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摘　要　利用鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白 (MOMP)在大肠杆菌中的表达产物 ,纯化后与白油佐剂乳化成疫

苗。对 3批疫苗物理性状、无菌试验、安全试验、最小保护剂量、效力检验、免疫期、保存期和田间试验等各项技术

指标进行了测定。重组 MOMP疫苗为乳白色油包水型疫苗 ,黏度为 8 s·014 mL - 1 ;细菌培养阴性 ;10 d肉鸡分别以

50和 100μg注射免疫后 ,观察 14 d ,免疫鸡群除一过性发蔫外 ,临床采食、饮水 ,注射部位剖检无异常变化 ;以 25 ,

50 ,100和 200μg分别免疫肉鸡后 ,30 d龄攻毒 ,发现 50μg免疫组可以抵抗病原的攻击 ;选择每只 50μg免疫肉鸡 ,

分别在 40 ,50和 60 d攻毒 ,其保护率分别为 94 % ,95 %和 84 %。疫苗 2～8 ℃可储存 240 d ,室温 (21～25 ℃)、37 ℃

不要超过 30 d ;利用本疫苗免疫肉鸡 40 000只 ,保护率达 93 % ,对照组为 85 %。本疫苗安全性高、保护率高、无副

作用 ,能有效控制鹦鹉热衣原体的侵害。
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Inve stigation on immune re sponse in broiler immunized with

recombinant major outer2membrane protein of Chlamydia p sittaci
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Abstract　The purified recombinant major outer2membrane protein (MOMP) of Chlamydia psittaci (Cps) express ed in E.

coli was mixed with oil adjuvant and manufactured as MOMP2vaccine . The various s ubjects of three batch vaccines

were examined s uch as physical character , s afety tes t , minimum effective dos age , effect tes t , immune p eriod , s tabili2
ty tes t and field tes t . The vis cosity of MOMP2vaccine was 8 s·014 mL - 1 ; The MOMP and vaccine were free of bacteria

in cultivating tes t . When the broilers were vaccinated by 50 and 100μg p er chicken on day 10 , and obs erved everyday

for two weeks , the chickens showed normal feeding and drinking except for low spirit for a short time ; Using 25 ,50 ,100

and 200μg p er chicken resp ectively , it was found that 50μg group could obtained ideal protection by challenging of a

virulent s train on day 30. We als o found that if the broilers were vaccinated by 50μg vaccine , and then challenged with

virulent s train on day 40 ,50 and 60 , the protective rate were 94 % ,95 % and 84 % , resp ectively. The vaccine could be

stored at 2～8 ℃for more than 240 days , while the immune protection p eriod could maintained 30 days at room tem2
p erature or 37 ℃. It was tes ted in field with 40 000 broilers , the treated groups acquired 93 % protection , while the

control groups only obtained 85 % protection. All thes e res ults demonstrated that the MOMP2vaccine was s afety ; no

advers e effect , highly protection , and it would play a role in the prevention of Chlamydia psittaci from dis eas e .
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　　2001年 5 月以来 ,北京、天津地区许多饲养公

司的商品肉鸡发生了以腹泻、呼吸困难、采食量下降

和死亡率上升为特征的传染病。发病日龄最早为

15 d ,死亡集中在 32～49 d ,病程多为 14～20 d ,造成

生长期鸡群增重严重受阻 ,80 %的饲养户亏损或严

重亏损。经病原分离、发病试验确诊为鹦鹉热衣原

体 ( Chlam ydia psit taci , Cps)感染[1 ]。鹦鹉热衣原

体是人畜共患病原菌 ,传染性强 ,耐受多种抗菌药
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物。该病诊断困难 ,病后恢复缓慢 ,病体免疫水平

低 ,且可能长期带菌 ,甚至反复发作 ,对人畜构成愈

来愈严重的威胁。目前尚无有效药物和疫苗预防本

病流行 ,研究高效 Cps疫苗是控制本病的有效方法

之一。

鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白是 Cps重要的

保护性抗原 ,并且不同来源的 Cps MOMP基因有同

源性[2 ] ,利用 Cps重组MOMP疫苗来预防 Cps已成

为可能。本研究利用鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋

白基因工程疫苗并进行中间试验 ,以探讨其保护效

果和应用价值。

1　材料与方法

111　疫苗制备

1) 抗原制备。鹦鹉热衣原体重组 MOMP的制

备、工程菌株的构建、蛋白的表达和纯化 ,见文献

[ 2 ]。纯化后 MOMP质量浓度为 21 mg·mL - 1。

2) 试剂。白油 (杭州炼油厂) ,硬脂酸铝 ,司盘

80和吐温 80 (上海大众) 。鹦鹉热衣原体血凝抑制

诊断试剂购自湖北农业科学院 (批次为 20020606、

20020816、20021205) ,鹦鹉热衣原体荧光诊断试剂

盒购自军事医学科学院微生物流行病研究所 (批次

为 200101108) 。

3) 攻毒用鹦鹉热衣原体。本所分离并经军事

医学科学院鉴定。

4) 疫苗配制。3个批次的重组 MOMP做为水

相 ,与乳化剂按一定比例进行乳化 ,制成油包水型乳

剂疫苗。

5) 实验动物。1 d爱拨益加 (AA)肉鸡 250 只 ,

购自北京华都肉鸡公司。测定血清中衣原体抗体阴

性。正常饲养至 10 d ,剔除病弱鸡 ,分组接种 Cps的

MOMP疫苗。效力检验、免疫保护剂量、免疫期试

验等在负压隔离器中进行。

112　疫苗检查

1) 无菌检验。选用连续 3 个批次的疫苗产品

(2000208 ,2002010 ,2002011) ,从每个批次的产品中

任意抽取疫苗各 2瓶 ,分别接种普通肉汤、厌气肉汤

和普通琼脂斜面 3种培养基 ,37 ℃培养 5 d ,观察细

菌生长。每批疫苗的抗原接种 7 日龄 SPF 鸡胚 2

枚 ,每枚接种 012 mL (315～412 mg 重组主要外膜

蛋白) ,37 ℃培养 ,连续观察 12 d。

2) 物理性状检查。按照要求进行物理性状检

测[4 ,5 ]。

3) 疫苗的安全检验。接种 10 d肉鸡 ,每组鸡分

别注射疫苗 50及 100μg ,观察其全身反应及局部反

应 ,14 d扑杀 ,观察注射局部病理变化。

4) 效力检验。免疫 10 d的 AA肉鸡 ,分别于免

疫后 21和 30 d采血测抗体 ,试验组、对照组同时用

Cps攻毒。观察鸡肺脏、气囊等病变 ,涂片用荧光抗

体检测 ,以测定鸡肺脏有无病原。攻毒采用鸡胚卵

黄囊制成 10倍稀释液 ,腹腔注射 015 mL ,每天观察

鸡群状况。

5) 最小免疫保护剂量测定。选用 10 ,25 ,50 ,

100和 200μg 5 个剂量组分别免疫 AA 肉鸡 ,免疫

30 d后用 Cps腹腔注射攻毒 ,观察 14 d ,计算死亡率

和保护率。

6) 免疫期试验。连续 3个批次的疫苗 ,注射疫

苗后定期采血测定抗体 ,分别在免疫后 30 ,40和 50

d用鹦鹉热衣原体攻击 ,观察免疫效果及持续时间。

7) 保存期实验。分别将 3个批次的疫苗 ,保存

在 4 ℃冰箱、室温及 37 ℃温箱内 ,保存期为 1 ,2和 8

个月取出 ,观察物理性状和免疫 10 d 肉鸡 ,免疫后

21 d测定抗体并攻毒。

8) 田间试验。结合该疫苗的中试开发 ,选择北

京地区具有不同发病史的代表鸡群进行田间试验。

利用该油乳剂苗免疫 10 d AA肉鸡 10 000只 ,爱维

茵肉鸡 30 000只 ,每只接种 015 mL ,免疫后 30 d取

10只分别采血测定效价 ,观察到出栏 ,计算肉鸡的

保护率。

9) 攻毒方法和判断标准。按照文献 [ 2 ]方法 ,

将鹦鹉热衣原体感染的鸡胚卵黄囊膜 10 倍稀释为

乳悬液 ,每只肉鸡腹腔注射 015 mL。免疫保护标准

为不保护 :临床可见肉鸡食欲减退 ,咳嗽 ,喘式呼吸 ;

剖检肺脏有纤维素性渗出、粘连。保护 :无喘式呼吸

临床症状 ,肺脏无纤维性渗出。

2　结　果

211　疫苗检查

1) 疫苗的物理性状检查。制备的油乳剂为乳

白色油包水型乳剂 ;3 000 r·min - 1离心 15 min不分

层 ,黏度平均为 8 s·014 mL。室温条件下放置 1 ,6

和 8个月 ,或 4～8 ℃下放置 8个月 ,乳剂不分层。

2) 疫苗的无菌检查。3个批次的疫苗分别在 3

种培养基上培养 5 d ,未见细菌生长。

3) 疫苗的残余细菌检查。3 个批次的蛋白抗

原液接种 SPF鸡胚后 ,观察 12 d ,未见鸡胚出现死
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亡和发育受阻 ,证明抗原液体无残余病原存活。

212　疫苗的安全试验

3个批次疫苗 ,注射剂量分别为 50 和 100μg ,

免疫当天肉鸡出现发蔫状况 ,站立不稳。8 h 后精

神、采食量均恢复正常 ,无发病及死亡。14 d后肉鸡

断颈处死 ,观察其颈部注射部位疫苗吸收良好 ,无肉

芽肿等炎症 ,证明基因工程疫苗对雏鸡是安全的。

213　最小免疫剂量测定

不同剂量免疫鸡 30 d 后 ,检测抗体效价 ,同时

用强毒攻击 (表 1) 。不同剂量的 MOMP免疫后 ,血

清抗体水平显示阳性 ,25μg保护率为 7718 % ,50μg

保护率均达到 95 % ,100μg 保护率均达到 100 %。

提示临床每只肉鸡使用 50μg ,就可以有效保护免受

Cps的侵害。

表 1　重组主要外膜蛋白疫苗免疫最小剂量

Table 1　The minimum immunized dosage by recombinant
MOMP of Chlamydia psittaci

批次
免疫
剂量

(μg·只 - 1)

保护数/攻毒数

试验组 对照组

试验组 HI

(log2)平均值

2000208 25 8/ 10 1/ 10 410±114
50 10/ 10 0/ 10 415±110

100 10/ 10 0/ 10 416±112
200 10/ 10 0/ 10 418±110

2002010 25 8/ 10 0/ 10 311±113
50 9/ 10 0/ 10 413±110

100 9/ 10 0/ 10 417±113
200 10/ 10 0/ 10 419±115

2002011 25 7/ 10 0/ 10 310±111
50 10/ 10 0/ 10 412±017

100 10/ 10 0/ 10 415±019
200 10/ 10 0/ 10 511±111

214　免疫效力试验

3个批次的疫苗以 50μg 免疫 10 d 肉鸡 ,免疫

后 30 d分别测定血清抗体水平 ,并进行攻毒 (表 2) 。

试验结果表明 ,50μg 可以达到 95 %的保护率。攻

毒对照组出现典型的喘气呼吸症状 ,肺脏出现渗出

性炎症 ,肺脏涂片出现典型的衣原体荧光。免疫组

肺脏炎症和涂片荧光染色均为阴性。

表 2　重组主要外膜蛋白肉鸡免疫效力试验

Table 2　The protection test immunized by recombinant
MOMP of Chlamydia psittaci in broilers

批次
HI(log2)平均值

保护率/ %

(保护数/攻毒数)

试验组 对照组 试验组 对照组

2000208 415±110 017±013 100 0

2002010 413±110 014±012 90 10
2002011 412±017 013±011 100 0

215　免疫持续期试验

根据免疫攻毒保护率确定免疫持续期 ,试验结

果 (表 3)表明 ,免疫后 40 ,50和 60 d ,免疫保护率分

别达到 94 % , 95 %和 84 % ,因此以免疫攻毒保护率

不低于 80 %为标准 ,疫苗的免疫持续时间可达 60 d。

表 3　重组主要外膜蛋白肉鸡免疫持续期试验

Table 3　The proceeding time immunized by recombinant
MOMP of Chlamydia psittaci in broilers

批次 免疫时间/ d
保护数/攻毒数

试验组 对照组

2000208 40 10/ 10 1/ 10
50 10/ 10 1/ 10
60 9/ 10 1/ 10

2002010 40 9/ 10 0/ 10
50 9/ 10 1/ 10
60 9/ 10 1/ 10

2002011 40 10/ 10 0/ 10
50 10/ 10 1/ 10
60 9/ 10 0/ 10

216　保存期试验

3批次疫苗物理性状全部合格 ,攻毒后保护结

果 (表 4)表明 ,疫苗放置 4～8 ℃,60～180 d ,其免疫

攻毒保护率 100 % ,240 d 疫苗物理形状没有破坏 ,

免疫保护为 80 % ;室温条件 (20～25 ℃)放置 30 d ,

表 4　重组主要外膜蛋白疫苗保存期试验

Table 4　Conservative period immunized by recombinant MOMP of Chlamydia psittaci in broilers

批　次

试　验　处　理 (保护数/攻毒数)

试　验　组

4～8 ℃ 20～25 ℃ 37 ℃

60 d 180 d 240 d 30 d 60 d 30 d 60 d

对照组

2000208 10/ 10 10/ 10 9/ 10 9/ 10 9/ 10 8/ 10 4/ 10 1/ 10

2002010 9/ 10 9/ 10 9/ 10 9/ 10 7/ 10 9/ 10 3/ 10 1/ 10

2002011 10/ 10 9/ 10 9/ 10 9/ 10 8/ 10 8/ 10 4/ 10 0/ 10
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疫苗免疫保护率平均为 84 % ,60 d 为 6616 %。在

37 ℃保存 ,60 d时疫苗出现少量破乳现象 ,免疫后

保护率为 8116 % ,60 d保护率为 40 %。因此 2～8

℃保存疫苗可以存放 8 个月 ,室温条件下保存不可

超过 30 d ,建议疫苗尽量放置在 4～8 ℃保存。

217　田间试验

北京市郊区选择 6 个肉鸡饲养场共 40 000 只

进行田间试验使用该疫苗。免疫组保护率达 93 %

以上 ,血清抗体阳性率在 89 %左右 ,取得了良好的

免疫效果 ,对照组平均保护率为 85 % (表 5) 。

表 5　重组主要外膜蛋白疫苗的田间试验

Table 5　Field test immunized byrecombinant MOMP of Chlamydia psittaci in broilers

批　次 品　种 数　量
试验组 对照组

保护率/ % 抗体阳性率/ % 保护率/ % 抗体阳性率/ %

2002011 爱拨益加 10 000 96 90 85 10

2003018 爱维茵 20 000 90 87 83 5

2003019 爱维茵 10 000 95 90 87 5

3　讨论与结论

311　鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白的免疫原性

　　鹦鹉热衣原体主要外膜蛋白分子质量为 40 ku ,

是一种多功能蛋白 ,在衣原体的外膜蛋白中占

60 % ,在感染过程中起重要作用 ,是衣原体疫苗中最

被关注的抗原。MOMP 结构是 5 个保守区夹着 4

个可变区 ,血清型特异性的抗原决定基位于 VS1或

VS2 ,而种或亚种特异性的抗原决定基位于 VS4。

重要的是 ,此部位的多克隆或单克隆抗体能中和体

内或体外的衣原体感染。研究证实 ,不同宿主来源

的鹦鹉热衣原体的 MOMP 基因具有很高的同源

性 ,是研究疫苗的位点。研究证实 Cps重组 MOMP

在小鼠体内可诱导 Cps特异性的体液免疫和细胞免

疫应答[3 ] ,本试验也显示具有较高的体液免疫水

平 ,说明 MOMP具有较好的免疫原性。

312　鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白诱导肉鸡的

免疫保护反应

　　鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白基因工程疫苗

的实验室免疫试验和田间试验结果证明 ,肉鸡注射

免疫后 ,除短暂性的疫苗反应外 ,无其他不良反应 ,

这提示本研究的疫苗是安全的。10 d皮下注射 ,免

疫后 14 d产生抗体 ,20 d后达到较高水平 ,最小免

疫剂量为 50μg ,保护期达 60 d ,基本确保肉鸡的健

康生长和安全出栏。利用鹦鹉热衣原体重组

MOMP免疫 AA肉鸡、爱维茵肉鸡都得到较高的保

护率 ,说明该疫苗能保护不同品种的肉鸡免受衣原

体的侵袭 ,提高成活率 ,减少继发感染 ,受到肉鸡饲

养场的欢迎和重视 ,显示了良好的应用效果。

国内研究者对鲁豫地区、浙江省 78个县市鸡场

进行血清学调查 ,血清阳性率分别为 3145 %～

32114 % , 7114 %。江苏连云港市肉鸡发病率为

30 %～40 % ,死亡率 20 %～30 % ,认为鸡群中普遍

存在着衣原体感染[8 ]。研究高效 Cps疫苗对流行疫

区进行免疫是控制本病感染最有效措施之一 ,因此

鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白疫苗的开发研究有

着广阔的前景。鹦鹉热衣原体重组主要外膜蛋白疫

苗对于肉种鸡的免疫保护效果 ,以及免疫后能否保

护雏鸡不受衣原体的感染和母源抗体保护时间 ,仍

需要进一步研究和探讨。
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