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Abstract
AIM: To observe the changes of speci f ic 
antibodies in the cow colostrums by indirect 
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA).

METHODS: Two pregnant cows (non-parous 
and parous) were immunized with H pylori 
whole-cell antigen (4×109 CFU) via intramuscu-
lar injection in the neck. The colostrums were 
collected with 7 days after parturition�.

RESULTS: H pylori induced significant immune 
responses in both cows, and the efficacy of 
anti-H pylori in the parous cow reached the peak 
values (5.84) at the first day after parturition, 
which was significantly higher than that in the 
non-parous cows (3.51, P < 0.05). However, the 
efficacies dropped quickly with 7 days. Weak 
positive anti-H pylori were observed only at the 

first day in the control cow�.

CONCLUSION: The immune response is superior 
in the parous cow to that in the non-parous one�.
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摘要
目的: 建立间接E L I S A法测定牛初乳中H 
pylori 抗体的水平, 并观察特异性抗体的产生
规律. 

方法: 本试验以H pylori全菌抗原免疫妊娠母
牛, 每头牛每次肌肉注射4×109CFU全菌抗原, 
收集分娩后7 d内的初乳. 以间接ELISA法检
测其中H pylori抗体水平.

结果: H pylori 能有效地引起免疫应答, 成年
牛初乳中的抗体效价在分娩当天达到最大值
5.84, 高于青年牛的3.51(P <0.05), 随后迅速下
降. 对照奶牛仅在分娩当天检测到微弱阳性.

结论: 成年牛的对H pylori 的免疫应答好于青
年牛.
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0  引言

自1982年Warren和Marshall首先从人类胃黏膜中

培养出幽门螺杆菌(H pylori )以来, 大量研究证实

H pylori感染是慢性活动性胃炎、消化性溃疡的

主要病因, 已严重威胁着人类的健康[1-4]. 抗生素
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联合疗法是目前常用的方法, 但耐药菌株的不

断出现和治愈后的复发给治疗增加了难度[5]. 在
疫苗的研制方面, 虽取得了很大进展, 但在免疫

原、佐剂、免疫途径等细节问题上还没有完善, 
目前还无法用于实际应用[6-7]. 因此, 许多学者将

注意力转移到通过人工被动免疫来防治胃肠道

疾病, 可望利用多克隆抗体的被动传递或单克

隆抗体的局部应用来预防和治疗H pylori引起的

慢性胃炎与胃、十二指肠溃疡. 免疫乳抗体的

被动传递用于治疗胃肠疾病, 是这些疾病免疫

治疗方面的一个新的思路. 我们利用间接ELISA
方法对免疫后的血清及初乳进行检测, 旨在研

究其特异性抗体的产生规律, 为制备高含量的

抗H pylori免疫乳制品及相关生物制品提供技术

依据[8-10]. 

1  材料和方法

1.1 材料 国际标准菌株NCTC11637, 购于上海消

化道疾病研究所. 培养基为含有马血清60 mL/L, 
盐酸万古霉素10 g/L, 两性霉素B 10 g/L, 多黏菌

素B 0.5 g/L, 甲氧苄胺嘧啶0.5 g/L的哥伦比亚固

体培养基.  37℃, 微需氧条件下培养72 h[11]. 妊娠

后期的3头奶牛, 选自江苏省泰州市卫岗奶牛场.

1.2 方法 第1次免疫为分娩前42 d, 取2 mL灭活

菌液用等体积弗氏完全佐剂(购于Sigma公司)充
分乳化后于颈部皮下多点注射, 每次菌量为4×
109CFU/头. 以后改用弗氏不完全佐剂乳化, 分别

在分娩前28, 17, 7 d进行3次免疫, 菌量如上. 其
中一头为对照组. 第1次采集血样为分娩前42 d, 
以后每隔1 wk采集1次血样, 分离血清分装后置

于-20℃保存备用. 第1次采集乳样为分娩后8 h, 
以后每隔8 h采集1次, 连续采7 d, 以上样本采集

后置于-20℃保存备用. 将采集的乳样于室温解

冻后, 取20 mL于试管中加入凝乳酶, 37℃静置

2 h后, 2500 r/min离心15 min, 取上层清亮乳清

置于-20℃保存备用. 取聚苯乙烯96孔ELISA板, 
每孔加入12.5 g/L的戊二醛溶液200 μL, 37℃温

育2 h. 取出后, 在洗板机上用蒸馏水洗涤3次, 每
次300 μL. 将灭活的菌液用包被液(0.05 mol/L 
pH 9.6的碳酸盐缓冲液)稀释至5×1011CFU/L, 
每孔加入50 μL, 37℃温育20-24 h. 每孔加入

220 μ L封闭液(1 g/L B S A), 4℃过夜. 之后, 
用洗涤液(0.5 g/L Tween-20)洗涤三次, 每次

300 μL, 干燥. 至此, ELISA板可放在-20℃保存

备用. 将待检样本用封闭液稀释至所需浓度, 每
孔加入50 μL, 37℃温育1 h, 用洗涤液洗板3次, 
每次300 μL. 用酶标抗体稀释液(10 g/L BSA)
将酶标兔抗牛IgG抗体(购于Sigma公司)1∶2×
104稀释, 每孔加入50 μL, 37℃温育1 h, 用洗涤

液洗板3次, 每次300 μL. 每孔加入100 μL底物

显色液(OPD-H2O2溶液), 室温避光反应20 min. 
每孔加入50 μL终止液终止反应. 在酶标仪上

用490 nm和620 nm双波长测定每孔的吸光度

(A )值.

2  结果

2.1 细菌最适包被浓度和乳清稀释度 用方阵滴

定法: 细菌浓度作0.3125-40×1011 CFU/L倍比稀

释, 乳清作1∶20-2560倍比稀释. 可见在酶标兔∶20-2560倍比稀释. 可见在酶标兔20-2560倍比稀释. 可见在酶标兔

抗牛IgG抗体工作浓度为1∶20 000条件下, 细菌∶20 000条件下, 细菌20 000条件下, 细菌

浓度为5×1011 CFU/L时P/N值最高(图1), 故选用

5×1011CFU/L的细菌浓度为包被浓度, 1∶1280∶12801280
为乳清稀释度. 
2.2 酶标兔抗牛IgG抗体最适反应时间及底物

最适反应时间  其他条件固定的情况下 ,  酶标

兔抗牛IgG抗体的反应时间分别为30, 60, 90和
120 min. 随着反应时间的延长, 阳性和阴性的

A值相应增加, 当温育时间为60 min时P/N值最

大. 故确定酶标兔抗牛IgG抗体的最佳反应时间

为60 min. 其他条件固定的情况下, 底物的反应他条件固定的情况下, 底物的反应条件固定的情况下, 底物的反应
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图  1  细菌最适
包被浓度和乳清
稀释度的选择.
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时间分别为10, 20, 30, 40 min. 随着反应时间的

延长, 阴性和阳性的A值相应增加, 当温育时间

为20 min时P/N值最大. 故底物最适反应时间为

20 min. 
2.3 免疫奶牛乳清抗体效价 按照上面得出的最

佳反应条件, 检测所采集到的乳清样. 可见两头

免疫奶牛抗体效价的最高值均出现在分娩后

1 d, 01047初乳中IgG的含量高于01104. 随着泌

乳的进行, 抗体效价迅速降低. 泌乳4 d以后, 两
头奶牛的乳中抗体效价P/N值均<2.1(阴性), 而
对照组奶牛仅在分娩当天检测到微弱阳性, 且
P/N值均小于试验组(表1). 测得血清抗体效价见

表2.

3  讨论

影响ELISA测定的因素很多, 固相载体的吸附性

能直接影响ELISA的测定. 不同材料的固相载体

吸附性不同, 最常用的是聚苯乙烯. 为了有效地

将含游离氨基的抗体或抗原包被到聚苯乙烯载

体上, 可用戊二醛对载体进行处理. 聚苯乙烯在

pH相对低的情况下被激活, 而戊二醛在这种情

况下不能形成聚合体, 加入pH 9.6的抗原包被液

后, 便可提高戊二醛的反应性[12]. 封闭是继包被

之后用高浓度的无关蛋白质溶液再包被的过程, 
让大量不相关的蛋白质填充固相载体表面尚有

的未被占据的空隙, 从而排除非特异性的吸附. 
为了避免酶标结合物在反应中直接吸附在固相

载体上, 在稀释缓冲液中常加入高浓度的无关

蛋白质, 本试验加入10 g/L BSA作为封闭液, 通
过竞争以抑制结合物的吸附. 此外, 还加入了具

有抑制蛋白质吸附于塑料表面的非离子型表面

活性剂Tween-20, 浓度为0.5 g/L. 
牛乳中高浓度的Ig主要来自血液的转移, 特

别是IgG1. 在产犊前几周, IgG开始进入乳腺, 在
产犊时或接近产犊时停止进入. Newby et al经
计算, 初乳中IgG1几乎100%来自血液. Brandon 
et al [13]及Sasaki et al [14]的研究也得出相似的结

论. 初乳中IgG浓度最高, 但随着泌乳进行迅速下

降. Ishikawa et al对Holstein牛研究表明, 在产后

2 h内, 初乳中总蛋白为16.8%, 到10-12 h, 降到

13.5%. Levieux et al [15]对60头乳样进行检测, 在
头2 d内, 每次挤乳, IgG浓度下降50%左右[14]. 本
试验表明, 免疫奶牛在分娩当天初乳中抗体效价

最高, 随着泌乳的进行, 抗体效价逐渐降低, 分娩

4 d以后, 初乳中抗H pylori抗体的P/N值呈阴性. 
初乳中IgG浓度除受品种、营养等因素影响外, 
还受奶牛的胎次影响, 第1胎的初乳量要远远低

于第2胎以后的牛. 我们也得到类似的结果. 成年

牛01047初乳中的抗体效价高于青年牛01104. 
我们初步建立了检测抗H pylori牛奶中抗体

的方法, 观察了H pylori全菌抗原通过肌肉注射

引起妊娠奶牛免疫应答、产生特异性IgG抗体

的变化规律. 在由初乳向常乳的过渡中, 各种Ig
的相对浓度变化很小, 但这是否就说明了不同

泌乳阶段, 乳这一分泌物的生理功能只是轻微

地发生了变化. 在常乳期免疫奶牛后在乳中是

否有特异性抗体存在, 需要做进一步工作来证

实. 而且在肠道酶环境下, 初乳中抗特异性IgG
抗体是否具有免疫反应活性需要通过动物模型

来深入研究. 通过食用免疫乳制品来调整肠道

微生态环境, 清除肠道中病原菌和腐败菌及其

产生的毒素, 从而调整整个机体的健康, 将是一

种经济、理想的方法. 怎样将被动免疫采用更

合理、更易接受的方法和途径运用于大规模人

群防治胃肠疾病的实践是一个崭新的课题. 

    

表  1  乳清的抗体效价

	                                          P/N值	

		    01047 	       01104	           9608
分娩后 (d)     时间

1

2

3

4

5

6

7

  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00
  8:00
16:00
24:00

  
5.84
5.09

3.40
3.86
3.83
2.81
3.33
2.61
2.65
2.16
1.54
2.49
2.11
2.14
2.06
1.57
1.32
1.22
1.4

3.65
3.51
2.89
2.35
2.49
2.23
1.78
1.57
1.11
1.68
1.53
1.81
1.55
1.7
1.63
1.57
1.49
1.48
1.64
1.69
1.65

2.73

1.49

1.1

0.79

0.89

0.80

0.78

    

表  2  血清抗体效价

                       分娩前天数	                 分娩    分娩后天数

01047

P/N值

01104

P/N值

 50      43      36     29     22     13       8         0          3         6  

1.04   1.10   1.90  2.80  3.41  4.27  4.26    4.56     4.54    4.34

 39         32         25           18              11            0          3

1.01      1.21     1.46         2.51           3.16        2.82     2.80 
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第二届全国小肠疾病学术会议

本刊讯 第二届全国小肠疾病学术会议将于2006-08-23/27在太原举行, 现将征文通知公布如下:

1  稿件要求及截稿日期 

全文, 结构式摘要(1000字), 电脑打印(附软盘)或E-mail, 2006-04-31截稿.

2  联系方式 

山西省太原市双塔东街29号山西少人民医院内镜中心 陈星; 邮编:  030012; 电话: 0351-4960028; E-mail: 

senj29@163.com.

www.wjgnet.com
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