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　　摘要：用人ＡｐｏＢ抗原免疫湖羊，通过不同免疫剂量、不同免疫途径及不同羊年龄的比较，初步形成了羊抗人ＡｐｏＢ
高效价抗血清的制备方法。结果表明，３个免疫剂量以０．４ｍｇ／（次·头）免疫效果最好，免疫剂量过低［０．２ｍｇ／（次
·头）］与过高［１．０ｍｇ／（次·头）］都不利于抗体的产生。３种免疫途径中肌肉注射反应较差，皮下多点、皮内＋淋巴
２种途径效果一致，但皮下注射操作相对比较方便。１５～２２月龄的成年羊对ＡｐｏＢ抗原的反应强度明显高于６～１０月
龄的幼年羊与２８～４２月龄的老年羊。
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　　载脂蛋白（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，简称 Ａｐｏ）是指血浆脂蛋白中
的蛋白质部分，Ａｐｏ既是脂蛋白的构成部分，又具有稳定脂蛋
白的功能，同时能修饰并影响与脂代谢有关的酶活性［１］。

ＡｐｏＢ与胆固醇组成低密度脂蛋白（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，简
称ＬＤＬ），能识别ＬＤＬ受体，介导ＬＤＬ代谢［２－３］，所以ＡｐｏＢ在
维持体内血脂恒定、脂类代谢与转运中发挥重要作用。因此，

人ＡｐｏＢ的检测在糖尿病、冠状动脉综合征等心血管疾病的
诊断和临床治疗方面具有重要意义［４－５］。可通过测定 ＡｐｏＢ

反映低密度脂蛋白指标，而且 ＡｐｏＢ／ＡｐｏＡ１的值是动脉粥样
硬化等疾病预测和诊断的重要参考。测定载脂蛋白及脂蛋白

对分析心血管类疾病的状态很有价值［４］。然而用于检测

ＡｐｏＢ的试剂盒尚不成熟，其难点是制备高效价和高特异性的
免疫血清，目前通过大动物免疫获得血清中的抗体效价一般

都不高，提高抗体效价的研究是很有价值的。

本试验研究用人 ＡｐｏＢ抗原免疫湖羊，通过不同免疫剂
量、不同免疫途径及不同羊年龄的比较，形成并优化羊抗人

ＡｐｏＢ高效价抗血清的制备方法，以期为规模化生产奠定
基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验羊与试验期　试验在江苏省句容市行香羊场实
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施，试验期（含预试７ｄ）为２０１７年５月８日至２０１７年６月２０
日。选择该羊场健康湖羊公羊，幼年羊１０头（６～１０月龄，平
均７．４月龄，平均体质量４２．４ｋｇ）；成年羊７０头（１５～２２月
龄，平均１８．６月龄，平均体质量５０．９ｋｇ）；老年羊１０头（２８～
４２月龄，平均３５．１月龄，平均体质量６２．９ｋｇ）。为利于羊身
体健康和获得好的试验效果，采用放牧和舍饲相结合的饲养

方法，白天放牧４ｈ，上午、下午各 ２ｈ，晚上饲喂精料 １次，
１５ｄ后开始试验。
１．１．２　抗原与佐剂　ＡｐｏＢ抗原购自元升生物科技（上海）
有限公司，纯度为 ９６％；完全弗氏与不完全弗氏佐剂购自
Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　试验设计
１．２．１　不同免疫剂量比较　将３０头成年羊按月龄和体质量
平均分为３组；免疫途径为皮下多点注射，注射点分别为腹股
沟３个点、肘部２个点、颌下１个点、背侧２个点、耳后１个
点，２侧共计 １８个点；抗原量分别为第 １组 ０．２ｍｇ／（次·
头），第２组０．４ｍｇ／（次·头），第３组１．０ｍｇ／（次·头），无
论抗原量多少，均统一用磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｓａｌｉｎｅ，简称ＰＢＳ）＋完全弗氏与不完全弗氏佐剂乳化成２ｍＬ
量；免疫程序：共计５次免疫，第１次、第２次间隔１５ｄ，第２
次至第５次均间隔７ｄ。
１．２．２　不同免疫途径比较　试验羊分组与不同免疫剂量比
较试验相同，免疫剂量均为 ０．４ｍｇ／（次·头）；免疫程序同
“１．２．１”节；免疫途径：第１组为肌肉多点注射，后腿肌肉群３
个点、前腿肌肉群２个点、颌下１个点、背侧２个点、耳后１个
点，２侧共１８个点；第２组为皮下多点注射同“１．２．１”节；第３
组为皮内＋淋巴多点注射，第１次免疫１８个点位置同“１．２．
１”节（皮下改成皮内）；第２次免疫１８点的同时，另加２侧腹

股沟淋巴结，共２０个点；第３～７次免疫仍然免疫１８个点。
１．２．３　不同羊年龄比较　试验羊分为３组，分别为幼年羊
组、成年羊组、老年羊组，每组 １０头羊；免疫剂量为
０．４ｍｇ／（次·头）；免疫途径和免疫程序同“１．２．１”节。
１．３　免疫羊观察与抗体监测

每天观察羊的动态，采食情况，精神状况，作好记录。每

组试验羊随机抽取５头羊，在免疫前、二免前、三免前、五免后
５ｄ分别采血并采用酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，简称 ＥＬＩＳＡ）法进行抗体检测，作好
记录。

１．４　血清制备与抗体效价测定
待血液凝固之后，在超净工作台中用无菌滴管把血块剥

离瓶壁，在３７℃条件下放置１～２ｈ，放入４℃冰箱过夜，血清
充分析出后经离心沉淀分离出血清，放进 －２０℃低温冰箱
保存。

抗血清效价测定采用常规的琼脂扩散方法。设定标准阳

性血清孔和阴性孔，标准阳性血清孔和抗原孔之间出现明显

的致密白色沉淀线，而阴性孔则不出现。

２　结果与分析

２．１　不同免疫剂量对免疫效果的影响
对０．２、０．４、１．０ｍｇ／（次·头）３个免疫组，分别于免疫

前、二免前、三免前、五免后检测血清中抗体效价，从表１可以
看出，二免疫前，０．２ｍｇ／（次·头）组抗体效价为 １∶２５～
１∶２６，随后逐渐升高到１∶２８；０．４ｍｇ／（次·头）组明显高于
其他２组，五免后达到１∶２８～１∶２９；而１．０ｍｇ／（次·头）组
二免疫前略高于０．２ｍｇ／（次·头）组，但三免前、五免后明显
低于０．２ｍｇ／（次·头）组。

表１　不同免疫剂量抗体效价比较

免疫阶段
免疫剂量

［ｍｇ／（次·头）］
抗体效价结果（头）

１∶２４ １∶２５ １∶２６ １∶２７ １∶２８ １∶２９

二免前 ０．２ — ６ ４ — — —

０．４ — ２ ８ — — —

１．０ — ４ ６ — — —

三免前 ０．２ — — ８ ２ — —

０．４ — — ２ ８ — —

１．０ — ６ ４ — — —

五免后 ０．２ — — — １ ９ —

０．４ — — — — ２ ８
１．０ — — — ８ ２ —

２．２　不同免疫途径对免疫效果的影响
肌肉多点、皮下多点、皮内＋淋巴３种免疫途径的抗体产

生规律见表２，肌肉多点免疫法抗体产生效率最低，二免前大
多为１∶２５，三免前大多为 １∶２６，五免疫后平均达不到
１∶２７；皮下多点及皮内＋淋巴的方法免疫效果接近，从二免
前开始抗体效价就明显高于肌肉多点组，至五免后８０％的羊
抗体效价达到了１∶２９，且皮下多点与皮内＋淋巴２组间没有
差异。

２．３　免疫羊年龄对免疫效果的影响
从表３可以看出，６～１０月龄的幼年羊与 ２８～４２月龄的

老年羊免疫产生抗体的水平接近，二免前、三免前和五免后抗

体水平分别为１∶２５、１∶２６和１∶２７左右，且组内差异较大，
远不如１５～２２月龄的成年羊，二免前、三免前和五免后１５～
２２月龄成年羊的抗体水平分别接近１∶２６、１∶２７和１∶２９。

３　结论与讨论

３．１　不同免疫剂量对免疫效果的影响
３个免疫剂量以０．４ｍｇ／（次·头）免疫效果最好，免疫

剂量过低［０．２ｍｇ／（次·头）］与过高［１．０ｍｇ／（次·头）］都
不利于抗体的产生。通常情况下，免疫剂量太小时因刺激小

不易产生免疫应答，产生抗体少，随着剂量加大，抗体水平会

不断提高，但剂量大到一定程度抗体就不再继续增加。本试
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表２　不同免疫途径抗体效价比较

免疫阶段 免疫途径
抗体效价结果（头）

１∶２４ １∶２５ １∶２６ １∶２７ １∶２８ １∶２９

二免前 肌肉多点 ２ ５ ３ — — —

皮下多点 — ２ ８ — — —

皮内＋淋巴 — ３ ７ — — —

三免前 肌肉多点 — ３ ５ ２ — —

皮下多点 — — ２ ８ — —

皮内＋淋巴 — — ３ ７ — —

五免后 肌肉多点 — — ４ ４ ２ —

皮下多点 — — — — ２ ８
皮内＋淋巴 — — — — ２ ８

表３　不同年龄免疫羊抗体效价比较

免疫阶段
免疫羊月龄

（月）

抗体效价结果（头）

１∶２４ １∶２５ １∶２６ １∶２７ １∶２８ １∶２９

二免前 ６～１０ １ ６ ３ — — —

１５～２２ — ２ ８ — — —

２８～４２ １ ７ ２ — — —

三免前 ６～１０ — ２ ５ ３ — —

１５～２２ — — ２ ８ — —

２８～４２ — ２ ６ ２ — —

五免后 ６～１０ — — ３ ５ ２ —

１５～２２ — — — — ２ ８
２８～４２ — — ３ ６ １ —

验高剂量组出现了抗体水平反而降低的情况，是否是因为高

剂量引起了“免疫耐受”或是“免疫抑制”还有待继续研究。

３．２　不同免疫途径对免疫效果的影响
３种免疫途径中肌肉注射反应较差，皮下多点及皮内 ＋

淋巴２种途径效果一致，但皮下注射操作相对比较方便。在
半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｃ（ＣＹＳ－Ｃ）免疫试验中发现，皮内＋
淋巴的免疫方法效果明显好于皮下多点（笔者所在团队做的

同期试验，尚未发表），但本试验未能有同样效果，这可能是

由于ＣＹＳ－Ｃ分子量小，皮内＋淋巴注射能增加刺激强度，而
ＡｐｏＢ分子量较大，皮下注射已达到足够的刺激强度。
３．３　免疫羊年龄对免疫效果的影响

１５～２２月龄的成年羊对ＡｐｏＢ抗原的反应强度明显高于
６～１０月龄的幼年羊与２８～４２月龄的老年羊。出现这一结
果的原因可能是幼年羊的免疫功能尚不健全，而老年羊的免

疫功能开始退化；另外，幼年羊与老年羊组内差异较成年羊

大，一方面说明幼年羊６～１０月间免疫功能发育比较快，另一
方面说明老年羊组内年龄差距太大，２８月龄羊功能接近成年
羊，而４２月龄羊功能已大幅衰退。

综上所述，本试验通过不同免疫剂量、不同免疫途径及不

同羊年龄的比较，初步形成了一套以湖羊为对象的羊抗人

ＡｐｏＢ高效价抗血清的免疫制备方法，效价接近１∶２９。但影
响免疫效果的因素很多，除了抗原自身性质及本研究的因素

之外，抗原的注射剂量、注射次数、间隔时间及抗原佐剂等都

会对抗体效价产生影响［６－９］，要真正形成最优方法还须要对

其他因素及各因素间的互作进行研究与分析。
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