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摘   要：【背景】鸭疫里默氏菌(Riemerella anatipestifer，RA)可引起鸭等多种禽类败血症和浆膜

炎，给禽养殖业造成严重经济损失。蛋白疫苗是预防 RA 感染的重要策略之一。目前，有关 RA 重

组蛋白免疫原性报道较少，且其应用也受到单一蛋白抗原诱导的特异性免疫反应不足的限制。【目

的】探究分子伴侣 DnaK、外膜蛋白 A (outer membrane protein A，OmpA)和 OmpA-DnaK 蛋白疫苗

在鸭体内诱导的免疫应答，评估其免疫原性，为 RA 疫苗抗原研发提供依据。【方法】克隆 DnaK
和 OmpA 基因并分别与 pET-32a(+)载体相连，利用限制性酶切位点 Nco I 和 BamH I 将 OmpA 连接

至 DnaK 基因上游，经原核表达和纯化制得重组蛋白 DnaK、OmpA 和 OmpA-DnaK。3 种重组蛋

白分别皮下免疫雏鸭 2 次，检测其血清抗体滴度、淋巴细胞增殖和细胞因子(IL-2 和 IL-4)水平；以

RA-GH5 肌肉注射攻毒，检查其组织病理学变化及免疫保护率。【结果】成功表达了 DnaK、OmpA
和 OmpA-DnaK 重组蛋白，分子量分别约为 90、60 和 130 kDa。3 种蛋白疫苗均能诱导宿主产生

体液和细胞免疫应答，并且诱导的免疫保护反应减轻了 RA 引起的组织病理学损伤。与单独 DnaK
或 OmpA 免疫相比，OmpA-DnaK 显著提高了血清抗体滴度、淋巴细胞增殖指数，以及 IL-2 和 IL-4
细胞因子水平。OmpA-DnaK 对鸭的免疫保护率为 50%，DnaK 和 OmpA 均为 30%。【结论】RA 重

组 OmpA、DnaK 和 OmpA-DnaK 蛋白疫苗均能诱导鸭免疫反应，并且 DnaK 与 OmpA 融合表达可

引起更强的体液免疫和细胞免疫应答。 
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Abstract: [Background] Riemerella anatipestifer (RA) causes septicemia and infectious serositis in a 
variety of birds such as duck, leading to serious economic losses in the poultry industry. Protein 
vaccination is considered to be one of the most important strategies for preventing RA infection in 
ducklings. At present, there are few studies on the immunogenicity of RA recombinant proteins, and 
their application is also limited by the insufficient specific immune response induced by the single 
protein antigen. [Objective] The study aims to explore the immune response induced by the molecular 
chaperone DnaK, outer membrane protein A (OmpA) and OmpA-DnaK vaccines in ducklings, and to 
evaluate whether the recombinant fusion protein OmpA-DnaK has enhanced immunogenicity, which is 
conducive to the further development of RA vaccines. [Methods] We amplified the DnaK and OmpA 
genes and linked them to the pET-32a(+) vector, respectively. OmpA gene was ligated to the upstream 
region of DnaK gene through the restriction sites of Nco I and BamH I. DnaK, OmpA and OmpA-DnaK 
proteins were prepared by prokaryotic expression and purification. The DnaK, OmpA and OmpA-DnaK 
vaccines were respectively used to immunize ducklings twice via subcutaneous injection, and then the 
serum antibody titers, lymphocyte proliferation and cytokine (IL-2 and IL-4) levels were determined. 
The ducklings were then challenged by RA-GH5 strain through intramuscular injection, and the 
histopathological changes and immune protection rate were examined. [Results] The recombinant 
DnaK, OmpA and OmpA-DnaK proteins were expressed, with molecular weights of approximately 90, 
60 and 130 kDa, respectively. The three recombinant protein vaccines induced the humoral and cellular 
immune responses of ducklings, and mitigated the histopathological damage caused by RA. Compared 
with DnaK or OmpA alone, OmpA-DnaK significantly increased serum antibody titer, lymphocyte 
proliferation index, and IL-2 and IL-4 levels after vaccination. The immune protection rate of 
OmpA-DnaK to ducklings was 50%, and those of both DnaK and OmpA were 30%. [Conclusion] The 
recombinant OmpA, DnaK and OmpA-DnaK protein vaccines all induced immune responses in 
ducklings. Moreover, the fusion of DnaK and OmpA caused stronger humoral and cellular immune 
responses. 

Keywords: Riemerella anatipestifer; molecular chaperone DnaK; outer membrane protein A; fusion 
expression; immunogenicity 

鸭疫里默氏菌(Riemerella anatipestifer，RA)
属于拟杆菌门黄杆菌科里氏菌属，具有多种血清

型，是造成水禽养殖重大经济损失的主要致病菌

之一。感染鸭以败血症和纤维性渗出为典型特

征，通常伴有神经症状，死亡率可高达 75%[1-2]。

RA 对多种抗菌药耐药[3-4]，疫苗免疫是预防 RA
感染的有效措施。蛋白作为疫苗抗原具有优良的

安全性和提供交叉保护作用的潜力。目前有关
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RA 蛋白免疫原性研究的报道较少，已知具有免

疫原性的 RA 蛋白包括外膜蛋白[5]、TonB 依赖性

受体[6]、分子伴侣 GroEL[7]、新型蛋白 Riean_1750 
和 Riean_1752[8]等。其中，外膜蛋白 A (outer 
membrane protein A，OmpA)存在于所有 RA 血清

型参考菌株中，具有交叉反应原性，是有潜力的

疫苗抗原[9]。然而，同大多数蛋白疫苗一样，其

应用也受到抗原特异性免疫反应不足的限制。 
分子伴侣 DnaK 是高度保守的热休克蛋白

70 (heat shock proteins 70，HSP70)家族成员[10-12]，

在先天和适应性免疫应答中起着重要作用，可诱

导抗原呈递细胞的活化引发针对特定病原体的

适应性免疫应答[13-15]，具有开发为疫苗抗原的潜

力[16-18]。此外，HSP70 可作为抗原载体，通过与

抗原呈递细胞上的受体相互作用，促进伴侣肽的

抗原呈递，进一步刺激针对共价连接融合蛋白的

免疫反应[19-23]。RA DnaK 是 HSP70 同源蛋白，

未见其作为蛋白抗原和免疫增强剂的相关研究

报道。 
为研究 RA DnaK 蛋白的免疫原性，以及其

作为抗原载体与 OmpA 融合表达后是否具有增

强鸭免疫应答的能力。我们通过大肠杆菌原核表

达系统制备了 RA DnaK、OmpA 和 OmpA-DnaK
蛋白，在鸭体内评估 3 种重组蛋白诱导的免疫应

答，以期为 RA 蛋白抗原研究提供科学参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和血清 
大肠杆菌 DH5α 和大肠杆菌 BL21(DE3)购

自天根生化科技(北京)有限公司；原核表达质粒

pET-32a(+)、鸭疫里默氏菌 GH5 (RA-GH5，血

清 2 型)、RA-GH5 阳性鸭血清为四川农业大学

微生物与免疫研究室保存。 

1.2  实验动物 
1 日龄健康北京鸭购自成都克里莫育种有

限公司。 

1.3  主要试剂和仪器及培养基 
PrimeSTAR Max DNA Polymerase、Nco I、

BamH I、Hind III，TaKaRa 公司；增强型二氨基

联苯胺(diaminobenzidine，DAB)辣根过氧化物酶

显色试剂盒，上海碧云天生物技术公司；弗氏完

全佐剂和弗氏不完全佐剂，Sigma-Aldrich (上海)
贸易有限公司；HRP 山羊抗鸭 IgG(H+L)，KPL
公司；鸭 PBMC 分离试剂盒、MTT 细胞增殖检

测试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；IL-2 和

IL-4 ELISA 试剂盒，南京建成生物工程研究所。 
蛋白层析系统、湿式转印槽、酶标仪，

Bio-Rad 公司；大容量冷冻离心机、CO2 细胞培

养箱，赛默飞世尔科技公司。 
胰蛋白胨肉汤培养基、LB 肉汤培养基，生

工生物工程(上海)股份有限公司。 

1.4  pET-32a(+)-DnaK 和 pET-32a(+)-OmpA
载体的构建 

参考 RA ATCC 11845 的基因序列(GenBank
登录号 NC_017045.1)，设计 DnaK 和 OmpA 基

因引物(表 1)。PCR 扩增获得 RA-GH5 DnaK 和

OmpA 基因。利用限制性酶切位点 BamH I 和

Hind III 将 DnaK 基因与 pET-32a(+)载体连接，

将 OmpA 基因通过 Nco I 和 BamH I 与载体相连。 

 
表 1  DnaK 和 OmpA 基因克隆引物 
Table 1  Gene cloning primers for RA DnaK and 
OmpA 
引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

DnaK-F CGGGATCCATGAGTAAATTATAGGAATTGACT 
DnaK-R CCCAAGCTTTTATTTTACTTCTTCGAAATTGCA 
OmpA-F CGCGCCATGGGTAAAGAATTTATGTTG 
OmpA-R CGGGATCCTTTTCTTTTCTTTTTTACTACTT 

注：下划线的碱基编码 BamH I (GGATCC)、Hind III 
(AAGCTT)和 Nco I (CCATGG)限制位点 
Note: The underlined bases encode BamH I (GGATCC), Hind 
III (AAGCTT) and Nco I (CCATGG) restriction sites. 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

mailto:tongbao@im.ac.cn


 
1708 微生物学通报 Microbiol. China 

将连接混合物转入 E. coli DH5α，经 Amp-LB 琼

脂(Amp 100 μg/mL)筛选，利用限制性酶切和测

序验证克隆序列的正确性。 

1.5  pET-32a(+)-OmpA-DnaK 载体的构建 
pET-32a(+)-DnaK 和 pET-32a(+)-OmpA 经

Nco I 和 BamH I 双酶切后，回收 OmpA 片段和

pET-32a(+)-DnaK 酶切产物。通过限制性酶切位

点 BamH I 将 OmpA 连接至 DnaK 基因上游，如

图 1 所示。经 PCR、限制性酶切(Nco I、Hind III)
和测序鉴定，构建 pET-32a(+)-OmpA-DnaK。 

1.6  重组蛋白的表达与纯化 
含重组质粒 E. coli BL21(DE3)在 LB 肉汤中

培养至 OD600 为 0.5，加入终浓度为 0.4 mmol/L 

IPTG 于 20 °C 继续培养 12 h，4 °C、7 000×g 离

心 10 min，细菌沉淀悬浮于 Tris-HCl (50 mmol/L，

pH 8.0)。经超声破碎(400 W，工作 3 s，间隔 5 s)后，

离心获得上清为可溶性蛋白。沉淀重悬于 8 mol/L

尿素 PBS 溶液，离心获得上清为不溶蛋白。采

用 SDS-PAGE 分析重组蛋白的表达。从可溶级

分中回收 DnaK 和 OmpA-DnaK，从不溶级分中

回收 OmpA，再由 Bio-Rad Ni2+螯合柱纯化。 
 

 
 

图 1  pET-32a(+)-OmpA-DnaK 质粒示意图 
Figure 1  pET-32a(+)-OmpA-DnaK plasmid schematic. 

1.7  Western blotting 鉴定重组蛋白 
纯化的 OmpA、DnaK 和 OmpA-DnaK 蛋白

进行 SDS-PAGE 后，转印至 NC 膜上，5%脱脂

牛奶 37 °C 封闭 2 h。鸭抗 RA-GH5 血清(1:200
稀释于 5%脱脂牛奶)为一抗，4 °C 孵育过夜。

HRP 山羊抗鸭 IgG(H+L)抗体(1:5 000)为二抗，

37 °C 孵育 2 h。DAB 显色后，观察结果。 

1.8  动物免疫保护试验 
1.8.1  动物免疫 

将 1 日龄北京鸭饲养至 4 日龄，并随机分为

5 组(每组 10 只小鸭)：对照组、OmpA 组、DnaK
组、OmpA-DnaK 组和空白组。于 4 日龄首次免

疫(0 d)，疫苗组小鸭分别皮下注射相应重组蛋白

100 μg，而且每种重组蛋白分别在相同体积的完

全弗氏佐剂(Freud’s complete adjuvant，FCA)中
乳化。首免 10 d 后，相同剂量的抗原辅以不完

全弗氏佐剂(Freud’s incomplete adjuvant，FIA)用
于加强免疫。对照组和空白组的动物仅注射无菌

PBS 0.5 mL。为了研究免疫反应，在免疫前(0 d)
和免疫后第 10、17 和 24 天收集血液。 
1.8.2  血清抗体水平检测 

间接 ELISA 检测血清抗体水平。重组

OmpA、DnaK 和 OmpA-DnaK 蛋白分别以浓度  
4.0、2.5 和 5.0 μg/mL 于 4.0 °C 包被过夜。依次

经 5%脱脂牛奶封闭，待检血清孵育和 HRP 山羊

抗鸭 IgG (1:3 000)作用后，避光加入 TMB 底物

溶液。15 min 后加入 2 mol/L H2SO4 终止反应，

ELISA 读数器检测 OD450。参考 Liu 等[24]建立的

ELISA 方法，检测雏鸭免疫前(0 d)血清，RA 抗

体呈阴性，将其作为阴性血清。当待测血清 OD450 

(P)与阴性血清 OD450 (N)之比，即 P/N≥2.1，判定

为阳性[24]。 
1.8.3  淋巴细胞增殖检测 

通过鸭外周血单个核细胞(peripheral blood 
mononuclear cell ， PBMC) 分 离 试 剂 盒 收 集

PBMC 级分，将其重悬于含 10%胎牛血清的
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RPMI-1640 培养基中。细胞培养液将各蛋白抗

原稀释成 5 μg/mL。刀豆蛋白 A (ConA，5 μg/mL)
刺激为阳性对照，细胞培养基刺激为阴性对照，

不含细胞的细胞培养液为空白对照。MTT 法测

定淋巴细胞增殖，于 490 nm 处读数。刺激指数

(stimulation index)=(处理组的 OD490–空白对照

的 OD490)/( 阴性对照的 OD490– 空白对照的

OD490)[25-26]。 
1.8.4  血清细胞因子检测 

按照 ELISA 试剂盒说明书检测血清 IL-2 和

IL-4 水平[27]。根据测得的标准曲线计算各组鸭

血清中 IL-2 和 IL-4 含量。 
1.8.5  攻毒试验 

加强免疫 2 周后，对疫苗组和对照组雏鸭肌

肉注射致死剂量 5LD50 RA-GH5 (5×106 CFU)，空

白组注射等剂量的 PBS。观察并记录 8 d 内小鸭

出现的临床症状和死亡情况。 

1.8.6  组织病理学检查 
采集各试验组鸭肝脏、心脏和脑组织样品，

于 4%多聚甲醛(pH 7.4)固定，通过石蜡包埋，制成

4−5 μm 的切片[28]。利用苏木精-伊红(hematoxylin- 
eosin，HE)染色，镜检分析组织病理学变化。 

1.9  统计分析 
采用 SPSS 27.0 进行统计学分析，利用独立

样本 t 检验(student’s two-tailed unpaired t test)和
单因素方差分析(one-way ANOVA)分别比较两

组及多组之间的统计学差异，P<0.05 具有统计

学意义。 

2  结果与分析 

2.1  pET-32a(+)-DnaK 和 pET-32a(+)-OmpA
载体构建结果 

PCR 扩增得到 DnaK 和 OmpA 基因片段(图
2)，长度分别约为 1 908 bp 和 1 161 bp，与预期

大小一致。pET-32a(+)-DnaK 经 BamH I 和 Hind 
III 双酶切鉴定，显示 2 条与预期相符的线性条

带分别约在 1 900 bp 和 5 900 bp。Nco I 和 BamH I
对 pET-32a(+)-OmpA 进行酶切，约在 1 100 bp 

 

 
 

图 2  目的基因扩增和酶切鉴定   A：M：DNA 分子量标准 Marker (100−5 000 bp)；1：DnaK 基因；2：
OmpA 基因。B：M：DNA 分子量标准 Marker (250−10 000 bp)；1：pET-32a(+)-DnaK BamH I 和 Hind III
双酶切；2：pET-32a(+)-DnaK BamH I 单酶切；3：pET-32a(+)-OmpA Nco I 和 BamH I 双酶切；4：
pET-32a(+)-OmpA BamH I 单酶切 
Figure 2  Amplification and restriction enzyme digestion of the target fragments. A: M: DNA Marker (100−  
5 000 bp); 1: DnaK gene; 2: OmpA gene. B: M: DNA Marker (250−10 000 bp); 1: pET-32a(+)-DnaK 
identification with BamH I and Hind III enzyme digestion; 2: pET-32a(+)-DnaK identification with BamH I; 3: 
pET-32a(+)-OmpA identification with Nco I and BamH I; 4: pET-32a(+)-OmpA identification with BamH I. 
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和 5 900 bp 处呈现线性条带，符合预期。RA-GH5 
DnaK 和 OmpA 基因的核苷酸序列提交至 NCBI 
GenBank，登录号分别为MW849861和MW849862。 

2.2  pET-32a(+)-OmpA-DnaK 载体构建结果 
经 PCR 鉴定，在约 3 075 bp 处出现预期目

的条带(图 3A)。经 Nco I 和Hind III 酶切，约 3 000 bp
和 5 900 bp 处显现 2 条预期条带(图 3B)。核苷

酸测序证实了克隆基因 OmpA-DnaK 连接的正

确性，成功构建了 pET-32a(+)-OmpA-DnaK。 

2.3  重组蛋白的表达与纯化 
SDS-PAGE 分析重组蛋白 DnaK、OmpA 和

OmpA-DnaK 的表达谱(图 4A、4B、4C)。结果

显示，0.4 mmol/L IPTG 于 20 °C 诱导 12 h，DnaK
和 OmpA-DnaK 重组蛋白主要以可溶形式存在

于上清，而 OmpA 主要以不溶形式表达为包涵

体蛋白。经纯化获得带有 His标签的重组 OmpA、 
 

 
 

图 3  pET-32a(+)-OmpA-DnaK 的 PCR 和酶切鉴

定   A：M：DL5000 DNA Marker；1：OmpA-DnaK
基因片段。B：M：DNA 分子量标准 Marker (250−  
10 000 bp)；1：pET-32a(+)-OmpA-DnaK Nco I 和
Hind III 双酶切；2：pET-32a(+)-OmpA-DnaK Hind 
III 单酶切 
Figure 3  Identification of PCR and restriction 
enzyme of pET-32a(+)-OmpA-DnaK. A: M: DL5000 
DNA Marker; 1: OmpA-DnaK gene. B: M: DNA 
Marker (250−10 000 bp); 1: pET-32a(+)-OmpA- 
DnaK identification with Nco I and Hind III enzyme 
digestion; 2: pET-32a(+)-OmpA-DnaK identification 
with Hind III. 

DnaK 和 OmpA-DnaK 蛋白，分子量分别约为 60、
90 和 130 kDa (图 4D)，在预期的大小范围内。 

2.4  Western blotting 鉴定 
Western blotting 检测结果显示，重组蛋白

OmpA、DnaK 和 OmpA-DnaK 均可与 RA-GH5
阳性血清发生特异性反应，具有免疫原性(图 5)。 

2.5  动物免疫保护实验 
2.5.1  血清抗体水平检测 

通过包被相应的疫苗蛋白测定了疫苗组和

对照组鸭血清的特异性抗体滴度(图 6A)。结果

显示，用于免疫雏鸭的重组蛋白诱导了可检测的

IgG 反应，而注射 PBS 的对照组小鸭未见特异

性抗体产生。在首免后第 10、17 和 24 天，与单

独的 DnaK 或 OmpA 免疫相比，融合表达的

OmpA-DnaK 免疫后在血清中刺激的 IgG 滴度更

高且差异性显著(P<0.05)。在免疫后第 24 天，

DnaK、OmpA 和 OmpA-DnaK 抗体滴度分别可

达 1:1 200、1:12 000 和 1:20 000。 
通过包被融合蛋白 OmpA-DnaK 探测了

OmpA 和 DnaK 免疫诱导的抗体水平(图 6B)。
ELISA 结果显示，重组融合蛋白能够与 OmpA
和 DnaK 的抗血清发生反应，测得的 OmpA 组

和 DnaK 组抗体滴度变化与用其相应的疫苗蛋

白包被测得的趋势类似。与单独的重组蛋白

DnaK 和 OmpA 相比，OmpA-DnaK 抗体水平显

著升高(P<0.01)。在首免后第 24 天，DnaK、OmpA
和 OmpA-DnaK 抗体滴度分别可达 1:800、1:   
6 000 和 1:20 000。 
2.5.2  淋巴细胞增殖检测 

如图 7 所示，与对照组相比，3 组蛋白疫苗

免疫的动物表现出显著的抗原特异性增殖细胞

反应(P<0.001)。ConA 作为阳性对照，所有组淋

巴细胞对 ConA 刺激产生非特异性反应。与单独

的 OmpA 或 DnaK 相比，融合蛋白 OmpA-DnaK
免疫动物后，淋巴细胞增殖表现出增强作用

(P<0.001)。 
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图 4  重组蛋白 DnaK、OmpA 和 OmpA-DnaK 的表达和纯化   A (DnaK)/B (OmpA)/C (OmpA-DnaK)：
M：蛋白质标准；1：未诱导 BL21(DE3)/pET-32a(+)；2：IPTG 诱导 BL21(DE3)/pET-32a(+)；3：未诱导 BL21(DE3)/
重组载体培养物；4：IPTG 诱导 BL21(DE3)/重组载体培养物；5：IPTG 诱导 BL21(DE3)/重组载体表达的上

清；6：IPTG 诱导 BL21(DE3)/重组载体表达的包涵体. D：M：蛋白质标准；1：OmpA；2：DnaK；C：OmpA-DnaK 
Figure 4  Expression of DnaK, OmpA and OmpA-DnaK proteins and purification. A (DnaK)/B (OmpA)/C 
(OmpA-DnaK): M: Protein marker; 1: Uninduced culture of BL21(DE3)/pET-32a(+); 2: IPTG induced culture 
of BL21(DE3)/pET-32a(+); 3: Uninduced culture of BL21(DE3)/recombinant vectors; 4: IPTG induced culture 
of BL21(DE3)/recombinant vectors; 5: IPTG induced supernatant of BL21(DE3)/recombinant vectors; 6: IPTG 
induced sediment of BL21(DE3)/recombinant vectors. D: M: Protein marker; 1: OmpA; 2: DnaK; 3: 
OmpA-DnaK. 
 
2.5.3  细胞因子水平 

如图 8 所示，与对照组相比，所有蛋白免疫

组血清中细胞因子 IL-2 和 IL-4 水平显著升高

(P<0.001)，而且 OmpA-DnaK 组免疫产生的 IL-2
和 IL-4 显著高于 OmpA 组和 DnaK 组(P<0.001)。 
2.5.4  攻毒试验 

攻毒试验结果如图 9 所示，OmpA-DnaK 免

疫组存活率为 50%，而 OmpA 组和 DnaK 组的

存活率均为 30%。攻毒对照组中所有鸭均表现

出病症，如饮食减退、嗜睡、无法站立、眼分泌

物增多和腹泻等，最终全部死亡。在 8 d 的观察

期内，空白组和疫苗组的鸭均未发现临床病症。 
2.5.5  组织病理学分析 

HE 结果表明，对照组的鸭经 RA-GH5 感染
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后出现严重病理变化(图 10)。肝细胞广泛变性坏

死，肝索结构紊乱，血管壁和窦状隙扩张充血，

血管周围水肿(图 10B-b)。心脏心肌纤维断裂坏

死(图 10B-g)。脑部嗜碱性细胞增多，神经细胞

肿大变性，血管扩张充血，血管周围间隙水肿(图
10B-l)。疫苗免疫组鸭在 RA-GH5 感染后出现肝

细胞水肿，部分心肌纤维扭曲，虽然显示局部病

理病变，但损伤明显减轻。 

 

 
 

图 5  Western blotting 鉴定重组蛋白 OmpA、DnaK 和 OmpA-DnaK   M：蛋白预染 Marker。1：OmpA；

2：DnaK；3：OmpA-DnaK 
Figure 5  Identification of recombinant proteins OmpA, DnaK and OmpA-DnaK by Western blotting. M: 
Protein molecular mass standard. 1: OmpA; 2: DnaK; 3: OmpA-DnaK. 
 
 

 

 
图 6  免疫鸭血清抗体滴度的测定   A：相应的免疫蛋白用作包被抗原检测的抗体水平；B：OmpA-DnaK
用作包被抗原检测的抗体水平. 水平短线表示 P/N<2.1。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 6  Determination of serum antibody titers in immunized ducklings. A: The ELISA plates were coated 
by the same antigens, which were used as immunizing antigens; B: The ELISA plates were coated by 
OmpA-DnaK. Short horizontal lines indicate P/N<2.1. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 7  淋巴细胞增殖测定   A：免疫第 10 天淋巴细胞增殖水平；B：免疫第 24 天淋巴细胞增殖水平. *：
P<0.05；***：P<0.001；ns：P>0.05 
Figure 7  Lymphocyte proliferation assay. A: Lymphocyte proliferation level on the 10th day of immunization; 
B: Lymphocyte proliferation level on the 24th day of immunization. *: P<0.05; ***: P<0.001; ns: P>0.05. 
 

 
图 8  细胞因子水平 
Figure 8  Detection of the cytokine level in the serum of ducks. A: IL-2; B: IL-4. ***: P<0.001. 

 
图 9  RA-GH5 攻击各组鸭的存活率 
Figure 9  The survival rate of ducks challenged with 
RA-GH5. 

3  讨论 
传染性浆膜炎呈世界性流行，给养鸭业造成

巨大的经济损失[29-31]。本文通过原核表达系统获

得了 RA 重组 DnaK、OmpA 和 OmpA-DnaK 蛋

白，首次探究了 DnaK 蛋白疫苗在鸭体内诱导的

免疫反应，证实了重组融合蛋白 OmpA-DnaK 较

单独重组蛋白 OmpA 或 DnaK 具有更强的免疫

原性，以期为 RA 亚单位疫苗的进一步优化提供

参考。 

DnaK 作为分子伴侣可以与各种类型的蛋白 
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.

 

 
图 10  组织病理学分析   A：空白组。B：攻毒对照组：b：肝细胞核溶解(绿色箭头)，肝窦状隙扩张充

血(蓝色箭头)，血管扩张充血(黄色箭头)；g：心肌纤维溶解(黑色箭头)，淋巴细胞浸润(红色箭头)；l：嗜

碱性细胞增多(黑色箭头)，神经细胞肿大变性(红色箭头)，血管扩张充血(黄色箭头)。C：OmpA-DnaK 组。

D：DnaK 组。E：OmpA 组 
Figure 10  Histopathologic analysis of ducks. A: The blank group. B: The challenge control group: b: 
Hepatocyte nuclear lysis (green arrow), sinusoidal space dilation and hyperemia (blue arrow), vasodilation and 
congestion (yellow arrow); g: Myocardial fibrinolysis (black arrow), lymphocyte infiltration (red arrow); l: 
Strongly basophilic chief cells (black arrow), enlargement and degeneration of nerve cells (red arrow), 
vasodilation and hyperemia (yellow arrow). C: The OmpA-DnaK group. D: The DnaK group. E: The OmpA 
group. 
 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

mailto:tongbao@im.ac.cn


 
钟璐嘉等: 鸭疫里默氏菌 DnaK、OmpA 和 OmpA-DnaK 蛋白的免疫原性 1715 

 

质底物相互作用，以协助广泛的折叠过程，在避

免形成错误的蛋白质构型方面起着重要作用[32-35]。

在本研究中，RA OmpA 在大肠杆菌表达系统中

为不溶性包涵体，这与已知报道 RA OmpA 在大

肠杆菌系统异源表达结果一致 [36-37]。DnaK 和

OmpA-DnaK在原核表达系统中主要为可溶性表

达，表明 DnaK 与不溶性 OmpA 共表达增加了

OmpA 溶解性，该结果符合有关 DnaK 具有分子

伴侣活性的报道。 
本研究结果显示，重组蛋白 OmpA、DnaK 和

OmpA-DnaK 均诱导了体液免疫和细胞免疫反应。

OmpA 是 RA 已知的具有交叉反应原性的抗原，

已报道其可诱导抗体反应和淋巴细胞增殖[6,26]。

DnaK 作为 HSP70 同源蛋白，在微生物入侵宿主

过程中，由于外界环境压力表达上调，使其易成

为宿主免疫细胞的靶标[38-39]。我们的研究表明，

RA DnaK 重组蛋白在鸭体内不仅能诱导产生特异

性抗体，还可以刺激淋巴细胞增殖。此外，DnaK

还是先天性和抗原特异性免疫的有效诱导剂，可

激活自然杀伤细胞，增加抗原对效应细胞的呈递，

并增强针对其相关抗原的体液和细胞免疫反   

应[40-42]。我们将 OmpA 与 DnaK 融合表达，发现

含有 DnaK 成分的融合蛋白在改善 OmpA 诱导的

免疫反应方面是有效的，这与前人报道[43]DnaK 融

合表达表面蛋白诱导免疫反应增强结果相似。 

细胞因子 IL-2 刺激 Th1 反应，可以激活自

然杀伤细胞，并刺激单核细胞的生长[44-45]。IL-4
是具有标志性的 Th2 细胞因子，可介导体液免

疫反应，并参与抑制促炎性细胞因子的表达[46]，

从而减轻 RA 的感染[47-48]。IL-2 和 IL-4 均是具

有代表性的细胞因子。Yang 等报道[49]，OmpA-Fc
融合蛋白可显著增加血清 IL-2 和 IL-4 的水平。

在本研究中观察到了类似的现象，3 种重组蛋白

疫苗免疫鸭，血清 IL-2 和 IL-4 含量均显著增加，

但较 OmpA 或 DnaK 免疫而言，OmpA-DnaK 重

组蛋白可诱导更高的 IL-2 和 IL-4 的水平。 
体内免疫保护结果显示，重组OmpA-DnaK、

OmpA 和 DnaK 蛋白分别能提供 50%、30%和

30%的保护率。Gupta 等 [50]报道 LcrV-HSP 和

LcrV 可分别提供鼠疫 100%和 70%的保护，表明

通过蛋白融合提高保护力是可行的。我们的结果

也显示 OmpA-DnaK 较单个蛋白具有更高的保护

率。本试验首次研究了 RA DnaK 蛋白疫苗对鸭

的免疫保护作用，DnaK 蛋白具有良好免疫原性，

但只提供局限保护。这或许与不同菌种 DnaK 氨

基酸序列存在差异以及宿主种属不同有关[51-53]。

在本试验中，100 μg OmpA 免疫 2 次小鸭存活率

为 30%，攻毒对照组全部死亡。Xu 等[37]将 100 μg 
OmpA 免疫小鸭一次，攻毒后 OmpA 存活率在

44.4%，攻毒对照组存活率为 21.1%，与我们的研

究报道大致相符，这表明重组 OmpA 蛋白只能提

供有限的保护效果。虽然我们没有做交叉保护实

验，但我们克隆表达的 OmpA 序列与已知具有一

定交叉保护作用 RAf153 OmpA 序列 [36]具有

98.5%的核苷酸序列相似性，RA DnaK 序列又高

度保守，可以合理推测重组 OmpA-DnaK 也可能

具有一定的交叉保护，但还有待进一步验证。 
利用融合表达在提高蛋白疫苗免疫保护效

果上是可行的 [22,49] 。尽管在本研究中重组

OmpA-DnaK 蛋白未显示出优良的保护效果，但

我们不能否认 OmpA 与 DnaK 融合表达具有诱

导鸭免疫反应增强的作用。 

4  结论 
RA 重组 OmpA、DnaK 和 OmpA-DnaK 蛋白

疫苗均能在鸭体内诱导宿主免疫应答。与 OmpA
或 DnaK 单独免疫效果相比，RA OmpA 与 DnaK
融合表达的重组蛋白可诱导鸭体液免疫和细胞免

疫反应增强。融合表达可用于增强蛋白抗原的免

疫原性，为 RA 亚单位疫苗研究提供了新的视角。 
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