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［摘　 要］ 　 为探究布鲁氏菌病疫苗经不同黏膜途径免疫奶牛后对体液免疫与细胞免疫水平及疫苗

体外排菌方面的影响，将 ８０ 头 １０ ～ １２ 月龄的奶牛平均分为四组，通过眼部滴注（Ａ 组）、口腔喷注

（Ｂ 组）、阴道灌注（Ｃ 组）三种黏膜免疫途径对奶牛接种布鲁氏菌病弱毒活疫苗（Ａ１９ 株），并与皮下

注射免疫组（Ｄ 组）进行比较，测定了免疫后 ７ ｄ 内黏膜免疫组的排菌情况，１８０ ｄ 内四组免疫奶牛的

抗体效价和 ６０ ｄ 内四组免疫奶牛的外周血淋巴细胞细胞因子分泌（ ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２ 和 ＩＬ－４）水平。 结

果显示：黏膜免疫组在免疫后 ５ ｄ 内均有不同程度的排菌，以免疫后 １ ｄ 内排菌量为最高，并且在黏

膜免疫组中阴道灌注组排菌量最低；各组奶牛在免疫后 ２０ ｄ 时 ＭＳＡＴ 测定抗体效价平均值均上升

至最高，之后持续下降，黏膜免疫组的抗体水平显著低于注射免疫组，且在黏膜免疫组中阴道灌注

组的抗体水平最高；Ａ 组和 Ｂ 组奶牛在免疫后 １２０ ｄ ＲＢＴ 检测无阳性，Ｃ 组在免疫后 １５０ ｄ ＲＢＴ 检

测无阳性，Ｄ 组在免疫后 １８０ ｄ ＲＢＴ 检测阳性率 ３５％；Ｂ 组、Ｃ 组在免疫后 ７ ｄ，Ａ 组、Ｄ 组在免疫后

２０ ｄ ＩＦＮ－γ 分泌量达到最高值，各组 ＩＬ－２ 和 ＩＬ－４ 分泌量未见明显变化，黏膜免疫组中阴道免疫组

的 ＩＦＮ－γ 分泌量为最高，仅次于注射免疫。 结果表明，阴道灌注是一种较优的奶牛布鲁氏菌病黏膜

免疫方式。
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　 　 布鲁氏菌病（布病）是由布鲁氏菌寄生在哺乳

动物体内所引起的一种严重的人畜共患病，现今，
根据寄生宿主不同和不同致病性，布鲁氏菌可分为

八个陆地型和两个海洋型［１］。 其中牛布病在世界

各地广为分布，可导致牛的繁殖障碍，造成严重的

经济损失。 病原还可通过未经消毒的牛奶、奶制

品、内脏及淋巴组织等感染人类，导致严重的社会

公共卫生问题。 因此，奶牛场布病的防控显得十分

重要［２］。 疫苗免疫是预防和控制布病的重要措施

之一，选择适当的布病疫苗免疫途径关系到布病防

控的效果。 传统奶牛布病免疫以注射免疫为主，但
是注射免疫对怀孕牲畜不安全，且抗体在体内存在

的时间较长，影响对布病的监测和诊断［３］。 黏膜免

疫是近年国际上研究布病免疫的一个焦点，因其一

方面可以改善疫苗对动物的安全性，另一方面能够

有效模拟布鲁氏菌入侵机体的方式，被认为更有针

对性。 布病常用的黏膜免疫方式为点眼和口服，其
优点是免疫抗体持续时间短，对监测等防控措施的

影响小，并且对怀孕动物的安全性也更高；但其存

在免疫后疫苗活菌易于排向体外，可能污染周边环

境、感染操作人员和有效成分流失的问题［４］。
为初步探究奶牛布病的最佳免疫方式，本试验

观察了三种不同的黏膜途径（眼部滴注、口腔喷注、
阴道灌注）和皮下注射途径免疫奶牛后，对奶牛体

液免疫和细胞免疫反应的影响，并通过分析黏膜免

疫后不同时间免疫部位的排菌量，比较不同黏膜免

疫途径排菌量的差异。
１　 材料与方法

１．１　 试验材料

１．１．１　 试验用动物　 布病阴性群的 １０ ～ １２ 月龄的

奶牛 ８０ 头。
１．１．２　 试验用试剂　 布鲁氏菌病活疫苗 Ａ１９ 购自

中牧股份有限公司（１６０２００１ 批）；虎红平板凝集试

验抗原（２０１６０１ 批）；试管凝集试验抗原（２０１６０１
批）；布鲁氏菌病阳性血清（２０１６０１ 批）；布鲁氏菌

病阴性血清（２０１６０１ 批）均由中国兽医药品监察所

制备；布鲁氏菌选择性培养基，购于青岛海博生物，
货号 ＨＢ７０２７；淋巴细胞分离液购于 Ｓｔｅｍｃｅｌｌ 公司，
货号为 ０７８０１；ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４ 细胞因子检测试剂

盒均购于 Ｍａｂｔｅｃｈ 公司，货号分别为３１１９－１Ｈ－６、

·２·



　 ２０１７，５１（４）：１～５ ／王苗苗，等 中国兽药杂志

３１１１－１Ｈ－６、３１１８－１Ｈ－６。
１．２　 试验方法　 将试验牛分为眼部滴注（Ａ 组）、口
腔喷注（Ｂ 组）、阴道灌注（Ｃ 组）、皮下注射（Ｄ 组）四
组，每组 ２０ 头，用布鲁氏菌活疫苗 Ａ１９ 对各组动物

按各自途径进行免疫。
１．２．１　 免疫部位排菌量检测　 Ａ、Ｂ、Ｃ 三组在免疫

后 １０ ｍｉｎ，３０ ｍｉｎ、１ ｄ、２ ｄ、３ ｄ、４ ｄ、５ ｄ、６ ｄ、７ ｄ，用
一次性无菌拭子对奶牛免疫部位进行擦拭，接种布

鲁氏菌选择性培养基，３７ ℃培养 ３ ～ ５ ｄ，对长出的

菌落进行计数，统计分析。
１．２．２　 抗体效价的测定　 分别采集和分离四组试

验牛免疫前和免疫后 ７ ｄ、２０ ｄ、３０ ｄ、６０ ｄ、９０ ｄ、
１２０ ｄ、１５０ ｄ、１８０ ｄ 的血清，参照国家标准 ＧＢＴ ／
１８６４６－２００２［５］进行虎红平板凝集试验（ＲＢＴ）检测

抗体阳性率，微量试管凝集试验（ＭＳＡＴ）测定抗体

效价，并对检测结果进行统计分析。
１．２．３　 外周血淋巴细胞的细胞因子水平测定　 分

别采集四组试验牛免疫前和免疫后 ７ ｄ、２０ ｄ、
３０ ｄ、６０ ｄ 的抗凝血，用淋巴细胞分离液分离奶牛

的外周血淋巴细胞，计数后，以 １．０×１０６ ／ ｍＬ 的浓度

平铺在 ２４ 孔细胞培养板板内，每孔 １ ｍＬ。 待细胞

贴壁后，每孔加入 １００ μＬ １．０×１０９ ／ ｍＬ 的灭活布鲁

氏菌 Ａ１９，３７ ℃ ５％ ＣＯ２恒温培养箱刺激 ４８～７２ ｈ，

收集细胞上清［６］，按 Ｍａｂｔｅｃｈ 检测试剂盒使用说明

书检测ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４水平。
２　 结 果

２．１　 不同时间各组免疫部位排菌率和排菌量比较

Ａ、Ｂ、Ｃ 三组黏膜免疫奶牛的排菌持续至免疫后

第五天，从免后 １０ ｍｉｎ 到免后 ５ ｄ，排菌率持续

下降，免疫后 １ ｄ 内为排菌高峰期，免疫 ５ ｄ 后未

检测到排菌情况；以排菌率来看，由高到低依次

为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ，各组排菌率（排菌奶牛头数 ／奶牛总

头数×１００％）见图 １；从免疫后 １０ ｍｉｎ 到免后 ５
ｄ，排菌量持续下降，免疫后 １ ｄ 内为排菌量最高

时期，之后排菌量急剧下降，各组排菌量由高到

低依次为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ，见图 ２；将排菌率和排菌量综

合分析来看，眼部滴注（ Ａ 组）排菌最强、口腔喷

注（Ｂ 组）次之、阴道灌注（Ｃ 组）排菌最弱。

图 １　 免疫后不同时间奶牛免疫部位的排菌率分析

图 ２　 免疫后不同时间奶牛免疫部位的排菌量分析

２．２　 不同时间抗体效价水平和抗体阳性率比较

各组试验牛在免疫后 ２０ ｄ 抗体效价平均值升至最

高（Ａ 组：１ ∶ ８；Ｂ 组：１ ∶ ３８；Ｃ 组：１ ∶ １４１；Ｄ 组：
１ ∶ ３３６），之后，除 Ｄ 组一直持续高效价到 １８０ ｄ 才

略有下降外，黏膜免疫组均在免后 ９０ ｄ 抗体水平下

降至 １ ∶ ２０ 以下，其中黏膜免疫的抗体水平均低于

注射免疫，而阴道灌注免疫组的抗体水平高于其它

黏膜免疫组，差异显著。 三组黏膜免疫牛的抗体水

平从高到低依次为阴道灌注（Ｃ）、口服喷注（Ｂ）、眼
部滴注（Ａ），各组抗体水平见图 ３。

各组抗体阳性率（抗体检出奶牛头数 ／奶牛

总头数 × １００％） 参照 ＲＢＴ 结果，在免疫后 ２０ ｄ
和 ３０ ｄ 达到最高值，除 Ｄ 组一直保持最高阳性

率在 ６０ ｄ 后略有下降，黏膜免疫组 Ａ 组（最高抗

体阳性率 ５５％）、Ｂ 组（ ４０％）、Ｃ 组（ １００％）均在

３０ ｄ 后下降，与 Ｄ 组差异显著。 免后 １２０ ｄ 时

Ａ、Ｂ 两组抗体阳性率 ０％， Ｃ 组 １０％，与 Ｄ 组

５５％差异显著，Ｃ 组在免后 １５０ ｄ 抗体阳性率为

０％，而 Ｄ 组在免后 １８０ ｄ 时抗体阳性率仍为

３５％，从抗体阳性率的结果来看三组黏膜免疫组

从高到低依次为 Ｃ＞Ｂ＞Ａ；在免疫后 １８０ ｄ 内，抗
体阳性率的变化趋势如图 ４。

·３·
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图 ３　 免疫后不同时间各组奶牛的抗体效价变化

图 ４　 免疫后不同时间各组奶牛的布病虎红

平板凝集试验抗体阳性率

　 　 综合抗体阳性率和抗体效价，三种黏膜免疫方

式中以阴道灌注的抗体反应最强，显示其是最佳的

激发抗体免疫反应的黏膜免疫途径。
２．３　 不同时间细胞因子水平的比较　 四组试验牛

在试剂盒所能检测到的范围内 ＩＬ－２、和 ＩＬ－４ 的水

平未发生变化，仅 ＩＦＮ－γ 有显著变化，由图 ５ 可知，
Ｂ 组、Ｃ 组在免疫后 ７ ｄ， Ａ 组、Ｄ 组在免疫后 ２０ ｄ
ＩＦＮ－γ 分泌量达到最高值，之后持续下降，黏膜免

疫组中阴道免疫组的 ＩＦＮ－γ 分泌量为最高，仅次于

注射免疫。 从 ＩＦＮ－γ 分泌量上来看，三组黏膜免疫

牛由高到低依次为 Ｃ＞Ｂ＞Ａ。

图 ５　 免疫后不同时间各组奶牛外周血淋巴细胞

ＩＦＮ－γ分泌量的变化

３　 讨 论

眼部滴注、口腔喷注、阴道灌注三种黏膜免疫方

式皆存在不同程度的排菌情况。 阴道灌注是 ３ 种黏

膜免疫方式中排菌最少的，因此，阴道灌注可作为

奶牛黏膜免疫的首选方式。 若想进一步降低或消

除黏膜免疫的排菌问题，可探索更加安全的布病疫

苗如凝胶剂型等，液态疫苗接触动物黏膜后相变为

凝胶态，可能消除或降低疫苗经黏膜免疫后的排菌

风险，进一步提高疫苗的利用率和免疫对从业人员

的安全性。
从抗体阳性率和抗体效价变化曲线上看，注射

免疫组抗体阳性率和抗体效价均最高，但由于抗体

长期持续，最长可持续 １８ 个月［７］。 因此选择免疫

抗体反应弱的黏膜免疫途径就受到国内外研究者

的普遍关注。 从本研究结果分析，黏膜免疫与注射

免疫相比，抗体阳性率存在显著差异。 阴道灌注的

免疫抗体反应整齐，抗体效价较高，表明其体液免

疫反应略强于其它的黏膜免疫途径，而抗体持续时

间却无明显延长，三种黏膜免疫抗体对临床布病检

测的时间影响无明显差异。 据文献报道，羊点眼免

疫后１８０ ｄ可作为免疫与感染鉴别诊断的一个分水

岭［８］，从本试验结果来看，１８０ ｄ 黏膜免疫组 ＲＢＴ
检测的阳性率为 ０％，与报道一致。

从细胞因子 ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ 的分泌情况上

分析，布氏菌疫苗免疫后细胞因子 ＩＬ－２、ＩＬ－４ 无明

显变化，但 ＩＦＮ－γ 的分泌量显著提高，表明 ＩＦＮ－γ
在抵抗布鲁氏菌感染中可能发挥重要作用。 三种

黏膜免疫方式中以阴道灌注免疫激发的 ＩＦＮ－γ 水

平最高，预示其对细胞免疫的激发作用最强。 据报

道，布鲁氏菌感染 ＩＦＮ－γ 缺陷小鼠后，促使小鼠很

快发生死亡，这证实了 ＩＦＮ－γ 在机体抗布鲁氏菌

感染中的重要性 ［９］ 。 布鲁氏菌在侵入机体后首先

在巨噬细胞内存活［１０］，并激发机体先天性免疫系

统反应［１１］，但有研究表明，先天性免疫应答并不能

有效抵抗布鲁氏菌在体内的感染和复制［１２］。 获得

性细胞免疫应答主要是通过 ＩＬ－１２、 ＴＮＦ － α 和

ＩＦＮ－γ等细胞因子通过增强 Ｍ１ 巨噬细胞的杀菌和

抗菌活性从而在抵抗布鲁氏菌感染中起主要作

·４·
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用［１３］。 本试验的细胞因子分泌水平主要监测至免

疫后 ６０ ｄ，６０ ｄ 时 ＩＦＮ－γ 水平显著下降后未进行后

续追踪， Ｅｌａｉｎｅ Ｍ Ｓ Ｄｏｒｎｅｌｅｓ 等［６］ 监测 Ｓ１９ 免疫小

牛后 ０ ｄ、２８ ｄ、２１０ ｄ、３６５ ｄ、３９３ ｄ、５７５ ｄ 的 ＩＦＮ－γ
水平，在 ２８ ｄ 达到最高后降低，之后又在 ３９３ ｄ 有

一次小升高，这充分揭示了细胞免疫应答在布鲁氏

菌感染中的重要作用，也为疫苗免疫后保护力持续

存在提供了一个参考。
本试验从免疫排菌、免疫激发抗体与几种细胞

因子水平三个方面来评价布鲁氏菌疫苗 ３ 种黏膜

免疫途径的效果，结果表明，阴道灌注是奶牛布病

黏膜免疫的较优方式。 与注射免疫相比，阴道灌注

后奶牛免疫抗体水平下降快，持续时间短，对检测

感染抗体的干扰时间短，有利于布病监测与诊断的

开展。 研究提示，有必要进一步开展布病疫苗阴道

灌注保护力和安全性研究，以充分证实布病疫苗阴

道灌注免疫的价值。
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ｕｓｅｓ ａ ｓｔｅａｌｔｈｙ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｔｏ ａｖｏｉｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ

ｓｙｓｔｅｍ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｓｅｔ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｐｌｏｓ Ｏｎｅ， ２００７， ２（７）：

ｅ６３１．

［１３］ Ｇｏｌｄｉｎｇ Ｂ， Ｓｃｏｔｔ Ｄ， Ｓｃｈａｒｆ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｍｕｎｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ａｇａｉｎｓｔ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ａｂｏｒｔｕｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｅｓ ＆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ２００１， ３（１）：

４３．

（编 辑：李文平）
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