高免疫血清制备技术

高免疫血清：是利用某种疫苗（病原微生物或其产物）按照一定程序反复免疫某种动物，并经抗体检测其滴度达到一定水平后，屠宰被免疫动物并收集全血后，经特殊处理而制成的一种生物制品。
制备方法：

　　1.动物的选择 可作为免疫用的动物多为哺乳类和禽类，主要有家兔、绵羊、马、猪、驴、豚鼠和鸡等，其中实验常用家兔、绵羊、鸡和豚鼠。选择动物时要注意以下几个方面：
　　a.抗原与动物种系  动物性抗原的免疫原性，随动物种系远近而有差别。近缘动物的蛋白质免疫原性较弱，反之则强。因此选择动物时应选用亲缘关系较远的动物。
　　b.免疫血清的用量  所需要的免疫血清，如是经常大量地使用，选择免疫动物时则应选择大型动物；如所需的免疫血清量不大，则以选择小动物为宜。
　　c.动物的个体状态  用于免疫的动物必须是适龄、健壮、无感染的动物。免疫过程中应特别注意营养和卫生管理。注射抗原1个月后，动物仍无良好的抗体反应，或在规定注射日程后抗体效价不高，可再注射l～2次，若仍不佳者立即弃去。
　　2.抗原制备与接种 制造抗血清，根据产品不同,所用抗原、制法亦有所不同。病毒性抗血清，一般是用本动物的含毒组织作抗原，首先把强毒接种本动物，使其发病，采取其含毒性组织作为抗原，注射于免疫动物。细菌性血清，是用抗原性好的强毒或弱毒菌种，接种于规定培养基内，于37℃培养，细菌发育良好者，以纯粹检验后用作抗原。
    抗原接种：动物在免疫过程中分为基础免疫及高度免疫。基础免疫一般是注射疫苗，然后连续多次注射强毒进行高度免疫，每次注射剂量，要随着注射次数的增加而增加。接种抗原的次数和剂量，应根据制造抗血清的品种和动物健康情况加以调整。为了获得效价高的抗血清，动物饲养条件必须保持良好。
　　3.血清抗体的检测 免疫程序接近结束时，测定血清的抗体效价，如果效价已达规定的要求，即可视作免疫成功，开始采血。若经试血，血清效价不合格，则可继续增加注射抗原次数或剂量，如再试血仍不合格，应将动物淘汰。
    测定免疫血清效价是及时掌握采血时机的重要步骤。常用的有环状沉淀反应(包括抗原稀释法和抗体稀释法)和双向琼脂扩散试验。
    用琼脂扩散试验测定血清效价时，如果在抗原孔与抗体孔之间出现沉淀线者，即为阳性。最高稀释倍数血清孔出现沉淀线，即为该血清的抗体效价。琼脂扩散试验的效价通常比环状沉淀反应稍低。
　　4.血清采集与提取 免疫后，经试血，抗体滴度达到要求后可采血。动物采血应在上午空腹时进行，禁食一夜，可避免血中出现乳糜而获得澄清的血清。不论免疫动物是大动物或小动物，采血方法均分一次放血和多次放血法两种。 
　　a.一次放血  绵羊或其他大动物可用颈动脉放血，家兔、豚鼠和鸡则可通过心脏直接采血。 
　　b.多次少量放血法  大动物可通过静脉采血，家兔、豚鼠和鸡等小动物可通过心脏采血。 
  免疫血清的分离应在无菌条件下进行，并应尽量防止溶血。采血用的器械、容器等用前要进行灭菌，以无菌操作采血，注入斜放的大试管或三角瓶内，待凝固后分离血清，将多份分离出的血清混合，待检。
　　5.免疫血清的检验 免疫血清的检验包括无菌检验、安全检验和效力检验。无菌检验按成品检验的有关规定进行；安全检验通常用体重18～22g的健康小白鼠5只，各皮下注射血清0.5ml，用体重250～450g的健康豚鼠2只，各皮下注射血清10ml，观察10天，均应健活，效力检验则按各种抗血清规定方法进行。
高免疫卵黄抗体制备
免疫血清和卵黄抗体是紧急预防和早期治疗相应传染病的有效制剂。为了降低成本，增加产量，提高治疗效果，对健康母鸡进行法氏囊病高度免疫，取其卵黄来防治法氏囊病,不但省去杀鸡分离血清的麻烦，而且具有产量高、效果好、价格便宜等优点。现以法氏囊病为例，简要阐明高免疫卵黄抗体的制备。

1.制造用鸡的选择 选择健康的蛋鸡，隔离饲养观察l周后无特殊反应者，方可免疫。
　　2.疫苗免疫 通常使用组织灭活苗，其制备过程如下：
　　a.制备鸡的选择　选40～50日龄SPF鸡，用通过SPF鸡传代的野毒滴鼻、点眼，每只鸡接种0.2～0.3ml，在48～72h左右死亡的鸡，无菌采集其法氏囊，并作病变观察，将病变典型的法氏囊低温保存备用。
　　b.制苗　取10g病料加100ml0.5％甲醛生理盐水，匀浆、冻融、过滤，滤液加8％甘油，置37℃18～24h灭活，即为水剂灭活苗，也可加白油等佐剂，制成油乳剂灭活苗。
　　c.无菌检验　取灭活苗0．5ml接种于普通琼脂斜面及厌氧肉汤培养基各一支，于37℃培养48h，应无菌生长。
　　d.安全试验及保护试验　经无菌检验合格的灭活苗，给40～50日龄SPF鸡或未经法氏囊疫苗免疫过的健康鸡，肌肉注射、滴鼻、点眼、接种0.3～0.5ml，观察半月，无法氏囊病发生者，可用1：10强毒0.5ml／只攻毒，观察l0～14天，无发病者为安全有效。
　　免疫程序　第一次免疫，每只鸡肌肉注射lml，经7～10天后进行第二次免疫，每只鸡2ml，7天后用琼脂扩散方法测定卵黄抗体效价，如已达到1：64以上，即可收集高免蛋，如效价不高，可隔7～l0天进行第三次加强免疫。
　　3.高免卵黄抗体的制备
　　a.高免蛋的处理　高免蛋用0.1％新洁尔灭溶液浸泡5min，洗涤干净，放入无菌室晾干备用。 
　　b.分离卵黄　无菌操作，打破蛋壳，分离蛋黄。 
　　c.卵黄匀浆　收集的蛋黄置无菌的组织匀浆器中，加等量灭菌生理盐水，并按每毫升加入青霉素、链霉素各1000单位，硫柳汞1.0／万，匀浆、过滤,分装消毒瓶内，4℃冷藏备用。 
　　4.高免卵黄抗体的检验 
　　a.无菌检验　取0.5ml高免卵黄抗体，分别接种于普通琼脂斜面和厌氧肉肝汤培养基，37℃培养24～48小时，应无细菌生长。 
　　b.安全检验　取30日龄健康鸡10只，每只鸡肌注卵黄抗体2ml，观察5～7天，应无任何不良反应。
　　c.中和试验　取30日龄健康鸡20只，随机分成2组。试验组每只鸡皮下或肌肉注射野毒和卵黄抗体（1：10)混合液1ml，观察饲养10～15天，应全部存活，对照组每只鸡皮下或肌肉注射野毒1ml，观察10～15天，应部分或全部死亡，剖检后出现典型病变。 
　　d.卵黄抗体效价测定　用琼脂扩散反应测定，抗体效价应在1：64以上。

