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　　摘要：利用湖羊生产羊抗人ＡｐｏＢ，将人ＡｐｏＢ免疫原经湖羊皮下与皮内及淋巴结多点接种并进行多次加强免疫，
建立利用湖羊生产人ＡｐｏＢ多抗血清免疫的新方法，获得高效价抗人 ＡｐｏＢ抗体，并且采用琼脂扩散方法检测抗体效
价。结果显示，５次免疫后的羊抗人ＡｐｏＢ多抗血清效价达２１０以上，试验结果达到预期，湖羊采用合适的免疫程序完
全可以生产抗血清，经济效益可观。
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　　传统的畜禽养殖业利润较少，且受市场行情及疾病影响
较大，抵御市场风险能力差，亟需转变传统养殖观念，提高养

殖经济效益。把生物技术引入畜禽养殖业，以畜禽为载体，为

人类生产各类生物制品（特定蛋白、特异性抗体、特殊材料

等），既可以解决传统养殖利润低的问题，又可以为人类提供

高品质蛋白，降低医疗成本。以羊生产羊抗人的抗体计算，１
只羊利润约１万元，大大高于传统养羊的利润。载脂蛋白 Ｂ
（ＡｐｏＢ）被认为是包含载脂蛋白的脂蛋白的显著标记，ＡｐｏＢ
是脂蛋白结构的限制因素［１］。研究表明，人 ＡｐｏＢ对于糖尿
病、急性冠状动脉综合征等心血管疾病的诊断及后期临床治

疗具有重要意义［２］。目前通过免疫羊获得羊抗人抗体的效

价不高，如何提高抗体效价是利用羊生产人抗体的主要限制

因素之一。本研究利用湖羊制备人 ＡｐｏＢ多抗血清，对原有
的常规免疫程序加以改进，建立一套从湖羊免疫、血清采集到

抗体效价检测的生产方法，旨在为增加养殖业附加值、提高养

殖户收入提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
选用体质量约３５ｋｇ的健康青年湖羊２５只，免疫前全部

打上耳标，采用群养放牧饲养方式，白天放牧４ｈ，上午、下午
各 ２ｈ，晚上添加少量精料，有利于羊身体健壮，避免过肥，自
动饮水，每天早晚各观察１次羊的健康状况。
１．２　抗原

人ＡｐｏＢ抗原自行制备，纯度高于９８．５％，接种前０．１ｍＬ
抗原（含１ｍｇ抗原）＋１．９ｍＬ无菌 ＰＢＳ＋２ｍＬ弗氏完全（或
不完全）佐剂充分混合，制成４ｍＬ免疫原乳剂备用。

—６８１— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第３期



１．３　湖羊免疫方法程序
首免：每只羊接种４ｍＬ免疫原乳剂，注射方式为皮下与

皮内注射，共计１６个注射点。分别为颌下、背部皮下各２个
点；后足窝皮下共２个点；前腹股沟皮内各２个点；后腹股沟
皮内各３个点注射。二免：首次后第１５天进行二免，皮下与
淋巴结注射，共计１８个注射点。分别为颌下、背部皮下各２
个点；前腹股沟皮下各２个点；后腹股沟皮下各３个点；前后
腹股沟淋巴结共计４个点。三免：二免后第１０天进行三免，
皮下注射，共计１４个注射点。分别为颌下、背部皮下各２个
点；前腹股沟皮下各２个点；后腹股沟皮下各３个点。四免：
三免后第１０天进行四免，免疫方式同三免。五免：四免后第
１０天进行五免，免疫方式同三免。
１．４　血清制备与血清效价测定

分别于三免、四免后７～８ｄ采静脉血５～１０ｍＬ进行血
清分离，采用琼脂扩散法检测血清抗体效价，剩余血清 置于

－２０℃ 冰箱冻存，标注抗体效价。第 ５次免疫注射后第
７～１０天经抗体效价检测，若供血羊准备重复利用，则每只羊
根据体质量采血２８０～３２０ｍＬ；若供血羊不准备重复利用，则
将所有血采完，根据羊的体质量一般可采血９００～１２００ｍＬ。
将采得的全血放入容器内，３８℃水浴中静置 １．５～２．０ｈ，使
血清充分析出，取出置于４～５℃冰箱中保存过夜。
１．５　琼脂板配制

配制０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ液，配方为 ＮａＣｌ４．２５ｇ、磷酸氢二
钠１．３５ｇ、磷酸二氢钠０．１９５ｇ、蒸馏水５００ｍＬ混匀，ｐＨ值
７４。取１００ｍＬＰＢＳ液置于烧杯中，加入优质琼脂１ｇ，２％叠
氮钠或１％硫柳汞１．０ｍＬ，沸水中融化均匀，将已融化的琼脂
趁热倒入平皿中，制成３ｍｍ厚的琼脂板，冷却后备用。
１．６　结果判定

分别设置标准阴性对照孔、标准阳性对照孔，在标准阳性

对照孔与抗原孔之间出现明显的致密白色沉淀线，标准阴性

孔不出现沉淀线的前提下，将被测孔与对照孔进行比对，以判

定阴阳性。利用Ｅｘｃｅｌ软件记录数据，并进行相关分析。

２　结果与分析

２．１　血清的产出
从接种人 ＡｐｏＢ抗原的羊体中，通过颈静脉采血 １０～

２０ｍＬ，装于离心管中倾斜放置，放于 ３８℃水浴箱中孵育
１．５～２．０ｈ，再放入４℃ 冰箱过夜。第２天在无菌操作台上
操作，移液器吸取血清上清液，放于指形管中，在指形管标记

人ＡｐｏＢ及日期成功获得人 ＡｐｏＢ血清上清液。经离心沉淀
分出血清，根据每批血清的抗体效价进行抗体标准浓度调整

与稀释，分装后置于－２０℃冰箱冷冻保存。
２．２　血清效价及检测效果

通过琼脂扩散法检测血清效价，结果表明，三免后，血清

抗体效价为 １∶２６，四免时增长到 １∶２８，五免抗体效价为
１∶２１０，达到后续用于制备检测试剂盒或者其他医学用途的
抗体水平（表１）。

表１　免疫后人ＡｐｏＢ多抗血清效价比较

免疫原 三免 四免 五免

人ＡｐｏＢ １∶２６ １∶２８ １∶２１０

２．３　抗体生成规律
如图１所示，以效价对 ｌｏｇ２作图，结果显示：四免后所采

集抗人ＡｐｏＢ血清效价比三免提高２个数量级（或更高），五
免比四免提高２个数量级（或更高）。笔者认为，五免后７ｄ
内抗体效价可能升幅不高，１０～２０ｄ左右抗体效价处于高平
台期。

３　结论与讨论

联合检测载脂蛋白 Ａ与载脂蛋白 Ｂ（ＡｐｏＢ）对血脂的判
断具有重要的临床价值［３－４］。由于 ＡｐｏＢ在脂质组装、转运
过程中起核心作用，ＡｐｏＢ基因的遗传变异可能帮助解释脂质
水平与严重动脉粥样硬化、冠心病之间的关系。测定载脂蛋

白及脂蛋白ＨＤＬ、ＬＤＬ对分析病理发生状态很有帮助。由此
可见ＡｐｏＢ对于医学诊断及疾病治疗的重要性。目前生产大
量抗血清，主要采用大型家畜，包括马、绵羊、山羊等，这类家

畜寿命较长，容易管理，不必施行麻醉即可从颈静脉采集大量

血液，故主要用于抗血清的商品化生产［６］。本试验的主要创

新点在于免疫程序方面，常规的免疫程序中注射方式一般都

为皮下注射，本试验中首免时将腹股沟的皮下调整为皮内注

射，这样注射的好处是二免时淋巴结会肿大，方便进行淋巴结

注射，淋巴结注射亦是本试验的创新点，淋巴结是重要的免疫

器官，理论上抗体生成效率更高，本试验五免之后的抗体效价

能达到２１０，达到预期水平，可用于后期的商业化生产，具有较
高的经济收益。本试验需要免疫５次，抗体效价才能符合生
产要求，一方面２种抗体效价检测方法不同，不具备可比性；
另一方面推测免疫原本身在羊上不易产生高的效价，尚需进

一步研究。
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