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家兔抗长角血蜱免疫模型的建立及对长角

血蜱成蜱生长发育的影响
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周用长角血蜱成蜱定量感染家兔!成功构建了具有不同抵抗力的家兔免疫模型&

*+,-.

检测结果

表明!家兔血清中的抗体效价从初次叮咬后第
&

周开始呈阳性!随着叮咬次数的增加抗体水平逐渐上升!第
""

周

时达到高峰&具有一定抵抗力的家兔对长角血蜱成蜱的吸血和生长发育影响显著!其抗体水平与长角血蜱成蜱在

兔体的吸血周期'死亡率成正相关!与雌蜱的饱血脱落率'饱血体重成负相关&结果进一步证明!蜱的唾液腺是其

主要的免疫器官之一&家兔抗体水平的持续期足以使长角血蜱完成一个世代!可以满足试验需求!是抗蜱免疫研究

理想的阳性对照模型&同时!血清中特异性抗体的效价也可以作为判断动物对长角血蜱抵抗力强弱的重要指标之

一&
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长角血蜱"
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#是一种

在体表阶段性寄生的外寄生虫!发育过程可分为卵'

幼蜱'若蜱和成蜱
(

个阶段!在我国分布较广!其宿

主种类广泛!包括牛'马'羊等家畜和鹿'熊'狐'兔等

野生动物!不仅自身作为病原体侵袭动物及人!还可

以作为媒介传播多种病原"特别是血液原虫#

(

"!&

)

&

目前!虽然有许多关于蜱螨引起的细胞免疫方面的

报道!而从体液免疫角度研究的报道并不多&本研

究在实验条件下!通过用长角血蜱成蜱多次定量定

期地攻击家兔!使家兔产生一定的抵抗力!用

*+,-.

检测家兔的抗体水平!构建不同抵抗力水平

的活体模型!观察和统计在该模型上培养长角血蜱

成蜱的各种相关指数!通过分析数据差异!探讨家兔

的抵抗力对长角血蜱成蜱吸血及其生长发育的影

响&

&

!

材料与方法

&D&

!

试验材料

"$"$"

!

试验用蜱
!

长角血蜱来自中国农业科学院

兰州兽医研究所!为在实验室内连续多代培育的单

克隆株!取饱血若蜱在室温蜕皮后
0

"

"0O

清洁的

饥饿成蜱&

"$"$#

!

绵羊
!

由兰州兽医研究所寄生虫虫种资源

课题组培育!选未受过任何蜱种侵袭的青年绵羊
#

只!体重约
&'U

E

&

"$"$&

!

家兔
!

健康的青紫蓝家兔!清洁级!体重

#$(U

E

!购于兰州生物制品研究所兔场!

#"

只&

&D!

!

试验方法

"$#$"

!

唾液腺裂解蛋白的制备
!

在绵羊体内培养

半饱血的长角血蜱成蜱!解剖并收集半饱血成蜱的

唾液腺!经超声裂解后制备长角血蜱唾液腺裂解蛋

白"
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动物分组
!

试验家兔随机分为
0

组!

.

组

"

)

只#编为
."

'

.#

'

.&

'

.(

'

.0

'

.)

!

X

组"

)

只#'

Y

组"

&

只#'

3

组"

&

只#和
*

组"

&

只#编号方法同
.

组&

.

和
X

组的家兔感染长角血蜱成蜱!

Y

和
3

组

的家兔用于抗原注射免疫!

*

组为空白对照&

"$#$&

!

攻蜱试验
!

.

组为多次感染组!在初次感染

长角血蜱的前一天!首先对家兔采血
"

"

#9+

!收集

血清!作相应的标记后冷藏备用!每只家兔背部剪毛

后粘一布袋!每次在布袋内投放
0'

只长角血蜱饥饿

成蜱!每天观察'收集并统计长角血蜱叮咬'吸血和

脱落的相关数据!以后每周采血
"

次!收集血清&

间隔
#"O

感染
"

次!共感染
0

次&

X

组为
"

次感染

组!每兔仅感染
0'

只饥饿长角血蜱成蜱
"

次!与
.

组试验同期进行!每周采血&

"$#$(

!

免疫试验
!

Y

和
3

组家兔分别进行
(

次注

射免疫和
"

次长角血蜱直接叮咬感染&

Y

组为
6-!

KW

免疫组!

3

组为佐剂对照组!在注射免疫过程中!

先进行基础免疫!然后用抗原免疫!

Y

'

3

组家兔间

隔
#"O

免疫
"

次!与
.

组同期进行!每周采血
"

次&

免疫程序见表
"

&

"$#$0

!

饱血成蜱的收集
!

将各组兔体上每次吸血

脱落的长角血蜱雌性成蜱逐个称重并记录结果&

"$#$)

!
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法检测家兔抗体效价
!

用常规

*+,-.

方法检测试验各组中每周家兔血清对长角

血蜱的
6-KW

效价!将每组第
"

次感染蜱"或蛋白

免疫#前所采集的血清'

*

组每次采集的血清混合后

作为阴性对照!

Y

组在免疫过程中前
/

次采集的血

清等量混合后作为阳性对照&通过预试验确定
6-!

KW

的包被浓度!

0

组中每份兔血清按不同倍数稀

释!血清'

Z[W

"辣根过氧化物酶#标记的羊抗兔
,

E

K

均
&%\

作用
"$0M

&在检测时!根据
]3

值的标准

公式判定阳性&每份血清判为阳性的各个稀释度

中!取最大稀释度作为其对
6-KW

的效价!然后作

图分析&

!

!

结
!

果

!D&

!

?E6F=

法检测各组血清抗体效价

!!

经预试验检测!抗原包被的浓度为
1/

#

E

*

9+

!

试验各组的抗体效价具有明显的差异!各组平均抗

体效价详见表
#

&

!!

.

组中!家兔感染长角血蜱成蜱
"

周后!血清检

测仍为阴性!第
#

周后方现阳性反应!此后随着叮咬

'/
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期 谢俊仁等$家兔抗长角血蜱免疫模型的建立及对长角血蜱成蜱生长发育的影响
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组家兔的免疫程序
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免疫次数
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F

N;97G

Y

组"

6-KW

免疫组#

K@C>

V

Y

"

6-KW;99>?;N

FE
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V

#

3

组"佐剂对照组#

K@C>

V

3

"

YC?N@C8

E

@C>

V
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免疫抗原和剂量
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E

7

V
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免疫方式
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VV
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免疫抗原和剂量
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E
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背部皮下多点注射
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背部皮下多点注射
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C?P:BUCR@:PP;N

第
0

次

D;RNM

0'

只长角血蜱

饥饿成蜱叮咬

,?R7GN;?

E

0'M>?

E

7@7O

F.6+)

7

("+')(5:O>8N

背部叮咬

,?R7GN;?

E

C?P:BU

0'

只长角血

蜱饥饿成蜱叮咬

,?R7GN;?

E

0'M>?

E

7@7O

F.6+)

7

("+')(5:O>8N

背部叮咬
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各组血清平均效价

H45<;!

!

HB;7;4+J4</;*2J4<;+0;*24+-15*:

8

1+;40B

>

.*/

I

时间*周
7̂7UG ' " # & ( 0 ) % / 1 "' "" "# "& "( "0 ") "% "/

.

组
K@C>

V

. _ _ " / "% &( (/ /0 "#/ "&1 "1# #"& #"& #"& "1# "1# "#/ "#/ /0

X

组
K@C>

V

X _ _ " ) "% #( &% 0& )( /0 /0 )( )( (& &# &# &# #% #"

Y

组
K@C>

V

Y _ _ 'A& # #" (& /0 "#/ #"& &"( &"( (#% (#% (#% &(" &(" &(" #0)

3

组
K@C>

V

3 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ " "% (& )( /0 "#/

*

组
K@C>

V

* _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

检测为阴性的血清标记为,

!

-!数值表示的均为判断为阳性血清效价

6M7?7

E

:N;T7G7@>9O7?CN7:G

,

!

-!

NM7R;

E

>@7;GNM797:?T:8>7CRT:87?B7CR:?N;PCO

F

CRNM7

V

CG;N;T7G7@>9

次数的增加!抗体效价逐渐上升!在第
""

周时抗体

效价达到高峰!持续
&

周后逐步回落&在第
(

次'第

0

次用蜱感染后!家兔抗体效价均在
"̀ )(

以上!表

明随着感染长角血蜱次数的增加!家兔的抗体效价

水平逐渐升高&

!!

X

组家兔感染长角血蜱成蜱后!前
(

周的抗体

水平基本与
.

组一致!第
1

周时效价达到最大值&与

.

组同期比较!第
(

周以后!

X

组的抗体效价明显低

于
.

组的同期水平!差异极显著"

4

#

'$'"

#!表明多

次感染长角血蜱能使家兔的抗体水平显著提高&

!!

在
Y

组"

6-KW

免疫组#中!随着免疫次数的增

加!家兔血清对
6-KW

的效价不断上升!在第
/

周时

抗体效价达均到
"̀ "#/

以上!第
"'

周时组内的血清

效价均在
"̀ #0)

以上!在第
"#

周感染长角血蜱成蜱

后!血清效价达高峰!平均滴度为
"̀ (#%

&

!!

3

组"佐剂对照组#中!前
"#

周所收集的血清均

为阴性!第
"&

周感染了长角血蜱后抗体效价逐渐上

升!抗体水平上升较快!该组作为佐剂对照组也较为

理想&与
X

组初次感染长角血蜱后比较!

3

组家兔

同期的抗体效价相对增长较快!差异显著"

4

#

'$'0

#&

*

组家兔的血清反应始终为阴性&

!D!

!

不同抗体水平对长角血蜱吸血和发育过程的

影响

#$#$"

不同抗体水平对长角血蜱叮咬期'吸血期的

影响
!

.

组家兔在每次感染长角血蜱的过程中!长

"/
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角血蜱的叮咬前期'吸血期差异很大"见表
&

#&可

以看出!家兔的抵抗力较低"或初次叮咬#时!长角血

蜱成蜱在投放后
"

"

#O

基本能够叮咬在皮肤上开

始吸血!从开始叮咬吸血到完全饱血脱落只需
0

"

/

O

&家兔有一定抵抗力"第
#

次叮咬#时!投放长角血

蜱后在
"O

内约有
#'a

成蜱叮咬开始吸血!

#O

内仅

约有
0'a

的蜱开始叮咬吸血!在
)O

内大部分方相

继叮咬吸血!叮咬期延长!超过
"

周未叮咬的蜱!则

逐渐自然死亡%从攻蜱到雌蜱开始脱落需要
"'

"

"0

O

以上的时间!吸血期也相对延长&在抵抗力较强

"第
&

次叮咬#时!只有部分长角血蜱能够叮咬吸血!

大部分的成蜱在布袋内游走直至死亡%而且在兔体

上吸血的长角血蜱!其吸血过程也明显延长!最长可

达
"0O

以上!大部分不能自然饱血脱落!脱落的长

角血蜱雌蜱也出现畸形'内脏器官两侧发育不均衡'

吸血脱落后体重相对较小等发育不良现象&家兔的

抵抗力强"第
(

和第
0

次叮咬#时!叮咬期很长"

"'O

以上#!大部分成蜱几乎无法叮咬!仅有部分长角血

蜱能够吸血!而且吸血数天"超过
"0O

以上#才能达

到半饱血程度!

1'a

以上不能自然脱落!脱落的雌蜱

高度发育不良&通过方差分析!第
#

次叮咬期和吸

血期的长短与第
"

次差异均显著"

4

#

'$'0

#!第
&

'

第
(

和第
0

次的叮咬期和吸血期与第
"

次比较差异

均极显著"

4

#

'$'"

#&这说明家兔的抵抗力对长角

血蜱的吸血过程影响较大!抵抗力强不利于长角血

蜱吸血和发育&

表
$

!

兔体不同抗体水平对长角血蜱叮咬吸血的影响

H45<;$

!

HB;1+2</;+0;*2:122;.;+-4+-15*:

8

-1-;.*2.4551-,*+!D)+,

-

*.+/,*(

感染阶段

WM:G7CR;?R7GN;C?

感染初期抗体水平

.?N;PCO

F

N;N7@

叮咬时间*
O6;97CR;?R7GN;?

E

" 吸血期*
O6;97CRR:88;?

E

!CRR

$

#'a 0'a /'a "''a

开始脱落 大量脱落 大部分脱落

第
"

次
D;@GN ' " " # # 0 )

"

% /

第
#

次
-7BC?O / " # & % "' ""

"

"0

%

"0

第
&

次
6M;@O (/ & ( %

%

"'

%

"0

%

"0

%

"0

第
(

次
DC>@NM "&1 ( % "'

%

"'

%

"0

%

"0

%

"0

第
0

次
D;RNM #"& 0

"

) /

%

"'

%

"'

%

"0

%

"0

%

"0

"

A

叮咬过程中死亡的蜱按已叮咬处理%

$

A

在
#'O

后未脱落的蜱按死亡计

"

F$6+)

7

("+')(5:O>8NO7:OO>@;?

E

NM7

V

@CB7GGCR;?R7GN;C?Q:G@7BC@O7O:GNM7M:T;?

E

;?R7GN7O

%

$

AF$6+)

7

("+')(5:O>8N>?R:88!

;?

E

!CRR>?N;8#'OQ:G@7

E

:@O7O:GNM7O7:O

#$#$#

!

不同抗体水平对长角血蜱脱落率和死亡率

的影响
!

.

组中!随着长角血蜱感染家兔的次数增

加!机体对长角血蜱的抵抗力水平不断地提高!从兔

体上脱落的饱血雌蜱的比例也明显下降"见表
(

#&

通过比较分析!随着家兔抵抗力水平的提高!死亡率

在不断地上升!在第
(

次'第
0

次感染蜱时死亡率达

到
1/a

以上!表明抵抗力水平越高!长角血蜱的死

亡率越高&用
-W--

软件分析!成蜱脱落率和家兔

的抗体水平呈负相关"

'b_'$%'1

#!长角血蜱死亡

率与家兔的抵抗力水平成正相关"

'b'$%'1

#&

表
(

!

=

组不同抗体水平对长角血蜱雌蜱饱血脱落率和死亡率的影响

H45<;(

!

HB;1+2</;+0;*2:122;.;+-4+-15*:

8

-1-;.A1-B-B;.4-;*224<<1+

>

K*224+:

7*.-4<1-

8

*22;74<;!D)+,

-

*.+/,*(4:/<-1+

>

.*/

I

=

感染阶段
WM:G7GCR;?R7GN;C?

第
"

次

D;@GN

第
#

次

-7BC?O

第
&

次

6M;@O

第
(

次

DC>@NM

第
0

次

D;RNM

感染长角血蜱总数*只
F.6+)

7

("+')(5NCN:8?>9P7@ &'' &'' &'' &'' &''

感染初期抗体水平
.?N;PCO

F

N;N7@QM7?;?R7GN;?

E

' / (/ "&1 #"&

脱落的长角血蜱雌蜱数*只

6M7?>9P7@CRR:88;?

E

!CRRCRR79:87

"'0 #/ / & #

雌蜱的饱血脱落率*
a 6M7R:88;?

E

!CRR@:N7CRR79:87 %'A) "/A) 0A( # "A&(

长角血蜱雌蜱死亡率*
a cC@N:8;N

F

CRR79:87 #1A( /"A& 1(A) 1/ 1/A))

脱落率
b

饱血脱落的雌蜱总数*感染雌蜱总数
d"''a

%死亡率
b"_

脱落率

D:88;?

E

!CRR@:N7b6M7?>9P7@CRR:88;?

E

!CRRCRR79:87F$6+)

7

("+')(5

*

6CN:8?>9P7@CRR79:87F$6+)

7

("+')(5d"''a

%

cC@N:8!

;N

F

b"_D:88;?

E

!CRR@:N7

#/



!

"

期 谢俊仁等$家兔抗长角血蜱免疫模型的建立及对长角血蜱成蜱生长发育的影响

#$#$&

!

不同抗体水平对长角血蜱饱血雌虫体重的

影响
!

.

组中!在不同抵抗力水平的兔体培养的长

角血蜱!第
"

次"初次#叮咬脱落的雌蜱!体重增加明

显!在
"1($&

"

#/)$/9

E

!平均体重的净增加值高!

饱血程度好"见表
0

#&随着家兔抵抗力增强!脱落

的雌蜱平均体重逐渐减小!脱落雌蜱的平均体重净

增加值减小&方差分析结果显示!家兔体脱落的雌

蜱平 均 活 体 重 与 其 抗 体 水 平 呈 负 相 关 "

'b

_'$/)%

#!平均体重净增加值也与家兔的抵抗力水

平呈负相关"

'b_'$/)%

#&

表
L

!

=

组每次收集的长角血蜱饱血雌蜱的体重变化情况

H45<;L

!

F-4-1,-104<:4-4*22;74<;!D)+,

-

*.+/,*(4:/<-1+

>

.*/

I

=

感染阶段

WM:G7CR;?R7GN;C?

饥饿成蜱平均体重

*"

9

E

*只#

6M7:T7@:

E

7Q7;

E

MNCR

F.6+)

7

("+')(5:O>8N

脱落后雌蜱的体重*"

9

E

*只#

7̂;

E

MNCRP8CCO!GQC887?

体重范围

[:?

E

7CRQ7;

E

MN

&

IJ5

蜱体重平均净增加值

6M7B87:@:OO7OT:8>7

第
"

次
D;@GN "$/&e'$"1 "1($&

"

#/)$/ #&/$/&e#)$/0 "#1$1)

第
#

次
-7BC?O "$/&e'$"1 %&$"

"

")0$) "#&$))e&/$(( )%$&0

第
&

次
6M;@O "$/&e'$"1 0)$/

"

"#($& /1$#&e(0$(0 (/$)'

第
(

次
DC>@NM "$/&e'$"1 #)$0

"

('$/ &"$/(e)$&& "%$&(

第
0

次
D;RNM "$/&e'$"1 #($&

"

&0$( #1$/0e0$00 ")$(0

体重净增加值
b

"雌蜱脱落后体重
_

饥饿成蜱体重#*饥饿成蜱体重

6M7B87:@:OO7OT:8>7b

"

7̂;

E

MNCRP8CCO!GQC887?_.T7@:

E

7Q7;

E

MNCRF.6+)

7

6"+')(5:O>8N

#*

.T7@:

E

7Q7;

E

MNCRF.6+)

7

("+')(5

:O>8N

$

!

讨
!

论

!!

刺激宿主对蜱产生免疫反应的主要抗原来源于

唾液!由唾液腺分泌(

(!0

)

&大多数的唾液中含有粘结

混合物以将蜱的口器固定于宿主的皮肤!各种各样

的酶和不同类型的生物活性分子也来自于蜱的唾液

腺和唾液 (

)!/

)

&本试验中!家兔从初次被长角血蜱

感染到血清中抗体检测呈阳性!需要
"

周以上的时

间&而研究认为!长角血蜱成蜱的唾液腺分泌的毒

性成分!能抑制免疫系统应答!或长角血蜱具有免疫

逃避的能力(

1!"#

)

!这可能是家兔产生特异性抗体的

速度较慢的主要原因&同时进一步证明!唾液腺为

蜱免疫研究的主要器官之一&

!!

研究表明!蜱类在叮咬过程中!唾液腺分泌的唾

液成分起着非常重要的作用!其中有的成分可以帮

助蜱口器刺入宿主皮肤内!有的成分具有抗凝血作

用(

"&

)

%有的成分能逃避宿主的免疫系统监视作

用(

"&

)

%有的成分对宿主的神经系统有麻痹作用(

"(

)

&

在长角血蜱初次叮咬时!家兔的抵抗力比较低!长角

血蜱成蜱的唾液都能够发挥高效作用!有利于蜱顺

利吸血!叮咬期和吸血期相对较短&在家兔被蜱叮

咬后!不仅体液免疫"产生的抗体可以中和蜱唾液中

的毒素#起作用!而且细胞免疫也起作用"对蜱的再

次感染能够产生变态反应#

(

"0

)

&随着叮咬次数增

多!宿主接触抗原的次数和量增多!家兔的抵抗力水

平增强!而体液免疫和细胞免疫的协同作用不利于

蜱的叮咬和吸血!这是造成蜱叮咬期和吸血期延长

的主要原因&

!!

目前!由于无法获得大量的特异性抗原!国内外

均曾报道用
6-KW

免疫动物可以使动物具有抵抗

力(

")!"1

)

!因此!可以用
6-KW

裂解物作为替代抗原

检测家兔体蜱的感染情况&本试验结果表明!用唾

液腺裂解蛋白免疫的家兔!主要表现为抗体水平高'

维持时间长'免疫效果良好等特点!是理想的家兔抗

长角血蜱阳性动物模型&

!!

综合试验结果分析发现!血清中的特异性抗体

滴度在
"̀ &#

以上时!动物有较强的抵抗力!对长角

血蜱的吸血和发育过程影响较大&本试验中!随着

免疫次数的增加!家兔血清效价不断上升!在第
/

周

时抗体效价均达
"̀ "#/

以上!至第
"#

周达高峰!血

清效价保持在
"̀ "#/

以上的时间达
"'

周以上&在

蜱的整个发育过程中!雌性成蜱的吸血时间最长!为

"'

"

#"O

&因而!试验结果足以保证长角血蜱完成

一个发育阶段的吸血!表明成功构建了具有不同抵

抗力的家兔活体免疫模型!为蜱的免疫学研究提供

了理想的评价体系&同时!检测血清中特异性抗体

的效价也可作为判定动物对长角血蜱抵抗力强弱的

重要指标&

&/
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