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乳杆菌胞外多糖纳米佐剂对鸡血清 ４ 型禽腺
病毒亚单位疫苗的免疫增强作用

张硕， 姬贺龙， 丁晨晨， 宋素泉∗， 闫丽萍∗

（南京农业大学动物医学院， 江苏 南京　 ２１００９５）

摘要： 为了开发安全有效的新型兽用疫苗佐剂， 将乳杆菌胞外多糖与季铵化壳聚糖自组装制备出两种纳米颗粒佐剂 （ＮＰｓ ７－４ 和 ＮＰｓ ８－２）， 研

究其对蛋白抗原的免疫增强效果。 纳米颗粒佐剂与血清 ４ 型禽腺病毒 （ＦＡｄＶ－４） 五邻体蛋白 （Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ） 亚单位疫苗颈部皮下免疫接种 ７ 日

龄 ＳＰＦ 鸡 ２１ ｄ 后肌肉注射 ＪＳ 株 ＦＡｄＶ－４， 测定组织器官病毒载量和泄殖腔排毒量， 白油佐剂作为对照。 结果显示： 两种纳米颗粒佐剂对 Ｐｅｎｔｏｎ
ｂａｓｅ 亚单位疫苗均具有缓释作用； 与白油佐剂组相比， ＮＰｓ ８－２ 佐剂组极显著提高了免疫鸡的血清特异性抗体水平 （Ｐ＜０􀆰 ００１）， 而 ＮＰｓ ７－４ 佐剂

组抗体水平无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 攻毒保护试验结果表明， 与白油佐剂相比， ＮＰｓ ８－２ 佐剂组提高了疫苗的攻毒保护率， 组织脏器损伤明显减

轻， 组织病毒载量和泄殖腔排毒量显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ＮＰｓ ７－４ 佐剂组免疫增强作用不显著。 综上， ＮＰｓ ８－２ 佐剂能有效增强血清 ４ 型禽腺

病毒 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 亚单位疫苗的免疫效果， 减少抗原蛋白用量， 产生较好的免疫保护效果， 其免疫增强效果明显优于传统白油佐剂。
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　 　 胞外多糖 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＥＰＳ） 是

由细菌在代谢过程中合成的一类大分子碳水化合物，
其能够依附于细菌细胞壁或被分泌到细菌周围环境

中［１］。 近年来的研究表明， ＥＰＳ 具有多种独特的生

物活性与生理功能， 例如抗菌、 抗氧化、 抗病毒、 抗

肿瘤、 免疫调节功能［２－４］。 此外 ＥＰＳ 能够与细胞表面

特异性受体结合， 是构建药物递送系统或靶向载体的

材料之一［５］。 乳酸菌作为食品级益生菌， 其分泌产

生的 ＥＰＳ 与其他菌株相比安全性更高， 因此被更广

泛地应用于食品、 医药等行业中［６－７］。
纳米佐剂作为纳米递送系统中的一种， 能够通过

吸附或包埋抗原， 实现缓释、 靶向等多种功能， 从而

起到疫苗佐剂的作用［８－９］。 研究表明， 纳米佐剂不但

可提高机体的体液免疫水平， 还可通过激活抗原呈递

细胞和淋巴细胞来提高细胞免疫水平， 从而增强免疫

应答效果［１０－１１］。
血清 ４ 型禽腺病毒 （ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４，

ＦＡｄＶ － ４） 是引起家禽肝 炎 与 心 包 积 液 综 合 征

（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ－ｈｙｄｒｏｐｅｒｉｃａｒｄｉｕｍ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＨＨＳ） 的主要

病原， 该病自 ２０１５ 年在我国广泛流行， 致死率为

３０％～ ８０％， 严重阻碍了我国家禽养殖行业的发

展［１２］。 本实验室前期试验研究证明， ＦＡｄＶ－４ 的结

构蛋白五邻体蛋白 （Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ） 在 ２００ μｇ ／只可以

为免疫鸡提供完全的攻毒保护作用， 但较大的免疫剂

量阻碍了该亚单位疫苗的制备和使用［１３］。 因此， 本

研究以乳酸菌 ＥＰＳ 作为免疫激动剂， 通过硫酸化

ＥＰＳ 和季铵化壳聚糖自组装得到纳米颗粒佐剂， 研究

其对 ＦＡｄＶ－４ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白亚单位疫苗的免疫增强

效果， 为筛选开发安全高效的畜禽用疫苗佐剂提供研

究思路和应用基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 佐剂与抗原

硫酸化乳杆菌胞外多糖 （ ＳＥＰＳ ７ － ４ 和 ＳＥＰＳ
８－２），由本实验室提取制备； 壳聚糖购自上海麦克林

生化科技股份有限公司， 按文献 ［１４］ 方法修饰得

到季铵化壳聚糖 （ＯＨＴＣＣ）； 美孚 Ｍａｃｒｏｌ－５２ 食品级

白油由南京兆丰华生物科技有限公司提供； ＦＡｄＶ－４
Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 抗原蛋白由南京农业大学免疫研究所禽

病组提供。
１􀆰 ２　 毒株与实验动物

ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株由南京农业大学免疫研究所禽病组

保存； １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚由南京兆丰华生物科技有限

公司提供， 本实验室自行孵化， ＳＰＦ 鸡自由采食与

饮水。
１􀆰 ３　 主要试剂

ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、 病毒核酸提取试剂盒、
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法荧光定量试剂盒， 均购自南京 Ｖａｚｙｍｅ
公司； ＨＲＰ 标记抗鸡二抗购自美国 ＫＰＬ 生物有限公

司； ４％多聚甲醛固定液购自北京兰杰柯科技有限公

司； ＥＬＩＳＡ ＰＬＡＴＥＳ 购自广州洁特生物公司。
１􀆰 ４　 亚单位疫苗的制备

分别将 ＳＥＰＳ ７－４ 和 ＳＥＰＳ ８－２ 溶液 （０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ）
作 为 物 理 交 联 剂， 逐 滴 加 入 ＯＨＴＣＣ 溶 液

（０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ），两者体积比为 １ ∶ １， ２０ ℃ 条件下

４００ ｒ ／ ｍｉｎ搅拌反应 ３０ ｍｉｎ， 获得纳米颗粒 （ ＮＰｓ）
７－４和 ＮＰｓ ８－２； 分别向两种 ＮＰｓ 溶液中逐滴加入

Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白 （ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ）， 体积比为 ２ ∶ １，
２０ ℃条件下 ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌反应 ３０ ｍｉｎ， 即得 ＮＰｓ
７－４和 ＮＰｓ ８－２ 佐剂亚单位疫苗。

向 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白溶液中加入终体积 ４％ 的

吐温－８０， 充分搅拌均匀后静置消泡作为水相， 向白

油佐剂中加入终体积 ４％的司盘－８０， 搅拌均匀后高

压灭菌作为油相， 水相与油相 １ ∶ ２ 比例乳化获得白

油佐剂亚单位疫苗。
１􀆰 ５　 体外释放率测定

ＮＰｓ 佐剂亚单位疫苗制备完成后置于混匀仪上

３７ ℃孵育， 分别孵育 ０、 ０􀆰 ５、 １、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４
和 ４８ ｈ。 孵育结束后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上

清液使用 ＢＣＡ 蛋白浓度检测试剂盒检测蛋白浓度，
计算抗原累计释放率。
１􀆰 ６　 免疫攻毒保护试验

将 １２０ 只 ＳＰＦ 鸡随机分为 ６ 组， 每组 ２０ 只， 每

组 １～１０ 号鸡为观察组， １１ ～ ２０ 号鸡为解剖组。 ＳＰＦ
鸡 ７ 日龄时皮下注射免疫， 免疫后 ２１ ｄ 肌肉注射

ＦＡｄＶ－ ４ ＪＳ 株病毒液进行攻毒试验， 攻毒后观察

１４ ｄ。 免疫攻毒试验详细分组及设计见表 １。

表 １　 免疫攻毒试验方案

组别 免疫蛋白 疫苗佐剂 蛋白含量 ／ μｇ 攻毒毒株 攻毒剂量 ／ （ＴＣＩＤ５０·只－１）

阴性对照 － － － － －

攻毒对照 － － － ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株 ２×１０６􀆰 ５

阳性对照 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 白油 ２００ ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株 ２×１０６􀆰 ５
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续表１

组别 免疫蛋白 疫苗佐剂 蛋白含量 ／ μｇ 攻毒毒株 攻毒剂量 ／ （ＴＣＩＤ５０·只－１）

佐剂 １ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 白油 ２０ ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株 ２×１０６􀆰 ５

佐剂 ２ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ＮＰｓ ７－４ ２０ ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株 ２×１０６􀆰 ５

佐剂 ３ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ＮＰｓ８－２ ２０ ＦＡｄＶ－４ ＪＳ 株 ２×１０６􀆰 ５

　 　 注： “－” 代表未做任何处理。

１􀆰 ７　 血清特异性抗体水平检测

各组试验鸡分别于免疫后 ０、 ７、 １４、 ２１ ｄ 进行

腿部静脉采集血液用于血清分离， 并通过 ＥＬＩＳＡ 法

检测血清中 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 特异性抗体水平。 使用

１ μｇ ／ ｍＬ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白包被酶标板， 每孔 １００ μＬ，
４ ℃ 过夜包被。 使用 ＰＢＳＴ 清洗酶标板， 每孔加入

２００ μＬ ２％ ＢＳＡ 溶液 ３７ ℃孵育 ２ ｈ 进行封闭。 弃掉

封闭液， 清洗酶标板后加入 ＰＢＳ 溶液稀释后的鸡血

清 （稀释度 １ ∶ １００）， 每孔 １００ μＬ， ３７ ℃孵育 １ ｈ。
ＰＢＳＴ 清洗酶标板后加入稀释后的 ＨＲＰ 标记羊抗鸡

ＩｇＧ 抗体 （稀释度 １ ∶ １０ ０００）， 每孔 １００ μＬ， ３７ ℃
孵育 ４５ ｍｉｎ。 使用 ＰＢＳＴ 清洗酶标板， 加入 ＴＭＢ 显

色液， 每孔 １００ μＬ， 室温避光显色 １０ ｍｉｎ， 随后每

孔加入 １００ μＬ 的 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４终止反应。 在酶标仪

上读取 ４５０ ｎｍ 处的吸光值［１３］。
１􀆰 ８　 剖检病理观察与组织病理学观察

攻毒后 １、 ３、 ５ ｄ， 解剖 ３ 只鸡， 观察各脏器及

皮下注射部位病变。 采集鸡心脏、 肝脏和脾脏部分组

织样本放入 ４％多聚甲醛溶液中室温固定 ４８ ｈ， 随后

进行石蜡包埋和切片， 切片样本经 ＨＥ 染色后显微镜

下观察组织学病理变化情况。
１􀆰 ９　 组织病毒载量及泄殖腔排毒量检测

攻毒后 １、 ３、 ５ ｄ， 分别采集鸡心脏、 肝脏、 脾

脏、 肺脏和肾脏组织， 加入 １ ｍＬ 无菌 ＰＢＳ 和氧化锆

珠进行研磨， 随后组织匀浆 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃ 离心

１０ ｍｉｎ， 取上清液 ２００ μＬ 用于病毒 ＤＮＡ 提取。 攻毒

后 １～７ ｄ 每天采集各组鸡的泄殖腔拭子， 加入 １ ｍＬ
无菌 ＰＢＳ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液

２００ μＬ 用于提取病毒 ＤＮＡ。 上清液样本均使用病毒

核酸提取试剂盒提取病毒 ＤＮＡ。
使用组织 ＤＮＡ 样本作为模板进行荧光定量 ＰＣＲ，

引物序列为： ＯＲＦ１４－Ｆ： ５′－ＡＧＴＧＴＧＴＡＴＧＴＧＣＧＴＴ⁃
ＧＧＧＴＡＧ－３′； ＯＲＦ１４－Ｒ： ５′－ＣＡＴＴＧＴＣＡＴＡＡＣＧＡＴＧ⁃
ＧＴＧＴＡＧ－３′。 根据实验室构建的 ｐＭＤ－１８Ｔ－ＯＲＦ１４
质粒绘制拷贝数－Ｃｑ 值标准曲线， 将待测样品对应的

Ｃｑ 值带入标准曲线方程以计算单位质量组织内的病

毒载量［１２］。

１􀆰 １０　 数据统计与分析

数据使用 ＳＰＳＳ ２４ 统计学软件， 进行单因素方差

分析。 除存活率数据外， 其他数据均以 “平均值±标
准差” 表示， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异显著。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＮＰｓ 对 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白体外释放的影响

表面带正电荷的 ＮＰｓ 能够通过静电吸附作用装

载带负电的抗原蛋白 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ， 在 ＰＢＳ 溶液中两

种纳米颗粒表面吸附的抗原被逐渐释放。 ４８ ｈ 时 ＮＰｓ
７－４ 的蛋白释放率为 ８５􀆰 ４８％， ＮＰｓ ８－２ 的蛋白释放

率为 ７７􀆰 ２５％， 此释放过程缓慢， 不存在突释现象

（图 １）。

图 １　 ＮＰｓ 蛋白体外释放曲线

２􀆰 ２　 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 特异性抗体水平检测

接种亚单位疫苗 ７ ｄ 后， 除阴性对照组外， 各免

疫组鸡血清中的 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 特异性抗体水平均出现

升高。 与白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比， 免疫后 ７、
１４ 和 ２１ ｄ， ＮＰｓ ８－２ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组和阳性对

照组血清中特异性抗体水平极显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ００１），
而 ＮＰｓ ７－４ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组的特异性抗体水平

与白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比无显著差异 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）。 在免疫后 １４ 和 ２１ ｄ， ＮＰｓ ８－２ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ
２０ μｇ 组与白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２００ μｇ 组抗体水平无显

著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结果详见图 ２。
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与白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比， ∗∗∗表示差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。

图 ２　 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 特异性抗体水平

２􀆰 ３　 攻毒保护率

免疫后 ２１ ｄ 对各组鸡进行攻毒。 结果显示白油

佐剂与 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２００ μｇ 组能完全保护攻毒鸡。 免

疫 ２０ μｇ 抗原蛋白， ＮＰｓ ７－４ 佐剂组存活率低于白油

佐剂组， 而 ＮＰｓ ８－２ 佐剂组存活率比白油佐剂组提高

了 ２０％ （图 ３）。 结果说明 ＮＰｓ ８－２ 佐剂可以显著提

高鸡 ＦＡｄＶ－４ 感染后的存活率， 其免疫保护效果优于

传统白油佐剂。

图 ３　 攻毒后各组鸡生存曲线

２􀆰 ４　 剖检病理观察

攻毒后 ３ ｄ 为死亡高峰， 对各组鸡进行解剖， 观

察组织脏器和注射部位的病理变化。 结果显示， 鸡皮

下注射部位白油佐剂组存在大小不一的结节和白油佐

剂残留， ＮＰｓ ７－４ 与 ＮＰｓ ８－２ 佐剂组无肉眼可见病

变。 攻毒对照组鸡呈现典型的 ＨＨＳ 临床病变， 包括

心包积液， 肝脏肿大黄染， 肝脏表面有大量出血点和

白色坏死灶。 白油＋Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组和 ＮＰｓ ７－４＋
Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组鸡脏器病变程度较重， 出现心包

积液及肝脏病变， 阳性对照组和 ＮＰｓ ８ － ２ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ
ｂａｓｅ ２０ μｇ 组脏器病变较轻， 仅存在少量心包积液，

肝脏未出现肉眼可见病变 （图 ４）。
２􀆰 ５　 脏器组织病理学观察

攻毒后 ３ ｄ 采集各组鸡的心脏、 肝脏和脾脏组织

进行切片和 ＨＥ 染色， 观察组织病理学变化。 结果如

图 ５ 所示， 组织病理学观察与脏器病变结果基本一

致， 攻毒对照组鸡心肌纤维出现断裂； 肝小叶结构消

失， 肝细胞内出现大量包涵体； 脾脏皮质髓质交界模

糊。 白油＋Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组和 ＮＰｓ ７－４ ＋Ｐｅｎｔｏｎ
ｂａｓｅ ２０ μｇ 组的组织病理学变化与攻毒对照组相似，
ＮＰｓ ８－２ ＋Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组和阳性对照组未观察

到明显的组织病理学变化。
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图 ４　 攻毒后 ３ ｄ 各组鸡不同部位剖检病变

图 ５　 攻毒后 ３ ｄ 各组鸡的组织病理学变化

２􀆰 ６　 组织病毒载量及泄殖腔排毒量检测

组织病毒载量检测结果见图 ６。 攻毒对照组鸡脏

器组织中病毒载量最高， 攻毒后 ３ ｄ 组织病毒载量达

到顶峰， 其中肝脏病毒载量为 １０９􀆰 ３９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｇ， 心脏

病毒载量为 １０６􀆰 ２１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｇ， 脾脏病毒载量为 １０８􀆰 ０７

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｇ。 与白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比， ＮＰｓ
８－２ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组在攻毒后 ３、 ５ ｄ 的组织病

毒载量均显著减少 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 肝脏中病毒含量降低

约 １ ０００ 倍。 ＮＰｓ ７－４ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组攻毒后

１ ｄ 心脏、 肝脏中的病毒载量显著高于白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ
ｂａｓｅ ２０ μｇ 组， 攻毒后 ３、 ５ ｄ 的组织病毒载量与白

油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）
（图 ６ Ａ～６Ｃ）。 泄殖腔排毒量检测结果显示， 攻毒后

１～７ ｄ 为排毒高峰期， 接种疫苗能够显著降低泄殖腔

的排毒量 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中 ＮＰｓ ７－４ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ
２０ μｇ 组和白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比， 泄殖腔
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拭子中的病毒含量无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ＮＰｓ ８－
２ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组排毒量显著低于白油＋Ｐｅｎｔｏｎ

ｂａｓｅ ２０ μｇ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ６ Ｄ）。 这表明 ＮＰｓ ８－２
佐剂能够有效减少泄殖腔排毒量并缩短排毒持续期。

与白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组相比， ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ６　 攻毒后 １ ｄ （Ａ）、 ３ ｄ （Ｂ）、 ５ ｄ （Ｃ） 各脏器和攻毒后不同时间泄殖腔拭子 （Ｄ） 的病毒载量
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３　 讨论

ＦＡｄＶ－４ 是引发 ＨＨＳ 的主要病原， 该病发病急、
病程快、 死亡率高， 严重影响我国养禽业的发展， 接

种亚单位疫苗是预防该病的有效手段。 先前的研究结

果表明， Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白作为抗原在高剂量下对鸡

感染 ＦＡｄＶ－４ 能提供有效的保护作用。 然而临床应用

过程中， 传统佐剂对亚单位疫苗的免疫增强作用有

限， 抗原使用剂量较大， 抗体产生速度较慢、 持续期

较短， 因此亟需开发一种安全有效的兽用新型佐

剂［１５－１６］。 随着对纳米材料的研究， 纳米颗粒作为药

物递送系统展现出了作为新型佐剂的巨大潜力。
研究表明， 乳酸菌胞外多糖能够促进淋巴细胞成

熟分化、 招募免疫细胞并通过影响趋化因子和细胞因

子发挥免疫调节功能， 这表明 ＥＰＳ 具有作为免疫激

活剂的潜力［１７］。 因此基于 ＥＰＳ 开发纳米颗粒佐剂用

于递送抗原蛋白， 从而增强亚单位疫苗的免疫效果，
为兽用疫苗佐剂提供了一种新的思路。 本研究将硫酸

化 ＥＰＳ 作为免疫刺激剂及物理交联剂， 与季铵化壳

聚糖自组装制备出两种 ＮＰｓ （ＮＰｓ ７－４ 和 ＮＰｓ ８－２）。
经释放率检测， 两种 ＮＰｓ 释放 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白的过

程缓慢且稳定， 具有缓释作用， ４８ ｈ 时抗原平均释

放率达到 ８０％， 这有利于抗原蛋白稳定地被免疫细

胞识别摄取， 在提高免疫效果的同时减少免疫应激与

不良反应。
疫苗免疫后的血清抗体水平是评价疫苗免疫效果

的重要指标之一， ＥＬＩＳＡ 检测 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 特异性抗

体水平的结果表明， 白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组在免

疫后 ７ ｄ 有 ３ 只鸡抗体检测为阴性， ＮＰｓ ７ － ４ ＋
Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组有 ２ 只鸡抗体检测为阴性， 其余

免疫组鸡抗体检测均为阳性； 免疫后 １４、 ２１ ｄ， 各免

疫组抗体水平逐步上升， 抗体检测全部为阳性。 其中

ＮＰｓ ８－ ２ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组抗体水平与白油 ＋
Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２００ μｇ 组相似， 均显著高于白油＋ Ｐｅｎｔｏｎ
ｂａｓｅ ２０ μｇ 组和 ＮＰｓ ７－４ ＋ Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ ２０ μｇ 组。 以

上结果说明， ＮＰｓ ８－２ 能够有效提高 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋

白的免疫原性， 刺激机体产生更高效的体液免疫应

答， 诱导抗体更快产生， 同时显著提高抗体水平， 具

有较好的佐剂和免疫增强效果， 而 ＮＰｓ ７－４ 的免疫增

强效果有限， 与白油佐剂无显著差异。
存活率是疫苗保护力最直观的体现。 以往的研究

证明， 高剂量 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白能够为鸡只提供完全

保护［１３］， 我们的结果也证明使用白油佐剂与 ２００ μｇ
Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白免疫鸡攻毒存活率为 １００％， 免疫

２０ μｇ 蛋白鸡存活率下降至 ５０％。 ＮＰｓ ８ － ２ 作为佐

剂， 免疫 ２０ μｇ 重组蛋白组存活率达到 ７０％， 保护效

果明显优于同剂量白油佐剂组， 但 ＮＰｓ ７－４ 作为佐

剂， 攻毒存活率甚至低于同剂量白油佐剂组。 剖检与

组织病理学观察也表明， ＮＰｓ ８－２ 佐剂明显优于白油

佐剂和 ＮＰｓ ７－４ 佐剂。 此外， 白油佐剂免疫注射困

难， 免疫后对雏鸡刺激性较大， 接种部位由于吸收不

良易形成结节和钙化灶， 而 ＮＰｓ 作为水佐剂更易于

机体吸收， 没有出现免疫应激与不良反应。 心脏和肝

脏是 ＦＡｄＶ－４ 的主要靶器官， 脏器病毒载量的检测结

果也证明， 疫苗免疫显著降低了病毒在各组织脏器中

的复制。 ＮＰｓ ８－２ 佐剂与白油佐剂和 ＮＰｓ ７－４ 佐剂比

较， 心脏、 肝脏、 脾脏中的病毒载量均出现了下降。
肛拭子中病毒含量测定结果显示， ＮＰｓ ８－２ 佐剂降低

了感染鸡的排毒量， 显著缩短了排毒持续期， 说明

ＮＰｓ ８－２ 作为 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白的佐剂虽然无法阻止

鸡感染 ＦＡｄＶ－４， 但能有效降低病毒复制。 而 ＮＰｓ ７－
４ 并没有显示出良好的免疫增强效果， 无论是脏器病

毒载量还是泄殖腔排毒量都显著高于 ＮＰｓ ８－２。
本实验室先前的研究结果表明， ＮＰｓ ８－２ 比 ＮＰｓ

７－４ 的粒径更小， 均一性和稳定性更好。 ＮＰｓ ７－４ 和

ＮＰｓ ８－２ 在小鼠体内均能诱导高水平的细胞免疫和体

液免疫反应， 其免疫调节作用与诱导 Ｔｈ１ 型免疫反应

与激活模式识别受体有关。 ＮＰｓ ７－４ 在鸡体内诱导的

体液免疫水平显著低于 ＮＰｓ ８－２， 这导致了 ＮＰｓ ７－４
的保护效果低于 ＮＰｓ ８－２。 ＮＰｓ ７－４ 与 ＮＰｓ ８－２ 的主

要区别在于来源于不同种属的乳杆菌， 研究表明多糖

的组成结构和化学性质能够影响其与免疫系统的相互

作用方式， 不同类型的多糖在作为佐剂时会产生不同

的效果［１８］。 因此我们推测 ＮＰｓ ７－４ 在鸡体内未能起

到令人满意的免疫增强作用可能与 ＥＰＳ 本身的特性

及其对不同动物的免疫活性差异有关。
综上所述， 使用 ＮＰｓ ８－２ 作为 Ｐｅｎｔｏｎ ｂａｓｅ 蛋白

亚单位疫苗的佐剂优于传统白油佐剂， 能够有效提高

抗原蛋白的免疫原性， 减少免疫不良反应。 本试验为

进一步开发新型兽用疫苗佐剂提供了理论基础和技术

支持。

参考文献：

［１］ 　 ＤＡＢＡ Ｇ Ｍ， ＥＬＮＡＨＡＳ Ｍ Ｏ， ＥＬＫＨＡＴＥＥＢ Ｗ Ａ． Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｏｏｌｓ

ｉｎ ｆｏｏｄ， ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ， ａｎｄ ｍｅｄｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ

Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０２１， １７３： ７９－８９．

［２］ 　 ＫＨＡＬＩＬ Ｅ Ｓ， ＡＢＤ ＭＡＮＡＰ Ｍ Ｙ， ＭＵＳＴＡＦＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ － ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｅｍｐｏｙａｋ ［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１９， ２３ （２）： ３９８－４１７．

［３］ 　 ＲＡＮＩ Ｒ Ｐ， ＡＮＡＮＤＨＡＲＡＪ Ｍ， ＤＡＶＩＤ ＲＡＶＩＮＤＲＡＮ Ａ． Ｃｈａｒａｃ⁃

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｇａｓ⁃

·８７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 １１



ｓｅｒｉ ＦＲ４ ａｎｄ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ［ Ｊ］ ．
Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌ， ２０１７， １０９： ７７２－７８３．

［４］ 　 ＳＰＡＮÒ Ａ， ＬＡＧＡＮÀ Ｐ， ＶＩＳＡＬＬＩ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｂｉｏｆｉｌｍ ａｃ⁃
ｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｎ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍａｒｉｎｅ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ Ｔ１４ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１６， ７２ （５）： ５１８－５２８．

［５］ 　 ＭＩＳＵ Ｍ． Ｐｒｅｓｅｎｔ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ｍｅｄｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｅｘｏｐｏ⁃
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１５， ６： １０１２－１０１６．

［６］ 　 ＣＡＧＧＩＡＮＩＥＬＬＯ Ｇ， ＫＬＥＥＲＥＢＥＺＥＭ Ｍ， ＳＰＡＮＯ Ｇ． Ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃ⁃
ｃｈａｒｉｄｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ： ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈ － ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｂｅｎｅｆｉｔｓ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏｔ，
２０１６， １００ （９）： ３８７７－３８８６．

［７］ 　 ＤＩＮＧ Ｃ， ＷＵ Ｈ， ＣＡＯ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｒｉｓｐａｔｕｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘ⁃
ｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｌｉｍｉｔ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉ⁃
ｍｕｒｉｕｍ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｆｕｎｃｔ， ２０２２， １３ （２０）： １０５０１－１０５１５．

［８］ 　 张嘉坤， 黄啟良， 吴雁． ＭＣＭ－４１ 介孔二氧化硅 ／ 季铵化壳聚糖

载烯啶虫胺纳米颗粒的制备及缓释性能 ［ Ｊ］ ． 农药学学报，
２０２０， ２２ （２）： ２２５－２３２．

［９］ 　 赵莹． 纳米佐剂增强 ＰＥＤＶ 免疫效果的分子机制研究 ［Ｄ］． 大

庆： 黑龙江八一农垦大学， ２０２３．
［１０］ ＨＯＵ Ｆ， ＴＥＮＧ Ｚ， ＲＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｆｌｏｗｅｒ－ｌｉｋｅ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉｃａ ｎａｎｏｐ⁃

ａｒｔｉｃｌｅｓ ａｓ ａｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｍｍｕｎｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［Ｊ］． Ｎａｎｏｍｅｄ－Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２２， ４２： １０２５４１－１０２５５１．
［１１］ ＱＩＡＯ Ｄ， ＬＩ Ｌ， ＬＩＵ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ａｎｄｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｕ⁃

ｌａｔｅ ＣｐＧ ａｄｊｕｖａｎｔ ［ Ｊ］ ． Ａｃｓ Ａｐｐｌ Ｍａｔｅｒ Ｉｎｔｅｒ， ２０２２， １４ （４５）：
５０５９２－５０６００．

［１２］ ＴＡＮＧ Ｚ， ＬＩＵ Ｍ， ＧＡＯ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｏｗｌ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ｔｏ ｄｕｃｋｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０２２， ２６４： １０９３０２－１０９３０９．

［１３］ 刘萌． 基于血清 ４ 型禽腺病毒结构蛋白的亚单位疫苗初步研究

［Ｄ］． 南京： 南京农业大学， ２０２２．
［１４］ ＳＵＮ Ｙ， ＷＡＮ Ａ． Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｏｆ ｃｈｉｔｏｓａｎ

ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ａｓ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒ⁃
ｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１０， ９２ （４）： １２６５－１２７２．

［１５］ 李芳， 张荣武， 单虎， 等． 油佐剂研究进展与质量监控 ［ Ｊ］ ． 中

国动物检疫， ２０１０， １２ （２）： ７０－７１．
［１６］ 武桂梅， 刘纯德， 王振辉， 等． 影响注射用白油佐剂免疫效果的

因素分析 ［Ｊ］ ． 中国兽药杂志， ２０１４， ４８ （８）： １８－２２．
［１７］ ＳＡＡＤＡＴ Ｙ Ｒ， ＡＨＭＡＤ Ｙ， ＢＡＨＲＡＭ Ｐ． Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ

ｏｆ ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ， ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙ ａｎｄ ｈｅａｌｔｈ ｂｅｎｅｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｒｂｏｈｙｄ Ｐｏｌｙｍ，
２０１９， ２１７： ７９－８９．

［１８］ 夏芯， 朱雅文， 周利， 等． 疫苗新型佐剂的作用机制和研发进展

综述 ［Ｊ］ ． 中国疫苗和免疫， ２０２３， ２９ （４）： ４７４－４８２􀆰

·９７·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １１ 期


