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摘要： 旨在评价伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ） 三基因缺失疫苗株和 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 株对绵羊的安全性及其对变异毒株 ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 攻毒的保护作用。 使用实

验室构建的 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－三基因缺失疫苗株和 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗株以不同剂量免疫 ６ 月龄的绵羊， 再以变异株 ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 攻毒， 检测免

疫后的抗体水平、 攻毒后的体温变化、 临床症状、 排毒情况及各组织带毒量等指标， 探究其安全性和保护作用。 结果： １×１０５ＴＣＩＤ５０ ／ 头份或 １×

１０６ＴＣＩＤ５０ ／ 头份的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 和 １×１０６ ＴＣＩＤ５０ ／ 头份的 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－三基因缺失疫苗株免疫绵羊后无不良反应， 攻毒后 ２ 周内体重保持

增加， 而 １０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组和攻毒对照组攻毒后体重下降； 肛拭子和咽拭子的抗原检测表明， １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／

ｇＥ－ ／ ＴＫ－或 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组攻毒后排毒量均低于 １０５ ＴＣＩＤ５０ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－和 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组。 综上， 对于目前流行的 ＰＲＶ 变异毒

株， １×１０５ＴＣＩＤ５０ ／ 头份的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗或 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫苗均不能为羊提供抵抗 ＰＲＶ 变异毒株致死性攻击的临床保护， 而

１×１０６ＴＣＩＤ５０ ／ 头份的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗和 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫苗均能提供部分临床保护。
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ｇｅｎｅ－ｄｅｌｅｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｄ ａｎ ｅｑｕａｌ ｓａｆｅｔｙ ｉｎ ｓｈｅｅｐ． Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｇａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｔｈｅ １×１０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ ｖａｃ⁃
ｃｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ． Ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｔａｌ ｓｗａｂｓ
ａｎｄ ｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｓｗａｂｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｔｈｅ １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ ｏｒ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｍｍｕ⁃
ｎｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ １０５ ＴＣＩＤ５０ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｇｒｏｕｐｓ． Ｆｏｒ ｖＰＲＶ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ｃｉｒｃｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｆｉｅｌｄ， ｎｅｉｔｈｅｒ
ｔｈｅ １×１０５ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ ｖａｃｃｉｎｅ ｎｏｒ ｔｈｅ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ ｇｅｎｅ－ｄｅｌｅｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｖｉｄｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｆａｔａｌ
ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｏｆ ｖＰＲＶ ｉｎ ｓｈｅｅｐ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅ １×１０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｒ ｔｈｅ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ ｇｅｎｅ－ｄｅｌｅｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｈｅｅｐ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ； ｇｅｎｅ－ｄｅｌｅｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ； Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１； ｓｈｅｅｐ； ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 伪狂犬病病毒 （ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ， ＰＲＶ） 是疱

疹病毒科 α 疱疹病毒亚科的一员［１］， 是伪狂犬病或

称奥杰斯基病的病原体。 ＰＲＶ 感染可导致神经功能

障碍、 呼吸窘迫、 体重减轻、 仔猪死亡和流产［２］。
２０１１ 年以来， 国内许多猪场出现伪狂犬病， 遭受了

巨大的经济损失， 此次流行已被证实是由一种变异的

ＰＲＶ 毒株引起的。 该变异株具有较高的毒力和抗原

变异， 被认为是引起伪狂犬病发病的主要原因［３－４］。
一些研究也表明， Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 株疫苗不能提供针对

新出现的 ＰＲＶ 变异株的完全保护［５－７］， 养殖场迫切

需要能够针对变异株的有效疫苗。
ｇＥ ／ ｇＩ 基因与 ＰＲＶ 的体外复制和免疫原性有关，

缺失这 ２ 个基因的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 株过去被证明是一种

安全有效的疫苗株， 广泛应用于猪伪狂犬病疫苗的生

产［８－９］。 Ｑｉｕ 等［１０］ 证明基于 ＴＪ 株的 ｇＥ ／ ｇＩ 缺失型

ＰＲＶ ｒＰＲＶＴＪ－ｄｅｌ ｇＥ ／ ｇＩ 能够导致绵羊发病和死亡，
这表明 ｒＰＲＶＴＪ－ｄｅｌ ｇＥ ／ ｇＩ 在某些动物中缺乏安全性。
Ｋｏｎｇ 等［１１］发现绵羊中暴发的伪狂犬病是由一种减毒

活疫苗 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 引起的， 这说明 ｇＥ 和 ｇＩ 基因的

缺失可能不足以减弱 ＰＲＶ 的致病性。 因此， 为了更

有效地控制伪狂犬病， 有必要开发一种更安全、 更有

效的疫苗。
２０ 世纪 ８０ 年代 Ｋｉｔ 等［１２］ 和 Ｐｏｓｔ 等［１３］ 发现胸苷

激酶 （ＴＫ） 基因与潜伏病毒颗粒的长期潜伏和活化

过程密切相关。 敲除 ＴＫ 基因可导致 ＰＲＶ 毒力显著

降低， 同时在神经组织中的复制能力也大大降低， 但

不影响免疫原性［１４－１５］。 近年来， 一些研究者以变异

株为基础研制出了几种候选疫苗株， 包括基于 ＳＭＸ
毒株的 ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＴＫ 缺失的 ＰＲＶ［１６］ 和基于伪狂犬病 ＴＪ
毒株的 ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＴＫ 缺失的 ＰＲＶ［８］。 据报道， 这些疫苗

能对受到 ＰＲＶ 变异毒株攻击的猪提供有效保护， 对

其他易感动物 （如小鼠和绵羊） 也具有安全性。 相

对于猪， 绵羊对 ＰＲＶ 更为敏感， 在用半数组织培养

感染量 （ＴＣＩＤ５０） 法进行的 ＰＲＶ 对绵羊的致病力研

究中， 发现 １０６ＴＣＩＤ５０ ／头份的 ＰＲＶ 攻毒后的绵羊往

往以死亡告终［１７－１８］。 因此， 绵羊是评估伪狂犬病疫

苗安全性、 免疫效力较为理想的动物模型。

本研 究 所 用 的 ｖＰＲＶ － ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 是 以

ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 为亲本构建的 ｇＥ ／ ｇＩ ／ ＴＫ 基因缺失突变株。
为评价其对易感动物的安全性和免疫保护力， 采用不

同剂量的 ｖＰＲＶ －ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 基因缺失疫苗或

Ｂａｒｔｈａ－ｋ６１ 疫苗接种绵羊， 观察其临床症状、 体液免

疫反应、 攻毒后的存活率、 体重及病理变化， 比较 ２
种疫苗在绵羊的安全性及其免疫效力， 探讨该基因缺

失疫苗株作为一种候选疫苗毒株的可行性。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要材料与试剂

ＰＲＶ ／ ＸＪ５ 是本实验室于 ２０１４ 年从江苏省扬州市

某猪场一例伪狂犬病例中分离到的一个变异毒株［１８］。
ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－是本实验室基于 ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 毒

株构建的基因缺失疫苗株。 在 Ｖｅｒｏ 细胞 （美国典型

培养物保藏中心编号 ＡＴＣＣ®ＣＣＬ－８１ＴＭ） 中培养用于

免疫和攻毒的病毒。 用 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法检测病毒在

Ｖｅｒｏ 细胞中滴度［１９］。 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 商品化疫苗购自梅

里亚公司， １ × １０６􀆰 ３ ＴＣＩＤ５０ ／头份， 使用前用 ＤＭＥＭ
稀释至 １ × １０５ ＴＣＩＤ５０ ／头份或 １ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／头份。
ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 株用同样方法稀释至 ２ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／头份。
伪狂犬病特异性 ｇＥ 和 ｇＢ 抗体检测试剂盒购自爱德

士公司。
１􀆰 ２　 动物和设施

６ 月龄雌性绵羊购自江苏省泰州市海伦绵羊养殖

场。 该场无伪狂犬病和布鲁氏菌病病史。 伪狂犬病的

病原和抗体， 以及布鲁氏菌病病原经检测均为阴性。
试验前， 各组分别在单独的圈舍内进行 １ 周的环境

适应。
１􀆰 ３　 安全性和同居感染试验绵羊的分组

选取 １４ 只绵羊， 随机分为 ４ 组， ３ 个试验组每

组 ４ 只， １ 个对照组 ２ 只， 打耳标便于追踪。 试验组

每组 ３ 只羊分别肌肉注射 １ × １０５ ＴＣＩＤ５０ ／头份的

ｖＰＲＶ － ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－、 １ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／头 份 的

ｖＰＲＶ － ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－、 １ × １０５ ＴＣＩＤ５０ ／头 份 的

Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗， 每组剩余 １ 只不接种疫苗的同居

羊， 作为哨兵动物； 阴性对照组的 ２ 只羊仅注射同剂
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量的 ＤＭＥＭ。
１􀆰 ４　 安全性和同居感染试验指标测定

免疫后 ２１ ｄ 内， 监测临床体征和直肠温度， 每

天 ２ 次。 每周对每只绵羊进行称重。 免疫后第 １ 周

内， 第 １， ３， ５， ７ 天采集每只绵羊的咽拭子和肛拭

子， 接种 Ｖｅｒｏ 细胞， 每天在显微镜下检查和记录细

胞病变 （ＣＰＥ）， 并通过 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法测定每个样

品的 ＴＣＩＤ５０
［１９］； 免疫后每周采集每只绵羊的血液样

本， 按照试剂盒说明书检测伪狂犬病特异性 ｇＢ 和 ｇＥ
抗体， 判定标准为： Ｓ ／ Ｎ ＝样品 ＯＤ６５０值 ／阴性标准品

ＯＤ６５０值， Ｓ ／ Ｎ＜０􀆰 ６ 为阳性， ０􀆰 ６≤Ｓ ／ Ｎ≤０􀆰 ７ 为可疑，
Ｓ ／ Ｎ＞０􀆰 ７ 为阴性。 免疫后 ２１ ｄ 对绵羊进行扑杀并解

剖， 检测主要脏器的病毒载量。
１􀆰 ５　 攻毒保护试验动物分组免疫和攻毒

１６ 只绵羊随机分为 ６ 组： ４ 个免疫组每组 ３ 只，
１ 个攻毒对照组 ２ 只， １ 个空白对照组 ２ 只。 每头羊

根据试验分组打耳号： １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ －ＸＪ５ ｇＥ－ ／
ｇＩ－ ／ ＴＫ－免疫组耳号为 Ａ１、 Ａ２、 Ａ３； １０５ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ
－ＸＪ５ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＴＫ－ 免疫组耳号为 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３； １０６

ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组耳号为 Ｃ１、 Ｃ２、 Ｃ３； １０５

ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组耳号为 Ｄ１、 Ｄ２、 Ｄ３； 攻毒

对照组耳号为 Ｅ１、 Ｅ２； 空白对照组耳号为 Ｆ１、 Ｆ２。
试验开始时， ４ 个试验组鼻内滴注： １ × １０６ ＴＣＩＤ５０和

１ × １０５ ＴＣＩＤ５０ ／头份的 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－， １ ×
１０６ ＴＣＩＤ５０和 １ × １０５ ＴＣＩＤ５０ ／头份的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１； ３ 周

后， 再按相同剂量肌注 １ 次。 在第 ２ 次免疫后第 １５
天， 用 ２×１０６ ＴＣＩＤ５０ ／头份的 ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 对 ４ 个免疫组

和攻毒对照组的所有绵羊经鼻腔攻毒。
１􀆰 ６　 临床症状评估和抗体反应

攻毒后， 每天测量每只绵羊的直肠温度。 根据以

下标准评估患羊的临床症状， 按严重程度评 ０ ～ ５ 分：
无临床症状为 ０ 分； 体温升高至 ４０ ～ ４１ ℃ 为 １ 分；
出现食欲减退为 ２ 分； 出现瘙痒为 ３ 分； 完全不食为

４ 分； 出现神经症状为 ５ 分［７］。 在攻毒后第 １５ 天时，
对所有存活的绵羊实施安乐死。 观察主要组织的大体

病变并按照严重程度打 ０～３ 分， ０ 分为无病变； １ 分

为轻微病变； ２ 分为中等病变； ３ 分为严重病变。 攻

毒后每周对每头绵羊采血， 分离血清， 检测特异性

ｇＢ 和 ｇＥ 抗体水平。
１􀆰 ７　 绵羊攻毒后排毒情况的检测

在攻毒后 １～ ７ ｄ 采集每只绵羊的口咽拭子和直

肠拭子样品， 参照 １􀆰 ４ 方法监测排毒情况。 用 Ｒｅｅｄ－
Ｍｕｅｎｃｈ 法测定每个样品的 ＴＣＩＤ５０。

１􀆰 ８　 攻毒后绵羊不同组织病毒载量的检测

攻毒后 １５ ｄ 剖检时， 每只羊无菌采集脑、 肺和

扁桃体各 ０􀆰 １ ｇ 进行病毒载量检测。 用实时荧光定量

ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测不同组织的病毒载量， 引物和探

针如表 １［１８］。 ＰＲＶ ｑＰＣＲ 反应体系： １０ ×Ｃｈａｍｐａｇｎｅ
Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘ （ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ，
Ｃｈａｍｐａｇｎｅ Ｔａｑ （２􀆰 ５ Ｕ ／ μＬ） ０􀆰 ５ μＬ， ｇＢ９４Ｆ ０􀆰 ８ μＬ，
ｇＢ９４Ｒ ０􀆰 ８ μＬ， ｇＢ ｐｒｏｂｅ ０􀆰 ２ μＬ， Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＤＮＡ
２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 加至 ２０ μＬ。 反应条件： ９５ ℃ 预变性

１０ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６２ ℃ ２０ ｓ， 扩增 ４５ 个循环。

表 １　 ｑＰＣＲ 所用引物和探针

引物名称 序列 （５′→３′） 扩增片段 ／ ｂｐ

ｇＢ９４Ｆ ＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧＧＣＣＣＡＣＡＴＣＴＡ ９４

ｇＢ９４Ｒ ＧＴＣＣＧＴＧＡＡＧＣＧＧＴＴＣＧＴＧＡＴ

ｇＢ ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ－ＡＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＡＣＧＡＣＣ ９４

１􀆰 ９　 数据统计与分析

数据 均 以 “ 平 均 数 ± 标 准 差 ” 表 示， 使 用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件通过 Ｓｔｕｄｅｎｔ􀆳ｓ ｔ 检验测量差异，
以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差异极显著。

２　 结果

２􀆰 １　 绵羊免疫后的增重变化

免疫期间各组绵羊的体重保持增加， 且疫苗免疫

组绵羊、 作为哨兵动物的同居绵羊和阴性对照组绵羊

之间无显著差异 （图 １）。 ２ 种疫苗的免疫均没有影

响绵羊的生长性能。
２􀆰 ２　 绵羊免疫后的抗体产生情况

在免疫后 ３ 周内， 各组绵羊均为 ｇＥ 抗体阴性；
所有接种过疫苗的绵羊在免疫后第 １ 周均可检测到

ｇＢ 抗体， 而各组作为哨兵动物的同居绵羊和阴性对

照组绵羊血清中均未检测到 ｇＢ 抗体 （图 ２）。 表明用

ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－和 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗免疫的绵

羊均产生了有效的抗体反应， 并且免疫后无同居感染

情况， ２ 种疫苗均具有安全性。
２􀆰 ３　 绵羊免疫后的临床症状和排毒情况

免疫后 ７ ｄ 内每天测量 ２ 种疫苗免疫的绵羊和同

居绵羊的体温， 均未发现发热 （体温均在 ４０ ℃ 以

下） 或其他临床症状 （表 ２）。 在第 １， ３， ５， ７ 天采

集咽拭子和肛拭子， 用 ＴＣＩＤ５０方法检测， 均未发现排

毒现象， 说明疫苗安全。
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图 １　 各组绵羊免疫后增重情况

图 ２　 免疫后绵羊的血清 ｇＥ （Ａ） 和 ｇＢ （Ｂ） 抗体水平

表 ２　 免疫后绵羊的临床症状和排毒情况 只　

类别 样本总数量 发热数量
其他临床

症状数量

咽拭子

排毒数量

肛拭子

排毒数量

１０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组免疫动物 ３ ０ ０ ０ ０

１０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组哨兵动物 １ ０ ０ ０ ０

１０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组免疫动物 ３ ０ ０ ０ ０

１０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组哨兵动物 １ ０ ０ ０ ０

１０５ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组免疫动物 ３ ０ ０ ０ ０

１０５ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组哨兵动物 １ ０ ０ ０ ０

阴性对照组动物 ２ ０ ０ ０ ０
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２􀆰 ４　 免疫及攻毒后的绵羊的抗体反应

由图 ３ 可知， ２ 种疫苗以 １×１０６ ＴＣＩＤ５０和 １×１０５

ＴＣＩＤ５０剂量接种 ２ 次均可诱导绵羊产生较高水平的特

异性 ｇＢ 抗体。 ２ 种疫苗免疫组直到攻毒前均未检测

到 ｇＥ 特异性抗体。 ４ 个免疫组经免疫接种后， 第 １
周即可检测到 ｇＢ 特异性抗体， 并一直保持到免疫后

第 ５ 周攻毒时。 在攻毒后 ２ 周， １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５
ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组， １０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 免疫组

和 １０５ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组所有攻毒后存活的绵

羊均可检测到 ｇＥ 特异性抗体。 而 １０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－
ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组和攻毒对照组在攻毒后 ５ ｄ 内

全部死亡， 且至死亡时尚未检测到 ｇＥ 抗体转阳。

图 ３　 血清学检测攻毒前后绵羊血清 ｇＢ （Ａ） 和 ｇＥ （Ｂ） 抗体水平

２􀆰 ５　 攻毒后的临床症状、 病理变化和死亡率

攻毒对照组和 １０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－

免疫组绵羊在攻毒后 ５ ｄ 内全部死亡； １０５ ＴＣＩＤ５０

Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组存活率 ３３􀆰 ３％； １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－
ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 免疫组和 １０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免

疫组存活率 ６６􀆰 ７％ （图 ４Ａ）。 在攻毒对照组中， 所

有绵羊均出现了沉郁、 共济失调、 转圈、 食欲不振等

症状， 剧烈瘙痒导致羊以头撞墙并磨蹭皮肤至破溃，
该组羊在攻毒后 ４ ｄ 内全部死亡。 Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 和

ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 免疫组攻毒后存活的绵羊，
从攻毒后第 ７ 天起开始恢复， 没有再表现出明显的临

床症状。 各组的临床症状评分情况见图 ４Ｂ， 攻毒对

照组羊的脑、 扁桃体、 肺、 心、 胃、 淋巴结均有不同

程度的病变， 但其他组织的肉眼病变并不明显。 总体

上， 各免疫组的绵羊组织病变程度要轻于攻毒对照

组。 各组主要组织大体病变得分见表 ３。 结果表明，
１×１０５ ＴＣＩＤ５０ ／头份的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗对绵羊的免疫

效果优于 ｖＰＲＶ － ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 疫苗； 而 １ × １０６

ＴＣＩＤ５０ ／头份的 ２ 种疫苗对绵羊的免疫效果相当。
２􀆰 ６　 攻毒后绵羊增重的变化

攻毒后 １４ ｄ， １０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组、 １０５

ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 免疫组和 １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ －ＸＪ５
ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组的存活羊的增重与对空白对照组

无显著差异。 而 １０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免

疫组和攻毒对照组羊的体重持续下降 （图 ５）， 极显

著低于空白对照组 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
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图 ４　 绵羊的存活率 （Ａ） 和临床症状评分 （Ｂ）

表 ３　 各组绵羊攻毒后主要组织大体病变得分

组织

组别

１０６ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５

ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫

１０５ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５

ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫

１０６ ＴＣＩＤ５０

Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫

１０５ ＴＣＩＤ５０

Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫
攻毒对照

空白

对照

脑 ０􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ０􀆰 ６７±０􀆰 ５８ ０ ０􀆰 ６７±０􀆰 ５８ ２􀆰 ００±０􀆰 ００ ０

扁桃体 ０􀆰 ３３±０􀆰 ５８ １􀆰 ００±０􀆰 ００ ０􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ０􀆰 ６７±０􀆰 ５８ ２􀆰 ００±０􀆰 ００ ０

心 ０􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ０􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ０ ０􀆰 ３３±０􀆰 ５８ １􀆰 ００±０􀆰 ００ ０

肺 １􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ２􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ２􀆰 ００±０􀆰 ００ ３􀆰 ００±０􀆰 ００ ０

胃 １􀆰 ３３±０􀆰 ５８ １􀆰 ６７±０􀆰 ５８ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ３３±０􀆰 ５８ ２􀆰 ５０±０􀆰 ７１ ０

肾 ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ５０±０􀆰 ７１ ０

淋巴结 ０ ０ ０ ０ ０􀆰 ５０±０􀆰 ７１ ０

与空白对照组相比∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ５　 攻毒后各组绵羊的增重变化
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２􀆰 ７　 绵羊排毒情况

图 ６ 可知， 绵羊攻毒后 １～７ ｄ 内， 咽拭子和直肠

拭子中病毒载量变化趋势相似， 所有攻毒羊均可监测

到排毒， 免疫组死亡绵羊的排毒规律与攻毒对照组相

似， 排毒量不断升高， 在绵羊死亡时达到峰值。 而攻

毒后存活绵羊的排毒量在攻毒后第 ４ 天达到峰值， 之

后开始下降， 到第 ７ 天时已检测不出排毒。 以咽拭子

为例， 检测显示攻毒后第 ３ 天开始， 免疫组和攻毒对

照组的排毒量出现显著差异。 第 ３ 天时， 攻毒对照组

的排毒量显著高于 １０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－

免疫组和 １０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 免疫组

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 极显著高于 １０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 第 ４ 天时， １０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免

疫组 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 和 １０５ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组及

１０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）
的排毒量均显著低于攻毒对照组。 这些结果说明接种

疫苗有效降低了排毒量， 而且， 在相同剂量免疫后，
Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组攻毒后的排毒量低于 ｖＰＲＶ－ＸＪ５
ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组。

Ａ． 咽拭子； Ｂ． 肛拭子。 与攻毒对照组相比∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 攻毒后绵羊的排毒情况

２􀆰 ８　 攻毒后绵羊组织的病毒载量

剖检后， 用 ｑＰＣＲ 检测组织中病毒载量。 结果表

明， 采用 ｖＰＲＶ － ＸＪ５ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＴＫ－ 基 因 缺 失 苗 和

Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１， 以 １×１０６ ＴＣＩＤ５０或 １×１０５ ＴＣＩＤ５０剂量进

行免疫的绵羊， 脑、 肺、 扁桃体的病毒载量与攻毒对

照组相比， 统计学差异均不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结合各

组羊的临床症状和死亡情况， 发现每组死亡绵羊的组

织中的病毒载量高于存活绵羊 （表 ４）。 就各免疫组

而言， 存活绵羊脑组织中的病毒载量在 １０１􀆰 ７ ～ １０２􀆰 １

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 之间， 同组死亡绵羊可以达到 １０５􀆰 ２ ～ １０５􀆰 ６

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 扁桃体组织中的病毒载量， 存活绵羊在

１０２􀆰 １ ～１０３􀆰 １ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 之间， 同组死亡绵羊达到 １０７􀆰 ２ ～
１０７􀆰 ４ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 肺组织中的病毒载量， 存活绵羊在

１０１􀆰 ３ ～１０１􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 之间， 同组死亡绵羊达到 １０４􀆰 ４ ～
１０４􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 而攻毒对照组在死亡时， 脑、 扁桃

体、 肺组织的病毒载量分别是 １０５􀆰 ７ ～ １０６􀆰 ４、 １０７􀆰 ４ ～
１０７􀆰 ８和 １０５􀆰 １ ～１０５􀆰 ３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 存活绵羊 ３ 种组织中的

病毒载量均极显著低于死亡绵羊 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。
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表 ４　 各组试验羊攻毒后的组织病毒载量

组别 耳号
组织病毒载量 ／ ｌｇ （ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１）

脑 扁桃体 肺

１０６ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＴＫ－免疫

Ａ１ １􀆰 ９ ２􀆰 ９ １􀆰 ５

Ａ２ ２􀆰 ０ ２􀆰 １ １􀆰 ７

Ａ３ ５􀆰 ５ ７􀆰 ２ ４􀆰 ６

１０５ ＴＣＩＤ５０ ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＥ－ ／ ｇＩ－ ／ ＴＫ－免疫

Ｂ１ ５􀆰 ２ ６􀆰 ９ ４􀆰 ４

Ｂ２ ５􀆰 ７ ７􀆰 ３ ４􀆰 ７

Ｂ３ ５􀆰 ４ ７􀆰 ４ ５􀆰 １

１０６ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫

Ｃ１ １􀆰 ８ ３􀆰 １ １􀆰 ３

Ｃ２ ２􀆰 １ ２􀆰 ８ １􀆰 ６

Ｃ３ ５􀆰 ６ ７􀆰 ３ ５􀆰 １

１０５ ＴＣＩＤ５０ Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫

Ｄ１ １􀆰 ７ ２􀆰 ７ １􀆰 ５

Ｄ２ ５􀆰 ５ ７􀆰 １ ４􀆰 ６

Ｄ３ ５􀆰 ７ ６􀆰 ８ ４􀆰 ７

攻毒对照
Ｅ１ ５􀆰 ７ ７􀆰 ８ ５􀆰 １

Ｅ２ ６􀆰 ４ ７􀆰 ４ ５􀆰 ３

空白对照
Ｆ１ ０ ０ ０

Ｆ２ ０ ０ ０

３　 讨论

绵羊对 ＰＲＶ 的敏感性较高， Ｃｏｎｇ 等［８］、 田志军

等［２０］之前进行的 ＰＲＶ 基因缺失株的安全性研究， 发

现 ｇＥ 或 ｇＩ 缺失株仍然可以造成绵羊的发病死亡， 但

缺失 ＴＫ 基因可以明显减弱毒力， 免疫后的羊全部存

活。 在本研究的安全性评价中， 免疫后的绵羊未出现

体温升高或其他临床症状， 剖检也未发现免疫后的绵

羊器官出现大体或微观病理变化， 而且免疫组的增重

情况与阴性对照组并无显著差异， 说明 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１
疫苗和 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫苗均对绵

羊无致病作用， 在临床上具有很好的安全性。 血清学

变化是反映健康动物病毒感染的重要指标， 本研究中

与接种疫苗羊同舍饲养的同居羊 ３ 周内 ｇＢ 抗体保持

阴性， 说明疫苗毒株并未在同居动物中发生水平传

播。 同时， 对免疫后的绵羊和同居绵羊的咽拭子、 肛

拭子的排毒检测， 以及脏器病毒载量的检测均未发现

排毒或器官带毒现象， 说明 ２ 种缺失株疫苗在群体中

不会出现散毒或潜伏感染的情况。 以上结果均证明 ２
种疫苗具有较好的安全性。

增重与养殖场的经济效益直接相关， 是 ＰＲＶ 疫

苗免疫效力的直接反映。 本研究显示， １×１０５ ＴＣＩＤ５０

或 １×１０６ ＴＣＩＤ５０剂量的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 和 １×１０６ ＴＣＩＤ５０的

ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 疫苗免疫绵羊在攻毒后的 ２
周内体重保持增加， 且与空白对照组的增重无显著差

异； 而 １×１０５ ＴＣＩＤ５０的 ｖＰＲＶ－ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－疫苗免疫

组和攻毒对照组攻毒后体重下降， 极显著低于空白对

照组， 说明 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗对羊抵抗 ｖＰＲＶ 的致死

性攻击可获得满意的增重结果， 接种高低 ２ 种剂量该

疫苗的羊攻毒后的增重均不受影响。 然而， ｖＰＲＶ－
ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－疫苗免疫的羊攻毒后是否能保持增

重与免疫剂量有关。 同时， 从免疫羊攻毒后的死亡率

看， １×１０５ ＴＣＩＤ５０的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗的免疫效果优于

ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－疫苗。
从血清学的检测结果来看， ２ 种疫苗免疫组攻毒

后均发生了 ｇＥ 抗体转阳， 说明对变异毒株 ｖＰＲＶ ／
ＸＪ５ 的攻毒， 无论哪种疫苗均无法阻止其感染。 能否

减少排毒是评价 ＰＲＶ 疫苗的另一重要指标。 本研究

结果表明， Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 疫苗和 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／
ＴＫ－基因缺失疫苗均不能阻止攻毒后绵羊的排毒。 但

是， 肛拭子和咽拭子的病毒检测结果表明， 在相同剂

量免疫后， Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 免疫组的羊攻毒后的排毒水

平均低于 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－免疫组。 综合免疫

攻毒羊的死亡率、 排毒、 组织中的病毒载量等指标，
对绵羊而言， １×１０５ ＴＣＩＤ５０ ／头份的 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗

的免疫效果优于 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫

苗。 攻毒后绵羊的临床症状非常明显， 一些器官出现

大体病变， 免疫组和攻毒对照组在存活率上有显著

差异。
综上， 无论 Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 疫苗， 还是 ｖＰＲＶ－ＸＪ５
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ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫苗， 免疫绵羊后均是安全的。
面对变异株 ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 的致死性攻击， 在较高免疫剂

量下， 即 １ × １０６ ＴＣＩＤ５０ ／头份的 Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 疫苗或

ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－ 基因缺失疫苗免疫羊， 两者

的保护效力相当； 在较低剂量， 即 １×１０５ ＴＣＩＤ５０ ／头
份时， Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 疫苗免疫效果要优于 ｖＰＲＶ－ＸＪ５
ｇＩ－ ／ ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫苗， 但是这 ２ 种疫苗都不能

提供对变异株的完全保护。 这与 Ａｎ 等［５］ 的研究结果

相符， 他们发现接种 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗的绵羊在受到

ＰＲＶ 经典毒株 ＳＣ 株的致死剂量攻击后可获得保护，
但接种 Ｂａｒｔｈａ－Ｋ６１ 疫苗的绵羊在受到变异株 ＨｅＮ１
攻击后只有 １ ／ ２ 存活。 在本实验室之前的研究中，
１×１０６ ＴＣＩＤ５０ 的 Ｂａｒｔｈａ －Ｋ６１ 疫苗或 ｖＰＲＶ－ＸＪ５ ｇＩ－ ／
ｇＥ－ ／ ＴＫ－基因缺失疫苗， 均可保护免疫猪抵御 ｖＰＲＶ ／
ＸＪ５ 的致死性攻击， 免疫猪全部存活［２１］。 然而上述

剂量的 ２ 种疫苗免疫后， 免疫羊在 ｖＰＲＶ ／ ＸＪ５ 的致死

性攻击后存活率只有 ６６􀆰 ７％， 充分证明绵羊对 ＰＲＶ
的敏感性高于猪。
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