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［摘　 要］ 　 为通过悬浮细胞培养方法规模化生产流产衣原体抗原，采用逐步降血清悬浮驯化法使

贴壁 Ｌ９２９ 细胞逐步适应悬浮培养环境，最终获得了一株可无血清悬浮培养的 Ｌ９２９ 细胞株。 将流

产衣原体接种于 Ｌ９２９ 悬浮细胞上，研究不同的促感染试剂以提高收菌量，并选择出最佳的培养方

法制备流产衣原体灭活疫苗。 以 ２５ μＬ、５０ μＬ、１００ μＬ 的剂量免疫 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，攻毒后检测其免疫

保护效果。 结果显示，当该 Ｌ９２９ 悬浮细胞初始接种密度为 ５ × １０５ ／ ｍＬ 时，培养 ７２ ｈ 后细胞浓度可

达到约 ７ × １０６ ／ ｍＬ，细胞活力在 ９５％以上；在细胞密度为 ６ × １０６ ／ ｍＬ，接菌量为 ５． ５ × １０４ ＩＦＵ ／ ｍＬ，加
入脂质体 ２０００ 的量为 １． ７ μＬ ／ ｍＬ、放线菌酮浓度为 ０． ４ μｇ ／ ｍＬ 时，菌量增殖倍数最大，４８ ｈ 内约扩

增了 ５２ 倍。 经流产衣原体悬浮培养细胞灭活疫苗免疫后，小鼠产生的抗体水平随免疫剂量的增加

而提升；接种 ５０ μＬ、１００ μＬ 疫苗组小鼠的脾淋巴细胞增殖水平、ＩＦＮ － γ、ＩＬ － ２ 的含量远高于接种

２５ μＬ 疫苗和注射 ＰＢＳ 组的小鼠；对免疫后的小鼠进行攻毒，接种疫苗组小鼠的脾脏、十二指肠、子
宫中的流产衣原体基因组含量远低于未接种疫苗组小鼠。 注射 ＰＢＳ 组及接种 ２５ μＬ 疫苗组的小鼠

子宫出现了不同程度的坏死及炎症，而其余两组小鼠的子宫无异常变化。 结果表明，本试验成功驯

化出１ 株Ｌ９２９ 悬浮培养细胞株，并且通过悬浮培养工艺制备的流产衣原体灭活疫苗免疫效果良好，
接种 ５０ μＬ、１００ μＬ 该灭活疫苗可以有效抑制流产衣原体的感染，该 Ｌ９２９ 细胞全悬浮培养株的成功

驯化为疫苗规模化生产提供了技术支持。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｄｈｅｒｅｎｔ Ｌ９２９ ｃｅｌｌ； ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ； Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ａｂｏｒｔｕｓ； ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ；

ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　 　 衣原体（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）是革兰氏阴性、具有一个

独特的双相发育周期且细胞内专性寄生的微生物。
流产衣原体 （ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ａｂｏｒｔｕｓ） 属于衣原体科

（Ｃｈｌａｍｙｄｉａｃｅａｅ）、衣原体属（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ），会引起母

羊地方性流产（Ｅｎｚｏｏｔｉｃ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅｗｅｓ， ＥＡＥ） ［１］。
母羊感染流产衣原体后会导致化脓性胎盘炎、早
产、产出死胎或虚弱的羊羔，并且母羊成为病原体

携带者，在孕期通过胎盘、流产胎儿或阴道分泌物

排出大量病原体，感染其他动物或人类［２ － ３］，也可

导致孕妇流产［４］，公畜感染后会引起睾丸炎、尿道

炎等。 除新西兰和澳大利亚外，该病原体在全球广

泛分布，其引起的大规模流产给全球大多数地区造

成了巨大的经济损失［５］。 从文献中公布的数据来

看，我国的动物衣原体病流行严重，至少有 １０ 个省

发生过禽类衣原体病，１３ 个省发生过绵羊和山羊

的衣原体病，１７ 个省发生过猪的衣原体病，１３ 个省

·２·
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发生过牛衣原体病，５ 个省发生过牦牛衣原体病，
对我国动物健康造成严重威胁［６］。

为防治动物流产衣原体病，国外于 ２０ 世纪 ５０
年代研制出流产衣原体组织灭活疫苗，国内于 ２０
世纪 ７０ 年代由中国农业科学院兰州兽医研究所研

制出羊流产衣原体鸡胚卵黄囊膜甲醛灭活疫苗［７］，
而后研究出猪流产衣原体灭活疫苗［８］ 和奶牛流产

衣原体灭活疫苗［９］。 这些组织灭活疫苗为控制我

国动物衣原体病的流行发挥了巨大作用。 但由于

传统的鸡胚疫苗生产工艺落后、周期长、成本高，鸡
胚中本身的抗原可能会对动物产生一定影响，这些

因素制约着组织疫苗的应用发展［１０］。 与鸡胚疫苗

相比，细胞疫苗具有很多优点，不仅工艺简单、周期

短、成本低，还能提高抗原产量获得较纯的抗原，但
用悬浮细胞培养流产衣原体的方法至今未见报道。

本研究旨在驯化出一种全悬浮无血清培养的

Ｌ９２９ 细胞株，在此基础上用于规模化生产流产衣

原体，制备流产衣原体灭活疫苗，并在小鼠上进行

疫苗的免疫保护效果初步评价，为流产衣原体灭活

疫苗的规模化生产应用奠定基础。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞与细菌　 Ｌ９２９ 贴壁细胞（小鼠上皮样

成纤维细胞）和 Ｈｅｌａ 细胞购自 ＡＴＣＣ；流产衣原体

标准株 ＧＮ －６ 由中国农业科学院兰州兽医研究所

畜禽重要人兽共患病团队细菌病组保存。
１． １． ２　 试验动物 　 ４ ～ ６ 周龄的 ＳＰＦ Ｂａｌｂ ／ ｃ 裸鼠

购自辽宁长生生物技术股份有限公司；８ 周龄的

ＳＰＦ Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠购买于中国农业科学院兰州兽医

研究所实验动物中心。
１． １． ３　 主要试剂　 胎牛血清购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ
公司；ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、胰蛋白酶 － ＥＤＴＡ 溶液购

自 Ｇｉｂｃｏ 公司；８１５ 悬浮细胞培养基为中国农业科

学院兰州兽医研究所畜禽重要人兽共患病团队细

菌病组保存； ＤＥＡＥ － ｄｅｘｔｒａｎ、放线菌酮、脂质体

２０００，均购于 Ｓｉｇｍａ 公司；２０００ Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ ＩＳＡ ２０６
佐剂购自 Ｓｅｐｐｉｃ 公司；流产衣原体抗体 ＥＬＩＳＡ 检测

试剂盒（适用于反刍动物、牛马等动物）购自 ＩＤ － ｖｅｔ

公司；小鼠细胞因子 ＩＦＮ － γ、ＩＬ － ２、ＩＬ － ４、ＩＬ － １７
定量 ＥＬＳＩＡ 检测试剂盒购自 Ｒ＆Ｄ 公司；ＨＲＰ 标记

的兔抗鼠 ＩｇＧ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司。
１． １． ４　 仪器设备　 细胞培养瓶和三角形细胞摇瓶

购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；二氧化碳恒温培养箱购于 Ｔｈｅｒｍｏ
公司；摇床购于美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ 公司；细胞筛购自

Ｆａｌｃｏｎ 公司；酶标仪购于 Ｎａｎｏ Ｑｕａｎｔ 公司。
１． ２　 Ｌ９２９ 细胞无血清全悬浮细胞驯化

１． ２． １　 低血清贴壁培养驯化　 取对数生长期的 Ｌ９２９
贴壁细胞，用胰酶消化后加入血清含量为 ２􀆰 ５％的培

养基（含 ５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基∶ ８１５ 无血清培

养基 ＝１∶ １）继续培养，观察细胞生长状况，待细胞生

长传代稳定后，再按照以含 ５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０
培养基∶ ８１５ 无血清培养基的体积比例为 １ ∶ ２、１ ∶ ３
逐步将培养基中的血清含量降低，提高 ８１５ 悬浮

细胞培养基含量，待细胞适应后，再置于 １％
ＦＢＳ 的 ８１５ 培养基中适应培养，直至细胞可连续

稳定传代。
１． ２． ２　 低血清悬浮培养驯化　 取上一步驯化出的

Ｌ９２９ 贴壁细胞，消化下来后转移至 １２５ ｍＬ 体积的

三角形细胞摇瓶中用 ３０ ｍＬ 含 １％ ＦＢＳ 的 ８１５ 培

养基培养，细胞初始接种密度为 ５ × １０５ ／ ｍＬ，调整

摇床转速为 １１０ ｒ ／ ｍｉｎ，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下进

行细胞悬浮培养，每隔 ７２ ｈ 进行一次传代换液，直
至细胞适应悬浮培养。 每天观察细胞生长状况；如
果在培养过程中或传代换液时发现细胞出现贴着

摇瓶壁生长的现象时，可以加入适量的胰酶对细胞

进行消化，消化下来后离心换液；若发现悬液中细

胞结团成块的现象比较严重时，也可以直接加入适

量的 ＥＤＴＡ － 胰酶到培养液中，在培养的过程中使

其慢慢分散开。
１． ２． ３　 低血清悬浮培养驯化　 将上一步驯化出的

Ｌ９２９ 悬浮细胞转移至 ０． ５％ ＦＢＳ 的 ８１５ 培养基中

培养，待细胞适应后，再将其转移至无血清的 ８１５
培养基中传代培养，直至得到 Ｌ９２９ 无血清全悬浮

培养细胞株。
１． ２． ４ 　 细胞密度、活力指标检验　 将贴壁细胞制

备成细胞悬液，悬浮细胞直接取样，对细胞进行台

·３·
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盼兰染色，吸取适量的细胞悬液加入到血细胞计数

板上，使用手持式计数器做细胞计数，显微镜下观察

计数板的计数区，统计数据并计算细胞密度、活力。

１． ３　 Ｌ９２９ 悬浮细胞培养流产衣原体的增殖工艺

研究　 取细胞浓度为 ６ × １０６ ／ ｍＬ 的 Ｌ９２９ 悬浮细

胞，离心后弃上清，往细胞摇瓶补加 ３０ ｍＬ 新鲜的

８１５ 培养液重悬细胞，分别在每瓶细胞中加入浓度

为 ５． ５ × １０４ ＩＦＵ ／ ｍＬ 的流产衣原体 ＧＮ －６ 菌株，再

往摇瓶中加入不同的促感染试剂，共 ８ 种接菌

方式，如表 １ 所示。 加完促感染试剂，将它们置于

３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中的摇床上 １１０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养，

分别在培养的第 ０ ｈ 和第 ４８ ｈ 采样；取样品 ２０ μＬ，

使用天根的血液 ／细胞 ／组织基因组提取试剂盒提

取细胞组织基因组 ２００ μＬ；对提取的基因组样品进

行荧光定量 ＰＣＲ 检测，定量检测方法参考 ＯＩＥ 推

荐的引物序列［１１］。

表 １　 加入不同促感染试剂的 ８ 种接菌方式

Ｔａｂ １　 Ｅｉｇｈｔ ｗａｙｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｏｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ａｇｅｎｔｓ
接菌方式 促感染试剂　 　 　 　

１ 仅接菌

２ 脂质体 ２０００

３ ＤＥＡＥ － Ｄ

４ 放线菌酮

５ ＤＥＡＥ － Ｄ ＋ 脂质体 ２０００

６ ＤＥＡＥ － Ｄ ＋ 放线菌酮

７ 脂质体 ２０００ ＋ 放线菌酮

８ ＤＥＡＥ － Ｄ ＋ 脂质体 ２０００ ＋ 放线菌酮

　 　 ＤＥＡＥ － Ｄ 溶液的工作浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ；放线菌酮溶液的工作
浓度为 ０． ４ μｇ ／ ｍＬ；脂质体 ２０００ 的工作浓度约为 １． ７ μＬ ／ ｍＬ

１． ４　 流产衣原体悬浮细胞灭活疫苗的制备　 取培

养 ４８ ｈ 的 Ｌ９２９ 悬浮细胞及流产衣原体，用超声

破碎仪超声破碎后，于离心机中 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，弃去细胞碎片沉淀，保留上清；以本实验室

保存的流产衣原体鸡胚卵黄囊膜甲醛灭活疫苗为

对照进行抗原定量；提取上清及对照中的 ＤＮＡ，使
用荧光定量 ＰＣＲ 方法进行定量。 在定量好的流产

衣原体上清中加入终浓度 １‰的甲醛，４ ℃摇床上

灭活一周；加入等体积的 ２０６ 佐剂，将其不停的摇

晃混匀，直至变为乳白色的疫苗悬液；再加入终浓

度 １‰的柳硫汞，达到疫苗防腐的效果。
１． ５　 流产衣原体悬浮细胞灭活疫苗的免疫保护效

果初步评价

１． ５． １　 疫苗免疫保护试验　 取 ８ 周龄的 Ｂａｌｂ ／ ｃ 雌

性小鼠 ８０ 只随机分为四个组。 其中阴性对照组

２０ 只，每只小鼠后腿肌肉注射 １００ μＬ ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ

的 ＰＢＳ；其余三组，每组 ２０ 只小鼠，分别肌肉注射

２５ μＬ、５０ μＬ、１００ μＬ 流产衣原体悬浮细胞灭活疫

苗。 两周后进行二次接种操作；再过两周后对所有

雌性小鼠进行配种；待小鼠怀孕第 ７ 天时，对四个

组的小鼠进行腹腔注射攻毒，感染量为每只小鼠

１ × １０５ ＩＦＵ；小鼠约在怀孕第 ２１ 天生产，观察小鼠

的产仔情况。

１． ５． ２　 小鼠抗体水平检测　 对二免两周后的小鼠

进行眼眶采血，将血液离心后吸出上层血清，检测

流产衣原体抗体，由于无检测小鼠流产衣原体抗体

的试剂盒，所以检测时将该试剂盒中的酶标抗体替

换为 ＨＲＰ 标记的兔抗鼠 ＩｇＧ 抗体。

１． ５． ３　 小鼠脾淋巴细胞增殖试验　 取二免一周后

的小鼠 ６ 只，将其脱颈致死，用剪刀镊子将脾脏剥

离出来；在细胞筛上研磨脾脏，用适量红细胞裂解

液裂解组织中的红细胞；然后加入含 １０％ ＦＢＳ 的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基重悬脾淋巴细胞沉淀，将其密

度调至５ × １０５ ／ ｍＬ。 在 ９６ 孔板上进行试验，以加入

２００ μＬ １０％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基为空白对

照；每孔中加入 ２００ μＬ 脾细胞悬液，以只加脾细胞

的孔为阴性对照，在已加入小鼠脾细胞的孔中分别

添加１０ μＬ ２００ μｇ ／ ｍＬ的刀豆素蛋白 ＣｏＡ、１０ μＬ 灭

活的流产衣原体分别作刺激的阳性对照和刺激的

样品。 然后置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养４８ ｈ，

在每孔中加入 ２０ μＬ 的 ＣＣＫ８ 后继续培养 ４ ｈ，取出

９６ 孔板用酶标仪测量每孔的 ＯＤ４５０值。

１． ５． ４　 小鼠细胞因子含量水平检测　 将上一步中

的脾淋巴细胞培养上清取出，使用细胞因子 ＥＬＩＳＡ

定量试剂盒检测 ＩＦＮ － γ、ＩＬ － ２、ＩＬ － ４、ＩＬ － １７ 四种
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细胞因子的含量。

１． ５． ５　 小鼠器官细菌载量检测　 取产仔后的小鼠

进行解剖，取出其心、肝、脾、肺、肾、十二指肠、子宫

等组织，收集流产胎儿及胎盘；统一各组织碎块的

重量，加入磁珠后用组织破碎仪对其进行破碎，再

按天根血液 ／细胞 ／组织基因组提取试剂盒提取组

织基因组；取 ２ μＬ 提取的基因组进行荧光定量

ＰＣＲ 检测，根据结果计算比较各器官中流产衣原体

的数量差异。

１． ５． ６　 小鼠器官组织病理学观察　 将以上免疫攻

毒后小鼠的子宫、胎盘用 ４％的多聚甲醛固定，石蜡

包埋切片，常规苏木精 －伊红染色，显微镜下观察。

２　 结果与分析

２． １　 低血清贴壁培养驯化 　 不同血清培养基下

Ｌ９２９ 细胞形态如图 １，当血清比例由 ５％ 降至

２􀆰 ５％后，细胞能很快适应，且细胞仍呈贴壁式生

长，但细胞形态开始发生改变，由长梭形变为中间

较鼓的梭形；当血清比例降低至 １． ６７％ 时，８１５ 悬

浮培养基的比例高于 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，细胞需要

更长的时间去适应，细胞的贴壁性下降，大部分细

胞形态开始变圆，少部分仍是梭形；而血清再次降

低至 １． ２５％时，８１５ 悬浮培养基的含量达到 ７５％ ，

细胞的适应时间缩短，细胞由贴壁式生长变为半悬

浮式生长，轻轻拍打细胞瓶，瓶底细胞便会悬浮起

来，细胞形态全部变为圆形，但有部分细胞出现结

团的现象，传代培养后台盼兰染色显示细胞活率良

好，最终收获到适应低血清培养的 Ｌ９２９ 细胞株。

２． ２　 低血清悬浮培养驯化　 将贴壁细胞瓶中的细

胞转移至三角摇瓶中，用含 １％ ＦＢＳ 的 ８１５ 悬浮培

养基培养，随着培养代次的增加，细胞生长速率逐

渐提升，逐渐适应悬浮生长（图 ２）。 一开始细胞的

生长速度较慢，细胞结团较多，摇瓶上可看到有细

胞团块黏附在液面边缘上，通过添加适量的胰酶和

更换新的摇瓶，细胞的成团率下降。 将细胞由 Ｆ１

代培养至 Ｆ２５ 代，在 ７２ ｈ 内细胞浓度可由 ５ ×１０５ ／ ｍＬ

达到约 １ × １０７ ／ ｍＬ。

Ａ：５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基；Ｂ：８１５ 培养基与 ５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基的比例为 １∶ １；

Ｃ：８１５ 培养基与 ５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基的比例为 ２∶ １；Ｄ：８１５ 培养基与 ５％ ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基的比例为 ３∶ １

Ａ： ＲＰＭＩ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ５％ ＦＢＳ； Ｂ： Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ８１５ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ＲＰＭＩ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ５％ ＦＢＳ ｗａｓ １∶ １； Ｃ： Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ８１５ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ

ＲＰＭＩ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ５％ ＦＢＳ ｗａｓ ２∶ １． Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｄ： ８１５ ｍｅｄｉｕｍ ｔｏ ＲＰＭＩ １６４０ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ５％ ＦＢＳ ｗａｓ ３∶ １

图 １　 不同血清培养基下 Ｌ９２９ 细胞形态

Ｆｉｇ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ

２． ３　 无血清悬浮培养驯化　 用含 １％ ＦＢＳ 的 ８１５
培养液培养的 Ｆ２５ 代 Ｌ９２９ 细胞，转移至含 ０． ５％
ＦＢＳ 的 ８１５ 培养液中培养，随培养代次的增加，７２ ｈ
内细胞浓度可由 ５ × １０５ ／ ｍＬ 达到约 ８ × １０６ ／ ｍＬ，细
胞能很好的适应降血清培养。 再取 ０． ５％ ＦＢＳ ８１５
培养液悬浮驯化的 Ｆ５ 代 Ｌ９２９ 细胞，降至无血清培

养，随培养代次的增加，细胞的生长速率缓慢提升

并逐渐趋于稳定，７２ ｈ 内细胞浓度可由 ５ × １０５ ／ ｍＬ
达到约 ７ × １０６ ／ ｍＬ，获得可适应无血清悬浮培养的

Ｌ９２９ 细胞株。 驯化出的无血清悬浮培养的 Ｌ９２９
细胞生长曲线如图 ３，形态如图 ４，细胞结团率低，
细胞透亮，边缘清晰，生长状态良好。

·５·
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图 ２　 １％ ＦＢＳ 培养基中悬浮驯化的 Ｆ１ － Ｆ５ 代 Ｌ９２９ 细胞的生长曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｆｉｖｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ １％ＦＢＳ ｍｅｄｉｕｍ

图 ３　 无血清悬浮培养的 Ｌ９２９ 细胞生长曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ － ｆｒｅｅ

ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ

图 ４　 无血清悬浮培养的 Ｌ９２９ 细胞

Ｆｉｇ ４　 Ｓｅｒｕｍ ｆｒｅｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｌ９２９ ｃｅｌｌｓ

２． ４　 Ｌ９２９ 悬浮细胞培养流产衣原体的增殖工艺

研究　 通过荧光定量 ＰＣＲ 方法定量检测不同促感

染试剂对流产衣原体在 Ｌ９２９ 悬浮细胞上生长的影

响，结果如表 ２，因此培养时添加脂质体 ２０００ 和放

线菌酮能收获到更多的流产衣原体。

表 ２　 不同促感染试剂对流产衣原体在 Ｌ９２９ 悬浮细胞上生长的影响

Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏ － ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｃ． ａｂｏｒｔｕｓ ｏｎ Ｌ９２９ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ

促感染试剂
平均 Ｃｔ 值

０ ｈ 取样 ４８ ｈ 取样
增殖倍数

仅接菌 ２９． ２５ ２８． ３４ １． ８６

脂质体 ２０００ ２９． ７８ ２８． １２５ ３． １１

ＤＥＡＥ － Ｄ ２９． １９ ２７． ０２ ４． ４２

放线菌酮 ２８． ９７ ２４． ５２ ２１． ０６

ＤＥＡＥ － Ｄ ＋ 脂质体 ２０００ ２９． ８６ ２７． ９８ ３． ６２

ＤＥＡＥ － Ｄ ＋ 放线菌酮 ２８． ９５ ２４． ５５ ２０． ３５

脂质体 ２０００ ＋ 放线菌酮 ２８． ９７ ２３． １８５ ５２． ５４

ＤＥＡＥ －Ｄ ＋脂质体２０００ ＋放线菌酮 ２８． ６３５ ２３． ３３ ３７． ８２

·６·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ４ 月第 ５８ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２． ５　 小鼠抗体水平　 用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 软件分

析接种不同疫苗剂量小鼠的抗体水平，结果如图 ５，
随接种剂量的提高，抗体水平也不断升高，接种

１００ μＬ疫苗的小鼠产生的抗体水平最高。
２． ６　 小鼠脾淋巴细胞增殖水平　 用软件分析比较

接种了不同剂量流产衣原体悬浮细胞灭活疫苗的

Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠的脾淋巴细胞转化刺激指数（ Ｓｔｉｍｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ，ＳＩ），每组 ６ 只小鼠，结果见图 ６。 接种

５０ μＬ和 １００ μＬ 疫苗的小鼠的脾淋巴细胞转化 ＳＩ
高于未接种疫苗组，且差异极显著（Ｐ≤０． ０００１），
由此可推测接种 ５０ μＬ 和 １００ μＬ 疫苗的小鼠对流

产衣原体刺激后产生的免疫反应较强。
２． ７ 　 小鼠脾淋巴细胞上清细胞因子水平 　 用

ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 软件分析比较不同疫苗剂量下小

鼠脾淋巴细胞培养上清中的 ＩＦＮ － γ、ＩＬ － ２、ＩＬ － ４、
ＩＬ －１７ 细胞因子分泌量的差异。 如图 ７ 所示，随疫

苗接种剂量的增加，ＩＦＮ － γ 和 ＩＬ － ２ 的分泌水平也

相应提升，接种 ５０ μＬ 和 １００ μＬ 疫苗组的小鼠脾淋

巴细胞上清中 Ｔｈ１ 型细胞因子 ＩＦＮ － γ、ＩＬ － ２ 的含

量显著升高（Ｐ ＜０． ０００１）；不同疫苗接种剂量组的小

鼠的 ＩＬ －４、ＩＬ －１７ 的含量差异不显著（Ｐ ＞０． ０５）。
２． ８　 小鼠器官中流产衣原体细菌载量　 依据实验

结果图 ８，接种疫苗组的小鼠组织器官中流产衣原

体基因组含量较低，各组织器官中的基因组含量差

异较小（Ｐ ＞ ０． ０５）；而未接种疫苗组的流产衣原体

基因组含量较高，其中十二指肠、子宫、胎儿、胎盘

中的流产衣原体基因组含量显著高于其他组织

（Ｐ ＜ ０． ０００１）。 如图 ９，接种 ２５ μＬ、５０ μＬ、１００ μＬ
疫苗组小鼠的脾脏、十二指肠、子宫中的流产衣原

体基因组含量与未接种疫苗组的差异极显著

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），未接种疫苗组中基因组含量显著高

于其余三组，说明该疫苗能显著降低动物流产衣原

体的感染。

０：注射 ＰＢＳ；２５：接种 ２５ μＬ 疫苗；

５０：接种 ５０ μＬ 疫苗；１００：接种 １００ μＬ 疫苗

Ｐ ＜ ０． ０５，差异显著；Ｐ ＞ ０． ０５，差异不显著

０： Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ； ２５： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ２５ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ；

５０： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ５０ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ；

１００： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ １００ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ

Ｐ ＜ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；

Ｐ ＞ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

图 ５　 接种不同疫苗剂量小鼠的抗体水平

Ｆｉｇ ５　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ

０：注射 ＰＢＳ；２５：接种 ２５ μＬ 疫苗；

５０：接种 ５０ μＬ 疫苗；１００：接种 １００ μＬ 疫苗

Ｐ ＜ ０． ０００１，差异极显著；Ｐ ＜ ０． ０５，差异显著；

Ｐ ＞ ０． ０５，差异不显著

０： Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ； ２５： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ２５ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ；

５０： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ５０ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； １００： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ １００ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ

Ｐ ＜ ０． ０００１， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；

Ｐ ＜ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；

Ｐ ＞ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

图 ６　 接种不同疫苗剂量小鼠的脾淋巴细胞增殖水平

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ － ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ

ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ

·７·
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０：注射 ＰＢＳ；２５：接种 ２５ μＬ 疫苗；５０：接种 ５０ μＬ 疫苗；１００：接种 １００ μＬ 疫苗

Ｐ ＜ ０． ０００１，差异极显著；Ｐ ＜ ０． ０５，差异显著；Ｐ ＞ ０． ０５，差异不显著

０： Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ； ２５： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ２５ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； ５０： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ５０ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； １００： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ １００ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ

Ｐ ＜０．０００１，ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；Ｐ ＜０．０５，ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；Ｐ ＞０．０５，ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

图 ７　 接种不同疫苗剂量小鼠的脾淋巴培养上清中 ４ 种细胞因子水平

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ －ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ

Ａ：注射 ＰＢＳ；Ｂ：接种 ２５ μＬ 疫苗；Ｃ：接种 ５０ μＬ 疫苗；Ｄ：接种 １００ μＬ 疫苗

Ｐ ＜ ０． ０００１，差异极显著；Ｐ ＜ ０． ０５，差异显著；Ｐ ＞ ０． ０５，差异不显著

Ａ： Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ； Ｂ： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ２５ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； Ｃ： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ５０ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； Ｄ： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ １００ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ

Ｐ ＜ ０． ０００１， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； Ｐ ＜ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； Ｐ ＞ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

图 ８　 接种不同疫苗剂量小鼠的组织器官中流产衣原体的细菌载量（组内比较）

Ｆｉｇ ８　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｃ． ａｂｏｒｔｕｓ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ（ｃｏｍｐａｒｅ ｗｉｔｈｉｎ ｇｒｏｕｐｓ）
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０：注射 ＰＢＳ；２５：接种 ２５ μＬ 疫苗；５０：接种 ５０ μＬ 疫苗；１００：接种 １００ μＬ 疫苗

Ｐ ＜ ０． ０００１，差异极显著；Ｐ ＜ ０． ０５，差异显著；Ｐ ＞ ０． ０５，差异不显著

０： Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢＳ； ２５： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ２５ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； ５０： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ５０ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ； １００： Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ １００ μＬ ｖａｃｃｉｎｅ

Ｐ ＜ ０． ０００１， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； Ｐ ＜ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ；Ｐ ＞ ０． ０５， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

图 ９　 接种不同疫苗剂量小鼠的组织器官中流产衣原体的细菌载量（组间比较）

Ｆｉｇ ９　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｃ． ａｂｏｒｔｕｓ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ（ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ）

２． ９　 小鼠器官组织病理学切片　 图 １０ 实验结果

显示，未接种疫苗组的小鼠子宫、幼鼠胎盘以及接

种 ２５ μＬ 疫苗组小鼠的子宫发生了不同程度的病

理变化，而接种 ５０ μＬ、１００ μＬ 疫苗组的小鼠子宫

形态正常，说明接种 ５０ μＬ、１００ μＬ 流产衣原体悬

浮细胞灭活疫苗可以在一定程度上防止小鼠的子

宫免受流产衣原体的侵害。
３　 讨　 论

自从 １９５６ 年汤飞凡等人用鸡胚培养法培养出

沙眼衣原体后［１２］，我国基本上就一直沿用该方法

收集衣原体。 后来又发展出用 Ｈｅｌａ 细胞、Ｌ９２９ 细

胞、ＭｃＣｏｙ 细胞、Ｖｅｒｏ 细胞、ＢＨＫ 细胞等贴壁细胞

分离培养衣原体，但用这些方法培养衣原体需要离

心的步骤，无疑会增加生产操作的复杂性，还提升

了成本。 因此，迫切需要能适应悬浮生长的细胞来

满足扩大化的工业生产。 前期研究表明，小鼠上皮

样成纤维细胞（Ｌ９２９ 细胞）对流产衣原体敏感［１３］，
可在疫苗生产中使用。 故本试验通过贴壁⁃贴壁

降血清⁃悬浮降血清⁃悬浮无血清 ３ 个过程将对流产

衣原体敏感的 Ｌ９２９ 贴壁细胞逐步适应无血清悬浮

培养环境，最终获得了 １ 株 Ｌ９２９ 无血清悬浮细胞

株，该细胞株生长速度快，细胞密度可在 ７２ ｈ 内

由 ５ × １０５ ／ ｍＬ 达到约 ７ × １０６ ／ ｍＬ，该细胞为大规模

生产流产衣原体提供了有利条件。
贴壁细胞培养增殖衣原体常采用离心法来提

高衣原体的感染率，同时会加入 ＤＥＡＥ － ｄｅｘｔｒａｎ、放
线菌酮等试剂辅助提高感染率。 离心增加了衣原

体与细胞的接触概率，侵入细胞的几率可以增加

１００ ～ １０００ 倍。 二乙氨基葡聚糖（ＤＥＡＥ － ｄｅｘｔｒａｎ）
可以改变细胞表面电荷，促使衣原体与细胞相吸

引，从而增加感染几率［１４］ 。 放线菌酮能通过控制

宿主细胞的生长繁殖，为衣原体的生长发育提供

更多营养物质，从而获得更多的衣原体［１５］ 。 脂质

体 ２０００ 可显著提高流产衣原体的感染率，与离心

法的效果相当，但其具体的作用机制不清楚［１７］ 。
本研究将 ＤＥＡＥ － ｄｅｘｔｒａｎ、放线菌酮、脂质体 ２０００
试剂应用于流产衣原体的悬浮细胞培养上，发现

它们均能提高衣原体的收菌量，尤其是放线菌酮

和脂质体 ２０００ 的组合能最大程度提高抗原产量。
虽然驯化出来的 Ｌ９２９ 悬浮细胞具有致瘤性，但经

甲醛灭活的培养流产衣原体的 Ｌ９２９ 悬浮细胞无

致瘤性。 收集悬浮细胞上的流产衣原体，用甲醛

进行灭活，以 ２０６ 为佐剂，制备出流产衣原体悬浮

细胞灭活疫苗。

·９·
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局灶性子宫内膜至肌层坏死，胞核碎裂或固缩，胞质呈嗜酸性均质状（黑色箭头），

伴有出血（红色箭头）及较多的炎性细胞浸润（黄色箭头）；未坏死处子宫内膜重度水肿，

结缔组织排列疏松，伴有炎性细胞浸润（绿色箭头），子宫腺内可见嗜酸性均质状物质（蓝色箭头）

Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｆｏｃａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ ｔｏ ｔｈｅ ｍｙｏｍｅｔｒｉｕｍ， ｎｕｃｌｅａｒ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｒ ｐｙｋｎｏｓｉｓ， ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ

ｃｙｔｏｐｌａｓｍ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）， ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗ）， ａｎｄ ｍｏｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ）； Ｔｈｅ ｎｏｎ － ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｕｍ

ｗａｓ ｓｅｖｅｒｅｌｙ ｅｄｅｍａｔｏｕｓ， ｗｉｔｈ ｌｏｏｓｅ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ），

ａｎｄ ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗａｓ ｓｅｅｎ ｉｎ ｔｈｅ ｕｔｅｒｉｎｅ ｇｌａｎｄｓ （ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ）

组织局部坏死伴轻度出血，坏死灶呈无结构的嗜酸性物（红色箭头），可见少量的红细胞（黄色箭头）

Ｏｒｇａｎｉｚｅ ｌｏｃａｌ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｗｉｔｈ ｍｉｌｄ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ， ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆｏｃｉ ｉｎ ｕｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ａｃｉｄｏｐｈｉｌｉｃ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ），

ｉｓ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ （ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ）

子宫内膜上皮细胞点状坏死，胞核碎裂（黑色箭头），固有层可见较多的炎性细胞浸润（红色箭头），

局部肌层可见大量的炎性细胞浸润（黄色箭头）

Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｄｏｔｔｅｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ， ｃａｔａｃｌａｓｔｉｃ ｎｕｃｌｅｕｓ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）， ｌａｍｉｎａ ｐｒｏｐｒｉａ ｖｉｓｉｂｌｅ ｍｏｒｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ）， ｌｏｃａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｌａｙｅｒ ｓｈｏｗｓ ａ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗ）
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组织未见明显异常

Ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

组织未见明显异常

Ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 １０　 小鼠器官的组织病理学观察

Ｆｉｇ １０　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｏｒｇａｎｓ

　 　 对不同流产衣原体悬浮细胞灭活疫苗剂量组

小鼠的血清抗体进行检测的结果说明，疫苗接种剂

量越大，诱导的体液免疫保护水平越高。 研究表

明，ＩＦＮ － γ 和 ＩＬ － ２ 水平的升高对预防胞内寄生微

生物的感染发挥着重要的作用，如流产衣原体［１７］、

结核分枝杆菌［１８］、利什曼原虫［１９］。 临床调查发现，

经衣原体抗原刺激后外周血淋巴细胞分泌 ＩＦＮ － γ

的妇女对衣原体感染有较高的抵抗能力，而分泌

ＩＬ －１０的妇女被感染的几率提高了 ６ 倍［２０］。 ＩＦＮ － γ

受体缺陷的小鼠被衣原体感染后发病持续时间

久，再次感染后不会产生保护性免疫［２１］。 ＩＦＮ － γ

不仅激活 Ｔｈ１ 型 ＣＤ４ 和 ＣＤ８ 细胞的免疫反应，也

诱导吲哚胺 ２，３ － 双加氧酶（ ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ － ２，３ －

ｄｉｏｘｇｅｎａｓｅ，ＩＤＯ）降低细胞内衣原体代谢所需的色

氨酸量，从而清除衣原体的感染［２２］。 通过免疫小

鼠的脾淋巴细胞增殖试验及脾淋巴细胞培养上清

中细胞因子的检测结果可以看出，流产衣原体细胞

灭活疫苗的接种剂量高于 ２５ μＬ 时可诱导免疫组

小鼠产生显著高于对照组小鼠的 Ｔｈ１ 型细胞免疫

应答，免疫组小鼠脾淋巴培养上清中产生了较高水

平的 ＩＦＮ － γ 和 ＩＬ － ２，说明接种 ５０ μＬ、１００ μＬ 流

产衣原体细胞灭活疫苗均能提高小鼠的 Ｔｈ１ 型细

胞免疫反应，从而提高机体清除流产衣原体的能

力。 通过对小鼠组织器官中流产衣原体含量的检

测发现，未接种疫苗组小鼠的十二指肠和子宫中的

流产衣原体基因组含量较高，这可能与使用腹腔注

射攻毒的方式有关，经肠系膜吸收的衣原体广泛分

布于肠道组织，而流产衣原体主要导致动物流产，

该病原多分布于生殖道黏膜表皮［２３］。 接种疫苗组

与未接种疫苗组比，脾脏、十二指肠、子宫中的细菌

·１１·
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载量显著降低。 接种 ５０ μＬ、１００ μＬ 疫苗组小鼠子

宫组织的病理切片结果显示无异常，而接种 ２５ μＬ

疫苗组小鼠及未接种疫苗组小鼠的子宫组织出现

水肿、炎症、出血、坏死等病变。 总而言之，通过细

菌载量的检测比较表明，该疫苗能在一定程度上显

著提高小鼠对流产衣原体的抵抗能力。

本试验制备的流产衣原体悬浮细胞灭活疫苗能

够有效降低流产衣原体对 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠的感染水平，

对于防控动物衣原体病具有重大意义，为更好促进

养殖业健康和快速发展提供了有力的技术支持。

参考文献：
［１］ 　 Ｓｔｕｄｄｅｒｔ Ｍ Ｊ， Ｋｅｎｎｅｄｙ Ｐ Ｃ． Ｅｎｚｏｏｔｉｃ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅｗｅｓ ［ Ｊ］ ．

Ｎａｔｕｒｅ， １９６４， ２０３： １０８８ － １０８９．

［２］ 　 Ｔｉｍｍｓ Ｋ． Ｔｅｓｔｉｎｇ ｆｏｒ ｅｎｚｏｏｔｉｃ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅｗｅｓ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｒｅｃ，

２０２１， １８８（８）： ３１４ － ３１５．

［３］ 　 Ｚｈｕ Ｃ， Ｌｖ Ｍ， Ｈｕａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ａｂｏｒｔｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｃｈｉｎａ： ａ

ｃａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０２２， ２２（１）： １８１．

［４］ 　 Ｐｉｃｈｏｎ Ｎ， Ｇｕｉｎｄｒｅ Ｌ， Ｌａｒｏｕｃａｕ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ａｂｏｒｔｕｓ ｉｎ

ｐｒｅｇｎａｎｔ ｗｏｍａｎ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｔｒｅｓｓ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ．

Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２０２０， ２６（３）： ６２８ － ６２９．

［５］ 　 Ｅｓｍａｅｉｌｉ Ｈ， Ｓｈａｋｅｒｉ Ａ Ｐ， Ｒａｄ Ｚ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｕｓｅｓ ｏｆ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｉｎ

Ｉｒａｎｉａｎ ｓｈｅｅｐ ｆｌｏｃｋｓ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｉｓｋ ｆａｃｔｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｒｅｓ

Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２２， ４６（４）： １２２７ － １２３８．

［６］ 　 Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｌｉ Ｚ， Ｌｏｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ， ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ａｎｄ

ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｃｈｌａｍｙｄｉｏｓｉｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ

Ｖｅｔ Ｓｃｉ， ２０１８， ５： ８８．

［７］ 　 杨学礼， 帅永玉， 葛文楠， 等． 羊衣原体流产的病原分离

［Ｊ］ ． 中国农业科学， １９８４（０２）： ８３ － ８８．

Ｙａｎｇ Ｘ Ｌ， Ｓｈｕａｉ Ｙ Ｙ， Ｇｅ Ｗ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ

ｃｈｌａｍｙｄｉａ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｉｎ ｓｈｅｅｐ ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ Ｓｉｎｉｃａ，

１９８４（０２）： ８３ － ８８．

［８］ 　 邱昌庆． 猪衣原体流产灭活苗通过专家鉴定［ Ｊ］ ． 畜牧兽医

科技信息， １９９８（０５）： ９．

Ｑｉｕ Ｃ Ｑ． Ｔｈｅ ａｂｏｒｔｅｄ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｓｕｉｓ ｗａｓ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｘｐｅｒｔｓ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ

ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， １９９８（０５）： ９．

［９］ 　 邱昌庆， 周继章， 程淑敏， 等． 奶牛衣原体病灭活疫苗研究

［Ｚ］． 中国江西井冈山： ２００７５．

Ｑｉｕ Ｃ Ｑ， Ｚｈｏｕ Ｊ Ｚ， Ｃｈｅｎｇ Ｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｉｎ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ［Ｚ］． Ｊｉｎｇｇａｎｇｓｈａｎ， Ｊｉａｎｇｘｉ，

Ｃｈｉｎａ： ２００７５．

［１０］ Ａｌｙｍｏｖａ Ｉ Ｖ， Ｋｏｄｉｈａｌｌｉ Ｓ， Ｇｏｖｏｒｋｏｖａ Ｅ Ａ， ｅｔ ａｌ．

Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｂ

ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ ｏｒ ｅｍｂｒｙｏｎａｔｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ

ｅｇｇｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， １９９８， ７２（５）： ４４７２ － ４４７７．

［１１］ Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎｅ Ｍ， Ｗｈｅｅｌｈｏｕｓｅ Ｎ， Ｍａｌｅｙ Ｓ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ ａｂｏｒｔｕｓ ｉｎ ｐｏｓｔ － ａｂｏｒｔｉｏｎ ｓｈｅｅｐ ａｔ

ｏｅｓｔｒｕｓ ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｌａｍｂｉｎｇ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００９， １３５

（１ ／ ２）： １３４ － １４１．

［１２］ 汤飞凡， 张晓楼， 黄元桐， 等． 沙眼病原研究Ⅳ． 接种鸡胚，

分离病毒 ［ Ｊ］ ． 微生物学报， １９５６， ４ （ ０２ ）： １８９ － ２１０．

Ｔａｎｇ Ｆ Ｆ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｌ， Ｈｕａｎｇ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｔｈｏｇｅｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ

ｔｒａｃｈｏｍａ ＩＶ． Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ．

Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ， １９５６， ４（０２）： １８９ － ２１０．

［１３］ 赵 荣． 羊流产衣原体细胞灭活疫苗的研究［Ｄ］． 中国农业科

学院， ２０１６．

Ｚｈａｏ Ｒ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｎ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｏｖｉｎｅ

Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ａｂｏｒｔｕｓ ［ Ｄ ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１６．

［１４］ Ｒｏｔａ Ｔ Ｒ， Ｎｉｃｈｏｌｓ Ｒ Ｌ． Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ．

Ｉ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ

ｄｅｆｉｎｅｄ ｍｅｄｉａ， ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｐＨ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｖａｌｕｅｓ， ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ － ｄｅｘｔｒａｎ ［ Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，

１９７３， ２６（４）： ５６０ － ５６５．

［１５］ Ｅｎｎｉｓ Ｈ Ｌ， Ｌｕｂｉｎ Ｍ． Ｃｙｃｌｏｈｅｘｉｍｉｄｅ： ａｓｐｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， １９６４， １４６

（３６５０）： １４７４ － １４７６．

［１６］ Ｌｉ Ｚ， Ｌｉｕ Ｐ， Ｚｈｏｕ Ｊ． Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｓ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ

ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ［ Ｊ ］ ． Ａｎａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０２０，

６１０： １１３９８５．

［１７］ Ｄｉｘｉｔ Ｓ， Ｓｉｎｇｈ Ｓ Ｒ， Ｙｉｌｍａ Ａ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｐｏｌｙ （ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ） － ｐｏｌｙ

（ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ） ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ａ

Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＭＯＭＰ ｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅ

ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｄａｐｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，

２０１４， １０（６）： １３１１ － １３２１．

［１８］ Ｆｏｒｂｅｓ Ｅ Ｋ， Ｓａｎｄｅｒ Ｃ， Ｒｏｎａｎ Ｅ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ，

ｈｉｇｈ － ｌｅｖｅｌ ｃｙｔｏｋｉｎｅ － ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｔｈ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ｂｕｔ ｎｏｔ

ｓｐｌｅｅｎ， ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ａｅｒｏｓｏｌ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｉｎ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２００８， １８１

（７）： ４９５５ － ４９６４．

·２１·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ４ 月第 ５８ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

［１９］ Ｄａｒｒａｈ Ｐ Ａ， Ｐａｔｅｌ Ｄ Ｔ， Ｄｅ Ｌｕｃａ Ｐ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ＴＨ１ ｃｅｌｌｓ ｄｅｆｉｎｅ ａ ｃｏｒｒｅｌａｔｅ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ａｇａｉｎｓｔ Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ ｍａｊｏｒ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ Ｍｅｄ， ２００７， １３ （ ７ ）：

８４３ － ８５０．

［２０］ Ｃｏｈｅｎ Ｃ Ｒ， Ｋｏｏｃｈｅｓｆａｈａｎｉ Ｋ Ｍ， Ｍｅｉｅｒ Ａ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｏ

ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：

ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｏｆ ｈｅａｔ － ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ６０ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ － ｇａｍｍａ

［Ｊ］ ． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ， ２００５， １９２（４）： ５９１ － ５９９．

［２１］ Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ Ｍ， Ｓｃｈｏｎ Ｋ， Ｗａｒｄ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｉｔａｌ ｔｒａｃｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｗｉｔｈ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ ｆａｉｌｓ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｉｎ

ｇａｍｍａ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ － ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｃｅ ｄｅｓｐｉｔｅ ａ ｓｔｒｏｎｇ ｌｏｃａｌ

ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ａ ｒｅｓｐｏｎｓｅ［ Ｊ］ ． Ｉｎｆｅｃｔ Ｉｍｍｕｎ， １９９７， ６５（３）：

１０３２ － １０４４．

［２２］ Ｈｕ Ｖ Ｈ， Ｈｏｌｌａｎｄ Ｍ Ｊ， Ｂｕｒｔｏｎ Ｍ Ｊ． Ｔｒａｃｈｏｍａ： ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｏｃｕｌａｒ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ Ｃｈｌａｍｙｄｉａ ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ

［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｎｅｇｌ Ｔｒｏｐ Ｄｉｓ， ２０１３， ７（２）： ２０２０．

［２３］ Ｌｏｎｇｂｏｔｔｏｍ Ｄ， Ｅｎｔｒｉｃａｎ Ｇ， Ｗｈｅｅｌｈｏｕｓｅ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｅｎｚｏｏｔｉｃ ａｂｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｅｗｅｓ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｊ，

２０１３， １９５（２）： ２５７ － ２５９．

（编 辑：李文平）

·３１·


