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硕士学位论文


中文摘要

鸡球虫病 Ｃ Ｃｏｃｃｉｄｉｏｓ ｉ ｓ ） 是由艾美耳属球虫 （ ￡７ｍｅｒＺａ ） 寄生于鸡肠道内 引 起的
一

种

严重危害养鸡业的原虫病 。 鸡球虫发育经历裂殖生殖 、 配子生殖和孢子生殖 ３ 个阶段 ，

配子生殖形成的卵囊从鸡粪便排出 ， 卵囊在外界环境中进行孢子生殖 ， 形成具有感染

性的孢子化卵囊 ， 鸡食入孢子化卵囊后感染 ， 因此 ， 阻碍卵囊形成可阻断病原的传播 。

在球虫大配子体中 ， 位于成壁体的配子体蛋 白是卵囊壁的前体蛋 白 。 基于上述原理和

发现 ， 国外学者用分离于巨型艾美耳球虫 （ 五 配子体的抗原研制 了鸡球虫病

亚单位疫苗 。 此外 ， 发现抗巨型艾美耳球虫配子体抗原的单抗可 以阻断配子体的受精

过程 ， 并用单抗证实成壁体蛋 白参与卵囊壁的形成 。

毒害艾美耳球虫 （ 五 ． ｎｅｃｆｌＭｘ ） 是 ７ 种鸡球虫中致病性最强的球虫之
一

， 可 引起鸡

的急性小肠球虫病 ， 导致育成鸡的大批死亡 。 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 是

卵囊壁的前体蛋 白 ， 本实验室在前期研宄 中 已对该蛋 白基因进行了 克隆与原核表达 ，

研宄发现用重组蛋 白免疫鸡能产生高水平的血清抗体 ， 对毒害艾美耳球虫感染有
一

定

的免疫保护力 。 但该配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体对感染 了毒害艾美耳球虫的雏

鸡是否具有免疫保护效果 尚不 了解 。 为此 ， 本文开展 了 毒害艾美耳球虫配子体抗原

ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体的制备及其保护作用 的研宄 。 研究结果可为鸡球虫多肽和新型疫

苗分子的设计及诊断试剂的开发奠定基础 ， 也为球虫卵囊壁形成机制研究提供工具 。

１ ． 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ￡ｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体制备与鉴定及其定

位应用

用 ＮＩ
－ＮＴＡ 亲和层析介质纯化重组配子体抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ ， 免疫 ＢＡＬＢ／ｃ 小 鼠 ， ３

次免疫后取脾脏细胞与杂交瘤细胞进行融合 ， 用预先建立的 ＥＬ ＩＳＡ 方法筛选阳性杂交

瘤细胞 ， 用有限稀释法对阳性杂交瘤细胞进行 ４ 次亚克隆 ， 获得 ２ 株能稳定分泌特异

性抗体的杂交瘤细胞株 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ ， 并对单抗亚类和特异性进行鉴定 以及应用单抗进

行天然蛋 白 的虫体定位 。 结果显示 ， 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 亚型分别为 ＩｇＧ２ａ 、 ＩｇＧ２ｂ ，

纯化后腹水效价分别为 １ ：２ ５６０００ 、 １ ：６４０００ ， 能特异性识别重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 和

毒害艾美耳球虫天然配子体蛋 白 ， 不能识别异种球虫天然配子体蛋 白 。 免疫荧光定位

显示单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 能特异性识别大配子体的成壁体和卵囊壁 ，表明 ＥｎＧＡＭ２２

抗原参与成壁体以及卵囊壁的形成 。

Ｉ Ｉ





中文摘要


２ ． 单克隆抗体 ２ Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 的抗原表位初步鉴定

结合 Ｅｎｇ＾２２ 基因 的氨基酸序列分析和抗原表位预测结果 ， 将 Ｅｎｇａｍ２２ 基因分为

相互重叠的４个片段 ： Ｅｎｇａｍ２２
－

ｌ
（
２ ０ －

７３ ａａ
）

、 Ｅｎｇａｍ２２－２
（
６４－

１ １ ２ ａａ
）

、 Ｅｎｇａｍ２２ －

３
（
１ １ ２ －

１ ５ １ ａａ ） 、 Ｅｎｇａｗ２２
－４

（
１ ４２ －

１ ８６ａａ ） ， 分别构建原核表达载体 ， 转化至宿主菌 ＢＬ２ １
（
ＤＥ３

）
，

ＩＰＴＧ 诱导表达 。 ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 电泳 以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 鉴定结果显示 ， 重组菌均能正确表

达截短的融合蛋 白 。用 ２ 株单抗对截短蛋 白分别进行 Ｗｅｓ ｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ 分析和 ＥＬＩＳＡ 试验 ，

确定单抗 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 均识别的线性表位段是 ａａ ｌ ４２ －

１ ８６ 。

３ ． 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 对雏鸡的被动免疫保护试验

以黄羽鸡为试验动物 ， 以病变记分 、 平均增重 、 相对增重率 、 卵囊减少率 、 卵囊孢

子化率等为指标 ， 评价单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 对毒害艾美耳球虫的保护效力 ， 并与兔

抗 ＥｎＧＡＭ２２ 多克隆抗体 比较 。 进行 ２ 次试验 。 第
一

次试验设 ９ 组 ： ２Ｆ３ 单抗高剂量

（ １ ５０ 肫 ） 、 低剂量组 （ ７５ 昭 ） ， ３Ｄ３ 单抗高剂量 （ １ ５ ０ 飓 ） 、 低剂量组 （ ７ ５ 肫 ） ， 兔多

抗 ＩｇＧ 高剂量 （ １ ５ ０ 肫 ） 、 低剂量组 （ ７ ５
＾
ｉｇ ） ， 正常 鼠 Ｉ

ｇ
Ｇ 对照组 ， 未免ｆｅ攻虫组 （ 阳

性对照组 ） 和未免疫未攻虫组 （ 阴性对照组 ）
； 第二次试验设 ７ 个组 ： ２Ｆ３ 单抗组 （ １ ５ ０

吨 ） ， 兔多抗 ＩｇＧ 组 （ １ ５ ０呢 ） ， ２Ｆ３ 单抗与兔多抗联合免疫组 （ １ ５０叩 ＋ １ ５ ０吨 ） ， 正常

鼠 ＩｇＧ 组 、 正常兔 ＩｇＧ 对照组 ， 未免疫攻虫组 （ 阳性对照组 ） 和未免疫未攻虫组 （ 阴

性对照组 ） 。 攻虫后第 ３ ｄ 各免疫组按规定剂量经腹腔注射单抗或多抗 ， 每天
一

次 ， 连

续用 ５ｄ 。 攻虫后第 ７ ． ５ｄ 结束试验 。 第
一

次试验结果 ： 成活率均为 １ ００％ ； 除 ３Ｄ ３ 单抗

低剂量组外 ， 各免疫组的病变记分均显著低于未免疫攻虫组 （ 尸＜〇 ． 〇５ ）
； 免疫组的平均

增重 １（ ３Ｄ３ 单抗低剂量组除外 ） 显著高于未免疫攻虫组 （ Ｐ＜０ ． ０５ ） ， 平均增重 ２（ ３Ｄ ３

单抗高 、 低剂量组除外 ） 显著高于未免疫攻虫组 （ 户＜〇 ． 〇 ５ ）
； 多抗高剂量组的卵囊减少

率最高 （ ５ ８ ． ０４％ ） ， 其次为 ２Ｆ３ 高剂量组 （ ５ ３ ．４７％ ）
；２Ｆ３ 高剂量组的 卵囊孢子化率最

低 （ ４２ ． ５０％ ） ， 未免疫攻虫组为 ９２ ． ５ ０％ 。 第二次试验结果 ： 各试验组成活率均为 １ ００％ ；

各免疫组的病变记分均显著低于正常 鼠 ＩｇＧ 、 正常兔 ＩｇＧ 和未免疫攻虫组 （ Ｐ＜０ ． ０５ ）
；

免疫组的平均增重 １ 和平均增重 ２ 显著大于未免疫攻虫组 （ 户＜０ ． ０５ ）
； 联合免疫组的卵

囊减少率最高 （ ５ ９ ． ２ ８％ ）
； 联合免疫组的卵囊孢子化率最低 （ ４７ ．００％ ） ， 未免疫攻虫组

为 ９４ ． ５０％ 。 结论 ： 抗 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体有
一

定的被动免疫保护力 。

关键词 ： 毒害艾美耳球虫 ； 配子体抗原 ； 单克隆抗体 ； 制备 ； 免疫保护力

Ｉ Ｉ Ｉ
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（

１ ４２ －

１ ８ ６ａａ
） ，ｒｅｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ．

Ｔｈｅｔｒｕｎｃａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｃｏｎｓ ｔｒｕｃｔ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔ ｉｃｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｖｅｃ ｔｏｒｓ

，
ｒｅ ｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ．

Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｔｈｅｎｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥ ．ｃｏ ｌｉＢＬ２ １ｃｅ ｌ ｌ ｓａｎｄＩＰＴＧ －

ｉｎｄｕｃｅｄ

ｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎ ．ＳＤＳ
－ＰＡＧＥａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔａｎａｌｙｓ ｉ ｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｒｕｎｃａｔｅｄｆｕｓ ｉｏｎ

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ

ｃｏｕｌｄｂｅｅｘｐｒｅｓ ｓｅｄｃｏｒｒｅｃ ｔ ｌｙ ．Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ ａｎａｌｙｓ ｉ ｓａｎｄＥＬ ＩＳＡ ａｓ ｓａｙ
ｗ ｉ ｔｈＭ ｃＡｂ２Ｆ３ａｎｄ３Ｄ３

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈａｔｔｈｅｔｗｏＭｃＡｂ ｓｏｎ ｌ ｙ
ｒｅｃｏｎｇｎ ｉｚｅａＢ －

ｃｅｌ ｌｌ ｉｎｅｒｅｐ ｉ ｔｏｐｅａ
ｔａｍ ｉｎｏａｃ ｉｄｓ１ ４２

－

１ ８６ ．

３ ．Ｐａ ｓ ｓ ｉｖ ｅｉｍｍｕｎｅ
ｐ ｒｏ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎｏｆ ｍｏｎｏ ｃ ｌｏｎ ａ ｌａｎ ｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅｓ２Ｆ３ａｎｄ３Ｄ３ａｇ

ａ ｉｎ ｓ ｔ

Ｅ．ｎｅｃａｔｒｉｘｉｎｃｈ ｉ ｃｋｅｎ ｓ

Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｅｘｐ ｌｏｒｅｔｈｅｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏ ｔｅｃ ｔ ｉ ｖｅｅｆｆｉ ｃａｃｙ

ｏ ｆ ＭｃＡｂ２Ｆ３ａｎｄ３Ｄ ３
，

ｔｗｏ
ｐ ｒｏ ｔｅｃｔ ｉ ｖｅ

ｅｆｆｉ ｃａｃｙ
ｔｒａ ｉ ｌ ｓｗｅｒｅｃａｒｒｉ ｅｄｏｕｔ ｉｎ

ｙｅ ｌ ｌｏｗ－ｆｅａ ｔｈｅｒｂｒｏ ｉ ｌ ｅｒｓ ．Ｍ ｅａｎｗｈ ｉ ｌｅ
，ｔｈｅｐ

ｒｏ ｔｅｃ ｔ ｉｖｅｅｆｆｉ ｃａｃｙ

ｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗ ｉ ｔｈｒａｂｂ ｉ ｔａｎ ｔ ｉ

－

ｒＥｎＧＡＭ２２ｓ ｅ ｒｕｍ ．Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅｐｒｏ ｔ ｅｃ ｔ ｉｖｅｅ ｆｆｉ ｃａｃｙｗａｓ

ａｓ ｓｅｓ ｓｅｄｂｙ
ｌ ｅｓ ｉｏｎｓｃｏｒｅ

，ｗｅ ｉｇｈｔ
ｇａ ｉｎ

，ｒｅ ｌ ａ ｔ ｉｖｅｗｅ ｉｇｈ ｔ
ｇａ

ｉｎｒａｔｅ
，ｏｏｃｙｓ ｔｒｅｄｕｃ ｔ ｉｏｎｒａｔｅ

，
ｏｏｃｙｓ ｔ

ｓｐｏｒｕｌ ａｔ ｉｏｎｒａｔｅ
，
ｒｅ ｓｐ

ｅｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌ

ｙ
．Ｉｎｔｈｅｆｉ ｒｓ ｔｔｅｓｔ

，
ｎ ｉｎｅ

ｇｒｏｕｐ ｓｗｅｒｅｓ ｅｔｕ
ｐ ，

ｉｎｃ ｌｕｄ ｉｎｇ
ＭｃＡｂ２Ｆ３

ｖ





硕士学位论文


ｈｉ
ｇ
ｈａｎｄｌｏｗｄｏｓｅ

ｇｒｏｕｐｓ
（
２Ｆ ３

－Ｈａｎｄ２Ｆ３ －Ｌ
） ，
Ｍ ｃＡｂ３Ｄ３ｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｄｏｓｅ

ｇ
ｒｏｕｐｓ

（
３Ｄ ３

－Ｈ

ａｎｄ３Ｄ ３
－Ｌ

） ５
ａｎｔ ｉ

－

ｒＥｎＧＡＭ２２ｓｅｒｕｍｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｄｏ ｓｅ
ｇｒｏｕｐｓ

（
Ｐ ｃＡｂ －ＨａｎｄＰｃＡｂ －Ｌ

） ？
ｍｏｕｓｅ

ＩｇＧｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（
Ｍ－

ＩｇＧ
－Ｃ

） ，ｔｈｅｕｎｉｍｍｕｎ ｉ ｚｅｄａｎｄｃｈａｌ ｌｅｎｇｅｇｒｏｕｐ（
ＵＣ

）ａｎｄｔｈｅ

ｕｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄａｎｄｕｎｃｈａ ｌ ｌ ｅｎｇｅｇｒｏｕｐ（
ＵＵ

）
．Ｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｔｅｓｔ

，ｓｅｖｅｎｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｅｔｕｐ ，

ｉｎｃｌｕｄ ｉｎｇ 

ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ

ｏｆ ｃｏ －

ｉｍｍｕｎ ｉｚｅｄｗ ｉ ｔｈ ＭｃＡｂ２Ｆ３ａｎｄ ｒａｂｂ ｉｔａｎｔｉ
－

ｒＥｎＧＡＭ２２ｓｅｒｕｍ
（
２Ｆ３ －

ＰｃＡｂ
） ，

ｒａｂｂ ｉｔＩｇＧｃｏｎｔｒｏ ｌ
ｇｒｏｕｐ（

Ｒ－

ＩｇＧ
－Ｃ

） ，
Ｇｒｏｕｐ

２Ｆ３
，
Ｐ ｃＡｂ

，
Ｍ－

Ｉ
ｇ
Ｇ －Ｃ

，
ＵＣａｎｄＵＵ ．Ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌ ｔｓｓｈｏｗｅｄａｓｆｏ ｌ ｌｏｗ ｓ ：（
１
）
Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ ｔｈｅｆｉｒｓｔｔｅｓ ｔ ：ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆａ ｌ ｌｔｈｅｉｍｍｕｎ ｉｚｅｄ

ｇｒｏｕｐｗ ａｓ１ ００％ ．Ｔｈｅｌ ｅｓ ｉｏｎｓｃｏｒｅ ｓｏ ｆａｌ ｌｉｍｍｕｎ ｉｚｅｄ
ｇｒｏｕｐ ｓ（

ｅｘｃｅｐ
ｔ３Ｄ ３

－Ｌ
ｇｒｏｕｐ ）ｗｅｒｅ

ｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉ ｃａｎｔ ｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＵＣｇｒｏｕｐ（
Ｐ＜０ ． ０５

）
．Ｔｈｅｆｉｒｓ ｔａｖｅｒａｇｅｗｅ ｉｇｈｔ

ｇａｉｎｉｎｔｈｅ

ｉｍｍｕｎ ｉｚｅｄ
ｇｒｏｕｐ（

ｅｘｃｅｐ ｔ３Ｄ ３
－Ｌ

ｇｒｏｕｐ ）ｗ ｅｒｅｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙｈ
ｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＵＣ

ｇｒｏｕｐ

（
＾Ｏ ． ＯＳ

） ，ａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｖｅｒａｇｅｗｅ ｉｇｈｔｇａｉｎ（
ｅｘｃｅｐｔ３Ｄ ３

－Ｈａｎｄ３Ｄ ３
－Ｌｇｒｏｕｐ ｓ

）ｗｅｒｅ

ｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎ ｔ ｌ

ｙ

ｈ ｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ ＵＣ
ｇｒｏｕｐ（

Ｐ＜０ ．０５
）

．Ｔｈｅｏｏ ｃｙ ｓ ｔ ｒｅｄｕｃ ｔ ｉ ｏｎｒａｔｅｗａｓｔｈｅｈ ｉｇｈｅｓ ｔ

（
５ ８ ． ０４％

） ｉｎｔｈｅＰ ｃＡｂ －Ｈｇｒｏｕｐ ，ｆｏ ｌ ｌ ｏｗｅｄｂｙｔｈｅ２Ｆ３
－Ｈｇｒｏｕｐ（

５ ３ ．４ ７％
）

．Ｔｈｅｏｏｃｙｓ ｔ

ｓｐｏｒｕｌａｔ ｉｏｎｒａｔｅ ｏ ｆ ２Ｆ３
－Ｈ

ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ４２ ． ５ ０％

，
ｗｈ ｉ ｃｈｗａ ｓｔｈｅ ｌｏｗｅｓ ｔａｍｏｎｇ

ｉｍｍｕｎ ｉｚｅｄ
ｇｒｏ

ｕ
ｐ ｓ

，

ａｎｄｗａｓ９２ ． ５０％ｉｎｔｈｅＵＣ
ｇｒｏｕｐ ．（

２
）
Ｒｅｓｕ ｌ ｔｓｏ ｆ ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｔｅｓｔ ：ｔｈｅｓｕｒｖ ｉｖａ ｌｒａ ｔｅｏ ｆ ａｌ ｌｔｈｅ

ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｇｒｏｕｐ

ｗａｓ１ ００％ ．Ｔｈｅｌ ｅｓ ｉｏｎｓｃｏｒｅｓｏｆａｌ ｌｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔ ｌｙ

ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ Ｍ－

ＩｇＧ
－Ｃ

？
Ｒ－

Ｉ
ｇＧ

－ＣａｎｄＵＣ
ｇｒｏｕｐｓ

（
／

＊

＜０ ． ０５
）

．Ｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｓｅｃｏｎｄａｖｅｒａｇｅ

ｗｅｉｇｈｔ
ｇａ

ｉｎｓａｍｏｎｇ
ｔｈｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ

ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓ ｉｇ
ｎｉ ｆｉｃａｎｔ ｌｙ

ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ ＵＣ
ｇｒｏｕｐ

（
＾＜０ ． ０５

）
．Ｔｈｅｏｏｃｙｓｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ ２Ｆ３ －Ｐ ｃＡｂ

ｇｒｏ
ｕｐ

ｗａｓ５ ９ ． ２ ８％
，
ｗｈｉ ｃｈｗａｓｔｈｅｈ ｉｇｈｅｓ ｔ

ａｍｏｎｇ

ｉｍｍｕｎ ｉｚｅｄ
ｇｒｏｕｐ ｓ ．Ｔｈｅｏｏ ｃｙｓ ｔｓｐｏｒｕ ｌ ａｔ ｉｏｎｒａｔｅｏｆ ２Ｆ３ －Ｐ ｃＡｂ

ｇｒｏｕｐ

ｗａｓ ４７ ．００％
， 
ｗｈ ｉｃｈ

ｗａｓｔｈｅ ｌｏｗｅ ｓ ｔａｍｏｎｇ
ｔｈｒｅｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄ

ｇｒｏｕｐ ｓ
，ａｎｄ９４ ． ５ ０％ｉｎＵＣ

ｇｒｏｕｐ ．Ｃｏｎｃ ｌｕｓ ｉｏｎ ：Ａｎｔｉ
－

ＥｎＧＡＭ２２ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ

ｈａｓｃｅｒｔａｉｎｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏ ｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔ Ｅ ．ｎｅｃａ ｔｒ ｉｘ ．

Ｋｅｙｗｏ ｒｄｓ ：Ｅｉｍｅｒｉａｎｅｃａ ｔｒｉｘ
；ｇａｍｅ ｔｏｃｙｔｅａｎｔ ｉｇｅｎ ；ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ ；ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ；

ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

Ｖ Ｉ
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

符号说明

英文缩写


英文全称


中文名称


Ｅ ．ｎｅｃａ ｔｒｉｘ Ｅ ｉｍｅｒ ｉａｎｅｃａ ｔｒｉｘ 毒害艾美耳球虫

Ｅ ．ｔｅｎｅ ｌｌａＥｉｍｅｒｉａｔｅｎｅ ｌｌａ 柔嫩艾美耳球虫

Ｅ ．ａｃｅｒｖｕ ｌ ｉｎｅＥ ｉｍ ｅｒｉａａｃｅｒｖｕ ｌ ｉｎｅ堆型艾美耳球虫

Ｅ ．ｍａｘｉｍａ Ｅ ｉｍｅｒｉａｍａｘｉｍａ ＳＭ

ｋＤ ａ Ｋｉｌｏｄａｌｔｏｎ千道尔顿

ＥＬ ＩＳＡ Ｅｎｚｙｍｅ
－Ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ酶联免疫吸附测定
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文献综述 ： 球虫配子体蛋 白与抗寄生原虫单克隆抗体研宄进展

鸡球虫病 （ Ｃｏｃｃ ｉｄ ｉｏ ｓ ｉｓ ） 是由艾美耳属 （ ￡Ｖｍｅｒｚ

‘

ａ ｓｐｐ ． ） 的
一

种或多种球虫寄生于鸡

肠道内 引 起的
一

种寄生性原虫病 ［
１

，

２
］

， 临床表现为腹泻 、 便血和食欲减退等 ， 严重时会

发生死亡 ［
３

］

， 是全球家禽业的主要威胁 ［
４

］

。 据不完全统计 ， 全球每年用于防治鸡球虫病

的费用超过 ３ ０ 亿美元 ， 约 占所有禽球虫病的 ３ ０％ ［
５

］

。 长期 以来 ， 鸡球虫病的防治主要

依赖药物 ， 但长期用药 引 发了耐药性和药物残留 肉蛋等 问题 ， 因此鸡球虫病的防治方

法转向 了 免疫预防 。 目 前 ， 临床上应用 的鸡球虫病疫苗多为强毒疫苗和弱毒疫苗 ， 其免

疫原理是通过低水平球虫感染激发宿主产生免疫应答 ， 当再次感染时可产生保护性免

疫力 ， 但存在毒力返强 、 散毒等缺点 ， 加上鸡球虫特殊的生物学特性 以及复杂 的生活

史 ， 导致活卵囊疫苗并不能完全取代抗球虫药物 ［
６

］

， 因此迫切需要寻找
一

种更加有效的

方法来防治鸡球虫病 。

球虫为单宿主寄生虫 ， 其发育经历裂殖生殖 、 配子生殖和孢子生殖 ３ 个阶段 ， 配

子生殖形成的卵囊从宿主粪便排出 ｍ 。 卵囊在外界环境中进行孢子生殖 ， 形成具有感染

性 的孢子化卵囊 ， 宿主食入孢子化卵囊后感染 。 因此 ， 阻碍卵囊形成可阻断病原的传

播 。 在球虫大配子体中 ， 位于成壁体的配子体蛋 白是卵囊壁的前体蛋 白 。 基于上述原

理 ， 国外学者用分离于 巨型艾美耳球虫 （ 五 ． ｍａｊｃ／ｗａ ） 配子体的抗原研制 了鸡球虫病亚

单位疫苗 ， 并发现抗巨型艾美耳球虫配子体抗原 的单抗可 以阻断配子体的受精过程 。

因此对配子体蛋 白 的研宄有助于解析 卵囊壁的形成和阻断病原 的传播 ， 本文就球虫卵

囊壁的特性 、 配子体蛋 白 的研究现状 、 单克隆抗体在原虫领域的研究现状与应用等方

面进行文献综述 。

１ 球虫卵囊壁与配子体蛋 白

１ ． １ 鸡球虫种类

鸡球虫在分类上属于顶复虫 门 （ Ａｐ ｉ ｃｏｍｐ ｌ ｅｘａ ） 、 孢子虫纲 （ Ｓｐｏ
ｒｏｚｏｅａ ） 、 真球虫 目

（ Ｅｕｃｏｃｃ ｉｄ ｉ ｉｄａ ） 、 艾美耳科 （ Ｅ ｉｍｅｒｉ ｉｄａｅ ） 、 艾美耳属 ， 世界上公认的鸡球虫有 ７ 种 ， 分

别是柔嫩艾美耳球虫 （ 厂 如Ｊ ｅ ／／ａ ） 、 毒害艾美耳球虫 （ ￡ ？ｅｃａＷ；ｃ ） 、 堆型艾美耳球虫 （ 五 ．

ＮｅｒｖＭ ／— ） 、 巨型艾美耳球虫 、 布 氏艾美耳球虫 （ ￡ ．和缓艾美耳球虫 （Ｋ／ｍｔｏ ）

１





硕士学位论文


和早熟艾美耳球虫 （Ｅ ＾ｒａｅｃｏｘ ）
［
８

］

。 在 ７ 种鸡球虫 中 ， 柔嫩艾美耳球虫与毒害艾美耳

球虫的致病性最强 ， 分别 引 起急性盲肠球虫病和小肠球虫病 ； 布 氏艾美耳球虫致病性

稍次 ， 巨型艾美耳球虫和堆型艾美耳球虫有 中等的致病性 ， 和缓艾美耳球虫和早熟艾

美耳球虫致病性弱 ， 但这些球虫均可引起鸡的亚临床球虫病 ［
９

］

。 近年来 ， 随着黄羽鸡因

肉质佳 、 味浓郁等特点而深受消费者的喜爱 ， 使得黄羽鸡饲养量不断攀升 ， 但其饲养周

期相对较长 ， 常采用地面放养或圈养等原因 ， 常受到毒害艾美耳球虫的威胁 ， 严重会导

致育成鸡的大批死亡 ［
１ ０

］

。

１ ．２ 球虫生活史与卵囊

球虫生活史包括无性生殖 （裂殖生殖 、 孢子生殖 ） 和有性生殖 （配子生殖 ） ， 具有

感染能力 的孢子化卵囊被鸡只 食入后 、 嗉囊挤压研磨使卵囊壁破裂 ， 释放的子孢子可

以侵入到肠上皮细胞进行 ２？３ 次裂殖生殖后形成的大 、 小配子体 ， 分别形成大 、 小配

子并结合受精形成合子 ， 合子发育为卵囊 ［
７

］

。 因此 ， 卵囊是球虫在宿主间 的传播阶段 。

球虫卵囊的卵囊壁十分坚硬 ， 对机械与化学损害均有抵抗力 ， 主要 由来 自 大配子成壁

体中 的配子体蛋 白组成 ［
１ １

，
１ ２

］

， 配子体蛋 白在酶和辅助 因子的作用下最后形成结构坚固

的 卵囊壁 ， 因此开展配子体蛋 白功能的研究有助于解析球虫卵囊壁形成的分子机制 ，

阐 明球虫传播阻断疫苗的免疫原理 。

１ ．３ 球虫卵囊壁的结构与化学组成

球虫卵囊壁的结构基本
一

致 ［
１ ３

］

， 分为 内外两层 ： 卵囊壁外层 （ＷＦＢ １ ） 和卵囊壁 内

层 （ＷＦＢ ２ ） ， 但卵囊壁的 内 外层壁的厚度不完全
一

致的 ［
１ ４

，
１ １

］

， 内外层的厚度最终决定

成壁体的结构 。 巨型艾美耳球虫ＷＦＢ１ 约 ０ ． ５
？

１ ． ７
ｐｍ ， ＷＦＢ２厚度 比ＷＦＢ１要小 ［

１ ５
］

，

０ ． ５￣ １ ．４， 。 弓形虫 （ ７１ ＞
：＜ ：〇

／
７ ／似 ／７？＾〇？而 ） ＼￥１ ：

＇

８１厚度 比 ＼＼＾８ ２要小且结构更致密 ， ＼＼＾８

１ 的平均厚度为〇 ． ３ ５
＾
１ １１１ ， ＼＾８ １ 出现在 ＼＼＾８ ２之前 ， ＼￥？８１ 由光滑 内质 网产生的小泡中

形成的 ， 而ＷＦＢ ２形成于粗糙 内质 网的腔隙 中 ， 这与艾美耳属球虫相似 。 弓形虫卵囊壁

的不同寻常之处在于其卵囊壁 由 ５层组成 ， 它有额外 的 ３层且所有 ５层都是在原始大配子

体的膜外形成的 １
１ ６

］

。 在化学组成上 ， 球虫卵囊壁主要 由蛋 白质和脂肪组成 ， 碳水化合

物的含量在 １ ． ５％到 １ ９％之间 ， 其主要与蛋 白质共价结合 ［
１ ７

］

， 目 前仅有少数艾美耳球虫

蛋 白被研究 ， 这在很大程度上是 由于获取大量球虫卵囊来分离卵囊壁的限制 ， 以及卵

囊壁的固有性质 ， 这使得卵囊壁蛋 白 的特性研究变得极其困难 ［
１ １

］

。

２
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在卵囊超微结构水平上 ， 不 同球虫类寄生虫之间 的卵囊壁结构基本
一

致 。 国 内 外

学者通过应用透射电镜对艾美耳球虫对卵囊的超微结构进行剖析研宄 ［
１ ８

］

， 这为球虫配

子生殖阶段的发育史作 了进
一

步完善 。 例如柔嫩艾美耳球虫 （ 丑 ． 如 早期 ［
１ ９

］大配子

体的细胞核较大 ， 核外周有高尔基附体 ， 顶复器在大配子体发育早期消失 ， 在大配子体

内 部先后形成 了ＷＦＢ ２ 和 ＷＦＢ １ ， 并混合在大配子体的细胞质 中 ， ＷＦＢ １ 为 电子结构

致密成分 ， ＷＦＢ ２ 是均匀 的 电子透光层 ， 此时储存能源的支链淀粉和脂肪体逐渐形成 ，

大配子体在与小配子体受精发育成合子时 ， 支链淀粉与脂肪体数量达到最多 ， 成壁体

先后解体 ， 混合在大配子体细胞质 中 的 ＷＦＢ １ 被转移到大配子细胞的外围 ， 分解并融

合在
一

起形成卵囊壁的外层 ， 位于粗糙 内质 网 中 的 ＷＦＢ ２ ， 形成卵囊 内壁 ［
２ （）

，

２ １
，
２２

］

， 高

尔基附体在外壁形成后消失 ［
２ ３

］

。

球虫 中常用 巨型艾美耳球虫来研宄卵囊壁的形成分子机制 ， 并提 出 了 富含酪氨酸

卵囊壁蛋 白掺入艾美耳球虫卵囊壁的模型 ［
１ １

］

。位于大配子的特异性蛋 白酶将ＥｍＧＡＭ５ ６

和 ＥｍＧＡＭ ８２蛋 白加工形成富含酪氨酸的小分子多肽 ， 再经过氧化物酶氧化 ， 形成
一

个

由二酪氨酸键交联的基质 ， 脱水形成卵囊 ， 因此研宄 卵囊壁的分子机制可为控制危害

人类健康 以及造成经济损失的原虫病奠定基础 。

１ ．４ 球虫的配子体蛋白

成壁体中 的配子体抗原是卵囊壁的前体蛋 白 ， 对配子体抗原 的研究有助于解析卵

囊壁形成的分子机制 以及配子体蛋 白 的功能 ， 并有可能发现药物或免运治疗靶点 、 或

疫苗候选抗原 。 目 前对配子体蛋 白 的研究主要来 自 于艾美耳球虫属 ， 例如 巨型艾美耳

球虫 、 毒害艾美耳球虫 、 柔嫩艾美耳球虫和堆型艾美耳球虫等 。

Ｂ ｅ ｌ ｌ ｉ 等 ［
２４

１发现 巨型艾美耳球虫 ＥｍＧＡＭ５６ 和 ＥｍＧＡＭ ８２ 是卵囊壁形成过程中 的

两个关键蛋 白 。 这两个蛋 白主要存在配子体 内 ， 且酪氨酸富集区域的相似性极高 ， 在卵

囊壁形成过程中 ， 其被水解加工成较小的糖蛋 白后被整合发育成卵囊壁 ， 用高压液相

色谱鉴定卵囊提取物发现可在完整的卵囊 中检测到蓝色 自 发荧光 ， 表明卵囊壁硬化过

程中存在二酪氨酸和 ＤＯＰＡ 蛋 白 的交联 。

Ｍｏｕａｆｏ 等 ［
２ ５

］应用 Ｗａｌ ｌａｃｈ
［
２ ６

］的方法制备 了抗柔嫩艾美耳球虫配子体 ＭｃＡｂ ｓＥ １ Ｄ ８

和 Ｅ２Ｅ ５ ， 间接免疫荧光和免疫 电镜鉴定结果显示 ＭｃＡｂ Ｅ２Ｅ５ 能够识别 ＷＦＢ ２ ，ＭｃＡｂ

Ｅ １ Ｄ ８ 能够识别 ＷＦＢ１ 。 ＭｃＡｂ Ｅ２Ｅ５ 在大配子纯提物的 Ｗｅｓ ｔｅｍ ｂ ｌｏ ｔ 上识别
一

个 ５ １ｋＤａ

的抗原 ， 在发育后期 ， 卵囊 内壁形成后 ， Ｍ ｃＡｂＥ２Ｅ５ 与 ２ ３ 、 ２ ５ 和 ３ ０ｋＤａ 的三种多肽

３
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发生反应 。 蛋 白水解过程可能是调控卵囊壁中不同调控蛋 白 的机制 。 在卵囊 内壁形成

后 ， Ｍ ｃＡｂ Ｅ２Ｅ５ 与 ２ ３ 、 ２ ５ 和 ３ ０ ｋＤａ 的三种多肽可发生反应 ， 说明形成卵囊壁过程中

发生 了蛋 白水解 。 通过亲和层析和蛋 白质序列分析应用 ＭｃＡｂ Ｅ２Ｅ５ 发现其能够识别柔

嫩艾美耳球虫配子体抗原 Ｅ ｔＧＡＭ５ ６ ， 说明 Ｅ ｔＧＡＭ５６ 是 ＥｍＧＡＭ５６ 蛋 白 的具有同源基

因 。 此外 Ｅ２Ｅ ５ 鉴定出 了
一

种新的大小为 ２２ｋＤａ 蛋 白 即柔嫩艾美耳球虫配子体抗原

Ｅ ｔＧＡＭ２２ ， 是
一

个新的卵囊壁蛋 白家族 该蛋 白编码基因 以高拷 贝数存在 ， 且富含

组氨酸和脯氨酸的蛋 白 ， 表明该基因在卵囊壁形成中非常重要 。 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 印迹显示 ，

Ｅ ｔｇｆｌ ！ｍ２２ ｍＲＮＡ 主要在配子体阶段表达 ， 但是 ２２ ｋＤＡ 蛋 白是否加工成小的多肽 以及如

何参与卵囊壁形成的机制 尚不清楚 。

刘丹丹 ［
２ ８

］ 以柔嫩艾美耳球虫 Ｅｔｇａｍ２２基因序列克隆表达了 毒害艾美耳球虫配子体

蛋 白 ＥｎＧＡＭ２２ ， 该基因编码的氨基酸序列与柔嫩艾美耳球虫Ｅｔｇ＿２２基因编码的氨基

酸序列 同源性 ９４ ．７％ ， 组氨酸和脯氨酸的富集区位于第 ７３ －

１ ７６位氨基酸 。 ＩＦＡ试验结果显

示 ， 蛋 白存在于配子体上 ， 在裂殖生殖阶段此蛋 白 不存在 。 在配子体发育初期荧光标记

的蛋 白主要散在于配子体 内 ， 随着配子体的生长发育 ， 逐渐形成向 四周扩散分布的 、 形

状规则 的 圆形颗粒物 ； 在卵囊壁形成初期 ， 此蛋 白开始相互融合 ， 表现为配子体四周线

形荧光 ， 参与卵囊壁的形成 。

２ 抗原虫单克隆抗体研宄与应用进展

２ ． １ 抗原虫单克隆抗体的研宄现状

单克隆抗体是 由纯净的抗原免疫动物诱导适当 的免疫反应 引 发产生的 ， 如今已有

兔子 ［
２９

］

、 大 鼠 ［
３ （）

］或绵羊 ［
３ １

］被用于制备单克隆抗体 ， 但最常见的生物仍然是小 鼠 。 自 １ ９７５

年单克隆抗体技术创立以来 ， 无论是抗原制备 、 免疫方法 、 融合过程 以及筛选方法方面

都积累 了丰富 的经验 。 单克隆抗体技术作为当今世界上生物学技术的里程碑 ， 其克服

了传统多克隆抗体固有的缺点 。 国 内 外许多学者都制备 了各种杂交瘤细胞株 ， 由此产

生的单克隆抗体可被应用于原虫病的诊断与检测 、 靶抗原识别分析和球虫领域疾病防

控 ［气

制备单克隆抗体的关键
一

步是用适量 、 纯净的抗原对机体进行免疫 ［
３ ３

］

。 对于免疫

原的选择常用天然蛋 白或重组抗原 。 天然蛋 白拥有完整的抗原表位结构 以及糖基化 、

磷酸化等空间修饰等位点 ， 深受国 内 外研宄者的喜爱 ， 例如王承民 ［
３４

】

、 ８〇 １１１１ 丨 １１ 等 ［
３ ５

］

、

４
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＼１０ １１＆＆ 等 ［
２ ５

］人将天然蛋 白作为免疫原 。 大肠杆菌表达系统生产的重组抗原蛋 白 以及多

肽和载体偶联因可大量制备等优点 ， 使得刘卿 ［
３ ６

］

、 平宪卿 ［
３ ７

］

、 张静等 ［
３ ８

］

、 宋军澎等 ［
３ ９

］

用大肠杆菌表达系统生产的重组抗原蛋 白来替代天然抗原制备单克隆抗体 ， Ｎａｇｈｉ
［
４ （）

］采

用传统方法制备抗 ＳＡＧ １ 蛋 白单克隆抗体 ， 将 ＳＡＧ １ 蛋 白 的合成肽与 ＫＬＨ 偶联免疫

ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 制 备 得 到 的 。 同 样武 晓 东 ［
４ １

］选 用 该 种 方法制 备 了 抗微小 隐孢子 虫

（ 卵囊壁单克隆抗体 。

在筛选方法上常用 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法和 ＩＦＡ 方法进行杂交瘤细胞的筛选 ， 王承民 ［
４２

］和

Ｂ ｏｎｎｉｎ 等 ［
４％ １＾八 方法进行阳性杂交瘤细胞的筛选 。 Ｍｏｕａｆｏ 等 ［

２ ５佣柔嫩艾美耳球虫

配子体作为免疫原 ， 用 ＩＦＡ 方法筛选阳性杂交瘤细胞从而得到单克隆抗体 。 ＩＦＡ 筛选方

法特异性较强 ， 但方法繁琐 ， 耗时长 ， ＥＬ ＩＳＡ 方法省时省力可大量筛选 。 但 因原核表

达的重组抗原 中存在 Ｈ ｉ ｓ 标签蛋 白或者 ＧＳＴ 标签蛋 白 质 ， 为排出标签蛋 白 的干扰 ， 在

第
一

次阳性杂交瘤细胞筛选时需要进行重组蛋 白和标签蛋 白 ＧＳＴ 蛋 白质作为包被抗原

进行 ＥＬＩＳＡ 的正 向和反向筛选 。 在筛选出稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株后 ， 经 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ

ｂ ｌｏ ｔ 方法进
一

步鉴定单克隆抗体的特异性 。 此外近年不少 国 内 外学者在研宄筛选单克

隆抗体省时省力 的方法 ， Ａｋａｇｉ 等 ［
４４

］研宄 出
一

种使用高通量流式细胞仪筛选分泌抗体

的杂交瘤细胞的方法 ， 该方法可 以优先选择识别有结构的抗体 以及避免 了繁琐的重复

筛选和克隆过程 。 Ｐｕ ｌ ｉ

ｇｅ
ｄｄａ 等 ［

４ ５
］研究 出 的筛选杂交瘤细胞的方法与 Ａｋａｇｉ 等 ［

４４
］的原理

类似 。 这些新方法为单克隆抗体筛选技术提供了主要 的技术与方便 ， 克服了 杂交瘤细

胞筛选的核心挑战 ， 为单抗的制备和生产提供了新的方式 。

２ ．２ 单克隆抗体技术在原虫领域的应用

２ ．２ ． １ 单克隆抗体在原虫病检测诊断方面的应用

ＰＣＲ 方法是原虫病诊断常用 的方法 ， 通过提取粪便 ＤＮＡ 和血液 ＤＮＡ 等进行 ＰＣＲ

方法对疑似感染原虫的临床样品进行检测 。 例如张盈 ［
４６

］提取粪便基因组 ＤＮＡ ， 采用

ＰＣＲ 检测某香猪场隐孢子虫和十二指肠贾第虫 （ Ｇｋｒ— ｃ／Ｍｏ办ｎａｔｏ ） 的感染情况 。 袁淑

萍 ［
４ ７

］建立 了猪 弓形虫实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法 ， 对 ６０ 份疑似 弓 形虫感染的临床样

品进行 了检测 。 贾西帅 ［
４８

］建立 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法检测疟疾患者血样 ， 分析该方法的灵敏

度和特异度 ， 并与巢式 ＰＣＲ 相 比较 ， 评价其应用价值 。 但 ＰＣＲ 检测技术灵敏度不高 ，

需要较强的特异性 引 物 ， 单克隆抗体的 出现克服 了 这些不足 ， 单克隆抗体技术具有较

强的度特异性和高敏感性 ， 与 ＥＬ Ｉ ＳＡ 、 ＩＦＡ 、 胶体金实验技术相结合可用 于 弓 形虫 、 隐

５





硕士学位论文


孢子虫 、 症原虫 新孢子虫 （ Ａｆｅ ｃＭｐｏ ｉ

－

ａ ｃａ ／ｗＴｍｍ ） 等寄生虫的常规血清 以

及虫体检测 。

Ｃｅｓｂｒｏｎ 等＿和 Ａｒａｕ
ｊ
ｏ 等 ［

５ （＾用 抗 弓形虫单克隆抗体建立 了 检测 弓 形虫抗原 的

ＥＬ ＩＳＡ 方法 ， Ａｒａｕ
ｊ
ｏ 制备的 ６ 种单克隆抗体中有 ４ 种均可检测 出 弓形虫裂解液 、 小 鼠

腹膜液和急性感染 弓 形虫的人血清中 的 弓 形虫的抗原 ， 未感染 弓形虫个体和慢性感染

弓形虫个体的对照血清均为阴性 。 Ｋａｕｓｈａｌ 等 ［
５ １

］建立的双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 法 ， 可用于

检测手指穿刺血液样本中疟疾寄生虫 。 结果显示镜检阳性的 １ ２ ０ 份疟疾血标本中 ， 微

板夹心 ＥＬ ＩＳＡ 法检 出疟疾 １ １ ８ 份 （
９８％

）
， 研宄结果为高通量筛选与 Ｐ ｆＬＤＨ 底物特异性

环区结合的抑制剂提供了
一

种可靠 、 特异的微板夹心 ＥＬ ＩＳＡ ， 为合理设计和修饰天然

来源或组合化学库中 的抗疟药物提供 了可能 。

杨红玉 ［
５２

］利用单克隆抗体建立 了检测隐孢子虫的两种方法 ， 即双抗体夹心 ＥＬ ＩＳＡ

方法 以及间接免疫荧光方法 ， 双抗体夹心 ＥＬＩ ＳＡ 方法具有属特异性 ， 不与艾美耳球虫

卵囊和贾第虫 包囊发生交叉反应 。 同时利用抗酸染色镜检法与间

接免疫荧光法检测疑似隐孢子虫的奶牛粪便样品 ， 结果显示 ， 该两种方法均检出 同样

的阳性样品 ， 但对抗酸染色阴性的 ２ 份判断为阳性 ， 这与安春霞 ［
５ ３

］应用单克隆抗体建

立的 ＩＦＡ 检测方法结果类似 ， 结果表明在检测卵囊含量较低的样 品时 ， ＩＦＡ 检测方法更

敏感 。 杨升 ［
５４

］利用制备的抗 ＮｃＰ４０ 单抗建立了 间接 ＥＬ ＩＳＡ 、 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 、 Ｄｏｔ
－

ＥＬ ＩＳＡ 和胶体金试纸条检测方法检测牛微小隐孢子虫 ， 四种检测方法与牛瑟 氏泰勒虫

（ ７７＾ ／ ／奶
‘

〇從 ／职油
‘

） 及其阳性血清均不发生交叉反应 ， 且双抗体夹心 ＥＬ ＩＳＡ 的检测率

与市售的牛新孢子虫检测试剂盒结果
一

致 。

２ ．２ ． ２ 单克隆抗体在鉴定原虫优势抗原方面的应用

单克隆抗体仅针对某
一

特定抗原表位的抗体 ， 具有亲和力较高且特异性强的能优

点 ［
５ ５

］

， 与免疫荧光 、 免疫电镜等技术结合可将 目 的抗原定位在虫体 ， 使得国 内外许多

学者 以单克隆抗体为探针对原虫特定靶抗原和优势抗原进行识别 、 分析和鉴定抗原表

达 ， 可进
一

步研究原虫发育 以及致病机理 。

国 内 外学者常用单克隆抗体鉴定艾美耳球虫卵囊壁形成过程中参与的优势抗原 。

刘卿 ［
５６

］利用制备的抗 ＥｔＭ ＩＣ 单克隆抗体来进
一

步研宄 Ｅ ｔＭＩＣ ｌ 和 ＥｔＭ ＩＣ２ 蛋 白在柔嫩

艾美耳球虫整个 内生性发育阶段表达的动态变化 ， 结果表明单抗与裂殖子 、 裂殖体 、 配

子体作用后 ， 均可观察到荧光反应 ， Ｅ ｔＭ ＩＣ ｌ 和 ＥｔＭＩＣ２ 参与 了裂殖子 、 裂殖体 、 配子

体的表达 。 利用该单克隆抗体对含有裂殖体 、 配子体的肠组织进行 ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ ， 分别

６
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特异性识别 了１ ００ｋＤａ 和 ５ ０ｋＤａ 左右的 目 的条带 ， 大小与理论值相符 。

李莎等 ［
５ ７

］制备的柔嫩艾美耳球虫乳酸脱氢酶 （ Ｅ ｔＬＤＨ ） 单克隆抗体 ２Ｆ７ ， 该单抗定

位主要分布于裂殖子的细胞质 ， 结果表明第二代裂殖子 中含有乳酸脱氢酶 。 且该单克

隆抗体能特异性识别柔嫩艾美耳球虫第二代裂殖子中大小约为 ３ ５ｋＤａ 的天然蛋 白 ， 该

实验结果为深入研宄 Ｅ ｔＬＤＨ 的功能和特性奠定 了基础且为后续用免疫共沉淀技术筛选

相互作用 蛋 白 ， 以及从球虫 ｃＤＮＡ 文库或噬菌体展示文库 中分离鉴定功能基因等奠定

了基础 。

Ｇｏｎｄ ｉｍ 等 ［
５ ８

］制备的抗 弓形虫组织囊壁和孢子囊壁单克隆抗体 Ｇ １ ／ １ ９ 和 Ｋ８／ １ ５
－

１ ５ ，

其中 Ｇ １ ／ １ ９ 仅与子孢子反应 ， Ｋ８ ／ １ ５
－

１ ５ 可识别寄生虫孢子囊壁和体 内或体外产生的组

织囊壁中 的抗原 ， 该单抗的应用 有助于鉴定 弓形虫孢子囊和囊壁中 的结构成分 以及与

之密切相关的球虫囊壁中 的结构成分 ， 单克隆抗体 Ｇ １ ／ １ ９ 能与 弓形虫的子孢子发生反

应且该单抗可用于 弓形虫子孢子的特异性检测和 弓形虫特异性蛋 白 的潜在鉴定 。

除此之外 ， Ｂ ａｓｚ ｌ ｅｒ 等 ［
５ ９

］用 制备的抗犬新孢子虫速殖子单克隆抗体 ４Ａ４ －２ ， 利用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 方法鉴定 出 了速殖子表面抗原蛋 白 ， 并鉴定 出该单克隆抗体识别 的表位具

有碳水化合物性质 。 单克隆抗体 （ ＭｃＡｂ ４Ａ４ －２ ） 识别的犬新孢子虫速殖子抗原 ， 可特

异性地检测 已知感染犬新孢子虫的牛 中 的新孢子抗体 ， 而不检测牛中常见的密切相关

的形成囊肿的原虫的抗体 。 ＭｃＡｂ４Ａ４－

２ 识别的 ６ ５ｋＤ ａ 抗原和表位具有明显的免疫优

势 ， 提示其在新孢子牛的敏感和特异性鉴定中具有潜在的应用价值 。

综上所述 ， ＭｃＡｂ 因高度的特异性和均
一

性等优点被广泛应用于新基因筛选 、 发育

过程与致病机理探索研宄 ， 是原虫研宄领域
一

种十分重要的生物学技术 ［
６Ｇ

］

。

２ ．２ ．３ 单克隆抗体在原虫病防治方面的应用

免疫防治技术是疾病防控手段之
一

， 近几十年来 ， 单克隆抗体在疾病预防 中 的优

越性被广泛认可 ， 使得该项技术在传染病治疗 以及研制疫苗中被广泛使用 ， 目 前 国外

己制备出 多株抗球虫病的抗体应用 于免疫治疗 。 早前国外学者首次研宄巨型艾美耳球

虫配子体中提纯的抗原制备的单克隆抗体可 以阻断配子体的受精过程 ， 首次证实 了单

克隆抗体的免疫保护效力 。

基于抗巨型艾美耳球虫配子体抗原单克隆抗体的免疫保护研宄结果 ， Ｗａｌ ｌａｃｈ 等 ［
６ １

］

首次选用
一

种 ＩｇＭ 亚类的抗 巨型艾美耳球虫天然配子体抗原 的单克隆抗体与亲和纯化

的 ５ ６ｋＤ ａ 和 ８２ｋＤ ａ 抗原的免疫鸡血清
一

起静脉注射被动免疫感染了 巨型艾美耳球虫

的 １ ４ 周雏鸡 。 根据卵囊总产量指标 ， 研宄表明单克隆抗体对巨型艾美耳球虫攻击感染

７
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

具有部分保护作用 ， 卵囊减少率可达 ４０￣５０％ 。 除此之外 ， Ｗｉ ｅｄｍｅｒ 等Ｍ ｌ连续 ５ ｄ 腹腔

注射不 同浓度的抗柔嫩艾美耳球虫 ［
２ ５

］配子单克隆抗体 Ｅ２Ｅ ５（ ７ ５ 吨 和 １ ５ ０ 叫 ） 感染了

柔嫩艾美耳球虫的鸡 ， 结果表明在免疫的第 ７ｄ 血清中均可 以检测到 ＭｃＡｂＥ２Ｅ５ ， 使

用更多的 ＭｃＡｂ Ｅ２Ｅ５ 会导致更高的血清浓度 ， 抗体随着时间 的推移 ， 血清中的浓度下

降 ， 在免疫的第 １ ２ｄ 几乎检测不到 ＭｃＡｂＥ２Ｅ５ ， 根据卵囊总产量指标 ， ＭｃＡｂＥ２Ｅ５ 可

使卵囊脱落率降低 ７８％ 。 结果表明配子体抗原具有保护性免疫作用 ， 抗体可 以到达肠

粘膜并影响寄生虫的发育 ， 可 以有效地阻断寄生虫的传播 ， 而且可以降低球虫的致病

性 。

另外有学者制备 了球虫入侵蛋 白相关的单克隆抗体 ， 该研宄可能为阻止虫体入侵

细胞和在细胞 内 的发育预防和控制球虫病的有效方法 。 平宪卿等 ［
３ ７

］制备 了柔嫩艾美耳

球虫 Ａ０８ 蛋 白 （ ＥｔＡ０８ ） 单克隆抗体 １ Ｇ７ 和 ４Ｆ １ １ 以及抗棒状体蛋 白 （ ＥｔＲＰ ） 单克隆抗

体 ２Ｅ ３ ， 结果表明 ＭｃＡｂ２Ｅ ３ 定位分布于子孢子顶端 ， 而当子孢子在培养基中孵育 １ｈ

后 ， 该蛋 白则将分布于整个虫体 ， 入侵抑制试验显示 ， ＭｃＡｂ ２Ｅ３ 对子孢子入侵体外培

养的 ＤＦ －

１ 细胞的抑制率达 ６３ ． ５％ ， 说明 Ｅ ｔＲＰ 在虫体入侵宿主细胞过程中起重要作用 ，

该发现为开发新的控制鸡球虫病的方法提供有价值的试验依据 。 陈浩 ［
６３

］等用制备的抗

柔嫩艾美耳球虫存在抗原 Ｅ ｔＲＰ 单克隆抗体进行鸡的被动免疫保护试验 ， 结果显示相对

增重率 、 病变评分 、 卵囊减少率均随着免疫剂量的增加而增大 ， 表明
一

定剂量的单克隆

抗体可 以有效减少柔嫩艾美耳球虫对鸡群的感染 。

３ 本研宄 目 的与意义

毒害艾美耳球虫的致病性最强 ， 可 引 起鸡的急性小肠球虫病 ， 导致育成鸡大批死

亡 。 大配子成壁体中 的配子体抗原是卵囊壁的前体蛋 白 ， 对配子体蛋 白功能的研究有

助于解析球虫卵囊壁形成的分子机制 ， 阐 明球虫传播阻断疫苗的免疫原理 。 单克隆抗

体相 比于多克隆抗体因具有无限生产 、 特异性高等特点被应用于研宄寄生虫的免疫治

疗和致病机理 。 近年来 ， 关于鸡球虫配子体蛋 白 ＭｃＡｂ 的研究较少 ， 有关毒害艾美耳

球虫单克隆抗体尚未见有报道 。 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 是卵囊壁的前

体蛋 白 ， 在本实验室前期研究中 己对该蛋 白基因进行 了 克隆与原核表达 ， 用重组蛋 白

免疫鸡能产生高水平的血清抗体 ， 对毒害艾美耳球虫感染有
一

定的免疫保护力 。 但该

配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体对感染了毒害艾美耳球虫的雏鸡是否具有免疫保护

８





文献综述 ： 球虫配子体蛋 白 与抗寄生原虫单克隆抗体研究进展


效果 尚不 了解 ， 为此 ， 本研宂制备 了抗 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体 ， 对单抗亚类和特异性进

行鉴定 ， 并应用单抗进行天然蛋 白 的虫体定位 ； 鉴定单克隆抗体的抗原表位 ； 最后通过

动物保护试验评价抗配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体的免疫保护效果 。 研究结果为

鸡球虫多肽和新型疫苗分子的设计及诊断试剂的开发奠定 了基础 ， 也为球虫卵囊壁形

成机制研宄提供工具 。
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Ｊ

］

．Ｊ

Ｃ ｌ ｉｎＭ ｉｃｒｏｂ ｉｏ ｌ
，

１ ９９６
， 
３４

（
６

）
：１ ４２ ３－８ ．

［
６０

］
平宪卿 ， 姜连连 ， 黄兵 ， 等 ． 单克隆抗体在球虫研宂 中 的应用

［

Ｊ
］

． 中 国动物传染病学报 ， ２００９ ，

１ ７（ ３ ） ：８ １
－

８ ６ ．

［
６ １

］
Ｗａ ｌ ｌａｃｈＭ

，
Ｐ ｉ ｌ ｌｅｍｅｒＧ

，ＹａｒｎｓＳ
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｐａｓｓ ｉｖｅ ｉｍｍｕｎ ｉｚａ ｔｉｏｎｏｆｃｈ ｉｃｋｅｎｓａｇａ ｉｎｓ ｔＥｉｍｅｒｉａｍａｘｉｍａ

ｉｎｆｅｃ ｔ ｉｏｎｗ ｉ ｔｈａｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ
ｄｅｖｅ ｌｏｐｅｄａｇａｉｎｓ ｔａ

ｇａｍｅ ｔｏｃｙｔｅａｎ ｔｉｇｅｎ［
Ｊ

］
．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ

，１ ９９０
，

５ ８
（
２

）
：５ ５ ７

－

６２ ．

［
６２

］
ＷｉｅｄｍｅｒＳ

，Ａ ｌｎａｓｓａｎＡＡ
，Ｖｏ ｌｋｅＢ

，ｅｔａ ｌ ．Ｐａｓ ｓ ｉｖｅｉｍｍｕｎ ｉｚａｔｉｏｎｗ ｉ ｔｈＥ ｉｍｅｒｉａｔｅｎｅ ｌｌａ
ｇａｍｅ ｔｏｃｙｔｅ

ａｎ ｔ ｉｇｅｎ５ ６（
Ｅ ｔＧＡＭ ５ ６

）ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎ ｔ ｉｂｏｄ ｉｅｓａｎｄａｃ ｔ ｉｖｅｉｍｍｕｎ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎｔｒｉａ ｌｗ ｉ ｔｈ ｔｈｅｅｐ ｉ ｔｏｐｅｃｏｎ ｔａ ｉｎ ｉｎｇ

ｐｅｐ ｔｉｄｅ
 ［
Ｊ

］
．Ｖｅｔ Ｐａｒａｓ ｉ ｔｏ ｌ

，
２０ １ ７

，
２４７ ：１ ００－ １ ０７ ．

［
６３

］
陈浩 ， 蔡宇威 ， 刘兰 ， 等 ． 抗柔嫩艾美耳球虫 Ｅ ｔＲＰ 单克隆抗体的制 备及其免疫保护效果

［
Ｊ

］
．

中 国 家 禽 ， ２０ １ ７ ，３ ９（ ７ ） ：２０
－

２３ ．

１ ３
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章 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体制备

与鉴定及其定位应用

鸡球虫病 （ Ｃｏｃｃｉｄ ｉｏ ｓ ｉ ｓ ）是
一

个全球性的禽类健康问题 ， 是 由艾美耳属 （及＞＿７

＿

ａ Ｓｐｐ ． ）

的
一

种或数种鸡球虫寄生于鸡肠道引起的
一

种寄生性原虫病 ， 引起鸡的食欲不振 、 腹

泻 、 下痢 、 消瘦 ， 体重减轻 ， 饲料报酬降低 ， 严重时可导致鸡衰竭死亡 ， 给全球养殖业

造成巨大的经济损失 ［
１

，

２
】

。 寄生于鸡 的球虫有 ７ 种 ， 其中毒害艾美耳球虫 （￡
＂

．ｎｅｃａ ／ｒｉｘ ）

的致病性强 ， 主要危害 ８
？

１ ８ 周龄的青年鸡 ， 可引起鸡的急性小肠球虫病 ， 导致育成鸡

的大批死亡 ［
３

］

。 在上世纪 ８ ０ 年代中期 ， 随着从国外 引进大型 白羽 肉鸡祖代种鸡 ， 使得

白羽肉鸡的饲养极为普遍 ［
４

］

。 因 白羽 肉鸡的饲养周期较短 ， 而产蛋鸡
一

般为笼养 ， 故毒

害艾美耳球虫引起的急性小肠球虫病较少见 。 进入 ２ １ 世纪 ， 随着对优质黄鸡配套系培

育与开发利用 ， 以及黄羽黄色表型与独特的 肉类风味颇受消费者的青睐 ， 使得黄羽鸡

饲养量不断增多 ［
５

］

。 因黄羽鸡饲养周期相对较长 ， 常采用地面放养或圈养 ， 因此毒害艾

美耳球虫 引 起的急性小肠球虫病越来越多见 。 另外 ， 随着耐药性虫株 、 药物残留 肉蛋和

病原污染环境等 问题的 出现 ， 迫切需要寻找
一

种有效 、 安全的方法来替代抗球虫药 ［
６

］

。

因此 ， 对球虫的生物学与分子生物学进行深入研究 ， 发现药物或免疫治疗靶点或疫苗

候选抗原是控制球虫病的关键 。

鸡球虫是单宿主细胞 内专性寄生虫 ， 其生活史包括裂殖生殖 、 配子生殖和孢子生

殖三个阶段 ， 其中裂殖生殖 、 配子生殖在鸡的肠道黏膜细胞 内进行 ， 孢子生殖在外界环

境中进行 孢子生殖形成的孢子化卵囊被鸡食入后 ， 在肠道 内释放出子孢子 ， 后者侵

入肠黏膜细胞进行裂殖生殖 ， 接着进行配子生殖 ， 最后形成卵囊 。 卵囊随宿主细胞的破

裂进入肠腔 ， 并随粪便排出体外⑷
。 因此 ， 卵囊是球虫在宿主间 的传播阶段 。 球虫卵囊

有
一

坚初的卵囊壁 ， 主要 由来 自 大配子成壁体中 的配子体蛋 白组成 ［
９

，
１ Ｇ

］

。 所以 ， 开展对

配子体蛋 白 的研宄 ， 不仅有助于解析球虫卵囊壁形成的分子机制 ， 而且有助于阐 明球

虫传播阻断疫苗的免疫原理 。

单克隆抗体 （Ｍｏｎｏ ｃ ｌｏｎａｌ ａｎｔ ｉｂｏｄｙ ，ＭｃＡｂ ） 是 由单
一

Ｂ 细胞克隆产生的高度均
一

、

仅针对某
一

特定抗原表位的抗体 ， 具有高特异性和灵敏性 ， 与免疫荧光 、 免疫电镜等技

术结合可将 目 的抗原定位在虫体 ， 是研宄寄生虫虫体细微结构和发育分子机制 的重要

检测工具 ， 对寄生虫病的免疫治疗与机理研宄也具有重大意义 ［
１ １

］

。 近年来 ， 关于鸡球

虫配子体抗原 ＭｃＡｂ ｓ 的研究较少 ， 有关毒害艾美耳球虫单克隆抗体 尚未见有报道 。 本

１ ４
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章 以 原核表达 的重组配子体抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 免疫 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 制 备 了２ 株抗

ＥｎＧＡＭ２２的特异性ＭｃＡｂｓ 。

ｉ 材料与方法

１ ． １ 菌株、 细胞、 虫株、 虫体

重组菌株 ｐＥＴ
－２８ａ

（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２２／ＢＬ２ １ 由本实验室构建保存 ； 小 鼠骨髓瘤细胞 ＳＰ２／０

由扬州大学兽医学院张小荣老师惠赠 ； 毒害艾美耳球虫扬州株 、 柔嫩艾美耳球虫 （ 五 ．

扬州株 、 堆型艾美耳球虫 （ ■￡ ．扬州株 、 巨型艾美耳球虫 （ ￡
＂

．ｍｏｘ／ｍａ ）

扬州株 ， 均 由扬州大学兽医学院寄生虫病学教研室建株并定期传代保种 ； 毒害艾美耳

球虫第三代裂殖子 、 配子体和未孢子化卵囊 由本实验室制备保存 。

１ ．２ 实验动物

ＢＡＬＢ ／ｃ 与 ＩＣＲ 小 鼠 ， 购 自扬州大学 比较医学中心 。 黄羽鸡 ， 购 自江苏省海门市京

海肉鸡集团公司 。 雏鸡孵 出后 即运回实验室 ， 饲养在无球虫 卵囊污染的笼具和环境中 ，

饲喂不添加抗球虫药物的全价饲料 ， 鸡 自 由采食 。

１ ．３ 主要试剂与仪器

主要试剂 ： Ｈ ｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｎ ｉ
－Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓ ｉｎ亲和纯化层析柱 、 Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ Ｇ纯化介质均购

自金斯瑞生物科技公司 ；
ＨＲＰ标记羊抗 鼠 ＩｇＧ购 自 ＢＢ Ｉ公司 ；

ＳＤＳ －ＰＡＧＥ蛋 白上样缓冲液

（ ６ ｘ
） 、 ＴＭＢ 显 色液 和 青 霉 素 － 链 霉 素 （ １ ０〇 ｘ

） 均 购 自 碧 云 天生 物 技术 公 司 ；

Ｑｕ ｉｃｋＡｎｔ ｉｂｏｄｙ
－Ｍｏｕ ｓ ｅ３ Ｗ 、 腹水专用佐剂和小 鼠单抗 Ｉｇ类亚型鉴定用酶标二抗均购 自 北

京博奥龙免疫技术有限公司 ； 胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ） 购 自 上海双洳生物科技有 限公 司 ；

ＰＥＧ １ ５００购 自 Ｓ ｉｇｍａ公司 ；
ＤＭＥＭ ｂａｓ ｉｃ 、 ５ 〇 ｘＨＡＴ和 ｌ ＯＯ ｘＨＴ均购 自 

Ｇ ｉｂ ｉｃｏ公司 ； 无血清

细胞冻存液购 自 苏州新赛美生物科技有限公司 ； 硝酸纤维素膜购 自默克公司 ；
ＥＣＬ化学

发光试剂购 自 Ｔａｎｏｎ公司 ；
Ｆ ＩＴＣ标记羊抗 鼠 ＩｇＧ购 自 ＫＰＬ公司 ； 小牛血清 白蛋 白 （ Ｂ ＳＡ ）

购 自 上海生工生物有限公司 ； 分子量 ８０００
？

１ ４０００透析袋购 自 Ｂ ＩＯＳＨＡＲＰ公司 ；
ＰＥＧ ８０００

购 自 索莱宝生物科技有限公司 ；
Ｂｒｏｆｄｒｏｄ蛋 白 定量试剂盒购 自 ＴａＫａＲａ公司 ； 预染和非预

染蛋 白Ｍａｒｋｅｒ购 自 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ公司 ； 其他相关试剂均为国际分析纯试剂 。

１ ５
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主要仪器 ： ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００／２０００ｃ 型超微量核酸蛋 白 测 定仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ） ，

ＳＵＮＲＩＳＥ －ＢＡＳ ＩＣ 型酶标仪 （瑞士ＴＥＣＡＮ 公司 ） ， ＪＹ９２ －

ＩＩ ＤＮ 型超声波细胞粉碎仪 （ 宁

波新芝生物科技股份有限公司 ） ， ＰｏｗｅｒＰａｃｂａｓ ｉ ｃ 型 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 电泳仪 （ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ ） ， 荧

光显微镜 （ Ｌｅｉｃａ 公司 ） ， 移液器 （ Ｅｐｐｅｎｇｄｏｒｆ公司 ） ， Ｘ １ Ｒ 型高速冷冻离心机 （ Ｔｈｅｒｍｏ

公司 ） ， Ｗ６Ｍ 型电热恒温水浴箱 （美国 ＳＨＥＬＬＡＢ 公司

１ ．４ 重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 的制备

重组蛋 白诱导表达 ： 将本研究室构建保存的重组菌株 ｐＥＴ２ ８ ａ（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２２／ＢＬ２ １ ，

接种到 ４ ｍＬ ＬＢ 培养液中 （含 １ ００ 昭／ｍＬ 卡那霉素 ） ， ３ ７
°

Ｃ ２００ ｒｐｍ 振荡培养过夜 ， 按

１ ：１ ００ 转接 ５ ００ ｍＬ 含相 同浓度抗生素 ＬＢ 中 ， ３ ７
°

Ｃ２００ ｒｐｍ 振荡培养 ２ ｈ ， 加入终浓

度为１ｍＭ的ＩＰＴＧ ， ３ ７
°

Ｃ２００ｒｐｍ诱导４ｈ 。

重组蛋 白纯化 ： 取诱导菌 ５ ００ｍＬ ，
ＰＢ Ｓ 洗涤离心收集菌体重悬于 １ ０ｍＬＰＢ Ｓ 中 ，

冰浴超声裂解 （ 功率 ３ ０％ ， 超声 ２ｓ ， 间隙 ３ｓ ， １ ５ ｍｉｎ ） ， 释放包涵体 ；
４

°

Ｃ１ ２ ０００ ｒ
ｐ
ｍ

离心１ ５ ｍ ｉｎ ， 弃去上清 。 将沉淀 ＊ｍＡ ｌ ０ ｍＬ ＬＥ Ｂｕｆｆｅｒ
（
１ ００ ｍＭ Ｎａ２ＨＰ〇４ ， １ ０ ｍＭ Ｔｒｉ ｓ

－

ＨＣ １ ，８ＭＵｒｅａ ，ｐＨ８ ．０
）

， 冰浴超声加速包涵体溶解 ；
４

°

Ｃ１ ２０００ｒｐｍ 离心 １ ５ｍ ｉｎ 。 将

上清转移到含有 ６ ｘＨ ｉｓ 标签 Ｎｉ
－ＮＴＡ 亲和纯化层析柱中 ， ４

°

Ｃ 结合 ６０ｍ ｉｎ ， 期间不断

摇晃 ， 使 目 的蛋 白与层析柱充分结合 。 用 Ｗａｓｈｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（ １ ００ｍＭＮａ２ＨＰ〇４ ，１ ０ｍＭ

Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ，１ ０ｍＭＩｍ ｉｄａｚｏ ｌｅ ， ８ＭＵｒｅａ ， ｐＨ８ ． ０ ） 洗漆层析柱 ， 重复５次 ； 用Ｅ ｌｕｔｉｏｎ

Ｂｕｆｆｅｒ（ １ ００ｍＭ Ｎａ２ＨＰ０４ ，１ ０ ｍＭ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ， ５ ００ｍＭＩｍ ｉｄａｚｏ ｌｅ ， ８ＭＵｒｅａ ， ｐＨ８ ．０ ） 洗

脱蛋 白 ， 重复 ５ 次 ； 收集洗脱液 ， Ａ２ ８ ０ 紫外光吸收法测定蛋 白浓度 。 将收集到的洗脱

液转移到透析袋中 ， 分别在含有 ６Ｍ 、 ４Ｍ、 ２Ｍ 、 １ Ｍ 尿素的透析液 （ １％ Ｇ ｌｙｃｉｎｅ ，５ ０

ｍＭＴｒｉ ｓ ， ０ ． ５ｍＭＥＤＴＡ ，５０ｍＭＮａＣ ｌ ， ５％Ｇｌｙｃｅｒｉｎｅ ， ｐＨ８ ． ０ ） 和０ ． １ＭＰＢ Ｓ中４
°

Ｃ

复性 ６？８ｈ ， 最终 ＰＥＧ ８０００ 浓缩 ， 收集蛋 白 。 Ａ２ ８０ 紫外光吸收法测定蛋 白 的浓度 ，

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 检测重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 的纯化情况 。

１ ．５ 动物免疫

取重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 与 Ｑｕｉ ｃｋＡｎｔｉｂｏｄｙ
－Ｍｏｕｓｅ３Ｗ 免疫佐剂 １ ：１ 混合免疫

ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， ２０
｜

ｉｇ／只 ， １ ０〇 ｎＬ／只 ， 腿部肌肉注射 ； 第二周进行第二次免疫 ， 免疫方

式 、 剂量与体积 同前 。 第三周 眼眶后静脉丛采血 ， 建立 ＥＬ ＩＳＡ 方法并检测小 鼠血清抗

体效价 ， 血清抗体效价 １ ：１ ００００ 以上认定为合格 ， 合格后进行加强免疫 ， ３ｄ 后取小

１ ６
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章 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体制备与 鉴定及其定位应用

鼠脾脏细胞与骨髓瘤细胞进行细胞融合 。

１ ．６ 间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

采用方阵滴定法确定重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 的包被浓度 ， 并测定小 鼠血清抗体效价 。

将重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 用碳酸盐缓冲液 （ ｐＨ ９ ． ６ ）进行稀释并包被 ， 抗原浓度从 ４
ｎｇ／ｍＬ

倍 比稀释到 ０ ． １ ２ ５ 网／１＾ ， １ ０〇４吼 ， ４
。

（： 过夜 ， 弃掉包被液 ， ？８ ３１
＇

洗三次 ， ５ １１１丨 １１／次 。

拍干后加入 １％ ８ ３八 封闭液 ， ２００
＾

１１７孔 ， ３ ７
°

（： 封闭 １ １１ ， ？８ ３１
＇

洗三次 ， ５ １１１ 丨 １１／次 ， 拍

干 。 用 ＰＢ Ｓ 将待检血清 以及阴性血清从 １ ：２００ 倍比稀释到 １ ：２ ５６００ ，１ ００叫／孔 ， ３ ７
°

Ｃ

孵育 １ １１ ， ？８ ３丁 洗三次 ， ５１１１丨 １１／次 ， 拍干 。 二抗为 １１１＾ 标记的羊抗 鼠 每０ ， 用 ？８ ３ 按

１： ２００００ 倍稀释 （ 说明书推荐倍数 ） ， １ ００成／孔 ， ３ ７
°

Ｃ 孵育 ｌ ｈ ，ＰＢ ＳＴ 洗 ５ 次 ， ５ ｍ ｉｎ／

次 。 拍干后加入 ＴＭＢ 显色液 ， １ ００叫 ／孔 ， ３ ７
°

Ｃ 避光作用 １ ５ｍ ｉｎ ， 立即加入 ２ＭＨ ２Ｓ〇４ ，

５ ０此／孔 ， 终止反应 ， 用酶标仪检测 〇Ｄ４５〇值 。 当待检血清 ＯＤ４ ５〇 值 ／阴性血清 〇Ｄ４ ５０值

２２ ． １（ 即 Ｐ／Ｎ２２ ． １ ） ， 判定为阳性 。 选择小 鼠待检血清孔 ＯＤ４ ５ Ｑ 值接近于 ＬＯ 且 Ｐ／Ｎ 值最

大时待检孔的包被浓度为抗原包被浓度 。

１ ．７ 单克隆抗体的制备

１ ．７ ． １ＳＰ２ ／０ 细胞的复苏与培养

融合前
一

周复苏 ＳＰ２ ／０ 细胞 ， 从液氮罐中取 出 ＳＰ２ ／０ 细胞放入 ３ ７

°

Ｃ水浴锅 中快速

融化 。 融化后转移至适量 ＤＭＥＭ 培养基中 ， ８ ００ ｒｐｍ 离心 ８ｍ ｉｎ 。 弃上清加入 ６ｍＬ ２０％

ＦＢ Ｓ －ＤＭＥＭ 培养基将细胞轻轻吹起并移至细胞瓶中 ， ５％ Ｃ０２ 培养箱 ３ ７
°

Ｃ 培养 ， 培养

至 良好状态时即可准备融合 。

１ ．７ ．２ 脾细胞的制备

取加强免疫后的 ＢＡＬＢ ／ｃ 小 鼠 ， 眼眶采血备用 ， 脱颈处死后泡于 ７ ５％的酒精中消

毒 １ ０ｍ ｉｎ 。 将小 鼠 四肢固定在解剖 台上 ， 用无菌的剪刀 、 镊子剪开小 鼠腹部皮肤 ， 充

分暴露腹膜 ， 打开腹膜取出脾脏并放入含有 ＤＭＥＭ 培养基的
一

次性培养皿中 ， 去除脾

脏表面附着的脂肪和结缔组织后将脾脏放入含有 ＤＭＥＭ 培养基的
一

次性培养皿中 ， 用

无菌注射器针头反复穿刺脾脏并挤压使脾细胞释放 ， 收集脾细胞悬液置于 ５ ０ｍＬ 离心

管 内 ， ３ ７

°

０静止 １ 〇 １１１ 丨 １１ 备用 。

１ ．７ ．３ 饲养层细胞的制备

选取
一

只 １ ０ 周龄的 ＩＣＲ 小 鼠进行饲养层细胞的制备 。 脱颈致死后 ， ７ ５％酒精消毒

１ ７





硕士学位论文


１ ０ｍ ｉｎ 。 将小 鼠 固定在解剖 台上 ， 用无菌的剪刀 、 镊子剪开小 鼠腹部皮肤 ， 暴露腹膜 。

用无菌注射器抽取 ５ ｍＬ 的 １％ ＨＡＴ 培养基推注到小 鼠腹腔 内 ， 轻轻按摩腹部后 ， 用注

射器将混有饲养层细胞的培养基抽 出至装有 ９５ｍＬ 的 １％ＨＡＴ 培养基瓶中备用 。

１ ．７ ．４ 细胞融合

参照张梦迪 ［
１ １

］方法进行细胞融合 。 将制备好的小 鼠脾细胞悬液以及 ６￣８ 瓶骨髓瘤

细胞混匀 ， ８００ｒｐｍ 离心 ８ｍｉｎ ， 弃上清后用手掌心轻柔地将沉淀散开混匀 ， 将离心管

放入 ３ ７

°

Ｃ水浴中 ， 在 １ｍ ｉｎ 以 内边转动离心管边加入提前预热至 ３ ７

°

Ｃ 的 １ｍＬ ＰＥＧ １ ５ ００ ，

速度 由慢变快 ， 静置 １ｍ ｉｎ 后加入 ２ ５ｍＬ 提前预热至 ３ ７

°

Ｃ 的 ＤＭＥＭ 基础培养基终止

融合 ， 速度 由慢变快 ， ９０ ｓ 内加完 。 将 ５０ ｍＬ 离心管放在 ３ ７

°

Ｃ培养箱中静置 ｌ Ｏ ｍｉｎ 后

８００ｒｐｍ 离心 ８ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 用适量 １％ＨＡＴ 培养基重悬细胞 。 将含有饲养层细胞 、

ＳＰ２／０ 细胞 、 脾细胞的 １ ００ｍＬ１％ＨＡＴ 培养基混匀后滴加至 ９６ 孔细胞培养板 ， 中 间 ２

滴 ， 外周 ３ 滴 ， 置于 ５％Ｃ〇２ 的细胞培养箱 中 ３ ７

°

Ｃ培养 。

１ ．７ ．５ 阳龄交瘤细胞的筛选

在 ５ｄ 后用 １％ＨＡＴ 培养基进行半换液 ， １ ０ｄ 后用 １％ ＨＴ 培养基进行全换液 。 待

细胞长至底面积的 １ ／３ 时 ， 吸取细胞上清 ， 用建立好的间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法进行阳性杂交

瘤细胞的筛选 。 以重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 为检测原 ， 设置阴 、 阳性小 鼠血清对照孔 ， 筛

选三次后挑选 ＥＬ ＩＳＡ 读值均为阳性的细胞孔及时亚克隆并冻存 。

１ ．７ ．６ 阳性杂交瘤细胞的亚克隆及稳定性测定

采用有限稀释法对阳性杂交瘤细胞进行亚克隆 ， 用建立好的间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法进行

检测 。 参照 １ ．７ ． ３ 的方法提前
一

天制备词养层细胞铺板 ， 中 间 ２ 滴 ， 外周 ３ 滴 。 次 日将

生长状态 良好的阳性杂交瘤细胞用 １ｍＬ１％ＨＴ 培养基吹打混匀后计算细胞密度 ， 并

用 １％ＨＴ 进行稀释 ， 取出含有 ８ ０ 个细胞的培养基 ， 加入到 １ ０ｍＬ１％ＨＴ 培养基中 ，

吹打混匀后滴加到含有饲养层细胞的 ９６ 孔细胞培养板内 ， 每孔两滴 ， 置于 ３ ７

°

Ｃ５％ Ｃ０２

培养箱中培养 ， 第 ５ｄ 标记单克隆细胞团数 ， 第 １ ０ｄ 对单克隆细胞进行检测 ， 并将第

一

次亚克隆阳性的单克隆细胞孔进行二次亚克隆 ， 直至筛选出 的亚克隆细胞全部是阳

性 、 单克隆时定株 ， 并及时将能够稳定分泌单抗的杂交瘤细胞株扩大培养至细胞瓶中 ，

并命名冻存 。 将定株的杂交瘤细胞在冻存后的第 １ ５ ｄ 、 ３ ０ ｄ 、 ６０ ｄ 进行复苏 ， 取细胞培

养上清用建立好的 ＥＬ ＩＳＡ 方法进行细胞上清效价测定 ， 考察杂交瘤细胞分泌单克隆抗

体的稳定性 。

１ ．７ ．７ 腹水的制备

１ ８
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章 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体制备与鉴定及其定位应用

选取 １ ２ 周龄的 ＢＡＬＢ ／ｃ 雌 鼠 ， 提前两周腹腔注射 ０ ．４ｔｎＬ 腹水专用佐剂 ， 将稀释

好的 ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

个杂交瘤细胞腹腔注射小 鼠 ， 〇 ． ５ ｍＬ／只 。 接种后第 ７ ｄ ， 小 鼠腹部变大 ， 行

动迟缓 。 用无菌的 ５ ｍＬ 注射器针头抽取小 鼠腹水 ， ３ ５ ００ ｒｐｍ 离心 １ ０ ｍ ｉｎ ， ２ ｄ 后用 同

样方法抽取小 鼠腹水 ， 直至小 鼠死亡 。

１ ．７ ．８ 单克隆抗体纯化

用 Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎＧ 亲和层析柱介质纯化小 鼠腹水 ， 将抽取的腹水样 品用 Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ／Ｗａｓｈ

Ｂｕｆｆｅｒ（ ２０ ｍＭ Ｎａ２ＨＰ〇４ ， Ｏ ． Ｉ ５ Ｍ ＮａＣ ｌ ， ｐＨ ８ ．０ ） １：１ 稀释后倒入装有树脂的层析柱

中 ， ｌ ｍＬ／ｍ ｉｎ 的流速收集流 出液 ， 用 ３ ０ ｍＬ Ｂ ｉｎｄｉｎｇ／Ｗａｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ 洗涤树脂 ， 流速保持

在 ２ ｍＬ／ｍｉｎ ， 用 １ ５ｍＬ Ｅ ｌｕｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（ ０ ． １Ｍ 甘氨酸 ， ｐＨ ２ ． ５ ） 洗脱抗体 ， 流速维持在

１ｍＬ／ｍｉｎ ， 将收集到的含有 目 的免疫球蛋 白 的洗脱液中加入 １ ／ １ ０ 洗脱液体积的中和

Ｂｕｆｆｅｒ（ １ＭＴｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ ， ｐＨ８ ． ５） ， 调节

ｐ
Ｈ至７ ．４ ，

－

８０

°

Ｃ保存备用 。

１ ．７ ．９ 单克隆抗体效价测定以及亚型鉴定

用重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 为包被原 ， 利用建立好的 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法进行杂交瘤细胞上清

以及小 鼠腹水单抗效价检测 。 设置阴 、 阳性小 鼠血清对照孔 ， 杂交瘤细胞上清用 ＰＢ Ｓ

从 １ ：１ ００ 开始倍 比稀释 ， 腹水首孔用 ＰＢ Ｓ 从 １ ：１ ０００ 开始倍 比稀释 。

用ＧｏａｔＡｎｔ ｉ
－ＭｏｕｓｅＩｇ（ Ｇ ｌ ／Ｇ２ ａ／Ｇ２ｂ／Ｇ３ ／Ｍ／Ａ ）－ＨＲＰ酶标二抗进行单抗亚型鉴定 。

重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 为包被原 ， 每孔 ｌ ＯＯ ｐＬ 合 １ ００ ｎｇ ，４

°

Ｃ放置 １ ２ ｈ ， 甩去包被液用

？８ ３丁 洗
一

次 ， ５１＾ １〇／次 ； 加入待测杂交瘤细胞培养上清 ， １ ００
丨
１ １７孔 ， 置 ３ ７

°

（：温育 ３ ０

ｍ ｉｎ ，ＰＢ ＳＴ 洗 ５ 次 ， ５ ｍ ｉｎ／次 ；
６ 种酶标记物每孔 １ ００吣 置 ３ ７

°

Ｃ温育 ３０ｍ ｉｎ ，ＰＢ ＳＴ 洗

５ 次 ， ５ｍ ｉｎ／次 ； 随后加 ＴＭＢ 显色液 ３ ７

°

Ｃ避光显色 ２０ｍ ｉｎ ， 即可判定结果 。 肉眼观察

兰色孔即为阳性 ， 此孔对应的酶标二抗就可判定此株单抗的 Ｉｇ 类别 。

１ ．８ 单克隆抗体的特异性鉴定

１ ．８ ． １ 球虫天然配子体蛋白提取物的制备

将毒害艾美耳球虫 （ ２ ｘ ｌ 〇
４

） 、 柔嫩艾美耳球虫 （ ２ ｘ
ｌ 〇

４

） 、 堆型艾美耳球虫 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
５

） 、

巨型艾美耳球虫 （ ５ ｘ
ｌ 〇

４

） 孢子化卵囊接种 ３ ０ 日龄无球虫感染的黄羽鸡 ， 分别在感染后

卵囊 出现的前 ５ｈ ， 每隔 ｌ ｈ 剖杀感染球虫的鸡 只 ， 打开肠腔 ， 用生物显微镜 （ １ ０ ｘ ４０

倍 ） 观察盲肠 （毒害艾美耳球虫和柔嫩艾美耳球虫 ） 、 小肠前段 （ 堆型艾美耳球虫 ） 、 小

肠中段 （ 巨型艾美耳球虫 ） 中配子体的数量 ， 直至 出现大量配子体时 ， 剖杀全部试验鸡 ，

取出肠道 ， 剖开肠腔后弃 内 容物 ， 用预冷 ＰＢ Ｓ 冲洗肠道黏膜 ， 用手术刀片刮取肠黏膜 。

１ ９
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

将肠黏膜在冰浴中超声裂解 （功率 ３ ０％ ， 超声 ２ｓ ， 间隙 ３ｓ ， ３ ０ ｍ ｉｎ ） ， 用 Ｂ ｒｏａｄｆｏｒｄ 蛋

白定量试剂盒法测定蛋 白浓度后分装保存于－

８０
°

Ｃ 备用 。

１ ．８ ．２ 特异性鉴定

将重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ ， 毒害艾美耳球虫 、 柔嫩艾美耳球虫 、 巨型艾美耳球虫 、 堆

型艾美耳球虫天然配子体蛋 白提取物加入 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 蛋 白上样缓冲液煮沸 １ ０ ｍｉｎ 后离

心 ， 取上清进行 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳 ； 随后转印到硝酸纤维素膜上 ， 转印结束后置于含 ３％

Ｂ ＳＡ 封闭液中 ４
°

Ｃ过夜封闭 ； 杂交瘤细胞上清原液为
一

抗 ， 室温孵育 ５０ｍ ｉｎ
；
二抗为

ＨＲＰ 标记的羊抗 鼠 ＩｇＧ ， 用 ３％Ｂ ＳＡ 封闭液按 １ ：２ ５０００ 倍稀释 （ 说明书推荐倍数 ） ，

室温孵育 ４〇 １１１ 丨 １１
；
丑０１ 显色 ， 丁３１１〇 １１５２００ 全 自动化学发光成像分析系统观察结果并扫

描拍照 。

１ ．９ＥｎＧＡＭ２２ 蛋白在虫体中的定位

取保存的第三代裂殖子 、 配子体和未孢子化卵囊用 ＰＢ Ｓ 稀释涂布于载玻片上 ， 用

预冷的 甲醇作用 １ 〇 １１１ １ １１ ， ？把１
＇

洗涤 ３ 次 ， ５ １＾ １１／次 ；
〇 ． １％ １＾〇１＾ 室温作用 １ 〇 １＾ １１ 后 ，

？８ ８１
＇

洗涤 ３ 次 ， ５１１±１／次 ；
１ ０％山 羊血清封闭 ， 湿盒 内 ３ ７

°
（： 封闭 １ １１

；

一

抗为杂交瘤

细胞上清 ， 湿盒 内 ３ ７
°

Ｃ 孵育 １ｈ ， ＰＢ ＳＴ 洗涤 ５ 次 ， ５ｍ ｉｎ／次 ；
二抗为 Ｆ ＩＴＣ 标记的羊

抗 鼠 ＩｇＧ ， 用 １ ０％山 羊血清按 １ ：１ ００ 倍稀释 （说 明书推荐倍数 ） ， 湿盒 内 ３ ７
°

Ｃ 孵育 １

ｈ ，ＰＢ ＳＴ 洗涤 ５ 次 ， ５ｍ ｉｎ／次 ； 滴加抗荧光淬灭液封片 ， 荧光显微镜观察结果并拍照 。

２ 结果

２ ． １ 重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 的制备

重组菌株 ｐ
ＥＴ２ ８ ａ

（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２２ ／ＢＬ２ １ 诱导表达获得的重组蛋 白 ， 经纯化后进行 ＳＤ Ｓ －

ＰＡＧＥ 电泳分析显示融合蛋 白在约 ２９ｋＤａ 处有单
一

条带 （ 图 １
－

１ ） ， 表明蛋 白纯化效果

较好 。 经过透析复性浓缩后 ， 重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 浓度为 １ ． ８ ｍｇ／ｍＬ 。

２ ０
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Ｍ１

ｇ 图 １
－

１ 重组抗原的纯化

Ｆ ｉｇ ＊１ －

１Ｐｕ ｒ ｉｆｉｅｄｒＥ ｎＧＡＭ２ ２

■

ｍｍｍ

Ｍ ： 标准蛋 白质分子量 ；

３ ０ ｌｃＤ ａ＾

 ｋＤ ａ．

ｃ租白

２ ５ｋＤ ａ

—

？ 麵》 １ ：ｒＥｎＧＡＭ ２ ２虫 曰

Ｍ ：Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｍｏ ｌｅｃｕ ｌ ａ ｒｗｅ ｉｇｈ ｔＭ ａｒｋｅｒ
；

— １ ：ｒＥｎＧＡＭ２ ２
ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

２ ． ２ 间接 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 方法的建立

采用方阵滴定法确定抗体和抗原的工作浓度 。 将纯化的重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ ２ ２ 包被

酶标板 ， 抗原浓度从 ４
ｎｇ

／ｍＬ 开始倍 比稀释到 ０ ． １ ２ ５ 吨／ｍＬ ， 阳性血清 以及 阴性血清从

１ ：２ ００ 到 １ ：２ ５ ６００ 进行倍比稀释 。 选择小 鼠待检血清孔 〇Ｄ ４ ５ ｑ 值接近于 １ ． ０ 且 Ｐ ／Ｎ 值

最大时 的待检孔的抗原浓度为抗原包被浓度 。 当抗原浓度在 ０ ． １ ２ ５
ｐｇ ／ｍＬ ， 阳性血清 以

１ ：２ ５ ６００ 稀释时 ， Ｐ ／Ｎ 值为 ２ ６ ． １ ６ ， 由此确定重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 的包被浓度为 ０ ． １ ２ ５

｜

ｉｇ
／ｍ Ｌ 〇

２ ．３ 融合前小 鼠血清抗体效价的测定

将纯化的重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 包被酶标板 ， 用 建立好 的 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 方法对融合前 的小

鼠血清抗体效价进行测定 （ 图 １
－２ ） 。 小 鼠血清抗体效价均达到 １ ： １ ００００ 以上 ， 效价合

格 ， 加强免疫 ， 第 ３ ｄ 可进行细胞融合 。

２ ． ５
－

ＪｖＭｏ ｕ ｓｅ  １

２０

Ｍ ｏｕ ｓ ｅ ２

１ ： ２ ００１ ： ４ ０ ０１ ： ８ ０ ０１ ： １ ６０ ０ １ ：３ ２ ０ ０１ ： ６４ ０ ０ １ ： １ ２ ８ ０ ０１ ： ２ ５６ ０ ０ １ ： ５ １ ２ ０ ０

Ｓ ｅｒｕｍｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎ

图 １
－

２ 免疫小 鼠血清效价

Ｆ ｉｇ ．１
－

２Ｔ ｉ ｔ ｅ ｒｏ ｆ  ｉｍｍ ｕ ｎ ｅｓ ｅ ｒｕｍ ｉ ｎｍ ｉ ｃ ｅ

２ １
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

２ ．４ 阳性杂交瘤细胞建株及稳定性测定

１ ． ８
－

．

１ ５ ｄ

１ ． ５
－

ｍｍｍ３ ０  ｉ ｌ

１ ． ２
－■圓一 ｆ．Ｕ ｉ ｌ

？

：１
〇 ？ 〇

－ Ｉ

１■ ■

！

－

Ｍ ｃ Ａ ｂ ２ １ ３Ｍ ｃＡ ｈ  ３ Ｄ ３

单抗名 称

图 １
－

３ 杂交瘤细胞分泌单克隆抗体的稳定性

Ｆ ｉｇ ．１
－３Ｔｈ ｅｓ ｔａｂ ｉ ｌｉ ｔｙ

ｏｆ ｈｙｂ ｒ ｉｄｏｍ ａｃｅ ｌ ｌ ｓ

待融合细胞长至底面积 的 １ ／３ 时 ， 用建立好的 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法进行三次阳性杂交瘤细

胞的筛选并通过有限稀释法对阳性杂交瘤细胞进行亚克隆 ， ４ 次亚克隆之后获得两株能

稳定分泌特异性抗体的杂交瘤细胞株 ， 分别命名 为 ２ Ｆ３ 、 ３Ｄ ３ 。 将定株的杂交瘤细胞在

冻存后的第 １ ５ｄ 、 ３ ０ｄ 、 ６ ０ｄ 进行复苏 ， 取细胞培养上清用建立好的 Ｅ Ｌ Ｉ ＳＡ 方法进行

细胞上清效价测定 ， 结果表 明 复苏后 的杂交瘤细胞能稳定分泌抗体 ， 说 明杂交瘤细胞

稳定性较好 （ 图 １
－

３ ） 。

２ ．５ 腹水纯化效果

将处于对数生长期 的 ２Ｆ３ 、 ３ Ｄ ３ 杂交瘤细胞计数后注射到 已致敏的 ＢＡＬＢ ／ｃ 雌 鼠腹

腔 。 待小 鼠腹部变大后 （ 约 ７ ｄ ） ， 抽取小 鼠腹水 。 采用 Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ Ｇ 亲和层析纯化法纯化

小 鼠腹水 ， 纯化后的 ２ 株单抗经 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳分析 ， 均显示 出大 、 小 ２ 条主带 ， 分

子量分别约为 ５ ０ ｋＤ ａ（ 重链 ） 和 ２ ５ｋＤ ａ（ 轻链 ） ， 未见其它杂带 （ 图 １
－４ ） ， 显示小 鼠腹

水单抗纯化效果较好 。

２ ２
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１Ｍ２

６＝５

６０ｋＤ ａ＿^

５ ０ｋＤ ａ＾５ ０ｋＤ ａ

２ ５ｋＤ ａ
－

 一？— ２ ５ｋＤ ａ

图 １
－

４ 纯化后 Ｍ ｃＡ ｂ ｓ２ Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 的 ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 分析

Ｆ ｉ

ｇ
．１

－４ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥａ ｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ
ｐ ｕ ｒ ｉｆｉ ｅｄＭ ｃＡ ｂ ｓ ２ Ｆ３ａｎｄ３Ｄ ３

Ｍ ： 标准蛋 白 质 分子量 ；
１ ： 纯化后 的 ２Ｆ３

；２ ： 纯化后 的 ３Ｄ ３

Ｍ ：Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａ ｒ ｗ ｅ ｉ ｇｈ ｔ ｍ ａ ｒｋｅ ｒ
； １ ：Ｐ ｕｒｉｆｉ ｅｄＭ ｃＡｂ２ Ｆ ３

；
２ ：Ｐ ｕ ｒ ｉ ｆｉ ｅｄＭ ｃＡｂ３Ｄ ３

２ ．６ 单克隆抗体效价测定 以及亚类鉴定

将纯化的重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２ ２ 包被酶标板测定杂交瘤细胞培养上清 、 腹水效价 以

及鉴定抗体亚类 。 单抗的腹水效价明 显高于细胞上清 ， 单抗 ２Ｆ３ 腹水效价在纯化前为

１ ：４０９６０００ ， 纯化后为 １ ：２ ５６０００
；３Ｄ３ 单抗腹水效价在纯化前为 １ ：１ ０２４０００ ， 纯化

后为 １ ：６４０００ 。 单抗 ２ Ｆ ３ 的亚型为 丨 ｇＧ ２ ａ ， 单抗 ３ Ｄ ３ 的亚型 为 Ｉ

ｇＧ ２ｂ（表 １

－

１） 。

表 １
－

１ 单抗的效价和亚类鉴定

Ｔａ ｂ ｌ ｅ１
－

１Ｔ ｉ ｔ ｅ ｒａ ｎ ｄ ｉ ｓｏ ｔｙｐｅ ｉｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ  ｔｈ ｅｍ ｏ ｎ ｏｃ ｌ ｏｎ ａ ｌａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ ｙ

杂交瘤细胞株细胞上清效价纯化前腹水效价 纯化后腹水效价抗体亚型

２ Ｆ ３ １ ： １ ２ ８ ００ １ ：４０９６０００ １ ：２ ５ ６０００ Ｉ ｇＧ ２ ａ

３Ｄ ３ １ ：３ ２ ００ １ ： １ ０２４０００ １ ：６４０００ Ｉ ｇＧ ２ｂ

２ ． ７ 球虫天然配子体蛋 白提取物的浓度测定及定量

冰浴超声裂解后的毒害艾美耳球虫 、 柔嫩艾美耳球虫 、 巨型艾美耳球虫 、 堆型艾美

耳球虫的肠黏膜配子体用 Ｂｒ ａｄｆｏ ｒｄ 法测定蛋 白浓度后并定量 （ 图 １

－

５ ） ， 用于单克隆抗

体的特异性鉴定试验 。 通过公式计算得 出 毒害艾美耳球虫天然配子体蛋 白提取物的浓

度为 １ ． ６ ９ ｍｇ／ｍ Ｌ ， 柔嫩艾美耳球虫天然配子体蛋 白提取物的浓度为 １ ． ６ ８ ｍｇ／ｍ Ｌ ， 堆型

艾美耳球虫的天然配子体蛋 白提取物的浓度为 ２ ． ０２ｍｇ／ｍ Ｌ ， 巨型艾美耳球虫的天然配

２ ３





硕士学位论文


子体蛋 白提取物 的浓度为 １ ． ４ ７ｍｇ／ｍ Ｌ 。

ｙ
＝

 １ ． ８ ５ｘ －

０ ． ０ ３ ６ ９

１ ． ２ 〇 Ｒ
２ ＝

０ ． ９ ９６６

靶 １ ． ００户

震１
° ＿ ６°

ｆ
３〇 ． ４ 〇

ｍ〇 ． ２〇

０ ． ００

０ ． ０００ ． ２ ００ ． ４ ００ ． ６０

吸光度值 （ 〇Ｄ
４ ５ （ ）

）

图 １
－

５Ｂ ｒｏａｄ ｆｏ ｒｄ 蛋 白定量试剂盒法标准 曲线

Ｆ ｉ

ｇ
．１

－ ５Ｔｈ ｅｓ ｔａｎｄ ａ ｒ ｄｃ ｕ ｒｖｅ ｌ ｉｎ ｅｂｙ
Ｂ ｒｏ ａｄ ｆｏ ｒｄ

ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉｎＡ ｓ ｓａｙ
Ｋｉ ｔ

２ ． ８ 单克隆抗体的特异性鉴定

２ ． ８ ． １ 对重组抗原进行特异性识别

Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测两株杂交瘤细胞上清作为
一

抗与重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 的反应 ， 结

果显示 ， 单抗 ２ Ｆ ３ 、 ３Ｄ ３ 均能特异性识别重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２ ２ ， 大小在 ２ ９ ｋＤ ａ 左右 （ 图
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章 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体制备与 鉴定及其定位应用

２ ． ８ ． ２ 对毒害艾美耳球虫天然配子体蛋 白特异性识别

应用 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 试验检测单抗 ２ Ｆ ３ 和 ３Ｄ ３ 对毒害艾美耳球虫天然配子体蛋 白提

取物的反应 。 结果显示 ， 单抗 ２ Ｆ ３ 和 ３ Ｄ ３ 均能特异性识别毒害艾美耳球虫配子体约 ３ ７

ｋＤ ａ 大小的天然 目 的蛋 白 （ 图 １
－

８ 、 １

－９ ） ， 而 鼠抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体识别 的天

然 目 的蛋 白条带大小在 ３ ５ ｋＤ ａ
？

３ ７ ｋＤ ａ 之间 （ 图 Ｍ ０ ） ， 这表明单抗 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 能特异

性识别虫体 中 的天然的 ＥｎＧＡＭ２ ２ 抗原 。
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２ ． ８ ． ３ 对异种球虫天然配子体蛋 白特异性识别

应用 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 试验检测两株单抗 ２Ｆ ３ 和 ３Ｄ ３ 与异种球虫天然配子体蛋 白提取

物的反应 ， Ｗｅ ｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏ ｔ 结果显示 ， 单抗 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 均不能特异性识别柔嫩 、 堆型 、 巨

型艾美耳球虫天然配子体蛋 白提取物 （ 图 １
－

１ １ 、 １

－

１ ２ ） ， 而用 鼠 ＥｎＧＡＭ ２２ 抗原多克隆

抗体检测时 ， 在柔嫩 、 堆型 、 巨型艾美耳球虫配子体蛋 白提取物 中均 出现 了 蛋 白 条带

（ 图 １
－

１ ３ ） ， 其中在柔嫩 、 堆型艾美耳球虫配子体蛋 白提取物 中 的蛋 白大小约 １ ７ｋＤ ａ ，

在 巨型艾美耳球虫配子体蛋 白提取物 中 的蛋 白大小在 １ ０
？

１ ４ｋＤ ａ 之间 。 结果表明单抗

２ Ｆ ３ 和 ３Ｄ ３ 的特异性较 鼠抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体要好 。
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３ ：Ｅ ．ｍａｘ ｉｍａ

２ ６
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章 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ ２２ 单克隆抗体制 备与 鉴定及其定位应用

２ ． ９Ｅ ｎＧＡＭ ２ ２ 蛋 白在毒害艾美耳球虫的虫体 中定位

以两株单克隆抗体和 鼠抗 ＥｎＧＡＭ ２ ２ 抗原多 克隆抗体为
一

抗 ， Ｆ ＩＴＣ 标记的羊抗 鼠

ＩｇＧ 为二抗 ， 对配子体蛋 白 ＥｎＧＡＭ２２ 在毒害 艾美耳球虫不 同发育阶段进 彳Ｖ定位 （ 图 １
－

１ ４ ） 。 结果显示 ， 未孢子化卵囊的 卵囊壁因存在二酪氨酸键交联 自 发蓝色荧光 （ 图 Ｂ 、

图 Ｄ 、 图 Ｅ ） ， 第三代裂殖子 （ 图 Ａ ） 以及配子体 （ 图 Ｃ 、 图 Ｆ ） 未 出现 自 发蓝色荧光

现象 ， 单克隆抗体 ２ Ｆ ３（ 图 Ｈ 、 图 Ｉ ） 与 ３ Ｄ ３（ 图 Ｊ ） 均可定位在毒害艾美耳球虫成壁体

以及未孢子化卵囊的 卵囊壁 ， 而不定位在第三代裂殖子 （ 图 Ｇ ） 。 结果表明 Ｅｎｇｆｌｍ２２ 基

因表达产物定位在成壁体 以及未孢子化卵囊 的 卵囊壁 ， ＥｎＧＡＭ２２ 抗原参与 卵囊壁的形

成 。

■■■

■
＿

ｂｅｈｈ

２ ７
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

■■圓

图 ｌ
－

１ ４ Ｅ ｎＧＡＭ２ ２ 蛋 白在裂殖子、 配子体和未孢子化卵囊上的免疫荧光定位 （ ｌ Ｏ ＯＯ ｘ
）

Ｆ ｉ

ｇ ．１
－

１ ４Ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉｏｎｏｆ ＥｎＧＡＭ２ ２ ｉｎｔｈｅｔｈ ｉ ｒｄ
－

ｇｅｎ ｅ ｒａ ｔ ｉｏｎｍ ｅ ｒｏｚ ｏ ｉ ｔ ｅ ｓ 、 ｇａｍ ｅ ｔｏ ｃ ｙｔｅ ｓａｎｄ

ｕｎ ｓｐｏ ｒｏ ｌａ ｔｅｄｏ ｏ ｃｙ ｓ ｔ ｓｏ ｆ Ｅ ．ｎ ｅｃａ ｔｒｉｘ
（

１ ０ ０ 〇 ｘ
）

Ａ－Ｆ ： 虫体 自 发荧光 ；
Ｇ －Ｌ ： 免疫荧光定位结果 ；

Ｍ －Ｒ ： 光镜下 的第三代裂殖子 （ ＭＺ ） 、 卵囊 （ Ｏ ） 、

配子体 （ ＧＡＭ ）
；Ｇ ：Ｍ ｃＡｂ ２ Ｆ３ 免疫荧光定位结果 ；

Ｈ ， Ｉ
：Ｍ ｃＡｂ ２Ｆ３ 免疫荧光定位结果 ；

Ｍ ｃＡｂ

３Ｄ ３ 免疫荧光定位结果 ；
Ｋ ： 鼠抗 ＥｎＧＡＭ２ ２ 抗原多克隆抗体的免疫荧光定位结果 ；

Ｌ ： 小 鼠 阴性

血清的免疫荧光定位结果

Ａ －Ｆ
：Ａ ｕ ｔｏ ｆｌ ｕｏｒｅ ｓｃｅｎ ｃｅ

；Ｇ
－Ｌ ： Ｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｏｃａ ｌ ｉｚａ ｔ ｉｏｎｒｅｓｕ ｌ ｔ ｓ

；Ｍ
－Ｒ ：Ｔｈｅｔｈ ｉ ｒｄ －

ｇｅｎ
ｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ

ｍ ｅｒｏ ｚｏ ｉ ｔ ｅ ｓ
，
ｕｎ ｓｐｏｒｏ ｌａ ｔｅｄｏ ｏｃｙｓ ｔａｎｄ

ｇａｍ ｅ ｔｏ ｃｙｔｅｕｎｄｅｒ ｂｒｉｇｈ ｔ
－ｆｉ ｅ ｌｄ

；
Ｇ ：Ｉｍｍｕｎ ｏ ｆｌｕｏ ｒｅ ｓ ｃｅｎ ｃｅ ｌ ｏｃ ａ ｌ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏｎ

ｒｅｓｕ ｌ ｔ ｓ ｏ ｆ Ｍ ｃＡｂ２ Ｆ ３
；
Ｈ

，
Ｉ ： Ｉｍｍｕｎｏ ｆｌ ｕｏｒｅｓ ｃｅｎｃｅ ｌ ｏ ｃａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎ ｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏ ｆ Ｍ ｃＡｂ２ Ｆ３

； 
Ｊ ： Ｉｍｍ ｕｎｏ ｆｌ ｕｏｒｅ ｓ ｃｅｎｃｅ

ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎｒｅｓｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆＭｃＡｂ３Ｄ ３
；Ｋ ：Ｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏ ｒｅｓｃｅｎｃ ｅ ｌ ｏｃａ ｌ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏｎｒｅｓｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆａｎ ｔ ｉ

－

ｒＥｎＧＡＭ ２ ２

ａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ ；
Ｌ ：Ｉｍｍｕｎ ｏ ｆｌ ｕ ｏ ｒｅｓ ｃｅｎ ｃｅ ｌ ｏｃａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉｏｎｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆ ｎ ｅｇａ ｔ ｉｖｅｓ ｅｒｕｍ

３ 讨论

相 比与 多克隆抗体 ， 单克隆抗体因具有无限生产且特异性高等特点 ， 被作为
一

种

新型工具应用 于原虫发育及致病机制 的研究 。 至今 己有应用抗 弓 形虫卵囊单克隆抗体

鉴定 弓 形虫孢子囊壁和卵囊壁的组成成分 ［
１ ３

］

， 应用抗隐孢子虫卵囊单克隆抗体研宄隐

孢子虫卵囊壁的形成过程 ［
１ ４

］

， 应用抗柔嫩艾美耳球虫配子体单克隆抗体研究柔嫩艾美

耳球虫卵囊 内 外壁的形成过程 ［
１ ５

］

。 本实验室前期研究显示 ［
１ ６

］

， ＥｎＧＡＭ２２ 蛋 白 中 富含的

组氨酸和脯氨酸是卵囊壁形成过程中 的关键氨基酸 ， 且重组抗原 ＥｎＧＡＭ２ ２ 具有 良好

的 免疫保护 效果 ， 因 此本研 宂 以 重组抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 为免疫原制备抗配子体抗原

２ ８
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章 毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体制备与 鉴定及其定位应用

ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体 。 结果显示 ， 成功制备了两株抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原单克隆抗体 ２Ｆ３

和 ３Ｄ３ ， 亚型分别为 ＩｇＧ２ａ 、 ＩｇＧ２ｂ ， 特异性强 ， 纯化后腹水效价分别为 １ ：２５ ６０００ 、 １ ：

６４０００ ， 免疫荧光定位试验结果显示单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 能特异性定位在大配子体

成壁体和未孢子化卵囊的卵囊壁上 ， 表明 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原参与 了 卵囊壁的形成 。

高纯度的免疫原是制备单克隆抗体的关键 ， 天然蛋 白结构复杂且难达到较高纯度 ，

而 原 核 表达 的 重组抗 原 易 获得且表达量 和 纯 度 较 高 ， 因 此本研 宄 用 重组抗 原

ｒＥｎＧＡＭ２２ 作为免疫原制备单克隆抗体 ， 这与 Ｐｏｓｓｅｎｔｉ 等 ［
１ ７

］的免疫方法
一

致 。 虽然 ｐＥＴ
－

２ ８ ａ
（
＋

）
原核表达载体中 Ｈ ｉ ｓ 标签蛋 白是小分子量多肽 ， 但赵向绒等％ ］研宄表明 Ｈ ｉ ｓ 多肽

仍可 以刺激机体产生抗 Ｈ ｉ ｓ 抗体 ， 为了准确筛选 出分泌特异性抗体的阳性杂交瘤细胞 ，

本试验在第
一

次阳性杂交瘤细胞的筛选时利用建立好的 间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法进行筛选 ， 将

重组抗原 以及 Ｈ ｉ ｓ 标签蛋 白作为检测原进行杂交瘤细胞的筛选 ， 在单克隆抗体的特异

性鉴定 中 ， 将 Ｈ ｉ ｓ 标签蛋 白 作为对照进行单克隆抗体的特异性验证 ， 本试验用建立好

的 间接 ＥＬ ＩＳＡ 方法筛选阳性杂交瘤细胞的好处在于快速 、 敏感 、 可大量筛选杂交瘤细

胞孔 ［
１ ９

］

。

本研究制备的小 鼠腹水单抗 ３Ｄ３ 纯化前的效价为 １ ：１ ０２４０００ ， 纯化后的效价为

１ ： ６４０００ ， 相差较大的原因可能在于小 鼠腹水单抗 ３Ｄ ３ 杂质较多 ， 使得 Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ｇ 亲和

层析柱介质与腹水单抗结合率低导致纯化后 的腹水单抗效价较低 ， 后期试验中可先过

滤除杂再延长结合时间 。 在本研究中单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 能特异性识别虫体中天然

配子体中 的 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原 ， 条带大小为 ３ ７ ｋＤａ ， 但识别重组抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 的条带
：
：

大小为 ２９ｋＤａ ， 两者识别条带大小不
一

致的原因可能在于天然蛋 白 存在翻译后的糖基

化 、 磷酸化等加工修饰导致天然蛋 白 的 分子质 量 比重组抗原 的 分子质量大 ［
２ （ ）

］

。 鼠抗

ＥＨＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体识别天然配子体蛋 白提取物的 ３ ５ｋＤａ？３ ７ｋＤａ 三条 目 的条

带 ， 推测可能原因在于成壁体中 的配子体在形成卵囊壁前被某种蛋 白酶水解成多肽导

致的 ， 这与 Ｍｏｕａｆｏ 等研究结果相似 ，
１＾〇皿！

＂

〇 等 ［
１ ５

］报道抗柔嫩艾美耳球虫配子体单抗

Ｅ １ Ｄ８ 也可识别多条不同的天然配子体蛋 白条带 。 本研究制备的单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３

均不与柔嫩 、 堆型 、 巨 型艾美耳球虫配子体蛋 白 提取物发生特异性反应 ， 但 鼠抗

ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体可识别柔嫩 、 堆型艾美耳球虫天然配子体蛋 白提取物 ， 条带

大小约 １ ７ ｋＤ ａ ， 识别 的 巨型艾美耳球虫配子体蛋 白提取物 ， 目 的条带大小在 １ ０
？Ｍ ｋＤ ａ

之间 ， 原因可能在于各球虫配子体之间存在相似的保守氨基酸序列 。

多克隆抗体因识别 多个表位 ， 可放大低表达水平的靶蛋 白信号 ， 能识别 出与免疫

２ ９
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原具有高度 同源性的蛋 白质 ， 而单克隆抗体可填补这些缺陷 ， 单克隆抗体的强特异性

能够准确检测靶抗原 ， 且批次间无差异 ， 在检测组织 中 的抗原时 ， 背景色会低于多克隆

抗体 ， 因此 以两株单抗和 鼠抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体为
一

抗定位 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原

在虫体中 的表达情况 。

单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔ特异性鉴定结果和免疫荧光定位结果
一

致 ，

因此可应用该单抗鉴定 ＥｎＧＡＭ２２ 蛋 白 的抗原表位是否相 同或者相近 ， 以期为开发鉴

别球虫诊断方法和新型表位疫苗等提供信息 。
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第二章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 的抗原表位初步鉴定

抗原表位又称抗原决定簇 ， 是抗原分子表面具有特殊立体构型和免疫活性的化学

基团 ， 是免疫识别的标志 ， 是抗原特异性的结构基础ｈ 所以 ， 明确蛋 白质 的抗原表位

对多肽和新型疫苗分子的设计及诊断试剂的发展具有重要意义 。 为进
一

步研宄毒害艾

美耳球虫 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原的免疫学与生物学功能 ， 本文结合 基因 的氨基酸序

列分析和抗原表位预测结果 ， 将该基因分 ４ 段序列进行截短表达 ， 对表达产物分别用

单克隆抗体 ２Ｆ ３ 和 ３Ｄ ３ 进行免疫印迹试验 ， 鉴定两株单抗抗原表位的所在的肽段 ， 为

进
一

步准确鉴定其抗原表位奠定基础 。

１ 材料与方法

１ ． １ 菌株

表达宿主菌ＢＬ２ １
（
ＤＥ３

）
由本研宄室保存叩￡丁３ ２ ３

（
＋

）
￥１＾＆１１１２２ －

１ ／１１ （＾ １ ０ 、 ？
￡丁３ ２＆

（
＋

）

－

Ｅｎｇａｍ２２ －２／Ｈｏ ｓｔ ｌ ０ 、 ｐＥＴ３２ａ
（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２２ －

３ ／Ｈｏ ｓ ｔ ｌ Ｏ 、 ｐＥＴ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２２ －４／Ｈｏ ｓ ｔ ｌ Ｏ由南

京金斯瑞生物科技公司合成 ； ｐＥＴ
－

３ ２ａ
（
＋

）
、 Ｈｏ ｓ ｔ ｌ Ｏ 由南京金斯瑞生物科技公司提供 。

１ ．２ 主要试剂和仪器

ＴａＫａＲａＭ ｉｎｉＢＥＳＴＰ ｌ ａｓｍｉｄＰｕｒｉｆｉｃａｔ ｉｏｎＫｉ ｔＶｅｒ ．４ ． ０购 自Ｔａｋａｒａ生物技术有限公司 ；

Ｈ ｉｇｈＡｆｆｉｎｉ ｔｙ
Ｎ ｉ

－ＣｈａｒｇｅｄＲｅｓ ｉｎ 亲和纯化层析柱购 自金斯瑞生物科技公司 ；
Ａｎｔｉ

－

６ ＞＜Ｈ ｉ ｓ

标签小 鼠单抗 、 ＨＲＰ 标记羊抗鼠 ＩｇＧ 购 自 ＢＢ Ｉ 公司 ？

， 硝酸纤维素膜购 自 默克公司 ；
ＥＣＬ

化学发光试剂购 自 Ｔａｎｏｎ 公司 ；
ＰＥＧ８０００ 购 自 索莱宝生物科技有限公司 ；

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ

蛋 白上样缓冲液 （ ６ ｘ
） 、 ＴＭＢ 显色液购 自 碧云天生物技术公司 ； 小牛血清 白蛋 白 （ ＢＳＡ ）

购 自 上海生工生物有限公司 ； 氨苄霉素购 自 上海生物工程公 司 ； 分子量 ８０００？ １ ４０００ 透

析袋购 自 Ｂ ＩＯＳＨＡＲＰ 公司 ； 其他相关试剂均为国际分析纯试剂 。

Ｕｎ ｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄ ｌ ｌ 型核酸凝胶成像系统 （ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ ）
；ＪＳ －

３ ８０ 全 自 动数码型凝胶成

像分析仪 （上海培清科技有限公司 ）
；
ＶＣＸ －

１ ３ ０ 型超声波细胞粉碎仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）
；

ＳＵＮＲ ＩＳＥ －ＢＡＳ ＩＣ型酶标仪 （瑞士ＴＥＣＡＮ公司 ）
；
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００／２０００ｃ型超微量核酸

蛋 白测定仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｈ ｓｈｅｒ ）
；ＰｏｗｅｒＰａｃ ｂ ａｓ ｉｃ型ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳仪 （ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ ）

；Ｘ １ Ｒ

３２
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

型高速冷冻离心机 （ Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ）
； 移液器 （ Ｅｐｐｅｎｇｄｏｒｆ公司 ） 。

１ ．３ 截短表达策略

Ｅｎｇａｍ２２ 基因序列 （ ＧｅｎＢ ａｎｋ 的登陆号为 ＫＦ６４９２ ５ ５ ） 拥有
一

个完整的开放阅读框

序列 （ ５６ １ ｂｐ ） ， 编码 １ ８ ６ 个氨基酸 ， 刘丹丹 ［
２

］已分析 了ＥｎＧＡＭ２２ 抗原蛋 白 的亲水性 、

柔性区 、 抗原性 、 表面可能性 、 二级结构和预测抗原决定簇 ， 本文结合其氨基酸序列分

析和抗原表位预测结果 ， 将去除信号肽的 Ｅｎｇａｍ２２ 基因分为相互重叠的 ４ 段基因序列

（表 ２ －

１ ） ， 上游酶切位点选取 ＆〇Ｒ ｌ ， 下游酶切位点 ／／ｆ？ｄＩＩＩ ， 原核表达载体选用 ｐＥＴ
－

３ ２ ａ
（
＋

）
， 送至南京金斯瑞生物科技公司 构建至 Ｈｏｓｔ ｌ Ｏ 中 ， 并将克隆转化至表达宿主菌

ＢＬ２ １
（
ＤＥ３

）中进行诱导表达和抗原表位鉴定 。

表 ２ －

１Ｅｎｇａ／？２２截短合成基因序列

Ｔａｂ ｌｅ２ －

１ＴｒｕｎｃａｔｅｄＥｎｇａｍ２２ｓｙｎ ｔｈｅｔｉｃ
ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓ

Ｎ ａｍ ｅ Ｓｙ
ｎ ｔｈｅ ｔ ｉ ｃ ｓｅｑｕｅｎ ｃｅｓ

 （
５

＇

－

３

＇

） Ｐｏｓ ｉ ｔ ｉｏｎＶｅｃ ｔｏ ｒ

ＧＡＣＧＡＡＧＣＡＣＣＴＧＡＧＴＡＴＣＣＴＴＣＴＣＡＧＣＴＴＧＣＡＧＴＴ

ＧＡＡＡＴＣＧＡＴＣＣＡＧＡＡＧＣＧＡＴＴＡＴＴＧＣＧＡＴＣＣＡＧＣＡＡ

Ｅ ｎＧＡＭ ２２ －

ｌＧＡＴＧＣＡＡＡＣＧＣＣＧＡＣＣＣＡＣＧＴＣＴＣＴＴＴＴＴＣＣＣＡＣＴＧＡＧ ２０
－

７ ３ ａａｐ ＥＴ
－

３ ２ ａ
（

＋
）

ＣＧＧＧＣＴＴＧＴＣＴＣＣＧＣＣＡＡＡＣＴＴＧＴＣＡＡＡＧＴＣＴＴＴＣＡＡＣＣＣ

ＡＡＣＡＴＡＴＡＣＣＣＡ

ＧＴＣＡＡＡＧＴＣＴＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＡＴＡＴＡＣＣＣＡＡＣＣＣＣＴＣＣ

ＴＡＡＴＣＣＣＣＡＧＡＣＡＡＣＴＴＡＣＣＡＣＴＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡＴＣＣＴＣＡＴ

Ｅ ｎＧＡＭ ２ ２
－２ ６４

－

１ １ ２ ａａｐ ＥＴ
－

３ ２ ａ
（
＋

）

ＣＣＣＣＡＴＴＡＴＣＣＧＣＡＴＣＣＴＣＡＧＣＣＡＡＡＴＴＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＣＣ

ＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴ

ＣＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＣＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＣＣＡＴ

ＣＡＡＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＴＣＣＧＡＣＣＡＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＴ

ＥｎＧＡＭ ２２
－

３ １ １ ２
－

１ ５ １ ａａｐ ＥＴ
－

３ ２ ａ
（
＋

）

ＣＣＴＣＡＣＣＡＴＣＡＴＧＡＡＣＡＴＡＣＴＧＴＴＣＡＴＧＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＴＣＡＧ

ＣＡＣＧＣＴＣＡＡＣＡＣＡＡＣＧＧＣＣＡＣ

ＣＡＡＣＡＴＣＡＧＣＡＣＧＣＴＣＡＡＣＡＣＡＡＣＧＧＣＣＡＣＣＡＧＡＡＣＣＡ

ＣＧＧＴＧＧＣＣＣＡＧＣＴＣＡＴＴＡＴＣＡＣＣＡＴＧＡＣＴＡＣＣＡＴＴＴＴＧＣＧＣＡＴ

ＥｎＧＡＭ ２ ２
－

４ １ ４２ －

１ ８６ａａｐＥＴ
－

３ ２ ａ
（
＋

）

ＣＣＴＣＡＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＣＧＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧＣ

ＴＴＡＣＣＧＡＣＡＴＣＡＡＣＴＡＡ

１ ．４ 截短蛋白的诱导表达

选取构建成功 的截短菌株 ， 平板画线过夜培养 ， 挑选单克隆过夜培养 ， 提取质粒转

化至 ＢＬ２ １ 中并涂板 ， 单菌落接种到 ３ ｍＬ ＬＢ 培养液中 （ 含 ｌ ＯＯ
＾
ｉｇ／ｍＬ 氨苄霉素 ） ， ２００

ｒｐｍ 振荡培养 ３ ７
°

Ｃ 过夜 ， 按 １ ：１ ００ 转接种 ５ｍＬ 含相 同浓度抗生素 ＬＢ 中 ， ２００ｒ
ｐ
ｍ

３ ３
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

振荡 ３ ７
°

Ｃ 培养 ２ｈ 加入终浓度 １ｍＭ 的 ｆｆＴＧ 诱导 ４ｈ 。 取 １ｍＬ 诱导菌 ＦＢ Ｓ 洗涤三

次 ， ２ ０〇 ｎＬ ＰＢ Ｓ 重悬菌体 ， 加入 ４０
ｊ

ｘＬ ６ ｘ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 上样缓冲液 ， 煮沸 １ ２ ｍ ｉｎ ， １ ２ ０００

ｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 取 １ ０ 瓜 上清 ， 进行 １ ２％ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 检测表达情况 。

１ ．５ 重组抗原的特异性检测

将诱导阳性的重组菌蛋 白进行 １ ２％ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳 ， 并转移到硝酸纤维素膜 （ＮＣ

膜 ） 上 。 转印结束将 ＮＣ 膜置于含 ３％ Ｂ ＳＡ 封闭液中 ， 室温封 闭 ３ ｈ
； 以 鼠抗 ６ ｘＨ ｉ ｓ 标

签单克隆抗体 （ ３％ ＢＳＡ 封闭液稀释至 ｌ
＾
ｉｇ／ｍＬ ） 为

一

抗 ， 室温下作用 ｌ ｈ
；ＰＢ ＳＴ 洗涤

５ｍ ｉｎ ， 重复 ３ 次 ；
ＨＲＰ 标记的兔抗鼠 ＩｇＧ 为二抗 ， 用 ３％ Ｂ ＳＡ 封闭液 １ ：２ ５ ０００ 稀释

（说明书推荐倍数 ） ， 室温下作用 ｌ ｈ
；ＰＢ ＳＴ 洗涤 ５ ｍ ｉｎ ， 重复 ５ 次 ；

ＥＣＬ 显色 ， Ｔａｎｏｎ－

５２００ 全 自 动化学发光成像分析系统观察结果并扫描拍照 。

１ ．６ 重组抗原的可溶性分析

取 ４ ｍＬ 诱导重组菌 ， 悬浮于 ５ ０〇 ｎＬＰＢ Ｓ 中洗涤 ， 冰浴超声裂解 （ 功率 ３ ０％ ， 超声

２ Ｓ ， 间歇 ３ Ｓ ， ５ ｍ ｉｎ ） ， ４
°

Ｃ １ ２ ０００ ｒｐｍ 离心 １ ５ ｍ ｉｎ ， 分别取上清和沉淀 （沉淀用 ５ ００
（

ｊＬ

ＰＢ Ｓ 稀释 ）
， 进行 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 分析 ， 以确定融合蛋 白存在形式 。

１ ．７ 重组抗原的纯化与复性

将本教研室构建保存的截短重组菌株 ， 接种到 ４ｍＬＬＢ 培养液中 （含 １ ００ｐｇ／ｍＬ

氨苄霉素 ） ， ３ ７
°

Ｃ２００ｒｐｍ 振荡培养过夜 ， 按 １ ：１ ００ 转接 ５ ００ｍＬ 含相 同浓度抗生素

ＬＢ 中 ， ３ ７
°

Ｃ２００ｒｐｍ 振荡培养 ２ｈ ， 加入终浓度为 １ｍＭ 的 ＩＰＴＧ ，３ ７
°

Ｃ２００ｒｐｍ 诱导

４ｈ 。 取诱导菌 ５ ００ｍＬ ， ＰＢ Ｓ 洗涤离心收集菌体重悬于 １ ０ｍＬ ＬＥ 中 ， 冰浴超声裂解 ；

４
°

Ｃ１ ２ ０００ｒｐｍ 离心 １ ５ｍｉｎ ， 回收上清 。 将上清转移到含有 ６ ｘＨ ｉ ｓ 标签 Ｎ ｉ
－ＮＴＡ 亲和纯

化层析柱中 ， ４
°

Ｃ 结合 ６０ｍ ｉｎ ， 期间不断摇晃 ， 使 目 的蛋 白与层析柱充分结合 。用 Ｗａｓｈ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ（ １ ００ ｍＭＮａ２ＨＰ〇４ ， １ ０ ｍＭ Ｔｒｉ ｓ
－Ｃ ｌ ， ３ ０ ｍＭ Ｉｍ ｉｄａｚｏ ｌ ｅ ， ８ Ｍ Ｕｒｅａ ， ｐＨ ９ ． ０ ） 洗潘

层析柱 ， 重复５次 ； 用Ｅ ｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（ １ ００ｍＭＮａ２ＨＰ〇４ ， １ ０ｍＭＴｒｉ ｓ
－Ｃ ｌ ， ５ ００ｍＭ

Ｉｍ ｉｄａｚｏｌｅ ， ８ Ｍ Ｕｒｅａ ， ＰＨ ９ ＿ ０ ） 洗脱蛋 白 ， 重复 ５ 次 ； 收集洗脱液 ， Ａ２ ８０ 紫外光吸收法

测定蛋 白浓度 。 将收集到 的洗脱液转移到透析袋 中 ， 放在 ０ ． １ＭＰＢ Ｓ 中 ４
°

Ｃ 复性 ６？８

ｈ ， 最终 ＰＥＧ ８０００ 浓缩 ， 收集蛋 白 。 Ａ２ ８０ 紫外光吸收法测定蛋 白 的浓度 ， ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ

３４





第二章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 的抗原表位初步鉴定


检测各截短重组抗原的纯化情况 。

１ ． ８ 抗原表位鉴定

ＥＬ Ｉ ＳＡ 鉴定方法见第
一

章 １ ． ６ 、 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 鉴定方法 见第
一

章 １ ． ８ ． ２ 。

２ 结果

２ ． １ 重组抗原的诱导表达

截短 的 各重组 菌 诱 导 表达后进行 ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ 分析 ， 融合蛋 白 ＥｎＧＡＭ２ ２ －

Ｉ 、

ＥｎＧＡＭ ２ ２
－２ 、 Ｅ ｎＧＡＭ２ ２

－

３ 、 ＥｎＧＡＭ２２
－４大小分别为３ ４ ｋＤ ａ 、 ２ ８ ｋＤ ａ 、 ３ ０ ｋＤ ａ 、 ２ ７ ｋＤ ａ ，

与预期大小基本符合 （ 图 ２
－

１ ） 。

Ｍ１２３４５６７８

＿口＿ｆｃｓｉｆｉ

，费，
ｖ

繁爾Ｔ
＇

－ ｖ ＞

３ ５ ｋＤ ａ－？ 祕 ：

２ ５ｋＤ ａ ？ ， ．

图 ２
－

１ 重组抗原 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 分析

Ｆ ｉ

ｇ
． ２

－

１ＳＤ Ｓ － ＦＡＧＥａ ｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｒｅ ｃ ｏｍ ｂ ｉ ｎ ａ ｎ ｔ
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

Ｍ ： 标准蛋 白 质 分子量 ；
１ ：

ｐＥＴ ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅ ｎｇａｍ ２２ －

ｌ ／Ｂ Ｌ２ １ Ｉ ＰＴＧ诱导 ；
２ ：

ｐＥＴ ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅ ｎｇａｍ２ ２ －

ｌ ／Ｂ Ｌ２ １

１ ＰＴＧ未诱导 ；
３ ：ｐＥＴ ３２ａ

（
＋

）

－Ｅ ｎ ｇａｍ２ ２ －

２ ／Ｂ Ｌ２ １ Ｉ ＰＴＧ诱导 ；
４ ：ｐ

ＥＴ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －２ ／Ｂ Ｌ２ １ ＩＰＴＧ

未诱导 ；
５ ：ｐＥＴ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －

３ ／Ｂ Ｌ２ １ Ｉ ＰＴＧ诱导 ；
６ ：ｐ

ＥＴ３ ２ａ
（
＋

）

－Ｅｎ
ｇａｍ２２ －３ ／ＢＬ２ １ ＩＰＴＧ未诱

导 ；
７ ：ｐＥＴ ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎ ｇａｍ２ ２
－４ ／ＢＬ２ １ ＩＰＴＧ诱导 ；

８ ：ｐＥＴ ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －４ ／ＢＬ２ １ Ｉ ＰＴＧ未诱导

Ｍ
：Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ ｗｅ ｉ

ｇ
ｈ ｔ Ｍ ａｒｋ ｅｒ

； １ ：

ｐ
ＥＴ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －

ｌ ／Ｂ Ｌ２ １ ｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ＩＰＴＧ

；
２ ：

ｐＥＴ ３ ２ ａ
（

＋
）

－

Ｅｎｇ ａｍ２ ２ －

１ ／ＢＬ２ １ｕｎ ｉ ｎｄｕｃｅｄｂｙ Ｉ ＰＴＧ
；３ ：ｐＥＴ３ ２ ａ

（
＋

）

－Ｅｎｇ ａｍ２２ －２ ／ＢＬ２ １ ｉ ｎ ｄｕ ｃ ｅｄｂｙ Ｉ ＰＴＧ
；４

：

ｐＥＴ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －２ ／ＢＬ２ １ｕｎ ｉ ｎｄｕｃｅｄｂ
ｙ

ＩＰＴＧ
；
５ ：

ｐＥＴ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －

３ ／ＢＬ２ １ ｉ ｎｄｕｃｅｄｂ
ｙ

Ｉ ＰＴＧ
；

６ ：ｐＥＴ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２
－

３ ／ＢＬ２ １ｕｎ ｉ ｎｄｕｃ ｅｄｂｙＩ ＰＴＧ
；７ ：ｐＥＴ３ ２ａ

（

＋
）

－Ｅｎｇ ａｍ２２ ￣４ ／ＢＬ２ １ ｉ ｎｄｕｃｅｄｂ ｙ

Ｉ ＰＴＧ
；
８ ：

ｐＥＴ ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅ ｎ ｇａ
ｍ ２ ２
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Ｉ ＰＴＧ
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

２ ． ２ 重组抗原的特异性检测

Ｗｅｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测结果显示 ， 体外重组表达的 ４ 段截短的融合蛋 白均能够被抗 Ｈ ｉ ｓ

单抗特异性识别 ， 分别在 ３ ４ ｋＤ ａ 、 ２ ８ ｋＤ ａ 、 ３ ０ ｋＤ ａ 、 ２７ ｋＤ ａ 左右出现 目 的条带 ， 证实

Ｅｎｇ ＜７ｗ ２２ 截短基因在体外成功表达 （ 图 ２ －２ ） 。

Ｍ１２３４

３ ５ｋＤ ａ＞备 吻參

２ ５ ｋＤ ａ＋ — 獅
■

图 ２ －２Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 鉴定融合蛋 白特异性

Ｆ ｉ
ｇ ． ２ －

２Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔａｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｒｅ ｃｏｍ ｂ ｉｎ ａｎ ｔ
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

Ｍ ： 标准蛋 白 分子质量 ；
ｈ
ｐＥＴ３ ２ ａ

（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －

ｌ ／ＢＬ２ １ Ｉ ＰＴＧ 诱导 ；
２ ：

ｐ
ＥＴ３ ２ ａ

（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２ ２
－

２／ＢＬ２ １ Ｉ ＰＴＧ诱导 ；
３ ：ｐＥＴ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －

３ ／ＢＬ２ １ＩＰＴＧ诱导 ；
４ ：ｐＥＴ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －

４ ／Ｂ Ｌ ２ １ＩＰＴＧ诱导

Ｍ ：Ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒｗｅ ｉ ｇｈ ｔＭａｒｋｅｒ
；１

：ｐＥＴ ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇ ａｍ ２ ２ －

ｌ ／ＢＬ２ １ ｉｎｄｕｃ ｅｄｂｙ ＩＰＴＧ
；２ ：

ｐＥＴ３ ２ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －２ ／Ｂ Ｌ２ １ ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ
；

３ ：ｐＥＴ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －

３ ／ＢＬ２ １ ｉ ｎｄｕｃｅｄｂｙ

ＩＰＴＧ
；
４ ：

ｐＥＴ３ ２ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －４ ／Ｂ Ｌ２ １ ｉｎｄｕ ｃｅｄｂｙ
Ｉ ＰＴＧ

２ ．３ 重组抗原的可溶性分析

重组抗原可溶性分析结果显示 （ 图 ２
－

３ ） ，４ 段截短的融合蛋 白均在上清中表达 ， 也

以包涵体的形式表达 ， 其 中主要 以上清表达为主 。

Ｍ ｌ２ ３４ ５６７８

參惑物—

３ ５ｋＤ ａ ？ｍｍ＿＿ ７；

２ ５ｋＤ ａ
￣

＾ｍｍ

３ ６
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第二章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 的抗原表位初步鉴定


图 ２
－３ 重组抗原的可溶性分析
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． ２ －３Ｓｏ ｌ ｕ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｆｕ ｓ ｉｏｎ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ

Ｍ ： 标准蛋 白 质分子量 ；
１ ：

ｐＥＴ ３ ２ａ
（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －

ｌ ／ＢＬ２ １ 诱导后 的超声裂解液上清 ；
２ ：

ｐＥＴ３ ２ ａ
（

＋
）

－

Ｅｎｇ ａｍ２ ２ －

１ ／ＢＬ２ １ 诱导后 的超声裂解液沉淀 ； ３ ：ｐＥＴ ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２ ２ －２ ／ＢＬ２ １ 诱导后 的超声裂解

液上清 ；
４ ：ｐＥＴ ３ ２ ａ

（
＋
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－Ｅｎｇａｍ２２ －２ ／Ｂ Ｌ２ １诱导后 的超声裂解液沉淀 ；
５ ：ｐＥＴ３ ２ ａ

（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ２２ －

３ ／ＢＬ２ １ 诱导后的超声裂解液上清 ；
６ ：ｐ

ＥＴ ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２２ －

３ ／Ｂ Ｌ２ １ 诱导后 的超声裂解液沉淀 ；

７ ：Ｐ
ＥＴ３２ ａ

（
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２ ：Ｓｅｄ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓｏ ｆ

ｐＥＴ ３ ２ ａ
（
＋
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－Ｅｎｇａｍ２ ２ －

１ ／ＢＬ２ １
；３ ：Ｓｕｐｅｒｎ ａ ｔ ａｎ ｔｏｆｐＥＴ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ２２ －２ ／ＢＬ２ １
；４ ：Ｓｅｄ ｉｍｅｎ ｔ ｓｏ ｆ

ｐ
ＥＴ ３ ２ ａ

（

＋
）

－Ｅｎ
ｇ
ａｍ２ ２ －２ ／Ｂ Ｌ２ １

；５ ：Ｓｕｐｅｒｎ ａ ｔａｎ ｔｏｆｐＥＴ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －

３ ／ＢＬ２ １
；６ ：Ｓｅｄ ｉｍ ｅｎ ｔｓｏ ｆ

ｐＥＴ３ ２ ａ
（
＋

）

－Ｅｎ ｇａｍ ２ ２ －

３ ／Ｂ Ｌ２ １
；７ ：Ｓｕｐｅｒｎ ａ ｔ ａｎ ｔｏ ｆ

ｐＥＴ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎｇａｍ ２ ２ －４ ／ＢＬ ２ １
；８ ：Ｓｅｄ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓｏ ｆ

ｐＥＴ３ ２ ａ
（

＋
）

－Ｅｎ
ｇ
ａｍ２ ２ －４ ／Ｂ Ｌ２ １

２ ．４ 重组抗原的纯化与复性

将 ４ 段截短的重组抗原大量诱导表达 ， 超声裂解大肠杆菌 ， 变性蛋 白经含有 Ｈ ｉ ｓ 标

签的 Ｎ Ｉ
－ＮＴＡ 亲和层析柱纯化 。 结果显示蛋 白纯化效果较好 ， 无杂带 （ 图 ２

－４ ） 。

图 ２
－

４ 重组抗原的纯化与复性
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Ｉ ＰＴＧ

２ ．５Ｍ ｃＡｂ ｓ 抗原表位鉴定

截短表达的蛋 白通过 Ｗｅｓ ｔｅｒｎ ｂ ｌ ｏ ｔ 进行鉴定 ， 结果表 明 ， 鼠抗 ＥｎＧＡＭ ２ ２ 抗原 多 克

３ ７
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隆抗体均能特异性识别 ４ 段截短蛋 白 （ 图 ２
－

５
－Ａ ） ， ＭｃＡｂ ｓ２ Ｆ ３ 和 ３ Ｄ ３ 能特异性识别

ＥｎＧＡＭ２２
－４蛋 白 （ 图２

－

５
－Ｂ 、 ２

－

５
－Ｃ ） ， 该结果与ＥＬＩＳＡ结果

一

致 （ 图２
－

５
－Ｄ ） 。 ＭｃＡｂ ｓ

２ Ｆ３ 和 ３ Ｄ ３ 针对的抗原表位段为 ａａ ｌ ４２
－
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图 ２ －

５ 通过 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 和 ＥＬ ＩＳＡ 方法鉴定 Ｍ ｃＡ ｂ ｓ 的抗原表位
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第二章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 的抗原表位初步鉴定


３ 讨论

ＥｎＧＡＭ２ ２ 蛋 白在真核生物界 内为分泌蛋 白 ， 信 号肽位 于 前 １ ９ 位氨基酸 ， 因此本

试验从第 ２０ 位氨基酸开始 ， 将 Ｅｎｇｆｌｗ２２ 基因分为相互重叠的 ４ 个片段 ： ＥｎｇｒｔｗＷ
－

ｌ

（
２ ０－７ ３ ａａ

）
、 Ｅｎ免篇 ２２ －２

（
６４ －

１ １ ２ ａａ
）

、 Ｅｎ糾ｍ２２ －

３
（

１ １ ２
－

１ ５ １ ａａ ） 、 Ｅｎｇ？ｍ２２ －４
（
１ ４２ －

１ ８６ａａ ）
， 分

别构建原核表达载体 ， 转化至宿主菌 Ｂ Ｌ２ １
（
Ｄ Ｅ３

） ， ＩＰＴＧ 诱导表达 。 以制 备的 Ｍ ｃＡｂｓ 为

―

抗 ， 进行 Ｗｅｓ ｔｅｒｎ ｂ ｌ ｏ ｔ 和 ＥＬ Ｉ ＳＡ 方法鉴定 ， 根据反应结果初步鉴定 出单抗 ２Ｆ ３ 和 ３ Ｄ ３

识别 同
？

线性抗原表位段为 ａａ ｌ ４２ －

１ ８ ６ ， 具体抗原表位有待进
一

步的研宄 。

目 前 国 内 外学者 已有应用 鉴定 出 的抗原表位构建表位疫苗进行动物保护试验的研

宄 ， 范久波等 ［
６

］研宄 出 弓 形虫新基因 ＷＸ、 ＷＸ２ 表位疫苗能够保护小 鼠抗 弓形虫感染 ，

李晔 ［

７
］成功构建 日 本血吸虫表膜蛋 Ａ 的二价 多表位疫苗具有显著 的免疫保护效果 。 目 前

随着球虫配子体抗原被不断发现 ， 配子体抗原 亚 单位疫苗 的研 宂逐渐增 多 ， 但毒害艾

美 耳球虫配子体蛋 白 表位疫苗 尚 未有人研究 ， 因此本研宄鉴定 的配子体蛋 白 的抗原表

位 ， 可为 多肽和新型疫苗分子的 设计及诊断试剂的 发展奠定基础 。
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第三章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 对雏鸡的被动免疫保护试验

毒害艾美耳球虫 是 ７ 种鸡球虫中致病性最强的
一

种球虫 ， 主要

危害 ８
？

１ ８ 周龄的青年鸡 ， 可 引 起鸡的急性小肠球虫病 ， 导致育成鸡的大批死亡 ［
１

］

。 近

年来随着黄羽鸡的饲养量不断增多 ［
２

］

， 以及鸡球虫病活虫苗的使用增多 ， 毒害艾美耳球

虫 引 起的急性小肠球虫病越来越多见 ， 给养鸡业造成 巨大的经济损失 。 因此 ， 迫切需要

采用新的策略来防治该病 。 本实验室前期研宄显示 ， 重组抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 能提高免疫

鸡的平均增重 、 降低卵囊产量 ， 并产生高水平的血清抗体 ［
３

］

。 在前 ２ 章 中 ， 成功制备了

２ 株抗毒害艾美耳球虫配子体蛋 白 ＥｎＧＡＭ２２ 的单克隆抗体 ， 免疫荧光定位试验显示单

克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 能特异性的识别大配子体成壁体和卵囊壁 。 在动物体 内 ， 这 ２ 株

单抗能否影响配子体的发育和 卵囊的形成 、 以及卵囊的孢子生殖 ， 从而具有免疫保护

作用 。 为此 ， 本章通过动物试验观察了单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 对毒害艾美耳球虫感染

雏鸡的免疫保护效力 ， 并 以实验室保存的兔抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体进行 比较 ，

为新型球虫疫苗的开发奠定基础 。

１ 材料与方法

１ ． １ 虫株 、 实验动物 、 杂交瘤细胞

毒害艾美耳球虫扬州株 ， 由扬州大学兽医学院寄生虫病学教研室建株并定期传代

保种 。 黄羽鸡 ， 购 自 江苏京海禽业集团有限公司 ， 出雏后运回动物房 ， 词养在严格消毒

无球虫的笼具中 ， 自 由采食饮水 ， 饲喂无抗球虫药的全价词料 ， 在试验前 ２ ｄ ， 每天用

饱和盐水漂浮法粪检卵囊 ， 确定无球虫感染 ；
ＢＡＬＢ／ｃ 小 鼠购 自扬州大学比较医学中心 。

２Ｆ３ 、 ３Ｄ３ 杂交瘤细胞见第
一

章 。

１ ．２ 主要试剂与仪器

主要试剂 ： Ｐｒｏ ｔｅｉｎＧ 纯化介质购 自 金斯瑞生物科技公司 ；
ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 蛋 白上样缓

冲液 （ ６ ｘ
） 、 ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒 （增强型 ） 均购 自 碧云天生物技术公司 ； 其他试

剂均为国产分析纯 。

主要仪器 ： ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００／２０００ｃ 型超微量核酸蛋 白 测定仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ）

；

４０
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第三章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 对雏鸡的被动免疫保护试验


ＰｏｗｅｒＰａｃｂａｓ ｉｃ型ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳仪 （ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ ）
；ＰＹＸ－ＰＨＳ －

３ ５ ０ －Ｂ －

１ １型隔水式电热恒

温培养箱 （ 上海跃进医疗器械有限公司 ） 。

１ ．３ 抗体

单克隆抗体 ２Ｆ ３ 和 ３Ｄ３ 的制备 ， 见第
一

章 ； 兔抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体血

清与正常兔血清 ， 由本实验室制备保存 ； 抗体 ＩｇＧ 纯化方法见第
一

章 １ ． ７ ． ８
； 纯化出

的 ＩｇＧ 用 ＢＣＡ 蛋 白浓度测定试剂盒测定抗体蛋 白浓度 ； 正常 鼠 ＩｇＧ ， 购 自 北京博奥

森生物技术有限公司 。

１ ．４ 试验设计和免疫辦

第
一

次试验 ： 共设 ９ 个组 （表 ３
－

１ ） ， 分别为 ２Ｆ３ 单抗高剂量 （ ２Ｆ３ －Ｈ ） 、 低剂量组

（ ２Ｆ３ －Ｌ ） ， ３Ｄ３ 单抗高剂量 （ ３Ｄ ３
－Ｈ ） 、 低剂量组 （ ３Ｄ３

－Ｌ ） ， 兔多抗 ＩｇＧ 高剂量 （ 多抗

－Ｈ ） 、 低剂量组 （ 多抗 －Ｌ ） ， 正常 鼠 ＩｇＧ 组 （抗体阴性对照组 ， 鼠抗－Ｃ ） ， 朱免疫攻虫组

（ 阳性对照组 ， ＵＣ ） ， 未免疫未攻虫组 （ 阴性对照组 ， ＵＵ ） 。 每组 １ ０ 只鸡 ， 鸡逐只称

重 ， 每组鸡的平均体重相近 。 鸡在 １ ７ 日 龄称重分组后 ， 除了 阴性对照组外 ， 其余组每

鸡经嗉囊感染毒害艾美耳球虫孢子化卵囊 。 感染球虫后第 ３ ｄ 起 ， 各免疫组按规定剂量

经腹腔注射单抗或多抗 ， 每天
一

次 ， 连续使用 ５ｄ 。 阳性对照组和 阴性对照组分别注射

灭菌 ＰＢ Ｓ 液 。 在感染第 ７ ． ５ｄ ， 鸡逐 只称重后每组随机剖杀 ５ 只 ， 观察小肠中部病变 。

表 ３ －

１ 第
一

次试验设计和免疫程序

Ｔａｂ ｌｅ３
－

１Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ ｔａ ｌ ｄｅ ｓ ｉｇｎａｎｄｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｇｒａｍ

，

ａ Ｄ Ｉ攻虫 日 龄 攻虫剂量免疫 日 龄免疫剂量 免疫体积＾▲ ，又



（ ｄ ）



（

Ｊ＾
）



（ ｄ ）



（
＾
ｇ）


（
ｆ

ｘＬ ）



＇

 ２Ｆ３ －Ｈ １ ７ ｌ ． Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４ ２０ －２４ １ ５ ０２００腹腔注射

２Ｆ３ －Ｌ １ ７ ｌ ．Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４ ２０ －２４ ７ ５ ２００腹腔注射

３Ｄ ３ －Ｈ １ ７ ｌ ．〇 ｘ
ｌ 〇

４ ２０ －２４ １ ５ ０２００腹腔注射

３Ｄ ３
－Ｌ １ ７ ｌ ． 〇 ｘ ｌ 〇

４ ２ ０ －２４ ７ ５ ２００腹腔注射

多抗 －Ｈ １ ７ ｌ ． Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４２０ －２４ １ ５ ０２００腹腔注射

多抗－Ｌ １ ７ ｌ ． Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４２０ －２４ ７５ ２００腹腔注射

鼠抗－Ｃ １ ７ ｌ ． Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４２０
－２４ １ ５ ０２００腹腔注射

ＵＣ １ ７ ｌ ．〇 ｘ
ｌ 〇

４ ／ ／ ２００腹腔注射

ＵＵ １ ７ ／ ／ ／２００腹腔注射

４ １
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

余下的 ５ 只鸡 ， 每天收集粪便 ， 进行卵囊计数 ， 直至感染后第 １ ３ｄ ， 统计卵囊产

量 。 在感染后粪便查见毒害艾美耳球虫卵囊的第 ３ ｄ ， 分离粪便中 卵囊 ， 进行孢子化培

养 ， 观察卵囊的孢子化情况 。 感染后第 １ ３ｄ ， 鸡逐只称重后结束试验 。

第二次试验 ： 根据第
一

次试验结果 ， 选择单抗 ２Ｆ ３ 与兔多抗进行单免和联合免疫

保护试验 。 共分 ７ 个组 （表 ３
－２ ） ， 分别为 ２Ｆ３ 单抗组 （ ２Ｆ ３ ） ， 兔多抗 ＩｇＧ 组 （ 多抗 ） ，

联合免疫组 （ ２Ｆ ３
－多抗 ） ， 正常 鼠 ＩｇＧ 组 （ 鼠抗体阴性对照组 ， 鼠抗 －Ｃ ） ， 正常兔 ＩｇＧ 组

（ 兔抗体阴性对照组 ， 兔抗 －Ｃ ） ， 未免疫攻虫组 （ 阳性对照组 ， ＵＣ ） ， 未免疫未攻虫组

（ 阴性对照组 ， ＵＵ ） 。 除 了鸡 日龄为 １ ５ 日 龄外 ， 其余 内容均与第
一

次试验相 同 。

表 ３ －２ 第二次试验浙和免疫辦

Ｔａｂ ｌｅ３ －

２Ｅｘｐｅｒ ｉｍ ｅｎ ｔａ ｌｄｅ ｓｉｇｎａｎｄｉｍｍｕｎｅ
ｐｒｏｇｒａｍ

＾攻虫 日 龄 攻虫剂量

￣￣

免疫 日龄 免疫剂量

￣￣

免疫体积

￣̄

■ （ ｄ ） （ 羽 ） （ ｄ ）＿ （ ＵＬ ）

她^

２Ｆ３ １ ５ ｌ ． 〇 ｘ
ｌ 〇

４ １ ８
－２２ １ ５ ０ ２００腹腔注射

多抗 １ ５ ｌ ． 〇 ｘ
ｌ 〇

４ １ ８ －２２ １ ５ ０ ２００腹腔注射

２Ｆ３ －多抗 １ ５ ｌ ． 〇 ｘ
ｌ 〇

４ １ ８ －２２ １ ５ ０＋ １ ５０２００腹腔注射

鼠抗－Ｃ １ ５ ｌ ． 〇 ｘ
ｌ 〇

４ １ ８
－２２ １ ５ ０ ２００腹腔注射

兔抗－Ｃ １ ５ ｌ ． Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４ １ ８
－２２ １ ５ ０ ２００腹腔注射

ＵＣ １ ５ ｌ ． Ｏ ｘ
ｌ Ｏ

４ ／ ／ ／腹腔注射

ＵＵ １ ５ ／ ／ ／ ／腹腔注射

１ ．５ 临床观察

攻虫后每天观察各组鸡的食欲 、 粪便 、 精神状况 ， 每隔 １ ２ ｈ 统计
一

次排 出血便数 。

死亡鸡称重后剖检 ， 判定其是否死于球虫病 。

１ ．６ 卵襄计数与卵囊产量

鸡感染球虫卵囊后 ， 从粪便出现卵囊至试验结束 ， 每隔 ２４ｈ 收集各组鸡的粪便 ，

采用 ＭａｃＭａｓｔｅｒ 法计算卵囊数 ； 试验结束时扑杀鸡 ， 取盲肠 ， 采用 同样方法计算盲肠

中卵囊数 。 最后 ， 统计粪便与盲肠的卵囊总量 ， 除 以每组的鸡数 ， 即得各组的每鸡平均

排卵囊量 。 具体步骤参照陶建平等 ［
４

］方法 。

１ ．７ 卵襄孢子化培养

４ ２
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感染后粪便出现卵囊的第 ３ ｄ ， 按照李巧巧 ［
５

］的方法分离粪便 中 卵囊 ， 并将卵囊放

入含 ２ ． ５％重铬酸钾溶液的锥形瓶中 ， 置于 ２ ８
°

Ｃ 恒温培养箱 中培养 ， 每天定时摇晃锥

形瓶 ６ 次 以上 ， 培养 ３ ｄ 。

１ ．８ 免疫Ｗ效果评价指标

（ １ ） 成活率 （ ％ ）
＝

（ 成活鸡数 ／试验开始时鸡数 ）
Ｘ

１ ００％ 。

（ ２ ） 相对增重率 （ ％ ）
＝

（ 免疫攻虫组或未免疫攻虫组的平均增重 ／未免疫未攻虫

组的平均增重 ）
ｘ

ｌ 〇〇％ 。 其中 ： 平均增重 １
＝免疫结束时体重

一

攻虫时体重 ， 平均增重

２
＝试验结束时体重

一

攻虫时体重 。 平均增重 １ 每组 １ ０ 只鸡 ， 平均增重 ２ 每组 ５ 只鸡 。

（ ３ ） 病变记分 ： 肠道病变记分标准参照 Ｊｏｈｎｓｏｎ 和 Ｒｅ ｉｄ％Ｅ 卩 ： ０ 分 ： 未见病变 ；

１ 分 ： 小肠中部有散在的针点状 出血点和 白 色斑点 ， 黏膜损伤不 明 显 ；
２ 分 ： 小肠中段

有多量的 出血点 ， 肠管稍肿胀 ；
３ 分 ： 肠道出血 ， 浆膜面布有红色出血点或 白斑 ， 肠壁

增厚 ， 肠道有 明显肿胀 ， 内容物为粘液及血液 ；
４ 分 ： 小肠因严重 出 血呈暗红色 ， 小肠

肠道 内有红褐色粘液 ， 整个小肠的肠壁增厚 、 肿胀 。

（ ４ ） 卵囊减少率 （ ％ ）
＝

［
（ 未免疫攻虫组排卵囊数

一

免疫攻虫组排卵囊数 ） ／未免

疫攻虫组排卵囊数
］

ｘ
１ ００％ 。

（ ５ ） 卵囊孢子化率 ： 卵囊培养 ３ ｄ 后 ， 取
一

滴 卵囊液滴加在洁净载玻片上 ， 盖上

盖玻片后用生物显微镜 （ １ ０ ｘ４０ 倍 ） 观察卵囊结构 ， 统计 １ ００ 个卵囊中 的孢子化卵囊

数 。 每组样品验重复 ２ 次 ， 取平均值 。

２ 结果

２ ． １ 临床观察

第
一

次试验 ： 在攻虫后前 １ ２０ ｈ ， 各试验组所有鸡 只精神 、 采食 、 饮水 以及排 出 的

粪便性状均正常 。 攻虫后 １ ３２ ｈ 左右 ， 各试验组均相继出现血便 ， 同时鸡群出现精神沉

郁 、 食欲减退、 羽毛粗乱 ， 缩头呆立等症状 。 攻虫后 １ ５６ ｈ 各组排出血便最多 。 攻虫后

１ ８０ ｈ 鸡群食欲精祌状态 、 采食饮水逐渐恢复 ， 血便数下降 。 在试验结束前 ， 未免疫攻

虫组仍有少量血便 。 与未免疫攻虫组和正常 鼠 ＩｇＧ 组相 比 ， 免疫攻虫组症状轻 、 排 出

血便少 ， 其中兔多抗 Ｉ
ｇ
Ｇ 高剂量组排出 的血便数最少 ， ２Ｆ３ 单抗高剂量组和 ３Ｄ３ 单抗

４ ３
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

高剂量组接近 （表 ３
－３ ） 。

表 ３ －３ 第
一

次试验各组鸡血便统计结果

Ｔａｂ ｌｅ３－３Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ ｂ ｌｏｏｄｙ
ｓｔｏｏｌ ｉｎｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐｐｏ ｓ ｔ
－

ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ

？鸡数感染后小时
■

（ ｈ ）

ｎ


＾


（ 只 ）９６ １ ０ ８ １ ２ ０ １ ３ ２ １ ４４ １ ５６ １ ６ ８ １ ８０
^

２Ｆ３ －Ｈ １ ０００００ １ ３ １ ５ １ ３５４６

２Ｆ３
－Ｌ １ ０００００ １ ４ １ ６ １ ３９５ ２

３Ｄ ３ －Ｈ １ ０００００７ １ ６ １ ２ １ ０４ ５

３Ｄ ３
－Ｌ １ ０００００ １ ５２ ０ １ ４８５ ７

多抗－Ｈ １ ０００００７ １ ６ １ ３６４２

多抗－Ｌ １ ０００００ １ ２ １ ８ １ ６８５４

鼠抗－Ｃ １ ０００００ １ ６ １ ９ １ ６ １ ２６ ３

ＵＣ １ ００００２２３３ ８２０６８ ９

ＵＵ １ ００ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ００

第二次试验 ： 在攻虫后前 １ ２０ ｈ ， 各试验组所有鸡 只精神 、 采食 、 饮水 以及排出 的

粪便性状均正常 。 攻虫后 １ ３ ２ｈ 左右 ， 未免疫攻虫组 、 正常 鼠 ＩｇＧ 组和正常兔 ＩｇＧ 组

的临床症状与第
一

次试验相 同 。 攻虫后 １ ５ ６ ｈ 各组排出血便最多 。 攻虫后 １ ８０ ｈ 鸡群食

欲精神状态 、 采食饮水逐渐恢复 ， 血便数下降 。 在试验结束前 ， 未免疫攻虫组仍有少量

血便 。 与未免疫攻虫组 、 正常 鼠 ＩｇＧ 组和正常兔 Ｉ
ｇＧ 组相 比 ， 免疫攻虫组症状轻 、 排

出血便少 ， 其中联合免疫组和 ２Ｆ３ 单抗组接近 （表 ３
－４ ） 。

表 ３一 第二次试验各鹏血便统计结果



Ｔａｂ ｌｅ３
－４Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ ｂ ｌｏｏｄｙ

ｓｔｏｏｌ ｉｎｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｐｏｓｔ

－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅｄ


， ｎ ｎ ，鸡数感染后小时 （ ｈ ）合计
组另 ｌ ｌ ／ 门 、



（ 只 ）９６ １ ０ ８ １ ２０ １ ３ ２ １ ４４ １ ５６ １ ６８ １ ８ ０


２Ｆ３ １ ０００００ １ ３ １ ４ １ ０ ９４６

多抗 １ ０００００ １ ０２４ １ ６ ７５ ７

２Ｆ３ －多抗 １ ０００００ １ １ １ ９ １ ３ ５４８

鼠抗－Ｃ １ ０００００ １ ９ ３ ０２２ １ ５ ８ ６

兔抗 －Ｃ １ ００００ １２０２ ５２０ １ ３７ ９

ＵＣ １ ００００４２４ ３ ５２４ １ ０９７

ＵＵ １ ００ ０ ０ ０ ００ ０ ００

２ ．２ 平均增重与相对增重率

第
一

次试验的平均增重与相对増重率见表 ３
－

５ 。 平均增重 １ ， 除 了３Ｄ ３ 单抗低剂量

组 ， 免疫组的平均增重显著高于未免疫攻虫组 （Ｐ＜ ０ ．０５ ） ， 均显著低于未免疫未攻虫组

４４
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

（ Ｐ＜ ０ ． ０５ ） 。 ２Ｆ３ 单抗高剂量组相对增重率最高 ， 其次为 ２Ｆ３ 单抗低剂量组和兔多抗

ＩｇＧ 高剂量组 。 平均增重 ２ ， 除 了３Ｄ３ 单抗高 、 低剂量组 ， 免疫组的平均增重显著高于

未免疫攻虫组 （ 户＜ ０ ． ０５ ） ， 均显著低于未免疫未攻虫组 （户＜ ０ ． ０５ ） 。 ３Ｄ ３ 单抗高 、 低剂

量组与未免疫攻虫组和正常 鼠 ＩｇＧ 组差异不显著 （ Ｐ＜０ ． ０５ ） 。

表 ３ －５ 第
一

次纖各鹏平均增重与相卿重率

Ｔａｂ ｌｅ ３－５Ａｖｅｒａｇｅｗｅ ｉ
ｇ
ｈｔ

ｇａ ｉｎａｎｄｒｅ ｌａｔｉｖｅｗｅ ｉｇｈｔ
ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ ｓｏｆ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐｐｏｓ ｔ
－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅ

平均增重 ｒ相对增重率 ｒ平均增重 ２ §

￣￣

相对增重率 ｖ
组别



（ ｇ ）



（ ％ ）



（ ｇ
）



（ ％ ）

２Ｆ３ －Ｈ １ １ ２ ． ６０士６ ． ５
ｂ ７０ ． ９５ １ ８ ９ ．４０± １ ４ ． １ ９

ｂ８ １ ．４９

２Ｆ３ －Ｌ １ ０ ８ ． ８ ０士８ ． ２６
ｂ６８ ． ５ ５ １ ９ １ ．２０±９ ． ６３

ｂ ８ ２ ． ２７

３Ｄ ３
－Ｈ １ ０３ ． ００±９ ．４３

ｂ６４ ． ９０ １ ７ １ ．４０± １ １ ． ２６
ａｂ７３ ． ７５

３Ｄ ３
－Ｌ ８０ ． １ ０±７ ． １ ９

ａｂ ５ ０ ． ７ ９ １ ４４ ． ６０±７ ． ３ ３
ａ

 ６２ ．２２

多抗－Ｈ １ ０７ ．２０士 １ ３ ＿４
ｂ６７ ． ５４ １ ９７ ． ６０± １ ２ ． ７７

ｂ８ ５ ． ０２

多抗 －Ｌ ９ １ ． １ ０±７ ．２２
ｂ ５ ７ ．４０ １ ９４ ． ２０±７ ． ３ ５

ｂ ８ ３ ． ５ ６

鼠抗－Ｃ ６ １ ． ３ ０±４ ． １ ３
ａ

 ３ ８ ． ６２ １ ５４ ． ６０± １ ５ ． ２４
ａ６６ ． ５２

ＵＣ ５ ３ ．４０±６ ． １ ５
ａ

 ３ ３ ． ６４ １ ４７ ． ８ ０士５ ． ５ ６
ａ ６ ３ ． ５ ９

ＵＵ １ ５ ８ ． ７０±７ ． ８ ８
ｃ １ ００ ． ００ ２３２ ．４０士  １ ０ ． １ １

ｃ １ ００ ． ００

注 ： 表中 同列不 同字母数值间差异显著 （ Ｐ＜〇 ．〇５ ）
；

＊为每组 １ ０ 只鸡 ， §为每组 ５ 只鸡 。 Ｎｏ ｔｅ ：

Ｔｈｅ ｄａ ｔｅ ｗ ｉ ｔｈ ａ ｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔ  ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎｓ ｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎ ｔ ｄｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅ
 （
Ｐ＜０ ． ０５

） ； 

＊
 １ ０ｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓ

ｐｅ ｒ
ｇｒｏ ｕｐ ，§

５ｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓ

ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ ．

第二次试验的平均增重与相对增重率见表 ３
－６ 。 平均增重 １ ， 免疫组的平均增重显

著高于未免疫攻虫组 （ ＾＜ ０ ． ０５ ） ， 均显著低于未免疫未攻虫组 （ ＰＣ ０ ． ０５ ） 。 联合免疫组

相对增重最高 ， 其次为兔多抗 ＩｇＧ 高剂量组 ， ２Ｆ３ 单抗低剂量组最低 ， 但三者间差异不

显著 （ ＰＸＸ０５ ） 。 平均增重 ２ ， 免疫组的平均增重情况与平均增重 １ 结果相似 ， 相对增

重率 ２ 比相对增重率 １ 高 。

表 ３ －６ 第二次试验各组鸦平均增重与相对增重率

Ｔａｂ ｌｅ３ －６Ａｖｅｒａｇｅｗｅ ｉｇｈｔ
ｇａ ｉｎａｎｄｒｅ ｌａ ｔｉｖｅ ｗ ｅ ｉｇ

ｈ ｔ
ｇｒｏｗｔｈｒａ ｔｅ ｓｏ ｆ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐｐｏ ｓｔ
－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅ

／ ｎ ａ ，平均增重 １

＊相对增重率 １

＊平均增重 ２ §相对增重率 ２ §

幺日 另 ｜
ｊ

（ ｇ ） （ ％ ） （
ｇ

） （ ％ ）

２Ｆ３ １ １ ９ ．９９± １ ４ ． ５ ２
ｂ６６ ． ２３ ２０ ８ ． ５ ８±８ ．４８

ｂ ７９ ． ３ ９

多抗 １ ２４ ．４８± １ １ ． ５ ０
ｂ６７ ． ２６ ２ １ １ ． ５ ６±２２ ． ００

ｂ ８０ ． ５ ３

２Ｆ３ －多抗 １ ２２ ． ８４±８ ． １ ６
ｂ ６８ ．２２ ２ １ ７ ．４０± １ ４ ． ５ １

ｂ ８２ ． ７ ５

鼠抗 －Ｃ ５ ５ ． ０２±５ ． ７０
ａ ３ ３ ． １ ３ １ ３ ６ ． ２６± １ ０ ． ０２

ａ

 ５ １ ． ８６

兔抗－Ｃ ５ ６ ． ３ ５士４ ． ２０
ａ ３ ３ ． ９ ３ １ ４６ ． ７０± １ ２ ． ００

ａ ５ ５ ． ８４

ＵＣ ５０ ． ３ ２±４ ．３ ８
ａ ３ ０ ． ３０ １ ３４ ．４２土  １ ０ ． ７０

ａ ５ １ ． １ ６

ＵＵ １ ６６ ．０６±９ ． ９５
ｃ １ ００ ． ００２６２ ． ７０± １ ０ ． ０４

ｃ

 １ ００ ． ００

注 ： 表 中 同列不 同字母数值间差异显著 （ Ｐ＜０ ． ０５ ）
；＊为每组 １ ０ 只 鸡 ，

§为每组 ５ 只鸡 。 Ｎｏ ｔｅ ：

４ ５





硕士学位论文


Ｔｈｅ ｄａ ｔｅ ｗ ｉ ｔｈ ａ ｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔ  ｌｅ ｔ ｔｅｒｓ ｍｅａｎｓ ｓ ｉｇｎ ｉ ｆｉｃａｎ ｔ ｄｉ ｆｆｅｒｅｎｃｅ
 （
／

＊＜０ ．０５
）

；
＊
１ ０ｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓ

ｐｅ ｒ
ｇｒｏｕｐ ，§

５ｃｈ ｉ ｃｋｅｎｓ

ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ ．

２ ．３ 成活率和肠道病变记分

第
一

次试验各组鸡的成活率和肠道病变记分见表 ３
－

７ 。 在整个试验期 间 ， 免疫组均

无鸡只死亡 ， 成活率均为 １ ００％ 。 各免疫组病变记分均小于未免疫攻虫组 ， 其中兔多抗

ＩｇＧ 高剂量组的病变记分最低 ， 与未免疫攻虫组相 比差异显著 （ Ｐ＜ ０ ． ０５ ） 。 除 了３Ｄ３ 单

抗低剂量组 ， 在病变记分与未免疫攻虫组和正常 鼠 ＩｇＧ 组间差异不显著 （ ｉ
＞＞０ ． ０５ ） ， 其

他免疫组的肠道病变记分均显著低于未免疫攻虫组和正常 鼠 ＩｇＧ 组 （ Ｐ＜０ ． ０５ ） 。

Ｔａｂ ｌｅ ３ －７ 第
一

次试验各组鸡的肠道病变记分



Ｔａｂ ｌｅ３ －７ Ｔｈｅｍｏｒｔａ ｌ ｉ ｔｙ
ｒａ ｔｅａｎｄ

ｐａ ｔｈｏ ｌｏｇｉｃａ ｌｓｃｏｒｅｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｐｏ ｓ ｔ

－

ｃｈ ａ ｌ ｌｅｎｇ


Ｐ ｌ
｜
鸡数成活鸡数成活率

组别 （ 只 ） （ 只 ） （

〇

／？ ）平均肠道记分 ＊

２Ｆ３ －Ｈ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ３０±０ ． ２０
ｂ

２Ｆ３ －Ｌ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ２０±０ ．２０
ｂ

３Ｄ３
－Ｈ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． １ ０±〇 ． ３ ３

ｂ

３Ｄ ３ －Ｌ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ５ ０±０ ． ２２
ｂｃ

多抗 －Ｈ １ ０ １ ０ １ ００ １ ． ９０±０ ．２４
ｂ

多抗 －Ｌ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ２０±０ ． １ ２
ｂ

鼠抗 －Ｃ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ９０±０ ． １ ０
ｃ

ＵＣ １ ０ １ ０ １ ００ ３ ． ００±０ ． １ ０
ｃ

ＵＵ １ ０ １ ０ １ ００ ０ ． ００±０ ． ００
ａ

注 ： 表中 同列不同字母数值间差异显著 （ 尸＜０ ． ０５ ） ；
＊
５ 只鸡 。 Ｎｏ ｔｅ ： Ｔｈｅ ｄａｔｅ ｗ ｉｔｈ ａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ

ｍｅａｎｓｓ ｉｇｎ ｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
（
尸＜０ ． ０５

）
．
＊
ｆｉｖｅｃｈ ｉｃｋｅｎｓ ．

第二次试验各组鸡的成活率和肠道病变记分见表 ３
－

８ 。 在整个试验期间 ， 免疫组均

无鸡只死亡 ， 成活率均为 １ ００％ 。 攻虫后第 ８ｄ 所有成活鸡剖杀剖检 ， 进行病变记分 。

各免疫组病变记分均小于未免疫攻虫组 ， 其中联合免疫组的病变记分最低 ， 各免疫组

病变记分与未免疫攻虫组 、 正常 鼠 ＩｇＧ 组和正常兔 ＩｇＧ 组间相 比显著降低 （ 尸＜０ ． ０５ ） 。

４ ６





第三章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 对雏鸡的被动免疫保护试验


表 ３ －８ 第二次试验各组鸡病死率和平均肠道病变记分

Ｔａｂ ｌｅ３ －８Ｔｈｅｍｏｒｔａ ｌｉ ｔｙ
ｒａ ｔｅａｎｄ

ｐａｔｈｏ ｌｏｇ
ｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｏｆ ｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐｐｏ ｓｔ
－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅ

Ａｎ〇
 ，

，

ａ
，成活鸡数成活率 ＸＶ ＊组别鸡数 （ 只 ） ， ｎ 、 〇

．平均肠道记分 ＊

２Ｆ３ １ ０ １ ０ １ ００ １ ． ９０±０ ． １ ８
ｂ

多抗 １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ００±０ ． １ ５
ｂ

２Ｆ３ －多抗 １ ０ １ ０ １ ００ １ ． ８ ０±０ ． ３ ３
ｂ

鼠抗－Ｃ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ５ ０士０ ． １ ５
ｃ

兔抗－Ｃ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ６０土０ ． １ ８
ｃ

ＵＣ １ ０ １ ０ １ ００ ２ ． ９０士０ ． １ ０
ｃ

ＵＵ １ ０ １ ０ １ ００ ０ ． ００土０ ． ００
ａ

注 ： 表 中 同列不 同字母数值间差异显著 （ Ｐ＜０ ． ０５ ）
；

＊
５ 只鸡 。 Ｎｏ ｔｅ ： Ｔｈｅ ｄａ ｔｅ ｗ ｉ ｔｈ ａ ｄｉｆｆｅｒｅｎ ｔ  ｌｅ ｔｔｅｒｓ

ｍ ｅａｎ ｓｓ ｉ

ｇ
ｎ ｉｆｉｃａｎ ｔ ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

（
Ｐ＜０ ． ０５

）
．
＊
ｆｉｖｅｃｈｉｃｋｅｎｓ ．

２ ．４ 卵囊产量与卵囊减少率

第
一

试验各组鸡卵囊产量与卵囊减少率见表 ３
－９ 。 未免疫攻虫组卵囊产量最高 ， 为

平均每 只鸡 ２２ ． ７４ ｘ
ｌ ０

６

个卵囊 。 在各免疫组间 ， 兔多抗 Ｉ
ｇＧ 高剂量组卵囊产量最低 ， 为

每鸡 ９ ． ５４ ｘ
ｌ 〇

６

个卵囊 ， 卵囊减少率为 ５ ８ ． ０４％ ， 其次为 ２Ｆ３ 单抗高剂量组和兔多抗 ＩｇＧ

表 ３ －９ 第
一

次试验各组鸡卵嚢产量与卵囊减少率

Ｔａｂ ｌｅ ３ －９Ｔｈｅｏｏｃｙｓｔ ｏｕ ｔｐｕ ｔａｎｄｒｅｄｕｃ ｔ ｉｏｎｏｆ ｅａ ｃｈ
ｇｒｏｕｐｐｏ ｓｔ

－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅ

平均卵囊量 Ｏ １ ０
６

） 卵囊减

组别 盲肠盲肠少率
７ ｄ８ ｄ９ ｄ １ ０ｄ １ １ｄ １ ２ｄ １ ３ｄ＿＿＿＿总计

卵囊 １卵囊 ２ （ ／ｏ ）

２Ｆ３ －Ｈ０ ． ２ ２０ ． ８ ６２ ． ８４２ ． ２ ６ １ ． ９ ２ １ ． ８ ２０ ． ３ ６０ ． ２ ８０ ． ０２ １ ０ ． ５ ８５ ３ ．４７

２Ｆ３ －Ｌ０ ． ６００ ＊ ８０２ ． ３ ２２ ．６８２ ． ５ ８ １ ． ２ ８０ ． ８ ００ ． ３ １０ ． ０３ １ １ ．４０４ ９ ． ８ ７

３Ｄ ３
－Ｈ０ ．６４ １ ．２４３ ． ２４３ ． ０７２ ． ９４０ ． ６００ ．２ ６０ ．４ １０ ． ０４ １ ２ ．４４４５ ．２９

３Ｄ ３
－Ｌ０ ． ５ ２ １ ． ３０ １ ． ７８３ ． ０８２ ． ５ ３ １ ． ９２０ ． ９００ ． ５ ７０ ． ０６ １ ２ ． ６６４４ ． ３ ３

多抗－Ｈ０ ． ９４０ ． ９６２ ． ９４２ ． ６２０ ． ９００ ． ７ ８０ ． ０ ８０ ． ３ １０ ． ０ １９ ． ５４５ ８ ． ０４

多抗－Ｌ０ ． ６ ８２ ． １ ６３ ．００２ ． ６２ １ ．７ ００ ． ５ ００ ． １ ００ ． ３ ９０ ． ０５ １ １ ． ２０５０ ． ７４

鼠抗 －Ｃ １ ． １ ０ １ ． ９ ８２ ． ５２３ ． １ ８２ ．４４２ ． ０２０ ．２００ ． ５ ６０ ， １ ０ １ ４ ． １ ０３ ７ ． ９９

ＵＣ １ ． ６６６ ．４ ３４ ． ３ ８３ ． ８ ０２ ． ９２ １ ． ７ ８ １ ． ０００ ． ６４０ ． １ ３２２ ． ７４－

ＵＵ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ００ ０ ００

４ ７
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低剂量组 ， 卵囊产量分别为每鸡 ｌ 〇 ． ５ ８ ｘ ｌ 〇
６

个卵囊和 １ １ ．２ ｘ
ｌ 〇

６

个卵囊 ， 卵囊减少率为

５ ３ ．４７％和 ５０ ． ７４％ 。 在两种单抗免疫组中 ， ３Ｄ３ 单抗低剂量组卵囊产量低于 ２Ｆ３ 单抗高

剂量组 。

第二次试验各组鸡卵囊产量与卵囊减少率见表 ３
－

１ ０ 。 未免疫攻虫组卵囊产量最高 ，

为平均每只鸡 ２２ ． ６４ ｘ
ｌ 〇

６ 个卵囊 。 在各免疫组间 ， 联合免疫组卵囊产量最低 ， 为每鸡

９ ．２２ ｘ ｌ 〇
６

个卵囊 ， 卵囊减少率为 ５ ９ ． ２ ８％ ， 其次为兔多抗 ＩｇＧ 组和 ２Ｆ ３ 单抗组 ， 卵囊产

量分别为每鸡 ９ ． ８４ ｘ
ｌ 〇

６个卵囊和 ｌ 〇 ． ６ ８ ｘ ｌ 〇
６

个卵囊 ， 卵囊减少率分别为 ５ ６ ． ５４％和 ５２ ． ８ ３％ 。

在联合免疫组与单独免疫组比较中 ， 联合免疫组卵囊产量低于单独免疫组 。

表 ３ －

１０ 第二次试验各ｍ卵囊产量与卵囊减少率

Ｔａｂ ｌｅ３ －

１０Ｔｈｅｏｏｃｙｓ ｔ ｏｕ ｔｐｕｔ ａｎｄｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐｐｏ ｓｔ

－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅ



平均卵囊量 １（
ｘ

ｌ 〇
６

）



卵囊减

组别 盲肠盲肠少率
７ ｄ８ ｄ９ ｄ １ ０ｄｌ ｉ ｄ１ ２ｄ１ ３ｄ＾＾＾＾总计

卵囊 １卵囊 ２ ｛ ／ｏ ）

２Ｆ３０ ． ９６ １ ． ８４１ ． ３ ８２ ． ０３２ ． ００１ ． ２ ００ ． ７００ ．４７０ ． １ ０ １ ０ ． ６８５２ ． ８ ３

多抗 １ ． ３ ０ １ ． ００２ ． ０３ １ ． ７ ６１ ．４６１ ．０００ ． ８ ００ ．４００ ． ０９９ ． ８４５ ６ ． ５４

２Ｆ３
－多抗０ ． ９８ １ ． ００１ ． ６０２ ． ２０１ ． ６０１ ．０００ ．４６０ ． ３ ２０ ． ０６９ ． ２２５ ９ ． ２ ８

鼠抗 －Ｃ １ ． ５ ８ １ ． ２ ０２ ． ０５３ ． ９４２ ． ９０１ ．００１ ．４２０ ． ５ ２０ ． １ ５ １ ４ ． ７ ６３４ ． ８ １

兔抗 －Ｃ １ ． ００ １ ． ７２３ ． １ ８３ ． ３ ２３ ． ８４１ ． ６ ８０ ． ５ ５０ ． ５ ００ ． １ ４ １ ５ ． ９ ３２ ９ ． ６４

ＵＣ １ ． ８ ８３ ．４６３ ． ６０６ ． ９０２ ． ６０２ ． ２０１ ． ２ ８０ ． ５ ６０ ． １ ６２２ ． ６４－

ＵＵ００ ０ ０ ０ ０ ００ ０ ００

２ ．５ 卵襄孢子化率

第
一

次试验各组的卵囊孢子化率见表 ３ －

１ １ 。 未免疫攻虫组的孢子化率为 ９２ ． ５０％ ，

除了 未免疫未攻虫组 ， 其他各组均有卵囊排 出 。 与未免疫攻虫组和正常 鼠 Ｉ
ｇＧ 组相 比 ，

各免疫组的卵囊孢子化率均有不 同程度的下降 。 其中 ２Ｆ３ 单抗高剂量组和兔多抗 ＩｇＧ

高剂量组的卵囊孢子化率最低 ， 分别为 ４２ ． ５ ０％和 ４３ ． ５０％ ，３Ｄ３ 单抗低剂量组和兔多抗

ＩｇＧ 低剂量组卵囊孢子化率最高 ， 分别为 ６４ ． ００％和 ６５ ． ５０％ 。

４８





第三章 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 对雏鸡的被动免疫保护试验


表 ３ －

１ １ 第一次试验各组卵襄孢子化率情况

Ｔａｂ ｌｅ３ －

１ １Ｔｈｅ ｏｏｃｙｓ ｔｓｓｐｏｒｕ ｌａｔｅｄｒａｔｅｏｆ
ｐｏ ｓ ｔ

－

ｃｈａ ｌｌｅｎｇｅ



ｔｍ


鸡数 （ 只 ）



孢子化率 （ ％ ）

２Ｆ３
－Ｈ ５ ４２ ． ５０

２Ｆ３ －Ｌ ５ ５ ３ ． ５ ０

３Ｄ ３
－Ｈ ５ ５２ ． ５ ０

３Ｄ ３
－Ｌ ５ ６４ ． ００

多抗 －Ｈ ５ ４３ ． ５０

多抗－Ｌ ５ ６５ ． ５０

鼠抗 －Ｃ ５ ８ ７ ． ５ ０

ＵＣ ５ ９２ ． ５０

ＵＵ ５．

第二次试验各组 的 卵 囊孢子化率情况 见表 ３
－

１ ２ 。 未免疫攻虫组 的孢子化率为

９４ ． ５ ０％ ， 除了未免疫未攻虫组 ， 其他各组均有卵囊排出 。 与未免疫攻虫组 、 正常 鼠 ＩｇＧ

组和正常兔 ＩｇＧ 组相 比 ， 各免疫组的卵囊孢子化率均有不 同程度的下降 。 ２Ｆ３ 单抗组 、

兔多抗 Ｉ
ｇＧ 组和联合免疫组的卵囊孢子化率分别为 ５ ０ ． ５ ０％ ，４９ ． ００％ ， ４７ ． ００％ 。 可见在

免疫组中 ， 联合免疫组的 卵囊孢子化率最少 ， 其次为兔多抗 ＩｇＧ 组 。

表 ３
－

１２ 第二次试验各组卵囊孢子化率情况

Ｔａｂ ｌｅ３ －

１ ２Ｔｈｅｏｏｃｙ ｓｔｓ ｓｐｏｒｕ ｌａｔｅｄｒａ ｔｅｏ ｆ
ｐｏ ｓ ｔ

－

ｃｈａ ｌ ｌｅｎｇｅ

组别 鸡数 （ 只 ）孢子化率 （ ％ ）

２Ｆ３ ５ ５ ０ ． ５０

多抗 ５ ４９ ． ００

２Ｆ３ －多抗 ５ ４７ ． ００

鼠抗 －Ｃ ５ ８ ９ ． ００

兔抗－Ｃ ５ ８４ ．００

ＵＣ ５ ９４ ． ５ ０

ＵＵ ５－

３ 讨论

商品化的配子体抗原疫苗 ＣＯＸＡＢ ＩＣ 是 由 巨型艾美耳球虫配子体的三种纯化抗原

组合而成 ， 免疫后可使球虫卵囊量下降 ５ ０％－

８０％ ， 其免疫机理在于配子体抗原是卵囊

４９
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壁的前体蛋 白 ， 所 以针对配子体抗原的抗体能阻止卵囊壁的形成 ， 从而阻断球虫病 的

传播 ， 是
一

种传播阻断免疫 。 基于这个原理 ， Ｗａｌ ｌａｃｈ 等 ［
７

］选用 ＩｇＭ 亚型的抗巨型艾美

耳球虫天然配子体抗原 ＧＡＭ５６ 的单克隆抗体免疫感染的雏鸡 ， 卵囊减少率可达 ４３％ 。

Ｗｉ ｅｄｍｅｒ 等 ［
８

］用不同浓度的抗柔嫩艾美耳球虫配子单克隆抗体 Ｅ２Ｅ５ （ ７５ 问 和 １ ５ ０ ｐｇ ）

免疫感染了柔嫩艾美耳球虫的鸡 ， 卵囊减少率可达 ７ ８％ 。 本实验室前期研宄显示重组

抗原 ｒＥｎＧＡＭ２２ 能降低卵囊产量与病变记分 ， 提高免疫鸡的平均增重并产生高水平的

血清抗体叫 具有 良好的免疫保护作用 ， 因此本试验利用 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原制备的单克隆

抗体被动免疫感染毒害艾美耳球虫的雏鸡来评价其免疫保护效力 。

本试验中 的免疫程序和评价标准是在 Ｗａｌ ｌａｃｈ 等 ［
７

］ 以及 Ｗｉｅｄｍｅｒ等 ［
８

］方法的基础上

进行综合 ， 采用血便记分 、 病变记分 、 平均增重 、 相对增重率 、 卵囊减少率 、 卵囊孢子

化率为评价指标 ， 血便记分和病变记分反映鸡攻虫后 的发病程度 ， 平均增重与相对增

重率反映球虫感染对鸡生产性能的影响 ， 卵囊产量与卵囊减少率反映抗体阻断虫体完

成 内生性发育 的能力 ， 卵囊孢子化率反映抗体阻断卵囊完成孢子生殖的能力 。 其中卵

囊孢子化率指标是在卵囊出现的高峰期即第 ３ ｄ 收集 、 分离未孢子化卵囊 。 另 外鸡球虫

病
一

般在人工感染的第 ６？７ｄ 临床症状逐渐减轻 为准确评价抗体对感染球虫的鸡的

免疫保护效果 ， 本研究在感染球虫的第 １ ８０ ｈ 结束试验 ， 以血便记分 、 成活率 、 病变记

分 、 平均增重与相对增重率为评价指标 ； 汪飞燕等 发现感染 １ ００００ 个毒害艾美耳球

虫卵囊时会出现 １ 个排卵囊峰值且在第 ７
？

１ ３ｄ 产出卵囊量 占总产量的 ９７ ． ６４％ 。 因此

本试验感染 １ ００００个卵囊后的第 １ ３ｄ结束试验 ， 以卵囊产量与 卵囊减少率为评价指标 。

该试验方案能更客观地评价抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原单克隆抗体以及兔抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多

克隆抗体的免疫保护力 。

在本试验 中联合免疫组的总体治疗效果 比单独免疫组治疗效果较好些 ， 但是总体

差别不是太大 ， 且两次动物试验中均 出现无关抗体免疫组在各指标方面也有效果 ， 这

与 国外学者研究结果
一

致 。 Ｗａｌ ｌａｃｈ 等Ｍ选用 ＩｇＭ 亚型的抗巨型艾美耳球虫天然配子体

抗原 ＧＡＭ５ ６ 的单克隆抗体与 巨型艾美耳球虫天然配子体抗原 （ ５ ６ｋＤａ 和 ８２ｋＤ ａ ） 的

鸡免疫血清被动免疫感染了 巨型艾美耳球虫的雏鸡 ， 结果显示两种抗体均具有部分保

护作用 ， 卵囊减少率分别为 ４３％和 ４９％ ， 鸡免疫血清并不能显著提高单独使用抗

ＧＡＭ５ ６ 的单克隆抗体时所观察至 Ｉ

Ｊ的免疫保护作用 。 抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原单克隆抗体 以及

兔抗 ＥｎＧＡＭ２２ 抗原多克隆抗体均可抑制卵囊的孢子生殖的结果进
一

步验证了 前期研

宄 ， 即 ＥｎＧＡＭ２２ 蛋 白参与 了毒害艾美耳球虫孢子化卵囊的卵囊壁的形成 研究结果

５ ０
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表明抗体可 以到达肠黏膜并影响寄生虫的发育 ， 从而减少卵囊排泄量 ， 干扰鸡球虫的

生活史 ， 这为鸡球虫新型疫苗分子设计及研究奠定 了基础 。
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－２０ ．

［
２

］ 朱志刚 ， 孙 田 ， 蒋 向君 ． 浅谈鸡球虫疫苗在肉鸡养殖上的应用 ［
Ｊ

］
． 中 国 畜牧业 ， ２０２０（ １ ６ ） ：８２ ．

［
３

Ｊ
刘丹丹 ． 毒害艾美耳球虫配子体抗原基因的克隆表达与功能研宄

［
Ｄ

］
， 扬州 ： 扬州 大学 ，

２０ １ ４ ．

［
４

］ 陶建平 ， 沈永林 ， 李文超 ， 等 ． １ １ 株巨型艾美耳球虫的免疫原性分析 ［
Ｊ
］

． 南京农业大学学报 ，

２００５（ ４ ） ： １ ０４
－

１ ０８ ．

［
５

］
李巧巧 ． 毒害艾美耳球虫早熟株选育及 Ｅｎｇａｍ５９ 基因 原核表达与免疫保护力研宄

［
Ｄ

］
． 扬州 ： 扬

州 大学 ， ２０ １ ８ ．

［
６
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 ［
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］
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１
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２０ １ ７

， 
２４７ ： １ ００－ １ ０７ ．

［
９

］
索勋 ， 李国清 ． 鸡球虫病学

［
Ｍ

］
． 北京 ： 中 国农业大学 出版社 ， １ ９９８ ．

［
１ ０

］
汪飞燕 ， 闫欣 ， 刘悦 ， 等 ． 不 同感染剂量对毒害艾美耳球虫繁殖力 的影响

［

Ｊ
］

． 中 国家禽 ， ２０ １ ９ ，

４ １ （ １ ） ：６２
－

６４ ．

５ １





硕士学位论文


全文结论

制 备 了２ 株抗毒害艾美耳球虫配子体抗原 ＥｎＧＡＭ２２ 单克隆抗体 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ ， 亚

型分别为 ＩｇＧ２ａ 、 ＩｇＧ２ｂ ， 纯化后腹水效价分别为 １ ：２５６０００ 和 １：６４０００
； 用单抗定位

ＥｎＧＡＭ２２ 于大配子体的成壁体和卵囊壁 。

单抗 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ３ 识别 的抗原表位为线性表位 ， 均识别线性表位段为 ａａ ｌ ４２ －

１ ８６ ，

序列为

１ ４２

ｑｎｈｇｇｐａｈｙｈｈｄｙｈｆａｈｐｈｑｅｎｑｈｈｒｅｅｅｑｌｔｄ ｉｎ
１ ８ ６

。

单抗 ２Ｆ３ 和 ３Ｄ ３ 对毒害艾美耳球虫均能产生
一

定的免疫保护效力 ， 能提高鸡的平

均増重 ， 减轻肠道病变 ， 减少卵囊产量 ， 降低卵囊孢子化率 。

５ ２





攻读学位期间发表的学术成果


攻读学位期间发表的学术成果

［
１

］
李文静 ， 蔡为民 ， 汪飞燕 ， 等 ． 毒害艾美耳球虫重组配子体蛋 白 ｒＥｎＧＡＭ２２ 与

ｒＥｎＧＡＭ５ ９ 联合免疫对鸡的保护效果观察 ［
Ｊ

］
． 中 国兽医科学 ， ２０２０ ， ５ ０（ １ ２ ） ：１ ５４９ －

１ ５ ５ ５ ．

［
２

］
申请发明专利 ： 专利号 ： ２０２０ １ ０７９９０４０

； 申请 日 ２０２ ０ 年 ８ 月 １ １ 日 ； 导师第
一

， 本

人第二 ．

５ ３





硕士学位论文


致谢

时光飞逝 ， 转眼间三年紧张而又充实的研宄生学习生涯即将画上句号 ， 而刚踏进

学校的
一

件件场景还历历在 目 。 值得欣慰的是 ， 我这三年多 的时间是在汗水和拼搏中

度过的 ， 学到 了 受用
一

生的知识 ， 获得 了
一

辈子去珍贵的友情及师生情 ， 成为 了
一

个可

以独当
一

面的有用之人 。 在成长的路上 ，

一

切都值得铭记 。 借此 ， 我要向所有在扬州大

学帮助关心我的人表示深深的谢意 ！

首先感谢我的导师陶建平教授渊博的学识 、 严谨的治学态度 、 对学术与科研的探

索精神始终感染着我 、 激励着我 ， 这些都将成为宝贵的财富让我终身受益 。 师恩浩瀚 ，

无 以 回报 。 在此谨 向陶老师表示 由衷的感谢和诚挚的敬意 ！ 其次我要 由衷感谢许金俊

教授 、 黄思扬教授 、 刘丹丹副教授 、 宿世杰老师 、 侯照峰老师 、 潘明老师精湛的实验技

术 ， 严谨的实验态度 ， 以及积极向上的生活态度永远深深的影响着我 ， 尤其感谢老师们

在生活和学习 中对我无微不至的关心 、 帮助和照顾 。

感谢兽医学院的各位老师 ， 你们认真负责的态度 以及渊博的学识不仅使我学习到

了许多专业知识 ， 也学到 了许多人生哲理 。 在此向各位老师表达我最诚挚的祝福和深

深的谢意 。

感谢实验室的师兄王乐乐 、 苏丁泽阳 、 蔡为民 、 华恩玉 、 孔令明 ， 师姐高阳 、 朱玉 、

汪飞燕 ， 同 门徐向东 、 刘悦 、 龚静芝 、 范益敏 、 姚娜 、 程振扬 、 戎杰 、 陈乔光 ， 师妹张

阿敏 、 陈晨 、 王双 、 张知之 、 冯茜茜 、 范雪莲 、 彭月 梅 、 张会 、 吴云萍 、 师弟叶状 、 王

礼跃 、 樊睁嵘 、 朱世范 ， 徐康智 、 张育铭 、 成成 、 祭天锴等 。 感谢你们在 日 常生活 以及

学习上 、 科研实验 以及动物实验上给予我的关心和帮助 ， 让我顺顺利利 、 开开心心地完

成科研任务 。

最后我要感谢我的家人 ， 感谢我的爸爸 、 妈妈 、 男朋友徐尚立 、 姐姐李丹阳给予我

的包容 、 关爱和鼓励 。 焉得谖草 ， 言树之背 ， 养育之恩 ， 无 以 回报 ， 你们永远健健康康

是我最大的心愿 ！

５４


