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鸡大肠杆菌荚膜多糖— 蛋白质抗原

免疫原性的研究
*

黄淑坚 林维庆

(华南农业大学动物 医学系
,

广州
,

51 仅讲2 )

摘 要 用碳化二亚胺作为交联剂将英膜多糖与载体蛋白质交联后加入蜂胶佐剂制成疫苗免疫

鸡只
。

7周龄同源菌株攻毒结果表明
,

英膜多糖 一 破伤风类毒素苗组鸡有很好的保护效果且试验

重复性好 ; 在免疫后 3个月的同源攻毒保护指数也达 13脚 以上
.

但对异源菌株的攻毒没有明显

保护效果
。

该研究采用微量法间接血凝试验检测 了免疫鸡抗体水平
.
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鉴于李晋红 ( 19 95 )的研究结果
:
英膜亚单位苗 比通用型灭活苗及菌毛亚单位 苗均要

好
,

本试验进一步对鸡致病性大肠杆菌荚膜多糖 一 蛋 白质抗原的免疫 原性进行 了研究
,

目

的是为研制一种新型且更有效的大肠杆菌亚单位疫苗提供理论依据和实验手段
。

1 材料与方法

L l 主要材料

E
.

co il 菌种由华南农业大学动物医学系禽病研究室提供 ; 实验鸡 (石岐杂 )购于华南农业

大学动物科学系实验鸡场 ; 实验兔购于广东省畜牧科研所实验兔场 ;绵羊红细胞购于广州市

南方医院实验动物场 ; 碳化二亚胺 ( E D C )
、

牛血清 白蛋 白 ( sB A )
、

c a
cl

Z
、

S eP ha d ex G 一 200 等

均为分析纯
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 大肠杆菌 (血清型 O公芙膜多糖 (C PS )的提取 参照李晋红 ( 19 95) 的方法
。

1
.

.2 2 芙膜多糖中的多糖
、

蛋白质含量测定 用 3
,

5 一 二硝基水杨酸法 (北京大学生物系生物

化学教研室
,

1 9 85) 测定荚膜多糖液 ( C P S )中多糖含量 及用紫外吸收法 (刘玉斌
,

19 89) 测定

其中的蛋 白质含量
。

1
.

.2 3 芙膜 多糖 一 蛋 白 质 抗 原 的制 备 参 照 eB vu er y( l9 8 2 ; 19 8 3) 方 法 稍作 改进
。

称取

125 gm E IX : 溶解于 7 m L 的去离子水中
,

然后加人 50 m L T T (破伤风类毒素 ) (含 1
.

7 5 5 4 9压蛋白

质 )和 1 20 m L 荚膜多糖 提取液 (含 742
.

4 gm /L 的多糖 )混合液
,

用 0
.

1 m ol / L H CI 调 p H 值

为 4
.

7
,

室温过夜
,

次 日用 25 m L 乙醇胺终止反应
,

于去离子水透析一周
,

即成英膜多糖 一 破伤

风类毒素抗原 ( C PS 一 T l…)
,

加 人 0 .0 1% 硫 柳汞
,

置 4 ℃ 冰箱 中保 存
。

荚膜 多糖 与牛血 清

199 5一伪 一 26 收稿
*
广东省 自然科学基金资助项 目
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白蛋 白 (C PS 一 B SA )的交联方法同上
.

1
.

2 4 芙膜 多糖 一 蛋 白 质 交 联 物 的 生 化 鉴 定 S Pe h da xe G 一 200 柱 层 析 的 样 品 :

C PS 正 D C厂叮
、

C P S胆】〕C坦 SA
、

C P S胆D C (上面 3个样品的制备同 1
.

2
.

3)
、

1 1…液
、

B SA 液
.

柱层

析前先将样品 7 0 o0
r
/m ni 离心 10 而 no

柱层析的工作条件是 : 柱大小为 22
.

5 ncl
x 2 a n ; 填料 :

es p ha d xe G 一 200 ; 溶胀 剂
: 去 离

子水 ; 溶 胀时 间
: 室温下 72 h ; 洗脱剂 为 . 0 02 mo l压 pH .7 2 P B .0 5 mo l压 Na Q 溶 液 ; 部分收

集 : 使用 B S Z 一 10 0 自动部分收集器部分收集 ;样品量 : 4 In L ;流速 : 3
.

4 n止 /管
,

4 0
.

s ln L小;检测

器 :
岛津紫外分光光度计

,

于 280 lun 下检测
。

1
.

.2 5 疫苗配制 将 C PS
、

C P S 一 T l
, 、

C P S 一 B S A
、

灭活菌体 (按常规方法制备 ) 按每 毫 升加

人 巧 mg 蜂胶的比例加人蜂胶干物质即配制成 C PS 苗
、

C PS 一 T l
,

苗
、

C SP 一 BS A 苗
、

通用型菌

体灭活蜂胶苗
.

1
.

.2 6 疫 苗的安全试验 将上面的 4 种疫苗分别肌 注 38 日龄鸡 3 只
,

I n止 /只
,

观 察 2

周
,

全部鸡均无异常表现
,

注射部位也没有坏死块出现
,

确认这 4 种疫苗安全后才用 于鸡的

免疫试验
。

1
.

.2 7 免疫试验及攻毒保护试验 免疫试验
:
免疫鸡均设有一免组和二免组

,

同时设立 2个

对照组
,

即 : 阳性对照组和 阴性对照组
.

3 周 龄时首免
,

所有免疫鸡均肌注 .0 5 m L 疫苗 ; 5 周

龄时二免组鸡进行二免
,

每只肌注 1 m L 疫苗
.

同源菌株攻毒保护试验 :7 周龄时免疫组和阳性对照组鸡用同源菌株攻毒
,

攻毒量为 8
.

5

x l0 8 C F u /只
,

攻毒后 1周全部扑杀
,

观察心包
、

肝脏
、

气囊的病变
。

病变级数
: O级

: 心包
、

肝

脏
、

气囊没有任何 肉眼可见的病变 ; 1级 : 心包膜
、

气囊混浊
,

中度 的肝周炎 ; 2 级 :
浆 液性 心

包炎
、

气囊炎
,

中度的肝周炎 ; 3 级 : 纤 维素性心包炎
、

纤 维素性气囊炎
、

纤 维素性肝周炎 ; 4

级 : 严重的纤维素性心包炎
、

纤维素性气囊炎
、

纤维素性肝周炎
。

交叉攻毒保护试验
: 7 周龄时免疫组和阳性对照组鸡用异源菌株血清型 01 和血清型 0 78

攻毒
,

血清型 01 的攻毒量为 g x 10
8
C F U /只

,

血清型 078 攻毒量为 10 x l0
8
C F U /只

,

攻毒后 l

周全部扑杀
,

观察心包
、

肝脏
、

气囊 的病变
.

同源攻毒的免疫期的测定 : 免疫后 3 个月免疫组和阳性对照组鸡用同源菌株攻毒
。

攻毒

量为 18 .4 又 10 8 c F u /只
,

攻毒 l 周后全部扑杀
,

观察心包
、

肝脏
、

气囊的病变
。

重复试验
:
将 4 ℃ 下保存 4 个月的 C PS 一 T l…和通用型菌体灭活苗作重复试验

。

7 周龄时

所有免疫鸡及阳性对照组鸡用同源菌株攻毒
,

攻毒量为 .6 8 x 10 8 C F U /只
,

攻毒后 1 周 全部

扑杀
,

观察心包
,

肝脏
、

气囊的病变
。

1
.

2
.

8 微量 法间接血凝试验检测抗体 消长 阳性血清 制备
:
每次用 1

.

5 1过
副

C PS 免疫健康公

兔
,

共免疫 4 次
,

隔周 1次
,

第 l 次加等量佛氏完全佐剂
,

后面 3 次加等量佛 氏不完全 佐剂
,

分点皮下或肌 肉注射
,

最后 1次免疫后 l 周心脏采血
,

分离血清
,

用微量法间接血凝试验测

定其效价 为 2
一 6 。

致敏绵羊红细胞制备
: 用 C PS 作为致敏源

,

按刘玉斌 ( 19 8 9) 方法制备
。

致敏红细胞的特异性反应 : 将致敏红细胞与 BI D
、

E D S 和鸡 白痢的标准的阳性血清进行

间接血凝反应
.

微量法间接血凝试验 : 按刘玉斌 ( 19 89) 方法
。
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2结果

. 21英膜多糖提取液中多糖和蛋白质含量的测定

多糖
、

蛋 白质含量分别为 74 2
.

4g m压和 9 4 6
.

3g m压
。

. 2 2荚膜多糖 一 蛋 白质交联物的柱层析结果

C P S爪 IX二月丁
、

TT液
、

C P S胆 L x二坦 A S
、

B SA
、

C P S分 别在 8 1管
、

23管
、

8管和 1 2管
、

1 3

管
、

1 2管处出峰值
。

根据分子筛柱层析的效应原理可以看出
,

C PS / E l ) C月丁 的反应物中形成

一 种 比 T T 液和 C P S/ E D C 的反 应物 均要 大 的大分 子物 质
,

即 C P S 一 T T 抗 原 ; 同样 的
,

C P S/ E D C/ B S A 的反应物中也形成一种 比 B S A 液和 C PS 胆 D C 的反应物均要大的大分子物

质
,

即 C PS 旧S A 抗原
.

.2 3 疫苗攻毒保护效果 比较

2
.

3
.

1 疫苗同 源菌株攻毒保护效果比较 7 周龄时攻毒
,

攻毒后阳性对照组鸡均表现极度 的

精神沉郁
,

羽毛松乱
,

拉绿色粪便
,

关节炎
,

卧地不起
。

C PS 苗免疫组鸡少数出现 精神 沉郁
,

关节炎和拉绿色粪便
,

并在一免组 内有 1只鸡死亡
。

其他免疫组鸡除个别出现精神沉郁
,

关

节炎和拉绿色粪便外
,

均表现正常
。

观察 1周后全部扑杀
。

试验结果见表 1
。

表 1 同源菌株攻毒试验的结果

组别 试验鸡数 死亡鸡数 平均病变级数 保护指数
` , ,

C PS 一
护

r T 苗一免组 10 0 0
.

5 1 ] / 16

C PS 一 T T 苗二免组 10 0 住2 14/ 16

C咫 一 BS A 苗一免组 10 0 0
.

8 8 / 16

C咫 一 BS A 苗二免组 10 0 .0 7 9/ 16

C PS 苗一免组 10 1 1
.

3 3 / 16

C邢 苗二免组 10 0 0
.

9 7 / 16

菌体灭活苗一免组 or 0 1
.

1 5 / 16

菌体灭活苗二免组 or 0 0名 8 / 16

阳性对照组 or 0 L 6 一

阴性对照组 10 0 .0 0 一

( l) 保护指数 = (阳性对照 组平均病变级数 一 免疫组平 均病 变级数 ) / 阳性对照组平均病 变级数
。

表 2
,

3 同
。

.2 .3 2 疫苗的交叉保护效果 于 7 周龄时进行攻毒
,

攻毒后阳性对照组鸡和免疫组所有鸡

均表现极度精神沉郁
,

拉绿色粪便
,

关节炎
,

臣随不 起
,

出现全眼球炎
,

眼球变 白
、

失 明
,

而且

在 C PS 一 B SA 苗组
、

C PS 苗组及菌体灭活苗组分别出现 3 只
、

1只
、

1 只的死亡
。

观察 1周 后

全部扑杀
,

所有免疫鸡的平均病变级数均十分接近甚至超过 阳性对照组鸡的平均病变数
。

2 3 3 免疫期测定情况 免疫后 3 个月
,

通过胸肌用同源菌株进行攻毒
,

攻毒后 阳性 对 照

组鸡均表现极度的精神沉郁
,

食欲明显下降
,

拉绿色粪便
,

个别 出现关节炎
,

卧地不起
,

并有 l

只死亡
。

菌体灭活苗组和 C PS 苗组的鸡也均表现轻度 的精 神沉 郁和 食欲 下降
,

个 别鸡 也

表现有关节炎
,

卧地不起
,

并在菌体灭活苗一免组和二免组内各有 1 只死亡
。

而 C PS 一 T l…苗

组和 C PS 一 B S A 苗组均表现正常
。

观察 1周后全部扑杀
。

试验结果见表 2o

.2 3 4 重复试验情况 7 周龄时攻毒
,

攻毒后 阳性 对照组鸡均 表现 极 度 的精 神 沉 郁 和
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食欲下降
,

拉绿色粪便
,

个别鸡出现关节炎
,

卧地不起
,

并有 2 只死 亡
。

免疫鸡均表现正常
,

不见有死亡
。

观察 1周全部扑杀
,

试验结果见表 3
。

表 2 免疫后 3 个月同源菌株攻毒试验的结果

组 别 试验鸡数 死亡鸡数 平均病变级数 保护指 数

C P S 一 1 , T苗一免组 5 0 0
.

7 13 /20

C SP 一 T T 苗二免组 10 0 0
.

5 15 /20

C PS 一 BS A苗一免组 5 0 1
.

4 6 /20

C PS 一邢 A苗二免组 10 0 1
.

2 8 /20

C巧 苗一免组 5 0 1
.

6 4 /20

C咫 苗二免组 1 0 0 1
.

2 8 /20

菌体灭活苗一免组 5 1 1
.

6 4 /20

菌体灭活苗二免组 10 1 1
.

2 8/2 0

阳性对照组 10 1 .2 0 一

阴性对照组 10 0 住 O 一

表 3 重复试验的试验结果

组 别 试验鸡数 死亡鸡数 平均病变级数 保护指数

C邢一们尸苗一免组 10 0 .0 4 16/ 20

〔下S 一 T T苗二免组 10 0 .0 1 19/ 20

菌体灭活一免组 10 0 1
.

1 9/ 20

菌体灭活二免组 10 0 a 6 14 0z/
阳性对照组 10 2 2刀 一

阴性对照组 10 0 住 0 一

2
.

4 微量法间接血凝试验检测抗体滴度

.2 4
.

1 间接血凝试验的特 异性反应 致敏 S R B C 均不 与 BI D
、

M G
、

E D S 一 76
、

鸡 白痢标 准

阳性血清发生特异性反应
,

具有很高的特异性
.

2
.

.4 2 微量法间接血凝试验检测抗体 消长情况 首免后 s d
,

抗体快速上升达到较高水平
,

至免疫后 7 d 达到最高峰
,

然后缓慢下降
,

免疫后 2 9 d 下降到最低峰
,

之后缓慢上升
,

至免疫后3

个月还能检测到抗体 ; 二免后 3 d
,

抗体快速上升达到高峰
,

然后缓慢下降
,

于二免后 16 d下

降到最低峰
,

然后又缓慢上升
。

3 组免疫鸡的抗体消长十分相似
。

3 讨论与结论

试验中的微量法间接血凝试验是一种敏感性高
、

特异性强
、

设备简单和易行的检测方法
。

免疫鸡抗体出现和达到最高水平的时间如此 的短
,

诸多研究 (沈志强等
,

1 9 8 9 ; 199 a0 ; 19 9Ob ;

李晋红等
,

19 95 )认为主要是所用疫苗的佐剂一 蜂胶的作用
.

同源攻毒试验结果表明
,

大肠杆菌载体亚单位疫苗有 良好的免疫原性
,

两种荚膜多糖

一 载体蛋 白质苗的保护效果比通用型菌体灭活蜂胶苗和单纯的英膜多糖 苗要好
。

而从两种

载体亚单位疫苗间保护效果 比较来看
,

荚膜多糖 一 破伤风类毒素苗比荚膜多糖 一 牛血清 白

蛋 白苗好
,

这再次证实破伤风类毒素的载体效应 比牛血清 白蛋 白要好 ( B eu
v

eyr
,

19 83)
,

免疫
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鸡对异源菌株 的攻毒均没有保护效果
,

说明其荚膜抗原具有很强的菌型和血清型特异性
。

综上所述
,

可以看出大肠杆菌英膜多糖 一 蛋白质苗是一种使用安全
、

副作用小
、

保护 效

果较好
、

免疫期较长的载体亚单位苗
.
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