
中国农业大学学报　２０１１，１６（３）：１０７１１１

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

利用小鼠模型的脲酶免疫刺激物效果评价
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摘　要　建立小鼠模型对制备的脲酶免疫刺激物进行免疫效果及其安全性评价。利用ＩＰＴＧ诱导脲酶基因克隆

菌，大量表达脲酶ＵｒｅＢ蛋白，用ＳＤＳＰＡＧＥ及Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法对表达产物进行定性和定量分析；将脲酶 ＵｒｅＢ蛋白

与弗氏（不）完全佐剂混合并乳化，制备成脲酶免疫刺激物。选择健康昆明小白鼠４０只，随机分为４组，分别注射

脲酶免疫刺激物、弗氏（不）完全佐剂和生理盐水，同时设置非注射为空白对照。利用间接ＥＬＩＳＡ测定特异性抗体

效价，利用血常规分析仪和流式细胞仪测定小鼠血常规。结果表明：构建克隆菌株可以大量表达脲酶Ｂ蛋白，质量

浓度为０．３９ｍｇ／ｍＬ。小鼠血清中特异性ＩｇＧ抗体效价能达到１∶１００００以上，显著高于其他３个对照组（犘＜

０．０５），而特异性抗体ＩｇＡ和ＩｇＭ效价与对照组比较差异不显著（犘＞０．０５）。脲酶免疫刺激物能显著提高小鼠血

中白细胞、淋巴细胞和中间细胞数及比例（犘＜０．０５），而对血液其他指标没有显著影响（犘＞０．０５）。本试验成功制

备脲酶免疫刺激物，并能有效刺激机体免疫应答，为后期奶牛免疫试验打下基础。
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（１．犛狋犪狋犲犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犃狀犻犿犪犾犖狌狋狉犻狋犻狅狀／犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲，

犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵１００１９３，犆犺犻狀犪；

２．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃狀犻犿犪犾犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犌犪狀狊狌犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犔犪狀狕犺狅狌７３００７０，犆犺犻狀犪）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　犜犺犲狅犫犼犲犮狋狅犳狋犺犻狊狊狋狌犱狔犻狊狋狅狆狉犲狆犪狉犲犪狀犱犲狏犪犾狌犪狋犲狋犺犲狌狉犲犪狊犲犻犿犿狌狀狅狊狋犻犿狌犾犪狀狋狊．犜犺犲狆狉狅狋犲犻狀犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犪狀犱狇狌犪狀狋犻犳犻犲犱犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犫狔犛犇犛犘犃犌犈犪狀犱犅狉犪犱犳狅狉犱狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔犪犳狋犲狉犝狉犲犅狑犪狊犲狓狆狉犲狊狊犲犱．犜狅狆狉犲狆犪狉犲

狌狉犲犪狊犲犻犿犿狌狀狅狊狋犻犿狌犾犪狀狋狊，犝狉犲犅狆狉狅狋犲犻狀犪狀犱犉狉犲狌狀犱狊犮狅犿狆犾犲狋犲（犻狀犮狅犿狆犾犲狋犲）犪犱犼狌狏犪狀狋狑犲狉犲犿犻狓犲犱犪狀犱犲犿狌犾狊犻犳犻犲犱．犉狅狉狋狔

犺犲犪犾狋犺狔 犿犻犮犲 狑犲狉犲 狉犪狀犱狅犿犾狔 犪犾犾狅犮犪狋犲犱 狋狅 犳狅狌狉 犵狉狅狌狆狊，狑犺犲狉犲 狋犺狉犲犲 犵狉狅狌狆狊 狑犲狉犲犻犿犿狌狀犻狕犲犱 狑犻狋犺 狌狉犲犪狊犲

犻犿犿狌狀狅狊狋犻犿狌犾犪狀狋狊，犉狉犲狌狀犱＇狊犮狅犿狆犾犲狋犲（犻狀犮狅犿狆犾犲狋犲）犪犱犼狌狏犪狀狋犪狀犱狆犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾狊犪犾犻狀犲．犪狀犱狋犺犲犳狅狌狉狋犺犵狉狅狌狆狊犲狉狏犲犱犪狊狋犺犲

狀狅狀犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀犮狅狀狋狉狅犾．犜犺犲犿犻犮犲狑犲狉犲犻犿犿狌狀犻狕犲犱狅狀犮犲犲狏犲狉狔狋狑狅狑犲犲犽狊犳狅狉狋犺狉犲犲狋犻犿犲狊．犗狀犲狑犲犲犽犪犳狋犲狉狋犺犲狋犺犻狉犱

犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀，犫犾狅狅犱狊狑犲狉犲狊犪犿狆犾犲犱．犛狆犲犮犻犳犻犮犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉狊狑犲狉犲犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔狋犺犲犿犲狋犺狅犱狅犳犈犔犐犛犃，犪狀犱狋犺犲犿犻犮犲

犫犾狅狅犱狑犪狊犱犲狋犲狉犿犻狀犲犱犫狔犫犾狅狅犱犪狀犪犾狔狕犲狉犪狀犱犳犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔．犝狉犲犪狊犲犅狆狉狅狋犲犻狀狑犪狊犲狓狆狉犲狊狊犲犱犪狀犱狆狌狉犻犳犻犲犱狊狌犮犮犲狊狊犳狌犾犾狔

狑犻狋犺狋犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳０．３９犿犵／犿犔．犛犲狉狌犿狊狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔犐犵犌狋犻狋犲狉狅犳犿犻犮犲犮犪狀狉犲犪犮犺犪犫狅狏犲１：１００００，狑犺犻犮犺狑犪狊

狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犾狔犺犻犵犺犲狉（犘＜０．０５）狋犺犪狀狅狋犺犲狉３犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊，犫狌狋狊狆犲犮犻犳犻犮犐犵犃犪狀犱犐犵犕狋犻狋犲狉狊狑犲狉犲狀狅狋犪狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋

犱犻犳犳犲狉犲狀犮犲犫犲狋狑犲犲狀狅狋犺犲狉３犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊（犘＞０．０５）．犜犺犲狀狌犿犫犲狉狅犳狑犺犻狋犲犫犾狅狅犱犮犲犾犾狊，犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲犪狀犱犻狀狋犲狉犿犲犱犻犪狋犲

犮犲犾犾狑犲狉犲犻犿狆狉狅狏犲犱犫狔狌狉犲犪狊犲犻犿犿狌狀狅狊狋犻犿狌犾犪狀狋狊（犘＜０．０５），犪狀犱狅狋犺犲狉犫犾狅狅犱犻狀犱犲狓犺犪犱狀狅狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀狋犻狀犳犾狌犲狀犮犲（犘＞
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００５）．犝狉犲犪狊犲犻犿犿狌狀狅狊狋犻犿狌犾犪狀狋狊狑犪狊狆狉犲狆犪狉犲犱，犪狀犱犻狋犮狅狌犾犱犾犲犪犱狋狅狋犺犲犻犿犿狌狀犲狉犲狊狆狅狀狊犲，狋犺犻狊犫狌犻犾狋犪犳狅狌狀犱犪狋犻狅狀犳狅狉

犳狌狉狋犺犲狉犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狉犲犵犪狉犱犻狀犵犮狅狑＇狊犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　犿犻犮犲；狌狉犲犪狊犲；犻犿犿狌狀狅狊狋犻犿狌犾犪狀狋狊；犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉

　　反刍动物瘤胃中脲酶可以特异性催化尿素生成

氨，为微生物合成菌体蛋白提供底物，因此尿素可以

在反刍动物氮代谢中替代日粮中粗蛋白的９％～

１２％
［１］，在反刍动物的营养上有着重要意义。但瘤

胃内脲酶分解尿素生成氨的速度是微生物利用氨的

４倍，使大量的氮素未得到有效的利用而被浪费
［２］，

因此降低脲酶活性，减缓尿素分解速度，可以有效的

提高微生物对氨的利用率，防止氨中毒。目前认为

比较有效的脲酶抑制剂有：１）氧肟酸类化合物

（ｈｙｄｒｏｘａｍａｉｅａｃｉｄｓ），如乙酰氧肟酸（ＡＨＡ）、辛酰

氧肟酸（ＣＨＡ）等；２）金属离子，如 Ｍｎ２＋和Ｂａ２＋等；

３）其他，如氢醌、苯磷酰化合物，四硼酸钠等
［３］。但

由于大部分抑制剂易被氧化而失活，且同时兼有高

效、低廉、无毒、无污染的抑制剂很少，这就造成了脲

酶抑制剂在生产上应用的局限性。寻求其他途径对

瘤胃内脲酶进行抑制已成为现今研究的热点。目前

国内外通过免疫刺激对瘤胃内菌群调控做了大量研

究［４７］，包括对产甲烷菌、乳酸生成菌以及脲酶生成

菌等抑制的研究，其中利用植物脲酶（刀豆脲酶）作

为抗原，免疫奶牛后未能有效抑制瘤胃细菌脲酶活

性，也未减缓尿素分解速度［４］，这是由于瘤胃细菌脲

酶与植物脲酶之间的免疫原性相差太大所导致，而

细菌间的免疫原性会更加接近。本试验选择细菌脲

酶作为抗原，制备免疫刺激物后利用昆明小白鼠模

型对疫苗效果和安全性进行评价，旨在为研究细菌

脲酶抗原对奶牛瘤胃脲酶活性调控提供指导。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器

ＬＢ培养基，异丙基βＤ硫代吡喃半乳糖苷

（ＩＰＴＧ，美国Ｓｉｇｍａ公司），弗氏完全佐剂及弗氏不

完全佐剂（美国Ｓｉｇｍａ公司），四甲基联苯胺（美国

Ｋｅｈａｏｚｅ公司），酶标仪（ＩｎｆｉｎｉｔｅＦ２００，瑞士 Ｔｅｃａｎ

公司），超声破碎仪（ＳｃｉｅｎｔｚⅡＤ，美国Ｓｃｉｅｎｔｚ公

司），乳化器（美国ＨｏｍｏｇｅｎｉｚｅｒＷｏｒｋｃｅｎｔｅｒ公司）、

蛋白测定试剂盒（美国Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司），ＥＬＩＳＡ间

接 测 定 试 剂 盒 （Ｂｅｔｈｙｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，

Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ，ＴＸ，美国），９６孔酶标板（美国Ｃｏｓｔａｒ

公司）。

１．２　方法

１．２．１　脲酶Ｂ的表达

从本实验室前期构建的奶牛瘤胃微生物ＢＡＣ

文库中选取筛选获得的脲酶基因克隆菌［８］，３７℃过

夜活化，接种到５００ｍＬ的ＬＢ培养基中扩大培养。

当ＯＤ＝０．６～０．８时，加入２５０μＬ浓度为１ｍｍｏｌ／

Ｌ的ＩＰＴＧ，诱导３ｈ后６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ回

收菌体。进过反复冻融，加入１００μＬ的溶菌酶及５

μＬ的核酸酶，孵育３７℃，３０ｍｉｎ。经超声破菌后

（功率３００Ｗ，超声５ｓ，停５ｓ，２０ｍｉｎ），收集细胞内

液，１２０００ｒ／ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。利用 ＢｕｆｆｅｒＢ

（Ｔｒｉｔｏｎ５％（体积分数），ＴｒｉｓＨＣｌ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＮａＣｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ５ｍｍｏｌ／Ｌ）重悬后静置３

ｈ，同样１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液为洗

涤 后 包 涵 体。利 用 ２ ｍｏｌ／Ｌ 尿 素 ＴｒｉｓＨＣｌ

（ｐＨ８．０）洗涤２次，利用８ｍｏｌ／Ｌ尿素 ＴｒｉｓＨＣｌ

（ｐＨ８．０）溶解蛋白，收集纯化后脲酶Ｂ蛋白溶解液

进行测定。每步洗涤中间利用１０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ洗涤２次，每次静置１０ｍｉｎ。后利用 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ 凝 胶 电 泳 检 测 其 纯 化 效 果，同 时 利 用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法检测蛋白质浓度。

１．２．２　脲酶免疫刺激物的制作

将脲酶蛋白溶解液与弗氏完全佐剂和弗氏不完

全佐剂等体积的混合，利用乳化器进行乳化，制成弗

氏完全佐剂疫苗和弗氏不完全佐剂疫苗。

１．２．３　免疫小鼠

选择健康昆明小白鼠（体重１６～１８ｇ，雌性）４０

只随机分为４组，每组１０只，分别为疫苗处理组、佐

剂对照组、生理盐水处理组以及空白对照组，进行背

部皮下多点注射，处理组注射抗原蛋白量为２００

μｇ／只，注射体积为０．５ｍＬ；生理盐水对照组注释

相同体积的生理盐水；佐剂对照组利用生理盐水代

替蛋白溶解液，等体积混合并乳化，同样注射相同体

积；空白对照组不注射。初次免疫使用弗氏完全佐

剂疫苗，后期免疫则利用弗氏不完全佐剂疫苗，每隔

２周免疫１次，共免疫３次，在第３次免疫后１周进

行眼球采血［９１０］。

１．２．４　小鼠抗体效价测定

小鼠特异性抗体效价利用间接ＥＬＩＳＡ进行测

８０１
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定。利用ＰＢＳ（ＫＨＰＯ４１４．０３ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ２ＨＰＯ４·

１２Ｈ２Ｏ４３．００ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１．３ ｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ

２６．８３ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）将纯化后的脲酶蛋白进行

稀释，终质量浓度为４０μｇ／ｍＬ，在酶标板上每孔

１００μＬ，４℃过夜包被。利用１％（体积分数）的牛血

清白蛋白每孔１５０μＬ，３７℃，封闭９０ｍｉｎ。测定

ＩｇＡ及 ＩｇＭ 时将样本从 １∶２００ 开始稀释到

１∶１２８００，ＩｇＧ测定样本则从１∶１０开始稀释至

１∶１００００００；每孔加样１００μＬ，同时利用胎牛血清

作为阴性对照，ＰＢＳ为空白对照，孵育９０ｍｉｎ；按试

剂盒说明将酶标二抗进行稀释，每孔加入１００μＬ，

３７℃，孵育９０ｍｉｎ。加入 ＴＭＢ反应２０ｍｉｎ，用２

ｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２ＳＯ４ 终止反应，每孔５０μＬ，在吸光值

为４５０ｎｍ下进行读数。抗体效价判定：ＰＮ＝（样品

孔ＯＤ值－空白孔ＯＤ值）／（阴性对照孔 ＯＤ值－

空白孔ＯＤ值）≥２为阳性，ＰＮ≥２的最小稀释倍数

作为该血清的特异性抗体效价（Ｕ），利用ｌｇ（Ｕ＋１）

转化其抗体效价进行统计分析［７］。

１．２．５　小鼠血常规测定

血液样本送北京西苑医院检测，利用血常规分

析仪（ＭＥＫ６３１８Ｋ型，日本）和流式细胞仪（ＥＰＩＣＳ

ＥＬＩＴＥ型，美国）对小鼠血常规及血细胞进行测定，

将其数量级利用ｌｇ转换后进行统计分析。

１．３　数据处理及分析

试验数据通过 Ｅｘｃｅｌ输入，利用 ＳＡＳ８．２的

ＧＬＭ程序进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　脲酶犅的表达及回收

脲酶基因克隆菌经ＩＰＴＧ诱导后，脲酶大量表

达，经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，表明脲酶 ＵｒｅＢ蛋白

主要以包涵体的形式进行表达，利用８ｍｏｌ／Ｌ尿素

ＴｒｉｓＨＣｌ溶解后，在６４ｋｕ处有较为明显的条带

（图１），可判定为脲酶Ｂ，经Ｂａｒｄｆｏｒｄ法测定脲酶蛋

白质量浓度为０．３９ｍｇ／ｍＬ。

Ｍ．蛋白ｍａｒｋｅｒ；１．细菌胞内液；２．包涵体；

３．未溶解脲酶ＵｒｅＢ蛋白上清液；４．溶解后的脲酶ＵｒｅＢ蛋白。

图１　表达后犝狉犲犅的犛犇犛犘犃犌犈图谱

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥｐｒｏｆｉｌｅｏｆＵｒｅＢｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｄｕｃｔ

２．２　脲酶免疫刺激物对小鼠血清特异性抗体效价

影响

利用ＥＬＩＳＡ方法对小鼠血清中特异性抗体效

价进行测定，结果见表１。免疫刺激复合物处理组

特异性抗体ＩｇＧ的效价显著高于其他３个处理组

（犘＜０．０５），免疫刺激复合处理组ＩｇＭ 效价高于其

余３组，但未达到显著水平（犘＞０．０５）。同样脲酶

免疫刺激复合物处理组ＩｇＡ效价组高于其余３组，

与佐剂处理组差异显著（犘＜０．０５），与空白组和生

理盐水组差异不显著（犘＞０．０５）。

表１　脲酶免疫刺激物对小鼠血清中特异性抗体效价的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｃｅｔｏｆｕｒｅａｓｅｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｎｔｓｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｓｉｎｍｉｃｅｓｅｒｕｍ

指 标

处 理

空 白 生理盐水 佐 剂 脲酶免疫刺激物
ＳＥＭ 犘

ＩｇＡ ２．８５±０．１２ａ ２．８０±０．２４ａ ２．７５±０．１６ｂ ３．１０±０．２４ａ ０．０８ ０．０３１

ＩｇＭ ３．４０±０．１５ ３．５１±０．３２ ３．３０±０．１５ ３．６１±０．１５ ０．０８ ０．１１７

ＩｇＧ ３．００±０．６３ｂ ３．１７±０．４０ｂ ３．５０±０．５４ｂ ４．８３±０．４０ａ ０．２１ ＜０．０１

　　注：同行数值后字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５），字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）。以ｌｇ（Ｕ＋１）形式将抗

体效价数据进行转换。

２．３　脲酶免疫刺激物对小鼠血常规的影响

通过测定１８项血液指标（表２），显示免疫刺激

复合物处理组的白细胞数和淋巴细胞数显著（犘＜

０．０５）高于其他３组对照，佐剂组显著（犘＜０．０５）高
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于生理盐水和空白对照组，生理盐水对照组和空白

对照组之间差异不显著（犘＞０．０５）。而免疫刺激复

合物处理组的中间细胞数和中间细胞数百分比显著

（犘＜０．０５）高于其他３组对照，佐剂组、生理盐水组

和空白对照组之间则没有显著差异（犘＞０．０５）。

表２　脲酶免疫刺激物对小鼠血常规的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｃｅｔｏｆｕｒｅａｓｅｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｎｔｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｏｎｍｉｃｅｂｌｏｏｄ

　　　指 标
处 理

空 白 生理盐水 佐 剂 脲酶免疫刺激物
ＳＥＭ 犘

白细胞数／（ｌｇ／Ｌ） 　９．７６±１．１８ｃ 　９．８２±１．４４ａｂｃ 　９．９１±１．４５ａｂ 　９．９３±１．５５ａ ０．１０ ０．０１１

红细胞数／（ｌｇ／Ｌ） １２．６６±３．４０ １２．９６±０．５２ １２．９２±０．９８ １２．９２±１．２２ ０．４３ ０．６０７

血红蛋白／（ｌｇ／Ｌ） １３５．６０±１０．２７ １３６．５０±８．９８ １３２．２０±１５．５９ １２６．００±１４．４９ １１．９ ０．５５３

红细胞体积／ｆＬ ５２．５１±２．６２ ５２．６５±１．８３ ５３．６４±３．５２ ５４．２５±３．３２ ２．６８ ０．７２７

红细胞血红蛋白／ｐｇ １４．９６±０．５０ １５．０７±０．６０ １５．６６±０．３６ １５．００±０．７６ ０．５９ ０．１８５

红细胞血红蛋白／（ｇ／Ｌ） ２８５．６０±１１．７３ ２８６．８０±１５．５１ ２９２．８０±１５．７３ ２７７．００±４．８３ １３．２ ０．３７９

血小板计数／（ｌｇ／Ｌ） １１．７２±０．０７ １１．６２±０．１５ １１．６４±０．１１ １１．８３±０．１７ ０．１５ ０．１４４

血小板体积／ｆＬ ７．６３±０．３５ ７．４３±０．６１ ７．３８±０．５１ ７．９８±０．４５ ０．５０ ０．２９１

淋巴细胞数／（ｌｇ／Ｌ） ９．６８±０．０６ｃ ９．７５±０．１１ａｂｃ ９．８３±０．０５ａｂ ９．８５±０．０７ａ ０．１１ ０．０２４

中间细胞数／（ｌｇ／Ｌ） ８．５７±０．１２ｂ ８．６３±０．０８ｂ ８．７６±０．３１ｂ ９．１１±０．１８ａ ０．２６ ０．００１

中性粒细胞／（ｌｇ／Ｌ） ８．７０±０．３４ ８．７１±０．１６ ８．６４±０．４７ ９．１５±０．６７ ０．３２ ０．１５３

　　注：同行数值后字母相同表示差异不显著（犘＞０．０５），字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）。为每升血清中细胞数目的对数值。

３　讨　论

１）毛旭虎等
［１１］利用 ＵｒｅＢ口服免疫ＢａｌＢ／ｃ小

鼠后，与对照组相比，血清、唾液（粪便）及胃粘膜均

产生了针对幽门螺杆菌抗原特异的ＩｇＧ和ＩｇＡ反

应（犘＜０．０５）；高志刚等
［１２］利用其他不同的免疫途

径，同样得到了相似的结果，他以不同剂量ＵｒｅＢ或

加不同佐剂的疫苗滴鼻免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后，各试

验组中血清特异性ＩｇＧ及各黏膜冲洗液中特异性

ＩｇＡ的水平均明显增高。本试验基于已构建好的脲

酶Ｂ基因克隆，进行大量诱导表达，并通过多步洗

涤的方法回收脲酶Ｂ蛋白，通过ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电

泳检测，发现在８ｍｏｌ／Ｌ的尿素ＴｒｉｓＨＣｌ洗涤时有

大量的脲酶Ｂ蛋白溶解，同时除去了大部分的杂蛋

白，达到了制备亚单位疫苗的标准。

２）通过胃肠道免疫途径抑制菌株通常采用口服

疫苗的方式，但对反刍动物来说，口服疫苗除蛋白酶

和胃酸对疫苗的影响外，同时存在瘤胃内微生物对

其降解，使疫苗易被破坏等问题，因此有研究开始利

用其他途径进行免疫，以达到提高反刍动物体内抗

脲酶抗体滴度的目的。例如，高东旗等［１３］利用幽门

螺杆菌全菌疫苗对奶牛进行皮下免疫，血清中特异

性抗体ＩｇＧ有着显著的提高，效价可达１∶５１２００以

上；张天哲等［１４］利用幽门螺杆菌全菌疫苗在山羊上

对多种免疫途径进行了比较，其中包括滴鼻免疫、皮

下免疫和肌肉免疫３种途径，发现３种途径都能激

发奶羊机体的免疫应答，使羊奶中抗 ＨｐＩｇＡ和抗

ＨｐＩｇＧ的抗体水平升高，血清中ＩｇＧ抗体水平升

高。但使用全菌疫苗的同时，还存在一定风险，如抗

原成分复杂，存在免疫效果较差、不良反应较大、易

通过交叉免疫反应导致自身免疫性疾病等一系列不

良反应。因此，全细胞疫苗缺乏安全性，目前已经逐

步被亚单位疫苗所取代［１５］。本试验中利用亚单位

脲酶Ｂ为抗原蛋白，采用多点背部皮下免疫，以避

开消化道对疫苗效果的影响，判定脲酶Ｂ疫苗对模

型动物血清中特异性抗体及健康的影响。结果表

明：血液中的ＩｇＧ特异性抗体效价在１∶１００００以

上，显著高于对照组（犘＜０．０５）；特异性的ＩｇＡ及

ＩｇＭ特异性抗体效价高于对照组，但未到达显著水

平（犘＞０．０５），试验表明通过脲酶Ｂ免疫刺激物能

较好的引起小鼠血清中特异性ＩｇＧ含量的升高，而

对于促进血管内免疫的ＩｇＭ 及外分泌粘膜免疫的
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ＩｇＡ影响较小。通过皮下免疫脲酶Ｂ疫苗途径可以

有效的引起动物机体内总特异性抗体水平的提高，

尤其是对参与血液、组织液及淋巴液免疫ＩｇＧ的提

高。对小鼠血常规及血细胞的测定表明，除免疫细

胞数（白细胞数明、淋巴细胞数和中间细胞数）有显

著上升外（犘＜０．０５），其余血液常规指标并没有达

到显著水平，说明脲酶Ｂ亚单位有良好的免疫原性

和反应原性，可较好的刺激小鼠体内的免疫应答，且

对其他血液指标没有显著影响，可作为制作疫苗的

抗原蛋白。本研究表明脲酶免疫刺激复合物能有效

的刺激机体产生免疫应答，为今后利用脲酶Ｂ免疫

反刍动物调控瘤胃内尿素分解速度的研究奠定一定

的基础，但具体对瘤胃内脲酶活性的具体影响仍需

要进一步研究。
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