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不同水性及水包油型佐剂对猪支原体肺炎灭活疫苗

的免疫增强作用

解海东%

!

0

!熊祺琰%

!刘茂军%

!韦艳娜%

!王
!

佳%

!宁官保0

!邵国青%

"

"

%'

江苏省农业科学院兽医研究所!农业部兽用生物制品工程技术重点实验室

国家兽用生物制品工程技术研究中心!南京
0%&&%)

(

0'

山西农业大学 动物科技学院!太谷
&*&(&%

#

摘
!

要"旨在为猪支原体肺炎灭活疫苗研发水性的或水包油型佐剂!降低疫苗的副作用'利用小鼠为模型动物评

价几种不同佐剂配合猪支原体肺炎灭活疫苗免疫动物时对细胞免疫和体液免疫应答的增强作用'将不同佐剂与

灭活疫苗配合肌肉注射免疫小鼠!检测脾淋巴细胞对猪肺炎支原体抗原的增殖应答情况及特异性的血清
M
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抗体

水平'试验分两批次进行!共评价
%%

种佐剂'结果表明!卡波姆
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免疫刺激复合物基质混合物佐剂和壳聚糖
k

左旋咪唑混合物佐剂强烈地诱导产生高水平细胞免疫和体液免疫应答"

/

$

&'&%

#(卡波姆
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k

左旋咪唑混合物佐

剂&卡波姆
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左旋咪唑
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黄芪多糖混合物佐剂和
M83%%= >̂
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葡聚糖
k

左旋咪唑混合物

佐剂&
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左旋咪唑
k

黄芪多糖混合物佐剂和
#

!

葡聚糖
k

左旋咪唑
k

黄芪多糖混合物佐剂在细胞免疫

应答方面作用显著"
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#!但体液免疫应答作用稍弱(而
>@X&%8K

佐剂在体液免疫应答方面作用显著"

/
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#!细胞免疫应答作用稍弱'通过分析认为卡波姆
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k

免疫刺激复合物基质混合物佐剂&壳聚糖
k

左旋咪唑混

合物佐剂的效果最好!可同时显著增加细胞及体液免疫应答!本试验结果将为猪支原体肺炎灭活疫苗的佐剂研发

提供数据基础'
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#又称为猪气喘病!是一种由猪肺炎支

原体"
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#感染引起

的一种接触性&慢性呼吸道传染病!也是一种重要的

免疫抑制性疾病!是猪呼吸道综合征的病原之一(主

要临床症状为咳嗽和气喘!病变特征主要为肺的心

叶&尖叶&膈叶出现对称性的/肉样0实变'易继发链

球菌&巴氏杆菌和肺炎球菌等感染!该病药物治疗效

果并不理想!因而疫苗接种是预防该病的有效手

段)
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'目前市场上猪支原体肺炎灭活疫苗以进口产

品为主!以美国辉瑞动物保健品公司生产的/瑞倍

适+

0灭活疫苗应用较为广泛'但由于国外猪支原

体肺炎灭活苗价格昂贵!难以在中国猪场推广'国

内厂家生产的猪支原体肺炎灭活苗价格较国外便

宜!但目前中国国内猪支原体肺炎灭活苗主要是以

油包水的佐剂为体系制备成的!免疫后易造成注射

部位炎症!安全性差)

0

*

!因此使用水性佐剂或者水为

连续相的乳剂型佐剂替代传统的油包水型佐剂是该

疫苗研制的新方向'本试验就几种不同的水性及水

包油型佐剂对猪支原体肺炎灭活疫苗的免疫增强作

用进行了评价'免疫小鼠后!评价其细胞免疫和体

液免疫!初步筛选出较好的佐剂配方!为后续的本动

物免疫试验提供参考'
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材料与方法
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佐剂材料
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黄芪多糖粉末购自陕西锦泰

生物工程有限公司!纯度
#
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(左旋咪唑粉末购自

8$
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公司!纯度
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(免疫刺激复合物基质"
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M8Ẁ 7!<AER$G

#

为自制)
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!主要成分是
ZJ$B3

&磷脂和胆固醇!其中

免疫刺激复合物基质浓度用其中
ZJ$B3

的浓度表

示(卡波姆
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/9%5

为美国路博润公司产品(

>@X&%8K

&

M83%%= >̂

均为
8@55MW

公司产品(

壳聚糖
M%&&(!%

为
:BJVA

公司产品(

?@3@!?DGERA-

为
S

IAR<AF$A

公司产品(

#

!

葡聚糖购自陕西慈缘生

物技术有限公司'

%'%'0

!

疫苗抗原
!!

猪肺炎支原体"

4_

株#灭活抗

原!批号
0&%%%%&)

!支原体浓度为
%&

/

FFJ

-
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f%

(由

江苏省农业科学院兽医所家畜疫病防控研究室自制'
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实验动物
!!

%(
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O

的雄性昆明小鼠共

%(&

只"两批次试验#!

)

周龄!购自扬州大学比较医

学中心'

#F!

!

小鼠免疫

第一批次试验$将小鼠随机分成
(

组!每组
%0

只!

>%

组为阴性对照组!不免疫(

>0

"

>(

组分别免

疫含不同佐剂的灭活疫苗"表
%

#'第二批次试验$

将小鼠随机分成
.

组!每组
%0

只!

>/

组为阴性对照

组!不免疫(

>%&

"

>%)

组分别免疫含不同佐剂的灭

活疫苗"表
%

#'其中
>9

和
>%&

组使用同一佐剂'

除
>1

组卡波姆
/9)

k

免疫刺激复合物基质混合物佐

剂组是将佐剂与疫苗抗原等体积混合"

1&

'

X

佐

剂
k1&

'

X

抗原#外!其它各组均是按
0l%

的体积

混合"

%&&

'

X

佐剂
k1&

'

X

抗原#!分别后腿肌肉注

射免疫'第一次免疫后
%)

天进行二次免疫!免疫剂

量同一免'各组具体免疫情况见表
%

'

#F*

!

淋巴细胞增殖反应测定

!!

第二次免疫后第
9

天进行淋巴细胞增殖应答检

/0&0
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小鼠免疫分组及免疫情况
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试验批次
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>R#J
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,

佐剂在疫苗中的终浓度

KIDP$-ABF#-FD-ERAE$#-

#PA"

+

JQA-E$-

EIDQAFF$-D

灭活抗原在疫苗中的

终浓度%"

FFJ

-

<X

f%

#
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#PM-AFE$QAED"A-E$
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免疫剂量%
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X
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第一

批次

KID%,E

TAEFI

>% %&

阴性对照组
f f %1&
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卡波姆
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混合物佐剂组

卡波姆
/9)

&'**\

左旋咪唑
.'.9<

O

-

<X

f%
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卡波姆
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混合物佐剂组
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卡波姆
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黄芪多糖混合物佐剂组
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>1 %0

卡波姆
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免疫刺激复合物

基质混合物佐剂组

卡波姆
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.'.9<
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批次
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葡聚糖
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混合物佐剂组

#
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.'.9<

O

-

<X

f%

左旋咪唑
.'.9<

O

-

<X

f%
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黄芪多糖混合物佐剂组
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黄芪多糖
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9
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#
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葡聚糖
k
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k

黄芪多糖混合物佐剂组

#

!

葡聚糖
.'.9<

O

-
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f%
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-
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黄芪多糖
..'.9<
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-
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f%

.'.9h%&
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%1&

测!每组取
)

只小鼠进行'常规方法获得小鼠脾淋

巴细胞悬液)

)

*

!用
%.)&

完全培养基调整细胞数至

*h%&

.

-

<X

f%

!把各组淋巴细胞铺在
/.

孔细胞板

内"

%&&

'

X

-孔f%

#!分别加入
568

&猪肺炎支原体全

菌蛋白溶液"

1

'

X

-孔f%

#!设
)

个复孔(

Ẁ

0

培养箱

培养
90I

!加入
7KK0&

'

X

)

1

*

!继续孵育
)I

后!加

入
%1&

'

X?78̀

显色'检测
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)/&-<

!并按以下公

式计算刺激指数"

,E$<JBAE$#-$-"DG

!

8M

#$

-A

T

抗原刺激孔
I?

值
U

空白孔
I?

值

/0-

刺激孔
I?

值
U

空白孔
I?

值

#F$

!

血清抗体水平测定

从第二次免疫当天开始每周采血!共采
9

次!用

&*&0



!

%0

期 解海东等$不同水性及水包油型佐剂对猪支原体肺炎灭活疫苗的免疫增强作用

间接
@XM83

法测定血清中猪肺炎支原体特异性

M

O

>

抗体水平'具体方法如下)

.

*

$使用猪肺炎支原

体全菌蛋白溶液"

%&

'

O

-

<X

f%

#为包被抗原!每孔

加
%&&

'

X

!

*9g

孵育
%I

!

)g

冰箱过夜'次日弃去

包被液!用
568K

洗涤
*

次!加入
*\683

封闭液!

每孔
0&&

'

X

!

*9g

封闭
*I

!然后洗涤
*

次'用
%\

683

按
%l0&&

比例稀释血清!每孔加
%&&

'

X

!

*9

g

孵育
%I

!洗涤
*

次'加入
%\683(&&&

倍稀释

的羊抗鼠
M

O

>!2=5

每孔
%&&

'

X

!

*9 g

孵育
*&

<$-

!洗涤
*

次'然后加入底物显色液
K76l

b25l"2

0

`l

磷酸盐缓冲液"

S

21'0

#

j1&l

/1&l%&l//&

!每孔
%&&

'

X

!避光反应
%1<$-

'加

入
0<#B

-

X

f%

2

0

8̀

)

每孔
1&

'

X

!使用酶标仪检

测!测定波长
)1&-<

!参考波长
.*&-<

'

#F%

!

数据处理

淋巴细胞增殖试验数据采用
-̀D!LA

U

34̀ !

3̂

方法进行统计分析!抗体检测数据采用
=D!

S

DAED"!7DA,JRD,34̀ 3̂

方法进行统计分析!

/

$

&'&1

判定为统计学差异显著!

/

$

&'&%

表示为统计

学差异极显著'

!

!

结
!

果

!F#

!

小鼠淋巴细胞增殖反应测定

第二次免疫后第
9

天测定小鼠脾淋巴细胞对猪

肺炎支原体抗原的增殖应答情况作为细胞免疫应答

的评价标准'

由图
%

可见!第一批次试验各组结果与
>%

阴

性对照组相比!

>)

组和
>(

组的刺激指数
8M

显著

高于对照组"

/

$

&'&1

#!

>0

组&

>1

组和
>.

组的刺

激指数
8M

极显著高于对照组"

/

$

&'&%

#'由此可

见!在所试各组佐剂中!卡波姆
/9)

k

左旋咪唑混合物

佐剂"

>0

组#&卡波姆
/9)

k

免疫刺激复合物基质

"

M8Ẁ 7!<AER$G

#混合物佐剂"

>1

组#&壳聚糖
k

左

旋咪唑混合物佐剂"

>.

组#对该疫苗细胞免疫刺激

能力的增强作用最好(卡波姆
/9)

k

左旋咪唑
k

黄芪

多糖混合物佐剂"

>)

组#和
M83%%= >̂

佐剂"

>(

组#次之(卡波姆
/9%

k

左旋咪唑混合物佐剂"

>*

组#&

>@X&%8K

佐剂"

>9

组#无明显作用'

两批次试验结果分别与
>%

%

>/

阴性对照组比较!

"

表示
/

$

&'&1

!

""

表示
/

$

&'&%

'下图同

W#<

S

ARD"C$EI

O

R#J

S

>%

%

>/#P-D

O

AE$QDF#-ER#B

!

"

/

$

&'&1

!

""

/

$

&'&%'KID,A<DA,TDB#C

图
#

!

免疫后小鼠淋巴细胞增殖应答情况检测

H1

;

F#

!

N

E

G

M

938

E

=/

M

03?14/07=13,0/6

M

3,6/1,G18/74=/01GG@,1A7=13,

!!

第二批次试验各组结果与
>/

阴性对照组相

比!

>%*

组和
>%)

组佐剂的刺激指数
8M

显著高于

对照组"

/

$

&'&1

#!

>%0

组的刺激指数
8M

极显著高

于对照组"

/

$

&'&%

#'由此可见!在所试各组佐剂

中!

#

!

葡聚糖
k

左旋咪唑"

>%0

组#混合物佐剂对增

强该疫苗细胞免疫刺激能力的效果最好!

?@3@!?DG!

ERA-k

左旋咪唑
k

黄芪多糖"

>%*

组#混合物佐剂和
#

!

葡聚糖
k

左旋咪唑
k

黄芪多糖"

>%)

组#混合物佐剂

次之'

>@X&%8K

"

>%&

组#佐剂&

?@3@!?DGERA-k

左

旋咪唑"

>%%

组#混合物佐剂无明显作用'

!F!

!

小鼠血清
>

;

L

抗体的
VN>)+

测定

对两次免疫后各组小鼠进行定期采血!测定特异

性血清
M

O

>

抗体水平作为体液免疫应答的评价标准'

0'0'%

!

第一批试验检测结果
!!

@XM83

测定见图

0

'各佐剂组均产生明显抗体!卡波姆
/9)

k

左旋咪

唑
k

黄芪多糖混合物佐剂组"

>)

组#抗体水平显著

高于
>%

阴性对照组"

/

$

&'&1

#!其他各组极显著高

于
>%

阴性对照组"

/

$

&'&%

#'

对各组佐剂进行相互比较!结果显示!卡波

姆
/9)

kM8Ẁ 7!<AER$G

混合物佐剂组"

>1

组#和壳

聚糖
k

左旋咪唑混合物佐剂组"

>.

组#极显著高于

"

/

$

&'&%

#

>@X&%8K

佐剂组"

>9

组#和
M83%%=

>̂

佐剂组"

>(

组#!而后两组又极显著高于"

/

$

&]&%

#卡波姆
/9)

k

左旋咪唑混合物佐剂组"

>0

组#和

%*&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

卡波姆
/9%

k

左旋咪唑混合物佐剂组"

>*

组#!后两组

又显著高于"

/

$

&'&1

#卡波姆
/9)

k

左旋咪唑
k

黄芪

多糖混合物佐剂组"

>)

组#'

由此可见!在所试佐剂浓度下!卡波姆
/9)

k

M8Ẁ 7!<AER$G

混合物佐剂"

>1

组#和壳聚糖
k

左

旋咪唑混合物佐剂"

>.

组#在增强体液免疫应答方

面的刺激能力是所试各组佐剂中效果最好的(

M83

%%= >̂

"

>(

组#和
>@X&%8K

"

>9

组#佐剂次之(

其他各佐剂组也能增强体液免疫应答能力!但相较

于以上几组作用显得较弱'

0'0'0

!

第二批试验检测结果
!!

@XM83

测定见图

0

'各佐剂组均产生明显抗体!

?@3@!?DGERA-k

左

旋咪唑混合物佐剂组"

>%%

组#和
#

!

葡聚糖
k

左旋咪

唑
k

黄芪多糖佐剂组"

>%)

组#抗体水平显著高于阴

性对照组"

/

$

&'&1

#!其他各组极显著高于对照组

"

/

$

&'&%

#'

对各佐剂组进行相互比较!结果显示!

>@X&%

8K

佐剂组"

>%&

组#极显著高于其他各组"

/

$

&]&%

#!而
?@3@!?DGERA-k

左旋咪唑"

>%%

组#佐剂

组&

#

!

葡聚糖
k

左旋咪唑混合物佐剂组"

>%0

组#&

?@3@!?DGERA-k

左旋咪唑
k

黄芪多糖佐剂组"

>%*

组#和
#

!

葡聚糖
k

左旋咪唑
k

黄芪多糖佐剂组"

>%)

组#之间差异不显著"

/

#

&'&1

#'

由此可见!在所试各组佐剂中!

>@X&%8K

佐

剂组"

>%&

组#对增强该疫苗体液免疫刺激能力的效

果最好!而其他各组佐剂也增强体液免疫应答能力'

图
!

!

免疫后小鼠血清
>

;

L

抗体水平检测

H1

;

F!

!

Q/=/0G1,7=13,346/0@G>

;

L7,=1C3<

E

1,G18/74=/01GG@,1A7=13,

*

!

讨
!

论

根据以往的文献报道!大多数研究者认为在猪

支原体肺炎的免疫过程中细胞免疫起重要作用!而

体液免疫应答目前被认为与保护力不呈明显相关

性)

9

*

'因此选择和研制能够有效激活细胞免疫的佐

剂是研发猪支原体肺炎灭活疫苗佐剂的关键'同

时!考虑到血清抗体是临床检测疫苗免疫效果的最

直接手段!优秀的促进体液免疫应答的能力!更有利

于疫苗佐剂的市场推广以及临床使用!故而在保证

0*&0



!

%0

期 解海东等$不同水性及水包油型佐剂对猪支原体肺炎灭活疫苗的免疫增强作用

细胞免疫刺激能力的同时还应尽量兼顾体液免疫的

刺激能力)

(

*

'

两批次小鼠试验结果显示!卡波姆
/9)

k

免疫刺

激复合物基质"

M8Ẁ 7!<AER$G

#混合物佐剂和壳聚

糖
k

左旋咪唑混合物佐剂能够有效地刺激机体细胞

免疫和体液免疫应答(卡波姆
/9)

k

左旋咪唑混合物

佐剂&卡波姆
/9)

k

左旋咪唑
k

黄芪多糖混合物佐剂

和
M83%%= >̂

佐剂也能一定程度增强机体细胞免

疫和体液免疫应答(商品化佐剂
>@X&%8K

和卡波

姆
/9%

k

左旋咪唑混合物佐剂对机体体液免疫有明显

的作用!但对机体细胞免疫作用不甚明显(

#

!

葡聚

糖
k

左旋咪唑混合物佐剂&

?@3@!?DGERA-k

左旋

咪唑
k

黄芪多糖混合物佐剂和
#

!

葡聚糖
k

左旋咪

唑
k

黄芪多糖混合物佐剂能有效促进疫苗的细胞免

疫刺激能力!但这几种佐剂对机体的体液免疫刺激

作用不强(

?@3@!?DGERA-k

左旋咪唑混合物佐剂

对机体体液免疫应答有一定的作用!但对机体的细

胞免疫刺激作用不甚明显'

从本试验结果分析!有几种佐剂可诱导机体产

生明显的细胞免疫应答!这对于猪支原体肺炎疫苗

而言是必要的!而其体液免疫应答作用不甚明显!为

解决这一问题!可以向其中添加能有效促进体液免

疫应答的其他佐剂成分进一步组成复方佐剂!以保

障所形成的佐剂对机体既有明显的细胞免疫应答又

有明显的体液免疫应答'

同时!从结果中可看出不同型号卡波姆的作用

有所差异'从体液免疫应答角度来看!卡波姆
/9)

k

左旋咪唑混合物佐剂组和卡波姆
/9%

k

左旋咪唑混合

物佐剂组刺激机体产生的抗体水平没有明显的差

异!但是!从细胞免疫应答角度来看!卡波姆
/9)

k

左

旋咪唑混合物佐剂组要优于卡波姆
/9%

k

左旋咪唑混

合物佐剂组!这可能是由于卡波姆
/9)

和卡波姆
/9%

之

间的物理性质差异所造成'此外!通过比较卡波

姆
/9)

k

左旋咪唑和卡波姆
/9)

k

左旋咪唑
k

黄芪多糖

混合物佐剂组的结果较为意外地发现!添加黄芪多

糖后佐剂的免疫刺激能力有所降低'理论上黄芪多

糖具有提高机体免疫力的作用)

/

*

!其添加后佐剂功

效反而降低的原因可能与佐剂成分之间的相互兼容

性有关'

本研究以小鼠为模型为猪支原体肺炎灭活疫苗

筛选水性佐剂及水包油型佐剂!试验结果显示!卡波

姆
/9)

k

免疫刺激复合物基质"

M8Ẁ 7!<AER$G

#混合

物佐剂与壳聚糖
k

左旋咪唑混合物佐剂能强烈地激

活机体细胞免疫及体液免疫!可作为备选佐剂进行

后续的本动物试验!为猪支原体肺炎灭活疫苗新型

佐剂的研制提供了基础数据'

$

!

结
!

论

以小鼠为试验对象评价了几种不同水性及水包

油型佐剂配合猪支原体肺炎灭活疫苗免疫动物后对

细胞和体液免疫的增强作用!通过分析发现其中卡

波姆
/9)

k

免疫刺激复合物基质混合物佐剂&壳聚糖

k

左旋咪唑混合物佐剂的效果较好!可同时显著增

强细胞及体液免疫应答'
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