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微囊化大肠杆菌口服灭活疫苗对
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要!不同血清型的致病性大肠杆菌是引起幼畜腹泻的主要病因之一'笔者拟对采用微囊包被技术制备的羊大

肠杆菌灭活口服疫苗对大鼠的免疫效果进行评价'将制备的羊大肠杆菌蜂胶佐剂灭活苗作为芯材!天然高分子材

料海藻酸钠为壁材!采用喷雾干燥法制备微囊化口服疫苗'微囊化口服疫苗的含菌量为
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只成年健康大鼠随机分为对照组&注射组和微囊包被口服疫苗组"再分为基础剂量&

%&

倍基础剂量和
0&

倍基础剂

量三组#!免疫后采用微量凝集试验和本室建立的间接
5CD34

方法检测免疫血清抗体效价并对细胞和黏膜免疫进

行检测'微量凝集试验检测结果显示!免疫后
1"

各试验组即可产生抗体!免疫后
0("

时抗体效价达到高峰!随后

开始下降'间接
5CD34

方法检测结果显示!免疫后
%)"

各试验组特异抗体转阳!并持续到
0("

'口服组的抗体效

价均显著高于对照组"

F

#

&'&2

#!而与注射组无差异"

F

$

&'&2

#!且各口服剂量组之间差异不显著"

F

$

&'&2

#'免

疫后
*2"

口服试验组特异抗体转为阴性!而注射组可维持到
*2"

(

R

淋巴细胞转化结果显示!免疫
1"

后!三个口

服剂量组的
3D

值均显著高于对照组和注射组"

F

#
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#'免疫后口服各剂量组的肠黏膜分泌型免疫球蛋白
4
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#含量均高于同期的对照组和注射组!

0%"

后
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F

4

含量达到高峰'微囊包被口服疫苗能够产生与注射组同

样的体液免疫!同时还可以刺激大鼠机体产生较好的细胞免疫和黏膜免疫'
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不同血清型的致病性羊大肠杆菌"

J1",&'(",($

"+.(
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#是引起羔羊腹泻的主要病因之一!给

养羊业的发展造成严重影响*

%

+

'目前!此病的防治

主要以药物治疗和疫苗接种为主!免疫接种途径主

要为注射免疫法'该法具有用量少&免疫效果好的

优点!但免疫过程中的抓捕&针刺等操作环节易造成

被免疫动物产生应激反应!注射免疫法也较为费时

费力*

0

+

'口服给药"免疫#是一种最为方便&有效的

途径*

*

+

'

研究表明!哺乳动物的胃肠道黏膜是一种特殊

的黏膜免疫器官*

)

+

!黏膜上皮及固有层内含有大量

免疫细胞及免疫分子!通过分泌型
D

F

4

"

,D

F

4

#和

D

F

^

发挥作用!阻止病原微生物在黏膜上皮层定

殖*

2

+

'在小鼠试验中!口服免疫可有效刺激小鼠肠

道免疫系统产生特异性免疫应答!机体产生明显免

疫反应!黏膜免疫水平效果明显!且小鼠无机体应激

反应*

.

+

'将日本血吸虫
36I-K!0(

基因克隆至载

体上!并与不同佐剂混合制成微球口服免疫小鼠!发

现小鼠产生特异
,!D

F

4

抗体反应!并诱导小鼠产生

抗攻击感染的免疫保护作用*

1!(

+

'

口服疫苗在通过反刍动物胃肠道时!易遭到胃

肠道
P

I

变化&蛋白酶的消化分解及复杂的微生态

环境等影响!限制了口服疫苗的效果'利用微囊包

被技术"

6$:K#<-:7

P

,>87L$#-

#对口服疫苗进行包被!

拌饲投喂免疫反刍动物可抵御胃肠道内各段微生物

和化学性消化的降解*

/

+

'微胶囊其常见粒径介于

2

&

0&&

,

6

!壁厚通常为
&'0

&

%&

,

6

!微胶囊可遮蔽

异味&防止芯材物质流失&降解&缓释与控释!对较为

敏感的活性成分具有保护作用*

%&!%2

+

'微囊化口服疫

苗粒直径大小直接影响疫苗的免疫效果!研究表明$

粒径
#

%&

,

6

的微胶囊颗粒可经肠道
\<

=

<K

氏结内

的
^

细胞摄取吸收!诱导局部和全身散在的黏膜

,D

F

4

抗体免疫反应*

%.

+

'

反刍动物用大肠杆菌口服疫苗研究缺乏报道!

因此本研究拟采用微囊包被技术制备羊源致病性大

肠杆菌口服灭活疫苗!免疫接种大鼠!建立针对微囊

化的羊大肠杆菌灭活口服疫苗免疫抗体酶联免疫试

验"

5CD34

#检测方法'对其体液免疫&细胞免疫和

黏膜免疫效果进行评价!以期为研制防治羔羊大肠

杆菌性腹泻口服疫苗新剂型奠定基础'

#

!

材料与方法

#F#

!

材料

J(*!%

&

J(*!0

&

J(*!*

!血清型
H1(

$

_(&

为新疆

畜牧科学院兽医研究所惠赠'佐剂为市售固体蜂胶

经纯化后制得'海藻酸钠为天津市光复精细化工研

究所产品'

BJ4

蛋白测定试剂盒&

U!;7-O

,

,

液购

自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司'大肠杆菌

阳性血清为本室制备'辣根过氧化物酶标记山羊抗

大鼠
D

F

A

购自中杉金桥公司'大鼠分泌型免疫球

(&*
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#定量检测试剂盒购自
E7

P

$"N$#

公司'

健康未免疫雄性
W$,L7K

大鼠
%&&

只!体重在

%(&

&

00&

F

!健康未免疫新西兰家兔均购自新疆疾

病预防控制中心实验动物中心'

主要仪器$

ZJ!&%2

实验型喷雾干燥机"上海雅

程仪器设备有限公司#(

UDADJ5@0&!E

型高速低温

离心机"西班牙
HERH4CE534

公司#(超声波破碎

仪"苏州安泰公司#(

R;<K6#3:$<-L$M$:]#K67JH

0

细胞培养箱"美国
]#K67,:$<-L$M$:

公司#(

3

=

-<K

F

!

=

R^IRG

多功能酶标仪"美国伯腾仪器有限公

司#'

#F!

!

方法

%'0'%

!

免疫抗原制备
!!

参照农业部
0&&&

年版3兽

用生物制品规程4中的羊大肠杆菌灭活苗制造规程制

备蜂胶佐剂灭活疫苗!使菌液浓度达
%&&

亿0

6C

f%

!

蜂胶质量浓度达
%26

F

0

6C

f%

'利用正交试验最终

优化的条件进行喷雾干燥制得微囊化口服疫苗产品!

微囊化口服疫苗的含菌量为
1'20e%&

%%

0

F

f%

'

%'0'0

!

动物分组及免疫程序
!!

前述
W$,L7K

大鼠

和新西兰家兔免疫前供给基础日粮"商品日粮#预饲

%

周!观察活动正常'大鼠心脏采血!待血液凝固后

分离血清!制备阴性血清'

免疫试验分为三组!每组
0&

只大鼠!分别为空

白对照组"基础日粮组#!注射组"基础日粮
`

腹腔注

射蜂胶佐剂大肠杆菌灭活疫苗组!菌液浓度$

%&&

亿0

6C

f%

#和口服组"基础日粮
`

微囊包被大肠杆

菌口服疫苗组#'以注射组的疫苗含菌量为基础剂

量!口服试验组分为低&中&高三组!其中口服组又分

为基础剂量组"含菌量
%'2e%&

%%

0

O

F

f%

#&

%&

倍剂

量组"含菌量
%'2e%&

%0

0

O

F

f%

#!

0&

倍剂量组"含菌

量
*e%&

%0

0

O

F

f%

#三个组'将微囊包被法制备的疫

苗干粉"含菌量$

1'20e%&

%%

0

F

f%

#拌入饲料中压制

成柱状颗粒!参照黄嘉驷等*

%1

+制备的大肠杆菌微囊

化口 服 疫 苗 对 大 鼠 免 疫 试 验 中 的 剂 量 "

&'0

F

0

O

F

f%

#作为基础剂量进行口服免疫'口服组首

次免疫后间隔
1"

进行二免"同首免#(注射组采用

传统针剂接种方式进行免疫!首免注射加蜂胶佐剂

的灭活苗
&'26C

0只f%

!间隔
1"

后再次注射该灭

活苗
%6C

'实验大鼠试验期为
*2"

!分别采取
&

&

1

&

%)

&

0%

&

0(

和
*2"

的实验大鼠血样及黏膜样进行

抗体效价的检测'

%'0'*

!

血清抗体效价的检测

%'0'*'%

!

阳性血清的制备$选用健康无免疫家兔
*

只!按
%&&

亿菌0

6C

f%的全菌抗原"含蜂胶佐剂#皮

下注射
%6C

免疫!间隔
1"

后加强免疫全菌抗原
0

6C

'末次注射后
%)"

采用玻板凝集法试血!效价

达标后!取血!无菌分离血清!加万分之一硫柳汞!

f0&r

冻存'作为微量凝集试验中阳性对照之用'

%'0'*'0

!

凝集抗原的制备*

%(

+

$取二级种子菌液接

种营养琼脂平板!

*1 r

培养
0&

&

0);

!然后用含

&'2[

甲醛的生理盐水洗下菌苔!

) r %&&&&

K

0

6$-

f%离心
%&6$-

洗涤沉淀!重复
*

次!

%0% r

高压
0;

热灭活!利用麦氏比浊管调整浓度至
*&

亿菌0

6C

f%

!即为凝集原!

f)r

冻存'

%'0'*'*

!

微量凝集试验$参照刘纪成*

%(

+及新城疫

微量血凝抑制试验的方法略加修饰!设立阳性&阴

性血清及抗原对照!置
*1r

温箱作用
);

!观察结

果'

%'0'*')

!

间接
5CD34

检测血清抗体效价$采用

本室自建的-用于微囊化大肠杆菌口服疫苗免

疫抗体检测的检测方法及检测试剂盒.对口服免

疫大鼠产生的免疫抗体进行抗体效价检测'具体

检测方法包括抗原包被&标准曲线绘制及回归方

程的建立及免疫血清效价检测"专利受理号$

0&%.%&00&1*2')

#

*

%/

+

'

抗原包被$用碳酸盐缓冲液将抗原按一定比例

稀释!加入抗原包被板!

)r

包被过夜(经室温平衡

后弃去液体!用
\B3R

洗涤后!在吸水纸上拍干!每

孔加入
B34

封闭液!经温育&洗涤后吸水纸拍干!加

入经
B34

稀释的血清!再经温育&洗涤后拍干!加入

经
B34

稀释的辣根过氧化物酶"

IE\

#标羊抗大鼠

D

F

A

!温育&洗涤后!加入
H\U

"邻苯二胺#底物溶液!

经振荡&温育后!加入终止液经振荡&静置作用后!酶

标仪
)/0-6

和
.*&-6

双波长测定其
HU

值'

标准曲线及回归方程的建立$取
%2

份按
%v2&

稀释的效价不同的已知羊大肠杆菌阳性血清!以

%v%&&

&

%v0&&

&

%v)&&

&

%v(&&

&

%v%.&&

&

%v

*0&&

&

%v.)&&

&

%v%0(&&

系列稀释!按优化好的

间接
5CD34

操作程序进行操作'定义每份血清的

5CD34

效价"

5R

#为
HU

)/0

%

.*&-6

值大于阴性临界值

所对应的最高稀释倍数'以每份血清按
%v2&

稀释

时的
HU

)/0

%

.*&-6

值为横坐标!以相应的
5CD34

效价

倒数的对数为纵坐标!作散点图!得出标准曲线及回

归方程'

%'0')

!

淋巴细胞转化试验

%'0')'%

!

大鼠脾淋巴细胞悬液的制备$分别于免疫

/&*
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后
1

&

0%

&

0("

后每组颈椎脱臼处死大鼠
*

只!无菌

摘取大鼠脾!按照郭曦等*

0&

+的方法制备大鼠脾淋巴

细胞悬液(活细胞数应在
/2[

以上!调整细胞浓度

至
0e%&

1

0

6C

f%

'

%'0')'0

!

R

淋巴细胞转化试验"

^RR

法#$参照张

冰冰等*

0%

+建立的羔羊外周血单个核细胞转化检测

的
^RR

比色法略加改动$在
/.

孔细胞培养板中按

0e%&

1

0

6C

f%细胞密度铺板!每孔加入细胞
%&&

,

C

!其他步骤与文献介绍方法相同!酶标仪
HU

)/0-6

处测定吸光度值'按下列公式计算刺激指数
3D

"

,L$6>87L<$-"<g

!

3D

#$

刺激指数
b

"试验组平均
HU

值
f

机器底板平

均
HU

值#%"对照组平均
HU

值
f

机器底板平均
HU

值#'

%'0'2

!

肠黏膜分泌型免疫球蛋白
4

"

,D

F

4

#的检测

%'0'2'%

!

样品采集及处理$分别在免疫后
1

&

%)

&

0%

&

0(

&

*2"

各组颈椎脱臼处死大鼠
*

只!参照杜丹

等*

00

+方法摘取大鼠自幽门下
2:6

至回盲部间约
0&

:6

肠段!平铺于滤纸上!纵行剪开!无菌
\B3

反复

冲洗肠腔表面后!用载玻片轻刮黏膜表面黏液!收集

于
%'26C

无菌
5

PP

#-"#M

管内!分别加入
&'26C

的
\B3

!振荡混匀!

) r

离心"

%&&&&K

0

6$-

f%

!

%2

6$-

#!取上清
f0&r

保存'参照朱洪艳等*

0*

+利用

双抗体夹心
5CD34

法检测牛初乳
,D

F

4

!该方法简

单&快速&灵敏性高!本试验同样采用双抗体夹心

5CD34

法对大鼠进行肠黏膜
,D

F

4

水平检测!按试

剂盒说明书进行检测'

%'0'2'0

!

试剂盒操作步骤$按顺序在标准品孔加入

标准品
3&

(

32

!每孔加入
2&

,

C

!质量浓度分别为

&

&

0

&

)

&

(

&

%.

和
*0

,

F

0

6C

f%

'待测样品孔每孔加

待测样
%&

,

C

!然后加样品稀释液
)&

,

C

'分别设标

准品孔&待测样品孔和空白对照孔'空白孔不加任

何液体'每孔加辣根过氧化物酶标二抗
%&&

,

C

!

*1

r.&6$-

'加洗涤液!静置
%6$-

后弃去!如此重复

洗板
2

次!拍干'每孔先加显色剂
4

液
2&

,

C

!再加

显色剂
B

液
2&

,

C

!轻轻振荡混匀!

*1r

避光显色

%26$-

'加终止液
2&

,

C

终止反应"颜色由蓝色立

转黄色#'以空白孔调零!在加终止液后
%26$-

内!

用
)2&-6

波长测量各孔的吸光度"

HU

值#'

根据标准品的浓度及对应的
HU

值!计算出标

准曲线的直线回归方程!再根据样品的
HU

值!在回

归方程中计算出对应样品的浓度!再乘以样品稀释

倍数算出样品最终浓度'

%'0'.

!

试验数据处理
!!

本试验中每组样本数
)b

*

!数据结果以-

<s1

<

.表示'所有数据采用
3\33

00'&

统计软件进行统计学处理!对照组与各试验组

之间进行单因素方差分析"

4@HY4

#'

!

!

结
!

果

!F#

!

特异抗体水平微量凝集试验检测

微量凝集试验检测疫苗免疫后各试验组大鼠不

同免疫时间的凝集效价对数"

8#

F

0

#结果如图
%

所

示!口服试验组和注射组的抗体效价在免疫后均不

断增高!并在二免后两周即免疫
0("

时达到高峰!

此后抗体效价出现下降'其中!口服试验组的抗体

效价均低于同期的注射组'

!F!

!

特异抗体水平间接
KXTH)

检测

经测 定 获 得 的 最 佳 抗 原 包 被 浓 度 为
%2

亿菌0

6C

f%的细菌浓度"其蛋白质含量为
)'12

,

F

0

6C

f%

#!血清稀释度选用
%v2&

'

图
#

!

微量凝集试验检测不同疫苗免疫后大鼠特异抗体水平变化结果

O1

>

F#

!

DJ/0

N

/.1:1.,-81@3*

B

4/+/43-6,80@

B

=1.63L,

>>

4581-,813-8/08

&%*



!

0

期 夏瑞阳等$微囊化大肠杆菌口服灭活疫苗对大鼠免疫效果的研究

依据公式$阴阳性临界值
b

阴性样本
HU

平均值
`

*e1

!经测定获得其阴性血清平均值为
&'%.*

!标准

差为
&'&/*

'经计算获得阴阳性临界值为
&')))

'

确定血清样品的
\

%

@

值
*

0'%

且临界值
*

&')))

即

为阳性'

0'0'%

!

效价标准曲线和回归方程的建立
!!

以血

清按
%v2&

稀释时的
HU

值为横坐标!以相应的

5CD34

效价"

5R

#倒数的对数为纵坐标!所得的标

准曲线见图
0

!标准曲线的回归方程
8

F

*

%

%

JK

+

b

%'22.)HU

)/0

%

.*&-6

%̀'*0/2

!

L

0

b&'./01

'

0'0'0

!

不同免疫时间各组特异抗体间接
5CD34

检

测
!!

对大鼠饲喂蜂胶佐剂口服疫苗免疫后
1

&

%)

&

0%

&

0(

&

*2"

各试验组的免疫血清进行间接
5CD34

检测!所测得
HU

值见表
%

'免疫后口服试验组的

各剂量组和注射组的
HU

均显著高于对照组"

F

#

图
!

!

标准曲线

O1

>

F!

!

H8,-*,6*.56+/

&'&2

#!免疫后
0(

&

*2"

注射组
HU

显著高于口服试

验组"

F

#

&'&2

#'免疫后口服试验组的各剂量组之

间
HU

差异不显著"

F

$

&'&2

#'

!F(

!

D

淋巴细胞转化试验

如表
0

所示!免疫
1"

后!微囊化口服疫苗三个

表
#

!

大鼠特异抗体的间接
KXTH)

检测结果"

V;

%'!

&

I("-=

%

&

B #̀

&

B

%

*a(

#

D,@4/#

!

DJ/6/054803:0

N

/.1:1.,-81@3*

B

4/+/41-6,80@

B

1-*16/.8KXTH)8/08

"

V;

%'!

&

I("-=

%

&

B #̀

&

B

%

*a(

#

免疫时间%
"

D66>-$T7L$#-

"7

=

,

对照组

J#-LK#8

F

K#>

P

注射组

D-

+

<:L$#-

F

K#>

P

口服试验组
HK78L<,L

F

K#>

P

基础剂量

B7,78"#,<

%&

倍剂量

%&!M#8"

0&

倍剂量

0&!M#8"

1 &'%&s&'&. &')&s&'&) &'*.s&'&* &'*(s&'%* &'*(s&'&)

%) &'%0s&'&2 &'2&s&'&. &')0s&'&)

&')/s&'&*

"

&'2&s&'&1

"

0% &'&(s&'&% &'.&s&'&0

""

&'20s&'&2

""

&'2*s&'&/

""

&'2.s&'&2

""

0( &'&/s&'&0

&'(/s&'%&

7

""

&'.1s&'&2

N

""

&'1%s&'&*

N

""

&'12s&'&2

N

""

*2 &'&/s&'&0 &'22s&'&*

7

""

&')&s&'&*

N

&'*/s&'&0

N

&')%s&'&2

N

表中数据进行单因素方差分析!同行数据间均与对照组比较!不同上标小写字母表示
F

#

&'&2

!差异显著!大写字母表示
F

#

&'&%

!差异极显著(同列数据间均与免疫第
1

天数据比较!

"

表示
F

#

&'&2

!差异显著!

""

表示
F

#

&'&%

!差异极显著

R;<"7L7S7,7-78

=

T<"N

=

#-<S7

=

4@HY4L<,L

!

$-<7:;K#SL;<"7L7S7,:#6

P

7K<"S$L;L;<:#-LK#8

!

L;<"$MM<K<-L,>

P

<K,:K$

P

L

8#S<K:7,<8<LL<K,K<

P

K<,<-LF

#

&'&2

!

,;#S$-

F

L;<,$

F

-$M$:7-L"$MM<K<-:<

!

S;<K<7,L;<"$MM<K<-L,>

P

<K,:K$

P

L:7

P

$L788<LL<K,

P

K<,<-L

F

#

&'&%

!

,;#S$-

F

L;<<gLK<6<8

=

,$

F

-$M$:7-L"$MM<K<-:<

(

$-<7:;:#8>6-L;<"7L7S7,:#6

P

7K<"S$L;L;7L7L"7

=

1

!

"

7-"

""

6<7-7,L;<7M#K<6<-L$#-<"

表
!

!

大鼠脾淋巴细胞转化试验结果"

HT

值%

&

B #̀

&

B

%

*a(

#

D,@4/!

!

DJ/6/054803:D4

B

=

N

J3.

B

8/86,-0:36=,813-8/083:0

N

4//-3:6,8

"

HT+,45/

%

&

B #̀

&

B

%

*a(

#

免疫时间%
"

D66>-$T7L$#-

"7

=

,

对照组

J#-LK#8

F

K#>

P

注射组

D-

+

<:L$#-

F

K#>

P

口服试验组
HK78L<,L

F

K#>

P

基础剂量

B7,78"#,<

%&

倍剂量

%&!M#8"

0&

倍剂量

0&!M#8"

1 &'0*s&'&*

"

&'0%s&'&0

"

%'*(s&'&2

7

%'0(s&'%%

N:

%'0*s&'&(

N

0%

%'%0s&'&%

N

%'%*s&'&0

7N

%'%(s&'&*

7

%'%)s&'&2

7N

%'%.s&'&0

7N

0( %'1(s&'%2 %'12s&'2( %'%*s%'&/ %'%2s%'%1 %')(s&'.&

表中数据进行单因素方差分析!同行数据间均与对照组比较!不同上标小写字母表示
F

#

&'&2

!差异显著!大写字母表示
F

#

&'&%

!差异极显著

R;<"7L7S7,7-78

=

T<"N

=

#-<S7

=

4@HY4

!

$-<7:;K#SL;<"7L7S7,:#6

P

7K<"S$L;L;<:#-LK#8

!

L;<"$MM<K<-L,>

P

<K,:K$

P

L8#S!

<K:7,<8<LL<K,K<

P

K<,<-LF

#

&'&2

!

,;#S$-

F

L;<,$

F

-$M$:7-L"$MM<K<-:<

!

S;<K<7,L;<"$MM<K<-L,>

P

<K,:K$

P

L:7

P

$L788<LL<K,

P

K<,<-L

F

#

&'&%

!

,;#S$-

F

L;<<gLK<6<8

=

,$

F

-$M$:7-L"$MM<K<-:<

%%*
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剂量组的
R

淋巴细胞转化
3D

值均显著高于注射组

和对照组"

F

#

&'&2

#(口服基础剂量组的
3D

值显著

高于
0&

倍剂量组"

F

#

&'&2

#!

%&

倍剂量组与
0&

倍

剂量组之间差异不显著"

F

$

&'&2

#(免疫
0%"

后!口

服基础剂量组的
3D

值显著高于对照组"

F

#

&'&2

#!

而其他组的
3D

值与对照组相比差异不显著"

F

$

&'&2

#'在免疫后
0("

时!口服各剂量组和注射组

的
3D

值与对照组差异均不显著"

F

$

&'&2

#'

!F%

!

大鼠肠黏膜分泌型免疫球蛋白
)

"

0T

>

)

#的检

测

0')'%

!

标准曲线的建立
!!

制得试剂盒标准曲线回

归方程为
6

b&'&*2)<f&'&&)2

"

L

0

b&'/(/.

#!见图
*

'

0')'0

!

大鼠肠黏膜分泌型免疫球蛋白
4

检测
!!

各试验组大鼠肠黏膜分泌型免疫球蛋白
4

"

,D

F

4

#

的含量随免疫时间的变化如图
)

所示$口服试验组

的各剂量组的
,D

F

4

含量与同期的注射组和对照组

图
(

!

标准曲线

O1

>

F(

!

H8,-*,6*.56+/

相比含量均较高'除
%&

倍剂量组外其余各组的
,D!

F

4

含量均在免疫后
0%"

达到高峰!其中基础剂量

组
,D

F

4

的含量最高!达
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,

F

0
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f%

'但在免疫

后
0%"

后各试验组的
,D

F

4

含量均出现下降趋势!

且在免疫后
*2"

时各组之间的
,D

F

4

含量变化不

大!基本相同'
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含量免疫后的变化
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黏膜免疫系统是机体抵御外界病原微生物入侵

和感染的第一道防线!也是机体感染致病菌的主要

部位之一!它对于分布于呼吸道&消化道和泌尿生殖

道等黏膜处的病原尤为重要*

0)

+

'口服接种疫苗后

不仅可以刺激机体在胃肠道产生局部免疫应答!而

且可以通过共同黏膜免疫系统"

Ĵ D3

#引起全身黏

膜系统产生免疫效果*

02

+

'缺点是所需抗原量和接

种次数要比非胃肠道途径的多'

任燕等*
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+制备包裹哈维弧菌"

%(G'(+,$'5&
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!

Y;

#重组外膜蛋白
H6

P

_

的壳聚糖
!

海藻酸钠复合

微囊口服疫苗免疫斜带石斑鱼!发现微囊疫苗组血

清抗体效价峰值为
0/

!明显高于
H6

P

_

蛋白组(微

囊疫苗组后肠黏膜上清的吸光值明显高于
H6

P

_

蛋白组和空白对照组!说明制备的壳聚糖
!

海藻酸盐

复合微囊疫苗口服石斑鱼后!具有较好的免疫效果'

I'J']8$:O!36$L;

等*
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+将微囊化炭疽杆菌疫苗通

过口服途径接种于小鼠!主要抗原为炭疽杆菌重组

保护性抗原"

E\4

#!以此刺激小鼠胃肠黏膜诱导其

产生特异性免疫保护!免疫的全部小鼠
E\4

)特异

性抗体滴度高于空白对照组并差异显著!其后对全

部小鼠进行攻毒试验!结果证明
E\4

微囊化口服

疫苗经口给药可刺激胃肠黏膜免疫应答!有效保护

小鼠'

为达到较好的免疫效果!本试验过程中用含菌

0%*
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期 夏瑞阳等$微囊化大肠杆菌口服灭活疫苗对大鼠免疫效果的研究

量为
1'20e%&

%%

0

F

f%干粉的微囊化口服疫苗按基

础剂量"

&'&2

F

0只f%

#&

%&

倍剂量"

&'2

F

0只f%

#和

0&

倍剂量"

%

F

0只f%

#分别进行两次免疫!同时设

立注射组和对照组'本试验是首次对微囊包被羊大

肠杆菌灭活疫苗的口服效果的初步评价!剂量选取

范围较大!然后在后续研究中再进一步缩小剂量范

围!筛选最佳口服免疫剂量'添加蜂胶作为口服疫

苗的佐剂!可引起特异性免疫反应!且能够刺激机体

产生良好的免疫保护*
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+

'

微量凝集试验和酶联免疫吸附试验是目前检测

羊大肠杆菌病抗体效价的有效检测方法!本次试验

通过微量凝集试验和间接
5CD34

法对血清进行抗

体效价的检测发现两种方法下均可检出口服组与注

射组于免疫
0("

抗体效价达到高峰'微量凝集试

验用时较短!

0

&

*;

便可完成整个试验流程!但通

过肉眼观察结果具有一定主观性!适用于基层养殖

户快速&初步检测羊大肠杆菌病抗体效价!而

5CD34

方法的特异性和灵敏度较微量凝集试验高!

且待检血清用量较少!操作简便!便于大批量检测'

通过间接
5CD34

方法检测不同免疫时间大鼠免疫

血清的抗体效价发现疫苗免疫后
1

&

%)

&

0%"

口服组

和注射组均可产生抗体效价!口服试验组分为基础

剂量组&

%&

倍剂量组和
0&

倍剂量组!试验结果表明

三个不同剂量组的实验大鼠均产生了免疫保护!因

而在不影响血清抗体效价水平前提下!尽量采用最

低剂量作为推荐剂量!为将来产业化利用奠定成本

基础'

大鼠肠黏膜分泌型免疫球蛋白
4

检测结果发

现口服试验组的各组
,D

F

4

含量均高于注射组和对

照组!对照组免疫前后
,D

F

4

含量基本无变化'证

明微囊化口服大肠杆菌疫苗可通过刺激胃肠道黏膜

产生确实的黏膜免疫!产生大量
,D

F

4

!通过阻滞外

界羊源大肠杆菌病原微生物在全身黏膜处黏附定

殖!从而减轻对机体的损害伤!产生一定的免疫保护

作用'

笔者采用
^RR

法测定大鼠疫苗免疫后脾
R

淋

巴细胞增殖情况!以刺激指数变化评价细胞免疫情

况'免疫
1"

后口服组的刺激指数
3D

值显著高于

对照组和注射组"

F

#

&'&2

#!口服低剂量组
3D

值高

于高剂量组'至免疫后
0("

各试验组的
3D

值差异

均不显著"

F

$

&'&2

#'试验中发现当延长培养时间

或增大细胞密度时!对应检测到
HU

)/0-6

值随之增

大!并随着免疫时间的增加!各组
HU

)/0-6

值也不断

增大!但由于阴性对照本底值也较高!所以
3D

值变

化尚不足以说明细胞免疫效果!有待进一步研究确

定'本次研究证明通过疫苗口服免疫大鼠后!可以

诱导机体产生与注射组一样的体液免疫!但相应的

抗体效价低'口服组的各剂量组疫苗的含菌量分别

是注射组的
*'1.

倍&

*1'.

倍和
12'0

倍!由此可以

看出要产生相同的血清抗体效价!口服免疫需要数

倍甚至数十倍于注射组的抗原剂量!因此!在后续试

验中可以通过提高单位疫苗中的菌含量或寻找高效

的口服免疫佐剂来提高动物体液免疫水平'

综上所述!微囊化羊源大肠杆菌口服灭活疫苗

可产生与注射组同样的体液免疫!同时还可以刺激

大鼠机体产生较好细胞免疫和黏膜免疫'本次试验

中所制备的微囊化羊源大肠杆菌口服灭活疫苗经过

进一步工艺优化后有望成为一种大肠杆菌口服疫苗

新剂型'
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