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摘要:为评估柔嫩艾美耳球虫(Eimeria
 

tenella,
 

E.
 

tenella)表面抗原(Surface
 

antigen,
 

SAG)SAG12对鸡的免疫保

护效果,
 

首先构建EtSAT12/pET-32a原核表达载体,
 

对EtSAG12重组蛋白进行纯化并制备多克隆抗体;
 

然后进行

动物试验,
 

将100只1日龄海兰灰雏公鸡分成5个组,
 

分别是感染对照组(PC)、
 

空白对照组(NC)、
 

EtSAG12重组

蛋白50
 

μg、
 

100
 

μg和150
 

μg组。
 

通过统计相对增质量率、
 

卵囊减少率、
 

抗球虫指数(ACI)和血清中特异性IgG抗

体等指标评价EtSAG12重组蛋白的免疫保护效果。
 

结果显示:
 

成功表达出EtSAG12重组蛋白,
 

大小约为43
 

Ku,
 

主要以可溶性形式表达;
 

Western
 

Blot结果显示所制备的多克隆抗体有较强的特异性。
 

免疫保护试验结果显示:
 

与

PC组相比,
 

3个重组蛋白组的平均增质量显著增加(p<0.05)、
 

病变计分显著降低(p<0.05),
 

且均能有效降低卵

囊产量,
 

其中重组蛋白150
 

μg组相对增质量率(97.34%)和卵囊减少率(52.54%)均为最高,
 

ACI值达到165.34,
 

具有中效抗球虫效果;
 

3个重组蛋白组血清中特异性IgG抗体水平与PC组和NC组相比,
 

在p<0.05水平差异均

有统计学意义,
 

且二免7
 

d后血清中特异性IgG抗体水平达到最高,
 

其中重组蛋白150
 

μg组特异性IgG抗体水平

最高,
 

且显著高于另外两个重组蛋白组(p<0.05)。
 

综上所述,
 

EtSAG12重组蛋白能减轻因球虫感染导致的增质量

损失和肠道病变,
 

减少卵囊排出,
 

刺激宿主产生体液免疫,
 

具有一定的免疫保护作用。
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EtSAG12重组蛋白;
 

原核表达;
 

免

疫保护效果;
 

表面抗原
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Abstract:
 

To
 

evaluate
 

the
 

immunoprotective
 

effect
 

of
 

the
 

surface
 

antigen
 

(SAG)
 

SAG12
 

of
 

Eimeria
 

tenella
 

(E.
 

tenella)
 

on
 

chickens.
 

The
 

prokaryotic
 

expression
 

vector
 

EtSAT12/pET-32a
 

was
 

constructed.
 

The
 

Et-

SAG12
 

recombinant
 

protein
 

was
 

purified
 

and
 

polyclonal
 

antibody
 

was
 

prepared.
 

In
 

the
 

animal
 

experiment,
 

100
 

one-day-old
 

Hy-Line
 

Sonia
 

male
 

chicks
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

groups:
 

infection
 

control
 

group
 

(PC),
 

blank
 

control
 

group
 

(NC),
 

and
 

EtSAG12
 

recombinant
 

protein
 

50
 

μg,
 

100
 

μg,
 

and
 

150
 

μg
 

groups.
 

The
 

im-

munoprotective
 

effect
 

was
 

assessed
 

by
 

measuring
 

relative
 

weight
 

gain,
 

oocyst
 

reduction
 

rate,
 

lesion
 

score,
 

anti-coccidial
 

index
 

(ACI)
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IgG
 

in
 

serum.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

EtSAGR12
 

recom-

binant
 

protein
 

was
 

about
 

43
 

Ku
 

in
 

size
 

and
 

mainly
 

expressed
 

in
 

soluble
 

form.
 

Western
 

Blot
 

showed
 

that
 

the
 

antibody
 

had
 

good
 

specificity.
 

Compared
 

to
 

the
 

PC
 

group,
 

the
 

three
 

immunized
 

groups
 

showed
 

signifi-

cantly
 

higher
 

weight
 

gain
 

(p<0.05),
 

lower
 

lesion
 

scores
 

(p<0.05),
 

and
 

reduced
 

oocyst
 

output.
 

In
 

the
 

group
 

immunized
 

with
 

150
 

μg,
 

the
 

relative
 

weight
 

gain
 

(97.34%)
 

and
 

the
 

oocyst
 

reduction
 

rate
 

(52.54%)
 

were
 

the
 

highest,
 

with
 

an
 

ACI
 

of
 

165.34,
 

indicating
 

moderate
 

anticoccidial
 

effects.
 

The
 

levels
 

of
 

IgG
 

in
 

se-

rum
 

antibody
 

levels
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

immunized
 

groups
 

than
 

in
 

the
 

PC
 

and
 

NC
 

groups
 

(p<

0.05),
 

and
 

reached
 

peak
 

at
 

7
 

days
 

after
 

the
 

second
 

immunization,
 

with
 

the
 

150
 

μg
 

group
 

showing
 

the
 

high-

est
 

levels
 

(p<0.05).
 

In
 

summary,
 

The
 

EtSAG12
 

recombinant
 

protein
 

can
 

reduce
 

weight
 

loss
 

and
 

oocyst
 

shedding,
 

stimulate
 

humoral
 

immunity
 

in
 

the
 

host,
 

and
 

have
 

a
 

certain
 

degree
 

of
 

immunoprotective
 

effect
 

a-

gainst
 

coccidial
 

infection.
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鸡球虫病(Coccidiosis)是由艾美耳科(Eimeriidae)艾美耳属(Eimeria)的一种或多种球虫寄生于鸡肠道

中而引起的一种原虫病,
 

该病呈全球分布,
 

发病率为50%~70%,
 

死亡率最高可达到80%[1-2]。
 

目前报道的

鸡球虫有7种,
 

其中柔嫩艾美耳球虫(E.
 

tenella)是致病力最强的虫种,
 

由此虫种导致的原虫病使鸡盲肠

显著出血肿胀,
 

肠内出现黄白色干酪样坏死物,
 

引起鸡贫血、
 

消瘦、
 

生长发育不良和产蛋性能下降等症

状[3]。
 

据统计,
 

该病每年会对全球家禽养殖业造成约30亿美元的损失[4]。
 

目前对于球虫病的防治主要依赖

于药物和弱毒苗。
 

然而过度使用药物,
 

会导致虫株产生耐药性,
 

并出现药物残留、
 

环境污染等问题。
 

尽管弱

毒苗有良好的抗球虫效果,
 

但同时也存在毒力恢复的风险[5]。
 

重组亚单位疫苗是通过抗原蛋白与佐剂混合

形成的具有免疫效果的疫苗,
 

与弱毒苗相比不仅安全稳定,
 

而且具有生产时间短和经济效益好的优点,
 

因

此筛选出有良好免疫保护性的抗原是制备出优秀亚单位疫苗的关键[6]。

表面抗原SAG(Surface
 

antigen)是顶复门原虫中一类富含半胱氨酸的蛋白质,
 

该蛋白均在N段末端有

一疏水的信号肽,
 

且在C段末端含有糖基化磷脂酰肌醇(Glycosylphosphatidylinositol,
 

GPI)的结构区

域[7]。
 

SAG利用自身的GPI结构锚定在宿主细胞膜表面,
 

主要在虫体的入侵和存活、
 

免疫调节、
 

诱导炎症

反应等过程中发挥重要作用。
 

弓形虫(Toxoplasma
 

gondii)SAG1与宿主细胞表面硫化肝素发生特异性结

合,
 

促进虫体入侵[8];
 

恶性疟原虫(Plasmodium
 

falciparum)分泌的SAG蛋白与裂殖子发生交联,
 

进而有

效阻断裂殖子黏附和入侵红细胞,
 

从而保证虫体存活[9];
 

犬新孢子虫(Neospora
 

caninum)SAG1可以促进
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细胞因子IFN-γ和IL-4上调,
 

激发机体的Th1和Th2型免疫反应[10];
 

E.
 

tenella
 

SAG4和SAG5可促进

巨噬细胞产生白介素-1β并分泌NO,
 

诱导宿主发生炎症反应[11]。

目前关于EtSAG12的免疫原性和免疫保护作用尚无报道,
 

本研究构建EtSAT12/pET-32a原核表达载

体,
 

制备多克隆抗体,
 

通过动物试验评价EtSAG12重组蛋白的免疫保护效果,
 

为E.
 

tenella 重组亚单位疫

苗的研制提供参考。

1 材料与方法

1.1 虫株与实验动物

试验虫株为西南大学动物医学院寄生虫实验室保存的E.
 

tenella 上海株,
 

试验前经感染无球虫鸡传代

增殖得到大量柔嫩艾美耳球虫孢子化卵囊。
 

新西兰大白兔购自西南医科大学实验动物中心。
 

1日龄海兰灰

雏公鸡购自重庆华裕畜禽有限公司。

1.2 材料

HRP标记的山羊抗兔IgG购自Sangon
 

Biotech公司,
 

Ni-NTA纯化树脂预装柱、
 

EasyPure􀅹胶回收试

剂盒、
 

质粒提取试剂盒购自北京TransGen
 

Biotech(全式金)公司;
 

BCA蛋白浓度测定试剂盒和TMB显色

液均购自北京索莱宝科技有限公司;
 

弗氏完全佐剂和弗氏不完全佐剂购自碧云天生物技术(上海)有限公

司。

1.3 裂殖子的提取

取10只1日龄海兰灰雏公鸡饲养于经甲醛蒸熏消毒无鸡球虫的房间内,
 

并且饲养所用鸡笼、
 

水盘和饲

料盘等用具都经过高温消毒处理,
 

试验期间全程使用未添加抗球虫药物的饲料。
 

待雏鸡长至14日龄后,
 

每

只雏鸡经口感染E.
 

tenella 孢子化卵囊按5×104 个,
 

并在感染后120
 

h剖杀试验鸡只收集盲肠。
 

按照文献

[12]的方法提取E.tenella 裂殖子,
 

最后将提取的裂殖子放入液氮保存。

1.4 引物的设计与合成

根据柔嫩艾美耳球虫EtSAG12基因组数据(GenBank:
 

XM_013375898),
 

利用Primer-Premier
 

6.0
对EtSAG12进行引物设计。

 

原核表达引物(F2:
 

5'-CCCCGAATTCATGAGCGACGGAACGCCTG-3',
 

引

入酶切位点 EcoRI;
 

R2:
 

5'-CCCCCTCGAGTTACAGTGCTGTAATTCCGAATGCG-3',
 

引入酶切位点

XhoⅠ)送至重庆擎科兴业生物科技有限公司进行合成。

1.5 EtSAT12/pET-32a原核表达载体的构建

采用TRIzol法提取第二代裂殖子总RNA,
 

再反转录合成cDNA,
 

由cDNA为模板进行PCR扩增。
 

PCR反应条件为:
 

94
 

℃预变性5
 

min、
 

94
 

℃变性30
 

s、
 

63
 

℃退火30
 

s、
 

72
 

℃延伸30
 

s,
 

共30个循环,
 

最后

72
 

℃延伸10
 

min。
 

将扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测,
 

并用胶回收试剂盒回收PCR产物。
 

回收产物与

pMD19-T
 

(simple)Vector载体进行连接,
 

再将连接产物转化至大肠杆菌(Escherichia
 

coli)DH5α感受态细

胞中,
 

将菌液PCR鉴定为阳性的重组菌液送至重庆擎科兴业生物技术有限公司测序。
 

然后按质粒提取试剂

盒说明书提取阳性重组质粒EtSAT12/pMD19-T和pET-32a质粒,
 

经限制性内切酶EcoRI和XhoⅠ双酶

切,
 

将切胶回收的目的基因EtSAT12与pET-32a质粒连接,
 

再将重组表达质粒转化至DH5α感受态细胞;
 

最后提取重组质粒,
 

进行双酶切和测序鉴定。

1.6 EtSAG12重组蛋白的诱导表达和纯化

挑选阳性菌,
 

经PCR鉴定后提取质粒,
 

并将其转化至BL21(DE3)感受态细胞,
 

挑单菌落接种于

LB/Amp+液体培养基中,
 

振荡培养4
 

h,
 

加入0.4
 

mmol/L的IPTG
 

37
 

℃诱导8
 

h;
 

离心收集菌体,
 

加入

缓冲液重悬菌体,
 

并进行超声破碎、
 

离心,
 

取破碎后上清液和破碎后沉淀进行SDS-PAGE电泳检测;
 

用
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Ni-NTA亲和层析柱纯化重组蛋白,
 

并选择20、
 

50、
 

100、
 

150、
 

250
 

mmol/L的咪唑洗脱液对目的蛋白进

行洗脱,
 

最后用SDS-PAGE电泳检测蛋白纯化结果。

1.7 多克隆抗体的制备

按照文献[13]的方法进行多克隆抗体的制备,
 

将EtSAG12重组蛋白与佐剂混合,
 

对新西兰大白兔进

行免疫,
 

共计免疫4次,
 

并在末次免疫7
 

d后采血,
 

离心取血清。
 

再利用间接ELISA法检测抗体效价,
 

酶

标仪检测OD450 值,
 

检测孔与阴性孔的比值大于或等于2.1时的最大稀释倍数为该血清最高的抗体效价。
 

达到所需效价后采血制备,
 

纯化多克隆抗体,
 

进行 Western
 

Blot检测。

1.8 免疫保护效果的评价

1.8.1 试验设计及免疫程序

试验共分为5个组,
 

即感染对照组(PC)、
 

空白对照组(NC)、
 

EtSAG12重组蛋白50
 

μg组、
 

EtSAG12
重组蛋白100

 

μg组、
 

EtSAG12重组蛋白150
 

μg组,
 

每组20只1日龄海兰灰雏公鸡。
 

各组的免疫程序见

表1。
 

其中雏鸡饲养环境要求与1.3相同。
表1 动物试验的免疫程序

组别 免疫日龄/d 免疫途径 攻虫日龄/d 攻虫剂量/个

重组蛋白50
 

μg组 7、
 

14 皮下注射 21 5×104

重组蛋白100
 

μg组 7、
 

14 皮下注射 21 5×104

重组蛋白150
 

μg组 7、
 

14 皮下注射 21 5×104

空白对照组 / / / /

感染对照组 / / 21 5×104

1.8.2 亚单位疫苗的制备

用无菌的PBS稀释EtSAG12重组蛋白至各个免疫组所需的浓度,
 

再将重组蛋白与佐剂以1∶1的比例

进行混合(首次免疫选用弗式完全佐剂,
 

第二次免疫选用弗式不完全佐剂),
 

混合液经超声乳化后,
 

用于免

疫接种。

1.8.3 免疫保护效果评价指标

参照文献[14]的方法,
 

以存活率、
 

平均增质量、
 

相对增质量率、
 

卵囊减少率、
 

卵囊值、
 

盲肠病变计分和

抗球虫指数(Anti-coccidial
 

index,
 

ACI)作为免疫保护效果的评价指标。

1.8.4 血清中特异性IgG抗体检测

分别在7
 

d、
 

14
 

d、
 

21
 

d,
 

各个试验组随机选取4只鸡心脏采血1ml并分离血清。
 

参考文献[15],
 

运用

ELISA法检测血清中特异性IgG抗体变化水平。

1.8.5 统计学分析

用SPSS
 

27.0将得到的数据进行一维方差描述性统计分析,
 

并用Duncan氏新复极差法对组间平均值

进行多重比较,
 

p<0.05表示差异有统计学意义,
 

p>0.05表示差异无统计学意义。

2 结果和分析

2.1 EtSAT12/pET-32a原核表达载体的构建

EtSAG12基因通过1%琼脂糖凝胶电泳检测,
 

结果显示目的条带大小约为780
 

bp,
 

与预期大小相符

(图1a)。
 

将测序成功的EtSAG12基因亚克隆至pET-32a,
 

经菌液PCR检测,
 

可见1%琼脂糖凝胶电泳结

果具有清晰明亮的条带,
 

且大小与预期相符(图1c)。
 

通过双酶切鉴定,
 

表明EtSAG12已成功连接至

pET-32a(图1d)。
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a.
 

M:Maker;
 

1~3:
 

EtSAG12扩增产物;
 

4:
 

阴性对照。
 

b.M:
 

Maker;
 

1:
 

EtSAT12/pMD19T(Simple)双酶切;
 

2:
 

pET-32a质粒双酶切。
 

c.M:
 

Maker;
 

1~5:
 

EtSAT12/pET-32a质粒PCR检测;
 

6:
 

阴性对照。
 

d.
 

M:
 

Maker;
 

1:
 

EtSAT12/pET-32质粒检测;
 

2:
 

EtSAT12/pET-

32a质粒双酶切。

图1 EtSAT12/pET-32a表达质粒构建

2.2 EtSAG12重组蛋白的诱导表达及纯化

SDS-PAGE结果显示EtSAG12重组蛋白大小约为43
 

Ku,
 

表达产物大多数都是以可溶性蛋白的形式

存在于上清液中,
 

只有少量存在于沉淀中(图2a)。
 

纯化后的蛋白无明显杂带,
 

且在筛选纯化条件时,
 

选择

50
 

mmol/L咪唑洗脱液进行洗脱的蛋白浓度更高,
 

效果更好(图2b)。

a.
 

M:
 

Maker;
 

1:
 

pET-32a空载体未诱导菌液;
 

2:
 

pET-32a空载体诱导菌液;
 

3:
 

EtSAT12/pET-32a菌液上清;
 

4:
 

EtSAT12/pET-32a超

声破碎后的上清液;
 

5:
 

EtSAT12/pET-32a超声破碎后的菌液沉淀。
 

b.
 

M:
 

Maker;
 

1:
 

EtSAT12/pET-32a重组蛋白过柱前;
 

2:
 

EtSAT12/

pET-32a重组蛋白过柱后;
 

3~7:
 

20、
 

50、
 

100、
 

150、
 

200
 

mmol/L咪唑洗脱。

图2 EtSAG12重组蛋白的表达形式鉴定及纯化

2.3 多克隆抗体的鉴定

利用间接ELISA 法测定兔抗EtSAG12多克隆抗体的效价,
 

结果显示抗体滴度大于1∶640
 

000。
 

Western
 

Blot检测结果显示兔抗EtSAG12多克隆抗体能和EtSAG12重组蛋白特异性结合(图3b),
 

表明其
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具有较好的特异性。

图3 EtSAG12多克隆抗体特异性分析

2.4 EtSAG12的免疫保护效果观察

2.4.1 临床观察

在攻虫后第4天,
 

除了NC组其它试验组鸡均开始出现精神沉郁、
 

食欲减退、
 

饮水减少、
 

羽毛凌乱等症

状。
 

在第5天各个试验组鸡开始出现血便,
 

第6天血便症状最严重。
 

在第6天PC组死亡1只鸡,
 

其他组均

无鸡死亡。

2.4.2 各试验组鸡增质量情况、
 

盲肠病变计分、
 

卵囊产量和卵囊减少率

由表2可知,
 

各免疫组的平均增质量均显著高于PC组(p<0.05),
 

其中150
 

μg组的增质量效果最好,
 

相对增质量率为97.34%;
 

各个免疫组均能有效降低卵囊产量,
 

卵囊减少率在21.66%~52.51%,
 

并且各

免疫组的病变计分均显著小于未免疫攻虫组(p<0.05)。
表2 各试验组鸡的各项指标

组别
平均增质量/

g

相对增质量率/

%

总卵囊产量

(×106)/个

卵囊减少率/

%
病变计分

EtSAG12重组蛋白50
 

μg组 22.70±7.31a 87.64 2.12 28.14 3.10±0.55b

EtSAG12重组蛋白100
 

μg组 23.53±3.88a 90.85 2.31 21.69 2.95±0.55b

EtSAG12重组蛋白150
 

μg组 25.21±3.74a 97.34 1.40 52.54 2.20±0.61a

空白对照组 25.90±0.91a 100.00 0.00 100.00 0.00±0.00c

感染对照组 14.49±0.10b 55.95 2.95 0.00 3.60±0.50d

  注:
 

同列数据肩标不同字母代表差异有统计学意义(p<0.05),
 

字母相同或无字母表示差异无统计学意义(p>0.05)。
 

下同。

2.4.3 ACI检测

根据存活率、
 

平均增质量率、
 

病变计分和卵囊值这些参数综合进行ACI分析。
 

由表3可知,
 

EtSAG12
重组蛋白150

 

μg组的ACI值为165.34,
 

具有中效抗球虫水平;
 

50
 

μg
 

和100
 

μg
 

EtSAG重组蛋白组的ACI
值介于120到160之间,

 

属于低效抗球虫水平。
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表3 各试验组的抗球虫指数

组别 存活率/% 相对增质量率/% 病变值 卵囊值 抗球虫指数

EtSAG12重组蛋白50
 

μg组 100.00 87.64 31.00 20.00 136.64

EtSAG12重组蛋白100
 

μg组 100.00 90.85 29.50 20.00 141.35

EtSAG12重组蛋白150
 

μg组 100.00 97.34 22.00 10.00 165.34

空白对照组 100.00 100.00 0.00 0.00 200.00

感染对照组 95.00 55.95 36.00 40.00 74.95

2.4.4 血清中特异性IgG抗体水平变化

利用间接ELISA法检测血清中IgG抗体的变化水平,
 

结果显示免疫前各试验组血清中特异性

IgG抗体水平差异无统计学意义(p>0.05)。
 

首免和二免后3个免疫组血清中特异性IgG抗体均显著

提高(p<0.05),
 

其中二免后血清中特异性IgG抗体迅速产生,
 

且EtSAG12重组蛋白150
 

μg组产生

IgG抗体效果最好(表4)。
表4 各试验组鸡血清中特异性lgG抗体水平

组别 7
 

d 14
 

d 21
 

d

EtSAG12重组蛋白50
 

μg组 0.21±0.05a 0.55±0.03a 1.35±0.08b

EtSAG12重组蛋白100
 

μg组 0.21±0.03a 0.60±0.05a 1.41±0.07b

EtSAG12重组蛋白150
 

μg组 0.21±0.03a 0.57±0.03a 1.63±0.18a

空白对照组 0.21±0.03a 0.38±0.03b 0.41±0.03c

感染对照组 0.20±0.03a 0.39±0.03b 0.39±0.03c

3 讨论与结论

3.1 讨论

SAG具有维持细胞活力、
 

增强虫体感染力、
 

促进虫体入侵和免疫逃避等多种生物学功能。
 

Toxo-

plasma
 

gondii
 

SAG1蛋白与蛋白激酶C1受体(Receptor
 

of
 

activated
 

protein
 

kinase
 

C1,
 

RACK1)相互作用,
 

调控RACK1发生自噬,
 

进而维持宿主细胞的活力[16]。
 

堆型艾美尔球虫(E.acervulina)SAG能减少宿主

体内黏蛋白2(mucoprotein2,
 

MUC2)基因的表达量,
 

间接增强虫体的感染力[17]。
 

E.
 

tenella
 

SAG1蛋白

外表面的正电荷区域与宿主细胞表面带负电荷的硫酸化多糖区域相互结合,
 

能促进虫体入侵宿主细

胞[18]。
 

此外,
 

E.
 

tenella
 

SAG10能够促进纳虫空泡的形成,
 

使虫体不能被淋巴细胞识别,
 

从而逃避宿主

免疫反应[19]
 

。

SAG对球虫具有一定的免疫保护效果,
 

有利于减少宿主因感染球虫而造成的体重损失、
 

卵囊产量降

低和肠道病变等作用。
 

大型艾美耳球虫(E.
 

magna)SAG11能减少球虫感染造成的体重损失,
 

并且提高

饲料利用率[20];
 

斯氏艾美耳球虫(E.
 

stiedae)SAG13可以减缓球虫入侵机体,
 

并有效抑制其在肠道内的

发育,
 

从而显著降低卵囊产量[21];
 

E.
 

tenella
 

SAG16和SAG22能显著降低肠道病变计分,
 

缓解因球虫

感染造成的盲肠出血、
 

盲肠肿大、
 

盲肠壁增厚等症状[22]。
 

本试验利用EtSAG12重组蛋白制备亚单位疫

苗免疫雏鸡,
 

结果显示3个免疫组均能有效减少因球虫感染而导致的增质量损失,
 

卵囊排出量减少和盲

肠病变。
 

其中EtSAG12重组蛋白150
 

μg组抗球虫效果最好,
 

相对增质量率为97.34%,
 

卵囊减少率为

52.54%,
 

病变计分最低,
 

ACI值达到165.34,
 

具有中效抗球虫效果。
 

证明EtSAG12重组蛋白对球虫感

染具有一定的保护性。

血清中的IgG抗体可与球虫表皮膜抗原结合,
 

激活补体溶解球虫的裂殖子,
 

从而抑制球虫的生长发
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育[23],
 

因此血清中特异性IgG抗体水平和抗球虫效果呈现一定相关性。
 

文献[24]发现母源抗体越高的

雏鸡其抗球虫能力越强;
 

文献[25]用E.acervulina
 

MIC3、
 

MAR3和 MAR6制备亚单位疫苗免疫雏鸡,
 

结果显示EaMIC3免疫组产生特异性IgG抗体最高,
 

并且其 ACI值也最高。
 

本试验通过间接ELISA法

检测血清中IgG抗体水平,
 

结果显示免疫后的3个免疫组IgG抗体水平较PC组和NC组显著上升(p<

0.05),
 

在二免后7天抗体水平达到最高,
 

并且IgG抗体水平随免疫剂量的增加而升高。
 

说明EtSAG12
重组蛋白诱导机体产生了体液免疫反应。

 

通过比较各个免疫组IgG抗体水平和ACI值发现,
 

150
 

μg组血

清中的
 

IgG特异性抗体水平最高,
 

其ACI值也最高。
 

然而血清中的IgG抗体水平与抗球虫效果并非均呈

正相关关系。
 

文献[26]用毒害艾美耳球虫(E.necatrix)ApiAP2重组蛋白制备3个浓度梯度(低、
 

中、
 

高

浓度)的亚单位疫苗免疫雏鸡,
 

结果显示高剂量组产生的IgG抗体水平最高,
 

而低剂量组的抗球虫效果

最好,
 

即此处IgG抗体水平与抗球虫效果有负相关性。
 

但在本试验中并未出现类似现象,
 

因此其具体的

作用机制还有待进一步研究。

3.2 结论

本试验成功表达并纯化了EtSAG12重组蛋白,
 

动物试验结果显示该重组蛋白能有效减少卵囊排出和

减轻肠道病变程度,
 

并激发机体自身的体液免疫,
 

对E.
 

tenella 感染有一定的免疫保护效果。
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