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摘要 

由台灣罹患傳染性漿膜炎鴨、鵝分離之 25 株 Riemerella anatipestifer，以超音波擊破細

胞，用甲基甘膠酸 (sarcosine) 處理抽出細胞外膜蛋白質，經由 SDS-PAGE 電泳染色分析後，

可以區分成二類分子量圖譜型態。一類是相似的分子量圖譜型態，有 20 個菌株，其中有 9
個菌株很明顯缺少了一條約 55 kDa 分子量的外膜蛋白質。另一類則為完全不相似的分子量圖

譜型態，有 5 個菌株。 

關鍵字：Riemerella anatipestifer，細胞外膜蛋白質(outer membrane protein)，SDS-PAGE 膠
體電泳(sodium dodecylsulfate-poly acrylamide gel electrophoresis) 

緒言 

鴨、鵝傳染性漿膜炎(infectious serositis)
又稱新鴨病 (new duck disease)〔14〕或鴨敗

血症  (duck septicemia) 〔11〕，病原菌為

Riemerella anatipestifer (RA)，亦感染其它的

水禽類造成相同的疾病，導致高低不等之死

亡率，尤其在 3〜4 週齡的幼禽特別嚴重

〔27〕。在預防控制本菌感染所發生的疾病

上，一般業者常會使用藥物治療〔7,19,25〕
和菌苗免疫〔1,21,26〕。但由於抗菌劑的使

用會隨著產生抗藥性菌株，以及因本菌具有

21 種血清型之多〔5,15,20〕，不同血清型的

菌苗，不能產生交叉免疫保護的作用〔26〕。

由此反映出本菌不同血清型間的菌株具有差

異的毒力，一直困擾著所有的養鴨和養鵝業。

革蘭氏陰性細菌的細胞外膜與致病性

有密切關係〔7〕。對於一般致病性細菌附

著於宿主細胞表面或侵入細胞內增殖，抵抗

宿主的自然防禦機制，干擾宿主的免疫反

應，抵制抗体補体媒介的殺菌作用，以及產

生毒素破壞宿主的組織等等的能力，都與細

胞外膜的特異性構造有密切的關係〔7〕。

此外，細胞外膜在細菌與細菌之間互相作用

的接合生子 (conjugation) 也扮演很重要的 

 角色〔 16〕，同樣地對於細菌的趨化性

(chemotaxis) 亦有間接的影響〔12〕。 

細胞外膜的組成份除了含有磷脂質，脂

多醣外，另有許多的蛋白質包埋於膜的磷脂

質雙層 (phospholipid bilayer) 中，形成一種

液体嵌合模式  (fluid mosaic model) 的結

構，分佈排列於膜上，有大小不等和各種不

同功能之別〔18,28〕，可以利用各種化學或

物理的處理方法分離出來 〔17,23〕，作為

一些蛋白質特性之研究，所以本文主旨係以

SDS-PAGE 法分析台灣地區鴨、鵝臨床分離

之 R. anatipestifer 菌株之外膜蛋白輪廓。 

材料及方法 

試驗菌株 

供試 25 株 Riemerella anatipestifer，皆由

台灣地區罹患傳染性槳膜炎之鴨、鵝分離。

細菌培養 

將保存於 –80℃ 的菌株先劃線培養於

BHI (brain heart infusion agar, Difco) 固體培

養基，置於 37℃恆溫箱培養到菌落形成後，

再以一白金耳的細菌量置入於 100 mL BHI 
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液體培養基(brain heart infusion broth, Difco)
內，經 37℃恆溫振盪水浴槽培養過夜。 

外膜蛋白質之製備 

參照 Snipes 等方法製備〔Snipes et al., 
1988〕，大概過程敘述如下。將培養過夜的

菌液 100 mL 先置於 55℃的熱水槽一小時使

其不活化後，以 8000 rpm，於 4℃下離心 20
分鐘，收集菌塊懸浮於 5 mL PBS (pH 7.2) 溶
液內，並加入 proteinase K (50 mg / mL, 
Sigma)，於 37℃恆溫振盪水浴槽內作用 10
小時，再加入 PMSF (phenylmethylsulphonyl 
fluoride, 50 mg / mL, Sigma) 抑制 proteinase 
K 之作用。然後用 PBS 洗二次，再將菌塊懸

浮於 4 mL Tris-EDTA (0.05 M Tris + 1 mM 
EDTA, pH 8.0, Merck)溶液內，以超音波將細

胞擊破 50 秒(間斷輸出 1 次/秒)。經過超音波

擊破後的懸浮液以 7000 rpm，在 4℃下離心

20 分鐘後，收集上層液再以 19000 rpm，於

4℃離心一小時，沈澱物用 1.5% 甲基甘膠酸

(sarcosine, Sigma)溶液重覆洗二次，最後將

沈澱的外膜蛋白質溶於 150µL 無菌蒸餾水

中，存於–20℃以備做 SDS-PAGE 分析。 

結果與討論 

細菌細胞經超音波擊破，再以各種不同

的蛋白質溶解物抽出細菌細胞外膜蛋白質

的方法，已運用於許多種類革蘭氏陰性細菌

之研究〔6,8,14,24〕。本實驗將 Riemerella 
anatipestifer 各菌株細胞以超音波擊破，再選

擇以甲基甘膠酸所抽出的細胞外膜蛋白

質，經 SDS-PAGE 電泳染色分析後，所呈現

的蛋白質分子量圖譜非常清楚，各菌株的蛋

白質分子量帶至少都有 24 條以上，主要分

佈在 90、45、35、25 和 14 kDa 左右的地方，

如圖 1.、圖 2.、圖 3.。在 25 個菌株的細胞

外膜蛋白質分佈圖譜中，可以區分成二類分

子量圖譜型態。一類是相似的分子量圖譜型

態，如圖 1.的第 1、2、3、4、5、6、9 條 lane，
圖 2.的第 11、12、14、16、17 條 lane，和圖

3.的 8 條 lane，計有 20 個菌株，但其中有 9
個菌株很明顯地缺少了一條約 55 kDa 分子

量的外膜蛋白質，如圖 1.的第 1、2、3、4、
5、6、9 條 lane 和圖 3.的第 18、23 條 lane。
另一類則為完全不相似的分子量圖譜型態，

 如圖 1.的第 7、8 條 lane 和圖 2.的第 10、13、
15 條 lane，計有 5 個菌株，但是有一個菌株

也具 55 kDa 分子量的外膜蛋白質，如圖 2.
的第 10 條 lane。雖然有些報告指出甲基甘膠

酸使用於外膜蛋白質抽出時，會有一些主要

的外膜蛋白質不被溶解 〔4,9,10〕，但是如

果我們僅考慮在於各菌株之分析，不比較其

蛋白質帶出現之多寡時，本實驗出現的蛋白

質帶，其解析度可以說很高。這暗示對於細

菌種類之分類，似乎可以以此種方法來建立

某些細菌的蛋白質圖譜，做為每一種細菌之

分離菌株的對照依據。 

雖然甲基甘膠酸很廣泛使用於細胞外

膜抽出物的區分，作為細胞外膜蛋白質的製

備方法，但是這個方法時有其應注意事項。

首先要考慮到試驗之目的是否必須要很純

的蛋白質抽出物，因為利用這種清潔劑所抽

出的外膜蛋白質，可能會含有一些外膜上的

磷脂質影響到後來進行的試驗。其次，雖然

前面有提到可用其建立某些細菌的蛋白質

圖譜，作為分離菌株之依據，但如果使用於

腸道細菌則必須要小心評估〔17〕。這種過

程製備所得的抽出物內含一些較小的外膜

蛋白質〔9〕。另外亦有報告指出這種過程

製備之外膜蛋白質會混合外膜上的一些脂

多 醣 燐 脂 類

(lipopolysaccharide-glycerophospholipid)
〔22〕。所以進行外膜蛋白質製備，須視試

驗目的及對於日後繼續進行之試驗的影響

而定，必須慎重選擇製備方法。 

至於圖 1. 的第 7、8 條 lane 和圖 2. 的
第 10、13、15 條 lane 的 5 個菌株，其外膜

蛋白質分子量，為何會與其他 20 個相類似

的菌株不一樣，而且它們之間又互有差異，

這種情形似很難解釋。但有一種可能，就是

這 5 個菌株並不是 Riemerella anatipestifer，
因此有必要再進行這些菌株之確定。 

本報告發現 20 個相類似之細胞外膜蛋

白質分子量的菌株，其中有 9 個菌株除了缺

少一條約 55 kDa 分子量的蛋白質外，其餘的

大致都相同。它們是否都是屬於 Riemerella
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anatipestifer，為何會有此蛋白質差異，其有

什麼功能，對動物又會造成什麼樣的影響等

等的一些問題，都須要待進一步的探索。 

一些其他種類的細菌，類似本菌含有多

種血清型，其中有些特殊的菌株，它們的某

些細胞外膜蛋白質常會受生長環境因素的

控制而在試驗中出現。這種蛋白質常常是具

有功能性和特異性，能夠產生保護性免疫

〔24,29〕。這或許是暗示說明動物接受疫苗

免疫後，仍然不能預防本病爆發的原因，可

能是與此 55 kDa 分子量之蛋白質有關係，同

樣仍待後面試驗來求証。 
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圖 1. RA-1~9 分離株之外膜蛋白質經 
SDS-PAGE 電泳染色後的圖譜 

 

圖 2. RA-10~17 分離株之外膜蛋白質經 SDS-PAGE 
電泳染色後的圖譜，箭頭位置為約 55 kDa 分子量 

 

圖 3. RA-18~25 分離株之外膜蛋白質經 SDS-PAGE 電泳染色後的圖譜， 
箭頭位置為約 55 kDa 分子量 
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SUMMARY 

These experiments were designed to investigate the biological characteristics of the outer 
membrane proteins of Riemerella anatipestifer. The outer membrane proteins were extracted from 25 
strains of Riemerella anatipestifer, which were isolated from ducks and geese with infectious serositis. 
Bacterial cells were sonicated and extracted with sarcosine. The extracted outer membrane proteins 
were analyzed by SDS-PAGE. The 25 strains of bacteria could be divided into two groups based on 
electrophoresis patterns of the outer membrane proteins. Group one including 20 strains showed 
identical patterns on SDS-PAGE, except nine of the 20 strains, an extra band with 55 kDa was 
observed. Group 2 including 5 strains showed different electrophoresis patterns. 

Keywords: Riemerella anatipestifer, Outer membrane proteins, Bacterial cells 


