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要"目的
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探讨高效价%高纯度且生物活性好的抗铜绿假单胞菌"

QD

#的特异性鸡卵黄免疫球蛋白

"

&
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#的制备工艺$方法
!

采用超声破碎%共振裂解%研磨破碎等方法裂解
QD

!筛选出最佳裂解抗原!然后将裂

解抗原或经甲醛灭活的全菌抗原与佐剂充分乳化免疫产蛋母鸡'采用酶联免疫吸附试验检测水稀释后的
&

I

_

抗体效价变化'通过硫酸铵盐析!超滤法纯化抗体!并用十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝电泳法"

2\24QDY(

#和

二喹啉甲酸"

A*D

#法测定抗体纯度和浓度!平板法评价
&

I

_

对
QD

的抑菌效果!并以蒸馏水作为对照'扫描电

镜法检测细菌形态变化$结果
!

超声破碎法裂解的
QD

抗原浓度最高且蛋白条带最为完整'

"9$,1

的
#e#"

<

*Z]

&

,1

灭活菌初次免疫
;

周后再次免疫的方案产生的抗体效价最高!可高达
#g!$:""

'硫酸铵沉淀!超滤纯

化后的抗体纯度可达
<;>

!浓度为
!@9"!,

I

&

,1

'

&

I

_

体外抑菌试验表明!

!9@,

I

的抗体能明显抑制
QD

生

长!与蒸馏水对照组相比!

&

I

_

试验组菌落数减少了
<

&

#"

!并且明显抑制了细菌绿色色素的产生'扫描电镜观察

&
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试验组菌体较长%较大且皱缩$结论
!

采用灭活全菌免疫母鸡!经水稀释%硫酸铵沉淀%超滤纯化的制备方

法可得到高纯度和高效价的抗
QD&

I

_

!所制抗体具有特异性和显著抑菌活性$
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铜绿假单胞菌$

QD

%广泛存在于自然界#是伤口 感染较常见的一种条件致病菌#亦为医院内感染的重
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要病原菌之一(

QD

可感染人体的血液)呼吸)中枢神

经)泌尿等各个组织系统#引发一系列病变(当机体

遭受严重烧伤或患代谢性疾病)血液病)恶性肿瘤#免

疫功能受损#容易受该菌感染*

#

+

(囊性纤维化$

*Z

%是

一种常染色体隐性遗传病#也常常由于该菌的机会感

染导致患者死亡*

!

+

(近年来#由于抗菌药物的广泛使

用#

QD

的耐药菌株不断增加#寻找一种具有特异性抑

菌作用#又不产生耐药性的产品对
QD

感染的预防和

治疗具有重要意义(国内外研究发现#采用抗原免疫

产蛋的母鸡可产生相应的卵黄免疫球蛋白$

&

I

_

%抗

体#该抗体通过产蛋的方式遗传给后代而储存于蛋黄

中*

!4?

+

(

&

I

_

具有化学性质稳定)产量高)成本低)特异

性强且无不良反应等优势#且动物种系发生距离远#

不会发生交叉血清学反应(同时#

&

I

_

可通过被动免

疫有效防治幽门螺杆菌)大肠埃希菌)沙门菌等引起

的消化道感染性疾病#变异链球菌)牙龈卟啉单胞菌

等引起的口腔感染性疾病#以及肿瘤防治)抗病毒感

染*

;4$

+

(本文通过多种制备方法对比#探讨高效价)高

纯度且生物活性好的抗
QD

的特异性鸡卵黄
&

I

_

的

制备工艺#现报道如下(

$

!

材料与方法

$9$

!

材料来源
!

QD

$

*3**#"!##

%)大肠埃希菌

$

*3**;;#"?

%购于中国食品药品检定研究院'

QD

临

床分离株$编号
*7**"@!

%由口腔疾病研究国家重点

实验室提供'

;

月龄的产蛋鸡由四川大学华西五教动

物实验中心提供#正常饲养'胰蛋白胨大豆琼脂培养

基购自英国
7R+EL

公司'弗氏完全佐剂$

Z$==#

%)弗氏

不完全佐剂$

Z$$":

%以及
$"

$

!""

%

,

玻珠购自美国

2E

I

,.

公司'

6CQ

酶标兔抗鸡
&

I

_

$二抗%购自美国

QK+,H

I

.

公司'

A*D

试剂盒购自碧云天生物技术有限

公司'四甲基联苯胺显色剂购自潮州英创生物科技有

限公司(

$9/

!

方法

$9/9$

!

裂解细菌抗原的方法
!

将
QD

复苏并扩大培

养#收集细菌#使其浓度为
$e#"

<

*Z]

"

,1

#然后采用

以下方法各裂解
?,1

菌液!$

#

%超声破碎(将菌悬液

置于
#9$,1(Q

管中进行超声破碎#设置功率为

!!"5

#超声
$B

#暂停
#"B

#如此反复#共超声
?",EF

(

$

!

%

'EBBNH1

S

BHK

'

组织裂解仪共振裂解(

!,1(Q

管

中加入菌悬液和
$"

$

!""

%

,

玻珠
$"

%

I

#

!$6V$

,EF

#共振
!

$

?

次'$

?

%研磨破碎(离心取菌苔#

[@"d

与
?@ d

反复冻融
?

次#取出置于研钵#将

#$",1

液氮边加入边研磨#用
?,1

磷酸盐缓冲液

$

QA2

%复溶(细菌裂解完成后#

#""""K

"

,EF

离心
#"

,EF

#取
?"

%

1

上清液做常规十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳$

2\24QDY(

%检测蛋白裂解的完全性#

采用二喹啉甲酸$

A*D

%法测定蛋白浓度(选取最完

整裂解抗原用于后续免疫方案(

$9/9/

!

免疫方案的优化
!

将所得抗原与弗氏佐剂充

分乳化(佐剂是一类可增强或改变机体对抗原免疫

应答的非特异免疫增强剂(弗氏完全佐剂是常用的

强效佐剂#但也常常造成对实验动物组织的损伤'弗

氏不完全佐剂的效力较低#但较少发生动物损伤(因

此#一般在免疫应答最敏感的首免使用完全佐剂以增

强免疫效果#而在跟踪免疫时使用不完全佐剂以维持

动物健康(采用上述方法筛选的细菌裂解液或经过

"9$>

甲醛灭活的细菌作为抗原免疫母鸡#将
#!

只母

鸡随机分为
;

组#每组
?

只(

#

组免疫抗原为
#e#"

<

*Z]

"

,1

灭活菌'

!

组为
#e#"

<

*Z]

"

,1

灭活菌#

;

周后免疫第
!

针'

?

组为
!e#"

<

*Z]

"

,1

灭活菌'

;

组为
#,

I

"

,1

的裂解抗原(用等体积的弗氏完全佐

剂$初次免疫%或弗氏不完全佐剂$再次免疫%充分乳

化制成疫苗#初次免疫采用皮下多点注射#每只鸡注

射弗氏完全佐剂疫苗
#,1

'再次免疫采用肌肉多点

注射*

:

+

#每只鸡注射弗氏不完全佐剂疫苗
#,1

(其

中
#

)

?

)

;

组在初次免疫后第
!

)

;

)

:

)

#"

周分别再次免

疫#第
!

组在初次免疫后第
;

)

:

)

#"

周分别再次免疫(

$9/9'

!

&

I

_

效价测定
!

从免疫后鸡蛋中分离蛋黄#

采用灭菌蒸馏水按
#g<

$

I

"

G

%比例稀释*

:4@

+

#并用

#,+P

"

1

盐酸调节
-

6

值为
$9"

$

$9!

#

;d

放置过夜(

#""""K

"

,EF

离心
#$,EF

#取上清液#得水溶性组分

$

52Z

%(抗体效价测定采用间接酶联免疫吸附试验

$

(1&2D

%#

QD

的裂解抗原以浓度
$

%

I

"

,1

包被

(1&2D

板#将疫苗免疫后不同时间收集的
52Z

先用

蒸馏水
#g#""

$

G

"

G

%稀释#再等比稀释加入
(1&2D

板

中(同时加入空白对照$生理盐水%#阴性对照$未免疫

蛋黄的
52Z

#蒸馏水
#g#""

稀释%#然后加入酶标

&

I

_

二抗 $

#g?"""

%#以
'3A

底 物溶液显 色#

!,,+P

"

1

硫酸终止#酶标仪
;$"F,

处测吸光度$

D

值%(实验孔
D

值大于阴性对照孔
D

值
!9#

倍的最

大稀释度即为效价(收集高效价组的鸡蛋用于后续

&

I

_

的提取(

$9/91

!

&

I

_

提取及纯化
!

选取第
!

组
##

$

#;

周的所

有鸡蛋进行
52Z

上清液的收集#然后缓缓加入饱和

硫酸铵溶液使终浓度为
$">

#同时用搅拌子轻轻搅

拌#静置
;d

放置过夜#离心留沉淀并溶于等体积的

"9#,+P

"

1

)

-

6

为
@9;

的
QA2

中(缓缓加入饱和硫

酸铵溶液#使终浓度为
??>

#轻轻搅拌混匀#静置
:J

#

离心留沉淀并溶于原卵黄液等体积的蒸馏水中(采

用
D,E/+F ]P0K.4#"")

离 心 过 滤 器 纯 化(

2\24

QDY(

检测
&

I

_

蛋白裂解的完全性#

A*D

法测定蛋

白浓度(

$9/92

!

&

I

_

的体外抑菌实验
!

&

I

_

经超滤浓缩)过滤

除菌处理后浓度为
!@9"!,

I

"

,1

(取制备好的基础

&

?"!

&
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固体培养基数个#用
#""

%

1&

I

_

$

!9@,

I

%与
#""

%

1

#e#"

;

*Z]

"

,1

的
QD

标准株和临床株菌液混合#作

用
#,EF

后均匀涂布于平板上#置于
?@d

培养箱培

养#

!;J

后计算长出的菌落数(对照组用
#""

%

1

蒸

馏水与
#""

%

1#e#"

;

*Z]

"

,1

菌混合(

$9/9)

!

扫描电镜观察细菌形态变化
!

截取
#

"

;

的

#/,e#/,

盖玻片#盖在
&

I

_

处理组和对照组的菌

落上
#"B

#取出印有细菌的盖玻片置于
:

孔板中#加

入
!9$>

戊二醛
;d

固定
!;J

(之后取出用
QA2

清

洗
!

次#再依次用
?">

)

$">

)

@">

)

=">

)

<">

)

#"">

乙醇分别梯度脱水
#",EF

(然后放入
#"">

乙酸正戊

酯溶液中置换处理
!",EF

(再在
*7

!

临界点干燥机

中进行干燥#干燥后用离子溅射仪喷射金粉#处理好

后上机检测(

/

!

结
!!

果

/9$

!

抗原裂解方法优化
!

QD

经超声破碎)共振裂

解)研磨破碎处理所得抗原浓度分别为
#?9;"

)

<9!:

)

"9!=,

I

"

,1

#由图
#

可知#超声破碎法所得蛋白条带

浓度最高)条带数最多#与菌液经蛋白电泳上样缓冲

液破碎后产生的蛋白条带谱最为接近#裂解效果最

好(因此#后续实验采用超声破碎的裂解抗原用于

免疫(

/9/

!

免疫方案优化及
&

I

_

效价变化
!

(1&2D

测定

&

I

_

抗体滴度随时间的变化如表
#

所示(

;

组
&

I

_

抗

体均在
<

周后有较高的滴度#第
!

组和第
;

组滴度相

对其他组更高#可达
#g!$:""

'第
#

组在
;

$

=

周)第
!

组和第
?

组在
;

$

<

周)第
;

组在
$

$

@

周均未产蛋#

?

$

;

周仅第
;

组有产蛋(免疫后所产生的抗体滴度有波

动#第
#

组)第
?

组抗体滴度均呈低水平趋势#第
!

组
##

周后滴度在$

#g#!=""

%

$

$

#g!$:""

%#第
;

组第
#"

周

上升至最高点
#g!$:""

后下降并达到较低水平后稳

定(因此#第
!

组抗体的滴度和稳定性最佳(

!!

注!

#

为共振裂解'

!

为研磨破碎'

?

为超声裂解'

;

为菌液$阳性对

照%'

3

为蛋白质相对分子质量标准

图
#

!!

不同方法裂解菌体抗原的
2\24QDY(

分析

表
#

!!

不同免疫方案产生的抗
QD&

I

_

抗体效价消长比较

组别
=

周
!

<

周
!

#"

周
!

##

周
!

#!

周
!

#?

周
!

#;

周
!

第
#

组
!

[ #g?!"" #g?!"" #g?!"" #g#:"" #g:;"" #g?!""

第
!

组
!

[

!

[ #g:;"" #g#!="" #g!$:"" #g#!="" #g!$:""

第
?

组
!

[

!

[ #g:;"" #g?!"" #g?!"" #g?!"" #g?!""

第
;

组
#g:;"" #g#!="" #g!$:"" #g#!="" #g:;"" #g:;"" #g:;""

!!

注!

[

表示无数据

!!

注!

#

为
$">

$

??>

硫酸铵沉淀的
&

I

_

'

!

为
#

产生的
&

I

_

再经超

滤管纯化'

3

为蛋白质相对分子质量标准

图
!

!!

&

I

_

的纯度分析

/9'

!

&

I

_

纯化方案优化及纯度检测
!

由图
!

可知#

2\24QDY(

电泳目的蛋白
&

I

_

的相对分子质量约为

@"e#"

? 和
!$e#"

?

(用
$">

$

??>

硫酸铵两步法提

取的
&

I

_

浓度较高#且杂带少'经超滤后可以进一步

纯化#使杂带含量继续减少(凝胶成像软件分析两种

方法纯化的
&

I

_

抗体纯度分别为
=$>

)

<;>

(

A*D

法检测后者
&

I

_

水平为
!@9"!,

I

"

,1

(

!!

注!

D

为
QD

标准株
*3**#"!##

'

A

为
QD

临床分离株
*7**"@!

图
?

!!

&

I

_

抑菌效果检测

/91

!

&

I

_

抑菌效果检测
!

由图
?

可以看出#将纯化

&

I

_

抗体以体积
#g#

的比例与
#e#"

;

*Z]

"

,1

的

QD

混合涂布培养后#不论是标准株还是临床株的细

&

;"!

&
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!

期
!
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!
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菌生长均受到明显抑制#

&

I

_

实验组菌落数为对照组

的
#

"

#"

左右#细菌的绿色色素产生不明显#革兰染色

显示
&

I

_

实验组细菌菌体变长变粗(

/92

!

&

I

_

对
QD

形态影响
!

如图
;

所示#

&

I

_

实验组

$图
A

%的
QD

菌体较粗长#且有皱缩干瘪(对照组细

菌$图
D

%成球杆或短杆状#较饱满(

!!

注!

D

为对照组$

e;""""

%'

A

为
&

I

_

实验组$

e;""""

%

图
;

!!

&

I

_

抑制
QD

扫描电镜图

'

!

讨
!!

论

!!

免疫抗原的常用裂解方法有超声破碎)共振裂

解)研磨破碎等(本研究的优化裂解结果显示
QD

是

革兰阴性细菌#菌体小且细胞壁薄#主要抗原为内毒

素#故经超声破碎裂解所得抗原效果最好#浓度最高#

为
#?9;",

I

"

,1

(而共振裂解和研磨破碎获得的抗

原浓度分别为
<9!:

)

"9!=,

I

"

,1

#均低于超声破碎

法#尤其是研磨破碎效果很差(

与张小莺等*

=

+研究抗原剂量对免疫效果和抗体

浓度的影响不同#本文研究了不同抗原剂量$

#e#"

<

)

!e#"

<

*Z]

"

,1

%)不同抗原状态$完全抗原)裂解抗

原%和不同免疫间隔时间$首次免疫和再次免疫间隔
!

周或
;

周%对免疫效果和抗体滴度的影响#结果显示

抗原剂量对其影响不大#而首次免疫和二次免疫间隔

;

周抗体滴度高达
#g!$:""

#约为间隔
!

周抗体滴度

的
=

倍#裂解抗原组的抗体滴度也高达
#g!$:""

#但

稳定性不高#在
#"

周达到最高后#

##

周滴度开始下

降(综合分析后推测#首次免疫形成较强的免疫记忆

需要
!"L

以上#裂解抗原能使鸡更快地形成较强免疫

记忆#但无法稳定地保持下去#可能是
&

I

_

半衰期较

&

I

Y

短所致(第
!

组方案中#抗体产生形成了较长的

节律符合张小莺等*

=

+分析的抗体量周期性变化结果#

即
:"L

左右为大周期#

@L

为
#

小周期#产量由相对低

谷到顶点再回落到低谷(虽然动物生物节律背后的

生物学意义还缺乏统一认识#但这种节律的认知有助

于解释抗体表达波动现象*

<

+

(免疫后
;

$

<

周母鸡的

产蛋量为
"

#可能免疫对母鸡的产蛋有严重的抑制作

用'

?

$

;

周仅第
;

组有产蛋#可能因为第
;

组是裂解

抗原#其抗原特性和化学毒性物质不同于完整菌体(

其次#细菌裂解碎片的抗原特异性可能不完全同于完

整菌体#而抗原特性是影响鸡产蛋能力的最重要

因素(

本研究将
#""

%

1&

I

_

$

!@9"!,

I

"

,1

%与
#""

%

1

$

#e#"

;

*Z]

"

,1

%细菌相互作用后#观察到了显著的

抑菌$菌落数约为对照的
#

"

#"

%现象(在王吉潭等*

:

+

的抗猪大肠卵黄抗体对大肠埃希菌的体外抑菌实验

中#体积比为
#g#

的抗体与菌液$

#e#"

=

*Z]

"

,1

%

相互作用#得出抗体的杀菌浓度为
"9$,

I

"

,1

#抑菌

浓度为
"9"$,

I

"

,1

(由此可知#所得浓度为
!@9"!

,

I

"

,1

的抗
QD

抗体对浓度为
#e#"

;

*Z]

"

,1

的

菌液有很好的抑菌作用#相较于王吉潭等*

:

+的抗大肠

埃希菌卵黄抗体#该抗体抑菌作用略差(

抗
QD

的
&

I

_

抗菌机制目前认为有以下方式!

$

#

%

&

I

_

直接黏附于病原菌的细胞壁)菌毛上#抑制病

原菌黏附宿主细胞的能力#破坏病原菌的完整性并抑

制其增殖'如
*Z

患者用特异性抗
QD

的
&

I

_

溶液漱

口可以防止细菌初始黏附在口咽黏膜表面*

#"

+

(抗

QD

的
&

I

_

也可促进细菌聚集体形成#从而增加细菌

疏水性#降低感染黏附*

##

+

($

!

%口服
&

I

_

可以发动固

有免疫#促进中性粒细胞快速和及时地清除
QD

*

#!

+

(

$

?

%部分病原菌
&

I

_

也可能在肠道消化酶的作用下降

解为可结合片段#其中含有抗体的片段可变成容易被

肠黏膜吸收的小肽#进入血液后与病原菌黏附因子结

合#稳定部分则仍留在肠内但会失去对易感细胞的致

病性*

?

+

(革兰染色观察发现经抗体处理的
QD

标准株

的菌体变长变粗后#为进一步确定该变化#做了扫描

电镜观察#证实了菌体变长变粗的现象的存在(结合

抗体处理使菌株产色素时间延迟的现象#可推测抗体

对
QD

的形态影响可能涉及到其生理的变化(

综上所述#本研究采用灭活全菌免疫母鸡#经水

稀释)硫酸铵沉淀)超滤纯化的制备方法可得到高纯

度和高效价的抗
QD

的
&

I

_

#所制抗体具有特异性和

显著抑菌活性(
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肉的力量和弹性#调节与伸展和放松有关的神经和相

关肌肉群#提高分娩时的协调能力及体力*

=

+

(规范而

规律的孕妇体操不仅对孕妇的身心健康十分有益#而

且在提高自然分娩率)减少剖宫产概率方面有着积极

的作用*

<

+

(

拉玛泽减痛分娩法与传统临产呼吸方法的最大

区别就是方便)简单)安全)易学*

#"

+

(传统的方法可能

造成初产妇不能很好地掌握而出现杂乱无章的呼吸#

且对体力的要求较高#产程的时间也相对较长#容易

增加初产妇的恐惧心理#对胎儿的健康也有较大的影

响*

##

+

(拉玛泽减痛分娩法弥补了传统方法的不足#增

强经过训练的初产妇的信心#正确运用不同的呼吸技

巧通过不同产程的宫缩变化降低分娩时的产痛#减少

宫缩乏力的发生*

#!

+

(

本研究结果显示#研究组初产妇自然分娩率明显

高于对照组#剖宫产率明显低于对照组#差异均有统

计学意义$

A

%

"9"$

%#说明体操和拉玛泽减痛分娩法

训练可以提高孕妇的身体耐力(研究组总产程)第一

产程)第二产程时间均比对照组短#且差异均有统计

学意义$

A

%

"9"$

%#这主要得益于拉玛泽减痛分娩法

帮助产妇掌握并改进有效的呼吸方法及用力技巧#避

免了更多额外体力的消耗及发生宫缩乏力#增强了孕

妇对分娩的信心#从而明显缩短了产程(研究组孕妇

的产后不良反应少于对照组#且差异有统计学意义

$

A

%

"9"$

%#孕妇体操训练起到了主要作用#因为孕妇

体操可以增强孕妇肌肉的力量和耐力#缓解腰背疼痛

和肌肉紧张#纠正不良姿势#使关节)韧带松弛柔软(

通过体操和拉玛泽减痛分娩法训练#增加产妇的自然

分娩信心#提高了自然分娩率#降低了剖宫产的概率#

所以使研究组孕妇发生相关产后并发症的可能性

降低(

综上所述#孕妇体操运动配合拉玛泽减痛分娩法

的训练可提高初产妇的自然分娩率#降低剖宫产率#

缩短产程#降低产后不良反应的发生率#具有较大的

临床意义(
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