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　　摘要：为研究雌激素缺乏对猫脂肪代谢的影响，将２１只体质量相近的成年中华田园猫随机等分为对照组（Ｃ组）、
去卵巢组（ＯＶＸ组）和去卵巢雌激素代替组（ＯＶＸ＋Ｅ２组），其中ＯＶＸ＋Ｅ２组动物按２００μｇ／只经肌肉注射苯甲酸雌
激素，注射频率为２次／周，试验周期１０周。结果显示，ＯＶＸ组的增质量较快，明显高于Ｃ组和ＯＶＸ＋Ｅ２组。与Ｃ组
比较，ＯＶＸ组的甘油三酯（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬ－Ｃ）、载脂蛋Ｂ１００（ａｐｏＢ１００）及游离脂肪酸（ＦＦＡ）含量升
高幅度极大（Ｐ＜０．０１），高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ－Ｃ）与载脂蛋白（ａｐｏＡＩ）含量显著降低（Ｐ＜０．０１），总胆固醇
（ＴＣ）含量无明显变化（Ｐ＞０．０５），血清瘦素水平提高２７．１％（Ｐ＜０．０５），脂联素水平降低１７．８％（Ｐ＜０．０５），抵抗素
水平变化不大；促炎因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及ＩＬ－８的水平显著提高（Ｐ＜０．０５），抗炎因子 ＩＬ－２、ＩＬ－１０水平显著降低
（Ｐ＜０．０５），去卵巢雌激素代替治疗后，能明显改善上述各指标变化。Ｅ２水平与 ＴＧ、ＦＦＡ含量呈强的负相关（ｒ＝
－０．８６５，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．８７８，Ｐ＜０．０１），与ＬＤＬ－Ｃ、ａｐｏＢ１００含量呈负相关（ｒ＝－０．５９９，Ｐ＜０．０１；ｒ＝－０．６４２，Ｐ＜
０．０１），与ＨＤＬ－Ｃ、ａｐｏＡＩ呈正相关（ｒ＝０．７８０，Ｐ＜０．０１；ｒ＝０．７９２，Ｐ＜０．０１），而与 ＴＣ含量无相关性；与脂肪细胞因
子瘦素呈强的负相关（ｒ＝－０．９０８，Ｐ＜０．０１），与脂联素水平呈强的正相关（ｒ＝０．９３０，Ｐ＜０．０１），与抵抗素水平无相
关；与促炎因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８水平呈明显负相关，与抗炎因子 ＩＬ－２、ＩＬ－１０水平呈明显正相关，说明缺乏雌
激素可导致猫高脂血症、高瘦素血症及低脂联素血症的发生，并诱发低炎症反应。
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　　近年来，由于宠物猫的饲养量增加、饲养条件改善及生长
环境的改变（运动减少、绝育等）等因素，导致猫脂肪代谢紊

乱性疾病时有发生，包括肥胖、脂肪肝和２型糖尿病等［１］。临

床调查发现，绝育后的雌性猫的发病率更高，而绝育会导致雌

激素急剧降低，两者之间是否存在关联，却鲜有报道。人类中

绝经期和更年期的妇女，体质量往往高于绝经前的妇女，易出

现脂代谢紊乱，而采用雌激素药物治疗后，其脂肪代谢逐渐趋

于正常，表明雌激素在人类脂肪代谢与脂肪沉积过程中起到

重要的作用［２］。为了解雌激素对雌性猫脂代谢的影响，本研

究主要采用绝育法观察猫血液中脂质代谢、脂肪细胞因子及

炎症因子表达的变化情况，为猫脂肪代谢紊乱性疾病，特别是

脂肪肝的预防和治疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
２１只健康成年雌性宠物猫，由江苏宠物繁育中心提供，

体质量约２．５ｋｇ。

１．２　试验设计
将试验动物随机等分成３组：对照组（Ｃ组）、去卵巢组

（ＯＶＸ组）和去卵巢雌激素代替组（ＯＶＸ＋Ｅ２组），其中 ＯＶＸ
组与ＯＶＸ＋Ｅ２组的动物麻醉后摘除卵巢，康复１５ｄ后，用于
动物试验。试验期间，３组动物均饲喂相同的商业化猫粮（上
海比瑞吉宠物用品股份公司产生），自由饮食，Ｃ组与ＯＶＸ组
不作任何处理，ＯＶＸ＋Ｅ２组动物按２００μｇ／只经肌肉注射给
予苯甲酸雌激素，注射频率为２次／周，试验周期１０周。
１．３　体质量变化

每周测量受试动物的体质量，观察其变化。

１．４　血液指标观察
１．４．１　血液采集与保存　试验结束后，经前臂头静脉采血
３ｍＬ装入试管中，在３７℃水浴锅中静置，待分层后吸取上清
液于离心管中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液置于４℃冰
箱中保存待测。

１．４．２　血脂指标测定　采用日立－７６００全自动分析仪测定
总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇
（ＬＤＬ－Ｃ）、高密度脂蛋白胆固醇（ＨＤＬ－Ｃ）、载脂蛋白Ｂ１００
（ａｐｏＢ１００）和载脂蛋白 ＡＩ（ａｐｏＡＩ）的含量，使用分光光度
法检测游离脂肪酸（ＦＦＡ）的含量。
１．４．３　血中脂肪细胞因子检测　采用酶联免疫吸附法试剂
盒（ＥＬＩＳＡ），按照试剂盒说明书操作步骤分别检测血清瘦素、
脂联素及抵抗素水平。

１．４．４　血中炎症因子检测　采用 Ｌｕｍｉｎｅｘ液相芯片技术检
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测血中白细胞介素２（ＩＬ－２）、白细胞介素６（ＩＬ－６）、白细胞
介素８（ＩＬ－８）、白细胞介素１０（ＩＬ－１０）及肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦ－α）水平。
１．４．５　血液中雌激素检测　用放射免疫方法按试剂盒测定
血清中雌激素Ｅ２水平。
１．５　数据处理

用ＳＰＳＳ２０．０软件单因素分析方法进行组间差异统计学
检验，结果采用“平均值 ±标准差”表示，Ｐ＜０．０５表示显著
差异，并运用Ｐｅｒｓｏｎ分析法分析血中 Ｅ２水平与其他指标的

相关性。

２　结果与分析

２．１　受试动物的一般表现及体质量变化
整个试验过程中，各组猫的精神状态良好，食欲正常，未

出现明显不良反应，体质量变化结果见图１，ＯＶＸ组体质量随
时间的推移逐步升高，第７周后变化较为明显，试验结束时体
质量比第１周时增高了４７．４％，高于 Ｃ组与 ＯＶＸ＋Ｅ２组，Ｃ
组体质量试验前后变化不明显，ＯＶＸ＋Ｅ２组略有升高。

２．２　血脂指标检测结果
由表１可知，与 Ｃ组比较，ＯＶＸ组的 ＴＧ、ＬＤＬ－Ｃ、ａｐｏＢ

１００及ＦＦＡ含量极显著升高（Ｐ＜０．０１），ＨＤＬ－Ｃ与 ａｐｏＡＩ
含量极显著降低（Ｐ＜０．０１），ＴＣ含量无明显变化（Ｐ＞０．０５）；
与ＯＶＸ＋Ｅ２组比较，ＯＶＸ组的 ＴＧ与 ＦＦＡ含量极显著升高

（Ｐ＜０．０１），ａｐｏＢ１００含量显著升高（Ｐ＜０．０５），ＨＤＬ－Ｃ与
ａｐｏＡＩ含量显著或极显著降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ＬＤＬ－Ｃ
与ＴＣ含量无变化（Ｐ＞０．０５）；ＯＶＸ＋Ｅ２组的ＴＧ、ＴＣ、ａｐｏＡＩ、
ＦＦＡ、ａｐｏＢ１００含量与 Ｃ组无差异（Ｐ＞０．０５），ＬＤＬ－Ｃ显著
高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５），ＨＤＬ－Ｃ极显著低于Ｃ组（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组血脂代谢指标检测结果比较

组别
ＴＧ含量
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＴＣ含量
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＬＤＬ－Ｃ含量
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＨＤＬ－Ｃ含量
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ａｐｏＢ１００含量
（ｇ／Ｌ）

ａｐｏＡＩ含量
（ｇ／Ｌ）

ＦＦＡ含量
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ组 ０．７１±０．０８Ａａ ３．６３±０．３１Ａａ ０．６２±０．０８Ａａ １．８５±０．２１Ａａ ０．５６±０．０６Ａａ １．３１±０．１４Ａａ ０．４４±０．０６Ａａ
ＯＶＸ组 ０．９５±０．１２Ｂｂ ３．７７±０．３５Ａａ ０．７７±０．１０Ｂｂ １．６１±０．１５Ｂｃ ０．６８±０．０８Ｂｂ １．１２±０．１１Ｂｂ ０．６５±０．１０Ｂｂ

ＯＶＸ＋Ｅ２组 ０．７８±０．０９Ａａ ３．７４±０．３６Ａａ ０．７２±０．０７ＡＢｂ １．７３±０．１７Ｂｂ ０．６１±０．０６ＡＢａ１．２７±０．１３Ａａ ０．５１±０．０５Ａａ

　　注：同列数据后不同大写、小写表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

２．３　血中脂肪细胞因子检测结果
由图 ２可知，去卵巢后血清瘦素水平比 Ｃ组显著高

２７２％（Ｐ＜０．０５），脂联素水平比 Ｃ组显著低１７．８％（Ｐ＜
００５）；与ＯＶＸ组比较，去卵巢后补充雌激素可以显著降低机
体血清中瘦素水平（Ｐ＜０．０５），并可以显著提升脂联素水平
（Ｐ＜０．０５）；而３组的抵抗素无明显变化（Ｐ＞０．０５）。

２．４　血中炎症因子检测结果
由表２可知，去卵巢后血液中促炎因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６

及ＩＬ－８的水平显著高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５），抗炎因子 ＩＬ－２、
ＩＬ－１０显著低于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５），去卵巢后补充 Ｅ２可以降
低ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及 ＩＬ－８的水平，同时提高 ＩＬ－２、ＩＬ－１０
水平，且ＯＶＸ＋Ｅ２组与ＯＶＸ组比较差异显著（Ｐ＜０．０５），与
Ｃ组无明显差异（Ｐ＞０．０５）。
２．５　血中Ｅ２检测结果

由图３可知，去卵巢后血液中 Ｅ２水平下降明显，极显著
低于Ｃ组和ＯＶＸ＋Ｅ２组（Ｐ＜０．０１），ＯＶＸ＋Ｅ２组的Ｅ２虽然
低于Ｃ组，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
２．６　血液中Ｅ２水平与各指标水平之间的相关性分析

通过ＳＰＳＳ２０．０运用Ｐｅａｒｓｏｎ分析法进行Ｅ２水平与各指
标水平的相关性分析，由表３可知，Ｅ２水平与血脂指标 ＴＧ、
ＦＦＡ含量呈强的负相关，与 ＬＤＬ－Ｃ、ａｐｏＢ１００含量呈负相
关，与ＨＤＬ－Ｃ、ａｐｏＡＩ含量呈正相关，而与ＴＣ含量无相关关
系；与脂肪细胞因子瘦素水平呈强的负相关，与脂联素水平呈

强的正相关，与抵抗素水平无相关；与促炎因子ＴＮＦ－α、
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表２　各组血中炎症因子检测结果比较 ｎｇ／Ｌ　

组别 ＴＮＦ－α水平 ＩＬ－６水平 ＩＬ－８水平 ＩＬ－２水平 ＩＬ－１０水平
Ｃ组 １９．５６±１．４３ａ ３．１３±０．３８ａ １５．２０±１．２１ａ １．３４±０．１９ａ ５．４２±０．６１ａ
ＯＶＸ组 ２４．７１±１．８５ｂ ４．２７±０．５２ｂ １８．４１±１．３９ｂ ０．９８±０．１５ｂ ４．４７±０．５４ｂ

ＯＶＸ＋Ｅ２组 ２０．９４±１．５６ａ ３．４３±０．４４ａ １６．３９±１．５５ａ １．２３±０．１９ａ ５．１５±０．４７ａ

表３　血液中Ｅ２水平与各指标的Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数（ｎ＝２１）

指标 相关系数 Ｐ值
瘦素水平 －０．９０８ ０．０００
脂联素水平 ０．９３０ ０．０００
抵抗素水平 －０．０１４ ０．９５３
ＴＮＦ－α水平 －０．８９８ ０．０００
ＩＬ－６水平 －０．８３６ ０．０００
ＩＬ－８水平 －０．８２４ ０．０００
ＩＬ－２水平 ０．８５５ ０．０００
ＩＬ－１０水平 ０．８０４ ０．０００
ＴＧ含量 －０．８６５ ０．００４
ＴＣ含量 －０．３４４ ０．１２７
ＬＤＬ－Ｃ含量 －０．５９９ ０．００１
ＨＤＬ－Ｃ含量 ０．７８０ ０．０００
ａｐｏＢ１００含量 －０．６４２ ０．００２
ａｐｏＡＩ含量 ０．７９２ ０．０００
ＦＦＡ含量 －０．８７８ ０．０００

ＩＬ－６、ＩＬ－８水平呈明显负相关，抗炎因子 ＩＬ－２、ＩＬ－１０水
平呈明显正相关。

３　讨论

３．１　雌激素对猫血脂代谢的影响
近年宠物临床研究发现，绝育（去卵巢）后的猫容易发生

肥胖症和脂肪肝，说明雌激素在猫的脂肪代谢中发挥重要作

用。在人医和动物试验中研究发现，雌激素分泌减少后，血脂

水平发生了明显的变化。杜贵永以绝经后妇女５６例为观察
组研究对象，另选择５０例正常行经妇女和４５例围绝经期妇
女作为对照组，对所有受试者进行血清雌二醇及血脂水平测

定，发现绝经后妇女血清Ｅ２水平远低于其他２组，Ｅ２水平与
ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬ－Ｃ含量呈负相关，与ＨＤＬ－Ｃ含量呈正相关［３］；

陆江等在研究绝育手术对雌性 Ｂｅａｇｌｅ犬血脂代谢及抗氧化
能力的影响发现，绝育后犬血中ＴＧ、总胆固醇（Ｃｈｏｌ）、ＬＤＬ－
Ｃ含量逐渐升高，ＨＤＬ－Ｃ含量逐渐降低［４］。本研究发现，猫

去卵巢后血液中 Ｅ２水平急剧降低，ＴＧ、ＬＤＬ－Ｃ、ａｐｏＢ１００、
ＦＦＡ的含量升高，与Ｅ２水平呈负相关，ＨＤＬ－Ｃ、ａｐｏＡＩ含量
升高且与Ｅ２水平呈正相关，体质量增质量明显，增加肥胖症

等脂质代谢紊乱性疾病的发生风险，而 ＴＣ含量变化不明显，
与啮齿类动物和人不同，这可能与猫饲料中高水平牛磺酸有

关，牛磺酸可通过多种途径发挥降ＴＣ作用［５］。由此可见，雌

激素可作为猫脂质代谢的一个调节因子，研究其作用机制将

为猫肥胖症、脂肪肝等疾病的预防与治疗提供更加广阔的

空间。

３．２　雌激素对脂肪细胞因子的影响
脂肪细胞因子也是影响机体脂质代谢较直接的因素，正

常情况下，脂肪组织产生瘦素和脂联素等细胞因子的生理作

用处于平衡状态；若过多的脂肪堆积和脂肪细胞功能异常，可

导致脂肪细胞因子表达的调节异常、脂质代谢紊乱，引发多种

疾病。研究证实高瘦素血症是胰岛素抵抗发生的重要原

因［６］，而胰岛素抵抗又是糖尿病、脂肪肝等疾病发生的重要

机制［７］。本研究显示，ＯＶＸ组出现瘦素升高和脂联素降低的
显著变化，与Ｅ２水平分别呈负相关、正相关，而补充 Ｅ２后可
明显改善这一现象，且改变雌激素对抵抗素无明显改变，因此

雌激素缺乏可直接引起脂肪细胞因子的代谢障碍，从而间接

导致脂肪代谢紊乱，补充 Ｅ２可起到缓解代谢障碍的作用。
然而雌激素作用于脂肪组织的靶点及机制尚须进一步研究。

３．３　雌激素对炎症因子的影响
在正常生理情况下，机体血液中含有一定水平的 ＴＮＦ－

α、ＩＬ－６、ＩＬ－８等促炎因子，具有增强免疫功能与抗感染作
用，但是与抗炎因子ＩＬ－２、ＩＬ－１０等关系失调或者机体持续
性分泌释放过多 ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、ＩＬ－８等因子后，则会使机
体处于低炎症状态，引起机体物质能量代谢障碍，甚至组织损

伤，如已证实ＴＮＦ－α是非乙醇性脂肪肝发生的独立危险因
素［８］。本研究发现，血中Ｅ２水平与ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－８等
促炎因子水平呈负相关，与抗炎因子ＩＬ－２、ＩＬ－１０水平等呈
正相关，表明雌激素缺乏可以提高促炎因子的表达，抑制抗炎

因子的表达，补充Ｅ２后可使促炎因子和抗炎因子趋于正常，
这可能与雌激素和其受体结合后，可激活过氧化物酶体增殖

物激活受体（ＰＰＡＲｓ）等信号通路，从而抑制 ＴＮＦ－α等促炎
因子的ｍＲＮＡ表达有关［９］。

４　结论

雌激素缺乏可导致猫的高脂血症、高瘦素血症、低脂联素

血症，促进促炎因子释放，从而导致脂质在体内堆积、体质量

增加，补充雌激素后可缓解上述症状。同时也证明，雌激素及

其作用机制可作为新的研究靶点，为猫脂肪代谢紊乱性疾病

防治提供新的思路与方法。
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　　摘要：为确定含腐败梭菌α毒素和产气荚膜梭菌ε毒素重组蛋白的生产效率并评价其作为抗原的免疫效果，用生
物反应器对重组大肠杆菌ＤＥ３－ｐＥＴ－ＡＥ进行高密度发酵，并将其制苗后以不同抗原剂量分别接种家兔和绵羊，间
隔２１ｄ进行二免，分别测定一免、二免动物混合血清的中和效价。发酵结果显示，培养物菌体密度 Ｄ６００ｎｍ达２０．３，相

对表达量为２７．６％，Ｄ６００ｎｍ与相对表达量的乘积为摇瓶培养的６．５倍，菌体湿质量为３７．２ｇ／Ｌ；十二烷基硫酸钠－聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果显示，目的蛋白以可溶形式表达。动物免疫效果评价结果显示，在家兔和绵羊上，
抗原含量与免疫效果在一定的范围内均呈正相关，当接种量为３００μｇ／只时，免疫效果均最好；对腐败梭菌毒素与 Ｄ
型产气荚膜梭菌毒素的血清中和效价，在家兔上一免、二免分别达４与３０、１５与２００，在绵羊上一免、二免分别达２与
３０、１２与２５０。结果表明，ＤＥ３－ｐＥＴ－ＡＥ菌高密度发酵可获得高产量蛋白抗原，且抗原的免疫效果明显优于《中华人
民共和国兽药典》合格标准。
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　　羊快疫和肠毒血症是分别由腐败梭菌和 Ｄ型产气荚膜
梭菌引起绵羊和山羊发生急性死亡的 ２种重要梭菌性疾
病［１］，因发病急导致无法及时治疗，给养羊业造成重大损失，

故免疫接种是预防该病的最有效途径。然而，国内现有用于

预防该病的疫苗（如羊快疫、黑疫二联灭活疫苗与羊快疫、猝

狙、羔羊痢疾、肠毒血症三联四防灭活疫苗及羊梭菌病多联干

粉灭活疫苗等）的检验合格率并不高［２］。因此，一方面通过

研制产毒培养基配方、改善发酵工艺进而提高抗原含量是提

高传统疫苗免疫效果的有效途径之一；另一方面，通过基因工

程方法研制亚单位疫苗也成为解决现有疫苗质量不高的另一

重要候选途径。腐败梭菌α毒素和产气荚膜梭菌ε毒素分别
是腐败梭菌和Ｄ型产气荚膜梭菌最主要的致死性毒力因子
和保护性抗原，通过大肠杆菌表达系统分别获得这２种重组
毒素蛋白，经制苗后免疫动物均可产生有效的免疫保护［３－５］。

鉴于此，本试验对已构建的同时含有腐败梭菌 α毒素和
产气荚膜梭菌ε毒素基因的重组大肠杆菌进行高密度发酵，
以检测重组蛋白的生产效率。随后，将发酵产物制苗后免疫

接种家兔和绵羊并检测血清中和效价，以评价发酵抗原的免

疫效果，进而为研发亚单位疫苗积累数据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　含腐败梭菌α毒素和产气荚膜梭菌 ε毒素基
因的重组大肠杆菌ＤＥ３－ｐＥＴ－ＡＥ，由笔者所在实验室构建
并保存。

１．１．２　试验用动物　绵羊，５～６月龄，品种为小尾寒羊，购
自河北保定满城区诚信养殖场。ＣＤ－１（ＩＣＲ）小鼠，１６～
２０ｇ，ＳＰＦ（无特定病原）级；日本大耳白家兔，１．５～２．０ｋｇ，清
洁级。小鼠和家兔均购自北京维通利华实验动物技术有限

公司。

１．１．３　主要仪器　主要仪器有恒温摇床（培英，ＴＨＺ－Ｄ
型）、电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ，ＰＢ２０３－Ｎ型）、紫外分光
光度计（ＳＰＥＣＴＲＡｍａｘ，３８４ｐｌｕｓ）、台式高速冷冻离心机
（ＫＵＢＯＴＡ，３５００型）、生物反应器（Ａｐｐｌｉｃｏｎ，ｅｚ－ｃｏｎｔｒｏｌ＆７Ｌ
ＡｕｔｏｃｌａｖａｂｌｅＢｉｏｒｅａｃｔｏｒ）等。
１．１．４　主要试剂　腐败梭菌菌株 Ｃ５５－１株（ＣＶＣＣ６００２１）
外毒素和Ｄ型产气荚膜梭菌Ｃ６０－３株（ＣＶＣＣ８２）外毒素，由
笔者所在实验室制备并保存。α－乳糖，ＳＩＧＭＡ公司；酪蛋白
胨、酵母浸出物，北京奥博星生物技术有限公司；葡萄糖、无机

盐、甘油，北京化学试剂公司；生理盐水、明胶缓冲液、葡萄糖

溶液等参照《中国兽用生物制品规程》［６］配制。

１．２　方法
１．２．１　重组菌的复苏　将重组菌 ＤＥ３－ｐＥＴ－ＡＥ划线接种
于ＬＢ平板上［添加氨苄青霉素（简称 Ａｍｐ＋）］，３７℃培
养 １２ｈ。
１．２．２　摇瓶振荡培养　挑取重组菌单菌落，接种于 ２ｍＬ

—６８１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１７期



ＭＤＧ［７］（Ａｍｐ＋）非诱导培养基中，３７℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振摇培养
１０ｈ；将全部培养物接种于１００ｍＬＺＹＭ－５０５２［７］（Ａｍｐ＋）自
诱导培养中，３０℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振摇培养２４ｈ。收获培养物，
测定Ｄ６００ｎｍ，并进行蛋白电泳，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析靶蛋
白的相对表达量。

１．２．３　生物反应器高密度发酵　挑取重组菌单菌落，接种于
４ｍＬＭＤＧ（Ａｍｐ＋）非诱导培养基中，３７℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振摇培
养１６ｈ；将全部培养物接种于２００ｍＬＭＤＧ（Ａｍｐ＋）非诱导培
养基中，３７℃、２６０ｒ／ｍｉｎ振摇培养１０ｈ。将培养物接种于含
４Ｌ基础培养基（Ａｍｐ＋）的生物反应器中进行发酵培养，接种
量为４％，发酵温度为３０℃，通气量为１０Ｌ／ｍｉｎ，搅拌速度为
５００ｒ／ｍｉｎ，控制ｐＨ值为７．０（补碱管接５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，补酸
管接补料培养基），共培养２４ｈ。在基础培养基中，Ｃ源组分
用葡萄糖替换５０５２（即甘油、葡萄糖和乳糖的混合液），其他
组分与ＺＹＭ－５０５２相同。补料培养基包括 １０．０％酪蛋白
胨、５．０％酵母浸出物、３３．３％甘油、１３．３％乳糖、０．８％
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ。培养结束后收获培养物，测定 Ｄ６００ｎｍ。对发
酵后菌液进行１０倍稀释，再经超声波裂解处理后对全菌、菌
体破碎上清和包涵体进行蛋白质电泳，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
分析靶蛋白的相对表达量。

１．２．４　制苗　取生物反应器培养物，按总体积的０．４％加入
甲醛溶液（含４０％甲醛），３７℃灭活４８ｈ。经灭活脱毒检验
合格后，以抗原、铝胶比例为４∶１来制备疫苗，使靶蛋白的终
浓度为３００μｇ／ｍＬ。
１．２．５　疫苗在家兔上的免疫效果研究　免疫前在每只家兔
耳中动脉采血 ５ｍＬ，分离血清，按《中华人民共和国兽药
典》［８］的方法测定血清对腐败梭菌毒素和Ｄ型产气荚膜梭菌
毒素的中和效价。血清效价是指“０．１ｍＬ血清能中和的小鼠
ＭＬＤ（最小致死量）数”。将疫苗用２０％铝胶盐水（含２００ｇ
氢氧化铝胶和８００ｍＬ０．８５％ＮａＣｌ）稀释后，分别以３００、１５０、
７５、３７．５μｇ的剂量皮下注射家兔各５只，免疫后２１ｄ进行第
２次免疫（免疫剂量及接种方式同首免），首免后２１、３５ｄ对
每只家兔进行耳中动脉采血５ｍＬ，分离血清，测定每组５只
家兔混合血清分别对腐败梭菌毒素和 Ｄ型产气荚膜梭菌毒
素的中和效价。

１．２．６　疫苗在绵羊上的免疫效果研究　免疫前在每只绵羊
颈静脉采血５ｍＬ，分离血清，按《中华人民共和国兽药典》［８］

的方法测定血清对腐败梭菌毒素和 Ｄ型产气荚膜梭菌毒素
的中和效价。将疫苗用２０％铝胶盐水稀释后，分别以３００、
１５０、７５、３７．５μｇ的剂量皮下注射绵羊各５只，免疫后２１ｄ进
行第２次免疫（免疫剂量及接种方式同首免），首免后 ２１、
３５ｄ对每只绵羊进行颈静脉采血５ｍＬ，分离血清，测定每组５
只绵羊混合血清分别对腐败梭菌毒素和 Ｄ型产气荚膜梭菌
毒素的中和效价。

２　结果与分析

２．１　摇瓶振荡培养结果
采用摇瓶振荡培养重组大肠杆菌 ＤＥ３－ｐＥＴ－ＡＥ，

３０℃、２６０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，结果菌体密度Ｄ６００ｎｍ为４．８１，经十
二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）后用软
件测算得到目的蛋白相对表达量为１７．９％，Ｃ值（Ｃ＝Ｄ６００ｎｍ×

相对表达量）为０．８６。
２．２　高密度发酵结果

采用生物反应器高密度发酵重组大肠杆菌 ＤＥ３－ｐＥＴ－
ＡＥ，３０℃培养２４ｈ，结果菌体密度Ｄ６００ｎｍ达２０．３，相对表达量
为２７．６％，Ｃ值为 ５．６０，菌体湿质量为 ３７．２ｇ／Ｌ。ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ结果见图１，可见目的蛋白以可溶形式表达。

２．３　疫苗在家兔上的免疫效果
对免疫前家兔血清进行测定，结果对腐败梭菌毒素和 Ｄ

型产气荚膜梭菌毒素的中和效价均小于１，均为抗体阴性兔。
将不同抗原剂量的疫苗分别免疫家兔后，测定每组５只家兔
混合血清对腐败梭菌毒素和 Ｄ型产气荚膜梭菌毒素的中和
效价。由表１可知，在一定范围内抗原剂量与免疫效果呈正
相关；一免、二免血清中和效价均达到或显著高于《中华人民

共和国兽药典》相关产品合格的标准（即血清中和效价对腐

败梭菌毒素应达到１ＭＬＯｓ／０．１ｍＬ，对 Ｄ型产气荚膜梭菌毒
素应达到３ＭＬＯｓ／０．１ｍＬ）［８］。对于腐败梭菌毒素组分，一免
血清效价为《中华人民共和国兽药典》合格标准的 １～４倍，
二免血清效价大幅提高为《中华人民共和国兽药典》合格标

准的３～１５倍，增至一免效价的２～５倍。对于Ｄ型产气荚膜
梭菌毒素组分，一免血清效价为《中华人民共和国兽药典》合

格标准的１０倍，二免血清效价大幅提高为《中华人民共和国兽
药典》合格标准的１７～６７倍，增至一免效价的 １．７～６．７倍。
提示免疫剂量为３００μｇ／只时，家兔免疫效果最好，一免血清效
价对腐败梭菌毒素和Ｄ型产气荚膜梭菌毒素分别可达到《中
华人民共和国兽药典》合格标准的４、１０倍，而二免效价则分别
可达到《中华人民共和国兽药典》合格标准的１５、６７倍。

表１　疫苗在家兔上的血清效价测定结果

免疫剂量

（μｇ／只）

对不同毒素的混合血清中和效价（ＭＬＤｓ／０．１ｍＬ）
一免 二免

腐败

梭菌毒素

Ｄ型产气荚膜
梭菌毒素

腐败

梭菌毒素

Ｄ型产气荚膜
梭菌毒素

３００．０ ４ ３０ １５ ２００
１５０．０ ４ ３０ ８ １００
７５．０ ２ ３０ １０ １００
３７．５ １ ３０ ３ ５０

２．４　疫苗在绵羊上的免疫效果
对免疫前绵羊血清进行测定，结果对腐败梭菌毒素和 Ｄ

型产气荚膜梭菌毒素的中和效价均小于１，均为抗体阴性绵
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羊。将不同抗原剂量的疫苗分别免疫绵羊后，测定每组５只
绵羊混合血清分别对腐败梭菌毒素和 Ｄ型产气荚膜梭菌毒
素的中和效价。由表２可知，在一定范围内抗原剂量与免疫
效果呈正相关；一免、二免血清中和效价均达到或显著高于

《中华人民共和国兽药典》相关产品合格的标准（即血清中和

效价对腐败梭菌毒素应达到１ＭＬＤｓ／０．１ｍＬ，对 Ｄ型产气荚
膜梭菌毒素应达到３ＭＬＤｓ／０．１ｍＬ）［８］。对于腐败梭菌毒素
组分，一免血清效价为《中华人民共和国兽药典》合格标准的

１～４倍，二免血清效价大幅提高为《中华人民共和国兽药典》

合格标准的２～１２倍，增至一免效价的２～６倍。对于Ｄ型产
气荚膜梭菌毒素组分，一免血清效价为《中华人民共和国兽

药典》合格标准的１．７～１０．０倍，二免血清效价大幅提高为
《中华人民共和国兽药典》合格标准的１６．７～８３．３倍，增至
一免效价的５～１０倍。提示免疫剂量为３００μｇ／只时，绵羊免
疫效果最好，一免血清效价对腐败梭菌毒素和 Ｄ型产气荚膜
梭菌毒素分别可达到《中华人民共和国兽药典》合格标准的

２、６倍，而二免效价则分别可达到《中华人民共和国兽药典》
标准的１２、８３．３倍。

表２　疫苗在绵羊上的血清效价测定结果

免疫剂量

（μｇ／只）

对不同毒素的混合血清中和效价（ＭＬＤｓ／０．１ｍＬ）
一免 二免

腐败梭菌毒素 Ｄ型产气荚膜梭菌毒素 腐败梭菌毒素 Ｄ型产气荚膜梭菌毒素
３００．０ ２ ３０ １２ ２５０
１５０．０ ２ １０ １２ ７５
７５．０ ４ １０ １０ ５０
３７．５ １ ５ ２ ５０

３　讨论

自诱导培养基的原理在于碳源，即大肠杆菌优先使用葡

萄糖生长至饱和，当葡萄糖被消耗殆尽时开始使用乳糖（既

作为碳源，又作为诱导剂），进而表达目的蛋白［７］。自诱导系

统的优点在于重组菌可生长至较高密度，无需人为添加诱导

剂，并且用乳糖替代异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）具有无毒且
价廉的特点。本研究用自诱导系统进行摇瓶培养，菌体密度

Ｄ６００ｎｍ达到４．８１时，远高于以 ＬＢ培养至 Ｄ５６０ｎｍ为０．５～１．０
再加入ＩＰＴＧ诱导的培养方式。影响重组大肠杆菌高密度发
酵的主要因素包括宿主菌、接种量、培养基成分、培养方式、培

养条件、诱导剂的选择、补料方式等［９－１０］。本研究在借鉴前

人经验和自诱导原理的基础上，采用生物反应器进行高密度

发酵，即先以葡萄糖作为碳源使细菌生长到高密度，再以流加

含甘油和乳糖组合的方式诱导目的蛋白表达，结果菌体密度

Ｄ６００ｎｍ达到摇瓶培养的４．２倍，相对表达量达到摇瓶培养的
１．５倍，菌体密度和相对表达量的乘积达到摇瓶培养的６．５
倍。本研究所采用的高密度发酵策略使重组蛋白产率大大提

高，并且其后的动物试验也证明发酵产物具有良好的免疫效

果，此策略可供其他研究者借鉴参考。另外，本研究的发酵产

物以可溶性形式表达，将有利于蛋白折叠成天然构象进而露

出抗原表位，可能有助于抗原获得可靠的免疫效果。

本研究首次报道了同时含有腐败梭菌 α毒素和产气荚
膜梭菌ε毒素基因重组大肠杆菌的高密度发酵工艺，及其产
物在家兔和绵羊上的免疫效果。同时表达２种毒素蛋白的优
势在于仅发酵１株大肠杆菌即可达到预防２种疾病的目的。
家兔和绵羊试验结果也表明，重组蛋白免疫效果良好，其诱发

机体产生的较好的血清中和效价显著高于现有《中华人民共

和国兽药典》合格标准［８］，即使低至“每只动物予３７．５μｇ”的
抗原免疫量仍可达到标准。笔者曾报道现有疫苗检验合格率

不高［２］，并且田间绵羊效价检测合格率也偏低（数据未报

道）。由此推知，靶动物免疫持续期的抗体效价将更难达到

合格标准。值得一提的是，国际上羊快疫、猝狙、羔羊痢疾、肠

毒血症类疫苗无论在田间使用还是在替代动物效力检

验［１１－１２］上均采用２次免疫。故本研究对二免家兔和绵羊的
血清效价均进行了评估，结果显示２种组分的二免效价均获
得大幅增长，分别提升为《中华人民共和国兽药典》合格标准

的至少１２倍和６７倍，此结果为我国此类疫病的防控及制品
质量评价标准与方法的改进提供了参考依据。综合一免、二

免数据来看，家兔和绵羊获得最佳效价的抗原剂量相同，且各

剂量的家兔效果普遍好于绵羊，推测其原因可能是绵羊体质

量相对较大，故需要接种的抗原量更多。

随着基因工程技术的日益成熟，亚单位疫苗的发展速度

也越来越快，本研究结果为羊快疫和肠毒血症的预防提供了

基础性数据。此外，国内外常将不同的梭菌组分相互联合或

与其他非梭菌组分相联合制备多联苗，以达到“一针多防”的

目的［８，１１－１２］。本研究所制备的发酵产物经动物试验表明，可

用于同时预防羊快疫和肠毒血症，至于将其进一步联合其他

组分制备更多联疫苗的可行性及组分间的兼容性，仍有待于

进一步研究验证。
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牛传染性鼻气管炎病毒部分 ｇＢ蛋白的
原核表达及抗原性分析

何小丽，李凡飞，王文佳，张　凯，程　成，许立华
（宁夏大学农学院，宁夏银川７５００２１）

　　摘要：为对牛传染性鼻气管炎病毒（ＩＢＲＶ）ｇＢ基因进行原核表达，并对表达产物进行抗原性分析，利用笔者所在
实验室已构建好的ｇＢ－ＢＬ２１重组阳性菌落，进行异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导表达，并对培养及诱导表达条件
（ＩＰＴＧ最佳浓度、作用时间）等影响表达的因素进行优化，然后将表达的ｇＢ重组蛋白进行亲和层析纯化。十二烷基硫
酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果表明，ｇＢ蛋白在大肠杆菌中高效表达，表达蛋白的相对分子量约为
３２．４ｋｕ，与预期的蛋白大小一致。经 ＢＣＡ（聚氰基丙烯酸正丁酯）蛋白含量测定试剂盒测定，ｇＢ重组蛋白浓度为
１．８４ｍｇ／ｍＬ。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，纯化后的ｇＢ重组蛋白能被标准ＩＢＲ阳性血清识别，说明表达的目的蛋白具有良
好的反应原性，可作为ＩＢＲＶ检测的特异性抗原。试验为建立牛传染性鼻气管炎诊断方法及研究ｇＢ蛋白的功能特性
提供了材料和技术理论支持。
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　　牛传染性鼻气管炎（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ，简称
ＩＢＲ）是 由 牛 传 染 性 鼻 气 管 炎 病 毒 （ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｏｖｉｎｅ
ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，简称 ＩＢＲＶ）［又称为牛疱疹病毒 １型
（ＢＨＶ－１）］感染所引起的高度接触性传染病。该病具有广
泛的嗜组织性，在临床上表现为呼吸道型、生殖道感染型、脑

膜脑炎型和流产型４种类型。该病呈世界性广泛分布，世界
动物卫生组织将其列为二类动物传染病，每年都给全球的养

牛业带来了不可估量的经济损失［１］。ＢＨＶ－１基因组中已被
编码为蛋白的共有７３个开放阅读框［２］。ＢＨＶ－１编码的结
构蛋白有３３种，其中１３种蛋白与核衣壳有关，１０种编码糖
蛋白［３］。ｇＢ是在病毒吸附、进入细胞及胞间扩散和融合中起
着重要作用的主要膜蛋白，也是主要的抗原蛋白，是 ＢＨＶ－１
中最保守的蛋白［４］。

我国于１９８０年从国外进口的奶牛中检测到了引起该病
的病毒，自此许多学者开始对该病的流行病学进行调查，结果

表明我国国内大部分省份已存在较为广泛的牛传染性鼻气管

炎病毒的感染且呈现逐年上升的现象。目前，并没有特效的

药物治疗此病，我国主要采取以预防为主的措施防控此病。

本试验通过对ＩＢＲＶｇＢ蛋白的诱导表达，旨在获得 ＩＢＲ高效
表达蛋白，为ＩＢＲ的检测方法提供原材料和技术支持。

１　材料与方法

１．１　血清与菌株
ＩＢＲ标准阳性血清，购自美国 ＩＤＥＥＸ公司；牛传染性鼻

气管炎ｇＢ－ＢＬ２１阳性重组菌株，由笔者所在实验室前期构
建保存。

１．２　主要试剂盒
Ｈｉｓ标签蛋白纯化试剂盒，购自北京康为世纪生物科技

有限公司；ＡＥＣ底物显色试剂盒，购自索莱宝公司；ＡＥＣ蛋白
纯化试剂盒，购自凯基生物公司。

１．３　主要试剂
　　主要试剂如下：琼脂糖，购自西班牙；异丙基硫代－α－Ｄ
半乳糖苷（ＩＰＴＧ），ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；氨苄青霉素 （ＡＭＰ），
Ａｍｒｅｓｃｏ；琼脂粉，ＯＸＯＩＤ；蛋白彩虹 ｍａｒｋｅｒ，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；十
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二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）上样缓冲液（２×），ＳＤＳ购自西安国安生
物科技有限公司；考马斯亮蓝 Ｇ－２５０，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；过硫酸
铵，Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；１０％ＳＤＳ；四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ），Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；
１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为 ６．８的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，Ｔｒｉｓ购自 Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；
１．５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为８．８的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ；２９∶１的丙烯酰胺、甲叉
双丙烯酰胺蛋白电泳缓冲液（５×），Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；聚偏氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ；滤纸，沈阳市长城过滤纸板有限
公司；甘氨酸，西安国安生物科技有限公司；脱脂奶粉，完达山

乳业；Ｔｗｅｅｎ２０，Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ；磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）；无水乙醇，
天津市福晨化学试剂厂；０．２２μｍ滤膜，Ｓｉｇｍａ；ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉ－
ＢｏｖＩｇＧ／ＨＲＰ［辣根过氧化物酶标记的兔抗牛 ＩｇＧ］，Ｓｉｇｍａ。
其他化学试剂均购自天津市化学大茂化学试剂厂。此外，聚

氰基丙烯酸正丁酯（ＢＣＡ）蛋白纯化试剂盒，购自江苏凯基生
物技术股份有限公司。

１．４　试验方法
１．４．１　重组蛋白ｇＢ的诱导表达及条件优化　取１μＬ连接
好的重组质粒ＰＥＴ３２ａ－ｇＢ，涂布于含氨苄青霉素的 ＬＢ固体
培养基上，于３７℃培养１２～１５ｈ。然后用无菌接种棒挑取单
个重组菌落，接种于 ５ｍＬ液体培养基中，３７℃ 摇床上于
２２０ｒ／ｍｉｎ培养１２～１５ｈ。取培养的菌液按１∶５０的比例接
种于新鲜的ＬＢ（ＡＭＰ＋）液体培养基中，继续培养 ２～３ｈ，直
至Ｄ６００ｎｍ达到０．６～０．８，取１．０ｍＬ菌液保存，作为ＩＰＴＧ诱导
前样品，将剩余的菌液分成６管，分别向其中加入不同浓度的
ＩＰＴＧ，使其终浓度依次为 ０．１、０．３、０．５、０．７、１．０、
２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，然后置于３７℃摇床上培养，分别于１、２、３、４、５ｈ
后从５管中各取１ｍＬ诱导菌液，室温下于８０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ，去上清，采用ＰＢＳ重悬沉淀，重复离心，最后弃尽上清，
用ＰＢＳ重悬沉淀，混匀，然后向其中加入 ２×ＳＤＳ上样缓冲
液，置于沸水中煮沸５ｍｉｎ，取出后迅速放入冰浴中，适当时间
后，放入－２０℃冰箱中保存备用。
１．４．２　十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ）的检测　按照说明配制分离胶与浓缩胶，在分离胶上
面插入梳子，静置约３０ｍｉｎ，使凝胶完全聚合。然后将玻璃制
胶板放入电泳槽中，在电泳槽中加入适量的电泳液，缓慢垂直

拔出梳子，用移液器冲洗加样孔。向第１个加样孔中加入蛋
白彩虹ｍａｒｋｅｒ，在相邻的泳道中依次加入样品。接通电源，起
始电压为８０Ｖ，当染料进入分离胶后，提高电压至１２０Ｖ，电
泳１ｈ。待溴酚蓝到达电泳槽的底部时，关闭电源，小心地从
玻璃板上剥下凝胶，切掉浓缩胶，并对分离胶进行标记，然后

将其放入考马斯亮蓝染色液中，染色１ｈ。结束后，取出分离
胶，将其转入脱色液中脱色，观察结果。

１．４．３　重组蛋白的可溶性分析　参照“１．４．１”节的方法，分
别利用蛋白的最优表达条件对重组蛋白进行诱导表达，离心，

弃上清，在沉淀中加入 ＰＢＳ重悬菌体，混匀。然后超声裂解
菌体细胞，待菌液变清后，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上
清，并向沉淀物中加入８ｍｏｌ／Ｌ尿素，充分裂解。然后分别向
收集好的上清和沉淀中加入蛋白上样缓冲液，煮沸５ｍｉｎ，快
速放入冰浴中，适当时间后，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
１．４．４　重组蛋白的纯化分析　参照“１．４．１”节的方法，分别
利用蛋白的最优表达条件对重组蛋白表达至最优的时间，取

５０ｍＬ离心管，称量空管的质量并作记录，倒入诱导的菌液，

离心，弃上清，加入去离子水重悬沉淀，再次以同样的条件离

心，倒掉上清，称量离心管质量，得到菌体湿质量，每１００ｍｇ
菌体（湿质量）中加入２ｍＬ细菌裂解液（每毫升细菌裂解液
中预先加入１０μＬ蛋白酶抑制剂混合物），超声破碎２０ｍｉｎ，
１００００ｇ低温离心１５ｍｉｎ，收集沉淀，将沉淀重悬于 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ中，尽量混匀使包涵体充分溶解。２０℃静置过夜，次日
取出后，使用Ｈｉｓ（组氨酸）标签蛋白纯化试剂盒进行相关步
骤纯化，然后对纯化蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。
１．４．５　纯化蛋白浓度的测定　使用ＢＣＡ蛋白纯化试剂盒对
重组蛋白含量进行测定，具体步骤如下：

（１）按照表１依次向９６孔板中加入相应试剂；

表１　试剂添加顺序

孔号
蛋白标准溶液用量

（μＬ）
去离子水用量

（μＬ）
对应蛋白的量

（μｇ）

０ ０ ２０ ０
１ １ １９ ０．５
２ ２ １８ １
３ ４ １６ ２
４ ８ １２ ４
５ １２ ８ ６
６ １６ ４ ８
７ ２０ ０ １０

　　注：蛋白标准溶液主成分为牛血清白蛋白（ＢＳＡ）。

　　（２）将试剂盒中的Ａ试剂与Ｂ试剂按照１∶５０的比例配
制ＢＣＡ工作液，充分混匀；
　　（３）依次加入２００μＬＢＣＡ工作液；
　　（４）将 ９６孔板放在振荡器上振荡数秒，３７℃孵育
３０ｍｉｎ；　

（５）在酶标仪上读取Ｄ５６２ｎｍ，以蛋白含量（μＬ）为横坐标、
吸光度为纵坐标，绘制标准曲线图；

（６）选取合适的浓度稀释ｇＢ蛋白，使其总体积为２０μＬ，
加入ＢＣＡ工作液２００μＬ，混匀，３７℃放置３０ｍｉｎ，以标准曲
线０号管作参比，记录５６２ｎｍ下的吸光度；

（７）根据所得样品的吸光度，在标准曲线上找出对应的
蛋白含量，换算到原体积中，记录蛋白的浓度。

１．４．６　纯化蛋白的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分析　按照上述方法进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ，电泳结束后，取出凝胶切下分离胶，标记方向，
按照标准步骤进行蛋白质分子的转印，１５０ｍＡ恒流，４℃
３ｈ，将凝胶上的蛋白质转印到ＰＶＤＦ膜上。接着取出转有蛋
白质分子的ＰＶＤＦ膜，采用５％脱脂乳封闭２ｈ，一抗（ＩＢＲ标
准阳性血清）４℃杂交过夜，次日取出后使用ＰＢＳＴ（加了吐温
的磷酸盐缓冲液）洗涤５次，加入二抗（ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉ－ＢｏｖＩｇＧ／
ＨＲＰ）杂交１ｈ，去除非特异性结合，再次洗涤，条件同上。洗
涤结束后，使用ＡＥＣ（３－氨基－９－乙基咔唑）底物显色试剂
盒显色１５ｍｉｎ，之后用蒸馏水终止反应，观察并记录结果。

２　结果与分析

２．１　重组蛋白ｇＢ的诱导表达及条件优化
　　将连接好的重组菌落接种于培养基上，利用 ＩＰＴＧ初步
探索诱导表达，经过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果表明，未经 ＩＰＴＧ
诱导的重组菌并没有出现特异性的条带，而经 ＩＰＴＧ于３７℃
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诱导后的重组菌落出现了特异性的条带，经分析其大小为

３２．４ｋｕ，与预期的蛋白分子质量大小相符。为提高重组蛋白
的表达效率，为以后大量制备蛋白奠定基础，分别以不同时间

和不同 ＩＰＴＧ浓度进行诱导条件的优化。最后通过 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ蛋白凝胶电泳检测，由图１、图２显示，蛋白的表达量在
３７℃０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４ｈ时达到最大值。

２．２　重组蛋白的可溶性分析
分别将重组菌落经过最优的表达条件表达，离心收集沉

淀后超声破碎，再次离心后对沉淀加尿素溶解，经 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析，由图３可见，表达ｇＢ蛋白以包涵体的形式存在。

２．３　重组蛋白的纯化分析
　　由图４可知，根据ｇＢ蛋白的表达特性和最佳诱导条件进

行表达纯化，得到１条约为３２．４ｋｕ的纯度较高的条带。
２．４　纯化蛋白浓度的测定

以ＢＳＡ标准蛋白浓度为横坐标、吸光度Ｄ５６２ｎｍ为纵坐标，
制作标准曲线，见图５。根据ＢＳＡ浓度与 Ｄ５６２ｎｍ的线性关系，
得到了拟合曲线方程：ｙ＝０．０７８６ｘ＋０．０６５６，ｒ２＝０．９９８９。
经测定，ｇＢ重组蛋白的浓度为１．８４ｍｇ／ｍＬ。

２．５　重组蛋白的ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
纯化的ｇＢ蛋白经蛋白转印、一抗二抗杂交，再经ＡＥＣ显

色之后，出现了１条纯度较高的目的条带（图６），提示表达的
重组蛋白具有良好的反应原性。
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３　结论与讨论

ＩＢＲ近年来已经成为影响牧业发展的主要病原，对于我
国而言它属于外来病原，首次发现该病在１９８０年，２００５年我
国在澳大利亚进口种牛中成功分离到该病毒［５］。２００６年检
测了来自内蒙古等１１个省份的疑似感染ＩＢＲ血清样本，结果
显示抗体阳性率为４６．０％［６］。２０１５年北疆４个规模化奶牛
场ＩＢＲ感染性抗体的平均阳性率为８７．４％［７］。２０１６年笔者
所在团队对宁夏地区进行ＩＢＲ的抗体检测，平均阳性率高达
８５．１％［８］。我国作为奶牛养殖业大国，但由于我国整体的养

牛水平不太高，每年都要从一些养牛水平高的国家进口大批

的牛，２０１５年Ｍｏｏｒｅ等的研究表明，澳大利亚出口的活牛ＩＢＲ
血清阳性率为３９．０％［９］，这些数据均表明ＩＢＲ感染的普遍性
和严重性，我们应提高警惕避免该病发生大面积暴发。

ｇＢ蛋白是 ＩＢＲＶ主要的抗原蛋白，在机体的免疫保护中
起着至关重要的作用［１０］。目前，ＩＢＲＶ的诊断试剂大多数均
针对ｇＢ抗原表位。本研究采用笔者所在实验室构建好的ｇＢ
重组菌株，使用大肠杆菌的表达系统，大肠杆菌的表达系统以

其高效表达的优点成为近些年来首选的表达系统［１１］。相对

于全基因表达，ｇＢ部分基因表达克服了蛋白表达量低、抗原
性弱等缺点，目的蛋白在大肠杆菌表达系统中获得了大量高

效的表达。在选择蛋白纯化方法时，采用镍柱亲和层析法，方

法简便、利于操作及实验室蛋白的大量纯化，分离纯化效果

好，纯化后的蛋白经免疫印迹检测，能与 ＩＢＲ标准阳性血清
发生特异性反应，说明表达的 ｇＢ蛋白具有良好的反应活性，
可被用来作为ＩＢＲＶ检测的特异性抗原。

本研究成功获得了ＩＢＲＶｇＢ蛋白，为应用建立 ＩＢＲ诊断
方法和制备ｇＢ蛋白多抗和单抗，作为抗原免疫动物提供了重
要的物质基础和技术支持。
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内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的影响

王婷婷１，胡　萍２，张顺利３

（１．漯河职业技术学院食品工程系，河南漯河４６２００２；２．许昌职业技术学院园林与食品工程学院 ，河南许昌 ４６１０００；
３．河南师范大学生命科学学院，河南新乡４５３００７）

　　摘要：研究了内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的数量和分布的影响，以探讨巨噬细胞对胚胎的着床和维持的作
用。采用昆明系妊娠小鼠分为对照组和试验组，在小鼠妊娠６ｄ（Ｄ６）对照组腹腔注射生理盐水，试验组分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
组，分别注射１、２、４μｇ剂量的内毒素，用酶组织化学染色的方法显示出子宫内巨噬细胞的数量和分布。结果显示，与
对照组相比较，试验Ⅰ、Ⅲ组子宫内巨噬细胞的数量明显增多，差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组没有显著差异。巨噬
细胞在子宫环肌外层、环肌内层和内膜上的分布与对照组相比较，环肌外层巨噬细胞数量减少，而环肌内层和内膜的

巨噬细胞数量明显增多，差异显著。提示内毒素使妊娠小鼠子宫内巨噬细胞数量增多，细胞向子宫内膜迁移，而不利

于胚胎着床和维持，可能对母胎免疫耐受产生影响。

　　关键词：内毒素；妊娠小鼠；酶组织化学；巨噬细胞；免疫耐受
　　中图分类号：Ｓ８５２．２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）１７－０１９３－０３

收稿日期：２０１９－０３－１２
作者简介：王婷婷（１９８１—），女，河南漯河人，硕士，讲师，主要从事食
品和生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：５４１１４４８４５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：张顺利，硕士，教授，主要从事免疫方面研究。Ｅ－ｍａｉｌ：
ｚｓｌ３６９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　妊娠是一个复杂的生理过程，从免疫学上来看类似于器
官移植。胚胎对母体来说是一个移植物，母体免疫系统对此

进行识别，并产生免疫应答［１］。巨噬细胞是子宫内的一种重

要免疫细胞，有多种表面标志和标记酶，具有抗感染、抗肿瘤、

呈递抗原和免疫调节等作用。巨噬细胞的数量和在子宫内的

分布在胚胎的着床和维持中起到一定的作用［２－３］。

内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁上的一种脂多糖和微量

蛋白的复合物，可刺激机体对多糖成分产生抗体［４］。内毒素

作为外源性致热原（热原质），作用于中性白细胞、单核细胞、

巨噬细胞等。内毒素能够激活妊娠小鼠子宫内的巨噬细胞，

从而对胚胎的着床和维持产生影响［５］，也对母胎免疫耐受产

生一定的影响。

本试验通过给妊娠期小鼠注射不同剂量的内毒素，通过

酶组织化学染色方法，研究内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细

胞的影响，探讨巨噬细胞在胚胎的着床和维持中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物［６］　成年雌性昆明种小鼠４０只，由河南师
范大学生命科学学院实验动物繁育中心提供，体质量（２５±
２）ｇ，自由饮水取食。分成对照组与试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组，雌、雄
鼠按２∶１合笼，次日晨查见阴栓者为妊娠１ｄ，到妊娠６ｄ
（Ｄ６）时，对照组腹腔注射生理盐水，试验Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组分别注
射 １、２、４μｇ剂量的内毒素，８ｄ（Ｄ８）观察流产情况并取材。
１．１．２　主要化学药品和试剂　内毒素，购自 Ｓｉｇｍａ公司；

α－醋酸萘酯（α－ＮＡＥ），购自上海试剂一厂；固蓝 Ｂ盐购自
德国Ｃｈｒｏｍａ－ｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆｔ公司；其他试剂均为分析纯。
１．１．３　主要仪器　冰冻切片机（美国 ＲｅｉｃｈｅｒｔＨｉｓｔｏＳｔａｔ
ＭｉｃｒｏｔｏｍｅＣｒｙｏｓｔａｔ），柯达ＤＣ２９０数码相机。
１．２　方法
１．２．１　小鼠子宫材料的获取　小鼠脱颈椎处死，沿腹中线
剪开腹腔，取其子宫，在预冷的生理盐水中快速去除脂肪，

迅速放入液氮中冷冻３０ｓ。标记好材料放入 －２０℃冰箱中
保存。

１．２．２　冰冻切片的制备　－２０℃下冰水包埋材料，修块，切
片，切片的厚度８μｍ，材料平铺在载玻片上，凉干后 －２０℃
冰箱冷冻保藏。

１．２．３　０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ盐溶液配制　Ａ液：ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ
３．１２ｇ加１００ｍＬ蒸馏水；Ｂ液：Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ７．１６ｇ加
１００ｍＬ蒸馏水；取Ａ液１３ｍＬ加Ｂ液８７ｍＬ，混合均匀，调ｐＨ
值至７．４。
１．２．４　孵育液配制　０．０３ｇα－醋酸萘酯 ＋５ｍＬ丙酮充分
溶解＋５ｍＬ蒸馏水混匀＋２０ｍＬＰＢＳ盐溶液（要边加边摇晃
防止生成沉淀）＋固蓝Ｂ盐。充分搅拌溶解混匀。注意孵育
液要即配即用。

１．２．５　酶组织化学染色　（１）把冰冻切片室温下充分干燥。
（２）放入纯丙酮液中固定１０ｍｉｎ。（３）取出固定好的切片用
０．２ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ盐溶液冲洗３次，每次５ｍｉｎ。（４）把冲洗
好的切片放入配制好的孵育液中，３７℃温浴锅孵育５０ｍｉｎ。
（５）从孵育液中取出切片，用 ０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ盐溶液冲洗 １
次，５ｍｉｎ。放入０．２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ盐溶液中浸泡５ｍｉｎ，再放入
蒸馏水中浸泡２ｍｉｎ，取出后甘油明胶封片。（６）镜检、拍照、
统计分析。

１．２．６　统计方法　采用 χ２检验，α＝０．０５，结果大于 α差异
不显著，小于α差异显著。
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２　结果与分析

２．１　酶组织化学染色巨噬细胞的结果

镜检观察子宫内巨噬细胞，发现巨噬细胞多为不规则形

状，也有呈椭圆形、圆形的，染色结果细胞质呈紫色，而细胞核

为无色（图１）。

２．２　内毒素对妊娠小鼠胚胎着床的影响
正常小鼠的胚胎为粉红色，透明度较高。注射内毒素后

能诱使胚胎流产，先出现阴道出血，然后出现胚胎吸收。对照

组未观察到流产，胚胎为粉红色；试验Ⅰ组小鼠未见流产，但
发现子宫内有黑红色的瘀血；试验Ⅱ、Ⅲ组流产率分别为
７５％和１００％，胚胎已经模糊不清，出现吸收现象（表１）。

表１　内毒素对妊娠小鼠胚胎着床的影响

注射剂量

（μｇ）
妊娠小鼠

（只）

胎鼠个数

（个）

流产率

（％）

生理盐水 ４ １３、１１、１０、１０ ０
１ ４ ８、１０、１４、８ ０
２ ４ １２、２、１、２ ７５
４ ４ ０、１、０、０ １００

２．３　内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞数量的影响
注射不同剂量的内毒素使妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的总

数呈波动性变化，注射１μｇ内毒素巨噬细胞数量较正常对照
组明显增加，２μｇ时数量又下降到正常水平，４μｇ时数量又
增加（图２）。

　　妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的总体数量变化，试验Ⅰ、Ⅲ组
与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相比差异不
显著（表２）。

表２　内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞数量的影响

组别
巨噬细胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ９５５ ａ Ａ
试验Ⅰ组 １１２５ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 ９７４ ａ Ａ
试验Ⅲ组 １１４６ ｂ Ｂ

２．４　内毒素对妊娠小鼠子宫内巨噬细胞分布的影响
妊娠小鼠子宫内膜巨噬细胞数量分布的变化，试验Ⅰ、Ⅲ

组与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相比差异
不显著（表３）。

表３　子宫内膜巨噬细胞数量的变化

组别
巨噬细胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ３．９６０±１．３７ ａ Ａ
试验Ⅰ组 ８．２４０±２．９０ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 ２．７６８．２４±１．７７ ａ Ａ
试验Ⅲ组 ６．２００±３．０７ ｂ Ｂ

　　妊娠小鼠子宫内环肌层巨噬细胞的数量分布变化，试验
Ⅰ、Ⅲ组与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相比
差异显著（表４）。
　　妊娠小鼠子宫内环肌外层巨噬细胞的数量分布变化，试
验Ⅰ、Ⅲ组与对照组相比差异极显著，而试验Ⅱ组与对照组相
比差异显著（表５）。
　　注射不同剂量的内毒素使妊娠小鼠子宫内巨噬细胞的数
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表４　子宫环肌内层巨噬细胞的数量变化

组别
巨噬细胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ９．１２±３．３５ ａ Ａ
试验Ⅰ组 １９．８８±４．８９ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 １５．１２±５．７１ ａｂ ＡＢ
试验Ⅲ组 １８．１６±１０．０７ ｂ Ｂ

表５　子宫环肌外层巨噬细胞的数量变化

组别
巨噬胞总数

（个）

差异显著性

α＝０．０５ α＝０．０１
对照组　 ２５．１２±９．０８ ａ Ａ
试验Ⅰ组 １６．８８±５．７４ ｂ Ｂ
试验Ⅱ组 ２１．０８±７．０２ ａｂ ＡＢ
试验Ⅲ组 ２１．４８±７．２１ ｂ Ｂ

量分布发生变化。随着注射内毒素剂量的逐渐增加，环肌内

层和内膜的细胞数量增加，环肌外层细胞数量减少。正常情

况下，巨噬细胞大多数分布于子宫外膜，注射内毒素刺激环肌

内层和内膜的巨噬细胞数量增加。虽然试验Ⅱ组妊娠小鼠子
宫内巨噬细胞总数量没有变化，但巨噬细胞在子宫内的分布

与对照组相比环肌内层的数量明显增多（图３）。

３　讨论

文献报道非特异性酯酶 α－ＮＡＥ存在于单核细胞、粒细
胞系统中，而子宫内的其他细胞几乎不含此物质［７］，本研究

观察子宫内巨噬细胞，发现巨噬细胞多为不规则形状，也有呈

椭圆形、梭形。α－ＮＡＥ主要存在于巨噬细胞的细胞质内，染
色结果细胞质呈紫色，而细胞核为无色。用此方法可以很简

便很快速地显示阳性巨噬细胞，与组化染色相比很经济，但也

有一定的缺点，比如染色很容易褪色、不易长时间保存。

有文献报道在妊娠期 Ｄ８肌层中几乎没有巨噬细胞［８］，

本研究也观察到相同的结果，所以在对巨噬细胞进行统计计

数时把子宫结构分为环肌外层、环肌内层和内膜进行统计

分析。

研究发现，１μｇ内毒素能使小鼠巨噬细胞数量增加，使
小鼠子宫内膜、肌层的巨噬细胞都与对照有显著性差异，但是

随着内毒素剂量的增加，到２μｇ时，子宫总的巨噬细胞基本
没有变化，但是肌层巨噬细胞和对照相比有了显著性差异。

４μｇ时，全部的孕鼠均发生了流产，但总的子宫巨噬细胞数
量和１μｇ没有显著性差异。但是同样，流产小鼠子宫内膜和
肌层的巨噬细胞都与对照有显著性差异。由此，推测子宫内

巨噬细胞数量的多少和 ＬＰＳ的用量有关。在一定的 ＬＰＳ范
围内，巨噬细胞的数量随 ＬＰＳ剂量增加而减少到一定水平，
但是当ＬＰＳ量继续增大时，巨噬细胞的数量将会增多。

小鼠在正常妊娠期间子宫内巨噬细胞的数量分布随时间

不断地发生动态变化，在小鼠妊娠 Ｄ８子宫内的巨噬细胞主
要集中在子宫的环肌外层，而环肌内层和内膜中几乎没有巨

噬细胞，有利于胚胎着床和维持。妊娠期子宫内巨噬细胞过

多存在对于妊娠不利［９］。本研究也观察到了这种现象，但是

试验还观察到了２μｇ剂量巨噬细胞总数基本没有变化，但是
在子宫内部的分布却发生了变化，也就是说巨噬细胞在子宫

内发生了迁移，从而导致流产。

但内毒素是如何调节巨噬细胞的迁移呢？试验组与对照

组相比巨噬细胞的数量明显增加，而且巨噬细胞在子宫环肌

内层和内膜的分布数量也明显增加，试验Ⅱ组虽然巨噬细胞
数量又降到正常的水平，但巨噬细胞分布在环肌内层的数量

也明显增加。

内毒素并不干扰孕鼠的正常内分泌功能，也不能穿越胎

盘进入胎儿体内。内毒素诱导流产的一个重要机制是引起预

致敏的（ｐｒｉｍｅｄ）巨噬细胞释放 ＴＮＦ－α［１０－１２］。ＴＮＦ－α导致
流产已被动物试验所证实，内毒素诱导小鼠流产与子宫内

ＴＮＦ－α的产生有直接关系，本试验中内毒素能诱导巨噬细
胞由子宫外膜向子宫内膜发生迁移，使子宫内膜巨噬细胞数

量增加，推测迁移到内膜的巨噬细胞释放 ＴＮＦ－α。它可直
接引起胎盘滋养层细胞的凋亡，因滋养层前祖细胞在未成熟

阶段发生程序性死亡而耗竭，导致子宫内胎儿缺乏营养而死

亡［１３］。使妊娠小鼠子宫内的胚胎不能正常着床和维持，可能不

利于母胎免疫耐受，使母鼠对胚胎产生排斥而流产，所以内毒素

能激活巨噬细胞，使巨噬细胞数量增加，并诱导巨噬细胞向子宫

内发生迁移，影响胚胎的着床和维持，导致妊娠小鼠流产。
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３　结论与讨论

ＩＢＲ近年来已经成为影响牧业发展的主要病原，对于我
国而言它属于外来病原，首次发现该病在１９８０年，２００５年我
国在澳大利亚进口种牛中成功分离到该病毒［５］。２００６年检
测了来自内蒙古等１１个省份的疑似感染ＩＢＲ血清样本，结果
显示抗体阳性率为４６．０％［６］。２０１５年北疆４个规模化奶牛
场ＩＢＲ感染性抗体的平均阳性率为８７．４％［７］。２０１６年笔者
所在团队对宁夏地区进行ＩＢＲ的抗体检测，平均阳性率高达
８５．１％［８］。我国作为奶牛养殖业大国，但由于我国整体的养

牛水平不太高，每年都要从一些养牛水平高的国家进口大批

的牛，２０１５年Ｍｏｏｒｅ等的研究表明，澳大利亚出口的活牛ＩＢＲ
血清阳性率为３９．０％［９］，这些数据均表明ＩＢＲ感染的普遍性
和严重性，我们应提高警惕避免该病发生大面积暴发。

ｇＢ蛋白是 ＩＢＲＶ主要的抗原蛋白，在机体的免疫保护中
起着至关重要的作用［１０］。目前，ＩＢＲＶ的诊断试剂大多数均
针对ｇＢ抗原表位。本研究采用笔者所在实验室构建好的ｇＢ
重组菌株，使用大肠杆菌的表达系统，大肠杆菌的表达系统以

其高效表达的优点成为近些年来首选的表达系统［１１］。相对

于全基因表达，ｇＢ部分基因表达克服了蛋白表达量低、抗原
性弱等缺点，目的蛋白在大肠杆菌表达系统中获得了大量高

效的表达。在选择蛋白纯化方法时，采用镍柱亲和层析法，方

法简便、利于操作及实验室蛋白的大量纯化，分离纯化效果

好，纯化后的蛋白经免疫印迹检测，能与 ＩＢＲ标准阳性血清
发生特异性反应，说明表达的 ｇＢ蛋白具有良好的反应活性，
可被用来作为ＩＢＲＶ检测的特异性抗原。

本研究成功获得了ＩＢＲＶｇＢ蛋白，为应用建立 ＩＢＲ诊断
方法和制备ｇＢ蛋白多抗和单抗，作为抗原免疫动物提供了重
要的物质基础和技术支持。
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