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表 1 试验动物的饲喂表

组别 饲养方式

对照组 A 灭菌水 +常规饲料

空载体 B 空载体乳酸菌 +常规饲料

重组菌 C 重组乳酸菌 +常规饲料

正常菌 D 正常乳酸菌 +常规饲料

摘要 将已证实能稳定复制猪传染性胃肠炎 S基因 AD片段的重组乳酸菌口服免疫 BALB/c小鼠，每组于免

疫前和免疫后的第 7天、第 14天、第 21天分别取 3只小鼠眼球采血、取肠道内容物、分离脾细胞，于免疫的第 28

天将剩下的小鼠全部取眼球采血、取肠道内容物、分离脾细胞，用于 ELISA抗体、肠黏膜 SIgA水平及淋巴细胞增

殖的检测。经细胞免疫和体液免疫检测，该乳酸菌口服疫苗具有良好的免疫效果。
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表达猪传染性胃肠炎 S-AD片段的
重组乳酸菌对小鼠的免疫原性影响
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乳酸菌———作为机体胃肠道中的正常菌群，黏

附和定植在肠道上皮细胞，属于天然主动免疫，可

抵抗致病菌的定植和繁殖，加之它能激活腹膜巨噬

细胞的吞噬作用，产生干扰素、抗体及增强细胞免

疫等[1]，可提高机体的抗病能力。乳酸菌可抑制一些

低温细菌和腐败菌[2]，因此可防治便秘、腹泻、肠炎

及多种肠道功能紊乱病[3-4]。

乳酸杆菌载体疫苗主要的免疫方式是口服免

疫，口服给药经济、便捷，适合大范围应用。因此本

试验选用口服的免疫方式免疫小鼠，检测相应的免

疫指标，以确定该疫苗的效果。

1 材料与方法

1.1 材 料

1）试验动物：SPF级 4～5周龄、体重 14～15 g的

BALB/c小鼠购自吉林大学基础医学院实验动物中心。

2）试剂和耗材：MTS试剂盒为 Promega公司产

品；1640培养基，小鼠 SIgA ELISA 试剂盒，酶标板

为北京鼎国生物公司产品。

1.2 乳酸菌脱脂乳液的制备

将含重组质粒的乳酸菌株接种于 MRS培养基

（含红霉素 100 μg/mL），静置厌氧培养过夜（37

℃），5 000 r/min离心 10 min，收集菌体，用灭菌生

理盐水离心洗涤沉淀，用 10%灭菌脱脂乳液调整其

菌数为 2×1010 cfu/mL，混匀备用。其他乳酸菌脱脂

乳液的制备同上。

1.3 动物分组与免疫

小鼠随机分为对照 A组、空载体 B组、重组乳

酸菌 C组、正常乳酸菌 D组，每组 22只，剂量为 10

mL/kg（小鼠的等效剂量相当于人体推荐量的 10

倍，卫生部卫生监督司（1996））。试验动物按表 1的

方式 1次 /d灌服脱脂乳悬液，并饲喂常规饲料，对

照组饲喂灭菌水和常规饲料，共饲喂 28 d。

1.4 标本采集与检测

免疫前和免疫第 7天、第 14天、第 21天随机每

组选取 3只小鼠眼球取血，分离血清（3 000 r/min离
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图 1 小鼠 ELISA抗体检测结果

图 2 小鼠肠黏膜 SIgA OD值检测结果

图 3 淋巴细胞增殖实验结果

心 5 min），用于检测血清抗体；取肠道内容物，用于

检测肠黏膜 SIgA；分离脾细胞用于淋巴细胞增殖试

验。于第 28天将每组剩下的 10只小鼠按照上述方

法采集相应样品。

1）ELISA抗体的检测。

①TGEV抗原的制备：取 200 mL猪传染性胃

肠炎病毒液（细胞培养病毒，紫外线灭活），5 000

r/min离心 30 min，弃沉淀后 20 000 r/min离心 1 h。

沉淀溶于 0.5 mL灭菌生理盐水中。

②将 TGEV抗原按 160 μg/孔用碳酸盐包被缓

冲液（pH9.5）包被，4 ℃过夜或放置湿盒内 37 ℃ 1 h。

③用 BSA（1%）封闭酶标板，37 ℃ 1 h，用 PBS

（0.01 mol/L含 0.25%BSA）洗板，5 min/次，洗 5次。

④用 PBST（含 0.1%BSA）倍比稀释待检血清，

100 μL/孔，每板都必须有阴性血清和阳性血清对照，

37 ℃放置湿盒内 1.5 h后洗板，5 min/次，洗 5次。

⑤每孔加 100 μL酶标二抗（PBST稀释），37

℃作用 1.5 h后洗板，5 min/次，洗 5次。

⑥每孔加 100 μL底物，37 ℃作用 20 min显色。

每孔加 50 μL H2SO4终止反应，492 nm处测定OD值。

2）肠黏膜 SIgA的测定。

①小白鼠处死后立即取肠段内容物 0.5 mL加

入等体积 PBS 缓冲液（pH7.4）混匀，8 000 r/min，

4 ℃离心 10 min，取上清液 -20 ℃保存备用。

②按试剂盒方法，用抗小鼠 SIgA单抗、生物素

标记的抗小鼠 SIgA抗体、辣根过氧化酶标记的链

霉亲和素与生物素结合，在 492 nm处测定 OD值。

3）淋巴细胞增殖实验（MTS法）。

①小鼠脾淋巴细胞的制备。制备方法参照参考

文献[5]。

②淋巴细胞增殖反应试验。试验步骤参照参考

文献[5]，淋巴细胞增殖的滴度由刺激指数（SI）判断。

SI值的计算：试验孔 OD492 nm均值 /对照孔 OD492 nm

均值。

2 结 果

2.1 ELISA抗体检测结果

小鼠 ELISA抗体检测结果如图 1，在第 7天、第

14天、第 21天、第 28天时，重组乳酸菌组的 ELISA

抗体水平均极显著高于其他 3组（ ＜0.01），正常乳

酸菌组的 ELISA血清抗体水平与对照组比差异显

著（ ＜0.05）。空载体组血清抗体差异不显著。

2.2 小鼠肠黏膜 SIgA检测结果

小鼠肠黏膜 SIgA OD值的检测结果如图 2 所

示。在第 7天、第 14天、第 21天、第 28天时，重组乳

酸菌组小鼠肠黏膜 SIgA OD值均极显著高于其他 3

组（ ＜0.01）。正常乳酸菌组小鼠肠黏膜 SIgA OD值

增加与对照组比差异显著（ ＜0.05），空载体组小鼠

肠黏膜 SIgA OD值增加的差异不显著。重组乳酸菌

组与正常乳酸菌组小鼠肠黏膜 SIgA OD值均于第

7天达最高值。

2.3 淋巴细胞增殖试验结果

淋巴细胞增殖试验结果如图 3。重组乳酸菌组

淋巴细胞的刺激指数在各个检测的时间点均极显

著高于其他 3组（ ＜0.01），且在第 21天时刺激指

数最高。空载体乳酸菌组与对照组比较，刺激指数

有所增加，但差异不显著。

3 小 结

1）ELISA 结果说明正常乳酸菌也能促进体内

ELISA抗体的产生，对于体液免疫有促进作用，而重

组乳酸菌能产生比其他 3组显著高的 ELISA抗体，

增强体液免疫的能力更强。
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2）小鼠肠黏膜 SIgA检测结果说明正常的乳酸

菌也可刺激产生肠黏膜 SIgA，而重组乳酸菌可以更

有效地促进肠黏膜 SIgA的生成，增强了肠黏膜免

疫，这也解释了乳酸杆菌为何具有增强免疫的功

能，可防制腹泻、下痢、肠炎、便秘及多种肠道功能

紊乱疾病的原因。

3）细胞免疫功能的重要指标之一就是淋巴细胞

体外增殖活性，其增殖的程度反映了机体细胞免疫

水平。本试验选用的 MTS法没有放射性污染，灵敏

度高、稳定性好、重复性好，不需要特殊设备便可完

成。淋巴细胞增殖试验的结果表明，含重组质粒乳酸

菌组能刺激产生较高的细胞免疫水平，到第 21天时

达到顶峰，28 d以后有所下降，可以在第 28天加强

免疫，可能会起到更好的刺激细胞免疫的效果。
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摘要 胚胎移植受体羊分娩时容易发生难产，胎儿过大、产道狭窄、产力过弱等均可造成难产，产程过长会

使胎儿窒息死亡，为减少难产造成的胎儿死亡，建议在母羊分娩时实行主动助产，根据难产原因采取相应的助产

方法，提高羔羊成活率。

关键词 胚胎移植；受体；主动助产；难产

胚胎移植受体羊主动助产技术的探索
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近年来，我国肉羊养殖业发展迅速，并逐步趋

向于规模化饲养，随着优良肉羊品种的不断引进，

胚胎移植技术已被广泛应用于良种扩群生产中。良

种肉羊胎儿时期生长快、个体大，初生重在 4～6 kg

的羔羊占 40%，甚至更重。胚胎移植受体羊大多为

舍饲，运动不足，易发生难产。由于胚胎移植种羊价

值高，若不及时进行助产，极易造成羔羊死亡。根据

笔者多年的经验，建议在母羊分娩时实施主动助

产，以尽可能地提高羔羊成活率。

1 难产原因

1）胎儿过大。肉用品种羔羊在母体内生长迅速，

个体大，初生重大。

2）产道狭窄。受体羊大多为小尾寒羊，虽然个

体大，但产道相对较狭窄，易发生难产。

3）产力过弱。受体羊到妊娠末期受饲养管理水平

和其他不良因素的影响造成体质下降，产力过弱。

4）胎位不正，胎向、胎势异常。

5）缺乏运动。在规模养殖场，羊大多采取圈舍饲

养方式，妊娠母羊运动不足，体质下降容易发生难产。

6）营养过剩。能量水平过高，造成母羊过肥，胎

儿后期增重过大。

2 主动助产

胚胎移植是为了尽可能地获得产活羔数。所以

对胚胎移植临产母羊采取主动助产，可以减少因难
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