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摘要： 旨在制备禽致病性大肠杆菌菌蜕， 并优化制备条件。 将温控型表达质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 通过电击的方式， 电转化入 １２ 株禽致病性大肠杆菌分

离株中， 通过改变温度诱导 Ｅ 基因表达来裂解细菌制备菌蜕； 同时探究了不同起始诱导 Ａ６００值 （０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６） 对裂解效率的影响， 优化制备

条件提高裂解效率， 并评估禽致病性大肠杆菌菌蜕的免疫保护力。 结果： 不同菌株的裂解效率有较大差异， 在起始诱导 Ａ６００值为 ０􀆰 ５ 时， 禽致病

性大肠杆菌 Ｄ７８ 菌蜕的裂解效率最高， 可达约 ９８􀆰 ００％； 经透射电镜观察发现， 制备获得的菌蜕表面有明显孔道， 细胞质从孔道溢出， 菌体电子

密度下降； 免疫效力评估试验显示， ＳＰＦ 鸡经肌肉注射 Ｄ７８ 菌蜕疫苗， 二免 １４ ｄ 后， 通过气囊注射攻毒， Ｄ７８ 菌蜕疫苗的免疫保护率为 ６６􀆰 ６７％，
优于 Ｄ７８ 甲醛灭活疫苗。 研究结果为新型禽致病性大肠杆菌疫苗的研发奠定了基础。
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ｃｏｌｉ， ＡＰＥＣ） 能够通过呼吸道感染宿主， 继而在宿主

体内定殖［１－２］。 该菌感染引发的疾病种类繁多， 包括

但不限于大肠杆菌性肉芽肿、 腹膜感染、 输卵管炎

症、 脐部感染、 滑膜炎症等， 不仅影响禽类的生长和

发育， 而且降低养殖效益。 因此， 对禽大肠杆菌病有

效防控措施的探索具有重要意义。 目前， 防控大肠杆

菌病的主要手段有生物安全防控， 使用抗生素和免疫

疫苗。 然而， 由于抗生素的不合理使用， 容易导致大
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肠杆菌耐药性菌株产生， 且这种耐药性可在细菌之间

进行传播［３］， 因此， 随着兽用抗菌药综合治理的加

强， 疫苗免疫逐步替代药物预防。 这种转变不仅符合

公共卫生和动物福利的要求， 也展现了疫苗在疾病控

制领域的重要地位［４］。 现有细菌疫苗存在一系列问

题， 如细菌灭活疫苗会破坏细菌表面的免疫原性， 弱

毒活菌苗存在将强毒株致弱的耗时耗力问题和弱毒活

菌苗毒力返强的潜在风险， 亚单位疫苗存在需要额外

加入佐剂增加成本等。 因此， 能解决以上问题的新型

禽致病性大肠杆菌疫苗一直是科研工作者的研究

热点。
Ｌｕｂｉｔｚ 等［５］研究发现， 噬菌体 ＰｈｉＸ１７４ 的裂解基

因 Ｅ 在革兰阴性菌中表达， 能够诱导菌体形成跨膜

通道， 从而允许细胞质和细胞器等关键组分从孔道中

泄露， 进而生成无繁殖活性的细菌空壳， 即所谓的菌

蜕。 由于菌蜕并未破坏细菌表面的抗原结构， 因此其

细胞膜成分， 如脂多糖、 肽聚糖、 鞭毛等得以完整保

留， 并能够刺激机体产生显著的体液免疫、 细胞免疫

以及黏膜免疫应答， 因此被视为一种具有潜力的新型

疫苗候选。 另有研究表明， 菌蜕不仅可以直接作为疫

苗进行免疫， 还具有良好的载体和佐剂功能［６－７］。 此

外， 菌蜕易于储存和运输。 综合以上特点分析， 菌蜕

具有较为广阔的应用前景。
本研究将温控型表达质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 电转入 １２

株 ＡＰＥＣ 分离株中， 筛选出裂解率较高的菌株， 对裂

解条件进行优化以制备 ＡＰＥＣ 菌蜕， 并对所制备菌蜕

的免疫保护力进行了测定。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株及质粒

对氨苄青霉素钠敏感的 ＡＰＥＣ 菌株 Ｄ２、 Ｄ３、
Ｄ９、 Ｄ２５、 Ｄ３３、 Ｄ５２、 Ｄ７８、 Ｄ１２３、 Ｄ１７６、 Ｄ２０４、
Ｄ２５８、 Ｓ４ 分离自临床发病鸡 （见表 １）， 温控型表达

质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ、 ｐＢＶ２２１ 由江苏农牧科技职业学院

保存及惠赠。

表 １　 ＡＰＥＣ 菌株信息

菌株名称 菌株来源 血清型 菌株名称 菌株来源 血清型

Ｄ２ 鸭， 徐州， ２０１８ － Ｄ７８ 鸡， 商丘， ２０１９ Ｏ７８

Ｄ３ 鸭， 徐州， ２０１８ － Ｄ１２３ 鸭， 宿州， ２０１９ Ｏ１４５

Ｄ９ 鸭， 徐州， ２０１８ － Ｄ１７６ 鸭， 徐州， ２０２０ －

Ｄ２５ 鹅， 徐州， ２０１８ － Ｄ２０４ 鸭， 连云港， ２０２１ －

Ｄ３３ 鸭， 徐州， ２０１８ － Ｄ２５６ 鸭， 阜阳， ２０２１ －

Ｄ５２ 鸭， 周口， ２０１９ － Ｓ４ 鸭， 常州， ２０２１ －

　 　 　 　 注： －表示菌株血清型暂未确定。

１􀆰 ２　 主要试剂

ＰＣＲ 试剂盒采购于北京全式金生物技术有限公

司。 ＤＬ２０００ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和 ＤＮＡ 上样缓冲液等

关键试剂， 均从宝日医生物技术有限公司购入。 氨苄

青霉素则由 ＢＢＩ 生命科学有限公司供应。 氯化钠、 氯

化钾、 磷酸二氢钾以及十二水合磷酸氢二钠等化学试

剂全部购自国药集团化学试剂有限公司。
１􀆰 ３　 试验动物

７ 日龄 ＳＰＦ 来航鸡 ４５ 只， 购自勃林格殷格翰

公司。
１􀆰 ４　 温控型表达质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ、 ｐＢＶ２２１ 的转化

按参考文献 ［８］ 的方法制备 ＡＰＥＣ Ｄ２、 Ｄ３、
Ｄ９、 Ｄ２５、 Ｄ３３、 Ｄ５２、 Ｄ７８、 Ｄ１２３、 Ｄ１７６、 Ｄ２０４、
Ｄ２５８、 Ｓ４ 的电转化感受态细胞。 取温控型表达质粒

ｐＢＶ２２１－Ｅ、 ｐＢＶ２２１ 各 １ μＬ 分别加至 １００ μＬ ＡＰＥＣ

感受态细胞中， 在 ２ ５００ Ｖ、 ２００ Ω、 ２５ μＦ 条件下电

转化， 于 ２８ ℃， ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ２ ｈ， 恢复抗性。
取 １００ μＬ 菌液均匀地涂布于含有 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉

素的 ＬＢ 琼脂平板上， ２８ ℃培养 １６ ～ １８ ｈ。 挑取单菌

落， 接种至含 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 氨苄青霉素的 ＬＢ 培养液中，
２８ ℃振荡培养 １２～１６ ｈ。 根据溶菌质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 上

的裂解基因 Ｅ 基因设计引物 （引物序列见表 ２）， 对

菌落中的 Ｅ 基因进行 ＰＣＲ 鉴定。 ＰＣＲ 体系为 ２０ μＬ，
其中 ｄＮＴＰｓ １􀆰 ６ μＬ， １０×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ２ μＬ，
上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ， 菌液 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １４􀆰 ４ μＬ。
ＰＣＲ 反应条件为： ９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性

３０ ｓ， ５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 进行 ３５ 个循

环； 再 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 通过琼脂糖凝胶电泳确定

ＰＣＲ 产物的片段大小， 送至生工生物工程 （上海）
股份有限公司测序。
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表 ２　 Ｅ 基因检测用引物

引物名称 序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

２２１Ｅ－Ｆ ＡＡＧＡＡＧＧＧＣＡＴＴＣＡＡＡＧ

２２１Ｅ－Ｒ ＣＴＧＣＧＴＴＣＴＧＡＴＴＴＡＡＴＣＴＧ
４７６

１􀆰 ５　 用于菌蜕制备的重组菌株的筛选

将鉴定为阳性的 ＡＰＥＣ 重组菌株 Ｄ２、 Ｄ３、 Ｄ９、
Ｄ２５、 Ｄ３３、 Ｄ５２、 Ｄ７８、 Ｄ１２３、 Ｄ１７６、 Ｄ２０４、 Ｄ２５８、
Ｓ４ 分别接种于 ５ ｍＬ 含氨苄青霉素的 ＬＢ 培养液中，
２８ ℃过夜培养。 取 ５０ μＬ， 转接至 ５ ｍＬ 含氨苄青霉

素的 ＬＢ 培养基中， 将含有温控表达质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ
和 ｐＢＶ２２１ 的菌液于 ２８ ℃振荡培养至 Ａ６００值约为 ０􀆰 ５
时［８］， 取 １００ μＬ 含有 ｐＢＶ２２１－Ｅ 的菌液样品作为诱

导前对照， 置于 ４ ℃保存。 然后将含有质粒 ｐＢＶ２２１－
Ｅ 和 ｐＢＶ２２１ 的菌液置于 ４２ ℃升温诱导 Ｅ 基因裂解，
每隔 ３０ ｍｉｎ 取样测定 Ａ６００ 值， 至含有溶菌质粒

ｐＢＶ２２１－Ｅ 菌液的 Ａ６００值不继续下降， 此时结束培养，
收获菌蜕溶液。 将诱导前的含溶菌质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 的

菌液用无菌 ＰＢＳ 溶液进行 １０－７、 １０－８、 １０－９稀释， 升

温诱导后的菌液用无菌 ＰＢＳ 溶液进行 １０－４、 １０－５、
１０－６稀释， 每个稀释度各涂 ３ 个无抗生素的 ＬＢ 平板，
平板在 ３７ ℃ 的恒温条件下培养 １２ ｈ 后进行菌落计

数， 并计算裂解率［９］。
裂解率 ＝ （１ －诱导后菌落数 ／诱导前菌落数） ×

１００％。 　
１􀆰 ６　 裂解条件的优化

将筛选出的裂解效率最高的菌株接种于 ５ ｍＬ 含

氨苄青霉素的 ＬＢ 培养液中， ２８ ℃振荡培养过夜； 取

５０ μＬ， 转接至 ５ ｍＬ 含氨苄青霉素的 ＬＢ 培养基中，
于 ２８ ℃培养至 Ａ６００值为 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ６ 时， 从培养

物中取出 １００ μＬ 含有 ｐＢＶ２２１－Ｅ 的菌液样本， 用作

诱导前的对照， 并将其置于 ４ ℃条件下进行保存。 接

着， 将含有质粒 ｐＢＶ２２１ －Ｅ 和 ｐＢＶ２２１ 的菌液置于

４２ ℃摇床中， 升温诱导 Ｅ 基因裂解， 每隔 ３０ ｍｉｎ 取

样测定 Ａ６００值。 诱导培养约 ４ ｈ 后， 待含有溶菌质粒

ｐＢＶ２２１－Ｅ 菌液的 Ａ６００值不继续下降， 此时结束培养，
收获菌蜕溶液。 按照 １􀆰 ５ 所述计算裂解效率。
１􀆰 ７　 菌蜕的灭活

向菌蜕 溶 液 中 加 入 β － 丙 内 酯， 终 浓 度 达

０􀆰 ０２５％， ４２ ℃作用 １ ｈ 进行灭活。 离心菌液收集菌

体沉淀， 沉淀用无菌 ＰＢＳ 溶液清洗 ３ 遍后重悬， 再

次加入终浓度为 ０􀆰 ０５％的 β－丙内酯， 于 ４２ ℃作用

２ ｈ， 并取少量悬浊液接种无抗 ＬＢ 固体培养基和液体

培养基进行无菌检验。
１􀆰 ８　 透射电镜观察菌蜕

用负染色方法对 Ｄ７８ ＡＰＥＣ 菌蜕进行染色， 同时

制备转化有空载体 ｐＢＶ２２１ 的宿主菌作为对照样品，
使用 Ｐｈｉｌｉｐｓ 透射电子显微镜观察菌体结构。
１􀆰 ９　 菌蜕免疫保护力的测定

将 ４５ 只 ７ 日龄 ＳＰＦ 来航鸡随机分成 ３ 组， 每组

１５ 只。 其中： Ａ 组肌内注射甲醛灭活的 ＡＰＥＣ Ｄ７８
全菌， Ｂ 组肌内注射 ＡＰＥＣ Ｄ７８ 菌蜕， Ｃ 组肌内注射

ＰＢＳ 作为攻毒对照组， Ａ 组和 Ｂ 组接种剂量为 ２×１０９

ＣＦＵ ／只［１０］， Ｃ 组注射 ＰＢＳ １００ μＬ ／只。 ７ 日龄进行首

次免疫， ２ 周后进行第二次免疫， 二免 １４ ｄ 后， 每组

鸡通过气囊注射 Ｄ７８ 株进行攻毒， 攻毒剂量为 １×１０８

ＣＦＵ ／只。 记录 ７ ｄ 内来航鸡的临床症状、 发病数、
存活数等， 并计算保护率。

保护率＝ （免疫组存活数 ／组内总数） ×１００％。

２　 结果

２􀆰 １　 裂解质粒转化 ＡＰＥＣ 的鉴定

溶菌质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 电转 ＡＰＥＣ 菌株后， 通过菌

液 ＰＣＲ 鉴定发现扩增基因片段长度与 Ｅ 基因长度一

致 （见图 １）， 证明 ｐＢＶ２２１－Ｅ 成功转入 １２ 株 ＡＰＥＣ。
２􀆰 ２　 重组菌株的裂解效率

由图 ２ 可见， １２ 株转化溶菌质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 的

重组菌 Ａ６００值均在升温诱导 ３０ ｍｉｎ 后达到最高， 然后

下 降； Ｄ２、 Ｄ３、 Ｄ９、 Ｄ２５、 Ｄ３３、 Ｄ５２、 Ｄ１２３、
Ｄ１７６、 Ｄ２０４、 Ｄ２５８、 Ｓ４ 菌株 Ａ６００ 值在诱导 ２１０ ｍｉｎ
后呈现上升趋势， 但 Ｄ７８ 菌株在诱导中 Ａ６００值相对稳

定， 在 ２１０ ｍｉｎ 后达到最低， 然后趋于平稳。 经计

算， 转化溶菌质粒 ｐＢＶ２２１－Ｅ 的 Ｄ２、 Ｄ３、 Ｄ９、 Ｄ２５、
Ｄ３３、 Ｄ５２、 Ｄ７８、 Ｄ１２３、 Ｄ１７６、 Ｄ２０４、 Ｄ２５８、 ＤＳ４
菌液的裂解效率分别为 ９７􀆰 ７８％、 ６０􀆰 ００％、 ９６􀆰 １５％、
１４􀆰 ００％、 ９４􀆰 ００％、 ０、 ９８􀆰 ００％、 ９１􀆰 ６７％、 ４５􀆰 ００％、
９７􀆰 ５０％、 ８９􀆰 ４０％、 ６５􀆰 ００％。 以重组菌 Ｄ７８ 菌株的

裂解效率最高， 故选择该菌株制备菌蜕用于后续

试验。
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Ｍ． ＤＬ１０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ２； ２􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ３； ３􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ９； ４􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ２５； ５􀆰 ｐＢＶ２２１ －Ｅ ／ Ｄ３３； ６􀆰 ｐＢＶ２２１ －

Ｅ ／ Ｄ５２； ７􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ７８； ８􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ１２３； ９􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ１７６； １０􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ２０４； １１􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ２５８； １２􀆰 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｓ４。

图 １　 重组菌株的 ＰＣＲ 鉴定
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图 ２　 重组菌株的生长曲线

２􀆰 ３　 裂解条件的优化

当起始 Ａ６００值分别为 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ 和 ０􀆰 ６ 时， Ｄ７８ 菌

株的诱导培养生长曲线见图 ３。 在诱导培养 ３０ ｍｉｎ
后， 菌液的 Ａ６００值均达到最高。 当起始 Ａ６００值为 ０􀆰 ５
时， 培养 ６０ ｍｉｎ 后的菌液 Ａ６００值最低。 经计算， 起始

Ａ６００值分别为 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ 和 ０􀆰 ６ 时， Ｄ７８ 菌株的裂解效

率分别为 ９６􀆰 １２％、 ９８􀆰 ００％和 ９５􀆰 ００％。 因此， 选择

Ａ６００值为 ０􀆰 ５ 作为诱导培养起始点。
２􀆰 ４　 菌体的透射电镜观察

透射电镜观察发现， 对照菌 ｐＢＶ２２１ ／ Ｄ７８ 菌体结

构正常、 完整， 菌体的电子密度较高且分布均匀

（图 ４Ａ）； ｐＢＶ２２１ －Ｅ ／ Ｄ７８ 菌蜕电子密度分布不均，

外围细胞质电子密度降低明显， 菌膜上有孔道形成，
可见细胞质通过孔道外泄 （图 ４Ｂ）。

图 ３　 ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ７８ 诱导培养生长曲线

Ａ． ｐＢＶ２２１ ／ Ｄ７８ 诱导后菌体 （对照）； Ｂ． ｐＢＶ２２１－Ｅ ／ Ｄ７８ 诱导后菌体， 方框处为菌体上形成的孔道。

图 ４　 透射电镜检测结果

２􀆰 ５　 菌蜕免疫保护力的测定

ＡＰＥＣ 分离株 Ｄ７８ 攻毒后， Ａ 组 ＳＰＦ 鸡在 ４８ ｈ
后陆续死亡 ６ 只， 剩余 ９ 只耐过后逐渐康复， 甲醛灭

活疫苗对 Ｄ７８ 分离株攻毒 ＳＰＦ 鸡的免疫保护率为

６０􀆰 ００％ （９ ／ １５）； Ｂ 组 ＳＰＦ 鸡在 ４８ ｈ 后陆续死亡 ５
只， 剩余 １０ 只耐过后逐渐康复， 菌蜕疫苗的免疫保

护率为 ６６􀆰 ６７％ （１０ ／ １５）； 攻毒对照组 ＳＰＦ 鸡死亡

１３ 只。

３　 讨论

菌蜕的形成是革兰阴性菌通过对噬菌体 ＰｈｉＸ１７４
的裂解基因 Ｅ 的利用实现的［１１－１２］。 裂解基因 Ｅ 能够

使细菌的细胞外膜与内膜发生融合， 成功诱导形成跨

膜孔隙， 其直径范围介于 ４０～２００ ｎｍ， 细菌的胞质内

容物在渗透压的影响下， 通过该孔隙排除， 从而形成

一个空壳［１３］。 在此作用下形成的孔隙多分布在细菌
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菌体的两极位置或中间位置， 而不是在细菌菌体表面

散在分布［１４］。 本研究在制备了 Ｄ７８ ＡＰＥＣ 菌蜕后，
于透射电镜下可观察到制备的菌蜕表面有明显孔隙，
且孔隙宽度约为 ２００ ｎｍ， 胞质内容物从孔隙排出，
与相关报道中的描述相符。

本研究中， 将溶菌质粒 ｐＢＶ２２１ － Ｅ 电转化入

ＡＰＥＣ 分离株中， 通过升温诱导 Ｅ 基因表达来制备菌

蜕。 检测发现， １２ 株 ＡＰＥＣ 分离株的裂解效率差距

较大， Ｄ５２ 株甚至未能被诱导裂解， 提示菌株本身的

遗传物质对外源质粒的表达或 Ｅ 蛋白裂解作用的发

挥可能有较大影响， 并不是所有菌株都可使用该方法

高效制备菌蜕。 在探究不同起始诱导 Ａ６００ 值 （０􀆰 ４、
０􀆰 ５、 ０􀆰 ６） 对裂解效率的影响时发现， 起始 Ａ６００值分

别为 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ５ 和 ０􀆰 ６ 时的生长曲线和裂解效率均有

差异， 在起始诱导 Ａ６００值为 ０􀆰 ５ 时， 裂解效率最高。
以上结果与之前的研究结果基本一致［１４］。 有研究者

通过诱导 Ｅ 基因表达来制备 ＡＰＥＣ ＤＥ１７ 菌株的菌蜕

时， 选择的起始诱导 Ａ６００值为 ０􀆰 ４， 也取得了较高的

裂解效率［１５］。 这与本研究结果有所不同， 分析原因

可能是所用的 ＡＰＥＣ 菌株存在差异。
单纯使用升温诱导 Ｅ 基因表达来裂解细菌， 其

裂解效率很难达到 １００％［１６］， 且菌蜕中仍有活菌残

留， 作为疫苗使用仍有风险。 为了安全起见， 本研究

采取了 β－丙内酯进行了灭活， 并通过灭活检验后，
证实无活菌残留。 攻毒保护试验结果显示， 菌蜕疫苗

组保护率为 ６６􀆰 ６７％， 甲醛灭活疫苗组的保护率为

６０􀆰 ００％， 表明菌蜕疫苗在不加佐剂的情况下免疫保

护效果优于甲醛灭活疫苗， 这与王景霖等［１７］ 的研究

结果相符。 然而， 也有研究中甲醛灭活疫苗显示出更

高的保护效果［１８－１９］， 原因可能是不同试验菌株的感

染特性有差异。 总之， 在菌蜕疫苗的研发过程中， 应

充分考虑疫苗菌株在遗传物质和感染特性等方面差

异， 筛选裂解效率和保护效果均较优的菌株， 以确保

菌蜕疫苗的研究和应用价值。 本研究结果为新型禽致

病性大肠杆菌疫苗的研发奠定了基础。
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