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补体 !" 对大肠杆菌疫苗的免疫增强作用
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摘 要：从 039 鸡血清中分离纯化 J7，用戊二醛将其与大肠杆菌抗原连接，免疫注射 039 鸡；对照组鸡免疫注射弗

氏完全佐剂大肠杆菌疫苗。分别在免疫后的第 $、7、!、#、"、I、’、8 周采血，用 <KL0M 方法测定血清中的抗体含量，同

时测定血清中总补体活性。结果表明，免疫后 7 周，弗氏佐剂大肠杆菌疫苗诱导鸡体产生的抗体效价高于 J7 佐剂

疫苗组，但至第 ! 周，弗氏佐剂疫苗组的抗体水平达到高峰（!" 值 N %O$I% P %O%%!），然后迅速下降，到第 8 周降至

%O$%% P %O%%#，而 J7 疫苗组鸡免疫后的抗体水平持续上升，从免疫后第 $ 周的 %O%8’ P %O%%7 上升到第 ’ 周的 %O$I#
P %O%%$。证明 J7 能够促进免疫记忆细胞的产生，并能够使细菌抗原给予免疫细胞持续稳定的刺激，从而使鸡体维

持高水平抗体的时间延长。研究结果为研制有效的家禽细菌性疫苗提供了理论依据。
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补体 J7 处于补体两条激活途径的汇合点，在

补体系统活化过程中起着枢纽作用，并为旁路途径

激活的关键分子。当 J7 转化酶从 J7 分子!链 R 端

精氨酸4丝氨酸键（第 II ( I’ 位）处将 J7 裂解后，可

产生一个 8S1: 的小片段 J7: 和一个 &I#S1: 的大片

段 J7， 自 K:G［&］ 和 RACC.@?T.>U （ 3/,U/.CC >@
L==A@,6,UG，M*:D.=>*，R.T V,/S，&8I&），在研究小鼠

淋巴细胞补体受体的基础上提出 J7 参与动物获得

性免疫应答的理论后，人们对补体 J7 在细菌免疫

中的作用愈来愈重视，W>66>./C 等［$］发现，所有的免疫

细胞都表达补体受体，首次提出补体 J7 的免疫功

能是由 J7 裂解片段与特异性受体相互作用的结

果，后来 W:@ X,CCA= MY 等［7］证实，在小鼠体内，补

体 J7 裂解片段与相应受体的结合是有效清除感染

肺炎链球菌的重要途径。Y>+CAG,CH> 等［!］明确指出，

J7 的免疫佐剂作用，是由于 J7D 与 JX$ 相互作用的

结果，而非内源性补体激活的结果。1.=ZC.G 等［#，"］

分别将抗原与 J7 和 J7D 连接免疫小鼠，都得到了

较高的血清 LU2 抗体滴度。这充分说明，补体 J7 可

以作为免疫佐剂。但以上结果，都是以哺乳动物为

研究对象获得的，对于家禽 J7 在细菌疫苗免疫过

程中是否具有免疫佐剂作用，尚未见报道。

以 039 鸡为研究对象，从成年 039 鸡血清中分

离纯化 J7，用戊二醛将其与大肠杆菌抗原连接，初

次免疫 && 日龄 039 鸡，通过血清中抗体水平的变化

规律，观察鸡补体 J7 是否对细菌性疫苗具有免疫

佐剂的增强作用，结果证明增强作用显著。实验结

果为开发利用 J7 作为免疫增强佐剂，以提高鸡对

细菌性疫苗的免疫效果提供了重要的理论依据。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 抗 J7 $& 肽抗体：由本研究室制备（依照鸡

J7! 链 氨 基 端 第 I!&4I"& 的 氨 基 酸 序 列

0<W11M9K01<1L50X0K93<［’］，合成色普纯度 8%[的

J7 $& 肽，由北京中科亚光生物工程公司完成。再

按参考文献［8］制备成功兔抗 J7 $& 肽抗体）。

#$#$% 039 鸡血清及 039 鸡：由山东家禽研究所

039 实验鸡场提供。

#$#$" 菌株：大肠杆菌（<C*H./>*H>: *,6>）)I’ 由本实

验室保存。

#$#$& 新西兰白兔：由山东米歇尔生物制品有限公

司实验动物中心提供。

#$#$’ &[致敏绵羊红细胞：自制备（无菌采取绵羊



红细胞，用 !"#$% 灭菌 &’( 液洗涤 % 次，配成 )*红

血球悬液，与等量的 %+, 的溶血素充分混合，于 -#.
水浴 -/012，即为 3*致敏绵羊红细胞）。

!"!"# 主要试剂：辣根过氧化物酶标记的兔抗鸡

+45：购自联星生物工程公司；牛血清白蛋白：购自上

海伯奥生物科技有限公司；亮肽素（678!7!912）：购自

:;+<=(>? (7@A1B7C DE &E 公司；溶血素：购自中国农

业部 成 都 药 械 厂；F=:=G(7!HIB76，&H7JK6G(7!HI@LC7：
购自北京卓冠科技有限公司（&HI@0IB1I）。弗氏佐

剂：购自联星生物工程公司（(140I 产品）。

!"$ %& 佐剂大肠杆菌疫苗的制备

!"$"! >- 的分离纯化：按参考文献［#］进行。首先

制备 F=:=G(7!HIB76 层析柱，用 !"#$/ &’( 平衡过夜

后，注入 (&M 鸡血清，!"#$/ 的 &’( 洗脱；将洗脱液

再通过 &H7JK6G(7!HI@LC7 层析柱，用 /$3 N /$O0L6PD 的

QI>6 梯度洗脱，收集洗脱液。采用兔抗鸡 >- )3 肽

抗体和兔抗鸡酶标抗体，以间接 =D+(:［R］检测 >- 的

纯度。

!"$"$ 大肠杆菌抗原的制备：将 ?#S 大肠杆菌肉汤

培养物于 %.条件下，%///@P012 离心 3/012，弃上清，

用灭菌生理盐水反复洗涤菌泥，直至上清液清澈透

明，将菌泥悬浮于 /$/30L6PD、!"#$% 的 &’( 缓冲溶

液中，配成菌液浓度为 ) T 3/U>M,P0D。用超声波粉

碎仪充分裂解菌体，然后 S///@P012 离心 3O012，弃沉

淀，取上清浓缩至蛋白含量为 /$O04PD。

!"$"& >- 与大肠杆菌抗原的连接：将大肠杆菌抗

原用 /$-*的甲醛 %.灭活 %SH，经无菌检验后，用新

蒸戊二醛与 >- 连接［S］，即为 >- 佐剂大肠杆菌疫苗。

!"& %& 佐剂疫苗的作用效果实验

!"&"! 动物免疫注射及检样采取：将 33 日龄 (&M
雏鸡随机分为 - 组，同时心脏采血取血清，测定补体

总活 性；: 组 鸡 用 >- 佐 剂 大 肠 杆 菌 疫 苗 注 射，

3$/0DP每只；’ 组鸡用弗氏完全佐剂大肠杆菌疫苗

注射，3$/0DP每只；> 组为非免疫组。3S 日龄时，对

:、’ 组鸡分别进行再次免疫，3$O0DP每只。分别在

首次免疫后的第 )、-、%、O、R、#、S、U 周对 - 组鸡采

血，分别用 =D+(: 方法检测血清中的抗体含量，同时

测定血清的总补体活性。

!"&"$ 抗体效价的检测（间接 =D+(: 方法［U］）：用

3$-$3 制备的大肠杆菌抗原包被 UR 孔酶标板，每孔

O/!D，%.条件下过夜，洗涤后每孔加入 3$-$) 中采

集的血清 O/!D，每个样品做 - 个重复；-#.条件下

反应 R/012，甩干洗涤后，加入 3/// 单位的酶标兔抗

鸡 +45，-#.条件下反应 R/012，?&F 显色，%O/20 条

件下比色测 !" 值。

!"&"& 总补体活性测定（微量板溶血法）：用微量移

液管取灭菌生理盐水 O/!D 分别加入微量反应板的

第一排孔中，然后向第 3 孔中加入鸡血清 O/!D，进

行倍比稀释至 33 孔，第 3) 孔为对照；稀释完毕后，

向各孔中分别加入致敏的 3*绵羊红细胞 O/!D，于

-#.孵育 -/012，观察结果。若从第一孔至第 2 孔完

全溶血，第 2 V 3 孔不完全溶血，则补体的效价为 )2。

$ 结果

$"! 不同佐剂疫苗的效果比较

应用不同佐剂的疫苗免疫鸡后，观察体内血清

中抗体水平的变化情况。从表 3 可以看出，: 组（>-
佐剂疫苗）鸡免疫后，产生的抗体水平的增长速度在

第二周到第四周期间低于 ’ 组（弗氏完全佐剂）鸡，

第三周、第四周两组鸡的抗体水平相比较，差异显著

（# W /$/O）；但 ’ 组鸡的抗体水平从第四周达到最

高水平后迅速下降，到第九周下降到较低的水平

（!" X /$)// Y /$//O），而 : 组鸡的抗体水平始终处

于缓慢的上升趋势，在第七周、第八周和第九周仍然

维持在较高的水 平（ !" X /$)#) Y /$//%、/$)#- Y
/$//%、/$)#O Y /$//)）；未免疫组鸡无抗体产生。

表 ! 不同佐剂疫苗免疫后鸡产生的抗体水平的比较（!" 值）
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$"$ 疫苗注射对补体总活性的影响

不同佐剂的疫苗免疫后，鸡体内补体水平的变

化情况见表 )。

从表 ) 可看出，免疫后第一周，’ 组鸡血清补体

-3S马雪云等：补体 >- 对大肠杆菌疫苗的免疫增强作用 E P微生物学报（)//R）%R（O）



总活性迅速下降（!" 值为 !"#$% & $#""），而 ’ 组鸡受到

的影响则较小，其补体总活性仍然上升到 !!#() & $#((，

二者相比较，差异显著；在免疫后第二周、第三周和

第四周，* 组鸡的血清补体总活性仍然维持在较低

的水平，到第五周迅速上升到 !+#$$ & $#")，而 ’ 组鸡的

补体总活性在试验过程中始终维持在缓慢的持续上

升趋势，与 , 组鸡相比较，差异不显著（ # - $#$.），

似乎没有受到疫苗免疫的影响。

表 ! 不同佐剂的疫苗免疫后鸡体补体水平的变化（"#$!）
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% 讨论

HB336 /L 等曾经利用 ,( 分子作为佐剂，对疫苗

的免疫增强效果进行过探讨，结果证明 ,( 佐剂不

仅增强亚单位苗在小鼠体内表达的抗体滴度，同时

也使抗体的亲和性得到加强［"$］。试验通过对鸡进

行 ,( 佐剂和弗氏佐剂大肠杆菌疫苗免疫注射，以

探讨 ,( 佐剂疫苗对鸡体产生抗体的免疫增强效能

及规律，结果发现使用 ,( 作为免疫佐剂能够使鸡

体内产生的抗细菌抗体水平维持的时间较长，发挥

的效应久。探究产生这种免疫效果的原因可能与免

疫细 胞 上 存 在 ,( 裂 解 片 段 的 受 体 有 关。,L"%M
,L!"M,L)" 在 * 细胞上以信号复合体的形式存在，

当 ,L!" 与 ,( 结合后，使 ,L"% 与 *,N 交联，促进抗

原刺激 *,N 的信号转导，加强 * 细胞应答使血清中

抗体水平能够维持在高水平［"!］；O867:6: PQ 等发现，

当 ,(R抗原复合物在 * 细胞上使得 *,N 通过 ,( 与

,L!"M,L"%M,L)" 交联后，可阻断 * 细胞凋亡，增强

* 细胞对凋亡的逃避［"!］。应用 ,( 作为佐剂制成细

菌疫苗免疫注射鸡，使其能够产生效价高、维持时间

较长的抗体就充分证明了这一点。

试验测定了免疫注射不同佐剂的细菌性疫苗前

后鸡血清中补体水平的变化，发现鸡被免疫注射疫

苗后，鸡体内大量的补体成分由于对疫苗的应激而

被激活消耗，引起补体水平的迅速下降［"(］，但如果

在免疫注射细菌疫苗同时，补充外来同种动物的补

体成分，可抵御鸡体内补体总活性的下降，从而增强

鸡体对细菌疫苗的免疫应答能力。

在养殖生产中发现，鸡对细菌性疫苗的免疫保

护力较哺乳动物的效果差，即目前在临床上无有效

的细菌性疫苗预防诸如大肠杆菌病、鸡白痢等鸡细

菌性疫病的发生，给养鸡业造成了巨大的损失和威

胁。造成鸡体对细菌性疫苗免疫应答能力低下的原

因，可能与鸡体内补体含量较哺乳动物低（鸡血清中

,(含量为 $#(+ & $#$$.>7M>S、猪 "#+K & $#$$)>7M>S、

山羊 "#K$ & $#$$.>7M>S、牛 "#K) & $#$$K>7M>S、豚鼠

+#") & $#$$)>7M>S）有关。试验研究结果为研制鸡

的有效细菌性疫苗开辟了一条新途径。
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美国标准生物品收藏中心（(QAA）在中国设立总代理

从 "$$Y 年 @ 月起，北京中原公司正式成为美国标准生物品收藏中心（(QAA）在中国大陆地区（包括澳门）独家代理，负责其

标准品的提供及用户帐户的管理。

(QAA 位于美国马里兰洲洛克菲勒，成立于 !Z"V 年，由美国 !U 家生化、医学类行业协会组成的理事会负责管理，是一家全

球性、非营利生物标准品资源中心。(QAA 利用其获取、鉴定、保存及开发出的生物标准品，通过向全球发布而达到推动科学

研究的验证、应用及进步的目的。它向全世界的政府、科研机构及公司提供生物标准品、技术支持、教育计划方面的服务。

目前 (QAA 可以提供以下类别生物标准品：细胞株（%$$$ 种）；菌株（!V$$$ 种）；动植物病毒株（"V$$ 种）；原生动物 !"$$ 种

以及重组物质等。

(QAA 在中国总代理的设立，可以极大地方便国内用户使用 (QAA 生物标准品进行研究、开发。北京中原公司作为 (QAA
在中国地区的总代理，负责用户账户的审批、建立及管理，为通过审核的用户提供有服务保障的 (QAA 标准品。

北京中原公司同时也是世界卫生组织下属生物标准品实验室 英国 7:^1A 在中国地区的指定代理，近两年来负责 _60 流

感病毒株在中国的发布工作。

(QAA 在中国总代理网站：CCC# D4.=P2=.>-*5.# M=J
(QAA 网站：CCC# 5GMM# =F>
中国总代理联系电话：$!$ Y"%V VY%$
联系地址：北京海淀区花园路 ^% 号南楼 !$ 层

V!@马雪云等：补体 A% 对大肠杆菌疫苗的免疫增强作用 # ]微生物学报（"$$Y）UY（V）




