
书书书

唐　波，张道华，张雪花，等．１株猪源乙型脑炎病毒株的免疫原性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１１）：３０６－３０８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１１．０９７
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　　摘要：将从江苏地区筛选出的１株增殖性能稳定猪源 ＪＥＶＪＳ０１毒株作为疫苗，用毒株制备灭活疫苗进行免疫原
性研究。试验采用经过细胞传代获得ＪＥＶＪＳ０１病毒液（１×１０７．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ），以甲醛灭活后加入油佐剂，制备猪源乙

型脑炎灭活疫苗。腹腔免疫９～１２ｇ小鼠，攻毒保护结果显示对照组小鼠全部死亡，免疫组９０％以上健活。分别肌肉
注射免疫仔猪及后备母猪，不同时间采集血清测定ＪＥＶＥＬＩＳＡ抗体。检测结果显示，免疫后试验猪血清抗体效价较免
疫前均有显著提高，后备母猪免疫８个月后抗体仍全部为阳性，抗体水平与免疫剂量呈正相关性。试验表明该猪源乙
脑病毒ＪＳ０１毒株具有良好的免疫原性，可以用作疫苗用毒株。
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　　流行性乙型脑炎病是由乙型脑炎病毒（Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａ
ｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ）引起的一种人兽共患传染病［１］。人感染后主要表

现脑炎神经症状，但并不传播。猪乙型脑炎病主要表现为公

猪睾丸炎、母猪繁殖障碍等，多数猪呈隐性感染并表现病毒血

症的形式［２］。患乙型脑炎病以及隐性感染的猪在病毒血症

阶段都可成为最主要的传染源，在自然界总构成猪→蚊→人
的链式传播［３］。该病的流行给养猪业带来巨大经济损失，每

年给我国养猪业造成的经济损失达数十亿元［４］。鉴于感染

乙型脑炎的猪是人类乙型脑炎的重要传染源，因此猪乙型脑

炎的防治在公共卫生方面也具有极其重要的意义［５］。

目前防治猪乙型脑炎病最经济有效的方法仍是接种疫

苗［６］。我国预防猪群流行性乙型脑炎与人乙脑防控应用的

是同一弱毒株ＳＡ１４－１４－２株弱毒活疫苗，虽然已证实该毒株在
人类应用的安全性和有效性［７～８］，但是在猪群中广泛接种人

用乙脑减毒活疫苗的合理性、潜在的危害性还是越来越引起

人们关注。本研究用经过传代筛选获得１株增殖性能稳定的
猪源ＪＥＶ毒株作为疫苗候选株进行相关免疫原性研究，为研
制高效、安全的ＢＨＫ－２１传代细胞系猪源乙型脑炎灭活疫苗
打下基础。

１　材料与方法

１．１　细胞及毒株
ＢＨＫ－２１细胞系购买自 ＡＴＣＣ，ＪＥＶＪＳ０１毒株由江苏省

农业科学院分离、鉴定和保存。

１．２　主要试剂
ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清 （ＦＢＳ）购自 ＧＩＢＣＯ公司；猪

乙型脑炎病毒ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒购自武汉科前动物生
物制品有限责任公司；乙型脑炎弱毒活疫苗购自上海海利生

物药品有限公司。

１．３　病毒培养及含量测定
将细胞生长覆盖率达８０％的 ＢＨＫ２１细胞培养物，去生

长液。按感染复数为０．２％～０．５％接种 ＪＥＶ－ＪＳ株 Ｆ４代病
毒液，加入含２％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ液，３５℃培养。当显微镜下
观察到细胞达７５％ ＣＰＥ（细胞病变）时，冻融收获病毒液。９６
孔板测定病毒滴度，将病毒液用ＤＭＥＭ液作１０倍系列稀释，
取１０－１～１０－７稀释度分别接种，每孔接种量为０．１ｍＬ，同时
设立 ＤＭＥＭ液阴性对照孔。３５℃下培养，观察 ＣＰＥ，计算
ＴＣＩＤ５０。
１．４　灭活疫苗的制备

在病毒液中加入终浓度达到 ０．１％甲醛，于 ３７℃作用
４８ｈ，其间每隔６ｈ搅拌或振摇１次，获得灭活后的病毒液。
将灭活后的病毒液进行灭活检验，用 ＤＭＥＭ液 １∶１０稀释
后，接种细胞同时设立阴性对照孔，３７℃下培养，观察细胞病
变（ＣＰＥ）。盲传３代，如果无细胞病变（ＣＰＥ）则表明灭活完
全。由灭菌的吐温 －８０与灭活病毒液按体积比例４∶９６混
合均匀组成水相。按照体积比为３∶１将油相和水相进行混
合并乳化，制备灭活疫苗。

１．５　ＪＥＶＪＳ０１免疫原性研究
１．５．１　小鼠免疫原性试验　９～１１ｇ清洁级健康小鼠９０只，
随机分成９组，每组１０只。１组为对照组，注射无菌 ＰＢＳ缓
冲液；４组为弱毒活疫苗组，分别取弱毒活疫苗１０－１～１０－４４
个稀释度腹腔注射０．１头份／只；另外４组腹腔接种猪乙型脑
炎灭 活 疫 苗，接 种 剂 量 分 别 为 ０．１、０．０５、０．０２５、
０．０１２５ｍＬ／只，间隔７ｄ后用同等剂量加强免疫１次；加强免
疫７ｄ后用病毒含量为２×１０３ＬＤ５０／０．２ｍＬ的 ＪＥＶ－ＪＳ０１株
病毒液进行强毒腹腔接种攻击。自攻毒之日起逐日观察至
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１４ｄ判定结果（３ｄ内死亡不计）。
１．５．２　仔猪免疫原性评价　用猪乙型脑炎灭活疫苗肌肉注
射４０日龄健康仔猪，分０．５、１．０、２．０ｍＬ／头共３个剂量组，
每组４头；另设对照组３头，注射生理盐水２ｍＬ／头。免疫后
１、２、３、４周分别采血分离血清，用猪乙型脑炎病毒 ＥＬＩＳＡ抗
体检测试剂盒检测血清ＥＬＩＳＡ抗体的，Ｄ６３０ｎｍ!０．３２为阳性。
１．５．３　后备母猪免疫期及抗体消长规律研究　将健康易感
后备母猪２０头进行分组试验，分为４组，每组５头。其中１
组为对照组，其他３组为免疫组。免疫组在配种前４５ｄ肌注
猪乙型脑炎灭活疫苗，接种剂量分别０．５、１．０、２．０ｍＬ／头，间
隔２周后分别用同等剂量疫苗加强免疫１次。对照组，注射
生理盐水２ｍＬ／头。免疫后２周、４周、２月、４月、６月、８月分
别采血分离血清，用猪乙型脑炎病毒 ＥＬＩＳＡ抗体检测试剂盒
检测ＥＬＩＳＡ抗体，Ｄ６３０ｎｍ!０．３２为阳性。

２　结果

２．１　病毒培养及滴度测定
病毒接种细胞７２ｈ后（观察ＣＰＥ达７５％时）冻融收获病

毒液，测定病毒滴度。用Ｋａｒｂｅｒ氏法计算出乙脑病毒ＪＳ０１株
Ｆ５代病毒含量达到１×１０

７．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。
２．２　小鼠免疫原性试验

在第２次免疫后第７天攻毒，逐日观察至第１４天。攻毒
后空白对照组的小鼠从第６天开始表现出神经症状逐渐全部
死亡，活疫苗各剂量免疫组对小鼠的保护率均为１００％（１０／
１０），灭活疫苗各剂量组总健活率为９２．５％。结果表明，该病
毒制备的白油佐剂灭活疫苗也可以刺激机体产生较好的免疫

应答，对小鼠的保护率高（表１）。
表１　ＪＥＶＪＳ０１株攻击免疫小鼠的保护率

组别 免疫剂量 保护率（％）
空白对照 ０
弱毒活疫苗 １０－１ １００

１０－２ １００
１０－３ １００
１０－４ １００

灭活疫苗 ０．１ｍＬ １００
０．０５ｍＬ １００
０．０２５ｍＬ ９０
０．０１２５ｍＬ ８０

２．３　仔猪ＪＥＶＥＬＩＳＡ抗体检测结果
疫苗免疫仔猪后 ＪＥＶＥＬＩＳＡ抗体检测结果表明，所有剂

量组仔猪免疫后免疫１周抗体全部转阳，随后抗体效价逐步
增高，免疫后２～４周抗体效价均维持较高水平（图１）。表明
该ＪＥＶＪＳ０１株对仔猪具有良好的免疫原性，能够较好地刺激
机体产生免疫作用，免疫后仔猪抗体产生快、效价高。

２．４　后备母猪免疫期及抗体消长规律
免疫后２周、４周、２月、４月、６月、８月分别采血分离血

清测定抗体，结果见图２。不同剂量组疫苗免疫后备母猪２
周后ＥＬＩＳＡ抗体全部转阳，第１４天二次免疫后抗体水平均有
大幅度的提升。抗体效价在免疫后２周至６个月均能维持在
较高的水平，免疫后８个月所有剂量组母猪抗体仍全部为阳
性。该结果表明ＪＥＶＪＳ０１株具有较好的免疫原性，免疫后抗

体水平高且持续时间长。

３　讨论

一直以来我国对ＪＥＶ的研究大多集中在人源和蚊源株，
对猪源性ＪＥＶ的研究重视不够，对猪源乙脑毒株相关免疫原
性的研究很少。近年来，国内外学者陆续从猪体中分离出多

株乙脑病毒，关于猪源ＪＥＶ的报道越来越多［９～１０］。然而有研

究表明，一些猪源性分离毒株在分子特征上更接近现行弱毒

株ＳＡ１４－１４－２，进化树分析表明这些分离株与疫苗株的亲缘关
系更近，可能是疫苗株在自然界发生毒力返强或者是与其他

毒株在猪体内发生重组所致［１１～１２］。因此，加大对猪源乙型脑

炎病毒灭活疫苗的开发研究，对解决乙脑减毒活疫苗在猪群

中使用的潜在危害具有重大意义。

近年来，国内外学者陆续开展了猪源乙型脑炎病毒灭活

疫苗的研究工作。乔进平等应用猪源乙脑病毒株 ＧＺ０４０９－
３１制备灭活疫苗免疫动物，结果表明该病毒制备的灭活疫苗
可以刺激机体产生免疫应答和免疫保护性抗体［１３］。Ｙａｎｇ等
应用猪源乙脑病毒ＫＶ１８９９制备灭活疫苗免疫母猪也可以刺
激机体产生免疫保护性抗体［１４］。良好的灭活疫苗需要有良

好的抗原作为基础才能使机体获得最佳的保护性免疫。国内

目前尚无商品化的猪源乙脑灭活疫苗。本研究选用免疫原性

良好的猪源乙脑病毒研究疫苗的免疫效力，为研制高效、安全

的猪乙脑灭活疫苗奠定基础。

本研究选用经ＢＨＫ－２１细胞培养增殖性能稳定 ＪＳ０１株
猪源乙脑病毒作为疫苗用毒株，制备的灭活疫苗可以刺激机

体产生很好的免疫应答，对小鼠具有较高保护率。所有剂量

组疫苗免疫仔猪后１周抗体全部转阳，抗体产生快、效价高。
后备母猪免疫后抗体效价在免疫后６个月均能维持在较高的
水平，免疫后８个月所有剂量组抗体仍全部为阳性，抗体水平
与免疫剂量呈正相关性。免疫试验结果证明该 ＪＥＶＪＳ０１株
具有较好的免疫原性，该病毒制备的灭活疫苗能够刺激机体
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产生免疫保护性抗体和长时间免疫应答，可以用作猪源乙脑

灭活疫苗用毒株。
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中性电化水对泥鳅卵孵化的影响

梁勤朗，吴宗文，李　杰，王尚文，鲍　斌，蒋礼平，黄　平
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　　摘要：制备有杀菌效力、高氧化还原电位的中性杀菌电化水，并采用不同浓度电化水组（以池塘水孵化为对照组）进
行孵化试验。结果表明，１５．００％～２４．２７％中性电化水能有效提高泥鳅卵孵化率，其中２４．２７％浓度组孵化率为８２．９％，
比对照组高９．７百分点。通过显微拍摄对照电化水组和对照组泥鳅卵典型胚胎发育阶段可知，电化水不影响泥鳅卵的
胚胎发育。说明中性电化水可代替化学药品应用于泥鳅卵孵化，有效提高泥鳅卵孵化率，有较大的应用潜力。
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　　泥鳅隶属于鲤形目泥鳅属，其肉质鲜嫩，富含营养价值和
药用价值［１－３］，别称“水中人参”，深受国内外消费者的喜爱。

近年来泥鳅市场需求量日益增大，因此也带动了泥鳅苗种繁

育产业的发展，而孵化用水水质则往往决定其繁育是否成功。

关于泥鳅卵孵化过程中由细菌以及剑水蚤、水蚤为代表的浮

游动物和水生昆虫导致的孵化率与存活率低、鳅苗活力差等

病害时有报道［４］，这已经成为泥鳅规模化人工繁殖技术亟待

解决的问题。中性电化水是一种新型的杀菌、灭藻剂，笔者研

究发现，中性电化水作用 １ｍｉｎ，能完全杀灭菌落对数为
７．３ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）的金黄色葡萄球菌和７．１ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）的

大肠埃希菌。试验结果与武汉工业学院朱玉婵教授等的研究

结果相近，其试验结果表明中性电解水能有效杀灭菌落对数

为 ７．８ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）的 枯 草 杆 菌 黑 色 变 种 芽 孢 和
８．９４ｌｇ（ＣＦＵ／ｍＬ）大肠杆菌［５］，且该项技术成本较低，主要

设备为一次性投入，操作简便，根据养殖户实际需求现制现

用，减免了运输费用。该技术已逐渐应用于医疗卫生、环保等

行业，但在水产养殖行业国内外尚未见相关研究报道。

本研究采用中性杀菌电化水孵化泥鳅卵，以物理方式电

絮凝、电离净化过滤水中杂质，通过产生强氧化性物质代替化

学药品杀灭细菌、水藻和寄生虫，从食物源头杜绝药物残留，

避免造成二次环境污染。通过对照比较泥鳅卵孵化率，确认

中性电化水是否有助于鱼卵孵化，且分次试验不同浓度电化

水，以期探索最适泥鳅卵孵化的电化水浓度，为该技术在水产

养殖中的进一步推广应用提供技术参数。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器设备
１．１．１　试验材料　亲鱼选择四川省双流县万福省级繁育场，
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