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　　摘要：采用甲醛灭活的仔豪猪腹泻大肠杆菌为抗原，免疫健康１４０日龄桃源蛋鸡，刺激机体反应生成血清抗体和
卵黄抗体，并采用平板凝集试验检测抗体效价，研究获得含有高效价血清和高免蛋的最佳条件。结果表明，双翼下静

脉注射１０１２ＣＦＵ／ｍＬ大肠杆菌悬浮液的最佳免疫剂量为１ｍＬ／次。在大肠杆菌悬液中添加等量的完全福氏佐剂对免
疫应答加强的程度最高。强化免疫程序能大大加强产蛋母鸡的免疫应答强度，其中初免后，每周强化免疫１次，连续
４次，效果最好。无菌检测及动物安全性试验表明，制备的卵黄抗体安全可靠。制备的卵黄抗体效价和血清抗体效价
变化幅度小、稳定性好、持续时间久，为临床上防治仔豪猪腹泻大肠杆菌病提供了新的手段。
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　　豪猪（ｐｏｒｃｕｐｉｎｅｓ）别称箭猪、刺猪，在动物分类学上属于
哺乳纲啮齿目豪猪科［１－３］，是一种经济价值很高的珍稀动物，

具有食用价值、药用价值和观赏价值［４－５］。豪猪的抗病能力

很强，很少发生疾病，仔豪猪腹泻是引起豪猪死亡的主要病

因。鸡卵黄抗体（ＩｇＹ）是蛋鸡受免疫刺激后，鸡体内产生免
疫应答，血液中免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）被选择性地转移到卵黄中
唯一的免疫球蛋白类［６］。与哺乳动物的 ＩｇＧ相比，鸡蛋的
ＩｇＹ具有取材方便、提取方法比较简单、产量高、稳定性较好
等优点，可作为口服剂或饲料添加剂用于预防和治疗动物早

期的消化道疾病［７］。我国豪猪的养殖尚处于起步阶段，对豪

猪的研究主要在繁殖、营养和生理等方面［８－１０］，有关豪猪疾

病防治的研究报道较少。本研究以仔豪猪腹泻大肠杆菌为抗

原，获得含有高效价卵黄抗体的免疫鸡蛋的最佳条件，为大量

制备特异性卵黄抗体防治仔豪猪大肠杆菌腹泻病提供重要

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验动物　纯种桃源蛋鸡１４０日龄，购自湖南省桃源
县良种场。试验期间试验鸡日常管理与卫生防疫按常规

进行。

１．１．２　试验菌株　仔豪猪腹泻大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）菌
株，由常德职业技术学院农林工程系微生物实验室自行分离

鉴定并传代培养得到［１１］。

１．１．３　主要试剂　牛肉膏、蛋白胨、氯化钠、琼脂、氢氧化钠、
磷酸二氢钠、甲醛、三氯甲烷、硫酸铵（分析纯）等，购自浙江

省杭州微生物试剂有限公司；弗氏佐剂，购自北京鼎国昌盛生

物有限责任公司；１０号白油（食品级）、司班 －８０、硬脂酸铝、
磷酸氢钠（分析纯）等，购自上海化学试剂总厂；卡拉胶、低甲

氧基果胶和氯化钙，购自天津市福辰化学试剂厂。

１．１．４　主要仪器　立式高压蒸汽灭菌锅，购自上海东亚压力
容器制造公司；生化培养箱、干燥箱，购自上海一恒科学仪器

有限公司；电子天平，购自北京赛多利斯仪器有限公司；超净

台，购自中国上海浦东物理光学仪器厂；医用血球计数板，购

自江苏医用电子仪器公司；注射器，购自四川省成都市双流双

陆医疗器械公司；冰箱，购自海尔有限公司。

１．２　方法
１．２．１　培养基与免疫佐剂配制方法　（１）牛肉膏蛋白胨培
养基。按常规方法［１２］制备，高压灭菌，置于４℃冰箱中保存，
备用。（２）白油佐剂。取９６ｍＬ的１０号白油放入烧杯中，文
火加热，当温度达１６０℃以上时，边搅拌边加入５６℃水浴中
预热３０ｍｉｎ的司班－８０２ｍＬ和硬脂酸铝４ｇ，当后者完全溶
解，混合液呈透明胶冻状时，小量分装，高压灭菌后４℃保存
备用。

１．２．２　抗原制备　将仔豪猪腹泻大肠杆菌接种于牛肉膏蛋
白胨固体培养基中，３７℃培养２４ｈ，用无菌０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸
缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ值 ７．２），小心冲洗菌苔，调成浓度为
１０１２ＣＦＵ／ｍＬ菌液，再加甲醛溶液至终浓度为０．４％，３７℃灭
活２４ｈ，在此过程中每隔２ｈ摇匀１次，灭活完毕４℃保存。

取灭活的大肠杆菌液分别与等量佐剂乳化混合，当溶液

乳化至滴在水面上呈“油包水”状，即合格，否则继续乳化，３
种佐剂与灭活菌的乳化制备方法相同，４℃保存。
１．２．３　产蛋鸡免疫方案　桃源蛋鸡分组，６羽／组，分２笼饲
养，按照免疫抗原的不同剂量、佐剂种类和间隔时间等３种免
疫强化方式分组。（１）不同剂量的免疫抗原。分３组，菌体
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浓度依次是１０１０、１０１２、１０１４ＣＦＵ／ｍＬ。（２）不同佐剂依次是完
全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂和１０号白油３个组。（３）免疫
强化方式分组。程序１：初免１次，无免疫强化；程序２：初免
后每周免疫强化１次，连续４周；程序３：初免后每２周免疫强
化１次，连续４次。
１．２．４　高免卵黄抗体的制备　收集未免疫鸡蛋，初次免疫接
种当天记为０ｄ，以后每周收集免疫蛋作为样本，依次编号记
录，４℃保存，连续收集９周，同时设未免疫对照组，注射 ＰＢＳ
乳化剂。先将收集的鸡蛋用清水洗净，再喷洒０．１％新洁尔
灭消毒，无菌收集卵黄。分离卵黄与等量ＰＢＳ混匀，然后加４
倍体积的脱脂溶液［１３］（含０．０６％卡拉胶、０．１８％低甲氧基果
胶和１０μｍｏｌ／Ｌ氯化钙）混匀，于１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃下离心
２５ｍｉｎ，取上清；再加硫酸铵至终浓度３３０ｍｇ／ｍＬ，混匀，４℃
下放置１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心２５ｍｉｎ，取沉淀用ＰＢＳ溶解，
加入硫酸铵至终浓度为２００ｍｇ／ｍＬ，混匀，放于透析袋内透
析，无菌过滤后加０．０１％硫柳汞和青链霉素１０００ＩＵ／ｍＬ，小
量分装，－２０℃ 保存。
１．２．５　蛋鸡血清抗体的制备　免疫前１ｄ采血，免疫后每周
自鸡翅静脉采血１ｍＬ，分离血清，于３５００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ
除红细胞，标记，置于－２０℃下冻存，连续采血９周。
１．２．６　抗体效价测定　采用平板凝集试验进行抗体效价测
定。９６孔“Ｖ”形微量血凝板中加入灭菌生理盐水２５μＬ／孔，
再吸抗体２５μＬ加入第１孔中，混匀，吸混合液２５μＬ于第２
孔，混匀，吸混合液２５μＬ于第３孔，依次倍比稀释至２５６倍
（即第８孔，多余２５μＬ溶液吸弃）；留第９孔作空白对照，加

灭菌生理盐水２５μＬ。加仔豪猪腹泻大肠杆菌抗原（含菌量
为１０１２ＣＦＵ／ｍＬ）２５μＬ／孔，混匀各孔中溶液（每孔更换枪
头），微量血凝板放振荡器上振荡，２～３ｍｉｎ后记录每孔凝集
现象，对照孔溶液应为均匀浑浊。与对照孔中溶液一样浑浊

者判定为无凝集反应，记为“－”；凡是孔中溶液有肉眼可见
絮状凝集块者，判定为有凝集反应，记录为“＋”，絮状凝集块
愈多，阳性反应判定愈强，分别用“＋＋”“＋＋＋”“＋＋＋＋”表
示。凡发生凝集反应结果判定为“＋＋”的最高稀释度即是该
样本抗体效价，效价用ｌｏｇ２（稀释倍数，ｘ）表示。

２　结果与分析

２．１　免疫菌液浓度对卵黄抗体效价和鸡血清抗体的影响
不同浓度（含菌数１０１０、１０１２、１０１４ＣＦＵ／ｍＬ）的大肠杆菌

悬浮液１ｍＬ分别免疫蛋鸡，无佐剂，经翅静脉注射１次，免疫
后特定时间收蛋和采血，测定卵黄抗体和血清抗体效价，结果

如图１所示。从图１－ａ可以看出，不同浓度菌液免疫的鸡蛋
卵黄抗体的效价有较大差异，其中１０１０ＣＦＵ／ｍＬ菌量免疫的
鸡蛋卵黄抗体效价明显低于１０１２、１０１４ＣＦＵ／ｍＬ菌量免疫的鸡
蛋，但１０１２、１０１４ＣＦＵ／ｍＬ菌量免疫的鸡蛋卵黄抗体效价差别
不明显。将图１－ｂ和图１－ａ对比可知，在同等条件下，被免
疫鸡的血清抗体效价比卵黄抗体效价略高，但就变化趋势看，

卵黄抗体效价与血清抗体效价的变化规律基本相同，均呈先

上升再平稳后下降的趋势，并且基本同步。因此，选择注射菌

液浓度为１０１２ＣＦＵ／ｍＬ的大肠杆菌悬浮液１ｍＬ作为最佳免
疫剂量。

２．２　不同免疫佐剂对卵黄抗体和鸡血清抗体效价的影响
对蛋鸡注射菌液浓度是１０１２ＣＦＵ／ｍＬ菌悬浮液１ｍＬ，添

加不同佐剂（完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂和１０号白油），
经翅静脉免疫注射１次，免疫后不同时间收蛋和采血测卵黄
抗体和血清抗体效价；同时无佐剂免疫组同步免疫，作阴性对

照，结果如图２所示。研究发现，佐剂的添加均可在一定程度
上提高卵黄抗体和血清抗体的效价。但从３种佐剂产生的免
疫应答看，完全弗氏佐剂效果最好，不完全弗氏佐剂和白油佐

剂效果略差，且两者对免疫应答的加强作用差异不明显。添

加完全弗氏佐剂后，可使６周收集的免疫蛋卵黄抗体效价从
３ｌｏｇ２上升到５ｌｏｇ２，同时６周采集的血清抗体效价从４ｌｏｇ２上
升至７ｌｏｇ２，增加幅度明显。因此，在制备免疫原时选择大肠
杆菌悬液与弗氏完全佐剂等量混合。

２．３　不同强化免疫程序对卵黄抗体和鸡血清抗体效价的

影响

给蛋鸡免疫浓度是１０１２ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液１ｍＬ，添加等量
弗氏完全佐剂，经翅静脉注射，不同程序强化免疫，免疫后不

同时间收蛋和采血，测卵黄抗体和血清抗体效价，结果如图３
所示。图３显示，与未进行免疫强化的程序１相比，２种免疫
强化的程序２、程序３均可明显提高卵黄抗体和血清抗体效
价。重要的是，在未进行免疫强化的鸡血清和卵黄中，其抗体

效价分别在８、９周明显下降，但免疫强化后，下降趋势或者被
推迟出现或者被完全消除。对比３种免疫程序发现，程序２
和程序３在效果上差异不明显，因此为节约时间，选择采用免
疫强化程序２对蛋鸡进行免疫。

３　讨论与结论

免疫蛋的制备实质上是对蛋鸡进行抗原免疫，让其在血
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液中产生的抗体转化到蛋黄中贮藏而形成含有较高特异性抗

体浓度的鸡蛋。研究显示，抗原进入机体要经过１个潜伏期
才会发生免疫作用，细菌抗原多是５～７ｄ。本研究结果表明，
免疫初期，免疫组与对照组卵黄抗体效价和血清抗体效价均

无明显差别，说明是处在免疫潜伏阶段。动物在受到抗原刺

激后，在免疫应答不同阶段所产生的抗体类别是有差异的。

初次应答所产生的抗体水平不高，ＩｇＧ很少，多数为ＩｇＭ；但免
疫加强后，抗体效价迅速增高，产生抗体则主要为ＩｇＧ，而ＩｇＭ
很少，此现象的原因是记忆细胞开始重新分化、增殖，产生大

量抗体。本研究结果也印证了这一点，在免疫加强后，卵黄抗

体和血清抗体效价均有大幅度升高现象。以仔豪猪大肠杆菌

悬浮液对１４０日龄纯种桃源蛋鸡免疫时，若固定免疫抗原剂
量为１ｍＬ，则当菌液浓度低于１０１２ＣＦＵ／ｍＬ时，免疫应答强
度随免疫剂量的降低而降低；当菌液浓度高于１０１２ＣＦＵ／ｍＬ
时，免疫应答强度则不会随免疫剂量的增加而得到明显增强。

因此，确定免疫菌液浓度是１０１２ＣＦＵ／ｍＬ，剂量定为１ｍＬ／次。
在菌悬液中分别添加等量完全弗氏佐剂、不完全弗氏佐剂和

１０号白油免疫蛋鸡时，均可明显加强鸡体免疫应答强度，其
中弗氏完全佐剂对免疫应答加强的程度最高，且对受试动物

无不良作用。初免后，每周强化免疫１次，连续４周的强化免
疫程序既经济又有效。本试验研究了仔豪猪腹泻大肠杆菌高

免卵黄抗体及免疫鸡血清抗体的变化规律，制备出了高效价

的卵黄抗体和血清抗体。免疫后高效价卵黄抗体可以维持４
周以上。试验数据为临床防治仔豪猪大肠杆菌腹泻病提供了

技术依据。
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