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免疫程序对猪伪狂犬病毒抗体效价的影响
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　　摘要：将２２头３５日龄健康长白仔猪分为试验组和空白对照组，试验组２０头，空白对照组２头。按免疫时间和免
疫剂量设计不同的免疫程序并免疫试验组仔猪。采集免疫前和首次免疫１个月后试验仔猪前腔静脉血液制备血清，
采用猪伪狂犬病胶乳凝集试剂盒检测各试验猪猪伪狂犬病毒抗体效价，比较不同免疫程序对猪伪狂犬病毒抗体效价

的影响。结果表明，试验仔猪免疫前后猪伪狂犬病毒抗体效价差异极显著（Ｐ＜０．０１），免疫后伪狂犬病毒抗体效价在
试验仔猪各个体间差异极显著（Ｐ＜０．０１）；免疫剂量组Ａ１与Ａ２、Ａ３差异显著（Ｐ＜０．０５）；免疫时间组Ｂ１与Ｂ２、Ｂ３差
异显著（Ｐ＜０．０５）；采用非配对双样本均值分析，试验组与空白对照组的抗体效价差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
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　　猪伪狂犬病是由猪伪狂犬病毒引起的猪及其他家畜和野
生动物的一种传染病，以发热、奇痒（猪除外）及脑脊髓炎为

其主要特征，猪是该病毒的贮存畜主和传染源［１］。中国自２０
世纪７０年代发现该病以来，已扩至全国三十多个省市的猪
场，其感染引起的母猪流产、弱胎、死胎等对养猪业造成严重

的经济损失［２］。接种疫苗是该病的主要防控措施，但疫苗的

安全性及该病毒极易与其野生型毒株重组导致疫苗效果不佳

多有报道［３］；猪场对经济效益的考虑以及该病毒对母猪繁殖

率及仔猪存活率的影响，为该病的高免血清提供了市场空间。

各种猪伪狂犬病疫苗的科学使用相关学者已有研究［４］，但针

对制备该病的高免血清免疫程序及相关研究报道甚少［５］，本

研究通过查阅资料及参照临床经验，设计系列免疫程序，探讨

其制备猪伪狂犬病高免血清的科学免疫程序，为研制猪伪狂

犬病高免血清提供技术支持，也为临床防控该病进行免疫提

供借鉴。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　主要仪器和设备　高压灭菌锅；恒温培养箱；４℃冰
箱；超净工作台（苏州净化设备有限公司产品）；９６孔 Ｖ型血
凝板；离心机；１０ｍＬ一次性注射器；微量移液器等。
１．１．２　主要药品和试剂　猪伪狂犬病活疫苗，湖南亚华种业
股份有限公司生物制药厂生产；猪伪狂犬病活疫苗稀释液，湖

南亚华种业股份有限公司生物制药厂生产；伪狂犬病乳胶凝

集试验试剂盒，武汉科前动物生物制品责任有限公司生产。

１．１．３　猪伪狂犬病待检血清样品　２２头试验仔猪按照免疫
程序免疫猪伪狂犬病毒疫苗后所制备的２２份待检血清样品
及免疫前所制备的２２份血清样品，共４４份待检血清样品。
１．２　试验猪场及试验动物

试验猪场为眉山市东坡区一个体养猪场；试验动物为该

养猪场饲养的２窝２２头（其中，一窝１２头，另一窝１０头）３５
日龄断乳阉割的长白仔猪，且母猪和仔猪均未免疫过猪伪狂

犬病毒疫苗。

１．３　试验时间
２００１２年１２月１０日至２０１３年２月１０日。

１．４　试验方法
１．４．１　试验分组及免疫　参考查阅的资料，将２２头试验仔
猪分为试验组和对照组，试验组２０头，包括免疫时间和免疫
剂量２个大组。空白对照组仔猪２头。根据试验分组及设计
的免疫程序，采用颈部肌肉注射途径免疫各组试验仔猪。具

体分组及免疫程序见表１。

表１　试验分组及免疫程序的设计

组别 处理
试验

头数

免疫程序（头份）

首免 二免 三免 四免

免疫剂量 Ａ１ ４ １ １ ２
Ａ２ ３ ２ ２ １
Ａ３ ３ ３ １ ０

免疫时间 Ｂ１ ４ １ ２
Ｂ２ ３ １ ２
Ｂ３ ３ １ ２

对照组　 ２

　　注：首免与二免、二免与三免、三免与四免间隔时间均为１周。

１．４．２　血样的采集及血清制备　采取前腔静脉采血法。对
所有试验仔猪于免疫前及免疫结束后按１头５ｍＬ用１０ｍＬ
规格一次注射器采集血液，其中，免疫前直接采集，免疫后按

免疫程序免疫结束后１周时从前腔静脉采集血液。于４℃冰
箱自然沉析，取上清液，低速离心，用移液管吸取上清液置

１５ｍＬ离心管中，贴标签编号，制备出免疫前及免疫后各试
验仔猪的待检血清样品，－２０℃冷藏备用。
１．４．３　免疫前及免疫结束后试验仔猪伪狂犬病毒抗体效价
的测定　采用猪伪狂犬病胶乳凝集试验试剂盒对免疫前及免
疫后各试验仔猪的４４份血清样品进行猪伪狂犬病毒血清效
价的检测。根据试剂盒说明书，先将制备的被测血清样品在

微量反应板上用稀释液作 ２倍系列稀释，各取 １滴（约
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２０μＬ）依次滴加于玻片上，同时设阴性血清和阳性血清对
照，随后各加胶乳抗原１滴，混匀，搅拌并摇动１～２ｍｉｎ，在
３～５ｍｉｎ内观察。达到阳性凝集反应的血清最高稀释倍数，
即为血清的抗体效价。阳性对照：将阳性血清进行２倍系列
稀释，取２０μＬ与等量胶乳抗原进行胶乳凝集试验，胶乳抗原
与１∶６４稀释的阳性血清应出现“＋＋”凝集反应。阴性对
照：阴性血清加抗原后，应不发生凝集反应。

２　结果

２．１　免疫前及免疫后各试验仔猪猪伪狂犬病毒抗体效价
对采集的免疫前及免疫后各４４份待检血清样品用猪伪

狂犬病胶乳凝集试剂盒进行检测，测得各试验仔猪免疫前后

的猪伪狂犬病毒血清抗体效价（表２）。结果表明，试验前各
仔猪均未检测出抗体效价，个体间差异不显著；免疫后，试验

个体间猪伪狂犬病毒抗体效价差异极显著（Ｐ＜０．０１）；免疫
前与免疫后相比，抗体效价差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

表２　免疫后试验仔猪猪伪狂犬病毒抗体水平

组别 总数（头） 耳号 免疫前效价 免疫后效价

免疫剂量组Ａ１ ４ ０４２４２１１０ ０ １∶６４
０４２５９３８５ ０ １∶１２８
０４２５９３６５ ０ １∶１２８
０４２５９３４８ ０ １∶１２８

免疫剂量组Ａ２ ３ ０４２５９３９３ ０ １∶６４
０４２５９４３７ ０ １∶６４
０４２５９３９４ ０ １∶３２

免疫剂量组Ａ３ ３ ０４２４２１７７ ０ １∶６４
０４２５２３６０ ０ １∶６４
０４２５９３５１ ０ １∶３２

免疫时间组Ｂ１ ４ ０４２５９３９９ ０ １∶１６
０４２４２０７９ ０ １∶１６
０４２５９４１４ ０ １∶８
０４２５９３９４ ０ １∶１６

免疫时间组Ｂ２ ３ ０４２５９３９６ ０ １∶３２
０４２５９３６６ ０ １∶３２
０４２５９３６７ ０ １∶６４

免疫时间组Ｂ３ ３ ０４２５９３７４ ０ １∶３２
０４２５９３５８ ０ １∶６４
０４２５９３８７ ０ １∶３２

对照组 ２ ０４２５９３５４ ０ １∶２
０４２５９３９１ ０ １∶１

２．２　猪伪狂犬病不同免疫剂量抗体效价的差异性
免疫剂量组Ａ１与Ａ２、Ａ３差异显著（Ｐ＜０．０５），Ａ２与Ａ３

组差异不显著，且Ａ１组的抗体效价最高。
２．３　猪伪狂犬病不同免疫时间抗体效价的差异性

免疫时间组Ｂ１与Ｂ２、Ｂ３差异显著（Ｐ＜０．０５），Ｂ２与Ｂ３
组差异不显著，且Ｂ２、Ｂ３组抗体效价较高。
２．４　对照组和试验组猪伪狂犬病抗体效价的差异性

采用非配对双样本均值分析，试验组与对照组仔猪的抗

体效价差异极显著（Ｐ＜０．０１）。试验组猪伪狂犬病毒的抗体
效价明显高于未免疫的对照组。

３　讨论

供试仔猪因母猪和仔猪均未注射过猪伪狂犬疫苗，且最

近并未发生过猪伪狂犬病，在检测中也未检测出猪伪狂犬病

毒抗体效价，表明供试猪无母源抗体影响，适用于本试验要

求；在免疫后，除对照组外，其余试验猪抗体效价均有不同程

度的升高，表明所作免疫是成功的。

在免疫剂量３个处理组中，Ａ１组的４头试验仔猪的抗体
效价均达到了１∶６４以上的水平，表现出了较高的抗体水平，
而Ａ２、Ａ３组的试验猪抗体效价虽比免疫前有了较大提高，但
与Ａ１组相比至少低１个梯度。因 Ａ１组试验猪在最后一次
免疫时剂量加倍，且在１周后就采血，是否说明经多次免疫
后，在最后一次免疫加大剂量对抗体效价提升有很大影响将

进一步验证。

在免疫时间组的３个处理中，Ｂ２、Ｂ３组的试验猪抗体水
平均较 Ｂ１组高，说明本次试验 Ｂ２、Ｂ３组的免疫程序效果
较好。

试验仔猪在免疫后与免疫前，无论是免疫剂量组还是免

疫时间组其猪伪狂犬病毒的抗体水平差异极显著，但是免疫

剂量组抗体平均水平与免疫时间组抗体水平相比，免疫剂量

组抗体水平明显高于免疫时间组的平均水平。因免疫剂量组

做了３次免疫，而免疫时间组只做了２次免疫，这是否说明免
疫次数增多会提高抗体效价，或者制作高免血清至少要进行

多少次免疫才行，对猪伪狂犬高免血清的制作是一个很好的

思考，这方面有待进一步验证。但至少说明，仔猪只进行１次
免疫，其效果很不理想，平均抗体效价水平较低，起不到保护

作用，所以必须进行加强免疫，达到免疫保护目的。

由于免疫时间组和免疫剂量组的试验是分开来做的，而

且是不同窝的仔猪，并不能很明确地说明本次试验的最佳免

疫剂量程序和最佳免疫时间程序的简单叠加就是最好的免疫

程序，但为以后的相关研究提供了一个很好的基础。

猪伪狂犬疫苗有弱毒苗、灭活苗、基因缺失疫苗、亚单位

疫苗等多种类型，而本次试验采用的是猪伪狂犬病活疫苗，究

竟哪种类型的疫苗进行免疫后能得到更高的抗体水平，本试

验没有研究，但这也是制作高免血清和提升临床免疫抗体效

价的一个重要影响因素。由于本次采用的是猪伪狂犬病毒胶

乳凝集试验检测试剂盒进行抗体检测，判定结果时不一定十

分精确，而且究竟什么样的抗体水平才达到了高免血清的用

血要求，并没有具体参考文献，只是表明本次试验的部分试验

猪抗体效价较高，有待采用 ＥＬＩＳＡ检测方法检测，并参考相
关资料文献和具体试验，判定是否为合格的临床使用高免

血清。

参考文献：

［１］蔡宝祥．家畜传染病学［Ｍ］．４版．北京：中国农业出版社，２００１：
２０７－２０９．

［２］赵东升，刘有昌，安福生．近年来我国猪伪狂犬病的流行状况和
分析［Ｊ］．今日养猪业，２００８（６）：２６－２８．

［３］芦惟本，黄　川．进口伪狂犬弱毒疫苗引发伪狂犬病流行的报道
［Ｊ］．今日养猪业，２００９（４）：１５－１６．

［４］曾智勇，汤德元，郭万柱．伪狂犬病疫苗的研究［Ｊ］．世界农业，
２００７（１０）：６６－６９．

［５］孔令达，符　芳，于　辉，等．猪伪狂犬病高免血清的制作与初步
应用［Ｊ］．中国预防兽医学报，２００４，２６（５）：３５９－３６２．

—０１２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１０期


