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主要研究方向为动物细菌疫病防治ꎮ ( Ｔｅｌ) ０２５￣
８４３９０９８８ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｚｈｏｕｊｍ０７５＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为评估猪胸膜肺炎放线杆菌外膜囊泡对小鼠免疫系统的刺激水平ꎬ以铁离子限制下体外培养猪胸膜

肺炎放线杆菌 ｓｈｏｐｅ 菌株ꎬ经离心、０􀆰 ２２ μｍ 过滤处理后获取无细胞培养上清ꎬ继而超速离心制备细菌释放的外膜

囊泡(Ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬＯＭＶ)ꎬ以 ＯＭＶ 作为亚单位疫苗 ２ 次鼻腔免疫小鼠ꎮ 结果表明ꎬ通过透射电镜观察

可见大部分 ＯＭＶ 直径在 ５０ ｎｍ 至 １００ ｎｍ 之间ꎬＯＭＶ 免疫小鼠长期增质量与 ＰＢＳ 免疫组无显著差异ꎬ同时 ＯＭＶ 不

仅能够刺激小鼠血清产生高水平的 ＩｇＧꎬ而且在小鼠肺脏中产生高水平的 ＩｇＡꎮ 可见ꎬＯＭＶ 是一种高效免疫刺激

物ꎬ能有效地刺激小鼠肺脏黏膜产生免疫反应ꎮ
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急性感染猪临床表现严重的呼吸困难、肺部出血和

纤维性胸膜炎ꎬ病死率高ꎬ慢性耐过猪生长迟缓ꎬ往
往成为隐性病原携带者ꎬ该病被公认为危害现代养

猪业的重要传染病之一[１]ꎮ Ａ. ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 主

要侵袭呼吸道ꎬ而正常呼吸道重要的防御免疫球蛋

白为分泌型 ＩｇＡꎬＩｇＡ 可以中和黏液中细菌ꎬ阻止细

菌与黏膜表面粘附ꎬ起到免疫清除作用ꎬ因此增强机

体黏膜免疫反应的免疫策略可提高免疫保护效

果[２￣３]ꎮ 目前国内外可获得针对 Ａ. ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
的疫苗包括全菌灭活疫苗和 Ａｐｘ 毒素、蛋白质组合

的亚单位疫苗ꎬ而大多数灭活全菌疫苗采用肌肉注

射[４￣６]ꎬ理论上不能够有效诱发黏膜免疫[７]ꎬ此外全

菌灭活疫苗仅提供血清型特异性的免疫保护ꎬ对于

不同血清型 Ａ. ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 菌株无交叉保护效

果[４ꎬ８]ꎬ使得灭活疫苗的应用存在一定的限制ꎮ 相

比较于灭活疫苗和减毒活疫苗ꎬ亚单位疫苗具有更

好的安全性ꎬ但由于亚单位疫苗仅含有一种或某几

种抗原物ꎬ单独免疫动物时往往不能在体内诱发较

高水平的免疫反应ꎬ因此需要通过配合佐剂、偶联多

糖或抗原控释等方式改善亚单位疫苗的免疫原

性[９￣１２]ꎮ 通过抗原控释技术处理获得的整合有抗原

物的极微小颗粒物[１１ꎬ１３]ꎬ可以较好地刺激机体免疫

系统ꎬ该技术显现出诱人的应用前景ꎬ但需要对抗原

进行纯化及包埋ꎬ大大增加了产品成本ꎬ阻碍了该技

术在畜禽疫苗制剂上的应用[１４]ꎮ
革兰氏阴性菌体外培养时能够向培养液中释

放一种被称为外膜囊泡 ( Ｏｕｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ
ＯＭＶ)的膜结合小囊泡ꎬＯＭＶ 大小从 ２０ ｎｍ 到 ２５０
ｎｍ 不等ꎬ其组成包含毒素、酶、黏附素、ＤＮＡ、部分

外膜蛋白和胞质成分ꎮ 尽管目前对于 ＯＭＶ 生物

合成的途径还不清楚ꎬ但是 ＯＭＶ 能够刺激免疫系

统[１５] ꎬ并且具有类似于控释技术处理的抗原效果ꎬ
在许多病原菌研究中将其列为疫苗候选物进行评

估[１６] ꎮ ２０１３ 年欧洲药品管理局( ＥＭＡ)批准的 Ｂ
群脑膜炎疫苗 Ｂｅｘｓｅｒｏꎬ其中即含有 ＯＭＶ 成分[１７] ꎮ
另外ꎬ病原菌进入机体后ꎬ将会受到新环境的信号

刺激ꎬ产生一系列因子ꎬ譬如 Ａ. ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
仅在铁离子限制的生长环境下ꎬ才能表达转铁结

合蛋白 ( Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂꎬ ＴｂｐＢ)ꎬ而

ＴｂｐＢ 业已被证实为一种较好的免疫保护物[１８] ꎮ
ＯＭＶ 的形成同样会受到环境因素的影响ꎬ研究发

现以 ＥＤＴＡ 螯合培养基中细菌生长所需的离子物

质后ꎬ刺激了恶臭假单胞菌的 ＯＭＶ 的释放[１９] ꎮ 本

研究拟制备 Ａ. ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 在铁离子限制下

释放的 ＯＭＶꎬ并以小鼠为模型ꎬ评估制备的 ＯＭＶ
对动物免疫系统的刺激能力ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细菌菌株及培养

猪胸膜肺炎放线杆菌血清 １ 型 ｓｈｏｐｅ 菌株购自

中国兽医药品监察所ꎬ培养基为含有终浓度 １００
μｇ / ｍｌ烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(ＮＡＤꎬ南京生兴生物

技术有限公司产品)的 Ｔｏｄｄ Ｈｅｗｉｔｔ Ｂｒｏｔｈ(ＴＨＢꎬ美
国 ＢＤ 公司产品)ꎮ

将 ｓｈｏｐｅ 菌株的冻干菌种划线接种于 ＴＨＢ(含
ＮＡＤ)固体培养基ꎬ５％ ~１０％ ＣＯ２条件下 ３７ ℃培养

１６~１８ ｈꎮ 将固体培养基上 ５ ~ ８ 个单菌落接种至 ６
ｍｌ ＴＨＢ(含 ＮＡＤ)液体培养基ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养

６~ ８ ｈꎮ 随后将培养物以 １％比例接种至 ４００ ｍｌ
ＴＨＢ(含 ＮＡＤ)液体培养基ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养ꎮ
参照文献[２０]ꎬ待细菌培养至对数生长早期(ＯＤ６００

约为 ０􀆰 ２)时ꎬ在培养基中添加终浓度 １５０ μｍｏｌ / Ｌ
二乙烯三胺五乙酸钙三钠盐水合物(Ｓｉｇｍａ 公司产

品)ꎬ形成铁离子限制环境ꎬ继续 ３７ ℃振荡培养约

１４~１６ ｈꎮ
１.２　 外膜囊泡(ＯＭＶ)的分离

参照文献[２１]略作修改ꎬ对 ｓｈｏｐｅ 菌株释放的

外膜囊泡进行分离ꎮ 首先收集细菌培养物ꎬ４ ℃
８ ８１９ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃去沉淀ꎬ０􀆰 ２２ μｍ 过滤上

清ꎬ获得无细胞上清物ꎻ４ ℃ ３５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 超速离心

３ ｈ(Ｔｉ ４５ 型转头ꎬＢｅｃｋｍａｎ 离心机)ꎬ弃去上清ꎬ沉
淀以适量 ９􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液(ＰＢＳꎬｐＨ７􀆰 ４)
重悬ꎻ再次 ４ ℃ ３５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 超速离心 ３ ｈꎬ弃去上

清ꎬ沉淀重悬于 ３ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ即为制备的细菌

外膜囊泡ꎬ－７０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 ＯＭＶ 蛋白质定量及电镜观察

参照 ＲＣ ＤＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ 试剂盒(Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司

产品)说明书ꎬ以牛血清白蛋白为蛋白质标准品ꎬ测
定制备的外膜囊泡蛋白质浓度ꎮ 以 ＰＢＳ 缓冲液稀

释外膜囊泡蛋白质浓度至 ０􀆰 ０２ ｍｇ / ｍｌꎬ取该浓度下

外膜囊泡 ５ μｌꎬ吸附于碳涂层的铜载网 １５ ｓꎬ弃去溢

出液ꎬ样品以 ２％乙酸双氧铀负染 １５ ｓꎬ弃去溢出液ꎮ
用透射电镜( ＪＥＯＬ￣１０１０ꎬ日本电子株式会社产品)
观察外膜囊泡负染下的形态ꎮ
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１.４　 小鼠免疫及体质量监测

购买 ５ 周龄清洁级雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠(扬州大

学比较医学中心)２０ 只ꎬ随机分为 ２ 组ꎬ每组 １０ 只ꎬ
其中 １ 组鼻腔注射 ２０ μｌ ＰＢＳ 缓冲液ꎬ另 １ 组鼻腔

注射 ２０ μｌ 制备的外膜囊泡ꎮ 首次免疫后 ２１ ｄꎬ同
法再进行 １ 次加强免疫ꎮ 小鼠免疫后 ４２ ｄ 内ꎬ每周

监测小鼠的体质量ꎬ对 ２ 组间小鼠体质量的差异进

行非匹配双尾 ｔ 检验ꎮ
１.５　 样品采集及 ＥＬＩＳＡ 测定

首次免疫后 ２１ ｄ、４２ ｄꎬ随机采集各组 ５ 只小

鼠的血液ꎬ血液 ３７ ℃静置 １ ｈ 后ꎬ４ ℃静置过夜ꎬ４
℃ ４ ６００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清制备小鼠血

清ꎮ 另外于首次免疫后 ４２ ｄꎬ每组随机各选 ３ 只

小鼠ꎬ无菌分离小鼠肺脏ꎬ通过气管将 １ ｍｌ ＰＢＳ 缓

冲液注入肺脏中ꎬ令肺脏充盈ꎬ制备肺泡盥洗液

(Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｗａｓｈｉｎｇｓꎬ ＲＴＷ)ꎬ肺泡盥洗液于

４ ℃ ４ ６００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去细胞碎片ꎬ收集

上清ꎮ
用碳酸盐缓冲液 ( １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３ꎬ ４６

ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＣＯ３ꎬｐＨ ９􀆰 ６)稀释 ＯＭＶｓ 至蛋白质浓

度 ０􀆰 ３５ μｇ / ｍｌꎬ以每孔 １００ μｌ 加入酶标板中ꎬ４ ℃
反应 １６ ~ １８ ｈꎬ倾去包被液ꎬ酶标板中加入 ２００ μｌ
ＰＢＳＴ 洗液ꎬ室温反应 ５ ｍｉｎꎬ倾去洗液ꎬ同法再次

洗涤ꎬ共计 ３ 次ꎬ于酶标板中加入封闭液(１％的明

胶)ꎬ每孔 ２００ μｌꎬ３７ ℃反应 １ ｈꎬ倾去封闭液ꎬ同上

以 ＰＢＳＴ 洗涤ꎬ酶标板中加入一抗ꎬ即 １％脱脂奶粉

和 １００ 倍稀释的小鼠血清或 ４ 倍稀释的小鼠肺泡

盥洗液(经过系列倍比稀释摸索最佳稀释度)ꎬ每
孔 １００ μｌꎬ３７ ℃反应 １ ｈꎬ倾去一抗ꎬ同上以 ＰＢＳＴ
洗涤ꎬ酶标板中加入用 ＰＢＳＴ 洗液２ ０００倍稀释的

ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ(南京诺维赞生物科技有限

公司产品)或 ４００ 倍稀释的 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＡ
二抗(Ａｂｃａｍ 公司产品) (经过系列倍比稀释摸索

最佳稀释度)ꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃反应 １ ｈꎬ倾去二

抗ꎬ同上以 ＰＢＳＴ 洗涤ꎬ酶标板中加入 ＴＭＢ 底物显

色液ꎬ每孔 １００ μｌꎬ室温显色 １５ ｍｉｎꎬ于酶标板中加

入 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ꎬ每孔 ５０ μｌꎬ终止显色ꎬ酶标仪读

取酶标板各孔 ＯＤ４５０值ꎮ
１.６　 统计分析

对 ＥＬＩＳＡ 数据进行统计分析ꎬ数值以平均值±
标准误显示ꎬ组间差异比较运用非匹配双尾 ｔ 检验ꎬ
当 Ｐ<０􀆰 ０５ 表示差异显著ꎮ

２　 结 果

２.１　 外膜囊泡蛋白质定量及电子显微结构

制备铁离子限制下 ｓｈｏｐｅ 菌株释放的外膜囊

泡ꎬＲＣ ＤＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ 试剂盒检测显示ꎬ该外膜囊

泡的蛋白质浓度为 ０􀆰 ０３５ ｍｇ / ｍｌꎮ 以乙酸双氧铀负

染后ꎬ用透射电镜观察外膜囊泡形态ꎬ可见多数囊泡

颗粒物直径介于 ５０ ｎｍ 至 １００ ｎｍ 之间(图 １)ꎮ

图 １　 猪胸膜肺炎放线杆菌外膜囊泡的透射电镜观察

Ｆｉｇ.１　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｓｔａｉｎｅｄ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ａｃｔｉ￣
ｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

２.２　 外膜囊泡免疫小鼠的体质量比较

监测小鼠免疫后 ４２ ｄ 内每周体质量ꎬ结果显示

初次免疫及二次免疫后 ７ ｄꎬ外膜囊泡免疫组小鼠体

质量显著低于 ＰＢＳ 免疫组ꎬ其他时间点两个免疫组

之间体质量无显著差异(图 ２)ꎮ 说明外膜囊泡仅于

免疫后较短时间内影响小鼠的体质量ꎬ后期小鼠体

质量能够恢复正常水平ꎮ
２.３　 免疫小鼠诱发的 ＯＭＶ 特异性抗体反应

比较 ＰＢＳ 与 ＯＭＶ 免疫小鼠血清或肺泡盥洗液

中 ＯＭＶ 特异性抗体的产生情况ꎬ结果显示ꎬＯＭＶ 免

疫小鼠血清及肺泡盥洗液中 ＩｇＧ 及 ＩｇＡ 抗体水平均

显著提高表达(图 ３、图 ４)ꎮ 说明 ＯＭＶ 是 １ 种高效

免疫刺激物ꎬ不仅能够刺激小鼠血清产生高水平的

ＩｇＧꎬ而且在小鼠肺脏中也能产生高水平的 ＩｇＡꎮ

３　 讨 论

铁离子调控多种病原细菌毒力因子的表达ꎬ在
猪胸膜肺炎放线杆菌的研究中ꎬ即有学者[２２] 提出通

过铁离子限制的培养方式获取更可靠的保护性抗
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１:ＰＢＳ 首免后 ７ ｄꎻ２:ＯＭＶ 首免后 ７ ｄꎻ３:ＰＢＳ 首免后 １４ ｄꎻ４:
ＯＭＶ 首免后 １４ ｄꎻ５:ＰＢＳ 首免后 ２１ ｄꎻ６:ＯＭＶ 首免后 ２１ ｄꎻ７:
ＰＢＳ 首免后 ２８ ｄꎻ８:ＯＭＶ 首免后 ２８ ｄꎻ９:ＰＢＳ 首免后 ３５ ｄꎻ１０:
ＯＭＶ 首免后 ３５ ｄꎻ１１:ＰＢＳ 首免后 ４２ ｄꎻ１２:ＯＭＶ 首免后 ４２ ｄꎮ
∗表示两组间差异达到 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ２　 小鼠免疫外膜囊泡后体质量变化

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｅｄ
ｂｙ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ

∗∗、∗∗∗分别表示两组间差异达到 ０􀆰 ０１ 和 ０􀆰 ００１ 显著水平ꎮ
图 ３　 小鼠血清外膜囊泡 ＥＬＩＳＡ 抗体检测

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｒｕｍ ＥＬＩＳＡ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｍｉｃｅ
ａｇａｉｎｓｔ ＯＭＶ

原ꎬ并且通过动物实验证实铁离子限制下培养该菌

后ꎬ经去垢剂处理获取的无细胞上清物为有效的保

护性抗原ꎮ 本研究制备了铁离子限制下 ｓｈｏｐｅ 菌株

释放的外膜囊泡ꎬ囊泡直径大部分介于 ５０ ｎｍ 至

１００ ｎｍ 之间ꎬ这使其能够进入淋巴管并被抗原递呈

细胞所识别[２３]ꎬ囊泡内含有刺激体液或细胞免疫的

天然物质ꎬ以该囊泡鼻内免疫小鼠ꎬ不仅能够刺激小

鼠血清产生高水平的 ＩｇＧꎬ而且在小鼠肺脏中产生

高水平的 ＩｇＡꎬ有效地诱发小鼠肺脏的黏膜免疫ꎬ而
黏膜免疫正是目前灭活疫苗及亚单位疫苗应用掣肘

的重要因素ꎮ

∗、∗∗∗分别表示两组间差异达到 ０􀆰 ０５ 和 ０􀆰 ００１ 显著水平ꎮ
图 ４　 初次免疫后 ４２ ｄ 小鼠肺泡盥洗液外膜囊泡抗体水平

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｗａｓｈｉｎｇｓ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｍｉｃｅ ａｇａｉｎｓｔ ＯＭＶ ｏｎ ４２ ｄ ａｆｔｅｒ ｐｒｉｍａｒｙ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

有研究结果显示以霍乱弧 ｄＯＭＶＣ和伤寒沙门

氏菌多糖 Ｖｉ(ＰｓＶｉ)联合经鼻腔免疫小鼠后ꎬ能够诱

发机体黏膜免疫ꎬ同时小鼠能够产生等同于抗伤寒

菌苗 ｖａｘ￣ＴｙＶｉ􀳏 (Ｆｉｎｌａｙ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ)免疫小鼠的特异性

抗 ＰｓＶｉ 的 ＩｇＧꎬ而 ｖａｘ￣ＴｙＶｉ􀳏 不能诱发黏膜免疫ꎬ提
示 ｄＯＭＶＣ可作为黏膜佐剂ꎬ增强类似于 ＰｓＶｉ 的多

糖抗原的免疫反应[２４]ꎮ 另外将肺炎链球菌表面蛋

白 ＰｓｐＡ 表达于肠道沙门氏菌胞质内ꎬ该沙门氏菌

形成的 ＯＭＶ 能够捕获细菌胞质蛋白质中的 ＰｓｐＡꎬ
以此 ＯＭＶ 鼻内免疫小鼠后ꎬ受免小鼠能够产生针

对肺炎链球菌的抵抗力ꎬ而单独 ＰｓｐＡ 或不含 ＰｓｐＡ
的肠道沙门氏菌外膜囊泡免疫小鼠不能够受到保

护[２５]ꎮ 同样ꎬ本研究结果表明铁离子限制下的猪胸

膜肺炎放线杆菌外膜囊泡为一种高效免疫刺激物ꎬ
这为其进一步应用研究奠定了基础ꎮ
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３２１周俊明等:铁离子限制下猪胸膜肺炎放线杆菌外膜囊泡的制备及其抗原性分析


