
畜牧兽医学报
!

!"#$

!

%&

"

'

#$

&&(!&('

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

"#$

$

%&'%%()*

%

+

'$,,-'&*..!./.)'0&%1'&2'&%*

基因
%

型猪乙型脑炎灭活疫苗免疫原性评价

冯
!

瑶!岳辉喜!刘洪明!曹三杰!伍
!

锐!黄小波!文翼平!赵
!

勤!文心田"

"四川农业大学动物医学院猪病研究中心!成都
.%%%*&

#

摘
!

要!为了评估猪基因
(

型乙型脑炎病毒
d5%

株(

VF

株灭活疫苗的免疫原性!通过将
d5%

株(

VF

株乙脑病毒

分别在乳鼠脑内连续传代!获得了高病毒含量的鼠脑病毒液'将佐剂
J350&.

分别与灭活的
d5%

株(

VF

株乙脑病

毒液混合!制备成鼠脑灭活苗'将
d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗以及
9]%

株商品化鼠脑灭活苗分别免疫接种小鼠(

豚鼠(仔猪!采用间接
:IJ35

试验(血凝抑制试验(病毒中和试验以及攻毒保护试验分别检测
J

@

G

抗体(血凝抑制

抗体(中和抗体的的产生情况以及疫苗对小鼠的攻毒保护率'结果显示
d5%

株(

VF

株灭活苗在小鼠和仔猪上产

生的
J

@

G

抗体(在豚鼠上产生的血凝抑制抗体(在仔猪上产生的中和抗体以及对小鼠的攻毒保护率均高于
9]%

株'结果表明乙脑病毒
d5%

株(

VF

株灭活苗的免疫原性优于
9]%

株!其中
VF

株灭活苗的免疫原性最优'

关键词!乙型脑炎病毒&基因
(

型&基因
+

型&灭活苗&免疫原性
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流行性乙型脑炎"

C

O

$"C;$DC-DC

O

?<=$M$,_

#又称

日本乙型脑炎!简称乙脑!是由黄病毒科"

K=<N$N$L$!

"<C

#黄病毒属"

K=<N$N$LB,

#的乙型脑炎病毒"

\<

O

<!

-C,CC-DC

O

?<=$M$,N$LB,

!

\:X

#引起的一种蚊媒性人

兽共患传染病)

%

*

'该病属于自然疫源性疾病!可通

过蚊虫叮咬传播!在流行季节!病毒很容易通过

.猪3蚊3猪/的方式扩散'乙脑病毒广泛分布于世

界各地!特别是亚洲(西太平洋国家以及澳大利亚北

部!现认为该病毒起源于马来西亚及印度尼西亚!并

随着基因的不断进化!该病毒迅速在亚洲及周边地

区扩散蔓延)

0!)

*

'根据乙脑病毒
9

%

;'E

及
6

基因

序列的差异!可将乙脑病毒分为具有明显地域特点

的
2

个基因型!其中基因
(

(

)

(

+

型主要分布在亚

洲!基因
2

型主要分布在印度尼西亚!而基因
3

型最

先分离自马来西亚!而后也相继在中国和韩国发现

该型病毒)

2!(

*

'近年来!随着全球气候(环境的不断

改变!乙脑病毒基因型的分布有了较大变化!比如在

中国(韩国(日本(越南等国相继分离到基因
(

型乙

脑病毒!而在
0&&1

年之前只存在基因
+

型乙脑病毒

的印度!也分离出了基因
(

型乙脑病毒)

/!%*

*

'

我国是一个养猪大国!乙脑在猪群中的感染较

为常见!母猪感染后可出现高热(流产(产死胎及木

乃伊胎!公猪多表现为睾丸炎'乙脑除杀灭蚊虫及

免疫接种外!目前尚无特效疗法!而现行我国兽用乙

脑疫苗只有
35%)!%)!0

株减毒活疫苗及
9]%

株鼠

脑灭活苗!且均为基因
+

型'研究发现!基因
+

型疫

苗对基因
(

型乙脑病毒只能产生部分保护力!因此

开发基因
(

型乙脑疫苗显得尤为迫切)

%)

*

'笔者通

过对
0

株基因
(

型乙脑病毒的免疫原性进行筛选!

拟挑选出一株免疫原性显著优于商品化乙脑灭活苗

的毒株!为我国养猪业基因
(

型乙脑的防控奠定

基础'

#

!

材料与方法

#D#

!

生物材料

乙型脑炎病毒
d5%

株(

VF

株!

_97!0%

细胞均

由四川农业大学猪病研究中心保存&

3UK

级昆明小

鼠(清洁级豚鼠购自简阳达硕动物科技有限公司&

)

周龄仔猪购自雅安某猪场'

#D!

!

主要试剂

8`:`

培养基(新生牛血清(青链霉素购自

GJ_VZ

公司&佐剂
J350&.

购自法国
3C

OO

$D

公司&

猪乙型脑炎油乳剂灭活苗购自武汉中博生物股份有

限公司&猪乙型脑炎抗体检测试剂盒购自武汉科前

生物股份有限公司'

#DI

!

病毒的鼠脑传代

分别取冻干保存的
d5%

株(

VF

株乙脑病毒于

_97!0%

细胞上复苏!待细胞出现
(&iVU:

后收获

病毒液'取收获的病毒液以
02

&

I

脑内接种
1

日龄

昆明乳鼠!

0"

内死亡的小鼠不计'待小鼠出现离

群(弓背(抽搐等明显症状后剖取鼠脑!用
8`:̀

培养基制备成
%&i

无菌鼠脑病毒液'取该病毒液

继续脑内接种
1

日龄乳鼠!连续传代
2

次'

#D%

!

小鼠半数致死量"

MX

'"

#的测定

将待测病毒液用不含血清的
8`:̀

培养基作

%&

倍梯度稀释至
%&

b2

'

%&

b%&

!每个稀释度脑内接

种
0

周龄小鼠!每个稀释度
2

只!每只
)&

&

I

!弃
0"

内死亡的小鼠不计!其余小鼠连续观察
%)"

!记录小

鼠死亡情况'按照
WCC"!̀ BC-D?

法计算
d5%

株(

VF

株乙脑病毒复苏后的细胞毒与鼠脑毒第
2

代的

I8

2&

'

#D'

!

鼠脑灭活苗的制备

分别将灭活的
d5%

株(

VF

株鼠脑毒"灭活条

件$体积分数
&'&0i

甲醛!

*1j

灭活
)(?

!体积分数

&'&0i

的硫代硫酸钠终止灭活#与等体积的
J350&.

佐剂加热至
*%j

'佐剂以
*2&L

+

;$-

b%预乳化
2

;$-

!将病毒液缓慢倒入佐剂中!继续以
*2&L

+

;$-

b%

乳化
2;$-

!乳化结束后室温静置
%?

!

)j

保存'

#DR

!

小鼠免疫试验

%'.'%

!

小鼠
J

@

G

抗体水平的测定
!!

*

周龄
3UK

级昆明雌鼠
0&

只!随机分为
)

组!每组
2

只'分别

用
d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗(

9]%

株商品化鼠脑

灭活苗以及
U_3

对小鼠进行免疫!每只腹腔接种

&'2;I

!

0

周后同等剂量加强免疫一次'分别于免

疫后
&

(

0

(

)

(

.

(

(

周断尾采血!分离血清!按照武汉科

前公司的乙脑抗体检测试剂盒检测血清中
J

@

G

抗

体水平!并使用
3U33

对数据进行分析'

%'.'0

!

小鼠免疫攻毒保护试验
!!

*

周龄
3UK

级

昆明雌鼠
(&

只!随机分为
(

组!每组
%&

只'分别用

d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗原液(

%&

(

%&&

倍稀释液以

及
9]%

株商品化鼠脑灭活苗对小鼠进行免疫!每

只腹腔注射
&'*;I

!同时设置一组空白对照'免疫

%

周后以同等剂量加强免疫一次'二免后
%

周用乙

脑强毒
d5%

株鼠脑毒第
%&

代脑内攻毒!每只注射

02

&

I

"

%&&I8

2&

#!连续观察
%)"

!记录小鼠发病死

亡情况'

&/(



!

2

期 冯
!

瑶等$基因
(

型猪乙型脑炎灭活疫苗免疫原性评价

#D$

!

豚鼠免疫试验

%'1'%

!

豚鼠的分组及免疫
!!

*&&

'

)&&

@

成年清

洁级豚鼠
%.

只!随机分为
)

组!每组
)

只'分别用

自制的
d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗(

9]%

株商品化

鼠脑灭活苗以及
U_3

对小鼠进行免疫!每只肌肉注

射
&'2;I

!初次免疫后
0

周以同等剂量加强免疫
%

次'二免后
0

周心脏采血!分离血清!采用
9J

试验

检测豚鼠血清血凝抑制抗体水平'

%'1'0

!

血凝试验
!!

以
d5%

株为感染毒株!脑内

接种
1

日龄乳鼠!待乳鼠发病后收取鼠脑采用蔗糖
!

丙酮提取法制备乙脑病毒血凝素'取
/.

孔
X

型微

量板!每孔加入
O

9/'&

的
_5_302

&

I

!每排的第

一孔加入
02

&

I

血凝素!混匀后吸取
02

&

I

至第二

孔作等量倍比稀释至倒数第二孔!并从倒数第二孔

中吸去
02

&

I

'最后一孔不加血凝素作红细胞对

照'每孔加入
_5_302

&

I

!混匀!

02 j

放置
.&

;$-

!最后每孔中加入
2&

&

I&'**i

的鸽红细胞悬

液!混匀!

*1j

作用
%?

后判断结果'

结果判定$

cccc

"

4

#表示红细胞
%&&i

被

凝集&

ccc

表示红细胞约
12i

被凝集&

cc

表示

红细胞约
2&i

被凝集&

c

表示红细胞约
02i

被凝

集&

b

表示红细胞不被凝集'以出现.

cc

/以上凝

集的血凝素最高稀释倍数的倒数为其血凝效价'

9J

试验中抗原采用
)

单位凝集抗原'

%'1'*

!

血凝抑制试验"

9J

#

!!

取灭活后的待检血

清
2&

&

I

!加入
O

9/'&_3%2&

&

I

(

02i

的高岭土

0&&

&

I

!振 荡 混 匀!

*1 j

孵 育
0& ;$-

!

02&&

L

+

;$-

b%离心
*&;$-

!取上清'加入
2&

&

I

鸽红细

胞泥!混匀!冰浴吸附
0&;$-

!

%2&&L

+

;$-

b%离心

%&;$-

!收集上清!即为
%u(

稀释度的被检血清'

取
/.

孔
X

型微量板!每孔加入
O

9/'&

的

_5_302

&

I

!于每排第一孔加入
02

&

I

处理过的被

检血清!混匀后吸取
02

&

I

至第二孔!混匀!以此倍

比稀释至最后一孔!最后一孔弃
02

&

I

'于每孔中

加入
02

&

I)

单位的血凝素!室温作用
%?

后加入

2&

&

I&'**i

的鸽红细胞悬液!

*1j

作用
%?

后判

断结果'

#D&

!

仔猪免疫试验

%'('%

!

仔猪抗体水平的测定
!!

0(

日龄乙脑抗体

阴性仔猪
0&

头!随机分为
)

组!每组
2

只'分别用

自制的
d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗(

9]%

株商品化

鼠脑灭活苗以及
U_3

对仔猪进行免疫!每只肌肉注

射
0;I

!首免后
%)"

以同等剂量加强免疫一次'

所有仔猪于首免后
&

(

%

(

0

(

*

(

)

(

2

周采血!分离血清!

使用武汉科前公司乙脑抗体检测试剂盒检测血清

J

@

G

抗体!并使用
3U33

对数据进行分析'

%'('0

!

空斑减少中和试验
!!

仔猪
0

免后
0

周!无

菌采血并分离血清'用不含血清的
8`:̀

培养基

0

倍梯度稀释待检血清!

2.j

灭活
*&;$-

'取
%&&

&

I

适当稀释梯度的待检血清与含
%&&UK̂

的乙脑

病毒等体积混合!

*1j

作用
%?

后!加入长满单层

_97!0%

细胞的
.

孔细胞培养板中!每孔
0&&

&

I

!

*1j

吸附
%?

后弃病毒液!按
0;I

+孔b%加入含

%'02i

甲基纤维素的维持液!于
*1j

!含
2iVZ

0

培

养箱中连续培养
*

'

2"

!弃维持液!结晶紫染色液染

色固定
0&;$-

!流水反复冲洗细胞板!根据病毒蚀

斑形成数计算血清中和抗体效价'

!

!

结
!

果

!D#

!

病毒毒价的测定

复苏后的乙脑病毒
d5%

株(

VF

株细胞毒的

I8

2&

较低!分别为
%&

*'1

(

%&

)')

I8

2&

+

&'&);I

b%

!在

鼠脑上连续传代
2

次后病毒
I8

2&

明显上升!分别为

%&

1'&

(

%&

1'2

I8

2&

+

&'&);I

b%

'

!D!

!

小鼠免疫试验效果

0'0'%

!

小鼠血清乙脑
J

@

G

抗体的检测
!!

免疫

d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗和
9]%

株商品化鼠脑

灭活苗组的小鼠在免疫后的第
0

周都能产生一定的

抗体!与
U_3

对照组相比差异显著"

;

&

&'&2

#!但各

免疫组组间差异不显著&免疫后第
)

周!

*

种灭活苗

组小鼠的抗体水平进一步提升!与
U_3

对照组相比

差异均极显著"

;

&

&'&%

#!其中
d5%

(

VF

株灭活苗

组小鼠与
9]%

株灭活苗组小鼠抗体水平差异极显

著"

;

&

&'&%

#!但组间差异不显著&免疫后第
.

周!

各灭活苗组小鼠抗体水平还有一定的提高!与
U_3

对照组相比差异极显著"

;

&

&'&%

#!其中
d5%

(

VF

株灭活苗组小鼠与
9]%

株灭活苗组小鼠抗体水平

相比差异极显著"

;

&

&'&%

#!组间差异仍不显著&免

疫后第
(

周!各组小鼠抗体水平均出现下降!但与

U_3

对照组相比抗体水平差异仍极显著"

;

&

&'&%

#!其中
d5%

和
VF

株灭活苗组相比
9]%

株灭

活苗组小鼠抗体水平差异仍极显著"

;

&

&'&%

#!组

间差异依然不显著!详见图
%

'

d5%

株(

VF

株鼠脑

灭活苗的免疫原性均优于
9]%

株商品化鼠脑灭活

苗!但组间差异不显著'

0'0'0

!

小鼠免疫攻毒保护试验
!!

0

免后
1"

对小

%/(
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与
U_3

对照组相比!

<';

&

&'&2

!

5';

&

&'&%

&与
9]%

组相

比!

R';

&

&'&2

!

_';

&

&'&%

&与
d5%

组相比!

D';

&

&'&2

!

V';

&

&'&%

V#;

O

<LC"P$M?U_3

@

L#B

O

!

<';

&

&'&2

!

5';

&

&'&%

&

V#;!

O

<LC"P$M?9]%

@

L#B

O

!

R';

&

&'&2

!

_';

&

&'&%

&

V#;!

O

<LC"P$M?d5%

@

L#B

O

!

D';

&

&'&2

!

V';

&
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图
#

!

不同疫苗免疫小鼠前后抗体水平的动态变化

G0

+

D#

!

B02*/0445.2

+

*18.2/0A1;

>

-*L*-02704*18;088*:*2/

L.4402*6

?

16/077,20N./012

鼠进行脑内攻毒'结果"图
0

#显示!

d5%

株鼠脑灭

活苗原液(

%&

倍稀释液(

%&&

倍稀释液对小鼠的保护

率分别为
1&i

(

2&i

(

*&i

!

VF

株鼠脑灭活苗原液(

%&

倍稀释液(

%&&

倍稀释液对小鼠的保护率分别为

(&i

(

.&i

(

)&i

!

9]%

株商品化鼠脑灭火苗对小

鼠的保护率为
.&i

'

VF

株鼠脑灭活苗免疫原性优

于
d5%

株及
9]%

株鼠脑灭活苗'

图
!

!

小鼠免疫攻毒后存活率

G0

+

D!

!

=,:L0L.-:./*18/5*077,20N*;704*.8/*:45.--*2

+

*

!DI

!

豚鼠免疫试验效果

制备的
d5%

株乙脑病毒血凝素抗原的血凝效

价为
%u0

(

!可用于血凝抑制试验'

0

免后
0

周!

VF

株灭活苗组豚鼠产生的血凝抑制抗体水平显著高于

9]%

株"

;

&

&'&2

#(极显著高于
U_3

对照组"

;

&

&'&%

#!但与
d5%

株之间差异不显著"图
*

#'

d5%

株(

9]%

株灭活苗组豚鼠以及
U_3

对照组豚鼠产

生的血凝抑制抗体之间差异不显著'结果表明!

VF

株灭活苗的免疫原性优于
d5%

株和
9]%

株'

"

';

&

&'&2

&

""

';

&

&'&%

图
I

!

豚鼠血凝血凝抑制抗体检测结果

G0

+

DI

!

)*6,-/6185*7.

++

-,/02./0120250A0/012.2/0A1;

>

;*/*4Z

/01218

+

,02*.

?

0

+

6

!D%

!

仔猪免疫试验

0')'%

!

仔猪血清乙脑
J

@

G

抗体检测
!!

结果见图

)

'

d5%

株灭活苗组仔猪在免疫后一周与
U_3

对照

组相比抗体水平显著上升"

;

&

&'&2

#!免疫后两周

抗体水平出现一定水平的下降!并在加强免疫后两

周抗体水平回升并显著高于
U_3

对照组"

;

&

&'&2

#'

VF

株灭活苗组在免疫后一周抗体水平显著

上升!极显著高于
U_3

对照组"

;

&

&'&%

#!显著高于

9]%

商品化灭活苗组"

;

&

&'&2

#!第二周抗体水平

有所下降!二免后一周抗体水平回升至极显著高于

U_3

组"

;

&

&'&%

#!显著高于
9]%

株商品化灭活

苗组和
d5%

株灭活苗组"

;

&

&'&2

#!并在二免后两

周抗体水平上升至极显著高于
9]%

株商品化灭活

苗组和
U_3

对照组"

;

&

&'&%

#!二免后三周抗体水

平还略有上升!仍极显著高于
9]%

株商品化灭活

苗组和
U_3

对照组"

;

&

&'&%

#!显著高于
d5%

株灭

活苗组"

;

&

&'&2

#'

9]%

株商品化灭活苗抗体水

平虽有一定的起伏!但与
U_3

对照组相比!差异不

显著'结果显示!

d5%

株和
VF

株灭活苗的免疫原

性优于与
9]%

株商品化灭活苗!且
VF

株灭活苗相

比
d5%

株灭活苗显示出更高的免疫原性'

0')'0

!

空斑减少中和试验
!!

0

免后
0

周!

VF

株

灭活苗组仔猪产生的中和抗体效价显著高于
d5%

0/(
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瑶等$基因
(

型猪乙型脑炎灭活疫苗免疫原性评价

与
U_3

对照组相比!

<';

&

&'&2

!

5';

&

&'&%

&与
9]%

组相

比!

R';

&

&'&2

!

_';

&

&'&%

&与
d5%

组相比!

D';

&

&'&2

!

V';

&

&'&%

V#;

O
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@
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O

!
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&
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!
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&
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&
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O
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O

!
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&
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!
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&
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&

V#;

O
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!
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&
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!
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图
%

!

不同疫苗免疫仔猪前后抗体水平的动态变化

G0

+

D%

!

B02*/0445.2

+

*18.2/0A1;

>

-*L*-02

?

0

+

-*/618;088*:*2/
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?
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株灭活苗组"

;

&

&'&2

#!极极显著高于
9]%

株商品

化灭活苗组和
U_3

对照组"

;

&

&'&&%

#&

d5%

株灭

活苗组仔猪产生的中和抗体效价极显著高于
U_3

对照组"

;

&

&'&%

#!但与
9]%

株商品化灭活苗组之

间差异不显著&

9]%

株灭活苗组仔猪产生的中和

抗体效价与
U_3

对照组相比差异不显著'结果表

明!

d5%

株(

VF

株灭活苗的免疫原性高于
9]%

株!其中
VF

株更高'

"

';

&

&'&2

&

""

';

&

&'&%

&

"""

';

&

&'&&%

图
'

!

仔猪血清中和抗体检测结果

G0

+

D'
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!

讨
!

论

早先乙脑病毒的流行病学研究主要集中在
:

蛋白和小部分的基因组序列上!较少进行综合性分

析!

6'9<-

等)

%2

*收集了
(1*

份拥有完整基因组与

宿主信息的乙脑病毒序列!发现基因
(

型和基因
+

型乙脑病毒在遗传和宿主多样性方面存在显著差

异!相比
+

型病毒!

(

型病毒具有更窄的宿主范围和

更少的人源分离株'

I'U'8Z

等)

%.

*以同等病毒含

量的基因
(

型和基因
+

型乙脑病毒同时接种
V.

%

*.

细胞"蚊源#(

U3

细胞"猪源#及
W8

细胞"人源#!在

病毒传代过程中发现!

(

型病毒更适于在
V.

%

*.

(

U3

细胞中增殖!而
+

型病毒更适于在
W8

细胞中增

殖!这也就解释了基因
(

型如何替代基因
+

型成为

优势基因型!同时也解释了基因
(

型乙脑病毒很少

从人源材料中分离到'

_'7'7<-

@

等)

%1

*在对基因

(

型和基因
+

型乙脑病毒的抗原关系进行比较后发

现!免疫
(

型和
+

型病毒所产生的血清能有效中和

相对应基因型的乙脑病毒!不能中和不同基因型的

病毒'目前猪乙脑的预防主要采用减毒活疫苗

35%)!%)!0

!围绕该毒株展开的工作也较多)

%(!%/

*

!该

疫苗毒株源于人用疫苗毒株!且为基因
+

型!而国内

乙脑流行的优势基因型已从
+

型转变为
(

型)

0&

*

'

基因型的转变对病毒的传播及疫情的暴发所带来的

影响不得而知!但重新评价当前基因
+

型乙脑疫苗

的有效性以及研发基因
(

型乙脑疫苗是最有效的控

制措施'

本研究使用的
0

个毒株均为基因
(

型!其中

d5%

株为猪源毒株!

VF

株为蚊源毒株'在小鼠免

疫试验中发现!自制的
d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗相

较于
9]%

株灭活苗!具有更好的免疫原性!在首免

后
0

周就能产生较高的
J

@

G

抗体'在接下来的小鼠

攻毒保护试验中未经稀释的
d5%

株(

VF

株灭活苗

的攻毒保护率分别为
1&i

(

(&i

!都高于
9]%

株灭

活苗
.&i

的攻毒保护率!且
VF

株灭活苗
%&

倍稀释

液的攻毒保护率也有
.&i

'该试验攻毒方式采用

脑内攻毒!相比传统腹腔攻毒模式!病毒不用通过血

脑屏障即可直接感染中枢神经系统!因此相较于腹

腔攻毒!其保护率较低!但在免疫原性筛选过程中其

结果仍具有参考性'在豚鼠免疫试验中!通过测定

d5%

株(

VF

株(

9]%

株鼠脑灭活苗免疫豚鼠后所

产生的血凝抑制抗体!显示
d5%

株(

VF

株灭活苗产

生的血凝抑制抗体明显高于
9]%

株'而在仔猪免

疫试验中!通过测定
d5%

株(

VF

株(

9]%

株鼠脑

灭活苗免疫仔猪后所产生的
J

@

G

抗体以及中和抗

体的水平!同样也得出
d5%

株(

VF

株鼠脑灭活苗的

免疫原性优于
9]%

株!同时
VF

株的免疫原性优于

d5%

株'本研究成功筛选出一株免疫原性好!可用

于制备猪用基因
(

型乙脑鼠脑灭活苗的毒株!这不

*/(



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

仅为我国养猪业防控乙脑的流行奠定了一定的基

础!还为猪用基因
(

型乙脑减毒活疫苗的研发提供

了一株免疫原性好的毒株'

%

!

结
!

论

两株基因
(

型乙脑病毒
d5%

株(

VF

株鼠脑灭

活苗在小鼠(豚鼠(仔猪上的免疫原性均优于商品化

乙脑病毒鼠脑灭活苗
9]%

株!其中
VF

株乙脑病毒

鼠脑灭活苗相较于
d5%

株显示出更高的免疫原性'

为猪用基因
(

型乙脑减毒活疫苗的研发提供了好的

材料'
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