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〔摘 要 〕 利用抗鸡 肤抗体制备免疫亲和层析柱
,

对鸡补体 进行 了分离
,

并采用 间接酶联免疫 吸

附实验 间接
,

对洗脱液中的 组分进行 了检测
,

以
一

电泳方法对分离到的 进行 了检测
。

结果表明
,

利用亲和柱层析能够分离得到纯度较高的 蛋 白
,

为鸡血清中 的提取纯化提供了较为简便 的方

法
。
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补体 是 的最终裂解 片段
,

其保 留有

的分子 内硫酷键
,

可共价结合到可溶性抗原上 而形

成
一

抗原复合物
,

与抗原一起分别与 细胞上 的

抗 原识 别 受体 和 补体识 别 受 体 交

联
,

通过 细胞膜上的 活化细胞 内的酪

氨酸蛋 白激酶
’ 习,

使 发挥强有力的分子佐剂作

用
,

促使 细胞 的活化增值
,

实现补体在机体先天

性免疫和获得性免疫 中的桥梁作用
。

生产实践证明
,

大肠杆菌
、

沙门氏菌等细菌性疫

苗对鸡体的免疫保护效果较差 笔者试验研究发现

待发表
,

鸡体内补体 的含量及活性较 哺乳动

物的低
,

且从体外补充一定量的 后
,

可 明显提高

细菌性疫苗的免疫效 果
,

表 明 具有免疫增强 的

佐剂功能
。

因此
,

分离纯化鸡补体 并将其作为

免疫佐剂添加于疫苗中
,

对增强家禽疫苗的免疫效

果具有重要意义
。

因此
,

本研究采用免疫亲和层析法

分离了鸡补体 蛋 白
,

现将研究结果报道如下
。

材料与方法

材 料
一 ,

购 自

公 司 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 兔
,

购 自联星实业有限公司
、 、

弗 氏完

全佐剂
,

均购 自 公 司 孔酶标板
、

层 析柱 和 均 购 自北 京 鼎 国生 物 工 程 公

司 牛血清 白蛋 白
,

购 自上海伯奥生物科技有 限公

司 亮肤素
,

购 自 公 司 鸡血清
,

由山

东家禽研究所 鸡场提供 中国 白兔
,

由山东省

米歇尔生物制品公司提供
。

方 法

抗鸡 肤杭体 的 制备 依照鸡 链

梭基端 的序列 〕,

合成
’“ ,

一

’
肤

,

色普纯度
,

由北京 中科亚光生物工程公司完成
。

此 肤用

新蒸戊二醛与牛血清 白蛋 白连接成为免疫原川
,

用

于免疫家兔制备兔抗鸡 肤抗血清
。

杭鸡 肤杭体 的提取 取兔抗鸡

肤血清
,

加入 的
,

充分混匀后滴加饱和硫酸钱
,

使饱和度达到
,

充分搅拌
,

沉淀
。

过夜后 以 离心
,

弃上清 将沉淀溶于 溶液中
,

滴

加 饱 和 硫 酸 钱
,

使 饱 和 度 达 沉 淀 后

离心
,

弃沉淀 上清 中再滴加饱和硫酸

按使饱和度达
,

搅拌沉淀后 离心
,

将沉淀用少量 的 溶解
,

透析除

盐即得抗 肤
,

一 保存备用
。

亲和层析柱 的 制 备 按 公 司提

供 的说 明 书
,

将
一

用 的 溶胀并洗

涤
,

然后缓缓加人层析柱 中
,

保持流出 口 开放
,

胶 自

然沉降 将兔抗 肤 用 拼 的细菌滤
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器过滤后加人柱 中
,

然后用 。 的

含
,

充分透析 经充分偶

联 后
,

冲洗 至 流 出液
。

为
,

再用

的
一

缓 冲液充分洗柱
,

以封

闭胶上未偶联 的活化位点 用 倍体积
,

含

的 的
一

和 倍

体 积 的 乙 酸盐缓 冲液
,

含

循环洗涤层析柱
,

进行 个循环
。

样品 的 制备 参考文献 的方法
,

取

鸡血清
,

水浴
,

加入等体积质量分数

的 溶液混合后 搅拌
,

离心
,

取上清备用
。

样 品 的 亲和 层 析 取 样 品用
,

含 充分

透析
,

过 拼 细菌滤器后少量多次上柱
,

出 口

流速 滴 用 。
, 。 ,

含 清洗层析柱
,

用洁净试管承接

洗 脱 液
,

每管 收集
,

测
。 ,

直到 洗 脱 液 的
。

为 。
。

再用 氨基 乙 酸
一

缓 冲液

洗脱
,

出口 流速
,

用含
,

的洁净试管收集洗脱掖
,

每管收集
,

共收集 管
。

洗脱液 中补体 的检测 以 鸡血浆

作 为阳性对照
,

白明胶作为阴性对照
,

按文

献 的步骤进行
。

以 中收集到洗脱液包被

板
,

每孔 拜 包被过夜
,

洗涤液为

的
,

兔抗鸡 肤血清按 稀释
,

每孔

川
,

辣根过氧化物酶标记 的羊抗兔 按
,

稀释
,

每孔 拜 ,

底物液 为
一 ,

每孔

拌 终止液为
,

每孔 拌 。

内在酶标仪上读取 处的 值
,

每管洗脱液

进行 个重复
,

以
“

阴性对照平均 值
”
作为判

断阳性值的下限
。

纯度 采用
一

法
。

将

中 检测为阳性的管合并
,

浓缩至

一
,

用 分离胶进行 电泳
。

结果与分析

洗脱液中的 分析

由表 可知
,

将 鸡的老化血清过亲和层析

柱
,

用 氨基 乙 酸
一

缓冲液 洗

脱 后
,

获得 了 管 每管
,

为 阳性 的洗脱

液
,

其中 管的 值达到
,

说明抗鸡

肚抗体与 具有较强的亲和力
,

因而利用亲和

层 析 柱 的 方 法
,

可 以 从 鸡 血 清 中分 离 得 到
。

表 亲和层析流出液中的 分析

样品 值

均值

结果

空 白对照

阴性对照

阳性对照

第 管

第 管

第 管

第 管

第 管

第 管

第 管

第 管

第 管

第 管 气

注 阳性 一 阴性
。

一

十

十

纯度鉴定和分子质 确定

从 鸡血清中分离出的 蛋 白经
一

电泳
,

显示 出单一 的 条条带 图
、

图
,

说明分离出的 是单肤链蛋 白
。

根据标准蛋

白推测
,

其分子质量大约为
,

说明 以兔抗鸡

肤 制备的亲和层析柱纯化 鸡血清 中的

是可行的
。
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图 非变性 蛋 白的
一

电泳图谱
一

讨 论

肤段是 蛋 白裂解 的最终 片段
,

是补体

系统活化的标志
,

只有补体系统活化后在动物体液

中才有 的产生
。

若直接取 鸡血清上样
,

并

不能有效地分离到
,

只有将血清老化 以 后
,

才能充分完全裂解得到
。

因此
,

本研究在

鸡血清过亲和层析柱前
,

将其在 条件下 老化
,

使其 中的补体 蛋 白完全裂解 以 释 放 肤

段
。

’ ’

是 链 端 肤
,

亦是 的重要

组分
,

由于此段肚的抗原性较强
,

且在 反应

中抗此 肤抗体对 较为敏感 〔 〕,

因此本研究中

选取此 肚与牛血清 白蛋 白连接制备抗原免疫家

兔
,

用 于 制 备 抗 此 肤 的抗 体 并 分 离抗 体 中 的
,

使之交联 活化的
一

上
,

从

而较为有效地提取老化血清中的
。

动 物机体中 细胞和滤泡树 突状 细胞

上 均存在 受体
,

若将 与某抗

原连接制备成复合抗原
,

则 可发挥免疫佐剂的

作用
。

将某抗原与机体免疫效应细胞连接
,

同时突破

图 变性 蛋 白的
一

电泳图谱
一 、岌

机体对抗原免疫应答 中 的限制
,

即一部分抗

原 不经过 抗原提呈 细胞 细胞 的处理 和

辅助性 细胞 细胞 的协助
,

而可直接刺激 细胞

产生抗体
,

从而促进某抗原 或疫苗 的免疫效果 另

外
,

与抗原连接能够促使抗原在淋 巴 滤胞 中的

定位并促进生 发 中心 的生 成川 并且
,

与

细胞 上 的 形 成 的 复 合 物
,

可 使 抗 原 滞 留在

细胞 中
,

增强 了二者之间及抗原与生发中心 中

细胞的相互作 用
,

并可 以 此提供细胞信号并阻止

细胞的凋亡
。

这些细胞机制除促进 细胞成熟和

分化为产生抗体的细胞外
,

还可增强 细胞的记忆

功能
,

增 加记忆性 细胞 的数量
,

使得机体对抗原

具有较长时间和较强 的免疫反应
。

等因研究指

出
,

细胞上缺乏 的小 鼠
,

其对抗原的免疫

反应性较差
。

等叫研究指出
,

当抗原通过

与 细胞上的 结合后
,

可促进抗原特异

性 细胞内的抗体合成
。

这些研究均证明 了 的

免疫增强作用
。

因此
,

本研究为开发
、

利用 作为

新型免疫佐剂提供了技术保证
,

为提高鸡细菌性疫

苗的免疫效果提供 了新途径
。
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