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摘  要 

 
I 

摘  要 

 

水貂出血性肺炎是一种由铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）引起的以

肺部瘀血、败血症为主要特征的水貂急性呼吸道传染病。该病以地方性流行为主，发病

迅速，病死率高，常造成水貂养殖业巨大的经济损失。由于该病病原菌存在广泛，耐药

菌株较多，致使貂感染发病后药物治疗效果不佳。目前认为，防治该病的主要措施是应

用与致病菌血清型相匹配的灭活菌进行免疫接种。因此，水貂出血性肺炎流行地区的致

病菌分离鉴定，血清型调查是制备多价灭活疫苗的前提和基础。本研究开展了山东省水

貂源铜绿假单胞菌的分离鉴定、病原菌血清型分布调查和三价灭活菌对小鼠的免疫效力

检测等方面的研究。  

病原菌分离鉴定。2013 年至 2014 年，从山东省诸城、潍坊、临沂、文登、日照、

莒县、胶南等地区的 18 个养貂场共采集 77 份病貂肺脏样本，分离得到 120 株疑似铜绿

假单胞菌。经生化试验、16S rDNA 的 PCR 扩增和血清型鉴定，最终确定其中 53 株分离

菌为铜绿假单胞菌，分离率为 44.2%（53/120）。53 株铜绿假单胞菌包含 11 个已知血清

型和一株未确定型。其中 G 型菌株最多，有 27 株；其次为 B 型、D 型，分别为 5 株和

4 株。分离菌株中主要流行血清型为 G 型、B 型和 D 型。  

免疫原的筛选。将分属于 11 个血清型的 15 株铜绿假单胞菌分别用甲醛灭活，与佐

剂混合后对新西兰白兔连续免疫三次，采集免疫血清。用免疫血清分别与 15 株菌做交叉

凝集试验，结果显示，G 型、B 型、D 型、N 型血清与多种血清型的菌株发生凝集。依

据血清型鉴定结果和血清学交叉保护结果确定可以作为水貂出血性肺炎灭活疫苗的血清

型为 G、B、D 型。通过血清交叉凝集试验、对小鼠半数致死量测定和生长曲线测定，

确定了候选疫苗株为 SD004、SD050、SD052。  

三价灭活菌免疫效力检测。测定候选株 SD004、SD050、SD052 传代稳定性，结果

显示候选株 SD004、SD050、SD052 在 20 代内连续传代菌体含量虽有所变化，但都在同

一数量级内浮动；20 代内 3 株疫苗候选株致病性也在同一数量级内波动，3 株候选株 20

代内的生长性能、致病性均稳定；对三株疫苗株进行包括培养基的选择，培养温度、时

间、培养基 pH 等培养条件的优化，发现 37℃条件下 pH7.0~7.5 的肉汤培养基中培养 22~24 

h 对候选株菌液生产应用最适宜；分别用相同菌体含量不同免疫剂量的三价灭活菌免疫

昆明鼠，21 d 后用 10 LD50 的候选株菌液攻毒，确定疫苗对小鼠的最小免疫剂量为 0.15mL，

即接种 1.125×10
11

CFU 三价灭活菌可以保证小鼠受到 100%保护；小鼠肺脏病理组织学观

察发现疫苗免疫剂量的增强可以有效保护小鼠，预防铜绿假单胞菌的感染；血清抗体水

平检测表明水貂出血性肺炎三价灭活菌免疫小鼠后在 28 d 血清抗体达到峰值，42 d 开始

下降，49 d 仍能检测到抗体存在；同时发现对小鼠两次免疫血清抗体滴度比一次免疫的

抗体滴度要高，保护效果更好；将三价灭活菌 0.15mL/只免疫昆明鼠，21 d 后攻毒，小

鼠无一死亡，证明其受到 100%免疫保护。同时剖取免疫组小鼠的肺、肾、肝等内脏，

发现免疫过三价灭活菌的小鼠攻毒后小鼠内脏无明显病理学变化，进一步证明三价灭活

菌可以对小鼠提供有效保护。  



东北农业大学农学硕士学位论文 

 

II 

本研究证明，通过血清学调查并对优势流行菌株进行生物学特性的检测，获得分离

菌株具有良好的免疫原性，诱导小鼠产生良好的免疫应答，可以作为预防水貂出血性肺

炎流行的候选疫苗菌株。  

 

关键词：铜绿假单胞菌；血清型；水貂出血性肺炎；疫苗  
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Isolation and Identification of Pseudomonas aeruginosa 

from mink in Shandong Province and Immune Efficacy 

Evaluation of Tervalent Inactivated Vaccine in Mice 

Abstract 

 

Mink hemorrhagic pneumonia is an acute mink respiratory infectious disease caused by 

Pseudomonas aeruginosa and its main symptoms are lung congestion and sepsis.  It harmed 

the mink industry because it has some characteristics like acute occurrence, high mortality, 

local epidemic et al. With the increasing of drug-resistant strain and the pathogen strains are 

more widespread, drug treatment are more poor after the onset of infection in mink.The main 

prevention measures of the disease are employing inactivated strains whose serotypes as 

same as pathogenic strains.Therefore, bacterial isolation and identification in mink 

hemorrhagic pneumonia epidemic area is the basis and prerequisite for the preparation of 

multivalent inactivated vaccines as same as serotype survey. The contents of this study 

include bacterial isolation and identification in mink hemorrhagic pneumonia epidemic area, 

pathogen serotype distributional investigation and immune efficacy of trivalent inactivated 

bacteria in mice. 

Bacterial isolation and identification. During 2013 to 2014, our laboratory isolated 120 

strains from 77 mink lung samples which come from 18 mink farms like Zhucheng, Weifang, 

Linyi, Wendeng, Rizhao, Juxian, Jiaonan, et al. Using biochemical tests and 16S rDNA PCR 

identification ultimately determine the 53 strains of isolated bacteria were Pseudomonas 

aeruginosa. The isolation rate of Pseudomonas aeruginosa was 44.2% (53/120). The 53 

isolates of P. aeruginosa were classified into 11 serotypes and an undetermined strain using 

the slide agglutination method. Serotype G was the most frequent (27/53). Serotype B was 

found in 5 isolates, serotype D was found in 4 isolates. Thus the most frequent serotypes 

were serotype G, serotype B and serotype D. 

Selection of immunogen. We preparated monovalent vaccines by mixing adjuvant with 

15 inactivated strains which included 11 serptypes and immuning rabbits which agglutination 

test are negative. Three immunizations could make us obtain 11 kinds positive serums of 

Pseudomonas aeruginosa . Each antiserum was challenged against 11 strains using slide 

agglutination test. The results showed that the serum G-type, B-type, D-type and N-type had 

higher cross-reactivity than others. According to serotype identification results and 

serological cross-protection results, the mink hemorrhagic pneumonia inactivated vaccine 
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serotypes are serum G-type, B-type and D-type. Through the screening of virulent strains, 

half lethal dose test and growth curve test, the alternative vaccine strains were SD004, 

SD050 and SD052. 

Inactivated vaccine immunogenicity detection.  As the stability of SD004, SD050 and 

SD052 were determined, the candidate strains were continuously cultured in the same order 

of magnitude during twenty generation as same as the pathogenicity.The virulence and 

bacteria content of these strains all were stable in continuous passages. The three candidate 

strains including medium, culture temperature, culture time, culture medium pH, 

fermentation conditions were optimized and found the condition of 37℃  under pH7.0~pH7.5 

broth medium culture 22-24 h for vaccine production is appropriate; Subsequently the 

trivalent inactivated strains was evaluated by immunizing mice. Respectively using four 

different immune doses with the same cell concentration of Kunming mice to immune, 

determined the minimum immune dose was 0.15 mL(1.125×10
11

CFU) that can protect 

against infections in mice with 10 LD50 of bacteria liquid poison attack after 21 days; The 

observation of the lung pathological changes in mice showed that the enhancement of the 

immune vaccine dose could protect the mice effectively and prevent the infection of 

Pseudomonas aeruginosa. The antibody titer peaked on 28 days post-immunized and began 

to decline on 42 days post-immunized. We could also detect antibodies at 49 day.  The results 

of the two immunization of mice were higher than once. The protective effect was better, 

which could effectively reduce the possibility of infection of Pseudomonas aeruginosa in 

mice. After immunization 21 days we immuned candidate strains with live strains, the mice 

didn’t die and were propected completely by inactivated strains. The observation of lung, 

liver and kidney pathological changes in mice showed that there were not pathological 

changes in mouse viscera, it proved that trivalent inactivated strains could protect the mice 

effectively.  

This study showed that we isolated predominant strains by serological investigation and 

biological characteristics detection with good immunogenicity which induced good immune 

response in mice, which could be candidate vaccine strains to prevent mink hemorrhagic 

pneumonia epidemic. 

 

Key words: Pseudomonas aeruginosa ; serotype; hemorrhagic pneumonia; vaccine 
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1 引言 

1.1 铜绿假单胞菌概述 

1.1.1 分类及其理化特性 

铜绿假单胞菌（P.A）也称为绿脓杆菌，是 1882 年由 Gesard 首次分离到的一种中等

大小的革兰氏阴性杆菌 [1]。生物学分类为 γ-变形菌纲、假单胞菌目、假单胞菌科、假单

胞菌属。铜绿假单胞菌作为机会致病菌本身无芽孢和荚膜、单鞭毛且多菌毛、两端钝圆。

划线接种在琼脂培养基上能长成边缘整齐、中心扁平或微隆起、自身带蓝绿色荧光的单

一菌落。  

铜绿假单胞菌生长温度在 35~37℃较为适宜，42℃也可生长。实验室培养中铜绿假

单胞菌在麦康凯琼脂上生长良好，在血琼脂培养基上能产生明显的 β-溶血，还能在 NAC

鉴别培养基上产生绿色荧光 [2]。铜绿假单胞菌自身能分解葡萄糖和木糖，MR 试验和硫

化氢试验都为阴性，可以分解尿素，液化明胶并能产生绿脓菌素。  

1.1.2 铜绿假单胞菌分型 

现阶段细菌的分型方法主要包括血清学分型、分子分型、绿脓菌素分型等，铜绿假

单胞菌常用的分型方法为血清学分型和分子分型。  

1.1.2.1 血清学分型  

铜绿假单胞菌含有 O-抗原、菌毛抗原、鞭毛抗原等成分。O-抗原分为原内毒素蛋白

质（ Original endotoxin protein ， OPE）和内毒素两种成分 [3] 。内毒素中的脂多糖

(Lipopolysaccharide，LPS)具有群特异性，是铜绿假单胞菌血清学分型的重要表型依据。

国际抗原分型系统(International Antigentic Typing Scheme，IATS)依据脂多糖的不同分为

20 个血清型 [4]。目前国际分型系统是依据多个国家的抗原分型系统综合统一得来的，不

同国家的抗原分型系统因为抗原表位发生漂移和转移，导致群和群之间的分属仍处在研

究阶段。  

一些国家依据自己国家的常见流行菌株统合整理，创建了自己的血清分型系统 [4, 5]。

1991 年我国王世鹏等研制了铜绿假单胞菌 IATS-20 分型血清，分型率可达 99%
[6, 7]。目

前我国最常用的分型血清是日本生研株式会社生产的铜绿假单胞菌血清分型鉴定试剂盒，

是以 Homma 根据 O-抗原将铜绿假单胞菌分成 A-N 群为基础所建立的 [8, 9]。因其基本涵

盖了常见的血清型，且便于现场使用，使得其在铜绿假单胞菌的血清学研究上被广泛使

用。表 1-1 是四种最常用的铜绿假单胞菌血清分型系统的对应关系。  

铜绿假单胞菌的抗原组成复杂，除现以被用来做血清分型标准的 O-抗原外，包括菌

毛抗原等在内的表面抗原目前还未有可以实际应用的分型方法，血清学分型方法及所依
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据的抗原仍需我们进一步研究和验证。  

表 1-1 不同血清系统相应血清型关系表  

Table 1-1 Revised list of corresponding serogroups of Pseudomonas aeruginosa from various 

serotyping schemata 

Meitert Homma IATS 日本分型血清系统  

5 1 3 A 

2、6、16 2、7、13、16 2、5、16H、16L B 

3 3 7、8 C 

14 4 9 D 

15 5 11 E 

8 6 4 F 

1、4 8 6 G 

11 9 10 H 

13 10 1 I 

- 11 15 J 

- 12 13、14 K 

7 14 12 L 

- 15、16 - M 

10 - - N 

9    

12    

17    

1.1.2.2 分子分型  

由于铜绿假单胞菌不同血清型菌株抗原表位缺失和基因转移等现象 [8]的存在，特别

是 O-抗原缺失菌株，血清学已无法对其进行具体分型。因此，分子分型的办法越来越受

重视，目前已有多种分子分型方法在铜绿假单胞菌病的流行病学调查中发挥作用 [10, 11]。

这些分型方法弥补了表型分型的不足，丰富了铜绿假单胞菌的分型方式，并且从分子生

物学的角度揭示了铜绿假单胞菌的病原流行病学特点。分子分型方法主要包括两大类：

以限制性酶切为基础的分型技术和以 PCR 为基础的分型技术。  

（1）脉冲场凝胶电泳（PFGE）是目前用于铜绿假单胞菌及其他的病原分子分型和

溯源研究的最常用的一种基于限制性酶切的分型方法 [12]。现已证实 SpeⅠ是 PFGE 最佳

的限制性内切酶 [13]，对于铜绿假单胞菌的分型率可达 100%。SpeⅠ可以将铜绿假单胞菌

基因组酶切为 30 条左右、大小约为 200 bp 的目的条带。该方法操作相对复杂和费时，

应用性较小。Salomonsen 等运用脉冲场凝胶电泳的方法对分离自水貂的 164 株铜绿假单

胞菌分型，分离株分子型呈现多样性，大部分分离株属于同一菌株，其余菌株存在一定

的遗传距离，但均为常见的流行菌株 [14]。和脉冲场凝胶电泳一样同属于限制性酶切的分

型方法还包括有核糖体分型（ Ribotyping） [15]以及限制性酶切片段长度多态性分型

（RFLP）。核糖体分型目前虽然可以自动化，但由于其分辨率不高等原因使其往往应用

在耐药性的研究上。RFLP 的特点鲜明，对靶基因的要求较高，且重复性较差，但是

PCR-RFLP 较之 RFLP 提高了分型能力和重复性，使其可以更准确检测流行株的突变情
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况 [16]。  

（2）以PCR为基础的分型方法主要包括随机扩增多态性指纹图谱（RAPD）[15]、重

复序列PCR(rep-PCR)、扩增片段长度多态性（AFLP） [17]、多位点可变数目串联重复序

列分析（MLVA） [18]以及多位点序列分析（MLST） [19]。  

RAPD是由Williams等基于PCR技术研究出的一种基因多态性分析方法 [20]。由于不同

菌株的扩增条带是不同的，通过设计单一小片段的随机引物（一般为10 bp以内）扩增目

标基因组，可以得到多条条带，这些条带不具有特异性，但可以用于区分菌株，结合血

清学研究揭示病原菌的流行病学特征 [21]。RAPD由于无法统合不同研究结果进行比较，

使其缺乏统一标准，并且退火温度较低导致其重复性较差。目前的分型结果表明，RAPD

的分辨率优于RFLP和核糖体分型 [15]。  

rep-PCR是由Versalovic等以RAPD为技术基础发展出来的一种基因组指纹分析方法
[22]。其原理为通过扩增细菌基因组中高度保守重复序列分析基因型间差异 [23]。依据基因

组中短重复序列的不同，又分为BOX-PCR、REP-PCR和ERIC-PCR三种。应用REP-PCR

和ERIC-PCR的进行病原菌分型研究，发现其分辨率高于RAPD和核糖分型 [24]。国内临床

用药的依据都是应用REP-PCR，对病房和移植脏器中的铜绿假单胞菌进行分型 [25, 26]。

Kidd等研究囊化纤维化肺炎患者痰液中分离到的铜绿假单胞菌，发现MLST、PFGE的分

子分型率略高于ERIC-PCR
[27]。  

与rep-PCR相比，其他几种方法存在某些缺陷，AFLP需要特定的识别碱基和相关的

内切酶以供其对细菌分型；MLVA只适用已知基因序列细菌的检测；MLST则是由于成本

较高、对设备要求严格难以广泛使用。总之BOX-PCR、REP-PCR和ERIC-PCR的分辨率

和重复性大致相同。rep-PCR优于RFLP和核糖体分型，略低于PFGE的分辨效果，但相对

而言操作简便，可实现自动化分型 [12]。  

除了血清学分型和分子分型外，铜绿假单胞菌还有绿脓菌素分型 [28-31]和噬菌体分型
[32]，但绿脓菌素分型和噬菌体分型存在局限性，目前应用较少。由于铜绿假单胞菌受环

境影响容易发生变异，表型分型的方法很难来分辨，分子分型方法能弥补表型分型的不

足。将表型分型和分子分型相结合，有助于对铜绿假单胞菌的流行病学研究。  

1.1.3 致病性及毒力因子 

铜绿假单胞菌对人和动物都有致病性。作为条件致病菌，在医院内可广泛存在于各

类物体表面、医患人员的皮肤和呼吸道、且能污染任何液体。铜绿假单胞菌几乎可以感

染人类的任何器官和部位，当人免疫力低下或承受各类侵袭性操作（如手术或皮肤烧伤）

时容易诱发感染。铜绿假单胞菌多造成术后伤口的化脓性感染或老年人的各类器官衰竭，

严重者导致患者死亡。在动物养殖方面，铜绿假单胞菌可以污染草料和水源从而引起奶

牛子宫炎、乳房炎、羊化脓性肝炎、雏鸡败血症、水貂出血性肺炎 [33]等疾病，也可与大

肠埃希氏菌、葡萄球菌、嗜血杆菌等混合感染致病。Sadikot等研究发现如果人体有完整

的免疫机制，铜绿假单胞菌感染的几率很小 [34]。如果人体存在免疫缺陷疾病比如白血病、

艾滋病等或者经历烧伤、器官移植等造成机体免疫屏障功能减弱，则会大大增加感染几
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率。其原因是免疫功能健全的人体内的中性粒细胞可以产生蛋白酶降解铜绿假单胞菌分

泌的外毒素A，呼吸道黏膜纤毛能清除异物从而避免铜绿假单胞菌定植感染。  

铜绿假单胞菌的Ⅲ型分泌系统（Type III secretion system，T3SS）由于可以分泌很

多毒力因子而做为重要的毒力因素 [35]，其分泌的可以损害细胞的蛋白包括胞外酶U（exoU）
[36, 37]、胞外酶S（exoS） [38]和胞外酶T（exoT） [39]。胞外酶U作为T3SS分泌的效应器蛋

白可以破坏细胞膜并使细胞溶解；胞外酶S和胞外酶T均可以破坏细胞骨架从而诱导细胞

凋亡 [40]。T3SS毒力岛虽然做为铜绿假单胞菌最常见的毒力基因，但极少诱导胞外酶U和

胞外酶S在同一菌体内分泌表达 [41, 42]，并且Le等研究发现临床中分离到的铜绿假单胞菌

分泌胞外酶S或胞外酶T比分泌胞外酶U更为常见 [43]。  

除了T3SS外，铜绿假单胞菌自身也可以向周围组织分泌毒力因子，包括有磷脂酶C、

弹性蛋白酶 [44-46]、外毒素A（ETA）以及鼠李糖脂 [47, 48]。弹性蛋白酶可以降解肺上皮细

胞的弹性蛋白，破坏其连接的紧密性。磷脂酶C和鼠李糖脂都具有溶血性，前者可以增

强血管通透性造成内脏的损伤，后者可以清除多核中性粒细胞，阻碍纤维素的生成从而

影响生物膜生成功能 [49]。此外，绿脓菌素做为铜绿假单胞菌标志性的代谢产物 [50, 51]，可

以通过抑制宿主的过氧化氢酶及细胞呼吸，诱导中性粒细胞凋亡。LPS作为铜绿假单胞

菌等革兰氏阴性细菌外膜的重要组成成分，也可以在宿主体内产生免疫反应，诱导一些

炎性信号分子的分泌。  

外毒素A是一个613肽的单链蛋白，包含信号肽和三个结构功能区组成的常用肽 [52]。自

然条件下外毒素产量低，但毒性最强。可以导致皮肤黏膜坏死，更能破坏角膜基质细胞
[53]。其细胞毒性原理是：通过结构功能区Ⅰ与靶细胞表面受体结合，结构功能区Ⅲ将毒

素单位导入细胞中，催化胞内延伸因子（EF22）ADP2核糖基化反应，导致延伸因子失

活从而杀死细胞；结构功能区Ⅱ的α-螺旋则有助于毒素的跨膜转移。作为铜绿假单胞菌

研究最深入的毒力因子，中外学者已对外毒素A的结构、功能 [54]、提取和纯化方法 [55]、

重组毒素 [56, 57]、基因工程疫苗以及应用 [52, 58-64]等方面开展了大量研究。  

1.1.4 耐药性 

铜绿假单胞菌感染难以治疗的原因源于其耐药机制十分复杂，可以对多种不同成分

的抗生素高度耐药 [65, 66]，其原因主要包括以下四点：首先细菌的外膜通透性极低，造成

这种情况的原因很多，微孔蛋白内径太小，OprC、OprD2 仅允许相对分子质量 3×10
5 以

下的糖类通过 [67]，内径相对较大的 OprF 开放时间较短，有时还会无效 [68]；微孔蛋白数

量减少、微孔蛋白基因突变也对通透性有所影响 [69]；其次铜绿假单胞菌拥有主动外排系

统，根据铜绿假单胞菌的全基因组序列分析，推测其至少含有 12 种主动外排系统 [70]，

包括 MexAB-OprM
[71, 72]、MexCD-OprJ、MexEF-OprN 等。这些主动外排系统失活，会

提高其对 β2-内酰胺类、喹诺酮类 [73]、大环内酯类 [74]、氯霉素类、碳青霉烯类 [74-76]等的

敏感性；再次铜绿假单胞菌极易形成生物被膜 [77]，大大提高了其存活能力 [78]；最后 β-

内酰胺酶、氨基糖苷类修饰酶等通过修饰多种氨基糖苷类药物使之失活 [79]或控制基因表

达等方式产生耐药 [80]。复杂的耐药机制使得临床上用抗生素、消毒剂等很难根除铜绿假
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单胞菌，这给防治铜绿假单胞菌带来了巨大挑战。  

1.2 水貂出血性肺炎及其防治 

水貂出血性肺炎是一种常以地区性季节性流行的水貂急性呼吸道传染病，以肺部出

血、充血和败血症为主要症状。是目前危害水貂养殖业发展的重要传染病之一。  

1.2.1 病原  

引起水貂出血性肺炎的病原菌有很多种，铜绿假单胞菌是引起水貂出血性肺炎的主

要病原菌 [81-84]。近年来，也有其他病原菌引起水貂出血性肺炎暴发。邹玲对山东省青岛、

诸城等地的水貂养殖场病死貂的心、肺、肝等检测证明，引起水貂出血性肺炎的是嗜血

杆菌 [85]；胡本钢、杨艳玲、孙虎芝等分别从水貂出血性肺炎病死貂上分离到了克雷伯氏

菌 [86-88]；刘自健等报道了由链球菌引起的水貂出血性肺炎的病例 [89]。以上这些报道说明，

能够引起水貂肺炎的病原菌越来越多，且发病症状极为相似：均表现为患病前期咳嗽，

后期食欲减退、发热，病死貂口鼻腔流出血样液体。嗜血杆菌做为革兰氏阴性菌可以发

酵葡萄糖、乳糖、蔗糖，不发酵甘露醇 [85]，在普通琼脂平板上不生长，在兔血琼脂平板

上可以形成不溶血的小菌落；克雷伯氏菌和铜绿假单胞菌同样是革兰氏阴性短杆菌、菌

体都呈单个或成对排列、两端钝圆。两者主要区别是克雷伯氏菌的耐药谱没有铜绿假单

胞菌广泛，尤其是对卡那霉素、左氧氟沙星、链霉素等抗生素较为敏感。链球菌是革兰

氏阳性球菌 [89]，血琼脂平板上呈现细小、球形、半透明菌落。菌落接种在血清肉汤中培

养会出现白色絮状沉淀，能够分解葡萄糖、麦芽糖和蔗糖，但不能分解阿拉伯糖 [90]。引

起水貂出血性肺炎的病原菌种类虽然较多，但危害性最大、流行范围最广的是铜绿假单

胞菌。  

1.2.2 流行病学和临床症状 

1953 年 Knox 等在丹麦首次报道了水貂出血性肺炎。之后在欧洲、亚洲多国也有该

病发生 [91]。1983 年我国首次报道该病 [92]。2000~2010 年间我国黑龙江、吉林、辽宁、河

北、内蒙古等省的水貂养殖场相继暴发水貂出血性肺炎 [81, 93-95]。该病在我国的死亡率达

6%-54%
[96]。发病或带菌的水貂是主要的传染源，病原携带者如鼠等也应引起重视。感

染铜绿假单胞菌的途径一般是呼吸道和消化道，鼻腔感染发病率最高。传播途径主要是

飞沫传播，或者是经污染的肉类饲料或水源传播 [97]。  

水貂出血性肺炎多发病于夏秋季节，这一时期幼貂的母源抗体消失，温度气候多变，

加上水貂秋季换毛等因素造成水貂出血性肺炎的多发 [31]。水貂出血性肺炎多为急性和最

急性发病。病程稍长的水貂多出现呼吸困难、食欲废绝、体温升高、流泪、流鼻涕、咳

嗽剧烈、精神萎靡、动作迟缓，个别出现惊厥，典型症状为咳血，从鼻口中会有血样泡

沫状液体流出，常在咳嗽和抽搐后死亡。病程较短，急性一般 1~2 d。  
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1.2.3 发病机制和病理变化 

铜绿假单胞菌广泛附着于人或动物的皮肤、呼吸道等处。幼年、老年、体弱者由于

免疫系统不健全或免疫能力低下，一旦体内外有创口，该菌会在入侵处定植下来，迅速

分裂繁殖，形成局灶性脓肿 [33]。当机体的免疫功能下降或衰弱时，病原会沿着淋巴系统

迅速扩散，在代谢过程中由于其含有很多具有溶血性的毒力因子（包括磷脂酶、鼠李糖

脂等）导致红细胞大量溶解，血液成分改变，血管壁受损，最终导致实质器官充血或出

血。  

病貂剖检特征为出血性肺炎，肺脏出血，严重者肺脏外观呈现大理石样且有明显出

血点，切开肺脏时有血样泡沫状液体流出。淋巴结水肿，出血。心肌松弛，冠状沟有出

血点。病理组织学观察肺脏炎性细胞浸润，肺泡壁增厚，肺泡间隔变大，肺泡上皮细胞

大量坏死脱落。在肺的血管周围有铜绿假单胞菌 [98]。  

1.2.4 诊断  

阻碍水貂出血性肺炎确诊的原因有很多：水貂脑膜炎和水貂出血性肺炎的病理学变

化相似，肺部都呈出血性肺炎，有大量出血点、肾肿大、有坏死灶 [98]。同样，大肠埃希

氏菌和嗜血杆菌也可以引起水貂出血性肺炎相似病状。Salomonsen 等比较了铜绿假单胞

菌和大肠埃希氏菌引起的水貂出血性肺炎的病理变化：少量的铜绿假单胞菌感染就会呈

现肺脏大量出血，菌体分布在血管周围；大肠埃希氏菌感染肺脏病理表现为坏死，菌体

主要在肺泡内 [99]。鉴于影响水貂出血性肺炎诊断的因素较多，因此建立准确的病原学诊

断方法，对该病的防治至关重要。水貂出血性肺炎病原学诊断主要是生化鉴定 [100, 101]和

PCR 鉴定。人医上关于铜绿假单胞菌的诊断建立了很多方法，如 ELISA、DNA 探针、

基因芯片等。  

（1）目前最常用的铜绿假单胞菌的诊断方法就是针对其基因上的一些保守基因进行

PCR 鉴定。Song
[102]、Khan

[103]等分别根据外毒素 A 基因设计引物进行扩增，特异性可

达 100%；Atzél 根据 16S rDNA 序列设计引物进行 PCR 鉴定，检出率为 100%
[104]。陈晨

等同样用 16S rDNA 序列设计引物对 43 份水貂肺组织样本进行 PCR 鉴定，并且对扩增

结果进行了 BLAST 分析，确定了分离株之间的 16S rDNA 序列核酸同源性达 98.9%
[105]。

马俊等用 oprF 基因和外毒素 A 基因的 PCR 引物对 425 株水貂源疑似铜绿假单胞菌的目

的片段进行扩增，分辨率为 100%
[106]。除了外毒素 A、16S rDNA 基因、外膜蛋白基因

外，还有 algD、PS21 等基因用于 PCR 检测，特异性也很好。实时荧光定量 PCR 可以对

菌体感染进行定量分析，提高检测的敏感性，其目的基因很多，包括 gyrB
[107]、oprL

[108]。

这些方法主要应用于人医，敏感性和特异性很高。  

（2）ELISA 是一种以抗原抗体反应为基础的最常用的病原菌诊断检测技术。将外

毒素 A、磷脂酶 C、全菌体等制备抗体 [109]，发现其敏感性较差，特异性不好，易与其它

菌交叉反应。因此很多科研工作者选择铜绿假单胞菌具有良好免疫原性且特异性高的外

膜蛋白来提高 ELISA 试验的检测水平。王燕等制备了抗铜绿假单胞菌 OprF 的单克隆抗
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体，并以此建立了双抗夹心 ELISA 方法，可以检测到 10
3
CFU/mL 的菌体浓度 [110]。由于

ELISA 操作步骤繁琐，不利于在基层快速便捷的现场诊断，因此 ELISA 方法无法作为铜

绿假单胞菌诊断的主要方法，不过可以作为一个辅助的检测分析手段。  

（3）环介导等温扩增技术（LAMP）因其对设备要求低、易操作、灵敏性特异性高

等优点，在铜绿假单胞菌的临床诊断上起到了重要作用。Goto 等根据 oprL 基因建立了

LAMP 比色法，全过程仅需要 2 h，缩短了检测时间同时结果的特异性和敏感性较高 [111]。

姜莉莉等根据铜绿假单胞菌外毒素 A 的一段约 240 bp 大小的序列设计了一套 LAMP 引

物，因其便于操作和使用等优点，可广泛应用在基层检测 [112]。  

（4）基因芯片是一种具有 PCR 的高敏感性和分子杂交的高特异性双重优势新型基

因检测技术。即能同时对多基因位点检测；又能同时对多种不同来源致病菌检测，降低

了假阳性概率并且降低了检测成本。瞿良等对 78 例疑似铜绿假单胞菌感染病例和 20 例

非铜绿假单胞菌病例进行基因芯片检测，并且进行比对分析，铜绿假单胞菌的检出率达

100%。由此可知将基因芯片技术应用于铜绿假单胞菌的检测，能够提高铜绿假单胞菌的

检出率，缩减检测时间，具有重要的现实和经济意义 [113]。  

随着研究技术的进步，相应的检测方法也在不断升级，如何快速便捷低成本高效的

诊断水貂出血性肺炎的的病原，从而及早治疗和预防则是目前研究的重中之重。  

1.2.5 防治  

水貂出血性肺炎的防治主要依靠敏感药物和疫苗免疫。由于铜绿假单胞菌对多种抗

生素高度耐药，常规的抗生素如四环素类、氯霉素类、新生霉素类、磺胺类、碳青霉烯

类 [74-76]、β2-内酰胺类、喹诺酮类 [73]、大环内酯类 [74]等对铜绿假单胞菌引起的各种疾病

难以达到良好的治疗效果，故而通过疫苗免疫的方法对铜绿假单胞菌的易感动物进行免

疫接种，从而起到预期的保护效果。目前预防铜绿假单胞菌引起的水貂出血性肺炎疫苗

主要是一些灭活疫苗和外膜蛋白组分疫苗，人医方面则有一些鞭毛、脂多糖等组分疫苗

和基因敲除的重组疫苗等。  

1.2.5.1 全菌疫苗  

（1）灭活疫苗：灭活疫苗的优点主要是安全性高、保护力强、针对胞外感染可清除

病原微生物或毒素等，因此是目前水貂出血性肺炎预防的最常用疫苗。水貂性情凶猛，

为了减少免疫水貂过程中出现对人员的伤害，同时尽可能的给水貂提供更多的的预防和

保护，相关的疫苗多是以几种水貂常见疾病的相关病原制备的多联苗：美国和俄罗斯均

有生物疫苗公司研制出了由犬瘟热病毒 -肉毒梭菌 -水貂肠炎病毒 -铜绿假单胞菌组成的

四联灭活疫苗，免疫效果好且保护周期长。目前我国已有公司研制并且获得国家批准的

水貂出血性肺炎 G 型、B 型二价灭活疫苗，可以有效预防铜绿假单胞菌引起的水貂出血

性肺炎暴发和流行，免疫期为 6 个月；中国农业科学院特产研究所根据我国的流行血清

型制备水貂出血性肺炎多价灭活疫苗，免疫保护率可达 80%，免疫保护期为 5 个月 [31]。

由于水貂出血性肺炎常呈地方性流行，且养殖范围较广，病原血清型较多，因此对于水

貂出血性肺炎的流行应针对局部地区研制特异性疫苗。  
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（2）弱毒疫苗：Kamei A 等将铜绿假单胞菌的 aroA 基因敲除，获得了弱毒菌株 [114]。

这些基因敲出的菌株不能合成芳香族氨基酸也不能从宿主细胞获得 [115]，导致在免疫后

只能在宿主体内存活 3~4 d。但通过鼻腔粘膜免疫小鼠和兔子，aroA 基因缺失株可以诱

导机体产生高滴度抗体 [115]，不仅能为同源血清型菌株提供保护 [116]，也可为异源血清型

菌株提供部分保护 [116]。Zaidi 等通过研究小鼠角膜感染模型发现主动免疫 aroA 缺失株和

被动免疫抗血清均可提供对异源血清型菌株感染的保护 [117]。  

全菌疫苗对于诱导抗铜绿假单胞菌多种抗原的免疫简单安全。研究减弱铜绿假单胞

菌毒力并且维持其免疫原性的方法和技术将会有利于实现该疫苗在临床上的应用。  

1.2.5.2 组分疫苗  

组分疫苗是以病原微生物的部分或者某一特定成分为抗原制备的疫苗。相对于全菌

疫苗保护性虽强但保护周期短等特点，组分疫苗可以更有针对性的提高机体对病原菌的

免疫效果，从而延长免疫保护周期，更有效的保护易感动物防止病原微生物的侵袭。铜

绿假单胞菌的组分疫苗研究最多的是其外膜蛋白、LPS 等部分。  

铜绿假单胞菌的外膜蛋白中，最常被研究的是 OprF
[118-121]和 OprI

[122-124]。由于铜绿

假单胞菌的外膜蛋白 F 对机体产生的抗体具有保护型和高度特异性，已有国外学者将

oprF 基因连接在载体上，对小鼠皮下接种免疫，检测到针对全细胞或者不同血清型铜绿

假单胞菌外膜蛋白 F 的高滴度 IgG 抗体水平 [118]。OprI 是一种高度保守的脂蛋白，将纯

化的大肠埃希氏菌表达的 OprI 混合铝胶佐剂接种 [125]，所有接种疫苗的受试者耐受表现

良好，无不良反应，酶联免疫试验证明不同的免疫剂量抗体效价有所不同，但都显著提

高。除了最常研究的 OprF 和 OprI，更多的是将多种外膜蛋白 [126]制成外膜蛋白复合疫苗
[126-128]，不仅具有良好的免疫原性，还能保护小鼠免受铜绿假单胞菌的感染。  

LPS 因为其多糖侧链的糖成分有所不同而造成的特异性被作为铜绿假单胞菌血清分

型的依据，选择 LPS 作为疫苗研究方向的也很多。谢茂超等将提取的脂多糖去除类脂 A

得到 O-特异性多糖（O-SP），与破伤风类毒素组成结合疫苗 [129-131]，可以刺激小鼠产生

高滴度的 IgG 抗体，能保护小鼠免受 10 LD50 活菌的攻击。由于 LPS 的抗原性较强，但

不同血清型之间存在较大差别，为了更好地预防铜绿假单胞菌的感染，常将多种血清型

病原菌的脂多糖混合制成疫苗。Gallina AM 等研制了一种免疫保护率可达 100%的 7 价

LPS 疫苗 Pseudogen
[132]。  

除了外膜蛋白、脂多糖外，胞外黏液多糖 [133]、外毒素 A、内毒素蛋白 [134, 135]也被作

为组分疫苗的研究方向，研究前景也很光明。  

1.2.5.3 基因工程疫苗   

基因工程疫苗主要是指用 DNA 重组技术研制的疫苗，具有安全性好、成本低等特

点。目前用于预防水貂出血性肺炎的基因工程疫苗研究较少，在人医预防铜绿假单胞菌

感染的研究较多。现已研究了重组蛋白 OprF、重组蛋白 OprI 的基因工程疫苗，小鼠三

免后， IgA、 IgG 抗体水平明显升高，免疫保护效果良好 [136, 137]。朱佑明等将 OprF 克隆

进 pGEX-1λT 载体，转入双歧杆菌从而构建了铜绿假单胞菌重组 Bb-OprF 疫苗，分别用

皮下、滴鼻、口服、肌肉注射四种方式免疫 Balb/c 鼠，免疫后第八周攻毒。结果显示脾
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脏 T 淋巴细胞明显增殖，脾细胞培养上清 IFN-γ 、IL-10、IL-12 等水平显著提高。证明

重组的 Bb-OprF 疫苗可以诱导良好的 Th1 和 Th2 混合免疫应答 [138, 139]。   

弱毒沙门氏菌作为疫苗载体表达异源抗原是目前研究最多的一种弱毒菌，主要因其

可以诱导多种粘膜感染的特异性应答 [140]。用弱毒沙门氏菌表达铜绿假单胞菌的 O-抗原，

小鼠口服免疫，发现可以更多的清除肺泡内的细菌并且面对同源菌攻毒存活时间更长
[141]。表达融合的铜绿假单胞菌外膜蛋白 OprF-OprI 的沙门氏菌在初次免疫和二次加强免

疫后，人体产生了抗 OprF-OprI 的 IgG 和 IgA 抗体 [142]。临床试验中横向比较了表达

OprF-OprI 的弱毒沙门氏菌不同免疫途径的区别，发现粘膜免疫和系统免疫血清抗体滴

度相当，但只有粘膜免疫在下呼吸道产生了 IgG 和 IgA 抗体 [142]。   

1.3 研究目的与意义  

目前我国主要的养貂地区为山东、河北、辽宁、吉林、黑龙江等省，其中山东省的

水貂养殖数量占全国的 80%
[143]。近些年由于水貂集约化养殖规模的不断扩大、养殖密

度的增加、抗生素的违规滥用等因素，以铜绿假单胞菌为主要病原菌的水貂出血性肺炎

连年爆发，耐药菌株不断出现，不仅给养貂业造成巨大的经济损失，而且也给临床治疗

带来巨大困难。如何防治该病？除了继续筛选敏感药物用于临床治疗外，疫苗免疫预防

也成为近年来学者们关注的研究方向。  

目前用于水貂出血性肺炎防治的疫苗主要是灭活疫苗。由于水貂铜绿假单胞菌的血

清型较多，不同地区的致病菌血清型可能不同，菌苗血清型是否与该病流行血清型相一

致直接影响到疫苗的免疫预防效果。因此，及时准确地了解和掌握发病地区致病菌血清

型，对疫苗的选择具有重要的参考价值。仅靠一种疫苗不能在多个地区同时获得理想的

免疫预防效果，必须研制针对不同地区流行血清型的不同多价疫苗才能获得良好的免疫

预防效果。  

本研究旨在对 2013、2014 年水貂出血性肺炎流行期间山东省多个貂场引起水貂出血

性肺炎的铜绿假单胞菌进行分离鉴定，了解和掌握致病菌优势血清型，为研究多价灭活

疫苗提供科学的实验依据。筛选优势血清型致病菌株作为疫苗候选菌株进行致病性、生

长曲线、免疫原性研究，为水貂出血性肺炎多价灭活疫苗的研究奠定基础。本研究对了

解山东省多地貂场铜绿假单胞菌的优势血清型及其分布，灭活疫苗候选菌株的筛选以及

该病的防治具有重要的理论和实际意义。  

 

 



东北农业大学农学硕士学位论文 

 
10 

2 材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 病料样本、参考菌株和实验动物  

2013 年、2014 年的 6~9 月间，山东省诸城、胶南、文登等 18 个市县的养貂场发生

疑似水貂出血性肺炎，从送检的病料中采集了 77 份病死貂肺脏样品，其中 2013 年采集

样品 52 份，2014 年采集样品 25 份，这些样品用于铜绿假单胞菌的分离鉴定；3 周龄清

洁级雌性昆明鼠、2 kg 重清洁级雌性新西兰白兔购自辽宁长生生物技术有限公司，玻片

凝集试验确定兔子血清与分离鉴定的铜绿假单胞菌无凝集现象。禽巴氏杆菌和沙门氏菌

由东北农业大学动物医学学院传染病教研室保存。  

2.1.2 主要试剂和培养基 

尿素、吐温 -20、吐温 -80 购自 MYM BIOLOGICAL TECHNOLOGY COMPANY 

LIMITED；D-海藻糖、琼脂购自 BIOSHARP 公司；葡萄糖购自天津市风船化学试剂科技

有限公司；磷酸氢二钾购自天津市永大化学试剂有限公司；硫酸镁、硫酸钾购自天津市

凯通化学试剂有限公司；Tris Base、明胶购自 Solarbio 公司；牛肉膏、氯化钠、蛋白胨、

甘露醇、蔗糖、麦芽糖购自北京博奥星生物技术有限责任公司；三糖铁琼脂购自青岛高

科园海博生物技术有限公司；甲醛购自丹东市龙海试剂厂；酵母粉购自 OXOID 公司；

乳糖购自天津市天力化学试剂有限公司；十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）、甲基红、溴

甲酚紫购自上海源叶生物科技有限公司；D-木糖购自上海蓝季科技发展有限公司；白油

佐剂由哈尔滨生物疫苗有限公司惠赠；96 孔聚苯乙烯反应板购自 COSTA 公司；佐剂

（QuickAntibody-Rabbit8W）购自北京博奥龙免疫技术有限公司；辣根过氧化物酶（HRP）

标记羊抗鼠 IgG 购自北京博奥森生物技术有限公司；DNA 分子质量标准（Trans 2k Plus

ⅡMolecular Marker）、Easy Taq DNA 聚合酶、dNTPs（2.5mM）购自全式金生物公司；

铜绿假单胞菌血清型鉴定试剂盒（A-N 型）购自日本生研株式会社。  

十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）琼脂培养基、营养肉汤培养基（NB）、金氏 B 培

养基、普通琼脂培养基等按常规方法配制。血琼脂培养基购自郑州人福博赛生物技术有

限责任公司。  

2.1.3 DNA 扩增引物  

参照文献 [144]和 GenBank 中发表的铜绿假单胞菌 16S rDNA 序列（登录号：

AB091760.1），利用引物设计软件设计一对引物，16S-P1/16S-P2，扩增铜绿假单胞菌 16S 

rDNA 序列，引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。序列及片段大小见表 2-1。 
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表 2-1 PCR 引物序列  

Table 2-1 Primer sequences of PCR 

引物名称  

Name of primers 

引物序列（5’—3’）  

Sequence of primers（5’ to 3’） 

片段大小（bp）  

Size 

16S-P1 

16S-P2 

GGGGGATCTTCGGACCTCA 

TCCTTAGAGTGCCCACCCG 
956 

2.1.4 主要仪器 

PCR 仪：GeneAmp PCR System 9700，美国应用生物系统公司  

台式酸度计：DELTA 320，梅特勒 -托利多仪器（上海）有限公司  

超净工作台：DL-CJ-2ND，北京东联哈尔仪器制造有限公司  

电热恒温培养箱：DH4000AB 型，天津市泰斯特仪器有限公司  

电子天平：BS224S 型，北京赛多利斯仪器系统有限公司  

核酸电泳仪：DYCP-31BN，北京六一仪器厂   

台式离心机：1-14，美国 SIGMA 公司  

凝胶成像系统：Alphalmager TM2200 型，美国阿尔法科技公司  

分光光度计：Spectrum752 上海光谱仪器有限公司  

紫外分光光度计：Gene Quant 1300/100  

自动酶标检测仪：Labsystems Uniskan 

2.2 实验方法 

2.2.1 病原菌的分离鉴定  

2.2.1.1 细菌的分离培养和培养特性  

将 2013 采集的样品编号为 1~52 号，2014 年采集的样品编号为 53~77 号，  CTAB

琼脂平板也按 1~77 顺序编号，与样品号一一对应。按常规方法无菌操作，用吊菌环挑

取病料样品在 CTAB 琼脂培养基上划线，每份病料样品划线在一个 CTAB 琼脂培养基上，

37℃恒温培养 18 h 后，吊菌环挑取 1/2 淡绿色、扁平或微隆起、边缘整齐的中等大小的

菌落，然后涂片，革兰染色，镜检；挑取菌体呈革兰阴性的剩余菌落在 CTAB 琼脂培养

基上划线纯培养，37℃恒温培养 18 h 后，吊菌环挑取纯培养的扁平或微隆起、边缘整齐

的中等大小单个菌落涂片，染色镜检，确认菌体为革兰染色阴性、无杂菌后，挑取剩余

菌落接种肉汤培养基扩大培养，-20℃保存。将已确认革兰氏染色阴性的菌株分别划线接

种在金氏 B 培养基和血琼脂平板上，37℃恒温培养 18 h，观察菌株在血琼脂平板上的溶

血情况、在金氏 B 培养基上培养及颜色变化情况以及在紫外光下菌落在金氏 B 培养基上

的荧光现象。  
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2.2.1.2 病原菌生化鉴定  

参照文献 [145]，对纯培养的疑似铜绿假单胞菌进行生化试验鉴定。生化实验内容包

括硫化氢还原试验、MR 试验、糖分解实验和明胶液化试验。铜绿假单胞菌生化特性见

表 2-2。  

表 2-2 铜绿假单胞菌生化特性  

Table 2-2 The Biological characteristics of Pseudomonas aeruginosa 

试验项目  

tests 

结果  

results 

试验项目  

tests 

结果  

Results 

葡萄糖  ＋  明胶液化  ＋  

麦芽糖  －  MR（甲基红）  －  

蔗糖  －  硫化氢产生  －  

乳糖  －  D-海藻糖  －  

D-木糖  ＋  甘露醇  －  

注：＋，阳性；－，阴性。  Notes: ＋ , Positive; － , Negative. 

2.2.1.3 病原菌 PCR 鉴定  

DNA 模板制备：分别挑取生化鉴定符合铜绿假单胞菌特性的分离菌单菌落悬浮于

100 μL 去离子水中，混匀，沸水中加热 10 min，冰上冷却 10 min，10 000 r/min 离心 3 min，

取上清液作为 PCR 反应的 DNA 模板。  

PCR 反应体系为：Easy Taq Buffer 2.5 μL，dNTP 2 μL，DNA 模板  2 μL，引物 16S-P1

和 16S-P2 各 1 μL，Easy Taq 酶  0.5 μL，去离子水  16 μL。反应条件为：95℃ 5 min，95℃ 

30 s、57℃ 30 s、72℃ 45 s、30 cycles，72℃ 7 min。同时设巴氏杆菌、沙门氏菌和去离

子水对照。PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳。  

2.2.1.4 病原菌血清学鉴定  

按日本生研株式会社生产的铜绿假单胞菌血清型鉴定试剂盒操作方法，用玻片凝集

试验对经生化试验鉴定、PCR鉴定的铜绿假单胞菌进行血清型鉴定。操作步骤如下：在

干净的玻片上滴加各种血清型血清20 μL，然后滴加20 μL铜绿假单胞菌分离株菌液，充

分混匀，室温条件下作用5 min，观察凝集块形成情况。结果判定：在5~10 min内形成凝

集块者为阳性，其血清型即为对应发生凝集的血清型。同时用生理盐水作为阴性对照。  

经过病原菌的分离培养、革兰氏染色镜检、生化鉴定、PCR鉴定和血清学鉴定，将

确定的分离菌标注编号和血清型。  

2.2.2 分离菌部分生物学特性检测  

2.2.2.1 标准曲线测定  

从已鉴定过的铜绿假单胞菌中随机挑选出 1 株，复苏活化，将菌株按照 0.1%比例接

种在 5 mL 肉汤培养基中，37℃培养 18 h，将纯培养物进行 0.8、0.6、0.4、0.2 倍稀释，
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分别测定菌液的吸光度值 OD600nm，同时对菌液进行 10
-10 倍稀释，吸取 100 μL 涂布于 LB

平板上，设置 3 个重复，37℃下恒温培养 24 h，平板涂布活菌计数，并用 EXCEL 绘制

菌体含量和 OD600nm 的菌体标准曲线。  

2.2.2.2 血清交叉凝集试验  

分别将活化的各种血清型的铜绿假单胞菌部分菌株共 15 株用 0.4%甲醛灭活 24 h，

经无菌检验后与佐剂按照说明书比例充分混匀。每个菌株肌肉注射 1 只兔子，每次免疫

0.2 mL，21 d 时二免，42 d 时三免，每次免疫兔子的菌体含量都相同，定期采血用全菌

作包被抗原的 ELISA 方法测血清抗体效价，免疫后第 55 d 对兔心脏采血，制备血清，-20℃

保存备用。另取 3 只兔子分别作佐剂对照、生理盐水对照和空白对照。  

将 15 株菌的菌液浓度调整为 1×10
12

CFU/mL，先取 20 μL 血清滴加在载玻片上，再

取 20 μL 菌液与血清混合，轻轻摇晃使其充分反应，5~10 min 后观察是否出现凝集现象，

同时设置阴性对照（生理盐水）。  

2.2.2.3 致病性测定  

依据血清学调查结果，从已确定血清型的分离菌株中选取 3 种优势血清型的分离菌

分别接种肉汤培养基，37℃恒温静置培养 24 h，调整菌液浓度至相同的适宜浓度，每株

菌颈背部皮下注射小鼠 5 只，0.1 mL/只，24 h 内观察小鼠的精神状态和死亡情况，3 个

血清型各筛选出 1 株毒力较强菌株。  

取筛选的 3 株菌分别接种于肉汤培养基，37℃静置培养 24 h，对菌液进行 10
-1

~10
-10

倍稀释后用平板涂布计数法计数。参考强毒力株筛选试验结果，将 3 株菌的菌液调至适

宜浓度，再对菌液进行 10
-2、10

-1.5、10
-1、10

-0.5 倍稀释；随机将 96 只小鼠分为 12 组，8

只 /组，每组小鼠经颈背部皮下注射不同稀释度的受试菌，0.1 mL/只，连续观察 72 h，

采用 Reed-Muench 法计算对小鼠半数致死量（LD50）。  

结合分离菌交叉凝集试验和致病力测定试验结果，依据优势血清型、交叉谱较广和

致病力较强的原则，从 3 个血清型中各选 1 株分离菌作为灭活疫苗候选菌株进行下一步

研究。3 株筛选出来的分离株暂命名为候选株Ⅰ、候选株Ⅱ和候选株Ⅲ。  

2.2.2.4 生长曲线测定  

取 3 株疫苗候选菌株分别按 0.2%的比例分别接种在 5 mL 肉汤培养基中，37℃恒温

静置培养 24 h，从 0 h 到 24 h 每隔 2 h 取培养物用生理盐水倍比稀释，在 LB 平板上进

行平板涂布活菌计数，用 EXCEL 统计数据，绘制生长曲线。  

2.2.3 疫苗候选菌株培养及灭活条件优化 

2.2.3.1 培养基选择  

用本实验室的常用液体培养基做为疫苗候选株的候选培养基，筛选步骤如下：各取

10 μL 3 株疫苗候选菌株分别接入 5 mL LB 培养基、肉汤培养基和改良 Minca 培养基，

37℃温箱静置培养 18 h，每株菌每个培养基设置 3 个重复，测定菌液 OD600nm，计算菌
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液浓度，确定最佳培养基。  

2.2.3.2 培养温度确定   

各取 10 μL 3 株疫苗候选菌株分别接入 5 mL pH7.0 肉汤培养基，分别置于 22℃、30℃、

37℃、42℃静置培养 18 h，每株菌每个温度设置 3 个重复，测定菌液 OD600nm，计算菌

液浓度，确定最佳培养温度。  

2.2.3.3 培养基 pH 确定  

配制肉汤培养基，分别将培养基的 pH 调整至  pH5.0、pH6.0、pH6.5、pH7.0、pH7.5、

pH8.0、pH8.5、pH9.0、pH10.0；各取 10 µL 3 株疫苗候选菌株分别接入 5 mL 不同 pH

值的肉汤培养基中，每个菌株、每个 pH 梯度设置 3 个重复，37℃静置培养 18 h，测定

菌液 OD600nm，计算菌液浓度，确定最佳培养基 pH 值。   

2.2.3.4 培养时间确定   

准备 66 支装有 5 mL pH7.0 肉汤培养基的试管，随机分为 3 组，每组接种 1 株候选

菌株，接种 21 管，每管接种 10 µL，余下的 3 只试管作为空白对照。接种后将试管置于

37℃静置培养，分别在第 12、14、16、18、20、22、24 h 每组取出 3 管测定菌液 OD600nm，

计算菌液浓度，参照生长曲线确定最佳培养时间。  

2.2.3.5 灭活甲醛浓度确定   

在 3 株候选菌菌液中（各 5 mL）分别加入终浓度为 0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、0.5%

的甲醛，每个浓度设置 3 个重复，37℃静置作用，48 h 后吸取 100 µL 灭活菌液涂布在营

养琼脂平板上，37℃静置培养 48 h，观察是否有菌落生长。  

2.2.4 候选菌株传代稳定性检测  

2.2.4.1 传代菌生长情况测定  

将 3 株候选疫苗株菌液按照 0.1%比例接种于 5 mL 肉汤培养基中，37℃静置培养 18 

h，以此类推，连续传代 30 代。在第 3、6、9、12、15、18、21、24、27、30 代测定菌

液 OD600nm，计算菌液浓度。  

2.2.4.2 传代菌致病性测定  

分别将 3 株疫苗候选菌株的第 5、10、15、20、25、30 代的菌液浓度调整为相同的

适宜菌体浓度后进行 10
-1、10

-2、10
-3 倍稀释，取  0.1 mL 皮下接种小鼠，每个稀释度 5

只小鼠，观察小鼠死亡情况，利用  Reed-Muench 法计算对小鼠 LD50。  

2.2.4.3 传代菌对小鼠的免疫保护  

将 3 株疫苗候选菌株的第 5、10、15、20、25、30 代菌液调整至相同的适宜浓度，

用 0.4%甲醛灭活，然后分别和无菌白油佐剂按照体积比 1:1 比例混合，充分乳化后免疫

小鼠，每株菌每代次免疫 5 只，0.1mL/只，设立生理盐水对照组；21 d 后分别用 10LD50
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的菌液皮下接种攻毒，观察小鼠死亡情况。   

2.2.5 灭活菌的制备及免疫效力检测 

2.2.5.1 菌株灭活和浓缩  

选取最初分离保存的 3 株候选菌株按照 0.1%的比例接种入肉汤中，37℃恒温静置培

养 18 h。然后向前述菌液中加入终浓度为 0.4%的甲醛溶液，37℃静置作用 24 h；将灭活

后菌液沉降 3 d，去除上清，调整菌液浓度为 1×10
12

CFU/mL，进行无菌检验。   

2.2.5.2 三价灭活菌制备及安全检验  

将灭活后的 3 株菌液浓度相同（1×10
12

CFU/mL）的候选菌与白油佐剂按照 1:1:1:1

混合，充分乳化，即为水貂出血性肺炎三价灭活菌。  

（1）无菌检验  

将制备的三价灭活菌接种于肉汤琼脂培养基，37℃恒温静置培养 48 h，观察肉汤琼

脂培养基上是否有菌落生长。  

（2）超剂量检验  

取 0.3 mL 三价灭活菌免疫小鼠 5 只，设置生理盐水对照组，30 d 内观察小鼠免疫后

采食、精神状态及局部吸收状况。  

2.2.5.3 间接 ELISA 方法条件优化  

通过方阵滴定先固定酶标二抗稀释度，用 5%脱脂乳 PBST 溶液将抗原进行 1:5、1:10、

1:20、1:40 倍稀释，自左至右依次包被 96 孔板，100μL/孔，4℃过夜；第二日 96 孔板洗

涤封闭后，将小鼠阴、阳性血清分别进行 1:50、1:100、1:200、1:400、1:800 倍稀释，自

上至下依次包被 96 孔板，100μL/孔，37℃孵育 1 h；然后进行间接 ELISA 试验，比较免

疫小鼠阳性、阴性血清的 OD450nm 值和 P/N 值确定包被灭活全菌抗原浓度和血清最佳稀

释度，然后用确定的抗原浓度和血清稀释度来进行 ELISA 试验，确定酶标二抗稀释度。

这样初步优化出包被抗原浓度、血清稀释度和酶标二抗稀释度。然后依根据初步建立的

间接 ELISA 方法测定所采集的小鼠阴性血清，确定以候选株Ⅰ、候选株Ⅱ和候选株Ⅲ全

菌为包被抗原的间接 ELISA 方法的阴阳性临界值，作为小鼠血清抗体检测的依据。  

2.2.5.4 最小免疫剂量确定  

将 75 只昆明鼠，随机分成 15 组，5 只 /组，免疫不同剂量的三价灭活菌。免疫 21 d

后，分别皮下注射 10 LD50 的 3 株候选菌株，0.1 mL/只，72 h 内观察记录小鼠死亡情况。

具体的免疫剂量、攻毒剂量、攻毒菌株和分组情况见表 2-3。  

同时剖取攻毒后免疫不同免疫剂量的小鼠、攻毒未免疫小鼠和健康鼠的肺、肝、肾

等内脏，用 10%中性甲醛溶液固定，石蜡包埋切片，H.E.染色，光学显微镜下观察并拍

照。  
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表 2-3 对小鼠最小免疫剂量测定分组  

Table 2-3 Groups of mice with MID 

组别  免疫剂量  攻毒剂量  攻毒菌株  组别  免疫剂量  攻毒剂量  攻毒菌株  

1 0.05mL 10 LD50 候选株Ⅰ  9 0.05mL 10 LD50 候选株Ⅲ  

2 0.1mL 10 LD50 候选株Ⅰ  10 0.1mL 10 LD50 候选株Ⅲ  

3 0.15mL 10 LD50 候选株Ⅰ  11 0.15mL 10 LD50 候选株Ⅲ  

4 0.2mL 10 LD50 候选株Ⅰ  12 0.2mL 10 LD50 候选株Ⅲ  

5 0.05mL 10 LD50 候选株Ⅱ  13 - 10 LD50 候选株Ⅰ  

6 0.1mL 10 LD50 候选株Ⅱ  14 - 10 LD50 候选株Ⅱ  

7 0.15mL 10 LD50 候选株Ⅱ  15 - 10 LD50 候选株Ⅲ  

8 0.2mL 10 LD50 候选株Ⅱ      

2.2.5.5 三价灭活菌对小鼠免疫保护  

随机选择 50 只健康昆明鼠，每组 5 只共分 10 组，第 1、2 组分别颈背部皮下注射

0.15 mL 三价灭活菌，第 2 组在 14 d 同等剂量进行第二次免疫注射，第 3 组注射 0.15 mL

生理盐水做对照。每组每次随机选取 3 只昆明鼠，分别在免疫后第 3、7、10、14、21、

28、35、42、49 d 尾静脉采血，提取小鼠血清。同时测定免疫后的 14 d 内 3 组小鼠的体

重变化，观察小鼠的进食状况和精神状态。  

应用已建立的间接 ELISA 检测方法进行血清抗体效价的检测：分别将候选株Ⅰ、候

选株Ⅱ、候选株Ⅲ浓度调至方阵法确定的包被抗原浓度，包被 96 孔板，每孔 100 µL，4℃

包被过夜；用 PBST 清洗 3 次，5 min/次，甩干；用 5%脱脂乳封闭包被抗原 37℃封闭 3 h，

200μL/孔，然后用 PBST 清洗 3 次，5 min/次，甩干；将血清用 5%脱脂乳 PBST 稀释，

每孔加入 100 µL；37℃放置 1 h；用 PBST 清洗 3 次，5 min/次，甩干；加入 5%脱脂乳

PBST 稀释 HRP 标记羊抗鼠二抗（ IgG），100 µL/孔，37℃放置 1 h；PBST 清洗 3 次，5 min/

次，甩干；加入显色液，100 µL/孔；室温条件下避光作用 5~10 min；加入 2 mol/L 硫酸

终止液，50 µL/孔；酶标仪读取 OD450nm 值。  

第 4、6、8 组同样颈背部皮下注射 0.15 mL 三价灭活菌，免疫 1 次，第 5、7、9 组

注射 0.15 mL 生理盐水，免疫 21 d 后，用 10LD50 的候选株Ⅰ攻毒第 4、5 组小鼠，0.1 mL/

只；用 10LD50 的候选株Ⅱ攻毒第 6、7 组小鼠，0.1 mL/只；用 10LD50 的候选株Ⅲ攻毒

第 8、9 组小鼠，0.1 mL/只。观察记录小鼠死亡情况。第 10 组做为空白对照。具体免疫

剂量、攻毒菌株和攻毒菌体浓度见表 2-4。  

剖取免疫攻毒组鼠、未免疫攻毒组鼠和正常健康鼠的肺、肝、肾等内脏，用 10%中

性甲醛溶液固定，石蜡包埋切片，H.E.染色，光学显微镜下观察并拍照。  
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表 2-4 免疫攻毒保护分组  

Table 2-4 The groups of immunity protection test  

组别  免疫剂量  注射疫苗  攻毒菌株  攻毒菌体浓度  

4 0.15 mL 三价灭活菌  候选株Ⅰ  10 LD50 

5 0.15 mL 生理盐水  候选株Ⅰ  10 LD50 

6 0.15 mL 三价灭活菌  候选株Ⅱ  10 LD50 

7 0.15 mL 生理盐水  候选株Ⅱ  10 LD50 

8 0.15 mL 三价灭活菌  候选株Ⅲ  10 LD50 

9 0.15 mL 生理盐水  候选株Ⅲ  10 LD50 
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3 结果 

3.1 细菌的分离鉴定 

3.1.1 分离菌的染色镜检和培养特性  

将 2013 年采集的 1~52 号样品和 2014 年采集的 53~77 号样品在 CTAB 琼脂平板上

划线分离培养，根据铜绿假单胞菌的菌落形态共挑选了 120 个单菌落进行革兰氏染色，

镜检。在同一平板上菌落形态略有差别的单菌落用 A、B、C 区别，如 6A、6B。显微镜

观察显示，其中 66 株菌是革兰氏阴性菌，将 66 株革兰氏阴性菌分别接种在血琼脂平板

和金氏 B 培养基上，发现有 56 株菌有溶血现象，53 株菌同时产绿脓菌素和荧光素。分

离菌的来源、样品采集时间、培养特性等信息见表 3-1。  

 

 

                                                    

 

 

铜绿假单胞菌在金氏 B 琼脂培养基上呈现草绿色或绿色边缘整齐、圆润的菌落，可

以产生绿脓菌素（图 3-1B），在紫外光照射下会呈现绿色荧光（图 3-1C），在 LB 琼脂培

养基上不会出现荧光（图 3-1D）；在血琼脂平板上会出现溶血现象（图 3-1A）。

图 3-1A 血琼脂平板上的铜绿假单胞菌  

Figure 3-1A Pseudomonas aeruginosa on blood agar 

图 3-1B 金氏 B 上的铜绿假单胞菌（自然光下）  

Figure 3-1B Pseudomonas aeruginosa on King B medium（nature light）  

图 3-1C 金氏 B 上的铜绿假单胞菌（紫外光下）  

Figure 3-1C Pseudomonas aeruginosa on King B medium（ultraviolet）  

图3-1D LB上的铜绿假单胞菌 

Figure 3-1D Pseudomonas aeruginosa on LB medium 

 

图 3-1D 

 

图 3-1C 

 

图 3-1B 图 3-1A 
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表 3-1 水貂出血性肺炎病原菌分离情况  

Table 3-1 The isolates of mink hemorrhagic pneumonia  

平板编号 来源 溶血性 绿脓菌素/荧光素 平板编号 来源 溶血性 绿脓菌素/荧光素 

8C 诸城  + +/+ 62B 红岛  + +/+ 

24B 临沂  —  — /—  62C 红岛  + +/+ 

31A 城阳  + — /—  63B 红岛  —  — /—  

32 诸城  + +/+ 64B 胶南  —  — /—  

33 莒县  + +/+ 65A 文登  —  — /—  

36 诸城  + +/+ 65B 文登  —  — /—  

37A 乳山  + +/+ 65C 文登  —  — /—  

40 红岛  + +/+ 66A 红岛  + — /—  

41 临沂  + +/+ 66B 红岛  —  — /—  

42B 日照  + +/+ 66C 红岛  + — /—  

42C 日照  + +/+ 66D 红岛  —  — /—  

43A 潍坊  + +/+ 67 诸城  —  — /—  

43B 潍坊  + +/+ 69A 文登  + +/+ 

45B 莒县  + +/+ 69B 文登  + +/+ 

45C 莒县  + +/+ 70A 红岛  —  — /—  

46A 河套  + +/+ 71A 红岛  + +/+ 

46B 河套  + +/+ 71B 红岛  + +/+ 

48A 诸城  + +/+ 71C 红岛  + +/+ 

48B 诸城  + +/+ 71D 红岛  + +/+ 

49A 文登  + +/+ 72A 黄岛  + +/+ 

49B 文登  + +/+ 72B 黄岛  + +/+ 

50A 胶南  + +/+ 72C 黄岛  + +/+ 

51B 日照  + +/+ 74A 威海  + +/+ 

52 诸城  + +/+ 74B 威海  + +/+ 

53A 胶南  + +/+ 75A 胶州  + +/+ 

53B 胶南  + +/+ 75B 胶州  + +/+ 

53C 胶南  + +/+ 75C 胶州  + +/+ 

53D 胶南  + +/+ 75D 胶州  + +/+ 

55 胶南  + +/+ 75E 胶州  + +/+ 

60A 诸城  + +/+ 77A 红岛  + +/+ 

60B 诸城  + +/+ 77B 红岛  + +/+ 

61 红岛  + +/+ 77C 红岛  + +/+ 

62A 红岛  + +/+ 77D 红岛  + +/+ 

注：＋，阳性；－，阴性。Notes: ＋ , Positive; － , Negative. 
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3.1.2 生化鉴定 

生化试验结果显示，66 株分离菌中有 53 株均能分解葡萄糖、D-木糖，不能分解蔗

糖、麦芽糖、乳糖、D-海藻糖和甘露醇，MR 试验为阴性，硫化氢试验不产酸不产气，

可以液化明胶，符合铜绿假单胞菌的生化特性（表 3-2）。   

表 3-2 分离株生化试验结果  

Table 3-2 The results of biochemical test 

菌株  
MR 实

验  

葡萄

糖  

D-木

糖  
乳糖  蔗糖  

麦芽

糖  

三糖

铁  

D-海

藻糖  

甘露

醇  

明胶液

化  

8C — + + — — — — — — + 

32 — + + — — — — — — + 

33 — + + — — — — — — + 

36 — + + — — — — — —   + 

37A — + + — — — — — — + 

40 — + + — — — — — — + 

41 — + + — — — — — — + 

42B — + + — — — — — — + 

42C — + + — — — — — — + 

43A — + + — — — — — — + 

43B — + + — — — — — — + 

45B — + + — — — — — — + 

45C — + + — — — — — — + 

46A — + + — — — — — — + 

46B — + + — — — — — — + 

48A — + + — — — — — — + 

48B — + + — — — — — — + 

49A — + + — — — — — — + 

49B — + + — — — — — — + 

50A — + + — — — — — — + 

51B — + + — — — — — — + 

52 — + + — — — — — — + 

53A — + + — — — — — — + 

53B — + + — — — — — — + 

53C — + + — — — — — — + 

53D — + + — — — — — — + 

56 — + + — — — — — — + 

（转下页）  
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（接上页）  

菌株  
MR 实

验  

葡萄

糖  

D-木

糖  
乳糖  蔗糖  

麦芽

糖  

三糖

铁  

D-海

藻糖  

甘露

醇  

明胶

液化  
 

60A — + + — — — — — — + 

60B — + + — — — — — — + 

61 — + + — — — — — — + 

62A — + + — — — — — — + 

62B — + + — — — — — — + 

62C — + + — — — — — — + 

69A — + + — — — — — — + 

69B — + + — — — — — — + 

71A — + + — — — — — — + 

71B — + + — — — — — — + 

71C — + + — — — — — — + 

71D — + + — — — — — — + 

72A — + + — — — — — — + 

72B — + + — — — — — — + 

72C — + + — — — — — — + 

74A — + + — — — — — — + 

74B — + + — — — — — — + 

75A — + + — — — — — — + 

75B — + + — — — — — — + 

75C — + + — — — — — — + 

75D — + + — — — — — — + 

75E — + + — — — — — — + 

77A — + + — — — — — — + 

77B — + + — — — — — — + 

77C — + + — — — — — — + 

77D — + + — — — — — — + 

注：＋，阳性或产酸产气；－，阴性或不产算不产气。  Notes: ＋ , Positive; － , Negative. 

3.1.3 PCR 鉴定  

分别以生化试验鉴定出的 53 株铜绿假单胞菌 DNA 为模板，以 16S-P1 和 16S-P2 为

上下游引物扩增铜绿假单胞菌 16S rDNA 中特异性片段，核酸电泳分析结果显示，53

株分离菌均可以扩增出大约 1000 bp 左右的单一条带，与预期结果一致（图 3-2A、图

3-2B、图 3-2C、图 3-2D）。同时 PCR 引物设计具有特异性，对于同样常见的巴氏杆菌

和沙门氏菌均不能鉴定。  
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图 3-2A 

 

图 3-2B 

 

图 3-2C 

 

图 3-2D 

图 3-2A：M：DNA Marker 2 000 PlusⅡMolecular Marker；N：阴性对照；1-19：分离菌株 8C、32、

33、36、37A、40、41、42B、43C、43A、43B、45B、45C、46A、46B、48A、48B、49A 和 49B；N：

阴性对照。  

图 3-2B：M：DNA Marker 2 000 PlusⅡMolecular Marker；N：阴性对照；1-14：分离菌株 50A、51B、

52、53A、53B、53C、53D、56、60A、60B、61、62A、62B 和 62C。  

图 3-2C：M：DNA Marker 2 000 PlusⅡMolecular Marker；N：阴性对照；1-15：分离菌株 69A、69B、

71A、71B、71C、71D、72A、72B、72C、74A、74B、75A、75B、75C 和 75D。  

图 3-2D：M：DNA Marker 2 000 PlusⅡMolecular Marker； N：阴性对照；1-5：分离菌株分别为 75E、

77A、77B、77C 和 77D；6：沙门氏菌；7：巴氏杆菌。  

 

经生化试验和 PCR 鉴定结果确定 53 株分离菌均为铜绿假单胞菌，其与样品编号的

对应关系见表 3-3。  

图 3-2 53 株铜绿假单胞菌 PCR 鉴定结果  

Figure 3-2 The results of PCR test  
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表 3-3 样品编号和统一编号对应关系表  

Table 3-3 Relationship between serial numbers and samples 

样品编号  统一编号  样品编号  统一编号  样品编号  统一编号  

8C SD001 49B SD019 71B SD037 

32 SD002 50A SD020 71C SD038 

33 SD003 51B SD021 71D SD039 

36 SD004 52 SD022 72A SD040 

37A SD005 53A SD023 72B SD041 

40 SD006 53B SD024 72C SD042 

41 SD007 53C SD025 74A SD043 

42B SD008 53D SD026 74B SD044 

42C SD009 56 SD027 75A SD045 

43A SD010 60A SD028 75B SD046 

43B SD011 60B SD029 75C SD047 

45B SD012 61 SD030 75D SD048 

45C SD013 62A SD031 75E SD049 

46A SD014 62B SD032 77A SD050 

46B SD015 62C SD033 77B SD051 

48A SD016 69A SD034 77C SD052 

48B SD017 69B SD035 77D SD053 

49A SD018 71A SD036 
  

3.1.4 血清型鉴定 

用日本生研株式会社生产的铜绿假单胞菌血清分型鉴定试剂盒对 53 株铜绿假单胞

菌的血清型鉴定结果显示，53 株分离菌中有 52 株分属于 11 个血清型，1 株菌未能定型。

其中 G 型 27 株（27/53）、B 型 5 株（5/53）、D 型 4 株（4/53），其他血清型分离菌较少，

具体血清型分布情况见表 3-4。  
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表 3-4 分离菌血清型及其分布  

Table 3-4 The distribution of the serotype of isolates  

地区  
样品数 /

年份  

分离

菌数  

血清型 /年份  

G

型  

B

型  

D

型  

F

型  

M

型  

J

型  

H

型  

K

型  

E

型  

I

型  

N

型  

未确

定型  

诸城  
15/2013 

2/2014 
8 

5 

0 
   

0 

2 

1 

0 
      

胶南  
2/2013 

3/2014 
6 

0 

1 
 

0 

2 
   

1 

0 
 

0 

1 

0 

1 
  

文登  
2/2013 

4/2014 
4 

1 

0 

0 

1 
 

1 

0 
  

0 

1 
     

红岛  
3/2013 

9/2014 
13 

1 

4 

0 

2 

0 

2 

0 

1 
 

0 

1 
 

0 

1 
  

0 

1 
 

黄岛  
1/2013 

1/2014 
3    

0 

1 

0 

1 
      

0 

1 

潍坊  2/2013 2 2            

威海  
2/2013 

4/2014 
2  

0 

1 
   

0 

1 
      

日照  3/2013 3 3            

莒县  3/2013 3 3            

乳山  1/2013 1 1            

河套  1/2013 2 2            

临沂  8/2013 1 1            

胶州  
1/2013 

1/2014 
5 

0 

3 

0 

1 
     

0 

1 
    

即墨  
2/2013 

1/2014 
0             

崂山  2/2013 0             

城阳  2/2013 0             

莒南  1/2013 0             

河北  1/2013 0             

合计  
52/2013 

25/2014 

22 

31 

19 

8 

0 

5 

0 

4 

1 

2 

0 

3 

1 

2 

1 

1 

0 

2 

0 

1 

0 

1 

0 

1 

0 

1 

经生化试验和 PCR 鉴定结果确定 53 株分离菌为铜绿假单胞菌，统计整理病料样品、

菌株编号和对应血清型之间的关系，结果见表 3-5。  
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表 3-5 貂源铜绿假单胞菌编号与产地关系表   

Table 3-5 Relationship between serial number and origin  

平板编号 统一编号 来源地 血清型 平板编号 统一编号 来源地 血清型 

8C SD001 诸城 G 型 60A SD028 诸城 M 型 

32 SD002 诸城 G 型 60B SD029 诸城 M 型 

33 SD003 莒县 G 型 61 SD030 红岛 F 型 

36 SD004 诸城 G 型 62A SD031 红岛 G 型 

37A SD005 乳山 G 型 62B SD032 红岛 B 型 

40 SD006 红岛 G 型 62C SD033 红岛 G 型 

41 SD007 临沂 G 型 69A SD034 文登 H 型 

42B SD008 日照 G 型 69B SD035 文登 B 型 

42C SD009 日照 G 型 71A SD036 红岛 J 型 

43A SD010 潍坊 G 型 71B SD037 红岛 K 型 

43B SD011 潍坊 G 型 71C SD038 红岛 G 型 

45B SD012 莒县 G 型 71D SD039 红岛 G 型 

45C SD013 莒县 G 型 72A SD040 黄岛 未确定型 

46A SD014 河套 G 型 72B SD041 黄岛 F 型 

46B SD015 河套 G 型 72C SD042 黄岛 M 型 

48A SD016 诸城 J 型 74A SD043 威海 B 型 

48B SD017 诸城 G 型 74B SD044 威海 J 型 

49A SD018 文登 G 型 75A SD045 胶州 K 型 

49B SD019 文登 F 型 75B SD046 胶州 G 型 

50A SD020 胶南 H 型 75C SD047 胶州 G 型 

51B SD021 日照 G 型 75D SD048 胶州 B 型 

52 SD022 诸城 G 型 75E SD049 胶州 G 型 

53A SD023 胶南 G 型 77A SD050 红岛 D 型 

53B SD024 胶南 I 型 77B SD051 红岛 N 型 

53C SD025 胶南 D 型 77C SD052 红岛 B 型 

53D SD026 胶南 E 型 77D SD053 红岛 D 型 

56 SD027 胶南 D 型 
    

3.2 分离株部分生物学特性检测 

3.2.1 标准曲线测定  

采用平板活菌计数法，对 37℃恒温培养 18 h 条件下 OD600nm 值和菌体含量进行线性

回归方程，结果见图 3-3，回归方程为 Y=221.38X-14.572，相关系数为 R
2
=0.9897。  
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3.2.2 血清交叉凝集试验 

通过免疫注射获得抗铜绿假单胞菌不同血清型的兔血清，用玻片凝集技术，对采集

到的兔血清和免疫用的 15 株活菌液进行血清交叉凝集试验，依据凝集效果的梯度不同，

统计分离到的铜绿假单胞菌 11 种血清型交叉凝集效果。结果见表 3-6。  

3.2.3 致病性测定 

致病性试验显示，27 株 G 型分离菌株中 SD004 株致病性较强，0.1 mL 的菌液（1

×10
12

CFU/mL）在 18 h 内使全部小鼠死亡；5 株 B 型分离菌株中 SD052 株致病性较强，

0.1 mL 的菌液在 22 h 内使全部小鼠死亡；4 株 D 型分离菌株中 SD050 株在 48 h 内使全

部小鼠死亡。故优势流行血清型中致病性较强的菌株为 SD004（G）、SD050（D）和 SD052

（B）。结合优势血清型、血清交叉凝集谱和致病性，选取 SD004（G）、SD050（D）和

SD052（B）为三价灭活菌候选菌株进行后续研究。暂命名的候选株Ⅰ即为 SD004，候选

株Ⅱ即为 SD050，候选株Ⅲ即为 SD052。  

对小鼠的半数致死量测定结果显示，3 株分离菌 SD004、SD050、SD052 对小鼠的

LD50 分别为 2.5×10
10

CFU、7.5×10
10

CFU 和 5.6×10
10

CFU，详细结果见表 3-7。  

表 3-7 分离株对小鼠的 LD50 测定结果  

Table 3-7 The results of isolates about LD50 in mice 

菌株  血清型  
死亡数 /攻毒数  菌液菌数  

（CFU/mL）  

LD50 

（CFU）  稀释倍数  10-0.5  10-1 10-1.5  10-2 

SD004 G －  8/8 6/8 1/8 0/8 3.16×1012 2.5×1010 

SD050 D －  7/8 6/8 2/8 0/8 3.16×1012 7.5×1010 

SD052 B －  5/8 4/8 1/8 0/8 3.16×1012 5.6×1010 

y = 221.38x - 14.572 
R² = 0.9897 
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图 3-3 铜绿假单胞菌的标准曲线  

Figure 3-3 Standard carve of Pseudomonas aeruginosa  
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表 3-6 分离菌血清交叉反应性 

Table 3-6 The serological cross reaction of isolates  

血清 
菌株 

SD004 SD016 SD019 SD020 SD024 SD025 SD026 SD028 SD035 SD037 SD047 SD049 SD050 SD051 SD052 

SD004(G) ++ — + — — — — — — — — — — — — 

SD016(J) — ++++ +++ — +++ — — — — — — ++++ + — — 

SD019(F) — — +++ ++ — +++ — — — — — +++ ++ +++ — 

SD020(H) — — ++++ ++++ ++++ +++ — — — — +++ ++ — ++++ — 

SD024(I) — — — +++ +++ +++ — — — — ++++ ++++ — — +++ 

SD025(D) — — ++ — — ++++ — — — — +++ +++ — — — 

SD026(E) — — ++++ — — — ++++ — — — — +++ — — — 

SD028(M) — — +++ + ++ ++ — ++++ — — ++ ++++ — ++ — 

SD035(B) — — +++ — ++ ++ ++ — ++++ — +++ ++++ — +++ — 

SD037(K) — — +++ — — ++ — — + ++++ +++ ++ — — — 

SD047(G) — — +++ ++ — — — — — — ++++ ++++ — — — 

SD049(G) — — — — — — — — — — ++++ ++++ — ++ — 

SD050(D) — — — — — — — — — — ++++ ++++ ++++ — — 

SD051(N) — — — — — — — — — — +++ ++++ — ++++ + 

SD052(B) — — — — — + — — — — — +++ — — ++++ 

注：“+”表示 25%凝集；“++”表示 50%凝集；“+++”表示 75%凝集；“++++”表示 100%凝集；“－”表示不凝集。 Notes: “+”means 25% agglutination; “++”means 50% agglutination; 

“+++”means 75% agglutination; “++++”means 100% agglutination; “－”means no agglutination. 
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3.2.4 生长曲线测定  

对分离菌 SD004、SD050、SD052 测定其 37℃培养 24 h 的生长曲线，绘制时间和菌

落数对数的曲线，生长曲线表明分离菌 SD004、SD050、SD052 在 37℃培养 20 h 后菌体

浓度达到 10
12

CFU/mL，至 24h 菌体浓度变化相对稳定（图 3-4）。  

 

 

3.3 疫苗株培养条件及甲醛灭活浓度优化  

3.3.1 培养基的选择  

将 3 株疫苗候选菌株的纯培养菌液各取 10 μL 分别接入 pH7.0 的 5 mL LB 液体培养

基、pH7.0 的肉汤培养基和 pH7.0 的改良 Minca 培养基中，在 37℃的温箱中恒温培养 18 

h，测定 OD600nm 值，结果发现在同样的培养温度、pH 和培养时间条件下，疫苗候选菌

株肉汤培养基上生长状态最好，3 株候选疫苗株的 OD600nm 值分别为 1.127、1.032、1.116；

在 LB 和改良 Minca 上分别为 0.892、0.932、0.987 和 0.993、1.004、0.936，结果如图 3-5

所示。  

4 
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图 3-4 候选疫苗株生长曲线 

Figure 3-4 The growth curves of vaccine strains  
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3.3.2 培养温度确定  

各取 10 μL 3 株疫苗候选菌株分别接入 pH7.0 的 5 mL 肉汤培养基，分别置于 22℃、

30℃、37℃、42℃温箱静置培养 18 h，测定菌液 OD600nm，发现在同样的培养基、pH 和

培养时间条件下，3 株疫苗候选株在 37℃下培养 OD600nm 值最高，菌体 OD600nm 为 1.148、

1.004、0.938，详细结果如图 3-6 所示。  

 

 

3.3.3 培养基 pH 的确定 

各取 10 µL 3 株疫苗候选菌株分别接入 5 mL 不同 pH 值的肉汤培养基中，37℃温箱

恒温培养 18 h，测定菌液 OD600nm，结果如图 3-7 所示，在相同的培养时间、培养温度和

成分相同的培养基等条件下，不同的 pH 对于菌株菌体含量影响不同，其中 3 株疫苗候

选株在 pH7.0~pH7.5 的时候 OD600nm 值最高，菌体浓度最大。  
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图 3-6 培养温度对疫苗株的影响  

Figure 3-6 Effect of temperature on isolates 

图 3-5 培养基对疫苗株的影响  

Figure 3-5 Effect of medium on 

isolates 
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3.3.4 培养时间确定  

接种 3 株疫苗候选株的 pH7.0 的肉汤培养基在 37℃温箱静置培养，分别在第 12、14、

16、18、20、22、24 h 每组取出 3 管测定菌液 OD600nm，结果如图 3-8 所示，3 株疫苗株

在相同 pH 的培养基、相同培养温度的条件下，22~24 h 时 OD600nm 值最高，菌株生长状

态最好。  

 

 

 

总结上述对疫苗候选菌株培养条件的优化情况，选择 pH 在 7.0~7.5 的肉汤培养基，

在 37℃恒温培养 22~24 h 是最适的候选菌株培养条件。  
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图 3-8 培养时间对疫苗株的影响  

Figure 3-8 Effect of time on isolates 

图 3-7 pH 对疫苗株的影响  

Figure 3-7 Effect of pH on isolates 
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3.3.5 甲醛灭活浓度确定  

将 5 种甲醛灭活浓度（0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、0.5%）灭活过的菌液涂布在营养

琼脂平板上，37℃静置培养 48 h，观察平板上是否生长菌落，如表 3-8 所示，结果发现

SD004 和 SD050 需要浓度在 0.3%以上的甲醛才能完全灭活，SD052 需要浓度在 0.4%以

上的甲醛才能完全灭活。  

表 3-8 甲醛灭活浓度  

Table 3-8 The inactivated concentration of formaldehyde 

甲醛灭活浓度 SD004 SD050 SD052 

0.1% + + + 

0.2% + + + 

0.3% — — + 

0.4% — — — 

0.5% — — — 

注：“+”表示有菌落生成；“—”表示无菌落生成。Notes: ＋ , Positive; － , Negative. 

3.4 候选菌株传代稳定性检测 

3.4.1 传代菌生长稳定性 

将分离菌 SD004、SD050、SD052 用肉汤培养基连续传代 30 代，在第 3、6、9、12、

15、18、21、24、27、30 代分别进行活菌计数。结果表明 SD004、SD050、SD052 菌株

在 24 代 前 菌 体 含 量 相 对 稳 定 ， 菌 落 形 态 无 变 化 ， SD004 菌 株 的 菌 液 浓 度 为

2.27×10
12

CFU/mL~3.84×10
12

CFU/mL ， SD050 菌 株 的 菌 液 浓 度 为

1.53×10
12

CFU/mL~4.26×10
12

CFU/mL ， SD052 菌 株 的 菌 液 浓 度 为

1.49×10
12

CFU/mL~4.52×10
12

CFU/mL。菌体含量变化如图 3-9 所示。  
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图 3-9 疫苗株 SD004、SD050、SD052 传代过程中菌体含量变化  

Figure 3-9 Content of isolates in continuous passages  
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3.4.2 传代菌致病性  

连续传代培养 SD004、SD050、SD052 菌株，分别将这三株菌的第 5 代、第 10 代、

第 15 代、第 20 代、第 25 代、第 30 代菌液用生理盐水 10
-1，10

-2，10
-3 倍稀释，0.1 mL/

只，用  Reed-Muench 法计算对小鼠的 LD50。结果见图 3-10，SD004、SD050、SD052 在

20 代前 LD50 变化较稳定，一直在 10
10

~10
11

CFU 之间浮动；20 代后 LD50 下降，菌株的

致病性减弱。  

 

 

3.4.3 传代菌对小鼠的免疫保护  

分别将铜绿假单胞菌 SD004、SD050、SD052 第 5 代、第 10 代、第 15 代、第 20 代、

第 25 代、第 30 代菌液灭活，分别免疫小鼠，21 d 后分别用 10 LD50 的 SD004、SD050、

SD052 强毒攻击，在 20 代前均能全部保护，25 代、30 代菌液免疫原性略有下降，生理

盐水对照组全部死亡，试验结果表明培养至第 25 代对毒株的免疫原性无明显影响，见表

3-9。  

表 3-9 疫苗株传代对免疫原性影响  

Table 3-9 The influence on immunogenicity of the vaccine strains  

菌株 
存活数/总数 

5 代 10 代 15 代 20 代 25 代 30 代 

SD004 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 4/5 

SD050 5/5 5/5 5/5 5/5 4/5 3/5 

SD052 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 3/5 

生理盐水 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
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图 3-10 疫苗株 SD004、SD050、SD052 传代对小鼠致病性影响  

Figure 3-10 The influence on pathogenicity of the vaccine strains  
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3.5 三价灭活菌免疫效力检测 

3.5.1 三价灭活菌制备及检验 

本研究制备了水貂出血性肺炎三价灭活菌，3 株菌的含量均调整为 1×10
12

CFU/mL。

无菌检验结果显示，菌苗在肉汤琼脂培养基上 37℃培养 48 h，无菌落生长，符合无菌检

验要求。三倍超剂量免疫试验检验结果显示，免疫小鼠和对照组小鼠在 30 d 观察期内采

食、精神状态、毛发、局部吸收情况均未出现明显的异常变化，符合预期结果。  

3.5.2 最小免疫剂量确定 

3.5.2.1 不同免疫剂量对小鼠的免疫保护作用  

将水貂出血性肺炎三价灭活菌用不同免疫剂量（0.05 mL、0.1 mL、0.15 mL、0.2 mL）

免疫小鼠 21 d 后，用含有 10 LD50 菌体含量的 SD004、SD050、SD052 菌株分别攻毒，

0.15 mL、0.2 mL 可以使免疫组均达到 100%保护；0.1 mL 可使 SD050、SD052 均达到

100%保护，SD004 达到 80%保护；0.05 mL 可使 SD004、SD052 达到 40%保护，SD050

达到 60%保护。根据实验结果，水貂出血性肺炎 G、B、D 型三价灭活菌对小鼠最小免

疫剂量为 0.15 mL，即 1.125×10
11

CFU，每血清型组分分别是 3.75×10
10

CFU。如表 3-10

所示。  

图 3-11F 是健康未免疫小鼠用铜绿假单胞菌攻毒后的 HE 染色 400×的石蜡切片图，

呈现间质性肺炎特征：肺泡隔血管充血，细胞增生，肺泡上皮细胞增生，有的肺泡边缘

见少量巨噬细胞。图 3-11A、图 3-11B、图 3-11C、图 3-11D 是免疫不同剂量疫苗 21 d

后攻毒铜绿假单胞菌的 HE 染色 400×石蜡切片图，图 3-11E 是健康小鼠肺组织切片，图

3-11A 到图 3-11D，肺泡隔周界不清，融合成片的现象减少；中性粒细胞浸润和破碎情

况大大减少；单核细胞和巨噬细胞聚集也减少。可见疫苗免疫效果在病理学观察上得到

了证实。  

 

 

图 3-11C 免疫 150μL 组肺（400×）

Figure 3-11C Lung cells of 

immuned 150 μL dose（400×）  

 

图 3-11B 免疫 100μL 组肺（400×）

Figure 3-11B Lung cells of 

immuned 100 μL dose（400×）  

 

图 3-11A 免疫 50μL 组肺（400×） 

Figure 3-11A Lung cells of 

immuned 50 μL dose（400×）  
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表 3-10 三价灭活菌对小鼠 MID 测定结果  

Table 3-10 MID of inactivated strains in mice 

组别 免疫剂量 攻毒剂量 攻毒菌株 存活数/总数 保护率（%） 

1 0.05mL 10 LD50 SD004 2/5 40% 

2 0.1mL 10 LD50 SD004 4/5 80% 

3 0.15mL 10 LD50 SD004 5/5 100% 

4 0.2mL 10 LD50 SD004 5/5 100% 

5 0.05mL 10 LD50 SD050 3/5 60% 

6 0.1mL 10 LD50 SD050 5/5 100% 

7 0.15mL 10 LD50 SD050 5/5 100% 

8 0.2mL 10 LD50 SD050 5/5 100% 

9 0.05mL 10 LD50 SD052 2/5 40% 

10 0.1mL 10 LD50 SD052 5/5 100% 

11 0.15mL 10 LD50 SD052 5/5 100% 

12 0.2mL 10 LD50 SD052 5/5 100% 

13 
 

10 LD50 SD004 0/5 0% 

14 
 

10 LD50 SD050 0/5 0% 

15 
 

10 LD50 SD052 0/5 0% 

3.5.2.2 间接 ELISA 反应条件优化  

通过方阵滴定进行 ELISA 试验，比较阳性、阴性血清的 OD450nm 值和 P/N 值确定全

菌包被抗原最佳稀释度为 1:10 倍稀释、血清最佳稀释度为 1:400 倍稀释和酶标二抗稀释

度为 1:4000 倍稀释。  

应用 SD004 全菌为包被抗原建立的 ELISA 方法，检测了 8 份阴性血清，其平均

OD450nm 值为 0.0865，标准方差（s）为 0.01627，临界值为  +3s=0.1353，因此确定血清

样品的 P/N≥2，且 OD 值≥0.1353 即可判定为阳性，反之则为阴性。  

应用 SD050 全菌为包被抗原建立的 ELISA 方法，检测了 8 份阴性血清，其平均

OD450nm 值为 0.093，标准方差（s）为 0.01744，临界值为  +3s=0.1453，因此确定血清样

图 3-11F 攻毒组鼠肺（400×）  

Figure 3-11F Lung cells of strains 

attacked（400×）  

图 3-11E 健康鼠肺（400×）

Figure 3-11E Healthy lung 

cells（400×）  

图 3-11D 免疫 200μL 组肺（400×）

Figure 3-11D Lung cells of 

immuned 200 μL dose（400×）  
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品的 P/N≥2，且 OD 值≥0.1453 即可判定为阳性，反之则为阴性。  

应用 SD052 全菌为包被抗原建立的 ELISA 方法，检测了 8 份阴性血清，其平均

OD450nm 值为 0.09325，标准方差（s）为 0.02058，临界值为  +3s=0.155，因此确定血清

样品的 P/N≥2，且 OD 值≥0.155 即可判定为阳性，反之则为阴性。  

3.5.3 三价灭活菌对小鼠免疫保护  

3.5.3.1 小鼠血清抗体测定  

水貂出血性肺炎三价灭活菌 0.15 mL/只免疫小鼠后，在第 3、7、10、14、21、28、

35、42、49 d 尾静脉采血，分别运用 ELISA 方法检测小鼠血清中对 SD004、SD050、SD052

抗体水平。结果显示无论是免疫一次还是两次免疫，小鼠血清抗体水平均在 28 d 达到峰

值，在 42 d 开始下降，如图 3-12A、图 3-12B、图 3-12C 所示。   
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图 3-12C 免疫鼠对 SD052 血清抗体水平  

Figure 3-12C Antibody change of SD052   

 

图 3-12B 免疫鼠后 SD050 血清抗体水平  

Figure 3-12B Antibody change of SD050  

图 3-12A 免疫鼠对 SD004 血清抗体水平  

Figure 3-12A Antibody change of SD004  
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3.5.3.2 小鼠免疫体重变化  

测定小鼠免疫水貂出血性肺炎三价灭活菌后 14 d 内的体重变化，发现小鼠免疫后体

重变化稳定上升，无明显不良反应，免疫一次组、免疫两次组和正常组无明显差别，如

图 3-13 所示。  

 

 

3.5.3.3 攻毒保护实验  

三价灭活菌免疫小鼠 21 d 后分别用对应的 10 LD50 SD004、SD050、SD052 菌株攻毒，

均可保证保护率在 100%。结果表明水貂出血性肺炎 G、B、D 三价灭活菌对小鼠提供对

SD004、SD050、SD052 的免疫效果，如表 3-12 所示。  

表 3-12 三价灭活菌对小鼠免疫攻毒保护结果  

Table 3-12 Relative percentage survival of mice immunized by inactivited strains 

组别  
免疫剂

量  
注射疫苗  攻毒菌株  

攻毒菌液浓

度  
鼠存活数 /总数  存活率% 

1 0.15 mL 三价灭活菌  SD004（G）  10 LD50 5/5 100 

2 0.15 mL 生理盐水  SD004（G）  10 LD50 0/5 0 

3 0.15 mL 三价灭活菌  SD050（D）  10 LD50 5/5 100 

4 0.15 mL 生理盐水  SD050（D）  10 LD50 0/5 0 

5 0.15 mL 三价灭活菌  SD052（B）  10 LD50 5/5 100 

6 0.15 mL 生理盐水  SD052（B）  10 LD50 0/5 0 

3.5.3.4 攻毒保护试验病理组织学观察  

图 3-14A、图 3-14D、图 3-14G 为健康小鼠攻毒铜绿假单胞菌后的肝、肾、肺组织

切片图，可见肝细胞索排列混乱，肝细胞肿胀，细胞界限不明，胞浆淡染；肾小管上皮

细胞高度肿胀，部分细胞发生崩解、坏死，肾细胞水肿；肺脏炎性细胞浸润，毛细血管

淤血。图 3-13B、图 3-13E、图 3-13H 为健康小鼠的肝、肾、肺组织切片图，可见细胞形

态完整，排列整齐，细胞核清晰。图 3-13C、图 3-13F、图 3-13I 为免疫组攻毒后的肝、

18 

20 

22 

24 

26 

28 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

小
鼠
体
重

m
/g

 

时间t/d 

免疫一次组 

免疫二次组 

对照组 

图 3-13 灭活疫苗免疫小鼠后体重变化  

Figure 3-13 Weight of mouse on 14 days 

post-immunized 
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肾、肺组织切片图，可见肝细胞虽有一定的胞浆淡染，但细胞界限完整，细胞不肿胀；

肾细胞同样未出现崩解和坏死，不水肿；肺脏细胞未出现明显的炎性细胞浸润，肺泡壁

毛细血管不淤血。   

 

   

 

   

 

 

 

图 3-14I 免疫组鼠肺细胞（400×）

Figure 3-14I The mouse lung cells 

of immuned 

图 3-14H 健康鼠肺细胞（400×）

Figure 3-14H The healthy mouse 

lung cells 

图 3-14G 攻毒组鼠肺细胞（400×）

Figure 3-14G The mouse lung cells 

of strains attacked 

 

图 3-14F 免疫组鼠肾细胞（400×）

Figure 3-14F The mouse renal 

cells of immuned 

图 3-14E 健康鼠肾细胞（400×）

Figure 3-14E The healthy mouse 

renal cells  

图 3-14D 攻毒组肾细胞（400×） 

Figure 3-14D The mouse renal 

cells of strains attacked 

图 3-14C 免疫组鼠肝细胞（400×） 

Figure 3-14C The mouse hepatic 

cells of immuned 

 

图 3-14B 健康鼠肝细胞（400×） 

Figure 3-14B The healthy mouse 

hepatic cells  

 

图 3-14A 攻毒组鼠肝细胞（400×） 

Figure 3-14A The mouse hepatic 

cells of strains attacked 
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4 讨论 

4.1 细菌的分离鉴定 

本研究中的病料样本是在 2013 年和 2014年水貂出血性肺炎高发期，从山东省诸城、

胶南、文登等 18 个县市的水貂养殖场送检的疑似水貂出血性肺炎的肺脏样本中采集的，

具有一定的区域代表性。通过细菌分离培养、染色镜检、生化试验和分子生物学鉴定，

获得了 53 株铜绿假单胞菌，分离率达 44.2%（53/120）。该研究结果进一步证明在山东

省引起水貂出血性肺炎的主要病原菌是铜绿假单胞菌，与文献报道一致 [146-149]。  

近年来多名学者报道了关于貂源铜绿假单胞菌血清型的研究。杨海燕等从山东青岛、

诸城等地分离到铜绿假单胞菌 15 株，主要血清型为 G、B、E 型 [143]；韩明明等从山东 7

个规模养殖场分离到貂源铜绿假单胞菌 24 株，主要血清型是 G、C 型 [8]；闫新武等从山

东潍坊、烟台等地分离到貂源铜绿假单胞菌 22 株，主要血清型为 G、B 型 [150]。从以上

研究结果可以看出 G 型和 B 型是山东多个地区流行的主要血清型，而其他血清型有地区

差异。本研究共分离获得了 53 株铜绿假单胞菌，其中 27 株为血清 G 型，5 株为血清 B

型，4 株为血清 D 型，其他 8 种血清型菌株很少。可以看出 G 型和 B 型仍是山东省多个

地区流行的铜绿假单胞菌主要流行血清型，但此次分离鉴定的 D 型分离株也较多。其他

血清型都存在地区流行差异，例如 M 型主要在诸城、黄岛流行，H 型主要在文登、胶南

流行。不仅如此，2013 年和 2014 年分离菌的血清型也有不同，2013 年除分离 G 型外还

有 F、J、H 型，而 2014 除 G 型外则是 B、D、M、K 型，说明铜绿假单胞菌血清型分布

随地区不同和时间不同都有差异，这给该病的防治和疫苗研究带来了困难。正因为如此，

本研究开展山东省貂源铜绿假单胞菌的分离鉴定和血清型分布分析，对了解该地区貂源

铜绿假单胞菌流行的优势血清型具有重要参考价值，也为多价灭活疫苗候选菌株的筛选

提供了科学实验依据，对该病的防治具有重要意义。  

4.2 三价灭活菌候选菌株的选择 

铜绿假单胞菌广泛存在于自然界中，随着貂的养殖量增加，近年来由该菌引起的水

貂出血性肺炎在养殖量较大的山东、辽宁、吉林、黑龙江地区貂场不断流行，给养貂业

造成了严重的经济损失 [151, 152]。多年来临床上以药物治疗为主。由于抗生素的大量使用

和不合理用药，使耐药性菌株不断出现，临床药物治疗已达不到预期效果。治疗上的困

难凸显了预防的重要性。疫苗免疫是现阶段最有效的控制感染的办法。由于铜绿假单胞

菌血清型较多，各地流行的优势血清型存在地区差异，单价疫苗的在不同地区的预防效

果有很大差异，因此，多价疫苗是目前研究和使用的主要疫苗。在多价灭活菌苗的研究

过程中，如何选择疫苗菌株成为研究者重点关注的问题。  

通常的研究中多以分离到的铜绿假单胞菌主要血清型菌株作为疫苗候选菌株，这样

的选择可以使疫苗抗原的针对性。本研究也将优势血清型作为三价灭活菌候选菌株的选

择原则之一。  
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全菌灭活疫苗的抗原成分较多，如共同保护性抗原、弹性蛋白、蛋白酶和类毒素等
[121, 125, 129,  130]，有些是多种血清型菌株共有的抗原，全菌免疫动物后产生的血清抗体为

多克隆抗体，这些抗体在该病的预防过程中都将发挥一定的作用，可能使疫苗对其他血

清型引起的发病也有预防作用。因此，本研究从所获得的 53 株分离菌中选取了包括 11

种血清型的 15 株菌分别免疫家兔，用家兔的免疫血清进行了交叉凝集试验，检测了各种

血清对 15 株菌的凝集谱，将血清凝集谱广作为三价灭活菌候选菌株的选择原则之二。同

时，本研究对本次分离的优势血清型菌株的致病性进行了测定，将致病性强作为候选菌

株的原则之三。  

根据以上选择三价灭活菌候选菌株的三个原则，综合分离菌株血清型、交叉凝集试

验和致病性情况，最终确定分离菌株 SD004（G 型）、SD050（D 型）、SD052（B 型）作

为三价灭活菌的候选菌株。  

4.3 候选菌株致病性和传代稳定性 

LD50 的测定是评价病原致病性的常规方法，也用于铜绿假单胞菌的致病性测定。韩

明 明 等 从 山 东 省 多 个 养 貂 场 分 离 到 的 貂 源 铜 绿 假 单 胞 菌 对 小 鼠 的 LD50 为

2.1×10
6
CFU~5×10

6
CFU；陈晨等从山东诸城、文登和临沂等地分离的貂源铜绿假单胞菌

对小鼠的 LD50 为 1.6×10
6
CFU

[153]；Shimizu T 分离的貂源铜绿假单胞菌对小鼠的 LD50 为

10
10[154]。从中可以看出不同地区的分离株对小鼠的致病性有所不同。本研究确定的三价

菌苗候选菌株对小鼠的 LD50 分别是在 2.5×10
10

CFU（SD004）、7.5×10
10

CFU（SD050）

和 5.6×10
10

CFU（SD052），与韩明明和陈晨分离的菌株比较致病性较弱，与 Shimizu T

分离的菌株相近。出现这种情况的原因可能有以下几个方面：①铜绿假单胞菌广泛存在

于自然界中，是一种条件致病菌，其致病性存在菌株间差异，不菌株的致病性不同；②LD50

的测定与小鼠的清洁级别、日龄、体重、健康状况、饲养管理等多种因素相关，受试菌

对 SPF 小鼠和普通清洁级小鼠的致病性可能就有差异；③不同接种途径的 LD50 也有不

同。本研究是在同一情况下进行的 LD50 的测定，旨在区别分离菌株对小鼠的相对致病性，

因此没有使用 SPF 小鼠。  

所选的 3 株候选菌株传代后虽然菌液浓度有所变化，但都在同一个数量级内，相对

稳定，不会影响菌苗抗原的生产。20 代内 3 株传代菌的致病性也是在同一数量级内波动，

没有明显变化。该研究结果证明所选的 3 株候选菌株在 20 代内其生长性能、致病性相对

稳定，可以用于后续的疫苗研究。  

4.4 三价灭活菌对小鼠免疫效力评估  

灭活疫苗作为最常用的疫苗在疾病防治过程中有着不可估量的作用，因此疫苗的安

全性、免疫效力评价等对疫苗的和实际应用有着重要的意义，是衡量灭活疫苗能否应用

在生产实际上的重要标准。疫苗的安全性是前提，疫苗无菌检验需为阴性，谨防菌苗被

其他细菌或霉菌等污染；超剂量安全试验确保实验动物在免疫过程中不会因疫苗本身而

受到伤害，并且采食、精神状态以及接种部位的吸收情况都要良好无明显变化。  
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由于实验过程中本体动物水貂的成本较高、且在研究过程中难以驯养，因此选用小

白鼠做为疫苗评价的实验动物。本研究对制备出的水貂出血性肺炎三价灭活菌进行了免

疫效果评估：通过对小鼠免疫不同剂量的三价灭活菌，21 d 后攻毒 10LD50 候选菌株，结

果表明小鼠最小免疫剂量（MID）为 0.15 mL，菌体含量为 1.125×10
11

CFU 时可对小鼠

100%免疫保护。同时对疫苗免疫过程中通过对不同免疫剂量小鼠的剖检，病理组织学观

察到疫苗随着剂量的增强可以有效减少小鼠肺脏的病理变化，进一步证实了三价灭活菌

的免疫保护性。对小鼠用间接 ELISA 方法测定其血清抗体消长变化，水貂出血性肺炎三

价灭活菌免疫小鼠后在 28 d 血清抗体达到峰值，42 d 开始下降，49 d 时小鼠体内仍能检

测到血清抗体；在第 21 d 时对免疫一次三价灭活菌的小鼠攻毒 10LD50 候选菌株，三价

灭活菌可以对小鼠提供 100%免疫保护，病理组织学观察小鼠的肺、肝、肾在免疫后细

胞没有明显的病理学变化，和健康小鼠的肺、肝、肾没有明显差别。在测定小鼠的血清

抗体消长变化时，发现对小鼠免疫两次血清中的抗体滴度比免疫一次的抗体滴度要高，

保护效果更好，并且小鼠并无任何不良反应，采食、精神状态等也均正常。免疫一次三

价灭活菌已足以对小鼠提供保护，两次免疫的效果不仅更好，还可以防止因不当操作或

其他原因造成的免疫失败。因此，在免疫保护的前提下，对实验动物进行多次免疫可以

更好地预防疾病的暴发和流行。  

由于研究过程中时间和成本的限制，未能完成疫苗对本体动物水貂的免疫效果的评

估及疫苗免疫期和保存周期的研究，希望本研究可以给后续对水貂出血性肺炎的研究人

员提供技术支持和理论指导，完成对水貂出血性肺炎灭活疫苗的研究和制备。  
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5 结论 

（1）本研究通过细菌分离鉴定，从山东省水貂肺脏病料样品中分离获得铜绿假单胞

菌 53 株，分属 11 个血清型。进一步明确了 2013~2014 年山东诸城、胶南、文登等 18

个县市的水貂出血性肺炎的主要致病菌为铜绿假单胞菌，主要流行的优势血清型为 G、

B 和 D 型。  

（2）综合分离菌优势血清型、血清交叉凝集性和致病性情况，确定分离菌 SD004

（G 型）、SD050（D 型）、SD052（B 型）为三价灭活菌候选菌株，其 20 代内的传代菌

生长特性、致病性均无明显差异，可以作为候选菌株进行后续疫苗研究。  

（3）通过免疫效力评价，本研究制备的三价灭活菌免疫小鼠后可诱导小鼠产生良好

的体液免疫应答，免疫后 28 天血清抗体达到峰值，可抵抗 10LD50 疫苗菌株的攻击，对

免疫鼠具有良好的免疫保护作用，为水貂出血性肺炎灭活疫苗提供了免疫原性良好的候

选菌株。  
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