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摘　要：分别用犬细小病毒（ＣＰＶ）核酸疫苗（ｐＶＣＰＶＶＰ２）、ＣＰＶ重组活载体疫苗（ＣＡＶ２／ＣＰＶ）与ＣＰＶ弱毒疫苗

对犬进行了免疫试验，以检测不同ＣＰＶ疫苗的免疫原性。采用ＣＰＶＥＬＩＳＡ、ＣＰＶＨＩ与ＣＰＶ 微量中和试验检测

免疫犬的体液免疫水平，采用淋巴细胞转化试验检测犬的细胞免疫水平。结果，ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ均能

诱导机体产生抗ＣＰＶＥＬＩＳＡ抗体与抗ＣＰＶ中和抗体，但是ｐＶＣＰＶＶＰ２不能诱导机体产生可检测的抗ＣＰＶＨＩ

抗体，而ＣＡＶ２／ＣＰＶ能够诱导机体产生抗ＣＰＶＨＩ抗体。淋巴细胞转化试验结果，ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ免

疫犬的外周血淋巴细胞对ＣｏｎＡ 与ＣＰＶ的刺激均出现明显的增殖反应。结果表明，ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ

免疫犬均能诱导机体产生抗ＣＰＶ的特异性体液免疫反应和细胞免疫反应，两者所表达的 ＶＰ２蛋白均具有较好的

免疫原性。ＣＡＶ２／ＣＰＶ以及ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫犬的抗ＣＰＶ体液免疫水平和细胞免疫水平均

比用ｐＶＣＰＶＶＰ２单独免疫犬的体液免疫水平和细胞免疫水平高。但ＣＡＶ２／ＣＰＶ诱导机体产生的抗ＣＰＶ特异

性免疫反应仍然比ＣＰＶ弱毒疫苗诱导机体产生的抗ＣＰＶ特异性免疫反应弱。另外，ＣＡＶ２／ＣＰＶ还能诱导机体产

生抗ＣＡＶ２的特异性免疫反应。
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ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＩｔｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＣＡＶ２／ＣＰＶａｎｄｐＶＣＰＶＶＰ２ｉｎｄｕｃｅｄｈｕｍｏｒａｌａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒｉｍ

ｍｕｎｉｔｙａｇａｉｎｓｔＣＰＶｉｎｄｏｇｓ．ＴｈｅｉｍｍｕｎｅｌｅｖｅｌｓｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙＣＡＶ２／ＣＰＶｏｒＣＡＶ２／ＣＰＶｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈｐＶＣＰＶＶＰ２ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｂｙｐＶＣＰＶＶＰ２，ｂｕｔｗｅａｋｅｒｔｈａｎｔｈａｔｂｙｔｈｅＣＰＶｍｏｄ

ｉｆｉｅｄｖａｃｃｉｎｅ．Ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ＣＡＶ２／ＣＰＶｃａｎａｌｓｏｉｎｄｕｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉＣＡＶ２ｉｍｍｕｎｉｔｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ；ＤＮＡｖａｃｃｉｎｅ；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｖａｃｃｉｎｅ

　　犬细小病毒（Ｃａｎｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＣＰＶ）是细小

病毒科细小病毒属成员，属单链小ＤＮＡ病毒，与猫

细小病毒（Ｆｅｌｉｎｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｖｉｒｕｓ，ＦＰＶ）和水貂肠

炎病毒（Ｍｉｎｋｅｎｔｅｒｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＭＥＶ）关系密切，

ＣＰＶ易经过抗原漂移产生新的突变株，宿主范围不

断扩大［１２］。感染ＣＰＶ发病犬以呕吐、出血性肠炎、

白细胞减少为主要临床特征，幼犬的易感性高，可引

发心肌炎，发病率为５０％～１００％，死亡率为０～

５０％。ＣＰＶ对养犬业和经济动物养殖危害很大，并

且也影响到了野生动物的生存。

　　疫苗接种是预防ＣＰＶ的主要方法，疫苗的应用

曾在很大程度上控制了ＣＰＶ的流行，但在临床中仍

有许多ＣＰＶ感染的病例。幼犬体内抗ＣＰＶ母源抗

体对于幼犬初期抗ＣＰＶ的感染起主要作用，但是母

源抗体的干扰是引起 ＣＰＶ 免疫失败的主要原

因［３４］。为克服母源抗体的影响，许多科研人员进行

了不懈的努力。高滴度的ＣＰＶ弱毒疫苗能在一定

程度上克服母源抗体的影响［５］；ＣＰＶ２ｂ的２９９７／

４０株能在一定程度上克服母源抗体的影响
［６］；经鼻

内接种ＣＰＶ疫苗也能在一定程度上克服母源抗体

的影响［７］。核酸疫苗能够克服母源抗体的影响，

Ｊｉａｎｇ等
［８］构建了表达ＣＰＶＶＰ１全基因的真核表

达质粒，免疫接种犬能够诱导产生抵抗ＣＰＶ的免疫

反应。Ｍｏｒｒｉｓｏｎ等人
［９］用犬Ｉ型腺病毒（Ｃａｎｉｎｅ

ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＣＡＶ１）为载体构建了表达ＣＰＶ

ＶＰ２基因的重组活病毒，在繁殖的过程中能够表达

ＣＰＶＶＰ２蛋白。

　　作者构建了表达ＣＰＶ貉分离株（ＰＶ／貉／ＣＣ／

１／８６，为 ＣＰＶ 弱毒株）ＶＰ２蛋白的真核表达质粒

（ｐＶＣＰＶＶＰ２）
［１０］，并在ｐＶＣＰＶＶＰ２的基础上，构

建以犬ＩＩ型腺病毒（Ｃａｎｉｎｅａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ２，

ＣＡＶ２）为载体表达 ＣＰＶ ＶＰ２蛋白的重组病毒

（ＣＡＶ２／ＣＰＶ）
［１１］。本试验用ｐＶＣＰＶＶＰ２、ＣＡＶ２／

ＣＰＶ与ＣＰＶ弱毒疫苗对犬进行免疫接种，检测不

同ＣＰＶ疫苗诱导机体产生的免疫水平，以期为制定

ＣＰＶ免疫程序提供试验资料。

１　材料与方法

１１　材料

１．１．１　病毒、质粒以及菌株　ＰＶ／貉／ＣＣ／１／８６（１

×１０５．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）及其相应的灭活病毒，ＣＡＶ２／

ＣＰＶ（１×１０５．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）作为ＣＰＶ重组活载体

疫苗，ＣＡＶ２（１×１０７．０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）及其相应的灭

活病毒，ｐＶＣＰＶＶＰ２作为ＣＰＶ核酸疫苗。

１．１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ 为ＧＩＢＣＯ美国生物技

术公司产品，辣根过氧化物酶标记的兔抗犬ＩｇＧ、

ＣｏｎＡ和 ＭＴＴ为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．１．３　实验动物　３０只４５～５０日龄的健康幼犬

（抗ＣＰＶＨＩ抗体效价均小于１∶２，抗ＣＡＶ２ＨＩ

抗体效价均小于１∶２）。

１２　方法

１．２．１　对实验犬进行免疫接种　将３０只犬随机分

为５组，每组６只。第１组犬进行ｐＶＣＰＶＶＰ２免

疫试验，肌注，剂量为５００μｇ／只，每间隔１５ｄ免疫１

次，共免疫３次；第２组犬进行ＣＡＶ２／ＣＰＶ 免疫试

验，肌注，剂量为１×１０４．０ＴＣＩＤ５０／只，每间隔１５ｄ

免疫１次，共免疫３次；第３组犬进行ｐＶＣＰＶＶＰ２

和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫试验，用ｐＶＣＰＶＶＰ２进

行第１次免疫，肌注，剂量为５００μｇ／只，用ＣＡＶ２／

ＣＰＶ进行第 ２、３ 次免疫，肌注，剂量 １×１０４．０

ＴＣＩＤ５０／只，每间隔１５ｄ免疫１次；第４组犬用ＣＰＶ

弱毒疫苗进行免疫，肌注，剂量１×１０４．０ＴＣＩＤ５０／只，

每间隔１５ｄ免疫１次，共免疫３次；第５组犬用

ｐＶＡＸ１进行接种，肌注，剂量为５００μｇ／只，每间隔

１５ｄ免疫１次，共免疫３次，作为空白对照。

１．２．２　免疫犬抗ＣＰＶ抗体与抗ＣＡＶ２抗体水平

检测　在免疫前和第３次免疫后１５ｄ采血制备血

清，置５６℃３０ｍｉｎ进行灭活，－２０℃冻存待检。

采用 ＣＰＶ ＥＬＩＳＡ、ＣＰＶ ＨＩ与 ＣＰＶ 微量中和试

验［１２］检测实验犬血清中抗ＣＰＶ 抗体滴度。采用

ＣＡＶ２ＨＩ
［１２］检测实验犬抗ＣＡＶ２抗体滴度。

１．２．３　免疫犬外周血淋巴细胞转化试验（ＭＴＴ比

色法）　第３次免疫后１５ｄ，制备肝素抗凝血，采用

３６５１
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ＭＴＴ比色法
［１２］检测免疫犬外周血淋巴细胞对Ｃｏｎ

Ａ、ＣＰＶ与ＣＡＶ２刺激的增殖反应。

２　结　果

２１　抗犆犘犞抗体检测结果

　　用ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ免疫犬均能诱

导机体产生抗ＣＰＶ的特异性抗体。

２．１．１　抗ＣＰＶＥＬＩＳＡ抗体检测结果　与阴性对

照和免疫接种前相比较，实验犬在３次免疫后，产生

了抗 ＣＰＶ ＥＬＩＳＡ 抗体（犘＜０．０１），见表 １。用

ＣＡＶ２／ＣＰＶ 以及ｐＶＣＰＶＶＰ２和 ＣＡＶ２／ＣＰＶ 联

合免疫犬的抗体效价均比用ｐＶＣＰＶＶＰ２免疫犬的

抗体效价高（犘＜０．０１），并且ＣＡＶ２／ＣＰＶ免疫犬的

抗体效价比ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫

犬的抗体效价高，但是比ＣＰＶ弱毒疫苗免疫犬的抗

体效价低（犘＜０．０１）。

表１　免疫犬抗犆犘犞犈犔犐犛犃抗体检测结果（珔狓±狊）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲狉狌犿犪狀狋犻犆犘犞犈犔犐犛犃狋犻狋犲狉狊狅犳狋犺犲狏犪犮犮犻狀犪狋犲犱犱狅犵狊（珔狓±狊）

ｐＶＣＰＶＶＰ２ ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ｐＶＣＰＶＶＰ２＋

ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ＣＰＶ ｐＶＡＸ１

免疫前Ｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ０．２２±０．０３ ０．２０±０．０７ ０．２１±０．０５ ０．１９±０．０９ ０．２１±０．０４

三免后Ｐｏｓｔｔｈｉｒｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ０．３７±０．０６Ｃ ０．４８±０．０５Ｂ ０．４５±０．０４Ｂ ０．８５±０．０６Ａ ０．２２±０．０８

肩标不同大写字母者，差异极显著，犘＜０．０１。下表同

Ｖａｌｕｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｄｉｆｆｅｒｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，犘＜０．０１．Ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２．１．２　抗ＣＰＶＨＩ抗体检测结果　３次免疫后，没

有在ｐＶＣＰＶＶＰ２免疫犬检测到抗ＣＰＶＨＩ抗体，

在 ＣＡＶ２／ＣＰＶ 免 疫 犬 以 及 ｐＶＣＰＶＶＰ２ 和

ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫犬检测到抗ＣＰＶＨＩ抗体，但

比ＣＰＶ弱毒疫苗免疫犬的抗ＣＰＶＨＩ抗体效价低

（犘＜０．０１），见表２。

表２　免疫犬血清抗犆犘犞犎犐检测结果

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狊犲狉狌犿犪狀狋犻犆犘犞犎犐狋犻狋犲狉狊狅犳狋犺犲狏犪犮犮犻狀犪狋犲犱犱狅犵狊

ｐＶＣＰＶＶＰ２ ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ｐＶＣＰＶＶＰ２＋

ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ＣＰＶ ｐＶＡＸ１

免疫前Ｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ＜１∶２ ＜１∶２ ＜１∶２ ＜１∶２ ＜１∶２

三免后Ｐｏｓｔｔｈｉｒｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ＜１∶２ １∶（８～１６）Ｂ １∶（４～８）Ｂ １∶（１２８～５１２）Ａ ＜１∶２

２．１．３　抗ＣＰＶ中和抗体检测结果　在３次免疫

后，免疫犬均产生了抗ＣＰＶ中和抗体，见表３。与

ＥＬＩＳＡ检测结果相似，ＣＡＶ２／ＣＰＶ 以及ｐＶＣＰＶ

ＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫犬的中和抗体效价均

比ｐＶＣＰＶＶＰ２免疫犬的中和抗体效价高（犘＜

０．０１），并且ＣＡＶ２／ＣＰＶ免疫犬的中和抗体效价比

ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫犬的中和抗

体效价高，但是比ＣＰＶ弱毒疫苗免疫犬的中和抗体

效价低（犘＜０．０１）。

表３　免疫犬血清抗犆犘犞中和抗体效价

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犪狀狋犻犆犘犞犛犖狋犻狋犲狉狊狅犳狋犺犲狏犪犮犮犻狀犪狋犲犱犱狅犵狊

ｐＶＣＰＶＶＰ２ ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ｐＶＣＰＶＶＰ２＋

ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ＣＰＶ ｐＶＡＸ１

免疫前Ｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ＜１∶２ ＜１∶２ ＜１∶２ ＜１∶２ ＜１∶２

三免后Ｐｏｓｔｔｈｉｒｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ １∶（４～８）Ｃ １∶（１６～６４）Ｂ １∶（８～３２）Ｂ １∶（１２８～２５６）Ａ ＜１∶２
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２２　抗犆犃犞２抗体检测结果

　　在第２、３组实验犬检测到了抗ＣＡＶ２ＨＩ抗

体。ＣＡＶ２／ＣＰＶ免疫犬的抗ＣＡＶ２ＨＩ抗体效价

为１∶（２５６～５１２），用ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ

联合免疫犬的抗ＣＡＶ２ＨＩ抗体效价为１∶（６４～

１２８）。

２３　免疫犬的外周血淋巴细胞转化试验结果

　　与阴性对照相比较，第１、２、３、４组实验犬在三

免后外周血淋巴细胞对ＣｏｎＡ、ＣＰＶ的刺激均发生

明显的增殖（犘＜０．０１）。另外，用ＣＡＶ２／ＣＰＶ以及

ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫犬的外周血

淋巴细胞还对灭活ＣＡＶ２的刺激发生增殖反应。

免疫犬外周血淋巴细胞对特异性抗原刺激的增殖反

应指数比对 ＣｏｎＡ 刺激的增殖反应指数低（犘＜

０．０１）。各组实验犬的外周血淋巴细胞对不同刺激

的反应增殖结果见表４。

表４　免疫犬外周血淋巴细胞对犆犘犞、犆狅狀犃和犆犃犞２刺激的增殖结果

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犗犇５７０狅犳犘犅犕犆狊狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狏犪犮犮犻狀犪狋犲犱犱狅犵狊犪犵犪犻狀狊狋犆狅狀犃，犆犘犞，犆犃犞２（珔狓±狊）

ｐＶＣＰＶＶＰ２ ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ｐＶＣＰＶＶＰ２＋

ＣＡＶ２／ＣＰＶ
ＣＰＶ ｐＶＡＸ１

未刺激Ｎｏｎｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ０．２２±０．０４ ０．２３±０．０５ ０．２３±０．０８ ０．２２±０．０６ ０．２１±０．０４

ＣｏｎＡ ０．３５±０．０５Ａ ０．４２±０．０６Ａ ０．３７±０．０９Ａ ０．４１±０．０４Ａ ０．３０±０．０５Ｂ

ＣＰＶ ０．２９±０．０６Ｂ ０．３５±０．０５Ｂ ０．３２±０．０４Ｂ ０．３９±０．０８Ｂ ０．２５±０．０４Ｃ

ＣＡＶ２ ／ ０．３９±０．０７Ｂ ０．３５±０．０８Ｂ ／ ／

／．Ｎｏｔｔｅｓｔｅｄ

３　讨　论

　　ＣＰＶ 有３种衣壳蛋白 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３。ＶＰ１

和ＶＰ２是同一个转录产物经剪切而成，ＶＰ１在 Ｎ

端比ＶＰ２多１５４个氨基酸残基，ＶＰ３是由 ＶＰ２在

Ｎ端切掉１５～２０个氨基酸残基而形成。每个核衣

壳由６０个ＶＰ１、ＶＰ２和ＶＰ３组成的蛋白亚单位构

成，其中ＶＰ２是主要的衣壳蛋白，ＶＰ１的拷贝数为

６～１０个，另外还有少量的ＶＰ３，空衣壳中无ＶＰ３，

ＣＰＶ主要抗原位点在ＶＰ２蛋白上
［１３１６］。本研究用

所构建的表达ＣＰＶＶＰ２蛋白的ｐＶＣＰＶＶＰ２、重组

病毒ＣＡＶ２／ＣＰＶ以及ＣＰＶ弱毒疫苗
［１０１２］进行了

免疫犬研究。对免疫接种犬的体液免疫和细胞免疫

水平检测结果表明，ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ免

疫犬均能诱导机体产生抗ＣＰＶ特异性体液免疫和

细胞免疫，在宿主细胞内所表达的ＶＰ２蛋白均具有

较好的免疫原性。

　　但是ＣＡＶ２／ＣＰＶ以及ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／

ＣＰＶ联合免疫犬的抗ＣＰＶ体液免疫和细胞免疫水

平均比ｐＶＣＰＶＶＰ２单独免疫犬的体液免疫水平和

细胞免疫水平高。这是因为ｐＶＣＰＶＶＰ２不能在宿

主细胞内繁殖，而ＣＡＶ２／ＣＰＶ能够在宿主细胞内

繁殖，所表达的ＶＰ２蛋白的量比ｐＶＣＰＶＶＰ２表达

的ＶＰ２蛋白量高，所以能够刺激机体产生相对较强

的免疫反应。另外，ＣＡＶ２／ＣＰＶ免疫犬的抗ＣＰＶ

免疫水平比ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫

犬的抗ＣＰＶ免疫水平高，原因在于ｐＶＣＰＶＶＰ２和

ＣＡＶ２／ＣＰＶ联合免疫犬试验中第１次用ｐＶＣＰＶ

ＶＰ２免疫犬所诱导的抗 ＣＰＶ 的基础免疫水平较

低，影响了第２、３次用ＣＡＶ２／ＣＰＶ进行免疫后的

记忆免疫应答反应。但是ＣＡＶ２／ＣＰＶ诱导机体产

生抗ＣＰＶ的特异性免疫反应仍然比ＣＰＶ弱毒疫苗

诱导机体产生的抗ＣＰＶ特异性免疫反应弱。另外，

在 ＣＡＶ２／ＣＰＶ 以及ｐＶＣＰＶＶＰ２和 ＣＡＶ２／ＣＰＶ

联合免疫犬检测到抗ＣＰＶＨＩ抗体。推测ＣＡＶ２／

ＣＰＶ能够在体内表达相对较多的ＣＰＶＶＰ２蛋白，

进行正常折叠形成相对较多的抗原位点，但是与

ＣＰＶ弱毒疫苗相比，ＣＡＶ２／ＣＰＶ表达的ＶＰ２蛋白

及其所形成的抗原位点仍然较少。

　　ＣＡＶ２／ＣＰＶ以及ｐＶＣＰＶＶＰ２和ＣＡＶ２／ＣＰＶ

联合免疫犬，除能够诱导机体产生抗ＣＰＶ的特异性

免疫外，还能诱导机体产生抗ＣＡＶ２的特异性免疫

反应。ＣＡＶ２疫苗免疫动物也能够抵抗ＣＡＶ１的

攻击，所以ＣＡＶ２／ＣＰＶ作为疫苗免疫犬能够同时

诱导机体产生抗ＣＰＶ、ＣＡＶ２以及ＣＡＶ１三种病

毒的特异性免疫反应。但是，在免疫前，该试验所用

实验犬抗ＣＡＶ２抗体均为阴性，所以抗ＣＡＶ２的

母源抗体对ＣＡＶ２／ＣＰＶ免疫效果的干扰有待于进
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一步研究。

　　ＣＡＶ２主要感染犬科动物，还能感染黑熊和浣

熊等动物，ＣＰＶ能够感染犬科、猫科、灵猫科、熊科

等科的相关动物。所以用以 ＣＡＶ２为载体表达

ＣＰＶＶＰ２蛋白的重组病毒作为疫苗具有较好的应

用前景；另外ＣＡＶ２和ＣＰＶ均可经过口／鼻感染，

所以可以将ＣＡＶ２为载体的表达ＣＰＶＶＰ２蛋白

的重组病毒制成口服疫苗对动物进行免疫接种，特

别是对于难以进行肌肉注射的相关野生动物有重要

的意义。

　　ＣＡＶ２／ＣＰＶ的生物安全性直接关系到其能否

作为动物疫苗。ＣＡＶ２／ＣＰＶ的生物安全性，特别是

对人的生物安全性，还有待进一步研究。
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