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奶牛乳腺炎分离细菌裂解苗免疫试验
Ξ

王　斌贝,靳亚平,林炜明,利光辉,陈秀荔
(西北农林科技大学 家畜生殖内分泌与胚胎工程农业部重点开放性实验室,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　应用自奶牛乳房炎检测为阳性的牛乳汁中分离的 4种优势 G+ 菌,分别与葡聚糖、油佐剂和 F IA 3

种佐剂制成细菌裂解苗免疫家兔。于免疫后第 7天开始,每隔 7 d采集心脏血,分离血清,以试管凝集试验检测血清

中抗体效价,以此评价所分离细菌的免疫原性和所用佐剂的免疫促进作用,筛选适宜的佐剂。结果显示,所分离的

优势 G+ 菌刺激家兔机体后可产生高效价的抗体,免疫后第 7天,抗体效价开始明显上升,第 28天左右达到峰值,

并一直持续到试验结束 (63 d)。比较 3种佐剂的免疫促进效果,以 F IA 效果最好,但 3种疫苗间的免疫效果差异不

显著,而与对照组相比,差异均达极显著 (P < 0. 01)。
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　　乳房炎 (m ast it is)是奶牛的一种多发病,特别是

隐性乳房炎,在我国牛群中的阳性率可高达 40%～

80% [1～ 4 ]。患隐性乳房炎的奶牛,头均日产奶量减少

1. 17 kg [5 ]。由此可见,隐性乳房炎会给乳业生产带

来巨大的经济损失[6 ] ,同时也会引起乳品质下降,这

也是造成奶牛被淘汰的主要因素之一。尽管各国兽

医工作者多年来对该病的预防与治疗研究付出了极

大的努力,但仍无满意的结果,至今仍以抗生素治疗

为主。由于抗生素残留和耐药菌株的出现,造成了奶

品质下降和治疗难度增加,所以迫切需要研究新的

预防与治疗方法。各国研究证实,乳房炎重在预防,

而目前尚未找到有效的预防方法。据报道[7 ] , J 5 菌

苗对于 G - 杆菌引起的乳房炎保护率在 85%以上,

但有关 G+ 菌苗的报道很少。而在我国,奶牛隐性乳

房炎的主要病原菌即是 G+ 菌, 因此, 对于 G+ 菌苗

的研究具有重要的应用价值。本研究旨在确证所分

离的 4种优势G+ 菌的免疫原性,并筛选出合适的佐

剂, 为制备预防奶牛隐性乳房炎的 G+ 菌菌苗奠定

基础。

1　材料与方法

1. 1　菌苗制备

　　菌株　金黄色葡萄球菌 (S tap hy lococcus

au reus)、无乳链球菌 (S trep tococcus ag a lactiae)、停

乳链球菌 (S. dy sg a la tiae)和乳房链球菌 (S. uberis) ,

由本实验室自西安、杨凌等地奶牛场患乳腺炎的奶

牛乳汁中分离,经培养、生化鉴定,筛选出生化反应

典型、毒力强的菌株。

佐剂　分别将精致石蜡油、10 号白油、葡聚糖

(分子质量为 2万 u)等加入免疫增强剂混合配制而

成。共制备 3种佐剂,分别记为A ,B , C。

疫苗制备　分别取上述菌株培养 18～ 24 h,比

浊法测定并调整细菌浓度,超声裂解,镜检无完整细

菌细胞,并经培养确定无细菌生长后,分别与佐剂按

比例混合,充分研磨乳化, 4 ℃保存备用。

1. 2　试验动物

试验用兔购自杨凌某兔场,体重 1. 5～ 2 kg,体

形均匀,临床检查健康。

1. 3　兔血清抗体效价测定

将 39只兔随机分成 13组,每组 3只,每只兔于

腹股沟皮下注射疫苗 1 mL ,对照组不注射疫苗,从

注苗后第 7天起采集心脏血,每隔 7 d 采血 1次,分

离血清,用试管凝集法测定抗体效价。

2　结果与分析

注射疫苗后第 7 天,各试验组兔的血清中均出

现高效价的特异抗体,在此后的 35 d 内,抗体效价

均呈明显上升趋势, 28～ 35 d 时抗体效价达到最高

Ξ [收稿日期 ]　2003210222
[作者简介 ]　王　斌贝 (1971- ) ,男,甘肃武威人,医学助理工程师,在读硕士,主要从事产科病理、家畜生殖内分泌研究。
[通讯作者 ]　靳亚平 (1966- ) ,男,陕西宝鸡人,副教授,博士,主要从事临床兽医学、家畜生殖内分泌学和生殖免疫学研究。



(表 1～ 4)。比较佐剂的作用,各细菌均以 F IA 最好。

但油佐剂与葡聚糖的作用效果在不同细菌中表现不

同,对于金黄色葡萄球菌和无乳链球菌,油佐剂效果

优于葡聚糖;而对于停乳链球菌与乳房链球菌,则以

葡聚糖效果较好。对供试的 4种细菌, 3种疫苗在 9

周内的抗体效价平均值差异均不显著,但与对照组

的差异均达极显著水平 (P < 0. 01)。

表 1　金黄色葡萄球菌血清抗体效价

T able 1　T he titer of S. au reus at differen t t im e after imm unization by vaccine

时间öd
T im e

疫苗组别 (n= 3) V accine group

葡聚糖
D extran group

油佐剂
W h ite o il group F IA CK

7
14
21
28
35
42
49
56
63

3. 67±0. 58
7. 67±1. 53

8±0
10. 33±0. 58

10±0
9±0

7. 67±0. 58
6±0
5±0

6. 67±1. 15
7. 67±1. 15
7. 67±0. 58
9. 33±0. 58

10±1
10±0

8±0
6. 33±0. 58

6±0

8. 67±1. 15
10. 33±0. 58
10. 67±0. 58
11. 33±0. 58

12±0
11. 33±0. 580

9. 33±0
8. 67±0. 58
7. 67±0. 58

1. 33±0. 58
1±0
1±0

0. 67±0. 58
0. 67±0. 58

1±0
1±0

0. 67±0. 58
0. 67±0. 58

　　由表 1可知,对于金黄色葡萄球菌来说, F IA 疫

苗的效果优于其他 2 种疫苗。注苗后,油苗与 F IA

疫苗血清效价于第 35～ 42天时达到峰值,葡聚糖疫

苗抗体效价于第 28天达到峰值,随后开始下降。
表 2　无乳链球菌血清抗体效价

T able 2　T he titer of S. ag a lactiae at differen t t im e after imm unization by vaccine

时间öd
T im e

疫苗组别 (n= 3) V accine group

葡聚糖
D extran group

油佐剂
W h ite o il group F IA CK

7
14
21
28
35
42
49
56
63

6. 33±0. 58
8. 33±0. 58
9. 33±0. 58

11. 33±0. 58
12±0

11. 33±0. 58
9. 67±0. 58
8. 67±0. 58

8±0

8. 33±0. 58
8. 33±0. 58
9. 67±1. 15

11. 67±0. 58
12±1

11. 67±0. 58
8. 67±0. 58

7±0
6. 33±0. 58

9±0
9±1

10. 67±1. 15
12±0

11. 33±0. 58
10±0

9. 33±0. 58
9±1

7. 67±0. 58

0. 67±0. 58
1±0

1. 33±0. 58
0. 67±0. 58
0. 67±0. 58
0. 33±0. 58
0. 33±0. 58
0. 67±0. 58
0. 33±0. 58

　　由表 2可知,对于无乳链球菌疫苗, 3种疫苗免

疫效果变化趋势基本相同。F IA 苗抗体效价于免疫

后第 28天达到峰值,另外二者于第 35 天时达到峰

值。从抗体效价来看, 9周内抗体效价平均值差异不

显著。

表 3　停乳链球菌抗体效价

T able 3　T he titer of S. dy sg a la tiae at differen t t im e after imm unization by vaccine

时间öd
T im e

疫苗组别 (n= 3) V accine group

葡聚糖
D extran group

油佐剂
W h ite o il group F IA CK

7
14
21
28
35
42
49
56
63

9. 33±1. 15
9. 33±0. 58
9. 33±0. 58

12±0
13. 33±1. 53
12. 33±1. 53

10±0
9±0

8. 67±0. 58

6. 67±1. 15
7±0
9±1. 73

11. 33±0
12. 33±0. 58
10. 33±0. 58

8. 67±1. 15
6. 67±0. 58
6. 67±0. 58

9. 33±0. 58
9. 33±0. 58

10. 33±1. 53
11. 33±0. 58
14. 33±0. 58

12±0
11. 67±0. 58

9. 67±0
8±0

2. 33±0. 58
2±0

1. 67±0. 58
1. 33±0. 58
1. 33±0. 58

1±0
1. 33±0. 58
1. 33±0. 58

1±0

　　由表 3可知,对于停乳链球菌疫苗, F IA 疫苗与

葡聚糖疫苗的免疫效果优于油苗。三者变化趋势基

本相似,均于免疫后第 35 天达到峰值,而后开始下

降。
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表 4　乳房链球菌抗体效价

T able 4　T he titer of S. uberis at differen t t im e after imm unization by vaccine

时间öd
T im e

疫苗组别 (n= 3) V accine group

葡聚糖
D extran group

油佐剂
W h ite o il group F IA CK

7
14
21
28
35
42
49
56
63

7. 33±1. 53
8±0

8. 33±1. 53
11±0

10. 67±0. 58
10. 33±0. 58

8. 33±0. 58
8±0

7. 67±0. 58

6. 67±1. 15
8. 33±0. 58
9. 33±2. 31

11. 67±0. 58
10. 33±0. 58

9±0
8. 67±0. 58
8. 33±0. 58

8±0

9. 67±0. 58
9. 67±0. 58

11. 33±0. 58
12±0
10±0
10±0

9. 67±0. 58
9. 33±0. 58

9±0

1. 33±0. 58
1±0
1±0

1. 67±0. 58
1. 33±0. 58

1±0
1. 33±0. 58
1. 33±0. 58
1. 67±0. 58

　　表 4表明,对于乳房链球菌, F IA 疫苗优于其他

2种疫苗。三者均于注苗后第 28天抗体效价达到峰

值,而后开始下降。

3　讨　论

目前,对奶牛隐性乳房炎病原学已有了较为清

楚的认识,但由于受乳腺局部特殊的免疫和生理环

境的影响,有关疫苗的研究进展缓慢,本试验采用经

过分离鉴定的主要病原性球菌制备成裂解苗,证明

所选的菌株具有良好的免疫原性,可有效刺激家兔

产生特异性抗体,为进一步研究奠定了基础。

有研究表明[8 ] , 噬中性粒细胞 (po lymo rphonu2
clear neu troph ils PM N )是乳腺局部抵御病原微生

物的主要细胞,但由于吞噬了脂滴及酪蛋白而使其

吞噬病原微生物的能力大大下降。要想有效抵御微

生物就必须有足够量的 PM N (9×105ömL ) ,但正常

乳腺不会有如此高数量的PM N。如果能够刺激机体

产生有效的调理素,也可以弥补 PM N 数量不足这

一问题。目前,奶牛隐性乳房炎疫苗的研究只注重免

疫后抗体总水平的测定, 但值得注意的是, IgG1 对

PM N 的调理能力较弱,甚至会抑制 IgG2 和 IgM 的

调理素活性, 而 IgG2 才是 PM N 的有效的调理

素[9 ]。本研究采用免疫增强剂的目的就在于增强

IgG2 的水平,它的效果需进一步确证。

目前用于疫苗制备的佐剂较多,主要为 F IA 和

油佐剂。本试验选用了上述 2种佐剂,并加入了免疫

增强剂,对三者的免疫效果进行了比较。证明 3种佐

剂均有较好的免疫促进作用,但以 F IA 效果最佳,

加入免疫增强剂后,油佐剂的效果与 F IA 之间差异

不显著,因而认为用油佐剂即可达到预期效果。从所

产生抗体的亚类上比较,应用哪种佐剂效果更好,则

需做进一步的研究。
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Effect of add ing d ifferen t am oun t of a lfa lfa m eal to

gesta t iona l d ie t on the perfo rm ance in sow s and their p ig le ts

L IAN Hong-x ia ,W ANG Cheng-zhang,YANG Y u-x in ,

HU X i-feng, ZHANG Chun -m e i
(T he Colleg e of A n im al H usband ry and V eterinary , H enan A g ricu ltu ra l U niversity , Z heng z hou, H enan 450002, Ch ina)

Abstract: U sing a single2facto r and random ized b lock design, 48 m u lt iparou s Yo rk sh ire sow s, w ho se

m ating date and parity w ere sim ilar,w ere selected in o rder to study the effects of adding differen t amoun t

of a lfa lfa m eal to gesta tonal d iet on perfo rm ance of sow s and their p ig lets and econom ic benefit. T he resu lt

show ed that: (1) It increased feed in take of d iet and its nu trien t ingredien t (P < 0. 05) ; decreased the lo ss of

Back2fa t th ickness du ring lacta t ion, bu t they had no difference among the group s (P > 0. 05)。(2) Compared

w ith the con tro l group , p ig lets bo rn of the trea tm en t,w h ich addit ive amoun t of a lfa lfa m eal in diet w as 200

gökg, w ere enhanced mo st: 12. 78% (1. 63 p ig) (P > 0. 05) ; and there w as no sign if ican t d ifference in bo rn

lit ter w eigh t, p ig let w eigh t gain and su rvival ra te of p ig let (P > 0. 05) , bu t addit ive alfa lfa m eal increased

sign if ican t ly the lit ter w eigh t of w eaned p ig lets and average lit ter daily w eigh t gain (P < 0. 05). (3) Com 2
pared w ith the con tro l group , econom ic benefit w as also imp roved, and trea tm en t 4 w as best, w h ich in2
creased 30. 73%. It ind ica ted 200 gökg w as su itab le addit ive level of a lfa lfa m eal in gesta t ional d iet.

Key words: a lfa lfa m eal; gesta t ional sow s; perfo rm ance; econom ic benefit
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Imm un iza t ion w ith lysa te bacteria iso la ted from m ast it is bovine m ilk

W ANG Y un , J IN Ya-p ing,L IN W e i-m ing,L I Guang-hui, CHEN X iu- l i
(K ey L abora tory of A n im al R ep rod uctive E nd ocrinology and Em bry o B iotechnology of M in istry of A g ricu ltu re,

N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: 4 k inds of p redom inan t G+ bacteria iso la ted from m ast it is bovine m ilk w ere u sed to p repare

lysa te vaccine m ixed w ith 3 so rts of adjuvan ts. A fter imm un izat ion, the rabb its b lood samp les w ere co llect2
ed every 7 d from 7th day po st imm un izat ion. In o rder to determ ine if these 4 k inds of p redom inan t G+ bac2
teria have bet ter an t igen icity and select p roper adjuvan t, w e co llected sera to determ ine agglu t ina t ion t iter

by agglu t ina t ion react ion test tube. T he resu lt revealed, agglu t ina t ion t iter has arised after imm un izat ion

and increased to peak abou t 28th day po st imm un izat ion. It su sta ined at h igh lever a t 63rd day po st imm u2
n izat ion. A djuvan t C is the best among these 3 so rts of adjuvan ts, bu t there are no difference in sta t ist ics.

Compared to con tro l group , a ll these 3 k inds of adjuvan ts are sign if ican t ly differen t in sta t ist ics

(P < 0. 01).

Key words: m ast it is; vaccine; imm un izat ion; agglu t ina t ion t iter
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