６． ｆｉｍＡ （８０６ ｂｐ）；
７． Ｏｍａ８７ （７０３ ｂｐ）； ８． ＯｍｐＨ （６４９ｂｐ）； ９． Ｐｓｌ （４００ ｂｐ）； １０． ｓｏｄＡ （４０５ ｂｐ）； １１． ｓｏｄＣ （２４９ ｂｐ）； １２． ｔｂｐＡ （７２８ ｂｐ）； １３． ｔｏｘＡ （８６４ ｂｐ）。

图 ２　 分离菌的毒力相关基因检测
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２􀆰 ５　 最适培养条件筛选

由图 ３ 可以看出 ＰｍＤ 最佳培养条件为于马丁肉

汤培养基， 以 １％接种量 ３７ ℃ ７５ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６ ～
１８ ｈ。

Ａ． 转速； Ｂ． 培养基； Ｃ． 接种量。

图 ３　 分离菌株最适培养条件的筛选

２􀆰 ６　 致病性试验

剖检结果可见， 死亡小鼠心脏充血、 心包和胸腔

积液， 肺脏淤血， 肝脏肿大、 有大量出血点， 最小致

死菌量为 ２􀆰 ２×１０５ ＣＦＵ， 小鼠心血回归检测结果与攻

毒菌株一致。
２􀆰 ７　 灭活疫苗的制备

２􀆰 ７􀆰 １　 最佳灭活条件的筛选

不同灭活浓度的菌液在 ２４ ｈ 后的生长结果显示，
０􀆰 ３％、 ０􀆰 ４％、 ０􀆰 ５％的灭活液在 ８ ｈ 时就没有菌落生

长， 因此最佳灭活条件为 ０􀆰 ３％的甲醛灭活 ８ ｈ。
２􀆰 ７􀆰 ２　 最佳佐剂的筛选

使用不同佐剂的灭活液对小鼠进行攻毒保护试验

发现， 铝盐佐剂的灭活液对本研究分离菌株 ＰｍＤ 的

免疫保护率达到 ８０％， 免疫保护效果较好 （表 ５），
确定铝盐佐剂为最佳佐剂。
２􀆰 ７􀆰 ３　 灭活疫苗的安全性检测

用疫苗液涂布的马丁固体培养基上无细菌生长，

小鼠在 １４ ｄ 内无明显的临床反应， 食饮欲均正常，
剖检免疫小鼠， 小鼠各器官无明显病变。 表明灭活疫

苗安全性良好。

表 ５　 分离菌株 ＰｍＤ 最佳佐剂的筛选

组别 处理 死亡数 ／ 只 保护率 ／ ％

第 １ 甲醛灭活液 ４ ６０􀆰 ０

第 ２ 铝盐佐剂 ２ ８０􀆰 ０

第 ３ 白油佐剂 ４ ６０􀆰 ０

阴性对照 ＰＢＳ １０ ０

２􀆰 ８　 重组蛋白疫苗的制备

２􀆰 ８􀆰 １　 蛋白表达与纯化检测

蛋白表达结果显示， 在 ２０ ℃ 和 ３７ ℃ 培养条件

下， 获得 ３５ ｋｕ 的目的蛋白条带， 该蛋白以包涵体的

形式存在 （图 ４Ａ）。 蛋白纯化结果显示， ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
咪唑洗脱组分得到了较纯的目的蛋白 （如图 ４Ｂ）。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １． 诱导前总蛋白； ２． ２０ ℃上清液； ３． ２０ ℃沉淀； ４． ３７ ℃上清液； ５． ３７ ℃沉淀；
６． 上样； ７． 流出； ８． 平衡； ９～１１． 分别为 ２０、 ５０ 和 ５００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑洗脱组分。

图 ４　 蛋白表达 （Ａ） 和纯化 （Ｂ） 检测
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２􀆰 ８􀆰 ２　 融合目的蛋白验证

对融合蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析， 结果显示在

理论分子量附近有明显的条带 （如图 ５Ａ）， 可初步

判断融合蛋白纯化成功。 用 ＴＭＢ 显色试剂盒显色，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示， 在相应位置出现 １ 条明显条

带 （如图 ５Ｂ）， 表明该蛋白为目的蛋白。

Ｍ． 蛋白 Ｍａｒｋｅｒ； １． 融合目的蛋白。

图 ５　 融合蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ａ） 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ （Ｂ）
检测验证

２􀆰 ８􀆰 ３　 重组蛋白疫苗的安全性检测

小鼠背部皮下多点注射蛋白疫苗， ４８ ｈ 后注射

区域有明显肉芽肿出现， 属于接种疫苗后常见的反

应， 无其他临床症状， 食饮欲均正常。 第 １４ 天进行

剖检， 脏器无明显病变， 表明重组蛋白疫苗安全性

良好。
２􀆰 ９　 免疫攻毒保护试验

灭活疫苗免疫攻毒保护试验结果显示 （表 ６），
第 ２ 组小鼠 ４８ ｈ 内死亡 ２ 只， 其余小鼠均存活， 保

护率为 ８０％； 第 １、 ４ 组小鼠 ２４ ｈ 内全部死亡， 保护

率为 ０； 第 ３ 组小鼠 ４８ ｈ 内死亡 ８ 只， ２ 只状态良

好， 保护率为 ２０％； 阴性对照组小鼠状态均良好。
解剖死亡小鼠， 心血培养后进行常规细菌检查， 确认

与注射菌一致。 结果表明， 本研究分离菌 ＰｍＤ 灭活

疫苗对相同血清型 Ｐｍ 的免疫保护效果较好， 对不同

血清型 Ｐｍ 的免疫保护效果差。

表 ６　 铝盐佐剂灭活疫苗对小鼠的免疫保护效果评价

组别 死亡数 ／ 只 保护率 ／ ％

１ （ＰｍＡ－ＸＪ３） １０ ０

２ （ＰｍＤ－ＸＪ３） ２ ８０

３ （ＰｍＦ－ＸＪ３） ８ ２０

４ （Ｐｍ 未知型） １０ ０

阴性对照 （ＰＢＳ） ０ １００

　 　 ＯｍｐＨ 重组疫苗对小鼠的免疫保护效果表明 （表
７）： １８ ｈ 内 ｂ 组和 ｄ 组小鼠精神状态良好， ａ 组、 ｃ
组和 ｅ 组均死亡 ２ 只， 其他组精神状态良好； ４８ ｈ 内

ａ 组 ２ 只死亡， ｂ、 ｅ 组 ３ 只死亡， ｄ 组 １ 只死亡；
７２ ｈ 内ａ 组全部死亡， ｂ 组 ３ 只死亡， ｃ 组 ４ 只死亡，
ｄ 组全部死亡； ５ ｄ 后 ｂ 组 ３ 只死亡， ｅ 组 ４ 只死亡，
ｃ 组全部死亡， 对照组精神状态良好。 解剖死亡小

鼠， 心血培养后进行常规细菌检查， 确认与注射菌一

致。 结果表明， 蛋白疫苗对小鼠的免疫保护效果差，
但与灭活疫苗小鼠死亡时间相比， 蛋白疫苗可以延迟

小鼠的死亡时间， 在临床研究中可为患病动物争取治

疗时间。

表 ７　 ＯｍｐＨ 重组疫苗对小鼠的免疫保护效果评价

组别 死亡数 ／ 只 保护率 ／ ％

ａ （ＰｍＡ－ＸＪ３） １０ ０

ｂ （ＰｍＤ－ＸＪ３） ９ １０

ｃ （ＰｍＦ－ＸＪ３） １０ ０

ｄ （Ｐｍ 未知型） １０ ０

ｅ （ＰｍＤ 分离株） ９ １０

阴性对照 （ＰＢＳ） ０ １００

３　 讨论

羊产业是我国规划在 “十四五” 期间大力发展

的产业。 新疆作为我国肉羊生产的主力地区， 提高产

羔数和保障羔羊存活率是非常重要的。 Ｐｍ 是对羔羊

具有严重危害的病原微生物， 本研究从病死羔羊肺脏

中分离到 １ 株强毒力 ＰｍＤ 菌株， 该菌具有 ７ 重耐药

性， 与张继红［１１］研究的结果相似。 分离菌株未检测

到耐药基因， 与耐药表型的结果不一致， 王子杰

等［１２］分析 Ｐｍ 和溶血性曼氏杆菌 （Ｍｈ） 的耐药性，
发现 Ｐｍ 和 Ｍｈ 均对青霉素耐药， 但并未检测到相关

耐药基因； 王镭［１３］的研究表明， ＰｍＡ 和 ＰｍＤ 菌株均

对多种药物耐药， 但耐药基因与耐药表型并不能完全

吻合。 这表明 Ｐｍ 菌株对某种抗生素的耐药是由多种

机制共同作用的结果， 由多种因素决定， 如外界环境

的诱导、 耐药基因的突变等［１４］。 由于我国羊肉的消

费类型从成年羊转向羔羊［１５］， 羔羊肉抗生素易残留

又是目前非常严峻的食品安全问题， 因此， 对该菌的

控制不能再单纯地依赖于抗生素。 Ｐｍ 疫苗则是避免

严重疾病发生的最佳途径， 也可避免生物和食品安全

问题。
灭活疫苗因其制备技术成熟， 使用过程安全性

高， 是目前 Ｐｍ 防控最常用的疫苗种类之一。 但是迄

今为止， Ｐｍ 商品化疫苗仅具有针对猪、 牛、 兔和禽
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的灭活疫苗， 目前暂无用于羊的任何类型商品化疫

苗。 因此， 本研究制备了 ＰｍＤ 灭活疫苗， 其对同血

清型菌株 （ＰｍＤ） 的保护率达到 ８０％， 对异型菌株

的保护率较低， 这与 Ｏｄｕｇｂｏ 等［１６］ 的研究结果一致，
说明 Ｐｍ 的交叉保护率较低。

由于 Ｐｍ 不同血清型间具有一些同源性较高的保

护因子， 因此， 本研究进一步研究了 ＯｍｐＨ 新型重

组蛋白疫苗， 即采用羊源 Ｐｍ ＯｍｐＨ 蛋白制备重组蛋

白疫苗， 结果显示其保护率极低， 仅对 ＰｍＤ 型菌株

有 １０％的保护率， 这与其他源 ＯｍｐＨ 重组蛋白疫苗

的结果相差较大［５－８］。 但是也发现该疫苗能延缓小鼠

的发病和死亡时间， 这与杨成凯［１７］ 研究的猪源 Ｐｍ
ＯｍｐＨ 重组蛋白疫苗的研究结果一致。 ＯｍｐＨ 重组蛋

白疫苗保护率较低的主要原因可能是重组蛋白也需要

佐剂的辅助， 不同的佐剂能够非特异性地增强或改变

机体对抗原的免疫应答， 对免疫原本身的影响较大；
其次可能是 ＯｍｐＨ 通过原核表达后极易形成包涵体，
其复性后对蛋白的功能产生了一定的影响， 具体原因

还有待进一步研究。

４　 结论

本研究从犊羊的肺中分离到 １ 株强毒力的 ＰｍＤ
菌株， 该菌具有 ７ 重耐药， 提示对羊场进行日常治疗

Ｐｍ 感染时应谨慎使用抗生素。 本研究评价了由 ＰｍＤ
菌株制备的灭活疫苗与 ＯｍｐＨ 重组蛋白疫苗的免疫

保护性， 提示使用 ＰｍＤ 灭活疫苗对同血清型菌株的

免疫保护效果较好， 对不同血清型的 Ｐｍ 交叉保护性

较差， 而 ＯｍｐＨ 重组蛋白疫苗对各种血清型菌株保

护效果均不理想， 因此， 对于羊多杀性巴氏杆菌病的

防控还需进一步研究多价疫苗和新型疫苗。
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