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　　摘要：为改善间接ＥＬＩＳＡ在Ｉｓｓ蛋白检测中的应用，将重组菌经ＩＰＴＧ诱导、分离，获得Ｉｓｓ融合蛋白。免疫雏鸡获
得抗血清进行间接 ＥＬＩＳＡ检测。采用甲醇处理、紫外线照射、调节反应物浓度、干燥等方法调节间接 ＥＬＩＳＡ反应条
件。结果表明，在封闭之前，先将包被板紫外线照射２４ｈ，包被液包被蛋白或细菌３７℃ ２ｈ后４℃过夜，５６℃干燥
１２ｈ，可改善间接ＥＬＩＳＡ检测结果。
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　　大肠埃希氏菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）通常被称为大肠杆菌，属
于肠道杆菌中的一种，当饲养环境差、通风不好、营养缺乏或

应激等情况出现时会诱发畜禽大肠杆菌病，为人兽共患且危

害食品安全［１］。Ｉｓｓ蛋白为大肠杆菌毒力岛的 ｉｓｓ基因
（ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｅｒｕｍｓｕｒｖｉｖａｌｇｅｎｅ）所编码的外膜蛋白，可增强大
肠杆菌在血清中的存活能力，是大肠杆菌的重要毒力因子之

一［２］。通过间接酶联免疫吸附测定法（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称ＥＬＩＳＡ）检测细菌表面Ｉｓｓ蛋白的表
达水平可能反映细菌对血清补体的抗性强弱。ＥＬＩＳＡ通过检
测抗原、抗体及半抗原，在实际应用中可用作疾病临床诊断与

监察、食品中有害成分残留的测定等，具有广阔的发展前

景［３－４］。但是ＥＬＩＳＡ的影响因素较多，须进行检测条件的摸
索、优化。为改善间接 ＥＬＩＳＡ在大肠杆菌 Ｉｓｓ蛋白检测中的
应用，将重组菌经过异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙ－
β－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称ＩＰＴＧ）诱导、分离，获得Ｉｓｓ融合蛋
白；免疫雏鸡获得抗血清进行间接ＥＬＩＳＡ检测；采用甲醇处理、
紫外线照射、调节反应物浓度、干燥等方法，进行ＥＬＩＳＡ的条件
优化，为食品中大肠杆菌Ｉｓｓ蛋白的检测提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　Ｏ２为Ｉｓｓ＋致病性大肠杆菌，由东北农业
大学动物医学院赠送，聊城大学食品安全教研室保存；

ｐＧＥＸ－６ｐ－１－ｉｓｓ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ＰｌｙｓＳ为重组菌，由东北农业
大学动物医学院赠送，聊城大学食品安全教研室保存；ＢＬ２１
为感受态细菌，购自济南科赛特科技有限公司。

１．１．２　雏鸡　１日龄无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，简
称ＳＰＦ）雏鸡购于山东省聊城市阳谷县养鸡场。

１．１．３　主要试剂　ＬＢ液体培养基、ＩＰＴＧ、麦康凯培养基、伊
红美篮培养基，均购自青岛海博生物技术有限公司；兔抗鸡

ＩｇＹ＋＋（ＩｇＧ）（Ｈ＋Ｌ）、四甲基联苯胺（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，简
称ＴＭＢ）染色液，均购自 ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；脱脂奶
粉，购自伊利乳业有限责任公司；其他试剂为分析纯。

１．２　方法
１．２．１　Ｉｓｓ融合蛋白诱导表达与检测　挑取活化的重组菌落
接于含氨苄青霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，简称Ａｍｐ）５０μｇ／ｍＬ的 ＬＢ液
体培养基，３７℃摇床培养６ｈ。各取０．２ｍＬ菌液接于２０ｍＬ
ＬＢ液体培养基（体积比 １∶１００），３７℃摇床培养 ３ｈ，测
Ｄ６００ｎｍ值。各取２ｍＬ菌液作诱导前对照，其他培养物加ＩＰＴＧ
（终浓度分别为０．１、０．２、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ），３７℃摇床培养３ｈ，测
Ｄ６００ｎｍ值

［５］。各取２ｍＬ菌液为诱导后样品，与诱导前样品均
于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２～５ｍｉｎ，弃上清，磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，简称ＰＢＳ）洗涤２次，加入６×十二
烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ）上样缓冲液，混
匀，１００℃煮沸５～１０ｍｉｎ，－２０℃保存，用于点样。将诱导后
的样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ），电泳结束后卸下胶板，切去溴酚蓝条带，将胶放于考
马斯亮蓝染色液染色１ｈ，脱色观察。
１．２．２　融合蛋白的纯化　将诱导后的样品进行 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ，电泳结束后卸下胶板，切去溴酚蓝条带，将胶放于去离
子水中漂洗；再用 ＰＢＳ洗２遍，用０．２５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液染色
２～３ｍｉｎ，直至看见清晰条带；切下来放于１．５ｍＬ离心管中，
称质量；－２０℃冻融，研磨至碎，凝胶与ＰＢＳ按１∶３的比例，
将凝胶融化放于１．５ｍＬ离心管中，５０００ｒ／ｍｉｎ离心取上清，
经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定。按公式计算蛋白浓度：

蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）＝１．５５×Ｄ２８０ｎｍ－０．７６×Ｄ２６０ｎｍ。
式中：Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ分别表示在２８０、２６０ｎｍ下蛋白质溶液的
吸光度。

１．２．３　抗血清的制备　取灭过菌的２支试管，分别标记对照
组、试验组，对照组加入 ＰＢＳ、弗氏佐剂，试验组加入融合蛋
白、弗氏佐剂，乳化［６］。将１日龄 ＳＰＦ雏鸡饲养１４ｄ，分为空
白、对照、试验３组，每组１０羽。空白组不作注射，对照组及
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试验组每隔１周免疫１次，第４次免疫后５ｄ取血。首次免
疫佐剂为完全弗氏佐剂，第２次到第４次免疫佐剂为不完全
弗氏佐剂。

１．２．４　间接 ＥＬＩＳＡ检测条件的优化　在实验室常规间接
ＥＬＩＳＡ检测方法的基础上，对反应条件进行优化，具体条件如
表１所示。

表１　间接ＥＬＩＳＡ检测条件的优化方法

包被板处理 包被 包被后处理 抗原稀释液
抗原浓度

（μｇ／ｍＬ）
一抗稀释

倍数

二抗稀释

倍数

显色液

（μＬ）

紫外线照射２４ｈ ４℃过夜 干燥 ＰＢＳ ２ 未稀释 １０００ １００
未经紫外照射 ３７℃２ｈ 甲醇处理 包被液 ５ ２０ ５０００ ２００

３７℃２ｈ后４℃过夜 甲醇处理并干燥 １０ １００ １００００

２　结果与分析

２．１　ＩＰＴＧ诱导结果
ＩＰＴＧ终浓度为０．１、０．２、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

电泳，在目的条带３６ｋｕ左右处，均具有特异条带；未加 ＩＰＴＧ
组，无目的条带（图１）。

　　由图１可见，ＩＰＴＧ浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时获得的带较宽，
浓度为０．２、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时也有目的条带，但获得的目的条带
比浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时窄。表明 ＩＰＴＧ浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
时，表达量最大。因此，选取０．１ｍｍｏｌ／Ｌ作为ＩＰＴＧ的诱导浓
度。

２．２　融合蛋白的纯化
经切胶纯化，取５μＬ上清液，进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ鉴定，在

约３６ｋｕ处有特异条带（图２）。

　　由图２可见，在３６ｋｕ处，有符合目的条带大小的特异条
带，且为单一条带。表明通过纯化获得目的蛋白并且无杂蛋

白。通过吸光度法检测在 ２８０、２６０ｎｍ处的吸光值分别为
０．４０、０．４５，按蛋白浓度（ｍｇ／ｍＬ）＝１．５５×Ｄ２８０ｎｍ －０．７６×

Ｄ２６０ｎｍ计算，得蛋白浓度为０．２７８ｍｇ／ｍＬ。
２．３　间接ＥＬＩＳＡ检测的优化

经９６孔板预处理、包被条件、反应物浓度等方面的调节，
计算 ΔＤ４５０ｎｍ ＝（Ｄ４５０ｎｍ，阳性血清 －Ｄ４５０ｎｍ，空白）－（Ｄ４５０ｎｍ，阴性血清 －
Ｄ４５０ｎｍ，空白）。与常规间接 ＥＬＩＳＡ检测 ΔＤ４５０ｎｍ相比，结果以优
化试验组ΔＤ４５０ｎｍ与常规方法组 ΔＤ４５０ｎｍ之差，即 ΔΔＤ４５０ｎｍ表
示。结果表明，甲醇处理、洗涤次数、抗原浓度、一抗浓度、二

抗浓度、稀释液种类，均对 ΔΔＤ４５０ｎｍ值无明显影响；紫外线照
射包被板２４ｈ、包被后５６℃干燥１２ｈ，对 ΔΔＤ４５０ｎｍ有明显影
响（表２）。

表２　处理方法与结果

处理方法 ΔΔＤ４５０ｎｍ
改变反应物浓度、洗涤次数 ≤０．００４
包被后干燥 ０．０２３５
甲醇处理 ０．００６
甲醇—干燥 ０．０１３
紫外线—甲醇—干燥 ０．０３４
紫外线—包被后干燥 ０．０３９５
紫外线 ０．０２８
ＰＢＳ作稀释液 ０．０１３

　　由表２可见，紫外线照射包被板２４ｈ，包被后先５６℃干
燥１２ｈ再封闭，能明显升高 ΔＤ４５０ｎｍ差值；改变反应物浓度、
甲醇处理、ＰＢＳ稀释，对结果影响不明显。

优化条件：９６孔板紫外线照射２４ｈ，包被液包被蛋白或
细菌３７℃ ２ｈ后４℃过夜，５６℃干燥１２ｈ，封闭３ｈ，一抗稀
释１００倍，３７℃温浴３ｈ，二抗稀释１０００倍，３７℃温浴 ２ｈ，
加入显色液２５℃放置１ｈ。

有研究者认为，ｉｓｓ基因编码的外膜蛋白 Ｉｓｓ可能通过调
节细胞表面上对补体膜攻击复合体敏感的位点，导致表面排

斥，使菌株具有抗补体溶菌作用的能力，增强 Ｅ．ｃｏｌｉ血清抗
性［７］。而补体抗性又与毒力高度相关，是重要的致病因

素［８］。多数研究者认为，Ｉｓｓ蛋白是结合在细胞表面的［７］，因

此，本试验没有将菌体裂解而是采用全菌作为抗原包被，进行

间接 ＥＬＩＳＡ检测。庄翘楚等在试验中，采用包被抗体、二抗
浓度、改变包被液、改变封闭液、调节封闭时间、调节 ＴＭＢ底
物作用时间、改变单一变量进行 ＥＬＩＳＡ的条件优化。如在包
被抗体和二抗工作浓度、封闭液、底物和作用时间都一致的情

况下，采用不同的包被液进行包被，以研究不同包被液对试验

结果的影响。确定最佳条件：包被抗体 １∶１２８０、二抗
１∶３２０、Ｎ－溴代琥珀酰亚胺（Ｎ－ｂｒｏｍｏｂｕｔａｎｉｍｉｄｅ，简称
ＮＢＳ）作为包被液、质量分数为５％的ＢＳＡ－ＰＢＳ作为封闭液、
封闭３０ｍｉｎ、显色３０ｍｉｎ［９］。Ｊｏｈｎｓｏｎ等对ＥＬＩＳＡ检测中的常
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
见问题及解决方法进行了研究［１０］。ＥＬＩＳＡ检测的影响因素
较多，如标本、试剂、操作等［１０］，这些因素导致了 ＥＬＩＳＡ检测
中的常见问题。本试验采用单因素试验对 ＥＬＩＳＡ进行条件
优化，结果表明，紫外线照射、干燥处理可明显升高 ΔＤ４５０ｎｍ。
推测经紫外线照射、干燥处理增强了 ＥＬＩＳＡ反应中抗原和／
或细菌菌体与包被板的结合，使ΔＤ４５０ｎｍ值升高。

３　结论

优化条件为９６孔板紫外线照射２４ｈ，包被液包被蛋白或
细菌３７℃２ｈ后４℃过夜，５６℃干燥１２ｈ，封闭３ｈ，一抗稀
释１００倍，３７℃温浴３ｈ，二抗稀释１０００倍，３７℃温浴２ｈ，
加入显色液２５℃放置１ｈ，检测Ｄ４５０ｎｍ。
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不同品种鸡蛋的蛋品质及营养成分比较

贾久满１，张丽娜２
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　　摘要：为了探讨在完全相同的条件下饲养的柴鸡、芦花鸡、贵妃鸡、白羽绿壳乌鸡与海兰褐蛋鸡在蛋品质与鸡蛋营
养成分方面的差异，测定了蛋质量、蛋形指数、蛋壳厚度、蛋黄颜色、哈夫单位、蛋黄／蛋白等蛋品质指标，以及蛋白与蛋
黄中氨基酸含量、蛋黄中脂肪与磷脂含量等营养成分。结果表明，柴鸡、芦花鸡、贵妃鸡、白羽绿壳乌鸡等地方特色品

种的鸡蛋蛋黄颜色、哈夫单位、蛋黄／蛋白等蛋品质指标总体上均优于海兰褐蛋鸡，鸡蛋白与蛋黄中总氨基酸含量和必
需氨基酸含量也更高；海兰褐鸡蛋黄中的脂肪含量最高，柴鸡蛋黄中的磷脂含量最高。因此认为，柴鸡、芦花鸡、贵妃

鸡、白羽绿壳乌鸡等品种的鸡蛋无论是蛋品质还是氨基酸、脂肪、磷脂等营养成分，总体上均好于海兰褐鸡蛋。

　　关键词：鸡蛋；品种；蛋品质指标；氨基酸；脂肪；磷脂；蛋鸡养殖效益
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　　鸡蛋含有蛋白质、脂肪、卵黄素、卵磷脂、维生素和微量元
素等多种营养物质，一个受过精的鸡蛋，在合适的温度、湿度

条件下，不需要从外界补充任何营养就可以孕育出一个完整

的生命。由于鸡蛋营养丰富而完善，几乎含有人体需要的所

有的营养物质，特别是鸡蛋的蛋白质品质最佳，仅次于母乳，

氨基酸组成与人体组织蛋白质最为接近，具有完全蛋白质模

式，且吸收率极高，可达９８％以上，被称为“理想的营养库”
“全营养食品”“营养之王”。因此，鸡蛋是最受我国老百姓欢

迎的、物美价廉的动物性产品。

我国是鸡蛋的生产与消费大国，蛋鸡存栏量、鸡蛋产量均

排名世界第一，如２０１４年，我国蛋鸡存栏量为１４．５亿羽，鸡
蛋产量达到２４５０万ｔ。目前，市场上出售的鸡蛋大体上可以
分为２种类型，一种是标准化品种的蛋鸡在笼养条件下生产
的普通鸡蛋，另一种是以地方特色品种为主的蛋鸡生产的

“柴鸡蛋”“土鸡蛋”等，其售价后者通常是前者的２～５倍。
因此也就出现了柴鸡蛋是不是比普通鸡蛋更有营养的争论，

如白建等的研究认为，就营养价值而言，笨鸡蛋并不比笼养鸡

鸡蛋高多少，但笨鸡蛋具有无污染、天然绿色的优势，比笼养

鸡蛋更容易获得人们的青睐［１］。而董修建等的研究认为，不

同蛋鸡品种在鸡蛋品质的许多方面存在差异，综合考虑柴鸡、

绿壳蛋鸡在生产优质鸡蛋方面具有一定的遗传优势［２］。为

了进一步探讨地方特色品种蛋鸡与标准化品种海兰褐蛋鸡在

蛋品质与鸡蛋营养成分方面的差异，本试验把柴鸡、芦花鸡、

贵妃鸡、白羽绿壳乌鸡等几个地方特色品种蛋鸡与海兰褐蛋
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