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　　摘要：载脂蛋白Ａ１（ＡｐｏＡ１）是预测冠心病（ＡＳＣＶＤ）最有价值的指标之一。从人血浆中通过 ＰＥＧ沉淀法提取
ＡｐｏＡ１，经过纯化和验证后，选择不同佐剂进行乳化，以不同免疫程序接种成年湖羊，制备羊抗人载脂蛋白 Ａ１多克隆
抗体。通过琼脂扩散试验定期检测免疫后羊血清中抗人ＡｐｏＡ１多克隆抗体的效价，比较不同佐剂的免疫效果。结果
显示，ＣＶ１３佐剂与弗氏完全佐剂结合免疫后，抗体效价达到或超越弗氏佐剂组，明显优于 ＩＳＡ２０６佐剂。本研究结果
可为国内医药企业自主制备高质量羊抗人ＡｐｏＡ１多克隆抗体用于ＡｐｏＡ１检测试剂盒提供技术参考。
　　关键词：载脂蛋白Ａ１；多克隆抗体；ＣＶ１３佐剂；冠心病

　　中图分类号：Ｓ８５２．４＋３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２１）１９－０１８０－０３

收稿日期：２０２１－０６－１７

基金项目：江苏省农业科技自主创新资金［编号：ＣＸ（２０）２００９］；江苏

省镇江市科技计划（编号：ＳＨ２０２０００１）。

作者简介：邓碧华（１９８１—），男，江苏无锡人，硕士，副研究员，主要从

事疫苗佐剂研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｅｎｇｂｉｈｕａ２０００＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：徐志伟，副研究员，主要从事畜禽高效养殖等研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｚｗ１７２９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　载脂蛋白 Ａ１（ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ１，简称 ＡｐｏＡ１）
的监测有助于某些异常脂蛋白血症的特异性诊断。

已有大量临床研究表明，ＡｐｏＡ１是预测冠心病
（ＡＳＣＶＤ）最有价值的指标之一［１］；同时，ＡｐｏＡ１也
可作为其他脂代谢紊乱疾病，如糖尿病、尿毒症、肾

病综合征、痛风、激素代谢紊乱等的辅助观察项

目［２－５］。ＡｐｏＡ１检测试剂盒是临床冠心病诊断的最
有效方法之一［６］，其中，羊抗人 ＡｐｏＡ１多克隆抗体
是该检测试剂的关键核心原料。

为了获得高效价的羊抗人 ＡｐｏＡ１多克隆抗体，
在免疫制备过程中选择合适的佐剂和免疫程序是

该生产工艺的关键环节。目前免疫效果最佳的商

品化佐剂是弗氏佐剂，其主要免疫程序为首次免疫

采用弗氏完全佐剂，２周加强免疫采用弗氏不完全
佐剂。但弗氏佐剂成本过高、毒性强、乳化工艺及

粘度高［７］，使用时不方便，不适合医药企业大规模

生产时使用。笔者所在实验室前期自主研发的

ＣＶ１３佐剂是一种水包油包水佐剂，与弗氏佐剂油
包水型佐剂相比，既保留了的免疫增强效果，同时

降低毒性，注射后更容易被动物吸收。与 ＣＶ１３同
类型ＩＳＡ２０６佐剂由法国赛比克公司生产，广泛应用
于兽用疫苗领域。本研究拟比较 ＣＶ１３佐剂与弗氏
佐剂在羊抗人 ＡｐｏＡ１多克隆抗体制备中的免疫效
力，并以商品化的 ＩＳＡ２０６佐剂作参照，以期能获得
最优的免疫佐剂和免疫程序，用于羊抗人 ＡｐｏＡ１多
克隆抗体的工业化生产。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
弗氏佐剂：弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂，

购自Ｓｉｇｍａ公司；复乳佐剂１：ＣＶ１３佐剂，由笔者所
在实验室制备提供；复乳佐剂２：ＩＳＡ２０６佐剂，购自
法国赛比克公司；琼脂糖，购自南京生兴生物技术

有限公司；聚乙二醇（ＰＥＧ），购自国药集团化学试
剂有限公司；ＡｐｏＡＩ抗体偶联亲和层析柱，购自美国
ＧＥ公司；羊抗人ＡｐｏＡ１特异性抗体，购自上海联迈
生物工程有限公司；ＡｐｏＡ１蛋白标准品，购自上海联
迈生物工程有限公司。

１．２　人载脂蛋白Ａ１的提取、纯化和验证
采用相关文献报道的 ＰＥＧ沉淀法［８］从人血浆

中提取所含的高密度脂蛋白（ＨＤＬ）、低密度脂蛋白
（ＬＤＬ）和极低密度脂蛋白（ＶＬＤＬ）并且分离。将
ＰＥＧ沉淀血清后的上清（ＨＤＬ）用 －２０℃预冷乙醇
再次沉淀、离心，沉淀用磷酸盐缓冲液复溶后经多

次透析，再采用亲和层析法，利用抗原抗体可逆性
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结合的原理，用 ＡｐｏＡ１抗体偶联亲和层析柱，透析
后的上清液多次过柱反应、洗脱、透析，并且用

３０００ｋｕ的超滤管超滤到需要的浓度，从而得到
ＡｐｏＡ１天然抗原。将纯化的蛋白样品加入ＳＤＳ上样
缓冲液制样，通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ进行分离鉴定。然后，
将ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结束后的胶转膜，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ。使用羊抗人 ＡｐｏＡ１特异性抗体，与上述的转
印膜进行孵育，ＥＣＬ曝光后验证提取的蛋白大小。
１．３　佐剂与抗原乳化

弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂分别与ＡｐｏＡ１
蛋白１∶１混合，高剪切力搅拌乳化，制备油包水型免
疫抗原。ＣＶ１３佐剂和ＩＳＡ２０６佐剂分别与ＡｐｏＡ１蛋
白１∶１混合，低剪切力搅拌乳化，制备水包油包水型
免疫抗原。不同疫苗中使用的ＡｐｏＡ１抗原量一致。
１．４　佐剂乳化后性能

将弗式完全佐剂、ＣＶ１３佐剂和２０６佐剂分别与
ＡｐｏＡ１蛋白乳化后，乳液滴于冷水表面，根据扩散情
况，判定剂型。

１．５　动物免疫程序
成年健康湖羊２０只，于２０１９年８月购自徐州

市苏羊羊业有限公司，体质量３５ｋｇ左右，打上耳标
标记，随机分为４组，每组５只。使用上一步中用不
同佐剂制备的疫苗分别于 ０、７、１４、２１、２８、３５、４２、
４９ｄ进行免疫，具体分组见表１。免疫后定期采集
湖羊的免后血清。本动物试验在江苏省农业科学

院试验动物伦理委员会指导下，在江苏省农业科学

院试验动物房开展。试验结束后，所有试验动物按

照法律法规进行无害化处理。

表１　不同试验分组使用免疫佐剂

分组 首次免疫 ２～８次加强免疫

Ａ组 弗氏完全佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原 弗氏不完全佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原

Ｂ组 弗氏完全佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原 ＣＶ１３佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原

Ｃ组 弗氏完全佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原 ＩＳＡ２０６佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原

Ｄ组 ＣＶ１３佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原 ＣＶ１３佐剂＋ＡｐｏＡ１抗原

１．６　琼脂扩散试验检测抗体效价
在１００ｍＬ８％氯化钠溶液中加入１．０ｇ优质琼

脂糖，加热融化后，加入终浓度为０．０１％硫柳汞防
腐，浇制凝胶板（约３ｍｍ厚）。按六角形打孔，孔径
为５．０ｍｍ、孔距为３．０ｍｍ。将血清用生理盐水进
行２倍系列稀释。中央孔加入 ＡｐｏＡ１抗原，周围孔
分别依次加入各稀释度采集的湖羊血清。加样后

置于３５～３７℃湿盒中孵育，出现特异条带判定为阳
性，出现条带的最大稀释倍数即为抗体效价。

１．７　多克隆抗体的特异性检测
将不同的浓度的 ＡｐｏＡ１蛋白标准品与 ＳＤＳ上

样缓冲液配合制样，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ后 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｏｌｔ
转印到膜上。使用本研究制备的羊抗人 ＡｐｏＡ１多
克隆抗体进行孵育，最后ＥＣＬ曝光检测制备抗体的
特异性。

２　结果与分析

２．１　人载脂蛋白Ａ１提取物的检验
对本研究中方法提取的 ＡｐｏＡ１天然抗原进行

检测。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果显示，提取纯化的蛋白条带
单一，大小约 ２８ｋｕ，与目标蛋白 ＡｐｏＡ１大小一致
（图１－Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ通过ＡｐｏＡ１特异性抗体
检测本试验提取物为ＡｐｏＡ１（图１－Ｂ）。

２．２　佐剂乳化性状
弗氏完全佐剂与ＡｐｏＡ１抗原乳化后，乳液滴于

冷水表面，液滴呈圆点状浮于水表面，可判定为油

包水剂型（图２－Ａ）；ＣＶ１３佐剂和２０６佐剂分别与
ＡｐｏＡ１抗原乳化后，乳液滴于冷水表面，液滴呈云雾
状扩散，可判定为水包油包水剂型（图２－Ｂ、Ｃ）。
２．３　琼脂扩散试验检测抗体效价

采集免疫后羊血清，选择不同浓度稀释后进行

琼脂扩散试验，结果显示，制备的羊抗人 ＡｐｏＡ１抗
体对ＡｐｏＡ１抗原呈阳性反应（图３）。
２．４　不同佐剂和免疫程序抗体效价对比

从图４可见，２、４、６免后，Ａ组血清的琼扩效价
最高，达到１∶２４；Ｂ组血清抗体效价次之，达到１∶
２３．８；Ｃ组、Ｄ组免后的羊血清抗体效价最低。８免后，
Ａ组、Ｂ组的血清抗体效价明显高于Ｃ组、Ｄ组。
２．５　抗体的特异性检测

Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ结果显示，制备的羊抗人 ＡｐｏＡ１
多克隆抗体可以特异性结合 ＡｐｏＡ１标准品蛋白，抗
体结合量依赖ＡｐｏＡ１标准品蛋白的浓度增加（图５）。
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３　讨论

ＡｐｏＡ１是 ＡｐｏＡ族中占比最多的一种组分。
ＡｐｏＡ１为单一多肽链，由２４３个氨基酸残基组成，分
子量为２８．３ｋｕ，是高密度脂蛋白（ＨＤＬ）的主要载
脂蛋白。ＨＤＬ具有防止动脉粥样硬化的作用，因
此，测定血清（浆）中ＡｐｏＡ１的含量已成为防止心脑
血管疾病的常规检测项目［９－１０］。羊抗人 ＡｐｏＡ１多
克隆抗体是该检测试剂的关键核心原料，目前８０％
依赖进口，核心问题是缺乏产业化的人 ＡｐｏＡ１的规
模化、快速提取工艺和高活性、高纯度的多克隆抗

体制备工艺技术［１１－１２］。此外，前期的研究表明，佐

剂的选择是影响多克隆抗体的产量和抗体效价的

关键技术，因此如何提高免疫效果，提高产品质量

也是目前需要解决的关键问题。

笔者所在团队专门从事疫苗佐剂研究，对复乳

佐剂及其他佐剂进行了大量研究，已获得了一个复

乳佐剂ＣＶ１３佐剂。该配方以矿物油为基础油相，
加入适宜的表面活性剂和助溶剂，使佐剂能与水相

快速乳化，形成 Ｗ／Ｏ／Ｗ型佐剂。该佐剂可一步乳
化，工艺简单，适合工业生产使用。制备的疫苗粒

径比较均一，大小在１００～２００ｎｍ，更易被机体抗原
提呈，激活宿主免疫系统。前期已通过多次动物试

验检验，均有良好的安全性和免疫效果［１３］。ＣＶ１３
佐剂与弗氏佐剂比较，由于Ｗ／Ｏ／Ｗ剂型比Ｏ／Ｗ剂
型容易吸收，更加安全，成本也相对便宜。本研究

中，制备羊抗人ＡｐｏＡ１多克隆抗体时可选择首次免
疫使用弗氏完全佐剂，２～８加强免疫使用 ＣＶ１３佐
剂的免疫程序，抗体效价略高于弗氏佐剂组，但鉴

于ＣＶ１３价格低、乳化工艺简便和弱毒性的特点，较
弗氏佐剂存在较大优势，从而可降低总生产成本，

值得在企业生产中推广。该工艺技术可为我国医

药企业自主制备高质量的羊抗人 ＡｐｏＡ１多克隆抗
体，生产廉价、稳定的 ＡｐｏＡ１检测试剂盒提供技术
支撑；同时减少羊抗人ＡｐｏＡ１多克隆抗体的进口依
赖，降低我国该领域被国外“卡脖子”的潜在风险。

参考文献：

［１］姜伟超，张德太，张　科，等．糖尿病及急性冠状动脉综合征患者

ＡｐｏＢ与ＡｐｏＡ１比值测定的临床意义［Ｊ］．临床血液学杂志（输

血与检验版），２０１３，２６（１２）：８３７－８４０．

［２］陈保生．载脂蛋白的结构和功能与病毒病的预防和治疗［Ｊ］．中

国医学科学院学报，２００７，２９（３）：４４８－４５１．

［３］刘晓辉，吴　鹤，孙玉兰．急性心肌梗死早期的血脂分析［Ｊ］．中

国医师进修杂志，２００６（１０）：５２－５３．

［４］ＭａｒｔｉｎＩ，ＤｕｂｏｉｓＭＣ，ＳａｅｒｍａｒｋＴ，ｅｔａｌ．ＡｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡ－１ｉｎｔｅｒａｃｔｓ

ｗｉｔｈｔｈｅＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｆｕｓｏｇｅｎｉｃｄｏｍａｉｎｓｏｆＳＩＶ（ｓｉｍｉａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

—２８１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１９期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
ｖｉｒｕｓ）ＧＰ３２ａｎｄＨＩＶ（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ）ＧＰ４１：

ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｖｉｒａｌｅｎｔｒｙ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，１９９２，１８６（１）：９５－１０１．

［５］ＰａｎｉｎＬＥ，ＫｏｓｔｉｎａＮＥ，ＰｏｔｅｒｉａｅｖａＯＮ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｈｏｍｏｌｏｇｙｏｆＨＩＶ－１ｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｈｕｍａｎａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡＩ

［Ｊ］．ＶｏｐｒｏｓｙＶｉｒｕｓｏｌｏｇｉｉ，２００１，４６（５）：１３－１６．

［６］胡国芳，陈保生，杨晓慧，等．血浆载脂蛋白Ａ－Ⅰ生理功能的研

究：Ａ－Ⅰ及其裂解片段对单纯疱疹病毒感染细胞的作用［Ｊ］．

中国医学科学院学报，１９９４，１６（２）：９８－１０３．

［７］高泽乾，孙建男，武　炜，等．兽用免疫佐剂的研究进展［Ｊ］．唐

山师范学院学报，２０１２，３４（２）：４５－４８，５１．

［８］王　晶，白　丽，郭利军，等．一种制备兔抗人 ＩＧＧ抗体的简易

方法［Ｊ］．大理医学院学报，１９９９（１）：６０，６３．

［９］徐志伟，徐一然，陈永霞，等．优化 ＡｐｏＢ抗原免疫剂量提高抗体

产生的效果［Ｊ］．农学学报，２０１８，８（１１）：５８－６１．

［１０］ＯｗｅｎｓＢＪ，ＡｎａｎｔｈａｒａｍａｉａｈＧＭ，ＫａｈｌｏｎＪＢ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ－Ⅰ ａｎｄｉｔｓａｍｐｈｉｐａｔｈｉｃｈｅｌｉｘｐｅｐｔｉｄｅａｎａｌｏｇｕｅｓｉｎｈｉｂｉｔｈｕｍａｎ

ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｓｙｎｃｙｔｉｕｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＩｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，１９９０，８６（４）：１１４２－１１５０．

［１１］邵长玲，孔军伶．制备免疫血清免疫法改良和效果［Ｊ］．卫生职

业教育，２０１１，２９（９）：１１１－１１２．

［１２］徐志伟，刘　泉，时小艳，等．利用湖羊生产人 ＡｐｏＢ多抗血清

免疫新方法［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（３）：１８６－１８７．

［１３］ＸｕＨ，ＮｉｕＹＬ，ＨｏｎｇＷ Ｍ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｗａｔｅｒ－ｉｎ－

ｏｉｌ－ｉｎ－ｗａｔｅｒａｄｊｕｖａｎｔｆｏｒｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖａｃｃｉｎｅ

ｂａｓｅｄｏｎｇｉｎｓｅｎｇｓｔｅｍ－ｌｅａｆｓａｐｏｎｉｎｓａｓａｎｉｍｍｕｎｅｂｏｏｓｔｅｒ［Ｊ］．

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，

２０２０，７１：１０１４９９．

徐　彬，张敬峰，卢凤英，等．基于特有基因ＶＹ９３＿ＲＳ０２８８５为靶标的滑液支原体ｑＰＣＲ检测方法建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１９）：１８３－１８９．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２１．１９．０３３

基于特有基因 ＶＹ９３＿ＲＳ０２８８５为靶标的
滑液支原体 ｑＰＣＲ检测方法建立

徐　彬，张敬峰，卢凤英，孙华伟，赵　莎，张晓曦，刘青涛，张小飞
（江苏省农业科学院兽医研究所／农业部兽医生物工程技术重点实验室，江苏南京２１００１４）

　　摘要：利用 ＣＤ－ＨＩＴ－ＥＳＴ快速聚类分析和 ＢＬＡＳＴＮ同源性比对共鉴定出 １７个滑液支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｓｙｎｏｖｉａｅ）特有基因，并从中选取保守基因ＶＹ９３＿ＲＳ０２８８５作为分子诊断的靶标基因。根据该基因核苷酸序列设计了１
对引物，建立了滑液支原体的ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｑＰＣＲ检测方法。结果表明，该方法对不同浓度的模板和对应的 ＣＴ值具有

较好的线性关系，Ｒ２值为０．９９８８；该方法的特异性较好，ＢＬＡＳＴＮ比对，检测引物对仅能匹配滑液支原体的特有基因
ＶＹ９３＿ＲＳ０２８８５，结果显示，该方法能特异性地检测滑液支原体，与其他常见的引起禽关节炎的细菌／支原体性病原无
交叉反应；该方法的敏感性较好，１００％阳性检测的靶标基因最小拷贝数为１０；该方法的重复性较好，对３个不同浓度
的模板进行组间和组内重复检测，变异系数≤１．１７２７％。此外，该方法对临床样品的检出率与传统检测方法相符。
因此，本研究建立的针对滑液支原体特有基因的ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｑＰＣＲ检测方法具有用时短、特异性高、准确性高、敏感性
高、可重复性强的优点，可为滑液支原体的快速诊断和流行病学调查提供技术手段。
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　　滑液支原体（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｓｙｎｏｖｉａｅ）是一种重要
的禽病病原，是ＯＩＥ必通报疫病病原。该病原所致
疾病的致死率不高，但能导致鸡关节炎、气囊炎、生

长迟缓、产蛋量下降、产畸形蛋并增加鸡对其他病

原的易感性和疾病程度等，疾病发展缓慢，病程长。

该病原在鸡群中感染后很难根除，对家禽养殖业造

成严重的经济损失［１－３］。

对滑液支原体的快速诊断对该病原所致疾病

的防控非常重要［４］，荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）相对于
常规 ＰＣＲ具有反应时间短、更高的敏感性、结果不
用跑胶直接获得等优点。现阶段应用最广泛的

ｑＰＣＲ方法分别是荧光探针法 ｑＰＣＲ（如 ＴａｑＭａｎ
ｑＰＣＲ）和核酸染料法ｑＰＣＲ（如ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｑＰＣＲ）。
对于单基因检测，ＳＹＢＲｇｒｅｅｎｑＰＣＲ相对于 ＴａｑＭａｎ
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