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易鑫， 袁雪松， 钟纯燕， 等． 猪传染性胃肠炎病毒、 猪流行性腹泻病毒、 猪 δ 冠状病毒三联灭活疫苗的安全性和免疫持续期研究 ［ Ｊ］ ． 畜牧与兽

医， ２０２５， ５７ （５）： ９３－９８．
ＹＩ Ｘ， ＹＵＡＮ Ｘ Ｓ， ＺＨＯＮＧ Ｃ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＥＶ， ＰＥＤＶ ａｎｄ ＰＤＣｏＶ ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ
Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （５）： ９３－９８．

猪传染性胃肠炎病毒、 猪流行性腹泻病毒、 猪 δ冠状病毒
三联灭活疫苗的安全性和免疫持续期研究

易鑫１，２＃， 袁雪松２，３＃， 钟纯燕４， 蔡旭航２，５， 郭容利２，
李基棕２，３，６∗， 李彬２，３，６∗， 贡嘎１∗

（１􀆰 西藏农牧学院动物科学学院， 西藏 林芝　 ８６００００；
２􀆰 江苏省农业科学院兽医研究所 ／ 农业农村部兽用生物制品工程技术重点实验室， 江苏 南京　 ２１００１４；

３􀆰 南京农业大学动物医学院， 江苏 南京　 ２１００９５； ４􀆰 黔西南民族职业技术学院生物工程系， 贵州 兴义　 ５６２４００；
５􀆰 西北农林科技大学动物医学院， 陕西 杨凌　 ７１２０００； ６􀆰 江苏大学生命科学学院， 江苏 镇江　 ２１２０１３；）

摘要： 旨在探究以猪传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ） ＳＨＸＢ 株、 猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） ＺＪ ／ １５ 株和猪 δ 冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ） ＬＹＧ ／ １４ 株制成的

ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 三联灭活疫苗的安全性和免疫持续期。 将 ３ 种病毒灭活、 乳化、 制备成为疫苗， １５ 头 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 抗原抗体阴

性的健康仔猪分为 ２ 组， 分别接种 ２ 和 ４ ｍＬ 疫苗， 观察三联灭活疫苗的安全性并检测其二免 １０ ｄ 至 ６ 个月血清中和抗体效价及 ＥＬＩＳＡ 抗体效价。
结果显示： 仔猪注射 ２ 和 ４ ｍＬ 疫苗后均存活， 精神状态良好， 体温、 食欲皆正常， 接种部位吸收良好， 无肿胀溃烂等不良情况发生； 在二免１０ ｄ
后， ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 平均中和抗体水平分别为 １ ∶ １ ０２４、 １ ∶ ６４ 以及 １ ∶ １ ０２４， 且 ＥＬＩＳＡ 结果也全部转为阳性； 中和抗体能持续到二免后

５ 个月， 中和抗体效价分别为 １ ∶ ３２、 １ ∶ ３２ 以及 １ ∶ ３２。 提示： 该三联灭活疫苗安全性优良， 且免疫持续时间长， 为疫苗的推广奠定了基础。

关键词： 猪传染性胃肠炎病毒； 猪流行性腹泻病毒； 猪 δ 冠状病毒； 三联灭活疫苗； 安全性； 免疫原性
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＥＶ， ＰＥＤＶ， ａｎｄ ＰＤＣｏＶ ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｅ
ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ａｎｄ ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ＴＧＥＶ （ＳＨＸＢ ｓｔｒａｉｎ）， ＰＤＣｏＶ （ＬＹＧ ／ １４ ｓｔｒａｉｎ）， ａｎｄ ＰＥＤＶ （ＺＪ ／ １５ ｓｔｒａｉｎ）．

　
收稿日期： ２０２４－０６－１２； 修回日期： ２０２５－０３－１２
基金项目： 国家重点研发计划项目 （２０２３ＹＦＤ１８０１３０３）； 江苏省农业科技自主创新资金项目 （ＣＸ （２４） ２００１）
第一作者： 易鑫， 男， 硕士研究生； 袁雪松， 男， 硕士研究生。＃共同第一作者
∗通信作者： 李基棕， 副研究员， 研究方向为动物腹泻病防控技术， Ｅ－ｍａｉｌ： ｌｉｊｉｚｏｎｇ２２＠ ｓｉｎａ􀆰 ｃｏｍ； 李彬， 研究员， 研究方向为动物腹泻病防

控技术， Ｅ－ｍａｉｌ： ｌｉｂｉｎａｎａ＠ １２６􀆰 ｃｏｍ； 贡嘎， 副教授， 研究方向为高原动物传染病学， Ｅ－ｍａｉｌ： ｘｚｌｚｇｇ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。
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Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ， ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ａｔ １０ ｄａｙｓ ｔｏ
６ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ｆｉｆｔｅｅｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｉｇｌｅｔｓ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ＴＧＥＶ， ＰＥＤＶ ａｎｄ ＰＤＣｏＶ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｎｄ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ
ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ ｍＬ ａｎｄ ４ ｍＬ ｖａｃｃｉｎｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｌｌ ｐｉｇｌｅｔｓ ｓｕｒｖｉｖｅｄ ａｆｔｅｒ ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ， ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｍｅｎｔａｌ
ｓｔａｔｅ， ｎｏｒｍａｌ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ａｐｐｅｔｉｔｅ． Ｂｅｓｉｄｅｓ， ｔｈｅ ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ｗｅｌｌ－ａｂｓｏｒｂｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ， ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｗｅｌｌｉｎｇ
ｏｒ ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ａｆｔｅｒ １０ ｄａｙｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｍｅａｎ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＥＶ， ＰＥＤＶ ａｎｄ ＰＤＣｏＶ ｗｅｒｅ １ ∶ １ ０２４，
１ ∶ ６４ ａｎｄ １ ∶ １ ０２４， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ａｎｄ ａｌｌ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｔｕｒｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ． Ｔｈｅ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｌａｓｔｅｄ ｕｐ ｔｏ ５ ｍｏｎｔｈｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉ⁃
ｚａｔｉｏｎ； ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＥＶ， ＰＥＤＶ ａｎｄ ＰＤＣｏＶ ｗｅｒｅ １ ∶ ３２， １ ∶ ３２ ａｎｄ １ ∶ ３２， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｌｏｎｇ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｖａｃｃｉｎｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＴＧＥＶ； ＰＥＤＶ； ＰＤＣｏＶ； ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ； ｓｅｃｕｒｉｔｙ； ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　 　 传染性胃肠炎病毒 （ＴＧＥＶ）、 猪流行性腹泻病

毒 （ＰＥＤＶ） 和猪 δ 冠状病毒 （ＰＤＣｏＶ） 都属于冠状

病毒科成员。 ＴＧＥＶ 主要传播途径是粪口传播、 呼吸

道传播和母乳喂养传播［１］。 所有日龄的仔猪易感

ＴＧＥＶ， 由 ＴＧＥＶ 引起的仔猪腹泻多发于冬春季， 其

疾病严重程度与感染仔猪的年龄呈负相关。 １ 周龄以

内的仔猪发病率、 死亡率最高， 临床表现为水样腹

泻、 呕吐、 腥臭和夹杂有未消化的凝乳块。 ２ 周龄仔

猪为呕吐、 水样腹泻和脱水症状。 成年猪的症状包括

短期体温升高、 呕吐、 腹泻、 厌食和母猪停止泌乳，
死亡很少［２］。 ＰＥＤＶ 传播途径广， 主要经粪口、 鼻腔

黏膜、 母乳传播给仔猪［３－４］。 各年龄段仔猪易感

ＰＥＤＶ， 由 ＰＥＤＶ 引起的腹泻多发于冬春季， 集中于

无特异性免疫力和特异性免疫力低下的哺乳仔猪、 架

子猪和育肥猪。 不同年龄猪群感染后症状不同， ７ 日

龄内仔猪感染后表现为严重腹泻、 呕吐、 脱水等症状

甚至死亡； ２～４ 周龄仔猪为轻度腹泻； ８ ～ １２ 周龄仔

猪无临床症状， 但产生针对 ＰＥＤＶ 的特异性抗体［４］。
ＰＤＣｏＶ 传播的主要途径可能是粪口途径［５］。 ＰＤＣｏＶ
可感染各个年龄段的猪， 对仔猪的致死率高达 ３０％ ～
５０％［６］， 临床表现为呕吐、 急性腹泻、 脱水等。 仔猪

感染 ＰＤＣｏＶ 后表现的临床症状严重程度往往低于

ＰＥＤＶ［７］。 有研究显示， ＰＤＣｏＶ 可以感染 ５ 种动物来

源的 １０ 种细胞系， 还可以跨物种感染禽类、 哺乳动

物［８］。 ２０２１ 年有研究人员在患有急性发热性疾病的

儿童血浆样品中检测到 ＰＤＣｏＶ， 提示该病毒具有感

染人的风险［９］。
在猪生产实践中， 病毒性腹泻严重影响猪生产性

能， 给我国养猪业带来巨大损失， 复杂的病原构成和

病毒的变异是导致猪病毒性腹泻难以根治的重要原

因。 猪群常发生混合感染， 为临床诊断与疫病防控增

加了难度［１０］。 合理的免疫疫苗则会十分有效地减少

经济损失， 减少猪腹泻病原的流行性传播。 目前

ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ 疫苗是控制猪病毒性腹泻的主要疫苗，

且大多数商品化的 ＴＧＥＶ 疫苗是以减毒活疫苗或灭活

疫苗结合 ＰＥＤＶ 或者 ＰｏＲＶ 制备为二联或三联疫苗，
缺乏针对 ＰＤＣｏＶ 的特异性疫苗。 近年来， 我国学者

已开发多种 ＰＤＣｏＶ 疫苗， 例如灭活疫苗、 减毒活疫

苗、 亚单位疫苗和病毒载体疫苗等。 目前， 国内多所

高校与多家单位联合研制 ＰＤＣｏＶ 疫苗已获临床试验

批件， 进入临床研究阶段［１１］。
目前尚无有效的 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 三联疫

苗， 因此本研究利用 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ ３ 株毒

株制备了猪腹泻病三联灭活疫苗， 并对其安全性及免

疫持续期进行评价， 以期研制一种能够有效预防 ３ 种

仔猪病毒性腹泻病， 减少养猪业由腹泻造成的损失。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞及毒株

ＳＴ 细胞、 Ｖｅｒｏ 细胞、 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞由江苏省农

科院兽医研究所保存。
ＴＧＥＶ ＳＨＸＢ 株和 ＰＤＣｏＶ ＬＹＧ ／ １４ 株， 由江苏省

农业科学院兽医研究所分离、 鉴定和保存； ＰＥＤＶ
ＺＪ ／ １５ 株， 由浙江大学分离鉴定。
１􀆰 ２　 主要试剂

高糖 ＤＭＥＭ 购自上海源培生物科技公司， 胎牛

血清购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司， 胰酶－ＥＤＴＡ 消化

液购自南京生航生物技术有限公司， 甲醛购自广东省

精细化学品工程技术研究开发中心， Ｇｅｌ ０１ 佐剂购自

法国 Ｓｅｐｐｉｃ 公司。
１􀆰 ３　 试验动物

３～５ 日龄 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 抗原抗体阴性

猪， 购自扬州某猪场。
１􀆰 ４　 病毒增殖

取生长良好的 ＳＴ、 Ｖｅｒｏ 及 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞， 分别

使用含终浓度为 ２０ ～ ３０、 ５０ ～ ６０ 和 ２０ ～ ３０ μｇ ／ ｍＬ 胰

酶的无血清培养基稀释至 ３􀆰 ０×１０６、 ２􀆰 ５×１０６、 ４􀆰 ０×
１０６个 ／ ｍＬ， 按照病毒感染复数 （ＭＯＩ） 为 ０􀆰 １～０􀆰 ２、
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０􀆰 ００５ ～ ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ００５ ～ ０􀆰 ０１ 接 入 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、
ＰＤＣｏＶ， 置 ３７ ℃、 １３０ ｒ ／ ｍｉｎ， 含 ５％ ＣＯ２ 细胞培养

箱继续培养 ２４～３６ ｈ、 ４８～５４ ｈ、 ２４～３６ ｈ， 收取细胞

培养物进行病毒含量测定。
１􀆰 ５　 病毒半数组织培养感染量 （ＴＣＩＤ５０） 测定

采用 ９６ 孔培养板进行， 将培养的 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ
和 ＰＤＣｏＶ 用含 ５􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 胰酶的 ＤＭＥＭ 培养液分别

做 ８ 个梯度稀释， 即 １０－１ ～ １０－８稀释再分别接种于已

长成单层 ＳＴ、 Ｖｅｒｏ 及 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞， 每个稀释度设

置 ８ 个复孔， １００ μＬ ／孔， 置 ３７ ℃ 细胞培养箱， 在

９６ ｈ 内观察并记录出现细胞病变效应 （ＣＰＥ）。 根据

Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒的 ＴＣＩＤ５０。
１􀆰 ６　 病毒灭活及灭活检验

向病毒滴度合格的 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ 和 ＰＤＣｏＶ 病毒

液中分别加入终浓度为 ０􀆰 １％甲醛溶液， ３７ ℃ 灭活

２４ ｈ。 灭活后的病毒液用病毒维持液 １０ 倍稀释后，
接种在生长状态良好的细胞上 ３７ ℃培养 ５ ｄ。 设置未

接种的细胞为对照， 培养 ５ ｄ， 每日观察病变。 冻融

１ 次收获细胞培养液， 再按上述方法盲传 ２ 代， 观

察 ＣＰＥ， 灭活病毒液和对照细胞均应无细胞病变

产生。
１􀆰 ７　 疫苗的配制

使用无菌 ＰＢＳ 溶液将灭活好的 ３ 种病毒液

（ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ 和 ＰＤＣｏＶ） 分别稀释至 １０８􀆰 ０、 １０７􀆰 ０

和 １０７􀆰 ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 将稀释好的 ３ 种病毒液按 １ ∶ ５ ∶
３ （质量比） 混合均匀， 然后与 Ｇｅｌ ０１ 佐剂按照 ９ ∶ １
的比例 （质量比） 混合， 低速搅拌 ３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ８　 无菌检验

按现行 《中国兽药典》 附录检验， 步骤如下：
配制若干硫乙醇盐酸流体培养基 （ＴＧ） 和酪胨琼脂

培养基 （ＧＡ） 分别用于厌氧菌和需氧菌的检查， 将

配制的半成品疫苗用倾注法接种于上述两种培养基

上， 置于 ３７ ℃和 ２５ ℃两种条件下培养 ７ ｄ， 观察是

否有菌落生长。
１􀆰 ９　 疫苗的安全性试验

将 １５ 头 ３ ～ ５ 日龄仔猪随机分为 ３ 组， 每组 ５
头， 第 １ 组颈部肌肉注射 ２􀆰 ０ ｍＬ 疫苗， 第 ２ 组颈部

肌肉注射 ４􀆰 ０ ｍＬ 疫苗， 第 ３ 组颈部肌肉注射 ４ ｍＬ 生

理盐水作为对照组。 连续观察 １４ ｄ， 每日测量体温，
观察是否有食欲、 精神异常现象， 接种部位是否有明

显肿胀溃烂等不良反应。

１􀆰 １０　 疫苗免疫效力试验方法

１􀆰 １０􀆰 １　 中和抗体效价检测

上述疫苗首免后 ２１ ｄ 进行二次免疫。 疫苗接种

后分别于首免后 １４ ｄ， 二免后 １０ ｄ、 １ 个月、 ２ 个月、
５ 个月及 ６ 个月采血， 分别检测其 ＰＥＤＶ、 ＴＧＥＶ、
ＰＤＣｏＶ 中和抗体效价。

将待检血清 ５６ ℃ 灭活 ３０ ｍｉｎ， 以 ＴＧＥＶ 为例，
在 ９６ 孔细胞版中用高糖 ＤＭＥＭ 将血清作 ８ 个稀释

度， 即 １０－１ ～１０－８， 并设置阴性血清与阳性血清对照。
将 ＴＧＥＶ 病毒液用高糖 ＤＭＥＭ 稀释至 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／
０􀆰 １ ｍＬ 与稀释后的血清等体积混合， 置于 ３７℃ 含

５％ ＣＯ２ 细胞培养箱感作 １ ｈ 后， 按 １００ μＬ ／孔接种于

长满单层 ＳＴ 细胞的 ９６ 孔板中 （ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 分别

接种于 Ｖｅｒｏ、 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞）。 将细胞培养板置于

３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中吸附 ２􀆰 ５ ｈ （ ＰＥＤＶ、
ＰＤＣｏＶ 分别吸附 ２ ｈ、 ３ ｈ）。 吸附结束后， 将 ９６ 孔板

中的细胞用高糖 ＤＭＥＭ 清洗 ３ 次， 加入维持液 １２０
μＬ ／孔 （ＴＧＥＶ 病毒维持液为 ５ μｇ ／ ｍＬ 接毒用胰酶的

高糖 ＤＭＥＭ， ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 病毒维持液为含 １０
μｇ ／ ｍＬ 接毒用胰酶的高糖 ＤＭＥＭ）， 置 ３７ ℃ 含 ５％
ＣＯ２ 细胞培养箱 ３～５ ｄ， 每日观察并记录 ＣＰＥ。 以细

胞不发生病变的最高稀释倍数为被检血清的中和

效价。
１􀆰 １０􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体检测方法

疫苗接种后分别于首免后 １４ ｄ， 二免后 １０ ｄ、 １
个月、 ２ 个月、 ５ 个月及 ６ 个月采血， 按照文献

［１２］ 建立的间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法， 检测其 ＴＧＥＶ、
ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ ＩｇＧ 抗体效价。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病毒增殖

使用生长良好的 ＳＴ、 Ｖｅｒｏ 及 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞进行

病毒增殖。 结果显示， ＳＴ、 Ｖｅｒｏ 及 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞在

接种病毒前， 生长形态良好， 排列整齐； 分别接种

ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ ２４ ｈ 后， 出现不同形态的病

变特征， 如图 １ 所示。
２􀆰 ２　 病毒 ＴＣＩＤ５０

经测定， 收获的 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 病毒液

病毒含量分别为 １０７􀆰 ５、 １０８􀆰 ５和 １０７􀆰 ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 将其

分别稀释成 １０７􀆰 ０、 １０８􀆰 ０和 １０７􀆰 ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 以满足配

制疫苗的要求。
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Ａ． 正常 ＳＴ 细胞； Ｂ． 接种 ＴＧＥＶ ２４ ｈ 后细胞病变； Ｃ． 正常 Ｖｅｒｏ 细胞； Ｄ． 接种 ＰＥＤＶ ２４ ｈ 后细胞病变； Ｅ． 正常 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细胞； Ｆ． 接种

ＰＤＣｏＶ ２４ ｈ 后细胞病变。 标尺＝ １００ μｍ （Ａ、 Ｂ）， 标尺＝ ５０ μｍ （Ｃ、 Ｄ、 Ｅ、 Ｆ）。

图 １　 ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 接种前后细胞形态特征

２􀆰 ３　 半成品检验

２􀆰 ３􀆰 １　 无菌检验

按现行 《中国兽药典》 附录检验， 结果显示，
含硫乙醇酸盐流体 （ ＴＧ） 小管、 酪胨琼脂培养基

（ＧＡ） 斜面在 ３７ ℃条件和 ２５ ℃条件培养 ７ ｄ 均无菌

生长， 即无菌检验合格。
２􀆰 ３􀆰 ２　 灭活检验

制苗用的 ３ 种病毒液 （ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ）
经甲醛溶液灭活后， 分别经 ＳＴ、 Ｖｅｒｏ 及 ＬＬＣ－ＰＫ１ 细

胞盲传两代， 结果显示均无可见 ＣＰＥ 出现， 同时对

照组细胞也无 ＣＰＥ 出现。
２􀆰 ４　 灭活疫苗的检验

经 ３ 种病毒稀释液混合后， 再与佐剂混合搅拌，
制备的疫苗外观为均匀水性混悬液， 久置后底部有少

量沉淀， 振荡后呈均匀水性混悬液， 性状符合质量

标准。
２􀆰 ５　 疫苗的安全性试验

颈部肌肉注射 ２􀆰 ０、 ４􀆰 ０ ｍＬ 灭活疫苗及 ４􀆰 ０ ｍＬ
生理盐水对照组仔猪， 在接种后 １４ ｄ 均存活， 精神

状态均良好， 体温、 采食、 饮水情况皆正常， 接种部

位吸收良好， 无肿胀溃烂等不良情况发生， 说明三联

灭活疫苗的安全性优良。
２􀆰 ６　 疫苗免疫效力试验

２􀆰 ６􀆰 １　 中和抗体检测

如图 ２ 所示， 首免 １４ ｄ 后， ７０％ （７ ／ １０） 的仔

猪出现大于 １ ∶ ８ 的 ＴＧＥＶ 中和抗体 （中和抗体阳

性）； 二免后 １０ ｄ 所有仔猪的 ＴＧＥＶ 中和抗体水平显

著提升， １００％ （１０ ／ １０） 的仔猪 ＴＧＥＶ 中和抗体高于

１ ∶ １２８； 二免后 １ 个月 ＴＧＥＶ 中和抗体水平达到峰

值， 为 １ ∶ １ ０２４； 二免后 ５ 个月依旧有 １００％ （１０ ／
１０） 的仔猪有 ＴＧＥＶ 中和抗体， 直到二免后 ６ 个月仍

有 ４０％ （４ ／ １０） 的仔猪中和抗体阳性。
首免 １４ ｄ 后， 有 ６０％ （６ ／ １０） 的仔猪出现大于

１ ∶ ８ 的 ＰＥＤＶ 中和抗体 （中和抗体阳性）； 二免后

１０ ｄ 仔猪 ＰＥＤＶ 中和抗体水平达到峰值， 为 １ ∶ ６４，
且 ７０％ （７ ／ １０） 的仔猪 ＰＥＤＶ 中和抗体高于 １ ∶ ３２；
二免后 ５ 个月依旧有 ９０％的仔猪有 ＰＥＤＶ 中和抗体，
直到二免后 ６ 个月仍有 ７０％ （７ ／ １０） 的仔猪中和抗

体阳性。
首免 １４ ｄ 后， 有 ９０％ （９ ／ １０） 的仔猪出现大于

１ ∶ ８ 的 ＰＤＣｏＶ 中和抗体 （中和抗体阳性）； 二免后

１０ ｄ ＰＤＣｏＶ 中和抗体水平达到峰值， 为 １ ∶ １ ０２４，
且 ９０％ （９ ／ １０） 的仔猪 ＰＤＣｏＶ 中和抗体高于 １ ∶
１２８； 二免后 ５ 个月依旧有 ９０％ （９ ／ １０） 的仔猪有

ＰＤＣｏＶ 中和抗体， 直到二免后 ６ 个月仍有 ４０％ （４ ／
１０） 的仔猪中和抗体阳性。

结果说明三联灭活疫苗的免疫保护至少可以持续

到二免后 ５ 个月内。
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图 ２　 仔猪免疫后 ＴＧＥＶ （Ａ）、 ＰＥＤＶ （Ｂ）、 ＰＤＣｏＶ （Ｃ） 中和抗体效价比较

２􀆰 ６􀆰 ２　 间接 ＥＬＩＳＡ ＩｇＧ 抗体检测

疫苗免疫后， 所有仔猪产生相应抗体， ＴＧＥＶ 在

二免 １ 个月达到峰值， ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 在二免 １０ ｄ 达

到峰值， 随后抗体水平逐渐减少， 直到二免后 ５ 个月

抗体依旧呈阳性， 如图 ３ 所示。 表明三联疫苗具有良

好的免疫原性， 预期能够产生较好的免疫保护效果。

图 ３　 仔猪免疫后 ＴＧＥＶ （Ａ）、 ＰＥＤＶ （Ｂ）、 ＰＤＣｏＶ （Ｃ） 间接 ＥＬＩＳＡ 抗体消长规律比较

３　 讨论

仔猪病毒性腹泻因其较高的流行率与致死率， 对

我国养猪产业造成极大的经济损失。 不只是国内， 其

在世界范围内也造成重大的影响， 自 ２０ 世纪以来，
ＰＥＤＶ 在欧洲［１３］、 亚洲［１４－１５］ 与美洲［１６］ 都造成过大范

围流行； ＴＧＥＶ 也曾是引起仔猪腹泻并死亡的主要原

因［１７］； 而 ＰＤＣｏＶ 作为一种新发的仔猪腹泻病原， 已

经能够在全球各地被广泛地检测出来［１８］。 作为能够

引起仔猪腹泻的病原， ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ 与 ＰＤＣｏＶ 所引

起的临床症状相似， 不易分辨， 并且这 ３ 种冠状病毒

常呈混合感染， 例如 ２０１２ 年 １１ 月至 ２０１５ 年 ３ 月，
江西省 ＰＥＤＶ 与 ＰＤＣｏＶ 混合感染率有 １９􀆰 ６６％［１９］；
河南省 １０１ 份 ＰＤＣｏＶ 阳性病料中有 ６１ 份 （６０􀆰 ４０％）
检出了 ＰＥＤＶ 阳性［６］； 韦学雷等［２０］ 对河南省 １７６ 份

猪腹泻样品进行多重 ＲＴ－ＰＣＲ 检测， 发现 ２ 份病料

存在 ＰＤＣｏＶ、 ＰＥＤＶ 和 ＴＧＥＶ 混合感染情况， 而

ＴＧＥＶ 阳性病料仅 ４ 份。 所以开发一种能够同时对这

三种腹泻病原起到保护效果的疫苗， 对解决病毒性腹

泻在仔猪上的传播有着重大的意义。
目前防控由冠状病毒引发的仔猪腹泻最有效的方

法依旧是疫苗免疫。 Ｃａｏ 等［２１］ 将分离出来的 ＰＤＣｏＶ
ＮＨ 株灭活， 制备成 ＰＤＣｏＶ 灭活苗， 其免疫保护率

可达到 ８７􀆰 １％， 且免疫组的临床症状与病理变化皆

较攻毒对照组有所减弱。 佟有恩等［２２］ 研制过 ＰＥＤＶ、
ＴＧＥＶ 二联灭活疫苗与二联弱毒活疫苗， 二联灭活苗

的被动免疫保护率有 ８５􀆰 １％， 而二联活疫苗的被动

免疫保护率可达到 ９７􀆰 ７％， 但弱毒苗存在一定的安

全问题， 适合紧急预防接种。 目前市面上还没有

ＴＧＥＶ、 ＰＥＤＶ、 ＰＤＣｏＶ 三联灭活疫苗， 所以经常出

现仅免疫一种疫苗后仔猪依旧发生腹泻的情况， 而同

时免疫多种疫苗又可能会提高成本， 耗时耗力。 刘德

琴等［２３］利用生物反应器微载体细胞培养技术将配苗

的 ＰＥＤＶ 滴度提高到 １０－８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 制成能够提供

较高免疫保护效果并增加母猪初乳抗体水平的灭活

苗。 马思奇等［２４］ 将滴度为 １０８􀆰 ０ ～ １０８􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的

ＰＥＤＶ 与 ＴＧＥＶ 制成二联灭活苗也产生了较好的主动

及被动免疫保护效果。 本次试验将配苗的 ＴＧＥＶ、
ＰＥＤＶ 和 ＰＤＣｏＶ 滴度分别提高到 １０９􀆰 ５、 １０８􀆰 ５和 １０８􀆰 ５

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 病毒滴度均高于同类产品。 仔猪接种该

疫苗后均存活， 且精神、 食欲皆正常， 接种部位吸收

良好， 无不良情况发生。
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综上， 本研究选用 ＴＧＥＶ （ ＳＨＸＢ 株）、 ＰＥＤＶ
（ＺＪ ／ １５ 株） 和 ＰＤＣｏＶ （ＬＹＧ ／ １４ 株） 制备成的三联

灭活疫苗可以使免疫仔猪产生较高的中和抗体水平与

ＥＬＩＳＡ 抗体水平， 且其一直从二免 １０ ｄ 持续到二免 ６
个月， 抗体水平与免疫剂量呈正相关。 本研究为解决

由冠状病毒引起的仔猪腹泻提供了新的方向。
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