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摘 　要 　对奶牛埋植抗原缓释剂 ARD(antigen release devise)生产免疫乳的高效性进行评价 ,随机选择 40 头成年健

康荷斯坦奶牛 ,试验组 20 头奶牛于右侧髋内淋巴结处埋植 3 种释放时间不同的 ARD ,分别在埋植当天、14 d和28 d

释放抗原 ,通过 ELISA 检测血清和乳清中特异性抗体的效价及消长规律。研究表明 :埋植 ARD 免疫后 ,奶牛血清中

特异性抗体滴定效价均明显升高 ,ELISA 滴定效价平均为 2 ×106 。埋植后9 d便可检测到乳清中特异性抗体 ,其应答

规律与 3 种 ARD 的释放一致 ,ELISA 滴定效价平均可以达到 411 ×104 ,可以达到 2～3 d初乳的水平。试验结果说明

了 ARD 生产免疫乳的高效性 ;通过比较血清和乳清中特异性抗体含量变化 ,发现在血清效价相同的情况下 ,奶牛个

体对 IgG的转运存在差异 ;ARD 的缓释技术较为精确 ,缓释误差仅为 2～3 d。
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Abstract 　Studie d immune milk production by implanting an Antigen Releas e Devis e (ARD ) and evaluate d the

efficiency of implantation in 40 a dult and healthy Holstein cows . Twenty cows were assigne d to a test group and

implante d with 3 typ es of ARDs , which releas e d antigens in different days , from the right lymp h node . The sp ecific Ig

s erum and whey was ass aye d with ELISA. The level of sp ecific antibody in s erum increas e d significantly after

implantation ,and the avera ge ELISA titer was 2 ×106 . The sp ecific antibody in whey was meas ura ble after 9 d , and

the resp ons e p atterns were consistent with releas e of the 3 ARDs . The avera ge ELISA titer was 411 ×104 , up to the

level of 2 and 3 d colostrums , there by confirming the efficiency of immune milk production by implanting ARD. The

difference in Ig transp ort cap a bility was as certaine d though comp aris on of sp ecific antibody between s erum and

whey. The releas e of ARD was very accurate with an error of 2 to 3 d .
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　　人们从牛奶中获得免疫球蛋白的主要来源是初

乳和免疫乳[1 ] 。免疫乳 (immune milk) 是指给牛等哺

乳动物选择性地接种某些能够引起人类疾病的细

菌、病毒或其他外来抗原 ,刺激其机体产生免疫应答
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后分泌的含有特异性抗体的乳[2 ] 。免疫乳能预防某

些人类胃肠道传染病 ,如大肠杆菌 ( Escherichia coli) 、

志贺氏菌 ( Shigella ) 、幽门螺旋杆菌 ( Helicobacter

pylori)等[3 5 ] 。免疫乳天然、健康、安全 ,是新型功能

性食品 ,具有广阔的市场前景和研究价值。

国内外对免疫乳已有较多研究。张和平等将

24 株人肠道病原菌培养 ,以全菌培养液制作了乳剂

疫苗[6 ]
;第四军医大学将肝炎病毒 HBV 表面抗原与

HCV 核心抗原基因重组于原核高效表达载体 ,利用

基因工程苗生产出抗肝炎病毒的多价特异性免疫

乳[7 ] ,均取得显著效果。免疫乳生产所用的疫苗主

要为针对多种胃肠道病原菌的常规疫苗 ,免疫方式

主要为肌肉注射、腹腔注射、乳腺免疫或这些方法的

组合 , 疫苗佐剂主要有脂质体 ( liposome ) 、微囊

(microspheres) 、蜂胶 (propolis) 等 ,可以有效地增强免

疫效果。常规免疫方式存在的缺点是半衰期短 ,需

要长期频繁注射免疫。为此 ,许多学者从埋植剂和

缓释剂 2 方面研究疫苗制剂。这 2 种制剂的骨架均

采用聚乳酸、聚乳酸羟乙酸 ( PLGA) 、聚丙交酯乙交

酯 (PLCG)等生物可降解聚合物 ,这些聚合物在体内

可逐渐降解为乳酸、羟乙酸等物质 ,后者经三羧酸循

环转化为水和二氧化碳 ;因此这些剂型除具有良好

的生物相容性 (biocomparability) ,无免疫反应 ,安全

性较高外 ,还可以通过改变单体比例及聚合条件来

调节聚合物在体内的降解速度 ,达到抗原控制释放

(antigen control release) 的目的[8 11 ] 。对奶牛进行埋

植生长激素等蛋白类缓释剂已有研究报道 ,但目前

尚未见采用埋植缓释疫苗进行免疫乳生产的研究报

道。本研究旨在研究奶牛埋植抗原缓释剂后血清和

乳清中特异性抗体含量变化规律 ,为含高水平特异

性抗体的免疫乳生产提供试验依据。

1 　材料与方法

1. 1 　抗原缓释剂 ARD( antigen release devise)

以脂肪酶抗原 (lipase antigen) 和佐剂皂苷 (Quil

A)按特定比例制成免疫刺激复合物 ( ISCOMs) 疫苗 ,

再以聚乳酸交酯胶囊包被制成棒状抗原缓释剂

ARD。ARD1 不采用缓释剂包被 ,在埋植当天释放抗

原 ;ARD2 和 ARD3 以不同浓度的聚乳酸交酯胶囊包

被 ISCOM ,分别在埋植后的第 14 和28 天释放抗原。

3 种 ARD 均委托澳大利亚 Agri2BIOTECH 公司进行

制作 ,其抗原组成及性状见表 1。

ARD 采用埋植枪 (Synovex implanter ,澳大利亚)

进行埋植 ,手术前对埋植枪的注射针头进行灭菌 ,将

3 种 ARD 依次放入注射针头 ,在奶牛右侧乳镜处将

ARD 埋植在　内淋巴结内。

表 1 　3 种供试抗原缓释剂( ARD)的抗原组成及性状

Table 1 　Antigen components and characters of ARD

抗原缓释剂 ISCOMs 组成 (质量比) Lipase 含量Π(mgΠ剂) 抗原释放时间 ARD 长度Πmm ARD 直径Πmm

ARD1 P6∶Lipase∶Quil A = 96∶3∶1 0. 76 埋植当天 6. 2 2. 3

ARD2 Lipase∶Quil A = 3∶1 0. 76 埋植后 14 d 10. 0 5. 0

ARD3 Lipase :Quil A = 3∶1 0. 76 埋植后 28 d 10. 0 5. 0

1. 2 　试验奶牛、地点及时间

在北京市大兴区沧达福奶牛场选择 40 头泌乳

前期的成年健康 (以隐性乳房炎诊断液进行乳房炎

检测剔除隐性乳房炎病牛) 荷斯坦奶牛 ,根据产奶

量、胎次、泌乳阶段分为免疫组和对照组 (各 20 头) ,

参试奶牛状况见表2 。于2006 11 16以埋植枪对

表 2 　供试奶牛状况

Table 2 　Status of cows

组别 胎次 泌乳时间Πd 日平均产奶量Πkg

试验组 2. 65 ±0. 67 114. 6 ±31. 64 25. 3 ±3. 3

对照组 2. 65 ±0. 59 112. 6 ±35. 60 26. 6 ±3. 7

　　注 : n = 40。

免疫组的 20 头牛埋植 3 种不同 ARD ,分别在埋植后

的当天、14 和28 d释放抗原刺激奶牛产生免疫应答 ,

试验期为 3 个月。

1. 3 　试验奶牛饲养管理及样品采集

奶牛日粮配合参照《中国奶牛饲养标准》(NYΠt

34 2004) ,满足日产25 kg 产奶需要。奶牛采用

TMR 饲喂 ,自由采食。每日分别于07 :00、13 :00和

19 :00饲喂 ,饲喂30 min后采用 Delaval 鱼骨式挤奶台

进行机械挤奶 ,挤奶时进行“二次药浴 ,一次纸巾擦

干”。

试验期前 30 d 每周收集奶样 2 次 ,后 60 d 每

5 d采集奶样 1 次。每头牛按早中晚产奶量取样后

按体积比 4∶3∶3 制成混合乳样。每组随机选择 10
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头牛 ,每10 d采集血液 1 次 ,以真空促凝采血管 (BD

VacutainerTM ,美国) 于尾根动Π静脉采血 ,分离血清 ,

- 80 ℃保存待用。同时随机采集沧达福牛场 14 头

分娩奶牛的初乳样品 ,每头奶牛每24 h采集 1 次奶

样 ,连续采集7 d ,用以分析比较免疫乳清和初乳乳

清中特异性抗体含量。

1. 4 　乳清分离及抗体含量检测

取 10 mL 牛奶于离心管中 ,4 ℃1 500 rΠmin离心

30 min ,弃去乳脂加入 5μL 凝乳酶 ( Rennet , Sigma ,

200 mgΠmL) ,充分混匀 ,37 ℃培养 1～2 h ,将凝固牛

奶剧烈振动混匀 ,5 000 rΠmin离心30 min ,收集上清

液 , - 80 ℃保存待用。

间接 ELISA 方法测定特异性抗体含量 ,以脂肪

酶Lipase (Type Ⅷfrom Pseudomonas sp . ,Sigma) 包被

酶标板捕获待检样品中的特异性抗体 ,FCS(胎牛血

清)为阴性对照 ,澳大利亚 Agri2BIOTECH 公司提供

的 2 个阳性乳清为阳性对照 ,采用 AP 酶标驴抗牛

IgG作为二抗 ,p2NPP 显色 ,405 nm测定 OD ,待检样

品 ODΠ阴性对照 OD ≥2 时判定为阳性。以 2 个阳

性对照样品和本实验免疫乳 12 个样品进行 ELISA

滴定效价测定 ,建立 OD 与 ELISA 滴定效价的函数

关系。待检免疫乳清稀释 200 倍检测其 OD ,利用函

数关系计算其效价。

1. 5 　数据统计

以 Excel 初步整理数据 ,SAS V9 进行统计分析。

统计模型为 MIXED ,固定效应有试验处理、试验期

及二者之间的交互作用 ,显著性水平为 P < 0. 05。采

用Duncan 方法对不同天数的初乳及免疫乳进行多

重比较 ,显著性水平为 P < 0. 01。

2 　结果与分析

2. 1 　ARD 埋植对奶牛健康状况及生产性能的影响

埋植枪通过奶牛乳镜在　内淋巴结处埋植

ARD ,因此对奶牛健康状况的影响是人们较为关心

的问题。结果表明 ,埋植后奶牛食欲正常 ,埋植伤口

愈合较好 ,没有发炎症状。试验组和对照组牛奶体

细胞数 ( SCC) 差异不显著 ( P > 0. 05) , 分别为

(1410 ±718) 和 (1411 ±814) 万ΠmL。从 SCC 和乳房

炎的发病率来看埋植手术不会引发乳房炎。此外 ,

埋植 ARD 后奶牛产奶量及乳脂率、乳蛋白、乳糖和

总固型物等乳成分均差异不显著 ( P > 0. 05) 。

2. 2 　样品光密度( OD)与 ELISA滴定效价的关系

试验样品 ELISA 效价与 OD 的函数关系见图 1。

由图可见 ,ELISA 滴定效价与 OD 呈线性关系 ,当 OD

为 1. 0 时 ,其 ELISA 滴定效价约为1∶105 。

图 1 　ELISA滴定效价与光密度( OD)的函数关系

Fig. 1 　Functional relationship of ELISA titer and OD value

2. 3 　血清中特异性抗体含量变化规律

埋植 ARD 后 ,免疫组 20 头牛血清中特异性抗

体水平均明显升高 ,埋植后9 d 可检测到高水平的抗

体 ( P < 0. 01) ,一直持续到40 d 才开始缓慢下降。

血清中 ELISA 滴定效价平均为 2 ×106 (图 2) 。

图 2 　血清中特异性抗体变化曲线

Fig. 2 　Curve of specific antibody in serum

图 3 　乳清中特异性抗体变化曲线

Fig. 3 　Curve of specific antibody in whey

2. 4 　乳清中特异性抗体含量分析

21411 　乳清中特异性抗体含量变化规律 　埋植

ARD 会使牛奶中特异性抗体含量增加 ,埋植后9 d

便可检测到乳清中特异性抗体 (图 3) , 17～40 d水

平较高 ,此后特异性抗体水平一直下降 ,至75 d 时与

对照组差异不显著。其应答规律与 3 种 ARD 的释

放一致。埋植后 3 种 ARD 先后刺激 ,应答规律变化
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明显 ,ARD1 埋植后当天释放 ,抗体维持时间短 ,迅

速下降 ;14 d 时 ARD2 释放 ,引起 2 次免疫应答 ,抗

体迅速上升 ,再缓慢下降 ; 28 d 时 ARD3 释放 ,引起

第 3 次免疫应答 ,抗体持续时间长 ,下降速度缓慢。

21412 　初乳中特异性抗体变化规律 　检测初乳清

中特异性抗体含量 ,并与此次试验免疫乳混合样

(17～35 d)比较 ,结果 (图 4) 表明 :随着分娩日龄的

增加 ,初乳中特异性抗体含量迅速下降 ( P < 0. 01) ,

第 5～7 天与常乳差异不显著 ( P > 0. 05) 。本试验的

免疫乳可以达到 2～3 d初乳的水平。

条柱上字母不同表示数据间差异极显著 ( P < 0. 01) 。

图 4 　奶牛初乳与免疫乳中特异性抗体含量比较

Fig. 4 　Comparison of specific antibody between

colostrums and immune milk

2. 4. 3 　奶牛个体差异分析 　分析免疫组每头奶牛

乳清中特异性抗体消长规律 ,以 OD 011～014 为低 ,

014～018 为中 , > 018 为较高将 20 头奶牛的免疫乳

生产效果分为高中低 3 组 ,奶牛头数分别为 4、9 和 7

头 ,但 3 组牛血清中均有高水平的特异抗体 ,差异较

小 (图 5) 。

高、中、低为根据牛奶中免疫球蛋白含量划分的组别

图 5 　血清和乳清中特异性抗体含量比较

Fig. 5 　Comparison of specific antibody between serum and whey

21414 　ARD 释放时间精确度分析 　根据乳清特异

性抗体消长规律 ,以 ARD2 和 ARD3 分别在第 17 和

32 天使抗体达到新的高峰为准时 ,评价 2 种 ARD 的

缓释精确度 (表 3) 。可以看到 ,ARD 的缓释技术较

为精确 ,缓释误差仅为 2～3 d ,达到生产水平要求。

表 3 　抗原缓释剂释放时间分析

Table 3 　Analysis of ARD release time

试验奶牛

ARD2 ARD3

提前
1～2 d

准时
延迟

1～2 d
提前

1～2 d
准时

延迟
2～3 d

数量Π头 1 9 10 10 8 2

占总头数
比值Π%

5 45 50 50 40 10

3 　讨 　论

1)抗原缓释剂 (ARD) 其抗原为精致纯化抗原 ,

可以根据不同目的使用不同抗原 ,此次试验使用抗

原模型为脂肪酶蛋白 (Lipase) 。埋植后特定时间释

放出 ISCOMs ,经淋巴循环进入淋巴结或经血液进入

脾脏 ,被抗原递呈细胞 APC 捕获 ,经加工处理形成

抗原肽 MHC Ⅱ分子复合物 ,递呈给 CD4 + TH细胞。

TH 细胞通过对抗原的识别、活化、增殖 ,分化为

CD
+

4 TH2细胞 ,产生细胞因子作用于 B 细胞 ,促使 B

细胞活化。活化的 B 细胞可表达多种细胞因子受

体 ,在不同细胞因子作用下发生类别转换 ,增殖分化

为能合成分泌不同类别 Ig 的浆细胞 ,合成并分泌抗

体 ,发挥特异性免疫效应[12 ] 。产生的抗体经淋巴液

和血液输送到全身 ,在乳腺组织由腺泡上皮 FcRn

(neonatal Fc receptor , FcRn) 受体结合 ,选择性地将

IgG转运进牛奶中[13 ] 。3 种 ARD 的设计及不同释放

时间代表了奶牛的免疫程序 ,ARD1 埋植当天释放抗

原代表初次免疫 ,ARD2 和 ARD3 分别在 14 和28 d释

放抗原代表再次免疫和加强免疫。因此 ,在牛奶中

可检测到特异性抗体 ,其含量变化规律与 3 种 ARD

的释放时间一致 ,充分说明了 ARD 生产免疫乳的可

行性。

2)免疫刺激复合物 ( ISCOM) 是一种全面的抗原

递呈系统 ,对机体具有免疫增强和抗原递呈双重功

能 ,能同时刺激体液免疫及细胞免疫[12 ,14 ] 。ISCOM

疫苗能显著增强 T 细胞增殖、分化 ,诱导多种亚型

( IgG、IgG2a 、IgG2b及 IgG1 )的特异性抗体产生 ,引起多

种动物对多种抗原产生高滴度的抗体应答 ,且引起

的应答通常出现时间早 ,持续时间长 ,抗体水平高 ,

所需抗原量少 ,并且不受已存在抗体或母源抗体的

影响。Quil A 是 ISCOM 中的关键成分和构成复合物

立体结构的基质 ,大量研究表明 Quil A 为唯一能使
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外源性抗原既能刺激机体 Th1 免疫应答 ,又能诱导

细胞毒性淋巴细胞应答 ( CTL) 的佐剂[15 17 ]
,因此 ,

ARD 免疫乳 ELISA 滴定效价平均可高达 411 ×104 。

3)试验组每头奶牛血清中均有高水平的特异抗

体 ,且差异较小 ,表明 3 种埋植剂均起到了较好的效

果 ,但牛奶中特异性抗体水平含量个体间相差较大 ,

说明奶牛个体对 Ig 的转运存在差异。血液中的 Ig

流经乳腺上皮细胞过程中 ,在腺泡上皮细胞的基底

侧与酸性环境中的 FcRn 受体结合 ,以“转运泡”的形

式释放到腺胞腔中。FcRn 受体是牛奶中 Ig 富集的

原因 ,在 Ig 的运输中起了很关键的作用[18 20 ] 。牛奶

中抗体含量的高低与 FcRn 的结构及基因多态性的

关系还需要进一步研究。

4 　结 　论

埋植 3 种抗原缓释剂 ARD 后 ,奶牛血清和乳清

中特异性抗体水平均明显升高 ,其应答规律与 3 种

ARD 的释放时间一致 ;乳清中特异性抗体 ELISA 滴

定效价平均为 411 ×104 ,可以达到2～3 d初乳的水

平 ;ARD 缓释精确度较高 ,缓释误差仅 2～3 d。因此

认为 ,ARD 是一种高效的新型免疫乳生产技术。
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