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"多抗血清#评价不同处理方式对抗

原免疫原性的影响%方法
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采用超声破碎$甲醛灭活$热灭活
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种方式处理细菌抗原接种新西兰兔和
T%HT

,

&

小鼠#检测不同抗

原免疫动物抗血清的
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效价及凝集试验效价%结果
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具有较强的免疫原性#

U2T>

在小鼠中的免疫原性较弱!
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"%结论
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建立了抗类鼻疽伯克霍尔德

杆菌多克隆抗体的检测方法#制备了高效价的抗类鼻疽伯克霍尔德杆菌多抗血清)甲醛灭活和热灭活细菌具有较好的免疫原性#

为下一步类鼻疽伯克霍尔德杆菌的致病机制研究和疫苗研发打下了基础%
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类鼻疽杆菌!学名类鼻疽伯克霍尔德菌$
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/<5I8=9::<.

!抗原简写为
T>

%!于
!"!(

年被
dS.7=8?.

和

@?./S09/O9=.

首次分离#类鼻疽杆菌为两端钝圆"两极浓染"

无芽孢"有鞭毛和菌毛的革兰阴性杆菌#该细菌主要寄生于土

壤和水环境中-

!

.

!恶劣环境下能形成休眠体-

(

.

#细菌通过吸

入"黏膜感染"摄入等方式感染机体!初期会出现发烧"寒颤"咳

嗽"呼吸不畅等类似普通感冒的症状#一旦病原体侵入肺部!

可能造成难治性肺炎"肺部空洞!并快速地造成败血症而死亡!

还能导致脑炎"前列腺及肝脾等内脏的脓肿-

*

.

#高耐药"易复

发"无有效的治疗手段!致使类鼻疽的临床死亡率高达

3)Z

-

32$

.

#

类鼻疽杆菌的感染属典型的热带疾病!国内类鼻疽杆菌流

行区域主要集中在海南"台湾"广东"福建等地-

#21

.

#鉴于类鼻

疽杆菌的强致病性!加之其易培养"耐药性强!

d\N

已将其列

为
T

类生物恐怖剂!也已成为严重威胁人民健康的重要致病

菌#所以!阐明类鼻疽杆菌的致病机制研究!在类鼻疽杆菌感

染的治疗和防控等方面具有重要的意义#

抗血清是研究细菌的重要工具!在细菌的致病机制研究"

疫苗研发"治疗性抗体研制等方面发挥重要作用-

+2"

.

#其可用

于鉴定重组抗原蛋白的免疫反应性"发现新的治疗靶点"辅助

评价单克隆抗体效能等#本文的主要目的是制备抗类鼻疽杆

菌多抗血清#用超声"甲醛"高温
*

种方式处理
T>

抗原!进而

免疫新西兰和
T%HT

)

&

小鼠!同时建立
T>

多抗血清的检测方

法!检测多抗血清的效价-

!)2!!

.

!比较
*

种不同处理方式对类鼻

*

("(

*

国际检验医学杂志
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年
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月第
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卷第
*

期
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疽杆菌免疫原性的影响#

$

!

材料及方法

$,$

!

实验材料
!

成年雌性新西兰兔$体重
(R

B

%!购自第三军

医大学实验动物中心/雌性
#

周龄
T%HT

)

&

小鼠!购自第三军

医大学试验动物中心/类鼻疽杆菌菌株来自海南省三亚市第一

人民医院检验科临床分离标本$经鉴定为类鼻疽伯克霍尔德

菌%#

$,%

!

试剂及仪器
!

可溶型单组分
VCT

$

*

!

*b

!

$

!

$b2

四甲基联

苯胺二盐酸%底物溶液$北京天根公司%!

T&%

F

?87<.09//9

J

$英

国
VS<?=8

公司%!

\̂ >

标记的羊抗新西兰兔
A

B

;

"

\̂ >

标记

的羊抗鼠
A

B

;

"

\̂ >

标记的羊抗人
A

B

;

$均为进口分装!北京中

杉金桥%!

G_"(2

%

超声细胞破碎仪$宁波新芝科研究所%!洗板

机$美国
D.82?9I

公司%!酶标仪$美国
D.82?9I

公司%#

$,&

!

方法

$,&,$

!

细菌的培养
!

挑取单克隆接种至普通
H5?.92T<?790.

培

养基中!

*1`

培养
$S

!吸光度$

NW

值%为
),+

时收集菌体$离

心半径
+6=

!

#)))?

)

=.0

!

3`

离心
!)=.0

%#

$,&,%

!

菌体处理
!

$

!

%超声灭活菌体的制备(菌液超声后用终

浓度为
),$Z

的甲醛处理
(3S

!

#)))?

)

=.0

!

3`

!离心
!)=.0

!

弃沉淀#超滤去除甲醛!

T&%

法测蛋白浓度!样品标记为
U2

T>

#$

(

%甲醛灭活菌体的制备(

NW

值为
),+

时稀释度$此时细

菌浓度约为
!,$g!)

"

6]5

)

=H

%的菌液中加入终浓度为
),$Z

的甲醛!

($`

处理
3+S

后
!)))?

)

=.0

!

3`

!离心
$=.0

!去除

甲醛!标记为
42T>

#$

*

%热灭活菌体的制备-

!(

.

(集菌方法同

前!沸水浴
!$=.0

!标记为
\2T>

#$接种于普通平板上!

*1`

培养
(3S

验证超声破菌是否完全%

$,&,&

!

免疫动物
!

按照随机数法将新西兰兔随机分成
3

组!

每组
*

只/

T%HT

)

&

小鼠随机分成
3

组!每组
#

只/各随机取
!

组作为阴性对照#分别用
U2T>

"

42T>

"

\2T>

"生理盐水免疫
*

次#超声灭活抗原免疫动物(免疫原浓度为
),$=

B

)

=H

!新西

兰兔注射点于四肢皮下淋巴结及颈背部皮下!剂量为
),*=H

)

点!共
!,$=H

/

T%HT

)

&

小鼠注射点于四肢皮下淋巴结及腹

腔!剂量为
),!=H

)点!共
),$=H

/第
!

次免疫后
()

"

(1I

进行

第
(

"

*

次免疫#甲醛灭活抗原免疫动物(兔耳缘静脉注射!剂

量为
),$=H

)只/

T%HT

)

&

小鼠尾静脉注射!剂量为
),!=H

)

只/同上进行
(

次加强免疫#热灭活抗原免疫方案同甲醛灭活

抗原#

$,&,'

!

动物采血-

!*

.

#

$,&,(

!

EHAM%

试验条件的优化
!

包被抗原浓度和二抗$羊抗

小鼠)羊抗新西兰兔%稀释度的条件优化(

U2T>

包被抗原稀释

度依次为
(

"

3

"

+

*

B

)

=H

/二抗稀释度依次为
!

)

!)))

"

!

)

()))

)

!

)

$)))

"

!

)

+)))

#包被抗原
3`

!过夜/

!ZTM%

!

*1`

!

3S

/洗

板机洗板
3

次后加多抗血清!

*1`

!

*)=.0

/洗板
3

次后加二抗

$羊抗新西兰兔
A

B

;

)羊抗小鼠
A

B

;

%!

*1`

!

*)=.0

/洗板
3

次/

VCT

显色剂显色
!)=.0

/加终止液$

(==8:

)

H\

(

MN

3

%!

3$)

0=

测
NW

值#

$,&,)

!

检测多抗血清的
EHAM%

效价$以大于阴性对照
NW

值

的
(

倍作为阳性
2>A

%

(,)

%#

$,&,*

!

凝集试验条件的优化
!

反应最佳抗原浓度"温度和观

察时间#凝集判断标准(+

aaaa

,表示完全凝集!凝块全部

平铺于孔底!有卷边!液体澄清/+

aaa

,表示大部分凝集!凝

块平铺于孔底!可有卷边!液体几乎完全透明/+

aa

,表示部分

凝集!凝块平铺于孔底!液体稍微浑浊/+

a

,表示少部分凝集!

液体浑浊/+

Y

,表示不凝集!细菌沉淀于孔底成一圆点!液体浑

浊!与对照孔相似#凝集呈+

aa

,的最高血清稀释度即为该血

清的凝集效价#

U

型细胞培养板横排做抗血清的稀释度$空

白!阴性对照!

!

!

!

)

(

4

!

)

$!(

%!纵排做抗原稀释度!于不同时刻

$

!

"

(

"

*

"

3

"

#

"

+S

%观察凝集现象#

$,&,+

!

比较类鼻疽伯克霍尔德菌活菌与不同多抗间的凝集

效果#

$,'

!

统计学处理
!

所有数据采用
M>MM!*,)

统计软件进行统

计学分析!

<

$

),)$

有统计学意义/图表采用
N?.

B

.0+,)

作图软

件进行处理#

%

!

结
!!

果

%,$

!

EHAM%

的条件优化
!

经方阵滴定试验!在直接
EHAM%

法

中!根据不同倍数稀释度的多抗血清吸光度!取
NW

3$)

为
!,)

"

!,$

!得出包被
U2T>

抗原的最适浓度为
3

或
+

*

B

)

=H

!羊抗

兔)羊抗鼠酶标二抗稀释比为
!k+)))

#凝集试验条件优化(

EHAM%

吸附板上横排做
42T>

抗原稀释度!纵列做多抗血清

$随机抽取
EHAM%

效价较高的鼠源
42T>

免疫得到的多抗血

清%的稀释度后得出!当
42T>

抗原做
!

)

+

稀释$细菌数约为
#g

!)

"

6]5

)

=H

%时!抗血清与
42T>

抗原的凝集效果在反应后
3S

能达到最稳定的凝集效果!时间过长$超过
!(S

%会因为水分蒸

发不利于凝集现象的观察!同时多抗血清稀释比大于
!k($#

后凝集现象也不明显#综上!凝集试验的最佳抗原浓度为
#g

!)

"

6]5

)

=H

!最佳观察时刻在反应后
3S

!多抗血清的稀释比控

制在
!k$!(

以下#

%,%

!

抗血清
EHAM%

检测结果
!

新西兰兔
U2T>

抗原免疫得

到的多抗血清效价均可达
!

)

#3)))

!

42T>

免疫的抗血清效价

均为
!

)

!#)))

!且两种抗血清的效价无变异#

\2T>

免疫的抗

血清效价最高为
!

)

+)))

!最低为
!

)

3)))

$

:8

B

!)

值(

*,1$j

),(!

!如图
!

所示%#

T%HT

)

&

小鼠
U2T>

抗血清效价最高为

!

)

#3)))

!最低为
!

)

!#)))

$

:8

B

!)

值(

3,3)j),*$

%/

42T>

抗血

清效价最高为
!

)

!#)))

!最低为
!

)

()))

$

:8

B

!)

值(

*,"j

),$(

%/

\2T>

抗血清效价最高为
!

)

()))

!最低为
!

)

!)))

$

:8

B

!)

值(

*,!)j),!1

%#统计分析!

U2T>

抗原和
42T>

抗原

的免疫原性较好$

<

$

),)$

%!而且小鼠来源的抗类鼻疽杆菌多

抗血清的效价
EHAM%

检测稳定性不如新西兰兔#

图
!

!!

抗血清
EHAM%

效价检测(

%,

新西兰兔(

T%HT

&

&

小鼠(

<

$

),)$

%,&

!

多抗血清与
42T>

抗原凝集试验结果
!

新西兰兔
U2T>

免疫的抗血清效价最高为
!

)

*(

!最低为
!

)

!#

$

:8

B

(

值(

3,$j

),1

%/

42T>

效价最高为
!

)

#3

!最低为
!

)

*(

$

:8

B

(

值(

$,$j

),1

%/

\2T>

效价最高为
!

)

!#

!最低为
!

)

(

$

:8

B

(

值(

(,$j(,!

%#

*

*"(

*
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T%HT

)

&

小鼠
U2T>

抗血清效价均为
!

)

#3

!

42T>

抗血清效价

均为
!

)

!(+

!

\2T>

抗血清效价最高为
!

)

#3

!最低为
!

)

!#

$

:8

B

(

值(

$j!

%#统计分析!

U2T>

抗原和
42T>

抗原的免疫原性较

好$

<

$

),)$

%!而且
\2T>

抗原免疫动物后抗血清的凝集效价

在试验对象之间的波动较大!而且小鼠来源的抗类鼻疽杆菌多

抗血清的凝集效价稳定性也不如新西兰兔#

图
(

!!

抗血清凝集试验效价检测'

&,T%HT

&

&

小鼠(

W,

新西兰兔(

<

$

),)$

%,'

!

新西兰兔"

T%HT

)

&

小鼠抗血清与类鼻疽活菌凝集试验

!

以
9:.[<2T>

$类鼻疽杆菌活菌%作为凝集抗原与新西兰兔和

T%HT

)

&

小鼠多抗血清进行凝集试验!新西兰兔
U2T>

免疫的

抗血清效价均高达
!

)

($#

!

42T>

效价也均为
!

)

($#

!

\2T>

效价

最低为最高为
!

)

($#

!

!

)

!(+

$

:8

B

(

值(

1,$j),1

%#

T%HT

)

&

小

鼠
U2T>

免疫的抗血清效价均为
!

)

#3

!

42T>

效价最高为
!

)

!(+

!最低为
!

)

#3

$

:8

B

(

值(

1,)j!,)

%/

\2T>

效价最高为
!

)

!(+

!最低为
!

)

#3

$

:8

B

(

值(

1,1j!,$

%#统计分析!新西兰兔的

*

种抗原免疫后的多抗血清凝集效价之间差异不显著!

T%HT

)

&

小鼠
42T>

和
\2T>

免疫的抗血清效价之间差异不显著$

<

%

),)$

%!但是前两者免疫的抗血清与
U2T>

免疫的抗血清凝集

效价之间差异显著$

<

$

),)$

%#提示
42T>

和
\2T>

抗原的免

疫原性要强于
U2T>

抗原#

图
*

!!

抗血清凝集试验效价检测'

&,T%HT

&

6&

鼠(

W,

新西兰兔(

<

$

),)$

&

!

讨
!!

论

类鼻疽是由类鼻疽杆菌感染引起的一种新发传染病!正在

全球热带"亚热带范围扩散#中国邻邦泰国"印度"缅甸"越南"

菲律宾"马来西亚"文莱都是类鼻疽高发地#现今中国南海局

势紧张!南海安全日益重要!类鼻疽这一具有生物威胁的病原

体的研究和生物防护的军事意义也就显得尤为重要#反观国

内!海南作为类鼻疽的高发地!已经出现多例病例!呈现很高的

死亡率$

3)Z

以上%#作为一种能耐受恶劣环境-

!3

.

"具有广泛

自然宿主的土壤菌!类鼻疽杆菌的环境微生态遭到极端气候影

响和人为破坏!进而促使疾病的播散和流行-

!$

.

#正是在这一

形势下本室着手开展类鼻疽杆菌的研究#抗类鼻疽杆菌动物

多抗血清的制备正是开展病原研究的基础工作!本室制备的多

抗血清具有较高的效价!能够用于后续的实验#

总体来看!新西兰兔多抗的
EHAM%

效价和凝集效价要高

于小鼠!这从
EHAM%

试验结果可以看出!但是本实验并没有将

两种动物来源的抗血清做比较!因为种系不同"免疫的方式"抗

原剂量都不相同!两者的比较没有意义#从试验数据来看!

\2

T>

免疫的多抗血清的
EHAM%

效价和凝集效价在实验对象之

间的均一性不好!这可能与
\2T>

抗原的制备方式有关!也可

能与实验者的操作有关#

U2T>

和
42T>

抗原免疫动物多抗血

清之间的效价比较也很复杂!这两种抗原的物理性状"注射方

式都不同!产生的免疫应答不仅与抗原的免疫原性!还与操作

者的实施"注射剂量"抗原的吸收等有关系#从抗体的亲和力

来看!小鼠抗血清与抗原的凝集效果总体上要好于新西兰兔抗

血清#这与新西兰兔多抗血清效
EHAM%

检测效价较小鼠高并

不矛盾!因为新西兰兔接触的抗原较多!在土壤中存在与类鼻

疽杆菌有交叉反应的其他土壤菌$如鼻疽伯克霍尔德杆菌!非

致病性的霍尔德杆菌属细菌!结核分枝杆菌等%#

EHAM%

试验

的敏感性很高!但是缺乏鉴别有交叉反应的病原体的免疫应答

的特异性#相反!小鼠虽然效价有限!但是清洁级小鼠接触的

抗原有限!特异性的免疫应答更强#

进一步的活菌凝集试验的结果的比较分析得出
\2T>

和

42T>

抗原的免疫原性要强于
U2T>

$

<

$

),)$

%!而
*

种抗原免

疫新西兰兔的结果显示免疫原性差异不显著$

<

%

),)$

%#在

后续试验中拟通过与多样本的临床患者血清做对比分析来进

一步评估本试验制备的动物多抗血清的可用性和特异性#
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表
(

!!

MHE

组与健康对照组血清免疫球蛋白及补体结果#

Dj;

$

组别
! A

B

; A

B

% A

B

C &* &3

MHE

组
#3 !1,)1j3,+#

#

*,(!j!,$(

#

(,**j!,(!

#

),$$j),((

#

),!+j),)"

#

健康组
$* !!,#$j*,)" !,11j),#+ !,3$j),$! !,!$j),*3 ),*$j),!)

!!

#

(

<

$

),)$

!表示与健康组对照差别具有统计学意义#

&

!

讨
!!

论

清蛋白是由肝实质细胞合成!是血浆中含量最多的蛋白

质!占血浆总蛋白的
$1Z

"

#+Z

#本次试验中!

MHE

组比健康

组低!可能因为
MHE

是一种慢性疾病!病程较长!患者与疾病

的抗争过程中引起清蛋白的消耗!而
MHE

又是一种多器官侵

犯的疾病!在造成患者的肝肾脏器损害时会引起肝脏对清蛋白

的合成不足或从尿中丢失使得
%:D

减少#

,

!2

球蛋白的主要成

分有
,

!2

抗胰蛋白酶$

%%V

%"

,

!2

酸性糖蛋白"甲胎蛋白"高密度

脂蛋白!其中
%%V

"

,

!2

酸性糖蛋白作为急性时相蛋白!在炎

症"感染"肝病时均显著增加#在
MHE

中!

,

!2

球蛋白在一定程

度的增加!可能存在炎症"感染以及肝损伤#

,

(2

球蛋白中包含

触珠蛋白"

,

(2

巨球蛋白"血浆铜蓝蛋白!其中
,

(2

巨球蛋白占血

浆总蛋白的
+Z

"

!)Z

#在肾脏出现损伤时!尤其是肾病综合

征!

,

(2

巨球蛋白含量会显著增高#在本次试验中!

,

(2

球蛋白

增高可能与部分患者存在肾脏损害有关#存在于
(

2

球蛋白中

的是
&*

"

&3

"

(

(2

微球蛋白"纤维蛋白原#其中
&*

"

&3

在
MHE

中会因为疾病活跃期被大量消耗!其明显减低!与健康组有明

显差异!与有关文献一致-

!

.

#补体对疾病的诊断和病情活动的

判断都有很大帮助!

MHE

患者经过治疗后血清中原来含量降

低的补体逐步恢复正常!这说明该治疗是有效的/反之!如补体

含量持续下降!则说明病情活动加重-

(

.

#而
MHE

患者在出现

肾病改变时!

(

(2

微球蛋白往往增高!两组的
(

2

球蛋白值没有显

著差异#

0

2

球蛋白主要是免疫球蛋白!包括
A

B

;

"

A

B

%

"

A

B

C

"

&2

反应蛋白$

&̂ >

%#

MHE

是具有代表性的典型的自身免疫性疾

病!机体免疫功能紊乱!出现多种自身抗体-

*

.

!故血清中免疫球

蛋白
;

"

%

"

C

含量均高于健康对照组!

A

B

;

表现更为明显!与

相关文献一致-

32#

.

!但也有作者报道
A

B

%

"

A

B

C

在疾病的不同阶

段!有不同的变化!病程的延长使
A

B

C

有下降的趋势-

1

.

#

&̂ >

是急性时相反应蛋白之一!在
MHE

并发感染时升高!但其特异

性较差!不能作为
MHE

活动的指标之一-

+

.

#免疫球蛋白含量

的波动与
MHE

的病情活动存在一定的相关性-

!

.

#

因为血清蛋白电泳成分无特异性!所以无法作为
MHE

确

诊指标之一!但是可以通过对血清蛋白电泳的检测一定程度上

对
MHE

病程的发展进行监控#免疫球蛋白"补体的联合检测!

对
MHE

的诊断治疗具有一定的临床参考意义-

1

.

#
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