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!!&摘要'!目的!制备特异性抗镰刀菌鸡卵黄抗体 "2Ag#并检测其对温度和 MU的耐受性及抗真菌作
用( !方法!取 99 周龄莱杭母鸡 =H 只%采用随机数表法将其随机分为阴性对照组和实验组%每组 L 只( 制
备灭活镰刀菌丝悬液%将菌丝浓度 9s=:>

菌落形成单位";[c# 8#&的菌悬液与弗氏完全佐剂等体积混合充分
乳化后%对实验组莱杭母鸡进行免疫%每只鸡注射 = #&%9 周后换为弗氏不完全佐剂加强免疫( 在免疫后的第
K_=J 周每周收集卵黄%用硫酸铵盐析法制备 2Ag%将得到的蛋白溶液放入冻干机中制作成冻干粉%Y n保存(
以质量分数 :@L]氯化钠溶液代替菌悬液按照同样方式进行阴性对照组莱杭母鸡的注射%以制备非特异性抗
体作为实验中的阴性对照( 采用考马斯亮蓝法测定特异性 2Ag蛋白浓度%采用间接酶联免疫吸附测定
""42WT#法测定其效价( 将 =s=:K ;[c8#&和 =s=:< ;[c8#&镰刀菌悬液与不同浓度 2Ag及磷酸盐缓冲液
"3bW#混合培养 Y / 后测定吸光度"@#值%用 3bW 及非特异性 2Ag与镰刀菌悬液共孵育作为空白对照组及阴
性 2Ag组%绘制抗镰刀菌 2Ag的抑菌曲线( 用 MU>@Y 的 3bW 将特异性 2Ag溶液稀释至 :@:9 #A8#&%分别在
<:)Y:)K:)J:)>:)H: 和 L: n水浴中孵育 <: #%1 后冷却至室温*此外%用 MU值为 &)9)<)Y)K)J)>)H)L)&:)== 和
=9 的 3bW 将特异性 2Ag溶液稀释至 :@:9 #A8#&%Y n下放置 = N%均采用间接 "42WT法测定抗体活性%评估
2Ag对不同温度和 MU的耐受性( 取 W3[级 H 周龄雌性 ;K>b48J 小鼠 =9 只%采用随机数表法将其分为 3bW
对照组和特异性 2Ag治疗组%每组 J 只( 用镰刀菌感染小鼠右眼角膜%建立小鼠真菌性角膜炎动物模型%建模
后 = /%特异性 2Ag治疗组用 9:: #A8#&特异性抗镰刀菌 2Ag点眼%3bW 对照组用 3bW 点眼%于感染后 =)< 和
K / 在裂隙灯显微镜下观察小鼠角膜%根据炎症评分表对真菌性角膜炎的严重程度进行评分( !结果!免疫
后第 K_=J 周的 2Ag蛋白质量浓度分别为 =@K>)9@HL)9Y@LH)9K@:L)9<@HL)9K@>H)9=@K>)9=@<>)=H@LH)=K@>H)
=Y@J> 和 =9@J> #A8#&( 特异性抗镰刀菌2Ag的效价从第 K 周开始升高%第 > 周时达到最高效价%为 =d=: :::%可
维持至免疫后 =9 周%=9 周后抗体效价逐渐下降( 抑菌曲线显示%与空白对照组和阴性 2Ag组相比%特异性 2Ag
治疗组镰刀菌生长缓慢( 抗体效价高于 =d=: ::: 的特异性 2Ag在 J: n以下具有较好的热稳定性*在 MUY_J
具有最高活性%在 MU<_L 的免疫活性能够保持在 >:]以上%随着 MU值的进一步降低或升高%其活性迅速降
低( 镰刀菌感染后 =)< 和 K /%3bW 对照组角膜炎症评分分别为 <@K:m:@KK)>@<<m:@H9 和 Y@::m:@J<%特异性
2Ag治疗组角膜炎症评分分别为 <@<<m:@H9)Y@=>m:@>K 和 9@K:m:@KK( 9 个组不同时间点炎症评分总体比
较%差异均有统计学意义 "H

分组
o9Y>@<K%1t:@:K*H

时间
o9<@=L%1t:@:K#%其中镰刀菌感染后 < / 和 K /%与

3bW 对照组相比%特异性 2Ag治疗组小鼠真菌性角膜炎炎症评分降低%差异均有统计学意义"均 1t:@:K#( !
结论!用硫酸铵盐析法可成功制备高效价特异性抗镰刀菌 2Ag%其稳定性高%对温度和酸碱度均有一定的耐
受性%可以在小鼠的真菌性角膜炎模型中减轻角膜溃疡的严重程度%降低炎症评分(!

&关键词'!真菌性角膜炎8治疗* 镰刀菌* 抗体* 效价* 鸡卵黄抗体
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J6%)9*+>%$+,/O)"+"92>,2,57%I"%@//#2#9+%3 K,&)#+92,/X#$539,Q$#G%*&#+7%X#$539,MUUTTV%!"#$9*M!,22%5%,/H,,3
;<#%$<%9$3 '$5#$%%*#$5%O<%9$ Q$#G%*&#+7,/!"#$9%X#$539,MUUTTV%!"#$9
!,**%&),$3#$5 9-+",*$N"9,.-#W#-%'>9#2$C"9,5-#W#-Y5,,3EJMUF<,>

"85)('6*(#9M5N&*(.L&9VOMD.M$D.BM.0%P%0$1E%CH-&9*#-> (O&a %##,1OA&OR,&%1 "2Ag# $1/ %1S.BE%A$E.%EB
EO&.D$10.EOE.#M.D$E,D.$1/ MU$1/ S.D%P(%EB$1E%P,1A$&.PP.0E$A$%1BEH-&9*#->-!C&(2+0)!"%ANE..1 99C?..aCO&/
4.ANOD1 &$(%1AN.1B?.D.B.&.0E./ $1/ D$1/O#%'./ %1EO1.A$E%S.0O1EDO&ADO,M $1/ .*M.D%#.1E$&ADO,M $00OD/%1AEOEN.
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D$1/O#1,#R.DE$R&.#.ENO/%?%EN L N.1B%1 .$0N ADO,M-VN.9s=:> 0O&O1(POD#%1A,1%EB";[c# 8#&B,BM.1B%O1 OP
%1$0E%S$E./ N(MN$.OPH-&9*#->$1/ [D.,1/ 0O#M&.E.$/),S$1E?$B#%*./ %1 $= d= D$E%O$1/ .#,&B%P%./-VN.N.1B%1
EN..*M.D%#.1E$&ADO,M ?.D.%1).0E./ ?%EN = #&OPEN.#%*E,D.EO%##,1%'.$1/ D.0.%S./ = #&OP[D.,1/ %10O#M&.E.
$/),S$1E$BROOBE.D%1).0E%O1 $EE?O?..aB$PE.DEN.%1%E%$&%1).0E%O1-VN..AA(O&a ?$B0O&&.0E./ PDO#EN.KEN EO=JEN
?..a $PE.D%##,1%'$E%O1-WM.0%P%0$1E%CH-&9*#-> 2AgMDOE.%1 ?$BMD.M$D./ R(B$&E%1AO,E#.ENO/ ,B%1A$##O1%,#
B,&P$E.-VN.ORE$%1./ MDOE.%1 BO&,E%O1 ?$BM,E%1EO$PD..'./D(.D$1/ #$/.%1EOPD..'.C/D%./ MO?/.DBEOD./ $EY n-VN.
N.1B%1 EN.1.A$E%S.0O1EDO&ADO,M ?.D.%1).0E./ ?%EN :@L] BO/%,#0N&OD%/.EOMD.M$D.EN.1O1CBM.0%P%0$1E%RO/($B
EN.1.A$E%S.0O1EDO&-bD$/POD/ #.ENO/ ?$B,B./ EO/.E.D#%1.EN.0O10.1ED$E%O1 OPBM.0%P%0.AA2AgMDOE.%1 $1/ EN.
%1/%D.0E.1'(#.C&%1a./ %##,1OBODR.1E$BB$(""42WT# ?$B.#M&O(./ EO#.$B,D.%EBE%E.D-VN.=s=:K ;[c8#&$1/
=s=:< ;[c8#&H-&9*#->B,BM.1B%O1 ?.D.0,&E,D./ ?%EN /%PP.D.1E0O10.1ED$E%O1BOP2Ag$1/ MNOBMN$E.R,PP.D./ B$&%1.
"3bW# PODY /$(B%$1/ EN.$RBODR$10.S$&,.$EJ:: 1# ?$B#.$B,D./-VN.0OC%10,R$E./ 3bW81.A$E%S.2Ag?%EN
H-&9*#->BO&,E%O1 ?$BB.E$BR&$1a 0O1EDO&81.A$E%S.0O1EDO&$00OD/%1A&(-VN.0O10.1ED$E%O1Ca%&&%1A0,DS.OP$1E%C
H-&9*#->2Ag$A$%1BEH-&9*#->?$BORE$%1./-VN.BM.0%P%02AgBO&,E%O1 ?$B/%&,E./ EO:@:9 #A8#&?%EN 3bW MU>@Y%
$1/ EN./%&,E./ BM.0%P%02AgBO&,E%O1 ?$BM&$0./ %1EOEN.?$E.DR$EN POD<: #%1,E.B$E<:%Y:%K:%J:%>:%H:%L: n%
D.BM.0E%S.&(%$1/ ?$B0OO&./ /O?1 EODOO#E.#M.D$E,D.-VN.BM.0%P%02AgBO&,E%O1 ?$B/%&,E./ EO:@:9 #A8#&?%EN 3bW
MU=%MU9%MU<%MUY%MUK%MUJ%MU>%MUH%MUL%MU=:%MU==%MU=9%D.BM.0E%S.&(%$1/ EN./%&,E./ BM.0%P%0
2AgBO&,E%O1 ?$BM&$0./ $EY n PODO1.NO,D-VN.$0E%S%E(OP/%&,E./ BM.0%P%02AgBO&,E%O1 R(/%PP.D.1E#.ENO/B?$B
#.$B,D./ R(%1/%D.0E"42WT% $1/ EN.EO&.D$10.OP2Ag EOS$D%O,BE.#M.D$E,D.B$1/ MU ?$B.S$&,$E./-V?.&S.
HC?..aCO&/ W3[P.#$&.;K>b48J #%0.?.D.B.&.0E./ $1/ D$1/O#%'./ %1EOEN.3bW 0O1EDO&ADO,M $1/ BM.0%P%02Ag
ED.$E#.1EADO,M $00OD/%1AEOEN.D$1/O#E$R&.#.ENO/%?%EN J #%0.%1 .$0N ADO,M-VN.D%ANE.(.BOPEN.=9 #%0.?.D.
%1P.0E./ ?%EN H-&9*#-> EO.BE$R&%BN #%0.#O/.&OPP,1A$&a.D$E%E%B-I1./$($PE.D#O/.&%1A% 9:: #A8#&OP$1E%C
H-&9*#->2Ag?$B/DOMM./ EOEN.D%ANE.(.BOP#%0.%1 EN.BM.0%P%02AgED.$E#.1EADO,M%$1/ 3bW ?$B/DOMM./ EOEN.
D%ANE.(.BOP#%0.%1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M-VN.0OD1.$BOP#%0.%1 EN.E?OADO,MB?.D.ORB.DS./ ,1/.DEN.B&%E&$#M
#%0DOB0OM.$E=%< $1/ K /$(BPO&&O?%1A#O/.&%1A%$1/ EN.0OD1.$&,&0.D?$BB0OD./ $00OD/%1AEOEN.AD$/%1AB0$&.POD
%1P&$##$E%O1 B0OD.-VN.,B.$1/ 0$D.OP.*M.D%#.1E$&$1%#$&BPO&&O?./ EN.TBBO0%$E%O1 PODF.B.$D0N %1 \%B%O1 $1/
IMNEN$&#O&OA(BE$E.#.1E-VN%BBE,/(MDOEO0O&?$B$MMDOS./ R($1 "EN%0B;O##%EE..OPVN.TPP%&%$E./ UOBM%E$&OP
k%1A/$Oc1%S.DB%E("GO-kg[g̀ X449J=JH#-!I&)-/()!VN.2AgMDOE.%1 0O10.1ED$E%O1 PDO#EN.KEN EO=JEN ?..a
$PE.D%##,1%'$E%O1 ?$B=@K>%9@HL%9Y@LH%9K@:L%9<@HL%9K@>H%9=@K>%9=@<>%=H@LH%=K@>H%=Y@J>%=9@J> #A8#&%
D.BM.0E%S.&(-VN.E%E.DOP2Ag?$B%10D.$B./ PDO#EN.KEN ?..a%$1/ %ED.$0N./ EN.N%AN.BEE%E.D= d=: ::: $EEN.>EN
?..a%?N%0N 0O,&/ R.#$%1E$%1./ ,1E%&EN.=9EN ?..a $PE.D%##,1%'$E%O1 R.POD.%E/DOMM./ AD$/,$&&(-VN.
0O10.1ED$E%O1Ca%&&%1A0,DS.BNO?./ EN$E0O#M$D./ ?%EN EN.R&$1a 0O1EDO&ADO,M $1/ 1.A$E%S.0O1EDO&ADO,M%H-&9*#->
AD.?B&O?&(%1 EN.BM.0%P%02AgED.$E#.1EADO,M-VN.BM.0%P%02Ag?%EN $E%E.DAD.$E.DEN$1 = d=: ::: N$/ EN.D#$&
BE$R%&%E(R.&O?J: n-VN.$0E%S%E(OPBM.0%P%02Ag?$BN%AN.BE$EMUY EOJ%?N%0N 0O,&/ R.#$%1E$%1./ $ROS.>:] $E
MU< EOL $1/ ?$BP,DEN.DD./,0./ ?%EN EN./.0D.$B.OD%10D.$B.OPMU-TE=%< $1/ K /$(B$PE.DH-&9*#->%1P.0E%O1%EN.
%1P&$##$E%O1 B0OD.B?.D.<@K:m:@KK%>@<<m:@H9%Y@::m:@J< %1 EN.3bW 0O1EDO&ADO,M%$1/ <@<<m:@H9%Y@=>m
:@>K%9@K: m:@KK %1 EN.BM.0%P%02Ag ED.$E#.1EADO,M-VN.D.?$B$BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1EOS.D$&&/%PP.D.10.%1
%1P&$##$E%O1 B0OD.B$ES$D%O,BE%#.MO%1EBR.E?..1 EN.E?OADO,MB"HADO,M o9Y>@<K%1t:@:K*HE%#.o9<@=L%1t:@:K#-
TE< $1/ K /$(B$PE.DH-&9*#->%1P.0E%O1%EN.D.?$B$B#$&&.D,&0.D$D.$$1/ /.0D.$B./ %1P&$##$E%O1 B0OD.B%1 EN.
BM.0%P%02AgED.$E#.1EADO,M 0O#M$D./ ?%EN EN.3bW 0O1EDO&ADO,M%$1/ EN./%PP.D.10.B?.D.BE$E%BE%0$&&(B%A1%P%0$1E
"$&&$E1t:@:K#-!O+,*/-).+,)!VN.N%AN E%E.DBM.0%P%02Ag0$1 R.B,00.BBP,&&(MD.M$D./ R(B$&E%1AO,E#.ENO/
,B%1A$##O1%,#B,&P$E.%?N%0N %B?%EN N%AN BE$R%&%E(%EO&.D$10.EOE.#M.D$E,D.$1/ MU-5OD.OS.D%%E0$1 $&&.S%$E.EN.
B.S.D%E(OP0OD1.$&,&0.DB$1/ D./,0.%1P&$##$E%O1 B0OD.B%1 EN.#O,B.#O/.&OPP,1A$&a.D$E%E%B-

":&7 ;+'0)#9f.D$E%E%B% P,1A$&8EN.D$M(* H-&9*#->* T1E%RO/%.B* V%E.D* gO&a %##,1OA&OR,&%1
<-,0@'+1'64$ f.(F.B.$D0N $1/ 7.S.&OM#.1E3&$1 OPWN$1/O1A3DOS%10."9:=L6W[=:>:99#
7I2$=:-<>J:80#$-)-01==KLHLC9:9:==9JC::>LJ

!!真菌性角膜炎是一种由致病真菌感染引起的严重
致盲眼病( 植物性外伤是其主要的发病诱因%因此其
在以农业生产为主的发展中国家发病率较高

- = 9̂. ( 真

菌性角膜炎的致病菌属主要包括镰孢菌属)曲霉菌属)

念珠菌属和弯孢菌属%以镰刀菌和烟曲霉菌常见 - <. (

在我国%镰刀菌导致真菌性角膜炎的发病率逐年升高(
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真菌性角膜炎起病缓慢)病程长%与病毒性或细菌性角
膜溃疡相比%真菌性角膜溃疡预后更差( 目前在临床
中常用的抗真菌药物主要有多烯类"两性霉素 b#)唑
类"伏立康唑)氟康唑#)棘白菌素类"卡泊芬净)米卡
芬净#和环孢素类等 - Y. ( 由于抗真菌药物的毒性和不
良反应较大%局部渗透性差且刺激性强%限制了其在真
菌性角膜炎中的应用

- K. %因此亟需寻找毒性低)抗真
菌效果好)渗透性强的药物来增加局部作用效果并减
轻全身毒性作用( 鸡卵黄抗体 "(O&a %##,1OA&OR,&%1%
2Ag#是将抗原通过注射的方式免疫禽类后%通过其免
疫系统产生并蓄积在卵细胞中的特异性抗体( 母鸡产
生 2Ag是为了给后代提供对常见禽病原体有效的体液
免疫%直至后代自身免疫系统完全成熟( 2Ag具有产
量高)易获得)价格低廉)毒性低)对温度和 MU具有良
好的耐受性等特点%已经在疾病诊断和治疗等方面有
广泛的研究和应用

- J Ĥ. ( 研究表明%用细菌)真菌)病
毒等病原体作为抗原免疫蛋鸡后%均能使蛋鸡产生针
对特定抗原的 2Ag- L. %产生的特异性 2Ag能够有效抑
制痢疾志贺菌)轮状病毒)白念珠菌)毛癣霉菌等的生
长%并在口腔念珠菌感染)皮肤毛癣霉病等多种疾病中
具有较好的治疗效果

- =: =̂<. ( 但是到目前为止%特异性
2Ag在真菌性角膜炎中的作用尚不清楚( 本实验拟制
备特异性抗镰刀菌的 2Ag%并检测其抗真菌作用及对
温度和 MU的耐受性%以期为真菌性角膜炎的药物治
疗提供新的思路(

>9材料与方法

>->!材料
>->-> ! 实 验 对 象 及 来 源 ! 标 准 镰 刀 菌 菌 株

"GI-<-:=H9L#"中国普通微生物保藏中心提供#( 99
周龄莱杭母鸡 =H 只%体质量约 = aA"青岛森淼公司提
供#( 健康 H 周龄 W3[级雌性 ;K>b48J 小鼠 =9 只"济
南朋悦公司#%均经过检验及检疫%眼前节无明显异
常( 小鼠饲养环境温度控制在 =H_99 n%湿度为
K:]_J:]%室内明暗循环各 =9 N( 实验动物的使用
遵循美国眼科和视觉研究协会关于实验动物使用的原

则和标准%本研究方案经青岛大学附属医院实验动物
伦理委员会审核批准"批文号$kg[g̀ X449J=JH#(
>->-!!主要试剂及仪器!沙氏培养基)沙氏 TA$D培
养基)bD$/POD/ 法蛋白浓度测定试剂盒)牛血清白蛋
白 " ROS%1.B.D,# $&R,#%1% bWT# ) 磷 酸 盐 缓 冲 液
"MNOBMN$E.R,PP.D./ B$&%1.%3bW# "北京索莱宝公司#*
75"5"美国 U(;&O1.公司#*弗氏佐剂)弗氏不完全佐
剂)辣根酶标记兔抗鸡 2A6"美国 W%A#$公司#*优级纯

硫酸铵"天津科密欧化学试剂开发中心#( 透气封口
膜"上海富雪生物科技有限公司#*普兰德封口膜"上
海生物公司#*角膜板层刀 "美国 T&0O1 公司#*KC: 带
线缝合针 "宁波医用缝针公司 #*体式显微镜 "德国
;$D&X.%BB公司#* Ĥ: n和 Y n冰箱)超净工作台)冻
干机"美国 VN.D#OW0%.1E%P%0公司#*全套移液器)低温
高速离心机 " KH=:F# "德国 "MM.1/ODP公司#*高压立
式蒸汽灭菌器 "日本 VO#(公司 #*酶标仪 "美国
VN.D#O[OD#$公司#*恒温培养箱"上海力康公司#*裂
隙灯显微镜"日本拓普康公司#(
>-!!方法
>-!->!特异性 2Ag的制备!取出冻存的标准镰刀菌
菌株于超净工作台中溶解吹打后接种在沙氏 TA$D培
养基%置于 9H n恒温箱中 K_> /%刮取镰刀菌的孢子
及菌丝接种于含沙氏培养基的无菌细胞培养瓶内%透
气封口膜封口%在 <> n摇床培养箱内 =9: D8#%1 条件
下培养约 K /( 收集细胞培养瓶内的镰刀菌菌丝于离
心 管 内 研 磨 充 分 后 在 离 心 半 径 =<@K 0#%
=9 ::: D8#%1)Y n条件下离心 =K #%1%弃上清%无菌
3bW 充分洗涤菌液 < 遍( 加入体积分数 >K]乙醇充分
混匀 后 于 Y n 冰 箱 过 夜 灭 活 菌 丝( 次 日 再 次
=9 ::: D8#%1 离心 =K #%1%弃去 >K]乙醇%用无菌 3bW
洗涤 < 遍%加入 75"5培养液混匀%配制成终浓度为
9s=:>

菌落形成单位"0O&O1(POD#%1A,1%EB%;[c# 8#&的
菌丝刺激液( 采用随机数表法将 =H 只莱杭母鸡随机
分为阴性对照组和实验组%每组 L 只( 取菌悬液与弗
氏完全佐剂等体积混合并充分乳化%取 = #&混合液于
实验组鸡的颈部)双翅及胸肌处皮下散点注射%9 周后
换为弗氏不完全佐剂加强免疫 = 次( 收集免疫后的鸡
蛋%Y n储存备用( 同时以氯化钠溶液代替菌悬液按
照同样方式对阴性对照组莱杭母鸡进行注射%以制备
非特异性抗体作为实验中的阴性对照( 取免疫后蛋黄
9: A%用灭菌双蒸水稀释至质量浓度为 L: #A8#&%混匀
后调 节 MU 至 K-:% Y n 静 置 过 夜( Y n 条 件 下

=: ::: D8#%1 离心 <: #%1%取上清液过滤%收集滤液(
向滤液中加入 K:]饱和度的优级纯硫酸铵%Y n条件
下搅拌 <: #%1 并静置 9 N 以使蛋白沉淀( Y n条件下
=: ::: D8#%1 离心 =K #%1%弃上清( 将离心所得沉淀
溶解于适量的 3bW 中%再加入 <<]饱和度的优级纯硫
酸铵进行二次盐析%Y n条件下搅拌 9: #%1 后静置
Y: #%1 以使蛋白沉淀( Y n条件下 =: ::: D8#%1 离心
=K #%1%弃上清%沉淀溶解于适量的 3bW 中%充分透析
后获得 2Ag溶液( 将得到的 2Ag蛋白液体放入冻干机
中制作成冻干粉%Y n保存(
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表 >9小鼠真菌性角膜炎模型炎症分级 ->E.

S65/&>9?,3/6446(.+,1'60.,1 .,4+-)&4+0&/+33-,16/R&'6(.(.)->E.

项目 '级"= 分# !级"9 分# "级"< 分# #级"Y 分#

溃疡面积"]# = 9̂K 9J K̂: K= >̂K >J =̂::

混浊程度

!
虹膜纹理尚清%瞳孔可见%
角膜轻度混浊

虹膜可见%角膜
较混浊

虹膜不可见%角膜
不均匀混浊

角膜均匀%重度混浊

溃疡形态

!
轻度不规则

!
轻度水肿)不规则
!

重度水肿%龛样溃疡%
或后弹力层膨出

穿孔或后弹力层

膨出

!注$< 项分数相加为最终炎症得分
!GOE.$VN.P%1$&%1P&$##$E%O1 B0OD.?$BEN.B,#OPEN.END..%E.#B

>-!-!!考马斯亮蓝法测定特异性 2Ag蛋白浓度!将
考马斯亮蓝工作液分别加到一系列不同浓度标准蛋白

质 bWT溶 液 中% 振 荡 摇 匀% =K #%1 后% 测 定 波 长
KLK 1#处吸光度"$RBODR$10.%@#值%以蛋白质浓度为横
坐标%@值为纵坐标%绘成标准曲线( 取第 K_=J 周适宜
体积待测样品%使其测定值在标准曲线的线性范围内%
根据所测定的 @KLK 值%计算出待测样品的蛋白质浓度(
>-!-B!间接酶联免疫吸附法测定特异性 2Ag效价!
取第 K_=J 周 2Ag%将质量浓度调整至 =:: #A8#&%用
9s=:> ;[c8#&镰刀菌丝包被 LJ 孔免疫板( 分别以
3bW 和阴性 2Ag提取液作为空白对照和阴性对照%浓
度与特异性抗镰刀菌 2Ag的稀释梯度一致( 辣根酶标
记兔抗鸡 2A6按 = d9 K:: 稀释%每孔 =:: %&%V5b显
色剂显色后%= #O&84U9WIY 终止反应%酶标仪测定
@YK: 值( 抗体的效价定义为样品 @YK: 与阴性对照 @YK:

的比值"9@= 时所需要的样品最大稀释倍数(
>-!-E ! 特异性 2Ag体外抑菌活性的测定 ! 将
=s=:K ;[c8#&和 =s=:< ;[c8#&镰刀菌悬液与效价为
= d=: ::: 的不同浓度特异性 2Ag混合培养 Y / 后用酶
标仪测定 @J:: 值( 用 3bW 及阴性卵黄抗体与镰刀菌
液共孵育分别作为空白对照组和阴性 2Ag组%绘制抑
菌曲线(
>-!-G!特异性 2Ag热稳定性的测定!将特异性 2Ag
用 MU>@Y 的 3bW 稀释至 :@:9 #A8#&%分别在 <:)Y:)
K:)J:)>:)H: 和 L: n水浴中孵育 <: #%1%室温冷却
后%以 9s=:> ;[c8#&镰刀菌丝包被 LJ 孔板%以间接酶
联免疫吸附测定 ".1'(#.C&%1a./ %##,1OBODR.1E$BB$(%
"42WT#法测定不同温度处理后 2Ag的活性(
>-!-H!特异性 2Ag酸碱稳定性的测定!将特异性 2Ag
分别用 MU值为 =)9)<)Y)K)J)>)H)L)=:)== 和 =9 的
3bW 稀释至 :@:9 #A8#&%并在 Y n条件下放置 &N%以
9s=:> ;[c8#&的镰刀菌丝包被 LJ 孔板%以间接
"42WT法测定不同 MU条
件处理后 2Ag的活性(
>-!-T!小鼠镰刀菌性角膜
炎模型的建立及处理!采
用随机数表法将 =9 只小鼠
随机分为 3bW 对照组和特
异性 2Ag治疗组%每组 J
只( 腹腔内注射质量分数
H]水合氯醛 " :@Y #&8aA#
麻醉 ;K>b48J 小鼠%在体
式显微镜下%用板层刀刮除
约 9 ##直径范围的右眼

中央角膜上皮组织以形成角膜缺损%将 =: %&镰刀菌
菌悬液点于角膜上并用封口膜自制的软性角膜接触镜

覆盖%用 KC: 带线缝合针缝合上下眼睑( 建模后 = /%
特异性 2Ag治疗组用 9:: #A8#&特异性抗镰刀菌 2Ag
点眼%3bW 对照组用 3bW 点眼%每 9 N 点 = 次( 于镰刀
菌感染后 =)< 和 K / 在裂隙灯显微镜下观察并拍照%
参照文献-=Y.的标准对小鼠镰刀菌性角膜炎的严重
程度进行分级"表 =#(
>-B!统计学方法

采用 6D$MNM$/ 3D%B#>-: 和 W3WW 9<-: 统计学软
件进行统计分析( 计量资料的数据经 WN$M%DOC̀ %&a 检
验证实符合正态分布%以 (m&表示( 各组间不同时间
点小鼠角膜炎症评分总体差异比较采用重复测量两因

素方差分析%两两比较采用 4W7C+检验( 1t:@:K 为差
异有统计学意义(

!9结果

!->!特异性抗镰刀菌 2Ag的浓度及效价测定
考马斯亮蓝法测定 2Ag浓度标准曲线见图 =%根

据标准曲线测得第 K_=J 周的特异性 2Ag的蛋白质量
浓度分别为 =@K>) 9@HL) 9Y@LH) 9K@:L) 9<@HL) 9K@>H)
9=@K>) 9=@<>) =H@LH) =K@>H) =Y@J> 和 =9@J> #A8#&(
特异性抗镰刀菌 2Ag的效价从第 K 周开始升高%第 >
周时达到最高效价%为 = d=: :::%可维持至免疫后第
=9 周%从第 =9 周开始效价缓慢下降"图 9#(
!-!!特异性抗镰刀菌 2Ag抑制镰刀菌生长的抑菌
曲线

抑菌曲线显示%特异性 2Ag治疗组的抑菌效果明
显好于空白对照组及阴性 2Ag组%9K: #A8#&的特异
性 2Ag可完全抑制 =s=:K ;[c8#&的镰刀菌生长
"图 < #% =:: #A8#&的 特 异 性 2Ag 可 完 全 抑 制

=s=:< ;[c8#&镰刀菌的生长"图 Y#(
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fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

A
值

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
蛋白质量浓度（mg/ml）

Y=0.507X+0.557
R2=0.990

图 >9考马斯亮蓝法测定 ?10浓度标准曲线!根据标准曲线公式
go:@K:>iu:@KK>"89 o:@LL:#测得蛋白质量浓度!@$吸光度
<.1-'&> 9 V'603+'0 6))67 )(6,06'0 *-'L&+3?10 *+,*&,('6(.+,
L&')-)65)+'56,*&!VN.2Ag0O10.1ED$E%O1 ?$B0$&0,&$E./ $00OD/%1AEO
EN..Q,$E%O1 go:@K:>iu:@KK> "89 o:@LL:#!@$$RBODR$10.

t/周
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

lg
Y
效

价

12000

10000

8000

6000

4000

2000

0

特异性lgY 阴性lgY

图 !9间接 #A?F8法测定第 GY>H 周 ?10效价!特异性抗镰刀菌
2Ag的效 价 从 第 K 周 开 始 升 高% 第 > 周 时 达 到 最 高 效 价% 为
= d=: :::%可维持至免疫后第 =9 周%从第 =9 周开始效价开始缓慢下
降!2Ag$鸡卵黄抗体
<.1-'&!9?,0.'&*(#A?F84&(2+0(+ 0&(&'4.,&(2&(.(&'+3?10.,
GX>H ;&&R)3+//+;.,1 .44-,.P6(.+,!VN.E%E.DOP2Ag?$B%10D.$B./
PDO#EN.KEN ?..a $1/ D.$0N./ EN.N%AN.BEE%E.D=d=: ::: $EEN.>EN
?..a%?N%0N 0O,&/ R.#$%1E$%1./ ,1E%&EN.=9EN ?..a $PE.D%##,1%'$E%O1-
VN.E%E.DR.A$1 EO/.0&%1.B&O?&(PDO# EN.=9EN ?..a ! 2Ag$ (O&a
%##,1OA&OR,&%1
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质量浓度（mg/ml）
0 50 100 150 200 250 300

6

5

4

3

2

1

lg
CF

U
/m

l

图 B9各组对 >l>"G O<Z[4/镰刀菌悬液的抑菌曲线!特异性 2Ag
治疗组的抑菌效果明显好于空白对照组及阴性 2Ag组%9K: #A8#&
的特异性 2Ag可完全抑制 =s=:K ;[c8#&的镰刀菌生长!;[c$菌落
形成单位*2Ag$鸡卵黄抗体
<.1-'&B 9 O+,*&,('6(.+,K56*(&'.*.06/*-'L& +30.33&'&,(1'+-%)
616.,)(>l>"G O<Z[4/!"#$%&"')-)%&,).+,!VN.$1E%P,1A$&.PP.0EOP
EN.BM.0%P%02AgADO,M $A$%1BEH-&9*#->?$BB%A1%P%0$1E&(R.EE.DEN$1 EN.
R&$1a ADO,M $1/ EN. 1.A$E%S.2Ag ADO,M-VN.BM.0%P%02Ag ?%EN $
0O10.1ED$E%O1 OP 9K: #A8#&0O,&/ 0O#M&.E.&(%1N%R%EEN.ADO?EN OP
H-&9*#->OP= s=:K ;[c8#&! ;[c$ 0O&O1(POD#%1A,1%EB* 2Ag$ (O&a
%##,1OA&OR,&%1

!-B!特异性 2Ag对不同温度和 MU的耐受性
效价高于 = d=: ::: 的特异性 2Ag在 J: n以下具

有较好的热稳定性%效价无明显变化%J: n以上抗体
效价明显下降 "图 K#*特异性 2Ag在 MUY_J 具有最
高的活性%在 MU<_L 的条件下能够维持活性*随着
MU值的进一步降低或者升高%其活性迅速降低
"图 J#(
!-E!特异性 2Ag治疗组与 3bW 对照组角膜炎症评分
比较

镰刀菌感染后 < / 和 K /%与 3bW 对照组相比%特
异性2Ag治疗组小鼠角膜混浊面积减小)溃疡程度减
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图 E9各组对 >l>"B O<Z[4/镰刀菌悬液的抑菌曲线!特异性 2Ag
治疗组的抑菌效果明显好于空白对照组及阴性 2Ag组%质量浓度为

=:: #A8#&的特异性 2Ag可完全抑制 =s=:< ;[c8#&镰刀菌的生
长!;[c$菌落形成单位*2Ag$鸡卵黄抗体
<.1-'&E 9 O+,*&,('6(.+,K56*(&'.*.06/*-'L& +30.33&'&,(1'+-%)

616.,)(>l>"B O<Z[4/!"#$%&"')-)%&,).+,!VN.$1E%P,1A$&.PP.0EOP
EN.BM.0%P%02AgADO,M $A$%1BEH-&9*#->?$BB%A1%P%0$1E&(R.EE.DEN$1 EN.
R&$1a ADO,M $1/ EN. 1.A$E%S.2Ag ADO,M-VN.BM.0%P%02Ag ?%EN $
0O10.1ED$E%O1 OP =:: #A8#&0O,&/ 0O#M&.E.&(%1N%R%EEN.ADO?EN OP

H-&9*#-> OP=s=:< ;[c8#&! ;[c$ 0O&O1(POD#%1A,1%EB* 2Ag$ (O&a
%##,1OA&OR,&%1
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图 G9不同温度对特异性 ?10效价的影响!效价高于 = d=: ::: 的
特异性 2Ag在 <:_J: n间效价无明显变化%J: n以上抗体效价明显
下降!2Ag$鸡卵黄抗体
<.1-'&G9#33&*(+3(&4%&'6(-'&+,(2&(.(&'+3)%&*.3.*?10!VN.D.
?$B1OB%A1%P%0$1E0N$1A.%1 EN.E%E.DOPEN.BM.0%P%02Ag?%EN $E%E.DN%AN.D
EN$1 = d=: ::: %1 EN.D$1A.OP<: Ĵ: v;%$1/ EN.E%E.D?$B/.0D.$B./
B%A1%P%0$1E&(?N.1 EN.E.#M.D$E,D.D.$0N./ $ROS.J: n ! 2Ag$ (O&a
%##,1OA&OR,&%1
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图 T9特异性 ?10治疗组与 @VF对照组小鼠角膜形态及炎症程度比较!裂隙灯显微镜下观察可
见组感染后 < / 和 K /组与 3bW 对照组相比组特异性 2Ag治疗组小鼠角膜混浊面积缩小组溃疡程度和
炎症程度均明显减轻!3bW$磷酸盐缓冲液*2Ag$鸡卵黄抗体
<.1-'&T9O+4%6'.)+,+34+'%2+/+17 +34.*&*+',&6 6,00&1'&&+3.,3/6446(.+,5&(;&&,(2&(;+
1'+-%)!TE< $1/ K /$(B$PE.D%1P.0E%O1组EN.D.?$B$B#$&&.D$D.$OP0OD1.$&OM$0%E(组D.&%.S./ ,&0.D$E%O1
$1/ %1P&$##$E%O1 %1 EN.BM.0%P%02AgED.$E#.1EADO,M 0O#M$D./ ?%EN EN.3bW ADO,M!3bW$ MNOBMN$E.
R,PP.D./ B$&%1.*2Ag$(O&a %##,1OA&OR,&%1
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图 H9不同 %\对特异性 ?10效价的影响!效价高于 = d=: ::: 的特
异性 2Ag在 MUY_J 具有最高的活性组在 MU<_L 的条件下能够维持
活性*随着 MU值的进一步降低或者升高组其活性迅速降低!2Ag$鸡
卵黄抗体

<.1-'&H9#33&*(+3%\ +,(2&(.(&'+3)%&*.3.*?10!VN.D.?$BEN.
N%AN.BE$0E%S%E(OPEN.BM.0%P%02Ag?%EN $E%E.DN%AN.DEN$1 = d=: ::: $EMU
Y Ĵ组?N%0N 0O,&/ R.#$%1E$%1./ $EMU< L̂-̀ %EN EN./.0D.$B.OD%10D.$B.
OPMU组EN.$0E%S%E(?$BD./,0./ D$M%/&(!2Ag$(O&a %##,1OA&OR,&%1

轻"图 >#( 镰刀菌感染后 =)< 和 K /组3bW 对照组和特
异性 2Ag治疗组不同时间点炎症评分总体比较组差异
均有统计学意义 " H分组 o9Y>@<K组 1t:@:K* H时间 o
9<@=L组1t:@:K*H交互作用 o<9@=:组1t:@:K#( 镰刀菌感
染后 = /组9 个组炎症评分比较差异无统计学意义"1o
:@J=:#*镰刀菌感染后 < / 和 K /组与3bW 对照组相比组
特异性 2Ag治疗组炎症评分降低组差异均有统计学意
义"均 1t:@:K#"表 9#(

表 !9! 个组镰刀菌感染后不同时间点
小鼠角膜炎症评分比较"(]##

S65/&!9O+4%6'.)+,+3*+',&6/.,3/6446(.+,)*+'&)+3
4.*&6(L6'.+-)(.4&%+.,()63(&'!"#$%&"'.,3&*(.+,

5&(;&&,(2&(;+ 1'+-%)"(]##

组别 样本量
感染后不同时间点小鼠角膜炎症评分

= / < / K /

3bW 对照组 J <@K:m:@KK >@<<m:@H9 Y@::m:@J<

特异性 2Ag治疗组 J <@<<m:@H9 Y@=>m:@>K$ 9@K:m:@KK$

!注$H分组 o9Y>@<K组1t:@:K*H时间 o9<@=L组1t:@:K*H交互作用 o<9@=:组

1t:@:K-与 3bW 对照组比较组$1t:@:K"重复测量两因素方差分析组4W7C
+检验#!3bW$磷酸盐缓冲液*2Ag$鸡卵黄抗体
!GOE.$HADO,M o9Y>@<K组1t:@:K*HE%#.o9<@=L组1t:@:K*H%1E.D$0E%O1 o<9@=:组

1t:@:K-;O#M$D./ ?%EN EN.3bW 0O1EDO&ADO,M组$1t:@:K " V?OC?$(
D.M.$E./ #.$B,D.BTGI\T组4W7C+E.BE#!3bW$MNOBMN$E.R,PP.D./ B$&%1.*
2Ag$(O&a %##,1OA&OR,&%1

B9讨论

2Ag来自于被抗原免疫后的蛋鸡卵黄( 国内外大
量研究发现组特异性针对病原体的 2Ag可被应用于病
原体感染性疾病的诊断及治疗

- =K. ( 2Ag不仅具有抗原
结合力组而且对其抗原菌的生长具有明显抑制作用(
尽管其作用机制尚不明确组2Ag应用于动物病原菌的
被动免疫在病原体相关疾病的预防和治疗中有重要作

用
- =J =̂H. ( 特异性 2Ag能够有效抑制鲍曼不动杆菌)轮

状病毒)白念珠菌)毛癣霉菌等的生长( 在小鼠模型中
应用特异性 2Ag能够减轻口腔念
珠菌感染)皮肤毛癣霉病等多种
疾病的严重程度

- H组=:. ( 但特异性
针对 镰 刀 菌 的 2Ag 未 见 相 关
报道(

本研究制备了特异性针对镰

刀菌的 2Ag组并验证了其抗真菌作
用( 我们用镰刀菌菌丝作为抗
原组与弗氏佐剂混合组采用颈部)
双翅及胸肌等多处皮下散点注射

的方式免疫莱杭母鸡组9 周后更
换为弗氏不完全佐剂加强免疫 =
次( 用硫酸铵盐析法从免疫后的
莱杭母鸡卵黄中提取出特异性

2Ag组并检测了效价( 结果显示组
特异性 2Ag的最高效价可达到
= d=: :::组在免疫后 K 周效价开
始升高组> _=9 周时效价最高组=9
周后效价开始下降( 研究显示组
鸡卵黄抗体在免疫制备过程中组
免疫的途径)注射部位)抗原用
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量)间隔时间)免疫次数等都是影响免疫效果的因
素

- =L. ( 本实验结果表明%镰刀菌的菌丝在颈部)双翅
及胸肌等多处皮下散点注射的方式能够充分引起蛋鸡

的免疫%而且硫酸铵盐析法可高效提取 2Ag%与文献
-9:.研究结果一致( 既往实验中%提取 2Ag的方法可
分为 Y 种%即硫酸铵盐析法)硫酸钠盐析法)冰乙醇法
和聚乙二醇沉淀法

- 9=. ( 硫酸铵盐析法提取产物的抗
体效价最高%且产量大%是较为理想的提取纯化方法(
另外有研究表明%针对白念珠菌的 2Ag可以封闭白念
珠菌的表面抗原%防止白念珠菌菌丝体转变%引起凝
集%从而抑制白念珠菌的生长 - =H. ( 本研究发现%与空
白对照组及阴性 2Ag组相比%特异性 2Ag可显著抑制
镰刀菌生长%这为特异性 2Ag成为新型抗真菌药提供
了研究基础( 另外%在小鼠镰刀菌性角膜炎中%特异性
2Ag治疗组小鼠角膜混浊面积)溃疡程度)炎症程度均
明显减轻%炎症评分显著降低%这表明特异性 2Ag对小
鼠的镰刀菌性角膜炎具有治疗作用%有望作为天然生
物抑菌剂应用于镰刀菌性角膜炎的治疗中( 2Ag作为
一种蛋白类物质%在应用中对温度及酸碱度的耐受性
非常重要( 本实验测定了特异性 2Ag对酸碱度和温度
的耐受力%结果显示抗体效价高于 = d=: ::: 的特异性
2Ag在 J: n以下具有较好的热稳定性*抗体在 MUY_
J 具有最高的活性%在 MU<_L 的条件下能够维持活
性%随着 MU值的进一步降低或者升高%其活性迅速降
低%与既往研究结果一致 - 9= 9̂<. ( 2Ag良好的温度及酸
碱耐受性为其大量制备和广泛应用提供了基础(

综上所述%本研究结果显示采用硫酸铵盐析法可
成功制备高产量)高效价的特异性 2Ag%该抗体可显著
抑制镰刀菌生长%在小鼠镰刀菌性角膜炎模型中降低
角膜炎症评分%减轻角膜溃疡的严重程度%并且其稳定
性高%对温度和酸碱度均有一定的耐受性( 高效价特
异性 2Ag作为一种新的天然抑菌剂%有望应用于真菌
性角膜炎的治疗中(
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本刊对中英文摘要的要求

!!论著或综述文稿正文请撰写中英文摘要( 原创性论著文稿要求为结构式摘要%包括目的 "IR).0E%S.#)方法 "5.ENO/B#)结果
"F.B,&EB#和结论";O10&,B%O1B# Y 个要素%摘要应能够回答以下问题$" =#为什么进行这项研究*" 9#主要用什么方法进行研究*

"<#获得什么主要结果*"Y#通过研究得出什么结论等( 其中%目的部分为本课题对上述提出问题设立的目标*方法部分应提供研

究对象)样本量)分组情况)各组的干预情况)与研究相适应的观察或检测指标%获得结局指标的手段和设备等%临床研究请说明是

前瞻性研究)回顾性研究还是观察性研究*结果部分请客观描述研究的主要发现%包括主要的形态学检查表现)相关的关键性或主

要的量化资料以及相应的统计学比较结果%须写明统计学量值及其概率值*结论部分请提出与本研究论据直接相关的)必然的推

论%避免得出过度推测性)评价性和扩大化的结论( 摘要请用第三人称客观表述%不列图表%不引用文献%不加评论和解释( 英文摘

要应与中文摘要内容相对应%但为了对外交流的需要%可以略详细( 英文摘要应包括论文文题"正体#及全部作者姓名"汉语拼音%

姓在前%首字母大写%名在后%首字母大写%双字连写( 如$g%1 i%$ON,%#)标准化的单位名称)城市名称"汉语拼音#)邮政编码及国家

名称"全部为斜体#( 并请在另起一行处提供通信作者姓名的汉语拼音和 "#$%&地址%如 !,**%&),$3#$5 9-+",*$L#$ B#9,"-#%'>9#2$

(#9,"-#"+=9JF<,>( 专家述评或综述类文稿请撰写指示性中英文摘要%摘要内容应包含研究涉及的概念)研究的目的)综述资料的

来源)复习的文献量)研究的新发现或应用领域)综合的结果和结论及其意义等必要的信息(

研究论文为前瞻性研究者应在中英文摘要结束处提供临床试验注册号%以+临床试验注册"VD%$&D.A%BED$E%O1#,为标题%提供注

册机构名称和注册号( 前瞻性临床研究的论著摘要应注明遵循 ;IGWIFV声明";O1B/%/$E./ WE$1/$D/BOPF.MODE%1AVD%$&B# " NEEM$88

???-0O1BODECBE$1/$DE-ODA8NO#.#(

本刊对论文中关键词的著录要求

!!本刊投稿的论文请分别在中英文摘要下方标引 <_H 个关键词以便于编制文献索引( 关键词应选取能反映文章主题概念的词

或词组%中英文关键词应一致( 投稿作者可登陆 NEEM$88???-10R%-1&#-1%N-AOS8#.BN 或 NEEM$88???-10R%-1&#-1%N-AOS8.1ED.'8Q,.D(-

P0A%0 /Ro#.BN 网站从美国国立医学图书馆的 5.WU数据库中选取关键词%其中文译名可参照中国医学科学院信息研究所编译的
1医学主题词注释字顺表2( 未被词表收录的新的专业术语"自由词#可直接作为关键词使用%但应排序在最后( 中医药关键词应

从中国中医科学院中医药信息研究所编写的1中医药主题词表2中选取( 关键词中的缩写词应按1医学主题词注释字顺表2还原为

全称%每个关键词之间用+*,分隔(
"本刊编辑部#
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