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嵌合型猪圆环病毒（犘犆犞１２）灭活苗

对商品猪免疫保护效力的研究
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（扬州大学农业部禽用生物制剂创制重点实验室，江苏省动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心，扬州２２５００９）

摘　要：运用多功能细胞电穿孔仪将本实验室构建的重组ｐＳＫｄＰＣＶ１２质粒转染Ｄｕｌａｃ细胞，传代培养后获得具

有稳定感染细胞的重组嵌合型猪圆环病毒ＰＣＶ１２。将该重组病毒灭活后与ＩＳＡ２０６ＶＧ佐剂乳化制成灭活苗，通

过免疫效力试验来评价该疫苗的免疫保护效力。将４２日龄ＰＣＶ２母源抗体水平较低的２０头商品猪随机分成４

组，另外２头作为健康对照组。分２次免疫，通过检测不同时间的间接免疫荧光抗体滴度、中和抗体滴度、平均日

增重、攻毒后病毒血症以及解剖后病理变化和组织中的病毒载量等各项指标评价疫苗的免疫保护效果。结果显

示：二免后１４ｄ，所有免疫组试验猪都表现为ＰＣＶ２血清学阳性，且中和抗体水平在１／１５～１／２０。在猪的增重方

面，免疫组猪和健康对照组猪的体重都有增加，而攻毒对照组猪的体重没有增加，且３个免疫组和攻毒对照组之间

平均日增重差异显著（犘＜０．０５）。攻毒后２１ｄ扑杀试验猪，免疫组猪的淋巴结和各脏器的大体和显微病变都比攻

毒对照组轻微。攻毒对照组的淋巴结出现多核巨细胞和嗜酸性粒细胞，且有多量的淋巴细胞缺失，免疫组未见多

核巨细胞，淋巴细胞缺失也较少。淋巴结中ＰＣＶ２病毒载量的ｌｏｇ１０在攻毒对照组为５．５６６±０．４３２，在１０
４．０、１０５．０、

１０６．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１免疫组分别为４．４６９±１．０２３、４．４３４±０．７１６、３．５２１±０．９５８，其中１０５．０、１０６．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ

－１免

疫组与攻毒对照组差异显著（犘＜０．０５），但是，试验期间各试验组和健康对照组均未观察到明显的类似ＰＭＷＳ的

临床症状。断奶仔猪免疫１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１以上嵌合型猪圆环病毒ＰＣＶ１２灭活苗可以有效地抵抗ＰＣＶ２ｂ／

１Ｂ／Ｊｉａｎｇｓｕ／Ｊｉｎｇｊｉａｎｇ／２０１２／１１／０８病毒感染。
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ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

　　自１９９１年在加拿大首次发现断奶仔猪多系统衰

弱综合征（ｐｏｓｔｗｅａｎｉｎｇｍｕｌｔｉｓｙｓｔｅｍｉｃｗａｓｔｉｎｇｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＰＭＷＳ）以来，断奶仔猪多系统衰弱综合征已

在全球范围内发生和流行［１］。根据ＰＣＶ（ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒ

ｃｏｖｉｒｕｓ）致病性、抗原性及核苷酸序列的差异性，将

ＰＣＶ划分为无致病性的ＰＣＶ１和有致病性的ＰＣＶ２

两个基因型［２］。根据最新的研究结果，ＰＣＶ２可以划

分为ＰＣＶ２ａ、ＰＣＶ２ｂ、ＰＣＶ２ｃ、ＰＣＶ２ｄ和ＰＣＶ２ｅ五

种基因亚群，其中ＰＣＶ２ａ和ＰＣＶ２ｂ是主要类型
［３］。

ＰＣＶ２ｂ在当前的自然感染中流行，被认为具有较强

的致病性［４］。ＰＣＶ２基因组大小为１．７ｋｂ
［５］，ＰＣＶ２

有２个相反方向的主要开放阅读框（ＯＲＦ），ＯＲＦ１和

ＯＲＦ２
［６］。ＯＲＦ１在所有的分离株中是高度保守的，编

码蛋白大小为３５．７ｋｕ，与病毒的复制有关
［７］。ＯＲＦ２

基因在ＰＣＶ２分离株中的核苷酸相似性为９１％～

１００％，氨基酸相似性为９０％～１００％，编码大小为

２７．８ｋｕ的病毒衣壳蛋白，也是病毒的主要免疫原性

蛋白［８１０］。

王一平等［１１］就目前猪圆环病毒疫苗的研究作

了综述，文章中指出猪圆环病毒疫苗的研究多数以

ＰＣＶ２ａ亚型为主，尽管这些疫苗对当前主要流行的

ＰＣＶ２ｂ有一定的保护力，但保护力效果差异较

大［１２］。本室宋益等［１３］依据 Ｍ．Ｆｅｎａｕｘ等
［１４］建立

的方法，利用国内分离的ＰＣＶ２ｂ分离株与无致病

性的ＰＣＶ１分离株成功构建了嵌合型猪圆环病毒

ＰＣＶ１２的感染性ＤＮＡ克隆，并对其细胞感染性和

病毒颗粒的免疫原性做了相关研究。本文主要探讨

不同免疫剂量的上述嵌合病毒灭活苗对商品猪的免

疫保护效果，为疫苗的生产提供依据。

１　材料与方法

１．１　细胞、病毒和质粒

Ｄｕｌａｃ细胞（无ＰＣＶ１污染）和感受态大肠杆菌

ＤＨ５α由本室保存；本室构建的嵌合型ＰＣＶ１２感染

性ＤＮＡ克隆ｐＳＫｄＰＣＶ１２质粒；细胞培养生长液为

含４％胎牛血清的ＤＭＥＭ，维持液为含２％胎牛血清

的ＤＭＥＭ；重组阳性质粒ＴｅａｓｙＰＣＶ２ＭＣＶ由樊晶

构建［１５］；ＰＣＶ２ｂ／１Ｂ／Ｊｉａｎｇｓｕ／Ｊｉｎｇｊｉａｎｇ／２０１２／１１／０８毒

株由本实验室分离、传代和保存。

１．２　试剂

胎牛血清和ＤＭＥＭ均购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；犜犪狇

ＤＮＡ聚合酶购自上海生工生物工程股份有限公司；

ＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自

ＴａＫａＲａ公司；ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ购

自Ａｘｙｇｅｎ公司；荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ

公司；法国赛比克公司 ＭｏｎｔａｎｉｄｅＴＭＩＳＡ２０６ＶＧ佐
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剂为扬州优邦生物制药有限公司馈赠；抗ＰＣＶ２猪

源阳性血清，购自 ＶＭＲＤ公司；ＦＩＴＣ标记的兔抗

猪荧光二抗，购自ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；猪圆环病

毒２型ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒，购自武汉科前动物

生物制品有限公司；弗氏不完全佐剂（ＩＣＦＡ），钥孔

血蓝蛋白（ＫＬＨ），巯基乙酸培养基，均购自Ｓｉｇｍａ

公司；其余常规试剂均为国产分析纯试剂。

１．３　试验动物

从江苏省扬州市某养猪场筛选２２头４２日龄、

体重１４ｋｇ左右的健康商品猪，商品猪进行外源病

毒检测，ＰＣＶ２、ＰＰＶ、ＰＲＶ、ＰＲＲＳＶ和ＣＳＦＶ等核

酸检测为阴性，用猪圆环病毒Ⅱ型ＥＬＩＳＡ抗体检测

试剂盒检测母源抗体为阴性，用间接免疫荧光法检

测其ＰＣＶ２母源抗体水平小于１∶１０。

１．４　嵌合型犘犆犞１２病毒的拯救

将８μｇｄＰＣＶ１２重组质粒在电压为２００Ｖ、时

间为４００μｓ、脉冲数为２的电击条件下，转染Ｄｕｌａｃ

细胞，具体操作步骤参照说明书。经连续传代之后

获得能够感染细胞的嵌合型ＰＣＶ１２病毒，用商品

化的抗ＰＣＶ２猪源阳性血清作为一抗，ＦＩＴＣ标记

的兔抗猪荧光抗体作为二抗，参照芦银华等［１６］介绍

的间接免疫荧光试验方法检测拯救病毒。

１．５　嵌合型犘犆犞１２病毒和犘犆犞２分离毒的制备

以及病毒犜犆犐犇５０的测定

长至５０％～６０％汇合度的 Ｄｕｌａｃ细胞，接种

ＰＣＶ１２病毒，置５％ ＣＯ２ 培养箱中３７℃吸附１．５

ｈ。之后，添加细胞生长液继续培养，待细胞长成单

层后换细胞维持液继续培养４８ｈ。将细胞瓶放

－７０℃冰箱反复冻融３次后收取细胞培养物，

１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心后收集上清，于－７０℃保存备

用。ＰＣＶ２ｂ／１Ｂ／Ｊｉａｎｇｓｕ／Ｊｉｎｇｊｉａｎｇ／２０１２／１１／０８ 分

离毒株的制备同上。应用间接免疫荧光方法测定所

获病毒的ＴＣＩＤ５０并按Ｒｅｅｄ与 Ｍｕｅｎｃｈ氏法计算病

毒的ＴＣＩＤ５０
［１７］。

１．６　嵌合型犘犆犞１２灭活苗的制备及灭活效果的

检测

收获的ＰＣＶ１２病毒用 Ｖｉｖｏｆｌｏｗ浓缩仪浓缩

制备含１０６ＴＣＩＤ５０抗原，病毒液（抗原）用１∶５０稀

释的甲醛灭活处理，使甲醛的终浓度为１／１０００，取

少许灭活的病毒液接种Ｄｕｌａｃ细胞并培养７２ｈ后

用间接免疫荧光试验检测其是否被甲醛完全灭活。

将灭活的病毒和ＩＳＡ２０６ＶＧ佐剂都预热至３０℃，

按照佐剂∶抗原＝５４∶４６（体积比）或者质量比为１

∶１的比例将抗原缓慢加入佐剂中，涡旋振荡１５

ｍｉｎ，置４℃冰箱降温，降温过程中每５ｍｉｎ涡旋振

荡１次，待温度降到２０℃以下后，４℃保存。乳化

好的制剂呈乳白色或淡粉红色均匀乳状液，吸取少

许疫苗滴于清洁冷水表面，呈云雾状扩散，吸取疫苗

１０ｍＬ加入离心管中，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５

ｍｉｎ，水相析出不超过０．５ｍＬ为宜。

１．７　商品猪的攻毒保护试验

将２２头健康商品猪随机分为５组，免疫组以及

攻毒对照组每组５头，健康对照组２头。试验中各组

的免疫剂量、不同时间的处理以及攻毒方案见表１。

表１　试验分组及处理

犜犪犫犾犲１　犌狉狅狌狆犻狀犵犪狀犱狋狉犲犪狋犿犲狀狋狅犳犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾狆犻犵狊

分组

（数量）

免疫剂量／

（ＴＣＩＤ５０·头
－１）；日龄

攻毒剂量／

（ＴＣＩＤ５０·头
－１）；日龄

ＫＬＨ免疫刺激剂量／

（ｍＬ·头－１）；日龄

巯基乙酸免疫刺激剂量／

（ｍＬ·头－１）；日龄

１（狀＝５） １０４．０；４２，６３ ２×１０４．５；７８ ４；８２，８５ １０；８２，８５，８９，９２

２（狀＝５） １０５．０；４２，６３ ２×１０４．５；７８ ４；８２，８５ １０；８２，８５，８９，９２

３（狀＝５） １０６．０；４２，６３ ２×１０４．５；７８ ４；８２，８５ １０；８２，８５，８９，９２

４（狀＝５） － ２×１０４．５；７８ ４；８２，８５ １０；８２，８５，８９，９２

５（狀＝２） － － － －

１．８　猪血清荧光抗体水平的检测

用间接免疫荧光方法检测血清中的荧光抗体滴

度，具体操作参照芦银华等［１６］介绍的间接免疫荧光

试验方法。

１．９　猪血清中和抗体效价的测定

参照殷震等［１８］介绍的中和抗体效价的测定方

法，测定攻毒前试验猪血清中的中和抗体效价。

１．１０　犘犆犞２病毒血症检测

参照Ｘ．Ｊ．Ｌｉｕ等
［１９］建立的ＰＣＲ方法检测血

清中病毒ＰＣＶ２ＤＮＡ。

１．１１　实时荧光定量犘犆犚检测血清和腹股沟淋巴

结中犘犆犞２犇犖犃拷贝数

参照樊晶［１５］建立的猪圆环病毒２型 ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩ荧光定量ＰＣＲ检测方法，检测所有试验猪
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攻毒后血清和扑杀后腹股沟淋巴结中ＰＣＶ２ＤＮＡ

拷贝数。

１．１２　临床症状、大体病变以及组织病变观察

通过临床症状的观察，以及各试验猪在攻毒后

２１ｄ剖检作大体和组织病理学观察，包括各脏器的

病变、淋巴结肿大程度；采集肺、淋巴结、扁桃体、心

脏、胸腺、肝、脾、肾等脏器固定后按常规方法制备石

蜡切片，ＨＥ染色后显微镜观察组织病理学变化；评

价肺、淋巴结、肝等组织病变的严重程度。

２　结　果

２．１　病毒犜犆犐犇５０的测定

用电转化的方法获得嵌合型病毒ＰＣＶ１２，拯

救的嵌合型ＰＣＶ１２具有感染性，可进行连续传代，

嵌合病毒ＰＣＶ１２的滴度为１０５．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，攻

毒用 ＰＣＶ２ｂ／１Ｂ／Ｊｉａｎｇｓｕ／Ｊｉｎｇｊｉａｎｇ／２０１２／１１／０８病

毒的滴度为１０４．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１。

２．２　疫苗灭活效果检测

将灭活的病毒液接种Ｄｕｌａｃ细胞，７２ｈ之后用

间接免疫荧光测定，结果为阴性。

２．３　不同时间点试验猪血清荧光抗体滴度的动态

变化

各免疫组猪的抗体水平在免疫前后和攻毒前后

的消长情况见表２、３。一免后２１ｄ，所有免疫组试

验猪血清中都可检测到针对ＰＣＶ２的抗体，荧光抗

体的滴度最低为１∶１００，最高为１∶１６００。二免后

１４ｄ，该抗体滴度大部分都能达到１∶６４００。攻毒

对照组在攻毒后第７天，５头猪的血清都能检测到

针对ＰＣＶ２的抗体。健康对照组猪在整个试验过程

中，都未检测到血清中有针对ＰＣＶ２特异的抗体。

不同组间血清中的平均荧光抗体滴度的变化趋势见

图１。

表２　第１～３组试验猪血清中荧光抗体滴度变化情况

犜犪犫犾犲２　犇狔狀犪犿犻犮狊狅犳犐犉犃狋犻狋犲狉狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犪狔狊犻狀犵狉狅狌狆１３

首免后

时间／ｄ

第１组（免疫１０４．０ＴＣＩＤ５０ＰＣＶ１２）

≤１∶

１０

１∶

１００

１∶

４００

１∶

１６００

≥１∶

６４００

第２组（免疫１０５．０ＴＣＩＤ５０ＰＣＶ１２）

≤１∶

１０

１∶

１００

１∶

４００

１∶

１６００

≥１∶

６４００

第３组（免疫１０６．０ＴＣＩＤ５０ＰＣＶ１２）

≤１∶

１０

１∶

１００

１∶

４００

１∶

１６００

≥１∶

６４００

－１ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５

７ ５／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ５／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ５／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５

１４ ５／５ ５／５ ３／５ ０／５ ０／５ ５／５ ５／５ ４／５ ０／５ ０／５ ５／５ ５／５ ４／５ ０／５ ０／５

２１ ５／５ ５／５ ５／５ ３／５ ０／５ ５／５ ５／５ ５／５ ４／５ ０／５ ５／５ ５／５ ５／５ ４／５ ０／５

２８ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ３／５ ０／５ ５／５ ５／５ ５／５ ３／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ２／５

３５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ４／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５

４２ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ２／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ４／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ４／５

４９ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ １／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ２／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ １／５

５６ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ １／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ３／５ ５／５ ５／５ ５／５ ５／５ ２／５

表３　第４、５组试验猪血清中荧光抗体滴度变化情况

犜犪犫犾犲３　犇狔狀犪犿犻犮狊狅犳犐犉犃狋犻狋犲狉狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犪狔狊犻狀犵狉狅狌狆４犪狀犱５

首免后

时间／ｄ

第４组 （攻毒对照组）

≤１∶１０ １∶１００ １∶４００ １∶１６００ ≥１∶６４００

第５组 （健康对照组）

≤１∶１０ １∶１００ １∶４００ １∶１６００ ≥１∶６４００

－１ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

７ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

１４ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

２１ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

２８ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

３５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

４２ ５／５ ５／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

４９ ５／５ ５／５ １／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

５６ ５／５ ５／５ ５／５ ０／５ ０／５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２
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图１　荧光抗体效价的变化趋势

犉犻犵．１　犇狔狀犪犿犻犮狊狅犳犿犲犪狀犐犉犃狋犻狋犲狉狊狅犳犪狀狋犻犫狅犱狔犪狋犱犲犳犻

狀犻狋犲犻狀狋犲狉狏犪犾狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

２．４　血清中病毒血症的检测

病毒血症结果见表４。结果表明，灭活的嵌合型

ＰＣＶ１２病毒能够明显减少猪病毒血症的发生。

２．５　血清中和抗体效价

第１、２、３组中的试验猪在免疫后３５ｄ的中和抗

体效价分别为１／１５±０．００５９、１／１８±０．００５８和

１／２０±０．００６３。经统计学分析，１０４．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１

免疫 组 与 １０５．０ ＴＣＩＤ５０ · ｍＬ
－１ 免 疫 组 和 １０６．０

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１免疫组之间差异显著（分别犘＝０．００９１、

犘＝０．００８１）；但１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１免疫组和１０６．０

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１免疫组之间差异不显著（犘＝０．３１７５）。

２．６　定量犘犆犚对猪血清和腹股沟淋巴结中犘犆犞２

犇犖犃拷贝数（犾狅犵１０）检测

用荧光定量ＰＣＲ方法对攻毒后７、１４、２１ｄ所有

试验猪的血清和攻毒后２１ｄ腹股沟浅表淋巴结中

ＰＣＶ２ＤＮＡ含量进行检测。各组检测结果见表５。

表４　犘犆犚检测犘犆犞２病毒血症的结果

犜犪犫犾犲４　犚犲狊狌犾狋狊狅犳犘犆犞２狏犻狉犲犿犻犪犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犘犆犚

分组

Ｇｒｏｕｐ

攻毒前各组猪病毒血症的检测结果

（首免后时间／ｄ）

－１ ７ １４ ２１ ２８ ３５

攻毒后各组猪病毒血症的检测结果

（攻毒后时间／ｄ）

７ １４ ２１

１ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ２／５ １／５ ０／５

２ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ １／５ １／５ ０／５

３ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ １／５ １／５ ０／５

４ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ０／５ ３／５ ５／５ ５／５

５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

．与表１分组相同

．ＧｒｏｕｐｃｏｄｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂｌｅ１

表５　各组试验猪血清、腹股沟淋巴结中犘犆犞２病毒载量（犾狅犵１０）检测结果

犜犪犫犾犲５　犾狅犵１０犞犻狉犪犾犮狅狆狔犾狅犪犱狊犻狀狊犲狉犪犪狀犱犛犐犔犖狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

样品

血清和腹股沟浅表淋巴结中ＰＣＶ２病毒载量（ｌｏｇ１０）检测结果（狓±狊）

第１组

（免疫１０４．０ＴＣＩＤ５０

ＰＣＶ１２）

第２组

（免疫１０５．０ＴＣＩＤ５０

ＰＣＶ１２）

第３组

（免疫１０６．０ＴＣＩＤ５０

ＰＣＶ１２）

第４组

（攻毒对照组）

第５组

（健康对照组）

血清７ｄ ４．４８６±０．１５９ａ ４．４２９±０．３９０ａ ３．９０１±０．５１２ｂ ５．２２９±１．０７６ａ ３．７２８±０．０１８ｂ

血清１４ｄ ３．７５９±０．１０２ａ ３．２５４±０．２６７ｂ ３．５７２±０．５３１ｂ ４．３２９±１．１２１ａ ３．２５５±０．０５０ｂ

血清２１ｄ ４．１０１±０．１７１ａ ３．８４６±０．１６４ｂ ３．７８５±０．４０５ｂ ４．４５７±０．４３５ａ ３．５５６±０．０２５ｂ

淋巴结 ４．４６９±１．０２３ａ ４．４３４±０．７１６ｂ ３．５２１±０．９５８ｃ ５．５６６±０．４３２ａ ２．７１１±０．０１５ｃ

同一行不同字母间的数值差异显著（犘＜０．０５），同一行相同字母的数值差异不显著（犘＞０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５），ｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ

ｍｅａｎｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＞０．０５）

　　攻毒后７、１４、２１ｄ，攻毒对照组血清中的ＰＣＶ２

病毒载量（ｌｏｇ１０）都比免疫组和健康对照组高。所有

试验组在攻毒１４ｄ时ＰＣＶ２病毒载量（ｌｏｇ１０）都比７

ｄ时有所下降，到２１ｄ时又有所回升，但还是比７ｄ

时低。ＰＣＶ２病毒载量（ｌｏｇ１０）在５个试验组间差异

显著（犘＝０．０１０９），在第１、２、３、５组间差异不显著

（犘＝０．０８６７），在１０４．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１、攻毒对照组

组间 差 异 不 显 著 （犘 ＝０．１６６０），但 在 １０５．０
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ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１、攻毒对照组，１０６．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ

－１、

攻毒对照组，健康对照组、攻毒对照组中差异显著

（分别为犘＝０．０３０１、犘＝０．０３１０、犘＝０．０４９５）。

在攻毒后２１ｄ，所有试验猪的腹股沟淋巴结中均可

以检测到ＰＣＶ２病毒核酸。ＰＣＶ２病毒载量（ｌｏｇ１０）

在５个试验组间差异显著（犘＝０．００６３），在第１、２、

３、５ 组间差异不显著 （犘＝０．１２８２），在 １０４．０

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１、攻毒对照组间差异不显著（犘＝

０．０８３４），但在１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１、攻毒对照组，

１０６．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１、攻毒对照组，健康对照组、攻毒

对照组差异显著（分别为犘＝０．０２６７、犘＝０．００４６、

犘＝０．０００５）。

２．７　体重的变化

为了评价疫苗对猪体的免疫保护效果，分别在

攻毒前及扑杀时对猪体进行称重，计算猪的平均日

增重。其中１、２、３和空白对照组的平均日增重分别

为０．２８５８±０．１３３６、０．１１１２±０．０５９２、０．１７５３±

０．０６４０、０．３２４０±０．０１９８，而攻毒对照组的平均日

增重仅为０．０１９０±０．０４９８。差异性检验表明免疫

组和攻毒对照组之间平均日增重差异显著（犘＜

０．０５）。结果见图２。

２．８　组织病理学检查

健康对照组的试验猪未见明显的组织病理学变

化。除健康对照组外，其他试验猪的肺均出现不同

程度的间质性支气管肺炎病变，肺泡壁上皮细胞增

生，间质增生并有大量淋巴细胞浸润，细支气管黏膜

上皮细胞坏死脱落，周围大量炎性细胞浸润，支气管

管腔内有少量炎性渗出物，肺组织有轻度的淤血（图

分组同表１；犘＜０．０５；犘＜０．０１

ＧｒｏｕｐｃｏｄｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂｌｅ１， ｍｅａｎｓ犘＜０．

０５； ｍｅａｎｓ犘＜０．０１
图２　试验猪平均日增重比较

犉犻犵．２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犪狏犲狉犪犵犲犱犪犻犾狔狑犲犻犵犺狋犵犪犻狀狅犳狆犻犵犾犲狋狊

３Ａ～Ｅ）。

在攻毒对照组猪的淋巴结中可观察到多核巨细

胞以及散在分布的大量嗜酸性粒细胞，肺门淋巴结

和腹股沟淋巴结的淋巴小结结构模糊。第１、２、３、４

组分别发现２、１、１、４头猪的淋巴小结内淋巴细胞数

量减少，淋巴小结周围可见数量不等的多核巨细胞，

淋巴小结内也有，但数量不多。第１、２组各１头、第

４组中３头猪可观察到淋巴结淋巴滤泡轻度至中等

程度组织细胞浸润（图３Ｆ～Ｉ）。第１、４组分别有

２、３头猪可观察到扁桃体淋巴滤泡内巨噬细胞增多

和淋巴细胞数量减少。第１、２组各１头试验猪可观

察到肾血管扩张，充血。第４组３头试验猪表现局

部间质性细胞浸润，髓质部肾小管上皮细胞颗粒性

变性。所有组织病变情况见表６，部分组织的病理

学变化见图３。

表６　试验猪不同组织器官中组织损伤的分布情况

犜犪犫犾犲６　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犺犻狊狋狅犾狅犵犻犮犪犾犾犲狊犻狅狀狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻狊狊狌犲狊犪狀犱狅狉犵犪狀狊犳狉狅犿犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾狆犻犵狊

分组

Ｇｒｏｕｐ

出现组织损伤的猪数量／所有被检猪的数量

淋巴结

ＬＤ ＨＲ

扁桃体

ＬＤ ＨＲ

脾

ＬＤ ＨＲ

肺 肝 肾 心脏 小肠

１ １／５ １／５ １／５ ０／５ １／５ ０／５ ３／５ １／５ ２／５ ０／５ ０／５

２ １／５ ０／５ ２／５ ０／５ １／５ ０／５ ２／５ ２／５ １／５ ０／５ ０／５

３ １／５ ０／５ １／５ ０／５ １／５ ０／５ １／５ １／５ １／５ ０／５ ０／５

４ ４／５ ３／５ ３／５ ２／５ ３／５ １／５ ４／５ ４／５ ３／５ ０／５ ０／５

５ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２ ０／２

．与表１分组相同；ＬＤ．淋巴组织损伤；ＨＲ．淋巴滤泡组织细胞浸润

．ＧｒｏｕｐｃｏｄｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓｉｎＴａｂｌｅ１；ＬＤｍｅａｎｓｌｙｍｐｈｏｉｄｔｉｓｓｕｅｄａｍａｇｅ；ＨＲｍｅａｎｓｌｙｍｐｈｏｉｄｆｏｌｌｉｃｌｅｃｅｌｌｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
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Ａ．健康对照组猪肺中未观察到明显的组织学损伤；Ｂ．攻毒对照组猪肺中可观察到严重的淋巴细胞浸润和间质性

肺炎（箭头）；Ｃ．第１组免疫组猪肺中可观察到比较严重的淋巴细胞浸润和间质性肺炎（箭头）；Ｄ．第２组免疫组猪

肺中可观察到轻度的淋巴细胞浸润和间质性肺炎（箭头）；Ｅ．第３组免疫组猪肺中可观察到轻微程度的淋巴细胞浸

润和间质性肺炎（箭头）；Ｆ．健康对照组猪淋巴结中未观察到明显的组织学损伤；Ｇ．攻毒对照组猪淋巴结中可观察

到大量的嗜酸性粒细胞（箭头）；Ｈ．攻毒对照组猪淋巴结中可观察到多核巨细胞（箭头）；Ｉ．攻毒对照组猪淋巴结中

可观察到严重的淋巴滤泡内淋巴细胞缺失（箭头）；Ｊ．第１组免疫组猪淋巴结中可观察到比较严重的淋巴滤泡内淋

巴细胞缺失（箭头）；Ｋ．第２组免疫组猪淋巴结中可观察到轻度的淋巴滤泡内淋巴细胞缺失（箭头）；Ｌ．第３组免疫

组猪淋巴结中可观察到轻微程度的淋巴滤泡内淋巴细胞缺失（箭头）

Ａ．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｌｅｓｉｏｎｓｏｆｌｕｎｇｉｎｈｅａｌｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ．Ｓｅｖｅｒｅｌｙｍｐｈｏｐｌａｓｍａｃｙｔｉｃａｎｄｈｉｓｔｉｏｃｙｔｉｃｂｒｏｎ

ｃｈｏｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａｏｆｌｕｎｇｉｎｃｈａｌｌｅｎｇｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｂｌａｃｋａｒｒｏｗ）；Ｃ．Ｓｅｖｅｒｅｌｙｍｐｈｏｐｌａｓｍａｃｙｔｉｃａｎｄｈｉｓｔｉｏｃｙｔｉｃ
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图３　免疫攻毒后各组试验猪脏器的组织学变化
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３　讨　论

２００３年 Ｍ．Ｆｅｎａｕｘ等
［１４］首次报道了嵌合型

ＰＣＶ１２感染性ＤＮＡ克隆的构建，且使用脂质体转

染的方法成功地将其转染了ＰＫ１５细胞并得到了

活的病毒颗粒。同时使用嵌合型ＰＣＶ１２感染性

ＤＮＡ克隆和活病毒免疫ＳＰＦ猪，结果二者都能够

诱导实验动物产生较高的针对ＰＣＶ２ＯＲＦ２免疫原

蛋白的抗体。本实验室宋益等［１３］参照 Ｍ．Ｆｅｎａｕｘ

等［１４］的方法成功构建了嵌合型 ＰＣＶ１２感染性

ＤＮＡ克隆，并且成功转染了Ｄｕｌａｃ细胞，获得了具

有感染性的活病毒粒子。Ｘ．Ｊ．Ｌｉｕ等
［１９］证实了

ＰＣＶ１２病毒可以在Ｄｕｌａｃ细胞中稳定地扩增，当传

至 ２５ 代时测定病毒的荧光抗体滴度为 １０３．５

ＴＣＩＤ５０·０．１ｍＬ
－１。本 试 验 参 考 Ｓ．Ｋｒａｋｏｗｋａ

等［２０］的方法，使用电转化的方法将嵌合型ＰＣＶ１２

感染性ＤＮＡ克隆转染Ｄｕｌａｃ细胞，成功获得了具

有感染性的活病毒，而且，电转后的Ｄｕｌａｃ细胞在传

代过程中，每３代测定其病毒的滴度以确定病毒的

生长特性，到第７代时嵌合病毒ＰＣＶ１２的滴度已

达到了１０５．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１，且随着传代次数的增

加，病毒滴度也不断地上升。这与Ｌ．Ｊ．Ｇｕｏ等
［２１］
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报道的结果一致。用此方法构建的嵌合型ＰＣＶ１２

病毒，具有使ＰＣＶ２毒株失去毒力而保留免疫原性

的优势，因此本室参考 Ｍ．Ｆｅｎａｕｘ等
［１４］的构建方

法，目的是应对猪圆环病毒２型基因亚群的变异，为

研制针对流行毒株的疫苗奠定基础。

本实验室Ｘ．Ｊ．Ｌｉｕ等
［１９］已证实，剂量为６×

１０３．５ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１的ＰＣＶ１２灭活病毒对试验猪

有免疫保护作用。本文通过电转化的方法，获得了

较高滴度的嵌合型病毒ＰＣＶ１２，故选择了剂量分

别为１０４．０、１０５．０、１０６．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１的ＰＣＶ１２灭

活病毒作为免疫原与更容易乳化的ＩＳＡ２０６ＶＧ佐

剂制成的油乳剂免疫低ＰＣＶ２母源抗体的商品猪。

试验结果显示，１０５．０、１０６．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１的ＰＣＶ１

２灭活疫苗表现出更好的免疫保护效果，且１０６．０

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１比１０５．０ ＴＣＩＤ５０·ｍＬ

－１的ＰＣＶ１２

灭活疫苗的免疫保护效果好，但在血清及淋巴结病

毒载量方面两者差异并不显著。这个结果与 Ｔ．

Ｏｐｒｉｅｓｓｎｉｇ等
［２２］报道的２个剂量的商品化ＰＣＶ２疫

苗较免疫１个剂量的更能降低病毒血症发生的结果

相近。

疫苗免疫接种是预防猪圆环病毒病（ｐｏｒｃｉｎｅ

ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＣＶＤ）的有效手段，国内外学者

在ＰＣＶ２疫苗的研究方面开展了大量的研究，取得

了显著成就，目前研制成功的商品化疫苗主要有７

种，这些疫苗为防控ＰＣＶ２的感染发挥了重要作

用［１１］。但是，目前商品化的疫苗主要以ＰＣＶ２ａ为

主，而当前ＰＣＶ２ｂ是主要的流行毒株，而且目前的

商品化疫苗价格都比较高，给养猪户增加较高的养

殖成本，有必要研究一种价格低廉、效果良好的

ＰＣＶ２疫苗
［２３］。尽管已经证实不同亚群ＰＣＶ２之

间有交叉保护力，但也有报道免疫失败的情况［２４］。

因此，在本研究中，作者选用国内目前流行的ＰＣＶ２ｂ

为Ｃａｐ蛋白的供体，以此作为生产用疫苗可能在防控

ＰＣＶＤ中效果更好。并且Ｎ．Ｍ．Ｂｅａｃｈ等
［４］已证实

使用ＰＣＶ２ｂ亚群的Ｃａｐ蛋白基因构建的ＰＣＶ１２活

病毒产生的免疫保护效果较ＰＣＶ２ａ亚群的好。

本文 选 择 ＰＣＶ２ 母 源 抗 体 较 低 的 商 品 猪

（ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒检测为阴性且荧光抗体效

价≤１∶１０）进行试验，以尽量避免母源抗体对疫苗

的干扰。有证据表明，高水平母源抗体的存在可干

扰疫苗的免疫效果，而低水平母源抗体可允许猪体

产生适度的抗体［２５］。考虑到实际应用，猪场中猪群

个体之间的母源抗体必然有高低，而高水平母源抗

体会干扰疫苗免疫的效果，作者推荐对免疫猪进行

２次免疫，因为二次免疫可以对试验猪的抗体分泌

产生显著的促进作用。这一点已经在本试验中得到

证实。Ｓ．Ｋｒａｋｏｗｋａ等
［２６］已报道了免疫刺激对

ＰＭＷＳ的发生是至关重要的因素。王先炜等
［２７］选

用商品化断奶仔猪进行免疫刺激，复制出了典型的

ＰＭＷＳ。故本文采用钥孔血蓝蛋白（ＫＬＨ）和巯基

乙酸培养基对试验猪进行免疫刺激，以获得更好的

试验数据来评价疫苗的免疫保护效力。

本试验中，作者通过ＰＣＶ１２灭活疫苗免疫商

品猪，免疫猪均产生了较高的体液免疫反应，１０５．０

ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１免疫组产生的血清抗体滴度最高。

从病理学角度分析，免疫组较攻毒组均有不同程度

的病变减轻现象，也说明该疫苗对防控ＰＣＶＤ有作

用。平均日增重是评价ＰＣＶ２疫苗对猪保护程度的

重要指标。攻毒后，免疫组和健康对照组的猪体重

都有所增加，而攻毒对照组的猪体重下降或只有较

少的增加，且免疫组和攻毒对照组平均日增重差异

显著（犘＜０．０５），说明该疫苗能保证免疫猪的正常

增重。但是，在增重方面从图２可以看出第２组的

增重小于第１、３组，这可能与试验过程中第２组试

验猪出现不明原因的腹泻有关。病毒血症作为评价

ＰＣＶ２疫苗免疫保护效果的另一个重要指标，免疫

组攻毒后２周内部分猪可检测到病毒血症，而在攻

毒２１ｄ，所有免疫组均检测不到病毒血症，表明该疫

苗能够有效阻止病毒在体内的复制。综上所述，用

ＰＣＶ２ｂ的Ｃａｐ蛋白基因和ＰＣＶ１构建的重组嵌合型

ＰＣＶ１２灭活疫苗能够有效诱导机体的体液免疫应

答，对猪产生免疫保护作用，出于生产成本的考虑，我

们推荐使用的免疫剂量为１０５．０ＴＣＩＤ５０·ｍＬ
－１。
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