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　　摘要：本研究旨在对实验室制备的兔出血症病毒杆状病毒载体灭活疫苗的安全性和效力进行全面系统的研究。
实验室制备了５批次兔出血症病毒杆状病毒载体灭活疫苗，按照现行《中国兽药典》附录对疫苗进行了性状、无菌检
验、甲醛残留量、安全及效力试验。结果显示，５批次疫苗无菌检验、甲醛残留量均合格；疫苗对肉兔、獭兔、毛兔３个
品种家兔均安全，接种疫苗后３０、６０ｄ，剖检注射部位未见炎症反应，疫苗吸收良好，并且疫苗对怀孕母兔、未断奶仔
兔、断奶幼兔也安全；对肉兔各项生产性能也没有影响，说明该疫苗具有较好的安全性。疫苗免疫２１ｄ后，易感家兔
和母兔均能抵抗兔出血症强毒攻击，说明该疫苗免疫原性良好。
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　　兔出血症，又称兔瘟，是由兔出血症病毒（ｒａｂｂｉｔｈａｅｍｏｒ
ｒｈａｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＲＨＤＶ）引起的一种以急性、高度传染性、
大面积死亡为特征的兔传染病，主要临床特征为呼吸系统出

血、肝变性、实质器官瘀血及出血性变化［１－３］。本病常呈暴发

性流行，发病率和病死率极高，感染兔通常于４８～７２ｈ死亡，
给养兔业造成极大的经济损失。该病自然感染只发生于兔，

主要危害４０日龄以上幼兔、育成兔和成年兔，４０日龄以下幼
兔和部分老龄兔不易感，哺乳仔兔不发病［２－４］。带毒兔及病

死兔的内脏器官、肌肉、毛、血液、分泌物、排泄物是主要的传

染源，带毒兔和被病毒污染的饲料、饮水、用具也是重要的传

染源或传播媒介。目前该病的主要预防措施是使用组织灭活

疫苗免疫，然而传统组织灭活苗的制备存在诸多的缺陷和不

足，因此，需要探索新的生产疫苗的途径［５－６］。

ＲＨＤＶ是杯状病毒科成员，结构简单，仅有１个主要结构
蛋白ＶＰ６０，在诱导抗病毒感染的免疫反应中起重要作用，是
病毒免疫保护性抗原，用杆状病毒系统表达 ＲＨＤＶ的 ＶＰ６０
能够自发地组装成病毒样粒子（ＶＬＰｓ），其在形态和抗原性上
都与天然的病毒粒子无异但不包含病毒 ＲＮＡ基因组。研究
发现ＲＨＤＶＶＬＰｓ在兔体内可以诱导机体产生很强的体液免
疫应答、细胞免疫应答和黏膜免疫应答。此外，ＲＨＤＶＶＬＰｓ
具有成本低、获取方便等优势，已经成为应用性预防治疗中可

靠的分子工具［３－７］。在前期研究的基础上，于实验室用ＲＨＤＶ
重组ＶＰ６０制备了５批次疫苗，并对疫苗开展了系统的研究。

１　材料与方法

１．１　种毒
重组兔出血症病毒 ＶＰ６０杆状病毒，由江苏省农业科学

院兽医研究所构建并保存［５］。攻毒用毒种为兔出血症病毒

皖阜株肝毒。Ｓｆ９昆虫细胞，由江苏省农业科学院兽医研究
所保存。

１．２　试验兔
２～３月龄健康易感肉兔、獭兔、毛兔（兔出血症病毒抗体

ＨＩ效价不高于１∶２），健康怀孕２０～２５ｄ母兔，２０～３０日龄
未断奶仔兔、３５日龄已断奶幼兔（未免疫兔出血症及相关疫
苗），均由金陵种兔场提供。

１．３　试剂
Ｓｆ－９００ＴＭⅡＳＦＭ培养基，购自 ＧＩＢＣＯ公司。硫乙醇酸

盐培养基（ＴＧ）、酪胨琼脂（ＧＡ）、葡萄糖蛋白胨培养基（ＧＰ）、
氢氧化铝胶溶液由南京天邦生物科技有限公司制备并检验。

１．４　抗原制备及红细胞凝集效价的测定
将重组兔出血症病毒ＶＰ６０杆状病毒接种Ｓｆ９昆虫细胞，

于２７～２８℃培养，连续观察，待细胞病变达８５％以上时，收
获细胞培养物。将收获接种种毒的细胞培养物反复冻融 ３
次，取５０μＬ于５０孔板，用 ＰＢＳ作２倍比稀释，加入等体积
１％人Ｏ型红细胞悬液，振荡均匀，置于２～８℃作用４５ｍｉｎ，
观察结果，检测表达蛋白的ＨＡ效价［８－９］。

１．５　灭活及灭活检验［９］

向细胞培养物中加入甲醛溶液（终浓度为０．２％），３７℃
灭活２４ｈ。取灭活细胞培养物，接种生长良好的Ｓｆ９细胞，于
２７～２８℃条件下培养，同时设立未灭活的细胞培养物为阳性
对照，按上述方法接种Ｓｆ９细胞，连续５ｄ观察细胞病变，收获
细胞培养物，置－２０℃以下反复冻融３次，接种生长良好的
Ｓｆ９细胞盲传１代，培养５ｄ，观察细胞病变，并测定其血凝性。
１．６　疫苗制备

将检验合格的细胞培养物和氢氧化铝胶按９∶１充分混
匀振荡，定量分装，加盖密封，贴签。
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１．７　成品检验
１．７．１　性状　取疫苗瓶上下颠倒混匀，观察外观及颜色，然
后将疫苗瓶于２～８℃静置２４ｈ，再次观察外观及颜色。
１．７．２　无菌检验　按２０１０版《中国兽药典》附录进行检验。
１．７．３　甲醛残留量测定　按２０１０版《中国兽药典》附录进
行检验。

１．８　安全试验［１０］

１．８．１　单剂量安全试验
１．８．１．１　单剂量安全试验　实验室制备的５批次疫苗（批
号：１０１、１０２、１０３、１０４、１０５）各用２～３月龄健康易感家兔 ５
只，分别皮下注射１ｍＬ／只，同时以相同条件家兔作为对照，
不接种疫苗，观察家兔精神状态、饮食、粪便、局部及全身反应

等，连续观察１４ｄ。
１．８．１．２　单剂量重复安全试验　５批次疫苗各用２～３月龄
健康易感家兔５只，分别皮下注射１ｍＬ／只，１４ｄ后，重复皮
下注射相同剂量的灭活疫苗，以相同条件家兔作为对照，不接

种疫苗，观察家兔精神状态、饮食、粪便、局部及全身反应等，

连续观察１４ｄ。
１．８．２　超剂量安全试验
１．８．２．１　不同品种家兔安全试验　实验室制备的５批次疫
苗各用２～３月龄健康易感肉兔、獭兔、毛兔各５只，分别皮下
注射２ｍＬ／只，同时以相同条件家兔作为对照，不接种疫苗，
观察家兔精神状态、饮食、粪便、局部及全身反应等，连续观察

６０ｄ，并于３０ｄ每组取２只、６０ｄ每组取３只安乐死后进行剖
检，观察疫苗注射部位局部组织疫苗吸收和炎症反应情况。

１．８．２．２　怀孕母兔安全试验　５批次疫苗各用怀孕２０～
２５ｄ母兔５只，分别皮下注射２ｍＬ／只，以相同条件不接种疫
苗家兔作为对照，观察精神状态、饮食、粪便、局部及全身反应

等，并观察怀孕母兔妊娠、分娩及胎儿健康状况，观察期１４ｄ。
１．８．２．３　其他日龄家兔安全试验　５批次疫苗各用３５日龄
断奶未免疫兔出血症疫苗的幼兔５只，并各用２０～３０日龄未
断奶未免疫兔出血症疫苗的仔兔５只进行安全试验，处理方
法同“１．８．２．２”节。
１．８．２．４　对肉兔生产性能的影响　５批次疫苗各用３５～
４０日龄的健康肉兔５只，分别皮下注射２ｍＬ／只，以相同条件
家兔作为对照，不接种疫苗，每日１０：００测量并记录 １４ｄ内
家兔的体温，观察４５ｄ内家兔生长发育情况，记录注射疫苗
时和观察期结束时家兔的体质量，观察期内饲料消耗的重量，

观察期结束时出栏家兔数量，并计算家兔增重、饲料报酬（料

肉比）、出栏率等。

１．９　效力试验
１．９．１　易感家兔效力试验　实验室制备的５批次疫苗各用
２～３月龄健康易感家兔５只，分别皮下注射１ｍＬ／只，２１ｄ
后，连同相同条件对照兔５只，各皮下注射兔出血症病毒皖阜
株肝毒１ｍＬ，连续观察７ｄ，记录死亡与保护的动物数量，对
死亡兔剖检观察并取肝脏进行人“Ｏ”型红细胞凝集试验。
１．９．２　怀孕母兔效力试验　实验室制备的５批次疫苗各用
健康怀孕母兔５只，处理方法同“１．９．１”节。

２　结果与分析

２．１　抗原红细胞凝集效价

经测定，５批次细胞培养物红细胞凝集效价在１∶５１２～
１∶１０２４之间，分别为１∶１０２４、１∶５１２、１∶５１２、１∶１０２４、
１∶５１２。　
２．２　灭活检验

用甲醛溶液对细胞培养物进行灭活，结果显示，接种灭活

细胞培养物的Ｓｆ９昆虫细胞及正常 Ｓｆ９昆虫细胞生长状况良
好，细胞分裂正常。收获接毒细胞培养物，于 －２０℃以下反
复冻融３次，取适量再次接种生长良好的 Ｓｆ９细胞，于２７～
２８℃ 培养５ｄ，结果显示，接种灭活细胞培养物的Ｓｆ９昆虫细
胞及正常Ｓｆ９昆虫细胞生长状况良好，细胞分裂正常；而加入
未灭活细胞培养物的细胞病变明显，细胞培养物具有血凝性。

说明接毒细胞培养物灭活完全。

２．３　疫苗配制
按“１．６”节的方法制备试验用疫苗 ５批次，约

４０００ｍＬ／批次，批号为１０１、１０２、１０３、１０４、１０５。
２．４　性状、无菌检验、甲醛残留量测定

对５批次疫苗进行性状、无菌检验、甲醛残留量测定，结
果显示，５批次疫苗（１０１、１０２、１０３、１０４、１０５）外观为浅黄色均
匀混悬液，静置后上层为浅黄色的澄清液体，下层有少量沉

淀。ＴＧ小管、ＧＡ斜面在３７℃培养７ｄ，ＴＧ小管、ＧＡ斜面、
ＧＰ小管在２５℃培养７ｄ均无菌生长，无菌检验合格。经检
验，疫苗甲醛残留量在 ０．０４２％ ～０．０８７％之间，符合质量
标准。

２．５　安全试验
２．５．１　单剂量安全试验　用５批次疫苗对家兔进行单剂量
安全试验，连续观察１４ｄ，结果显示，免疫兔和对照兔的精神
状态、饮食、粪便等均正常，免疫兔未见疫苗接种引起的异常

临床症状，说明疫苗对２～３月龄健康易感家兔单剂量接种及
单剂量重复接种均是安全的。

２．５．２　超剂量安全试验
２．５．２．１　不同品种家兔安全试验　用５批次疫苗进行不同
品种家兔安全试验，结果显示，观察期６０ｄ，２～３月龄肉兔、
獭兔、毛兔３个品种家兔的精神状态、饮食、粪便等均正常；免
疫兔未见疫苗接种引起的异常临床症状，疫苗接种后３０ｄ及
６０ｄ，剖检注射部位未见炎症反应，疫苗吸收良好，说明疫苗
对不同品种的家兔是安全的。

２．５．２．２　怀孕母兔安全试验　用５批次疫苗进行怀孕母兔
安全试验，结果显示，观察期１４ｄ，免疫兔和对照兔的精神状
态、饮食、粪便等均正常；免疫兔未见疫苗接种引起的异常临

床症状，母兔均正常妊娠、分娩，免疫兔和对照兔生产的仔兔

数量没有差异，胎儿健康，未见异常，说明疫苗对怀孕母兔是

安全的。

２．５．２．３　其他日龄家兔安全试验　用５批次疫苗对其他日
龄家兔进行安全试验，结果显示，观察期１４ｄ，未断奶仔兔、已
断奶幼兔的免疫兔和对照兔精神状态、饮食、粪便等均正常，

仔兔正常断奶，并且生长良好；免疫兔未见疫苗接种引起的异

常临床症状，说明该疫苗对未断奶仔兔和已断奶幼兔均是安

全的。

２．５．２．４　对肉兔生产性能的影响　用５批次疫苗进行肉兔
生产性能影响试验，结果显示，观察期１４ｄ，免疫兔和对照兔
体温处于３８．５～３９．５℃的正常范围内，免疫兔与对照兔相比
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较，体温没有明显差异（图１）。观察期４５ｄ，免疫兔和对照兔
生长发育均良好，免疫组各 ５只家兔共增加体质量分别为
６２０７、６３６７、６３１４、５９６０、６０６８ｇ，对照组５只家兔共增加体
质量６１０８ｇ，由此计算饲料报酬（料肉比），免疫组与对照组
相比较，差异不显著（Ｐ＞０．０５）；出栏率均为１００％（表１）。
结果说明该疫苗对肉兔生产性能没有影响。

２．６　效力试验
用５批次疫苗进行效力试验，结果（表２）显示，５批疫苗

免疫易感家兔全部健康存活，对照兔死亡５只，死亡兔出现兔
出血症典型的病理变化，对死亡兔肝脏悬液作人“Ｏ”型红细
胞凝集试验，均为ＲＨＤＶ阳性。另一组攻毒结果显示，５批疫
苗免疫母兔全部健康存活，对照兔死亡４只，死亡兔出现兔出
血症典型的病理变化，对死亡兔肝脏悬液作人“Ｏ”型红细胞

凝集试验，均为阳性。结果说明该疫苗可以对母兔和易感家

兔提供完全保护。

表１　饲料报酬与出栏率试验结果

组别
数量

（只）

注射剂量

（ｍＬ／只） 接种途径
饲喂饲料重量

（ｇ）
体质量共增加

（ｇ）
饲料报酬

（料肉比）

出栏率

（％）

１０１ ５ ２ 皮下注射 １９５５０ ６２０７ ３．１５ １００
１０２ ５ ２ 皮下注射 １９９７０ ６３６７ ３．１４ １００
１０３ ５ ２ 皮下注射 １９７６０ ６３１４ ３．１３ １００
１０４ ５ ２ 皮下注射 １９６００ ５９６０ ３．２９ １００
１０５ ５ ２ 皮下注射 １９４５０ ６０６８ ３．２１ １００
对照组 ５ １９８４０ ６１０８ ３．２５ １００

表２　效力试验结果

组别
死亡数／攻毒数（只）

母兔 易感家兔

１０１ ０／５ ０／５
１０２ ０／５ ０／５
１０３ ０／５ ０／５
１０４ ０／５ ０／５
１０５ ０／５ ０／５
对照组 ４／５ ５／５

３　讨论

目前，由于兔出血症病毒不能在兔体以外的组织或细胞

上增殖，因此，只能通过用强毒接种易感兔，收获含毒组织制

成乳剂，用甲醛灭活后制成疫苗［６，１１］。这种生产方式主要存

在以下缺陷和不足：易感兔来源少、生产成本高、污染物安全

处理困难且易造成散毒、动物福利难以保障等。利用基因工

程技术开发新疫苗是解决当前传统疫苗问题的有效途径，国

内外已经用大肠杆菌、酵母、昆虫细胞等多种表达系统对

ＲＨＤＶ的免疫蛋白 ＶＰ６０进行了表达，并且多数表达系统都
表现出良好的免疫原性［３，１２］。杆状病毒系统表达的ＲＨＤＶ重
组衣壳蛋白能够很好地自聚形成能够凝集人“Ｏ”型红细胞的
病毒样颗粒（ＶＬＰｓ），由于ＶＬＰｓ结构与成熟病毒相似，但不含
病毒核酸，不具有感染性，所以在体内这种空壳结构 ＶＬＰｓ不
会引发感染，因此作为疫苗非常安全［１３］。而且 ＶＬＰｓ能够在
很低剂量的抗体情况下引发有效的保护性反应，这将大大降

低疫苗的成本，同时该表达系统具有低成本、高表达和易于规

模生产等特点［１４，１５］。

本研究在完成重组兔出血症病毒 ＶＰ６０杆状病毒毒种的
构建及特性研究的基础上，实验室试制了５批次疫苗（批号
１０１、１０２、１０３、１０４、１０５），共计约２００００ｍＬ。按照现行《中国
兽药典》附录对５批次疫苗进行性状、无菌、甲醛残留量检验
及安全、效力试验，结果显示，５批次疫苗无菌检验、甲醛残留
量均合格。安全性结果表明，该疫苗可以用于怀孕母兔，优于

目前市售组织灭活疫苗，并且对２０～３０日龄未断奶仔兔、３５
日龄已断奶幼兔都非常安全，对肉兔的各项生产性能也没有

影响。本研究的安全性试验是使用５批次疫苗免疫３个品种
家兔的多次试验完成的，试验结果说明该疫苗对各个年龄段

的家兔均是安全的。疫苗免疫２１ｄ后２～３月龄家兔和母兔
用致死剂量的兔出血症病毒攻击保护率都达１００％，说明该
疫苗免疫原性良好。该疫苗具有较高的安全性和良好的免疫

原性，市场前景乐观。
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鸡 α－干扰素在毕赤酵母中的表达及其表达条件优化
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　　摘要：选择毕赤酵母表达系统，根据酵母密码子偏爱性合成 ＣｈＩＦＮ－α成熟肽的基因序列，连接至载体 ｐＰＩＣ９Ｋ
中，构建重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α，将重组载体酶切线性后克隆至毕赤酵母ＧＳ１１５，筛选高拷贝转化子及其甲醇利用型，对
其表达条件进行优化。结果表明：鸡α－干扰素在毕赤酵母中成功表达，在含２％酸水解酪蛋白，经０．５％甲醇在２８℃
诱导表达７２ｈ后，重组蛋白表达量最多，抗病毒活性最高。
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　　干扰素（ＩＦＮ）是１种具有抗病毒、调节免疫等作用的细
胞因子，由英国科学家 Ｉｓａａｃｓ和 Ｌｉｎｄｅｍａｎｎ于１９５７年首次发
现［１］。Ｌａｍｐ等于１９６３年纯化了这种细胞因子，并证明其为
蛋白质［２］。干扰素具有一定的特异性，只有同种的生物细胞

产生的干扰素才能起到保护作用，对异种生物细胞则无作

用［３］。根据细胞来源、生化特性及生物学活性可将其分为两

大类：Ⅰ类、Ⅱ类［４］。鸡α－干扰素（ＣｈＩＦＮ－α）全基因为５８２
个碱基，编码１９３个氨基酸，包含３１个氨基酸的信号肽、１６２
个氨基酸的成熟蛋白［５］。ＣｈＩＦＮ－α属于Ⅰ类干扰素，是禽类
主要干扰素，具有抑制病毒复制、加强 ＮＫ细胞杀伤力的能
力［６］。本试验根据酵母密码子偏爱性合成 ＣｈＩＦＮ－α成熟

肽的基因序列，克隆至毕赤酵母分泌表达型载体 ｐＰＩＣ９Ｋ
中，构建重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α，电转化至毕赤酵母 ＧＳ１１５，筛
选并鉴定其甲醇利用型，优化其表达条件，以期获得表达量

多、抗病毒活性高的重组蛋白，旨在为干扰素应用研究提供

基础。

１　材料与方法

１．１　材料
ＣｈＩＦＮ－α序列合成由生工生物工程上海（股份）有限公

司完成；毕赤酵母 ＧＳ１１５由笔者所在实验室保存；限制性内
切酶、连接酶、ＰｒｅａｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎ分子量 ｍａｒｋｅｒ均购自
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；ＷｉｚａｒｄＤＮＡＣｌｅａｎ－ｕｐＳｙｓｔｅｍ均购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、培养基等均购
自北京康为世纪生物科技有限公司。

１．２　重组质粒ｐＰＩＣ９Ｋ－α的构建
根据酵母密码子偏爱性合成ＣｈＩＦＮ－α成熟肽的基因序

列，在其末端加入设计好的酶切位点，经过酶切、连接将

ＣｈＩＦＮ－α的基因序列克隆至毕赤酵母分泌表达型载体
ｐＰＩＣ９Ｋ中，转化至大肠杆菌 ＤＨ５α中进行扩增，提取质粒进
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