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摘要：针对猪传染性胃肠炎病尚无有效的治疗药物，该文研究开发猪传染性胃肠炎病毒卵黄抗体，以期为该病的防治提供技术支持。用猪传染性胃肠炎灭活疫苗按程序免疫90—140日龄健康商品海兰褐蛋鸡，三免14 d后收集高免蛋进行卵黄抗体提取、ELISA抗体效价检测及攻毒保护试验。高免蛋三免后14天效价可达到1:256，并维持3个月，三免后120 d效价会下降到1:128。对1日龄三元杂交仔猪的攻毒保护试验结果表明，未免疫卵黄抗体健康仔猪的发病率、死亡率均达100%；而卵黄抗体免疫组的死亡率为0%，保护率达100%，表明该卵黄抗体能够有效保护猪传染性胃肠炎病毒的攻击。	Comment by 编辑部: 空2格且加粗	Comment by 编辑部: 第三人称角度	Comment by 编辑部: 请注意这个符号，是一字线	Comment by 编辑部: 插入符合中
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Study and preparation of transmissible gastroenteritis virus yolk antibody	Comment by 编辑部: 此处撰写英文标题、作者、单位信息
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Abstract：There is no effective treatment for the transmissible gastroenteritis of pigs，so this paper investigates the development of transmissible gastroenteritis virus yolk antibody to provide technical support for the prevention and treatment of the disease. The inactivated vaccine of ransmissible gastroenteritis virus was used to immunize healthy commercial hens of hyline variety brown at the age of 90⁃140 day，14 days after the third immunization，the yolk antibody was extracted from the eggs of highly immunized chickens，ELISA antibody titer detection and attack protection test. The results showed that the antibody titer can reach 1∶256，and maintained for 3 months. 120 days after the third immunization，the antibody titer drops to 1∶128. The results of the attack protection test on 1⁃day⁃old three ⁃way crossbred piglets showed that the morbidity and mortality rate of healthy piglets not immunized with yolk antibody reached 100% ，while the mortality rate of the yolk antibody immune group is 0 and the protection rate reached 100% ，indicating that the yolk antibody can effectively protect piglets against the attack of the virus of transmissible gastroenteritis of swine. 
Keywords：The transmissible gastroenteritis of pigs；Egg yolk antibody； Prevention	Comment by 编辑部: 首字母大写，用分号隔开

猪传染性胃肠炎 (Transmissible Gastroenteritis of swine，TGE) 是由猪传染性胃肠炎病毒 (Transmissible Gastroenteritis Virus，TGEV) 引起的高度接触性传染病。本病潜伏期短、传播迅速，数日内可蔓延全群，病症为脱水、体重下降、食欲减少或废绝，2周龄内的仔猪死亡率可达90%—100%[1]。该病是引起规模化养猪场新生仔猪腹泻性死亡的重要原因，常与其他猪腹泻病毒混合感染，以致无法及时确诊病原，延误治疗或治疗无效，给我国养猪业造成了巨大的经济损失[2-5]。目前针对该病尚无有效的治疗药物，患病仔猪腹泻持续发生，无法得到有效控制[6-7]。鉴于卵黄抗体的治病机理和特性，结合人类病毒性疾病控制方法和世界范围内的相关研究，本研究开展了猪传染性胃肠炎卵黄抗体的研制，以期为该病的防治提供技术支持[8-10]。	Comment by 编辑部: 连续参考文献用“-”，不连续用“，”	Comment by 编辑部: 参考文献引用位置请放在句末处即句号处
1 材料与方法	Comment by 编辑部: 一级标题，加粗所有
1.1 材料	Comment by 编辑部: 二级标题，加粗所有
1.1.1  毒种	Comment by 编辑部: 三级标题，只加粗序号
猪传染性胃肠炎病毒TGEV-HuN株，于中国兽医微生物菌种保藏管理中心保存，保藏号：CGMCC NO.20279。
1.1.2  猪传染性胃肠炎灭活疫苗
由本司实验室制备，将TGEV-HuN株接种ST细胞纯化扩繁，按常规方法制备成油乳剂灭活苗，每毫升疫苗至少含灭活前的猪传染性胃肠炎病毒10-6.0 TCID50，质量检验合格，备用。
1.1.3  试验动物
90—140日龄健康商品海兰褐蛋鸡由广州某蛋鸡养殖场提供；1日龄健康未吃初乳三元杂交仔猪购自广州某猪场，且猪传染性胃肠炎病毒抗体为阴性者用于试验。
1.2 方法
1.2.1 卵黄抗体制备
将TGEV-HuN株病毒液灭活后制备的灭活疫苗肌肉注射免疫90—140日龄商品蛋鸡3次，每次间隔14日，免疫剂量分别为0.5 mL/只、1.0 mL/只、1.5 mL/只；第3次免疫后14日收集高免蛋。	Comment by 编辑部: 大写L	Comment by 编辑部: 应为：每只1.5 mL
1.2.2 卵黄抗体提取
将收集的高免蛋表面清洗干净，浸入终浓度为0.1%的新洁尔灭溶液中消毒20 min。采取人工打蛋，充分除去蛋清（白）、胚盘和系带，收集卵黄并充分搅拌使卵黄呈均匀膏状，加入等体积注射用水，继续搅拌均匀。加入酸化水使溶液终pH为5.0—5.2，搅拌15—20 min，2—8 ℃静置5 h后，加入终浓度为0.2%的正辛酸，搅拌10 min，室温（15—25 ℃）放置3 h，用离心机10 000 r/min离心15 min，取上清液用0.5 μm筒式滤芯过滤，即为初提抗体，备用检测[11]。	Comment by 编辑部: 与单位之间要空格	Comment by 编辑部: 三位分节
1.2.3 卵黄抗体效价监测
分别取一免、二免、三免后14天以及三免后21 d、30 d、60 d、90 d、120 d的高免蛋，提取卵黄抗体后，用酶联免疫吸附试验进行抗体效价检测。
1.2.4 攻毒保护试验
1日龄仔猪15头，随机分成3组，每组5头。第1组灌服猪传染性胃肠炎卵黄抗体1.0 mL，第2组和第3组每头灌服0.01 mol/L，pH 7.2 PBS 1.0 mL。24小时后，用猪传染性胃肠炎病毒（TGEV-HuN株）病毒液灌服第1组和第2组仔猪，每头10-6.0TCID50/1.0mL，观察7日。
2 结果
2.1 卵黄抗体消长规律
对一免、二免、三免后14天以及三免后21 d、30 d、60 d、90 d、120 d的高免蛋用酶联免疫吸附试验进行抗体效价检测，结果显示（图1），三免后14 d效价可达到1:256，并维持3个月，三免后120 d效价会下降到1:128。
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图1 猪传染性胃肠炎病毒卵黄抗体效价监测

2.2 攻毒保护试验
第1组5头仔猪免疫卵黄抗体24 h后，灌服TGEV-HuN株病毒液后第2 d有2头仔猪出现减食、精神萎靡、腹泻等症状，持续2—3天后逐渐恢复正常，保护率达100%。7 d后对仔猪进行剖检，均无肉眼可见的病理变化；第2组阳性对照组在攻毒后2 d出现减食、精神萎靡、呕吐、腹泻等症状，随后陆续死亡，死亡仔猪剖检后可见胃内有未消化的乳块、小肠壁变薄、充气等病理变化。第3组阴性对照组5头仔猪正常。见表1。
表1 猪传染性胃肠炎卵黄抗体的攻毒保护试验结果	Comment by 编辑部: 三线表格
	组别
	试验数（头）
	攻毒数
（头）
	发病数
（头）
	死亡数
（头）
	发病率
（%）
	死亡率
（%）
	保护率
（%）

	第1组
	5
	5
	2
	0
	40
	0
	100

	第2组
	5
	5
	5
	5
	100
	100
	0

	第3组
	5
	0
	0
	0
	0
	0
	－


3 讨论
猪传染性胃肠炎病毒病一年四季均有发生，且常与其他腹泻病混合发生，给临床诊治造成了不少阻碍。近年来，由于卵黄抗体具有性质稳定、产量高、使用安全等优点，被广泛应用于畜禽疾病防治研究中。故关于猪传染性胃肠炎病毒的卵黄抗体也有相关研究，不过较少。本研究使用猪传染性胃肠炎病毒灭活疫苗免疫蛋鸡获得了高效价卵黄抗体并能维持较长时间，这与高岭、崔焕忠等的研究结果趋势相一致。但本研究的卵黄抗体效价维持时间更久，这可能与免疫原剂量、蛋鸡本身的应答及饲养条件有关[12-13]。使用该卵黄抗体进行人工攻毒保护试验，结果显示卵黄抗体试验组的攻毒保护率为100%，而空白对照组的保护率为0%。这与崔焕忠的攻毒保护试验结果一致。说明猪传染性胃肠炎病毒卵黄抗体能有效防护猪传染性胃肠炎病毒，但其临床应用效果需要进一步验证[13]。
4 结论	Comment by 编辑部: 此部分为“结论”，不要写“小结”
本研究用猪传染性胃肠炎病毒灭活疫苗三次免疫产蛋鸡，收集高免鸡蛋，对抗体效价进行连续监测发现，抗体效价可维持在1:256高达3个月。说明本研究制备的卵黄抗体高效、稳定。
 本研究制备的卵黄抗体对1日龄仔猪的攻毒保护试验结果表明，未免疫卵黄抗体健康仔猪的发病率、死亡率均达100%；而卵黄抗体免疫组的死亡率为0%，保护率达100%，说明该卵黄抗体能够有效保护猪传染性胃肠炎病毒的攻击。
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