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摘要　为建立大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P纤毛抗原的快速鉴别诊断和定量检测方法,用纯化的大肠杆菌

K８８、K９９、９８７P纤毛抗原免疫家兔制备阳性血清,其琼扩效价分别达到１∶３２、１∶３２、１∶１２８;利用该阳性血清

IgG致敏醛化的绵羊红细胞,确定了最适 K８８、K９９、９８７P阳性血清IgG 的质量浓度分别为４０、１６０、８０μg/mL.

用该方法对同一批次的 K８８、K９９和９８７P纤毛抗原进行３次检测,K８８、K９９和９８７P纤毛样品的 RIHA效价均

为１∶１６００、１∶１６００和１∶８００.结果表明,该检测方法具有较好的特异性和可重复性,可用于大肠杆菌 K８８、

K９９、９８７P纤毛抗原的快速鉴别诊断.
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　　 仔猪产肠毒素性大肠杆菌 (Enterotoxigenic
Escherichiacoli,ETEC)是引起仔猪黄痢的主要病

原[１],该病常发生于出生１周以内的新生仔猪,以

１~３日龄最常见,发病率和死亡率极高,给养猪生产

带来 严 重 的 危 害.ETEC 主 要 利 用 F４(K８８)、

F５(K９９)、F６(９８７P)或F４１等纤毛粘附因子吸附在

新生仔猪小肠粘膜上繁殖并产生肠毒素引起仔猪腹

泻[２].因此,快速鉴定引起致病菌株的纤毛抗原类

型,对本病的预防和控制有着极为重要的意义.目

前用于鉴定 ETEC的方法包括玻片凝集法(PA)、
琼脂扩散试验(AGP)和聚合酶链反应(PCR)方法

等[３Ｇ４],PA和 AGP方法虽然操作简单,也可定量检

测,但是敏感性较差,而PCR方法虽然特异性和敏

感性均较高,但又不能进行 ETEC纤毛抗原的定量

检测.本研究通过制备大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P
纤毛抗原,免疫家兔制备阳性血清,利用阳性血清

IgG致敏醛化的公绵羊红细胞,建立了仔猪大肠杆

菌纤毛抗原反向间接血凝检测方法(RIHA),该方

法具有较好的特异性和重复性,可用于大肠杆菌

K８８、K９９、９８７P纤毛抗原的快速定性和定量检测,

现报道如下.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌 种.大 肠 杆 菌 C８３５４９(K８８)、C８３６４４
(K９９)、C８３７１０(９８７P)菌株,由中国兽医药品监察所

鉴定、保管和提供.副猪嗜血杆菌(HPS)、猪链球菌

２型(SS２)、胸膜肺炎放线杆菌(APP)、沙门氏菌

(SE)均由湖北省农业科学院畜牧兽医研究所鉴定

和提供.

２)标准阳性血清.大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P
单因子血清购自中国兽医药品监察所.

３)日本大耳白兔(家兔).质量１．５~２．０kg,购
自湖北省实验动物中心.
1.2　大肠杆菌纤毛抗原的制备

将大肠杆菌C８３５４９、C８３６４４和C８３７１０菌株分

别接种改良 Minca培养基,３７℃振摇培养１２~１６h
后收集菌液,然后将 C８３５４９菌液、C８３６４４菌液和

C８３７１０菌液离心,用适量PBS(０．０１mol/L,pH 值７．２)
悬浮菌泥和脱纤毛处理,并将获得纤毛用硫酸铵进行
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纯化,即得到纯化的K８８、K９９和９８７P纤毛蛋白.
1.3　阳性血清的制备及纯化

１)阳性血清的制备.参照文献[５]进行,分别

用大肠杆菌 K８８、K９９和９８７P纤毛抗原加入弗氏

完全佐剂进行２次免疫和弗氏不完全佐剂进行第３
次免疫家兔,待其血清琼扩效价达１∶３２以上时,采
血和分离血清,经５６℃水浴灭活３０min,备用.

２)K８８、K９９、９８７P阳性血清的纯化.取１０mL
阳性血清与４０mL醋酸盐缓冲液混合,搅拌下逐滴

加入正辛酸,室温混合３０min,２~８℃静置２h以

后,以１００００r/min离心３０min,取上清,加入１/１０
体积的 PBS(０．０１mol/L,pH 值７．２),用２mol/L
NaOH 调pH 值至７．４;加入等体积的饱和硫酸铵溶

液,２~８℃静置过夜后５０００r/min离心３０min,弃
上清;沉淀用适量 PBS(０．０１mol/L,pH 值７．２)溶
解,２~８ ℃ 透析过夜;取透析后样品进行 SDSＧ
PAGE电泳,用蛋白定量试剂盒检测蛋白含量;定量

分装,置－４０℃冰箱保存.
1.4　绵羊红细胞的制备和醛化

参照文献[６]进行,无菌操作采集健康公绵羊

血,放２~８℃冰箱稳定３~５d,再用 PBS(０．０１
mol/L,pH 值７．２)洗５次后用 PBS(０．１５mol/L,

pH 值７．２)配成的１０％红细胞悬液,按５份红细胞

悬液加入１份３％戊二醛溶液进行醛化,用PBS(０．０１
mol/L,pH值７．２)将醛化红细胞洗涤４~５次,用PBS
(０．０１mol/L,pH 值７．２)配成１０％绵羊红细胞.加

０．０１％硫柳汞,２~８℃保存,不超过６个月.
1.5　大肠杆菌纤毛抗原反向间接血凝方法的建立

１)阳性血清IgG 致敏浓度的确定.用 PBS
(０．０１mol/L,pH 值７．２)将纯化好的 K８８IgG稀释

至１０、２０、４０、８０μg/mL,K９９、９８７PIgG稀释至４０、

８０、１６０、３２０μg/mL,用于致敏.

２)阳性血清IgG 的致敏.取２０mL稀释的血

清IgG与１０mL的CrCl３溶液(１０μg/mL)混合,充
分混匀,３７℃水浴１０min,取６mL１０％醛化红细

胞液,用PBS(０．０１mol/L,pH 值７．２)洗涤２次,离
心,弃去上清,将血清和CrCl３混合液加入到洗涤过

的沉积红细胞中,充分混匀后,立即加入１０mL的

１∶２００００鞣酸溶液,混匀,３７℃水浴３０min.用含

０．１％ BSA 的 PBS(０．０１ mol/L,pH 值７．２)洗涤

３次,弃上清,用８０mL含０．１％ BSA 的PBS(０．０１
mol/L,pH 值７．２)悬浮红细胞,０．０１％硫柳汞防腐,
即为０．７５％的致敏红细胞,于２~８℃放置保存.

３)RIHA 特 异 性 试 验.取 大 肠 杆 菌 C８３５４９、

C８３６４４、C８３７１０、副猪嗜血杆菌、猪链球菌２型、胸膜肺

炎放线杆菌、沙门氏菌的菌液,分别用大肠杆菌 K８８、

K９９和９８７P抗体致敏红细胞进行检测并判定结果.

４)RIHA 重复性试验.在不同时间对 K８８、

K９９、９８７P纤毛样品进行３次纤毛抗原测定,记录

每次测定的RIHA效价.

５)RIHA的临床应用.采集５个疑似仔猪黄痢

发病猪场的仔猪肠内容物,接种麦康凯培养基,挑选

单个红色菌落,接种改良 Minca汤,３７℃振摇培养

１２~１６h后收集菌液,用 RIHA方法检测大肠杆菌

纤毛抗原血清型及 RIHA 效价,同时用 K８８、K９９
和９８７P 标 准 阳 性 血 清 进 行 玻 片 凝 集 试 验 进 行

检测.

2　结果与分析

2.1　纤毛抗原的制备

SDSＧPAGE电泳结果显示,经过纯化的大肠杆

菌 K８８、K９９、９８７P纤毛纯度较高,其蛋白分子质量

分别约为２６、１８、２０ku(图１).经 BCA 将其定量,
按２mg/mL进行分装,置－２０℃保存备用.

图１　纤毛纯化的SDSＧPAGE结果

Fig．１　ResultofpiliSDSＧPAGE

０７
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2.2　阳性血清的制备及血清效价的测定结果

将制备的纤毛抗原免疫家兔,制备得到阳性血

清,经琼脂扩散试验测定其 K８８、K９９、９８７P抗体效

价,K８８、K９９效价达到１∶３２,９８７P抗体效价达到

１∶１２８.纯化的兔 K８８、K９９、９８７P阳性血清IgG
含２条主要蛋白带,分别为重链和轻链,其分子质量

分别约为５５、２５ku(图２、图３).

图２　纯化的K８８、K９９兔阳性血清IgGSDSＧPAGE电泳

Fig．２　ResultofpurifiedK８８andK９９rabbit

positiveserumIgGSDSＧPAGE

图３　纯化的９８７P兔阳性血清IgGSDSＧPAGE电泳

Fig．３　 Resultofpurified９８７Prabbitpositiveserum
IgGSDSＧPAGE

2.3　RIHA 抗体最佳致敏质量浓度的确定

K８８抗体选择了１０、２０、４０、８０μg/mL４个质

量浓度,K９９和９８７P 抗体选择了４０、８０１６０、３２０

μg/mL４个质量浓度.当 K８８阳性血清IgG 质量

浓度为１０μg/mL时,血凝效价为４００.随着 K８８
抗体浓度的升高,血凝效价提高,但当 K８８阳性血

清IgG质量浓度超过４０μg/mL,血凝效价均为

表１　阳性血清IgG最佳质量浓度的确定

Table１　DeterminationoftheoptimalconcentrationofIgG

抗体名称

Antibody

抗体致敏质量浓度/
(μg/mL)
Antibody

concentration

K８８纤毛样品稀释的倍数 TimesofdilutionofK８８pili

５０ １００ ２００ ４００ ８００ １６００ ３２００ ６４００ １２８００ C１ C２ C３

K８８

１０ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － － － －
２０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － － －
４０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －
８０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －

K９９

４０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － － －
８０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － － －
１６０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －
３２０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －

９８７P

４０ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － － －
８０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － －
１６０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － －
３２０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ － － － － － －

　注:C１为稀释液＋０．７５％阳性血清致敏红细胞悬液;C２为稀释液＋０．７５％健康兔血清致敏红细胞悬液;C３为纤毛样品＋ ０．７５％
健康兔血清致敏红细胞悬液.下同.Note:C１isthedilutionliquid＋０．７５％ positiveserumsensitizedredcellsuspension;C２is

thedilutedsolution＋０．７５％ negativerabbitserumsensitizedredbloodcellsuspension;C３isthepilisample＋０．７５％ negative

rabbitserumsensitizedredbloodcellsuspension．Thesameasbelow．

１６００(表１).因此,确定最适 K８８阳性血清IgG质

量浓度为４０μg/mL.同样确定最适 K９９阳性血清

IgG质量浓度为１６０μg/mL,最适９８７P阳性血清

IgG质量浓度为８０μg/mL.

2.4　特异性试验结果

取大肠杆菌 C８３５４９、C８３６４４、C８３７１０、副猪嗜

血杆菌、猪链球菌２型、胸膜肺炎放线杆菌、沙门氏

菌的菌液进行反向间接血凝试验.结果发现,大肠

１７
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杆菌 C８３５４９只能凝集 K８８阳性血清致敏红细胞,
其他细菌均不能发生凝集;大肠杆菌 C８３６４４只能

凝集 K９９阳性血清致敏红细胞,其他细菌均不发生

凝集;大肠杆菌C８３７１０只能凝集９８７P阳性血清致

敏红细胞,其他细菌均不发生凝集(表２),结果表明

该方法的特异性较高.
表２　RIHA特异性试验结果

Table２　ResultofspecificoftheRIHA

抗体名称 Antibody C８３５４９ C８３６４４ C８３７１０ HPS SS２ APP SE
K８８ ＋＋＋＋ － － － － － －
K９９ － ＋＋＋＋ － － － － －
９８７P － － ＋＋＋＋ － － － －

2.5　重复性试验结果

对每种纤毛样品在不同时间均进行了３次重复

性试验.试验结果发现,K８８纤毛样品的 RIHA 效

价均为 １６００;K９９ 纤毛样品的 RIHA 效价均为

１６００,９８７P 纤 毛 样 品 的 RIHA 效 价 均 为 ８００
(表３),结果表明,该方法具有较好的重复性.

表３　纤毛抗原效价测定结果

Table３　Resultofthetitreofthepili

检测次数 Detectiontimes K８８纤毛样品 PiliofK８８ K９９纤毛样品 PiliofK９９ ９８７P纤毛样品 Piliof９８７P
１ １∶１６００ １∶１６００ １∶８００
２ １∶１６００ １∶１６００ １∶８００
３ １∶１６００ １∶１６００ １∶８００

2.6　临床应用结果

用建立的 RIHA 检测方法对５个疑似仔猪黄

痢发病猪场的分离菌株进行纤毛抗原检测,检测结

果表明,有２个猪场检测出 K９９型纤毛抗原大肠杆

菌,抗原效价达到１∶８００~１∶１６００,１个猪场为

K８８型纤毛抗原大肠杆菌感染,纤毛抗原效价为

１∶４００,１个猪场为 K９９和９８７P型纤毛抗原大肠

杆菌混合感染,效价均为１∶４００,另１个猪场未检

测出上述３种血清型的大肠杆菌,玻片凝集法的检

测结果与RIHA方法检测结果基本一致.
表４　临床样品检测结果

Table４　Resultofclinicalsampletestresults

猪场序号

Numberofpigfarm
致敏IgG

SensitizedIgG
检测结果

Detectionresult
纤毛抗原效价

Piliantigentitre
玻片凝集试验检测结果

ResultofPA

１
K８８ ＋ １∶４００ ＋
K９９ － ０ －
９８７P － ０ －

２
K８８ － ０ －
K９９ ＋ １∶８００ ＋
９８７P － ０ －

３
K８８ － ０ －
K９９ ＋ １∶１６００ ＋
９８７P － ０ －

４
K８８ － ０ －
K９９ － ０ －
９８７P － ０ －

５
K８８ － ０ －
K９９ ＋ １∶４００ ±
９８７P ＋ １∶４００ ＋

　注:”＋”表示阳性,”－“表示阴性,”±”表示可疑 Note:”＋”:Positive,“－”:Negative,“±”:Suspicious．

3　讨　论

猪大肠杆菌病是由大肠杆菌中某些致病性血清

型或亚型引起的一类猪的传染性疾病,包括新手仔

猪大肠杆菌病(仔猪黄痢)、断奶仔猪大肠杆菌腹泻、
迟发性仔猪大肠杆菌病(仔猪白痢)和猪水肿病.根

据大肠杆菌毒力机制,可将猪大肠杆菌分为致病性

大肠杆菌(EPEC)和肠毒素性大肠杆菌(ETEC),

ETEC能产生定植在新生仔猪小肠的 K８８、K９９、

９８７P和F４１等纤毛,并依附该纤毛黏附在小肠粘膜

上并产生肠毒素,引起仔猪发生腹泻[７].该病主要

发生于０~４日龄仔猪,发病后药物治疗效果很差,
因此通过免疫母猪而使新生仔猪吸食初乳后获得

被动免疫是预防该病发生的最有效方法.但是由

２７
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于ETEC各血清型之间缺乏交叉保护力,因此,早
期确定病原及其血清型对预防本病有非常重要的

意义.
本研究将制备的仔猪大肠杆菌 K８８、K９９ 和

９８７P纤毛抗原免疫家兔制备得到３种大肠杆菌阳

性血清,琼脂扩散试验检测结果证明,各阳性血清与

相应纤毛抗原之间的沉淀线单一,且该沉淀线与阳

性对照的沉淀线首尾相连.结果证明,我们制备的

大肠杆菌 K８８、K９９、９８７P阳性血清的特异性很高,
可用于绵羊红细胞的致敏.

本研究通过提取和纯化大肠杆菌 K８８、K９９和

９８７P纤毛抗原,免疫家兔制备阳性血清,然后用不

同浓度的阳性血清致敏绵羊红细胞,制备成了大肠

杆菌纤毛抗原反向间接血凝检测试剂.该致敏红细

胞只能与有相应纤毛抗原的大肠杆菌发生凝集反

应,而与副猪嗜血杆菌、猪链球菌２型、胸膜肺炎放

线杆菌、沙门氏菌等均不能发生凝集反应,说明该致

敏红细胞具有高度的特异性;用该试剂分３次对同

一纤毛抗原进行检测,每次检测结果均一致,结果表

明,该致敏红细胞具有较好的重复性.
用我们建立的反向间接血凝方法对５个疑似仔

猪黄痢的发病猪场进行大肠杆菌 K８８、K９９和９８７P

纤毛抗原检测,结果从４个猪场分别检测出 K８８、

K９９和９８７P纤毛抗原大肠杆菌,该方法的检测结

果与同时进行的玻片凝集试验检测结果一致,该结

果表明,本检测方法能够用于临床仔猪大肠杆菌

K８８、K９９、９８７P纤毛抗原的快速定性检测.
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Developmentandapplicationofareverseindirecthemoagglutination
methodfordetectingpigletE．colipiliantigen
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KeyLaboratoryofPreventionandControlAgentsforAnimalBacteriosis(MinistryofAgriculture)/

InstituteofAnimalHusbandryandVeterinary,HubeiAcademyofAgriculturalScience,

Wuhan４３００６４,China

Abstract　Todeveloparapiddifferentiationandquantitativemethodfordetectingthepiliantigenof
E．coliK８８,K９９and９８７Pstrain,positiveserumofrabbitwaspreparedwithpurifiedE．coliK８８,K９９
and９８７PpiliantigenandtheirAGPtiterswere１∶３２,１∶３２and１∶１２８,respectively．ThroughsensitiＧ
zingtheAldehydatedsheeperythrocytewiththepositiveserumIgG,theoptimalIgGconcentrationsin
K８８,K９９and９８７Ppositiveseraweredeterminedat４０μg/mL,１６０μg/mLand８０μg/mL,respectively．
ThesamebatchofK８８,K９９and９８７Ppiliantigensweredetectedthreetimesusingthesamemethodand
theRIHAtiterofK８８,K９９and９８７Psampleswere１∶１６００,１∶１６００and１∶８００,respectively．ThereＧ
sultsshowedthatthedetectingmethodhadgoodspecificityandreproducibilityandcouldbeusedfordifＧ
ferentiationandquantitativedetectionofpiliantigenofE．coliK８８,K９９and９８７Pstrain．

Keywords　piglet;Escherichiacoli;piliantigen;reverseindirecthemoagglutination(RIHA)
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