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摘要: 应用分子免疫学理论, 将定居因子 K88, K99, 987P, F41 与其特异受体结合, 封闭肠粘

膜上皮细胞的受体, 阻断致病菌的定居因子与肠粘膜上皮细胞特异受体的结合, 使致病菌无法

定居。试验结果显示, 其仔猪攻毒保护率为 100% , 预防试验保护率为 100% , 可以有效控制仔

猪大肠杆菌的发生, 为该病的现有预防模式增添了新的内容。
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产肠毒素性大肠杆菌( ETEC)进入肠道后, 导致动物发病的首要条件是在肠道内定居,

这种定居作用是靠特定的菌毛来完成的, 人们通常把这种菌毛称为定居因子。目前河南省猪

源性致病菌的定居因子有 K88, K99, F1987, 987P, F41 等, 定居因子不仅具有重要的致

病性, 而且具有良好的免疫原性; 利用这种免疫原性制备了大肠杆菌菌苗及蛋白苗, 在控制

该病中发挥了很大的作用, 国内外有关这方面的报道很多�1~ 6�, 但利用多价定居因子封闭

肠粘膜上皮细胞上的特异受体, 阻断致病菌的定居预防该病的研究, 尚未见报道。试验应用

重组基因工程菌表达的多价定居因子灌服初生仔猪, 成功地预防了该病的发生, 取得了显著

效果, 为仔猪大肠杆菌病的预防开辟了一条新途径。现将结果回报如下。

1 � 材料和方法

1�1 � 菌株
C83917 ( 987P+ ) , C83901( K88+ ) , C83529( K99+ ) , C83919( F41+ )由中国兽药监察所提

供, PBK89 ( K88+ K99+ ) , PXLS( ST � LT-B) , PEF87( 987P+ F41+ )重组基因工程菌由本所生

物技术研究室构建。

1�2 � 培养基
Slanetz培养基、BBL 培养基、M inca培养基、LB 液体培养基, 均由本所生物技术研究

室配制。

1�3 � 多价定居因子的制备
将工程菌 PBK89, PEF87分别接种于最适宜菌毛形成的培养基中, 37 � 培养 20~ 24 h,
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利用热休克法脱毛, 饱和硫酸铵沉淀定居因子, 离心后取沉淀物, 加入 PBS 溶液, 4 � 透析

48 h, 在 595 nm 波长处测其光密度值。计算其蛋白含量, 并将其含量调为 3 000 �g / mL,

制备成 K88, K99, 987P, F41多价定居因子悬液, - 20 � 保存备用�7�。
1�4 � 试验动物

5~ 7日龄昆明小白鼠, 由本研究室自己繁育提供, 初生仔猪及妊娠母猪均由驻马店市

某猪场提供。该猪场仔猪大肠杆菌病发病率及死亡率均较高。

1�5 � 乳鼠攻毒保护试验
取 5~ 7日龄乳鼠 30只, 分为两组, 每组 15只。试验组每只口服 0�5 mL 多价定居因

子, 并于口服后的 4, 10, 14 d攻毒, 观察乳鼠的保护效果。

1�6 � 仔猪攻毒保护试验
新生仔猪 40头, 均分为 4组, 试验组 30头, 对照组 10头。试验组每头仔猪出生后,

吃初乳前口服 6 mL 多价定居因子, 于口服后第 4, 10, 14 d攻毒, 观察仔猪的发病情况。

1�7 � 仔猪预防保护试验
新生仔猪 50头(均来自未注射大肠杆菌菌苗的母猪) ,分为 2组, 每组 25头。试验组仔

猪于出生后吃初乳前口服多价定居因子 5 mL, 对照组不做任何处理。试验观察 1个月, 详

细记录发病情况。

1�8 � 与母乳抗体的对比保护试验
新生仔猪 40头( 20头来自未经大肠杆菌菌苗免疫母猪) ,来自非免疫母猪的为试验组,

来自免疫母猪的为对照组。试验组仔猪出生后吃初乳前口服多价定居因子 5 mL, 对照组按

正常的饲养管理进行, 观察 15 d, 详细记录仔猪的发病情况。

2 � 结果与分析

2�1 � 乳鼠攻毒保护试验
口服多价定居因子后分别于第 4, 10, 14 d攻毒, 每次攻毒时试验组与对照组各取乳鼠

5只, 试验结果发现, 试验组乳鼠攻毒后全部存活, 对照组乳鼠攻毒后全部发病, 死亡 11

只, 详见表 1。

表 1 � 多价定居因子对乳鼠攻毒保护试验结果

组别 小白鼠(只) 口服剂量( mL) 攻毒剂量( mL) 死亡数(头)

试验组 15 0. 5 0. 1 0

对照组 15 0 0. 1 11

� 注:攻毒致病菌为 C83917, C83901, C83529,C83919混合培养物( 5� 1010CFU/ mL)。

2�2 � 仔猪攻毒保护试验结果
初生仔猪口服多价定居因子后, 在不同时间进行攻毒(即口服多价定居因子的仔猪分别

在第 4, 10, 14 d攻毒) , 结果发现试验组仔猪均未发生腹泻, 对照组仔猪则全部出现腹泻并有

8头死亡, 详见表 2。
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表 2 � 多价定居因子对仔猪攻毒保护试验结果

组别
仔猪数
(头)

口服剂量
( mL )

攻毒剂量( mL)

4 d 10 d 14 d

死亡数
(头)

试验组A 10 6 5 0 0 0

试验组 B 10 6 0 5 0 0

试验组 C 10 6 0 0 5 0

对照组 10 0 5 0 0 8

� 注:攻毒致病菌为 C83917, C83901, C83529,C83919混合培养物( 5� 1010CFU/ mL)。

2�3 � 仔猪预防保护试验
对初生仔猪口服多价定居因子后, 可明显提高仔猪对致病菌的抵抗力, 使仔猪腹泻的发

生得到控制, 与对照组仔猪发病率相比差异显著, 详见表 3。

表 3 � 多价定居因子对仔猪预防保护试验结果

组别 仔猪数
(头)

口服剂量
( mL )

发病头数
( 1~ 15 d)

发病率
( % )

发病头数
( 15~ 30 d)

发病率
( % )

试验组 25 5 0 0 1 4

对照组 25 0 20 80 4 16

2�4 � 与母乳抗体的对比保护试验结果
利用大肠杆菌苗产前免疫怀孕母猪, 通过初乳使仔猪获取抗体得到保护, 而未免疫母猪

所产仔猪通过多价定居因子获得保护, 对比试验表明多价定居因子对仔猪的保护更加可靠,

试验组仔猪 15 d内未见 1头发病, 对照组有 3头发病, 详见表 4。

表 4� 多价定居因子与母乳抗体的对比保护试验

组别 仔猪数
(头)

口服剂量
( mL )

发病头数

4 d 10 d 15 d

发病率
( % )

试验组 20 5 0 0 0 0

对照组 20 0 0 1 3 15

3 � 讨论

致病性大肠杆菌侵入寄主后, 首先借助定居因子粘附于特定的靶细胞上�8�, 从而发挥

致病作用。研究证实, 1个上皮细胞平均可接纳带有 K88或 K99定居因子的大肠杆菌 22�5
~ 35�1个�7�, 这些大肠杆菌定居后, 大量繁殖并分泌肠毒素, 导致腹泻, 甚至死亡, 如果

没有定居因子的存在, 或定居因子不能与靶细胞结合, 则就不再发病。我们应用工程菌表达

的多价定居因子, 一次性灌服新生仔猪(吃初乳前口服) , 多价定居因子完全占据靶细胞上的

受体, 对肠粘膜上皮细胞的受体起封闭作用, 使病原菌的定居因子无法与靶细胞上的受体结

合, 使其无法定居肠粘膜细胞, 由肠道机械性蠕动, 将其从肠道内排出体外, 从而丧失致病

作用。

仔猪攻毒保护试验证明, 其攻毒保护率为 100% , 仔猪预防试验证明 1~ 15 日龄其保护

率为 100%, 对照组发病率为 80%。结果显示, 用多价定居因子口服初生仔猪可有效控制仔

猪大肠杆菌病, 为仔猪大肠杆菌病的控制和预防开辟了新的途径。
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与母乳抗体的对比保护试验结果显示, 母乳抗体能够有效的祛除致病菌的定居, 预防此

病的发生�9~ 11�, 由于母猪免疫应答的差异、母乳抗体水平较低、下降快、仔猪摄入量不均,

因此仍有部分仔猪发病, 多价定居因子对仔猪的预防保护克服了上述缺点, 则效果更加可

靠。
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Protection Against Piglets Colibacillosis with

Polyvalent Resident Factors of Enterotoxigenic Escherichia Coli

LI Xue-wu, ZHANG Ga-i ping, YAN Yu-he, DENG Ru-i guang,

YANG Yan-yan,WANG A-i ping, LI Qing-mei
( I nst itute of Biolog y and Technique Sciences,

Henan Academy of Ag ricultural Sciences, Zheng zhou� 450002, China)

Abstract:The resident factors K88, K99, 987P and F41 had been combined with the specific re-

ceptors of the intest inal mucosa epithelial cells under the molecular immunoreact ion, and the spe-

cif ic receptors had been blocked. The receptors blocked by resident factors couldn�t attach the res-i

dent factors, and prevented the enterotoxigenic E. coli sett ling down the intest ine. The results

showed that the piglets infected protect ion rate w as 100% , prevent ive protect ion rate w as 100% .

T he experiments proved that the method w as effect ive measures against piglets colibacillosis, and

added new content to preventive model at present .

Key words: Pig lets; Enterotox igenic E. coli; Resident factors; Prevention
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