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摘要： 为研究用于预防猪呼吸道疾病综合征 （ ＰＲＤＣ） 部分病原体的多联多价灭活疫苗抗原最佳配比， 以大肠杆菌表达的猪圆环病毒 ２ 型

（ＰＣＶ２） Ｃａｐ 蛋白 （２ｄ 基因型）、 猪链球菌 ２ 型 （ＳＳ２）、 副猪格拉菌 （ＧＰＳ） ４ 型及 ５ 型菌株灭活菌体作为抗原， 先验证各抗原配制成单苗的最

小免疫剂量， 然后将最小免疫剂量及其 ２ 倍剂量组合成 ６ 种不同配比的联苗免疫猪只进行效力评估。 结果： ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白、 ＳＳ２ Ｓ２１３３ 株、 ＧＰＳ ４
型 （Ｈ４－１３１ 株） 和 ５ 型 （Ｈ５－５８ 株） 的最小免疫剂量分别为 ５０ μｇ、 １×１０９ ＣＦＵ、 ２􀆰 ０×１０９ ＣＦＵ 和 ２􀆰 ０×１０９ ＣＦＵ； 联苗免疫效果评估显示， 各抗

原之间无显著拮抗作用或协同作用； 二免后 ２８ ｄ， 以最小免疫剂量组制备的疫苗， 可使免疫组中多数猪只 （４ ／ ５） ＰＣＶ２ 中和抗体效价≥１ ∶ ３２，
ＳＳ２ 免疫攻毒 ４ ／ ５ 保护， ＧＰＳ ４ 型和 ５ 型微量凝集抗体效价均表现为多数猪只 （４ ／ ５） ≥１ ∶ １６； 经单因素方差分析， 确定最佳疫苗配比为各抗原

最小免疫剂量的 ２ 倍， 该配比下猪只 （５ ／ ５） 二免后 ＰＣＶ２ 中和抗体效价提升至≥１ ∶ ６４， ＧＰＳ ４ 型和 ５ 型微量凝集抗体效价所有猪只 （５ ／ ５） 均提

升至≥１ ∶ ３２， 与最小免疫量配比组相比抗体水平差异分别为显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） 和极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＳ２ 仍 ４ ／ ５ 保护。 同时确认疫苗最佳乳化工

艺为 ６０～１２０ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 ３０ ｍｉｎ。 综上， 本研究为猪呼吸道多联疫苗的研发提供了关键数据支持。
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ＰＣＶ２ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ≥１ ∶ ３２ ｉｎ ４ ／ ５ ｐｉｇｓ， ｐｒｏｖｉｄｅｄ ４ ／ ５ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ＳＳ２ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ， ａｎｄ ｅｌｉｃｉｔｅｄ ＧＰＳ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ａｎｄ ５ ｍｉ⁃
ｃｒｏ－ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ≥１ ∶ １６ ｉｎ ４ ／ ５ ｐｉｇｓ ａｔ ２８ ｄａｙｓ ｐｏｓｔ－ｂｏｏｓｔｅｒ． Ｔｈｅ ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｔｉｇｅｎ
ｒａｔｉｏ ｔｏ ｂｅ ｔｗｉｃｅ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ． Ｔｈｉｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｅｌｅｖａｔｅｄ ＰＣＶ２ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ
ｔｏ ≥１ ∶ ６４ ｉｎ ５ ／ ５ ｐｉｇｓ ａｎｄ ＧＰＳ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４ ａｎｄ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ５ ｍｉｃｒｏ－ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｔｏ ≥１ ∶ ３２ ｉｎ ５ ／ ５ ｐｉｇｓ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ， ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０􀆰 ０５） ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｂｕｔ ｓｔｉｌｌ ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ａ ４ ／ ５ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｇａｉｎｓｔ ＳＳ２􀆰 Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｏ ｂｅ ｓｔｉｒｒｉｎｇ
ａｔ ６０～１２０ ｒ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｒｉｖａｌｅｎｔ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｋｅｙ ｄａｔａ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ＰＲＤＣ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＰＣＶ２； ＳＳ２； ＧＰＳ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ４； ａｎｔｉｇｅｎ ｒａｔｉｏ； ｔｒｉｖａｌｅｎｔ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

　 　 猪呼吸道疾病综合征 （ＰＲＤＣ） 是由多种病原

体、 养殖环境及管理水平等多因素相互作用而导致的

一类疾病的总称［１］， 目前公认引起 ＰＲＤＣ 的病原体

主要有猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ）、 猪圆环

病毒 ２ 型 （ＰＣＶ２）、 伪狂犬病病毒 （ＰＲＶ）、 猪链球

菌 （ＳＳ）、 副猪格拉菌 （ＧＰＳ）、 胸膜肺炎放线杆菌

（ＡＰＰ） 等。 ＰＲＤＣ 主要导致猪只呼吸系统机能障碍，
在临床上表现为体温升高、 咳嗽、 喘气、 呼吸困难、
食欲不良、 渐进性消瘦， 导致猪只生长缓慢、 饲料转

化率降低、 死淘率上升等问题， 主要危害断奶后保育

猪及早期生长育肥猪， 发病率和死亡率分别为 ３０％ ～
７０％和 ４％ ～ ６％［２－３］， 是影响全球猪业发展的重要

疾病。
由于 ＰＲＤＣ 是由多种因素引起的综合性疾病， 目

前疫苗接种仍是最为经济有效的防控方法。 市售预防

呼吸道病原的疫苗中， ＰＲＲＳＶ 以弱毒疫苗为主， 其

他几种呼吸道病原的联苗中， 有 ＰＣＶ２ 与 ＧＰＳ 苗、
ＧＰＳ 与 ＳＳ 及 ＰＣＶ２ 与猪肺炎支原体的联苗， 无 ３ 种

病原及以上联苗。 综合引起 ＰＲＤＣ 主要病原的流行和

致病特点， 以及现有疫苗获批情况和临床需求， 本研

究选取 ＰＣＶ２、 ＳＳ 及 ＧＰＳ 病原进行多联多价灭活疫

苗的抗原配比研究， 其中 ＰＣＶ２ 选取国内优势流行基

因型 ＰＣＶ２ｄ， 采用重组大肠杆菌表达 Ｃａｐ 蛋白全长，
纯化后自组装高浓度病毒样颗粒 （ＶＬＰｓ） ［４］； ＳＳ 和

ＧＰＳ 抗原均选取国内目前流行血清型 （ ＳＳ２、 ＧＰＳ ４
型和 ５ 型）， 经高密度发酵培养灭活后制备而成。 在

前期完成各抗原致病性、 免疫原性研究及佐剂筛选的

基础上 （数据未展示）， 进行多重抗原配比研究， 综

合免疫攻毒或抗体水平结果最终确定联苗中各抗原最

佳配比， 为后续呼吸道多联疫苗研究提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 抗原

上清液分泌表达 ＰＣＶ２ （２ｄ） Ｃａｐ 蛋白的重组大

肠杆菌 Ｅ２１０７ 株， 及其纯化后的自组装 ＶＬＰｓ、 ＳＳ２
Ｓ２１３３ 株、 ＧＰＳ ４ 型 Ｈ４－１３１ 株和 ５ 型 Ｈ５－５８ 株均由

本实验室制备培养及灭活。
１􀆰 ２　 佐剂及使用比例

在前期研究基础上， 选择法国赛比克公司 ＭＯＮ⁃
ＴＡＮＤＥＴＭ ＧＥＬ ０２ ＰＲ 复合水佐剂作为多联疫苗的候

选佐剂， 经试验测试， 佐剂和抗原的最佳比例为

１ ∶ ９。 　
１􀆰 ３　 试验动物

ＰＣＶ２、 ＳＳ２、 ＧＰＳ ４ 型和 ５ 型抗原、 抗体检测结

果均为阴性的 ２ ～ ３ 周龄健康易感猪购自于广东省江

门鹤山市鹤城镇城西五友猪场。
１􀆰 ４　 单苗最小免疫剂量

１􀆰 ４􀆰 １　 疫苗配制

将各抗原分别制备成 ４ 种不同浓度单苗， ＰＣＶ２
亚单位疫苗中 Ｃａｐ 蛋白含量分别为 １２􀆰 ５、 ２５、 ５０、
７２􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ； ＳＳ２ 灭活疫苗中 Ｓ２１０７ 株含量分别为

２􀆰 ５×１０８、 ５×１０８、 １􀆰 ０×１０９、 １􀆰 ５×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ； ＧＰＳ
４ 型疫苗中 Ｈ４－１３１ 株含量及 ＧＰＳ ５ 型疫苗中 Ｈ５－５８
株含量均分别为 ５ × １０８、 １ × １０９、 ２ × １０９、 ３ × １０９

ＣＦＵ ／ ｍＬ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 分组及免疫程序

４ 种单苗各选取 ２ ～ ３ 周龄健康易感猪 ２５ 头 （免
疫疫苗对应的抗原抗体均为阴性）， 随机分为 ５ 组，
每组 ５ 头， ４ 组为免疫组， 分别免疫 ４ 种不同浓度单

苗， １ 组为空白对照组。
颈部肌肉接种， 免疫剂量均为 ２ ｍＬ ／头， 空白对

照组接种等量生理盐水。 参考已获批新兽药质量标

准， ＰＣＶ２、 ＳＳ２ 组均免疫 １ 次， ＧＰＳ （４ 型和 ５ 型）
组间隔 ２１ ｄ 加强免疫 １ 次。
１􀆰 ４􀆰 ３　 免疫效果评估

ＰＣＶ２ 免疫后 ２８ ｄ 后所有组别猪只前腔静脉采

血， 用间接免疫荧光法 （ ＩＦＡ） 测定血清 ＰＣＶ２ 中和

抗体效价； ＳＳ２ 免疫后 ２８ ｄ 所有组别猪只分别耳缘静

脉注射活菌数为 ５×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液 １ ｍＬ， 连续观察

１４ ｄ 记录各组发病及死亡情况； ＧＰＳ （４ 型＋ ５ 型）
二免后 ２８ ｄ 所有组别猪只前腔静脉采血， 用微量凝

集方法分别测定血清中 ＧＰＳ （４ 型＋５ 型） 抗体水平。
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１􀆰 ５　 疫苗最佳抗原配比

１􀆰 ５􀆰 １　 疫苗抗原配比分组及免疫

以 １􀆰 ４ 中各抗原组分最小免疫剂量的双倍配制推

荐免疫剂量组 （Ａ 组）， 然后依次设置 １ 种抗原为最

小免疫剂量， 其余 ３ 种抗原为 ２ 倍最小免疫剂量浓度

的疫苗 （Ｂ～Ｅ 组）， ４ 种抗原以最小免疫剂量组合为

Ｆ 组。 各组抗原按体积比 １ ∶ １ ∶ １ ∶ １ 制成混合抗原，

然后与 ＭＯＮＴＡＮＤＥＴＭ ＧＥＬ ０２ ＰＲ 复合水佐剂混合乳

化配制成疫苗。 选取 ５０ 头 ２～３ 周龄健康易感猪按表

１ 各组数量进行分配， 免疫组 Ａ ～ Ｆ 组 （表 １） 颈部

肌肉注射 ２ ｍＬ ／头， 间隔 ２１ ｄ 后以相同免疫方式加强

免疫 １ 次； 对照组猪只在相同时间点颈部肌肉注射等

量生理盐水。

表 １　 各组疫苗抗原终浓度及猪只免疫数量

组别 动物数量 ／ 只
抗原及含量

ＰＣＶ２－Ｃａｐ ／ （μｇ·ｍＬ－１） ＳＳ２ ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１） ＧＰＳ ４ 型 ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１） ＧＰＳ ５ 型 ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）

Ａ １０ ５０ １􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９

Ｂ ５ ２５ １􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９

Ｃ ５ ５０ ０􀆰 ５×１０９ ２􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９

Ｄ ５ ５０ １􀆰 ０×１０９ １􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９

Ｅ ５ ５０ １􀆰 ０×１０９ ２􀆰 ０×１０９ １􀆰 ０×１０９

Ｆ １０ ２５ ０􀆰 ５×１０９ １􀆰 ０×１０９ １􀆰 ０×１０９

对照 １０ — — — —

　 　 注： 对照组注射等量生理盐水。

１􀆰 ５􀆰 ２　 免疫效果评估

二免后 ２８ ｄ， 参照 １􀆰 ４􀆰 ３ 中方法分别进行 ＰＣＶ２、
ＳＳ２、 ＧＰＳ ４ 型及 ５ 型部分免疫效果评估， 其中 ＳＳ２
的 Ａ、 Ｃ、 Ｆ、 对照组分别选取 ５ 头猪只进行攻毒试验。
１􀆰 ６　 疫苗乳化工艺

选取 １􀆰 ５􀆰 ３ 中最佳抗原配比， 乳化机的搅拌转速

设定为 ６０、 ８０、 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ， 乳化时间设定为 １０、 ３０、
６０ ｍｉｎ， 分别测定不同乳化条件下疫苗的外观、 剂

型、 稳定性、 黏度 （按照 ２０２０ 版 《中国兽药典》 三

部附录进行测定）， 确定疫苗最佳乳化工艺。
１􀆰 ７　 数据统计与分析

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ １０ 软件绘图， 并使用软件

Ａｎａｌｙｚｅ 功能进行单因素方差 （ＡＮＯＶＡ） 分析。 数据

以 “平均值＋标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 单苗最小免疫剂量

当 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白免疫剂量分别为 ２５、 ５０、 １００
及 １５０ μｇ 时， 免疫后 ２８ ｄ ＰＣＶ２ 中和抗体效价分别

为 ３ ／ ５、 ４ ／ ５、 ５ ／ ５、 ５ ／ ５ 猪只≥１ ∶ ３２ （图 １Ａ）。 因

此， ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白的最小免疫剂量为 ５０ μｇ。 当 ＳＳ２
免疫剂量分别为 ０􀆰 ５ × １０９、 １ × １０９、 ２ × １０９ 及 ３ ×
１０９ ＣＦＵ 时， 免疫后 ２８ ｄ 攻毒保护率分别为 ２ ／ ５、
４ ／ ５、 ５ ／ ５、 ５ ／ ５ （图 １Ｂ）； 因此， ＳＳ２ Ｓ２１３３ 株的最小

免疫剂量为 １×１０９ ＣＦＵ。 当 ＧＰＳ ４ 型及 ５ 型免疫剂量

分别为 １×１０９、 ２×１０９、 ４×１０９及 ６×１０９ ＣＦＵ 时， 二免

后２１ ｄ 微量凝集血清抗体效价测定 ４ 型 （Ｈ４ － １３１
株） 及 ５ 型 （Ｈ５－５８ 株） 血清微量凝集效价均表现

为 １ ／ ５、 ４ ／ ５、 ５ ／ ５、 ５ ／ ５ 猪只≥１ ∶ １６ （图 １Ｃ、 图

１Ｄ）。 因此， ＧＰＳ ４ 型 （Ｈ４－１３１ 株） 和 ５ 型 （Ｈ５－
５８ 株） 的最小免疫剂量均为 ２􀆰 ０×１０９ ＣＦＵ。
２􀆰 ２　 疫苗最佳配比

２􀆰 ２􀆰 １　 不同疫苗配比免疫效果评估

ＰＣＶ２ 中和抗体检测结果显示， 二免后 ２８ ｄ，
５０ μｇ 免疫组 （Ｂ 组、 Ｆ 组） 及 １００ μｇ 免疫组 （Ａ、
Ｃ～Ｅ 组） ５ ／ ５ 猪只血清 ＰＣＶ２ 中和抗体效价≥１ ∶ ３２
（图 ２Ａ）。 ＳＳ２ 二免后 ２８ ｄ 攻毒结果显示， Ａ 组、 Ｆ
组 ４ ／ ５ 保护， Ｃ 组 ３ ／ ５ 保护 （图 ２Ｂ）。 ＧＰＳ 二免后

２８ ｄ 微量凝集血清抗体效价测定结果显示， ４ 型

（Ｈ４－１３１ 株） ２×１０９ ＣＦＵ 免疫组 （Ｄ 组、 Ｆ 组） 效价

４ ／ ５、 ３ ／ ５ 猪只≥１ ∶ １６， ４×１０９ ＣＦＵ 免疫组 （Ａ ～ Ｃ、
Ｅ 组） 效价均 ５ ／ ５ 猪只 ≥１ ∶ １６ （图 ２Ｃ）； ５ 型

（Ｈ５－５８ 株） ２×１０９ ＣＦＵ 免疫组 （Ｅ 组） 效价 ４ ／ ５ 猪

只≥１ ∶ １６， ４×１０９ ＣＦＵ 免疫组 （Ａ～Ｄ 组） 效价均 ５ ／
５ 猪只≥１ ∶ １６ （图 ２Ｄ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 最佳抗原配比选择

对不同浓度配比疫苗的免疫结果进行单因素方差

分析 （ＡＮＯＶＡ）， Ａ 组 ＰＣＶ２ 中和抗体水平 ５ ／ ５ 猪

只≥１ ∶ ６４， Ｂ 组 ＰＣＶ２ 中和抗体水平 ４ ／ ５ 猪只≥１ ∶
３２， Ｃ 组 ＳＳ２ 免疫攻毒保护率为 ３ ／ ５， Ｄ 组、 Ｆ 组

ＧＰＳ ４ 型 （均为最小免疫剂量） 抗体水平与 Ａ 组差

异均显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （图 ２Ｃ、 图 ２Ｄ）。 Ｅ 组、 Ｆ 组
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ＧＰＳ ５ 型 （均为最小免疫剂量） 抗体水平与 Ａ 组差

异均极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ２Ｃ、 图 ２Ｄ）。 以上结果

说明， ２ 倍最小免疫剂量下的 ＰＣＶ２、 ＧＰＳ４ 型及 ５ 型

的免疫效果均优于最小免疫剂量组。 将 Ａ 组各抗原

免疫结果与同剂量下单苗免疫结果进行比较， ＰＣＶ２

中和抗体、 ＧＰＳ ４ 型、 ＧＰＳ ５ 型抗体均无明显差异

（图 ３）， ＳＳ２ 免疫攻毒保护率均为 ４ ／ ５， 即同等剂量

下单苗免疫效果与 ４ 种抗原混合制备成联苗的免疫效

果无明显差异， 说明抗原之间无明显互相影响作用。
因此， 最终选择 Ａ 组为最佳抗原配比剂量组。

图 １　 单苗最小免疫剂量结果

∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 疫苗抗原浓度配比结果
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２􀆰 ３　 疫苗乳化工艺

从疫苗剂型、 稳定性、 黏度结果显示， 以不同搅

拌速度及乳化时间制备的疫苗剂型均为水剂； 静置后

下层有少量沉淀， 但振摇后均呈均匀混悬液； 黏度测

定结果均不超过 ５ Ｃｐ， 均符合兽药典标准。 外观观

察结果显示， 当以 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 乳化 １０ ｍｉｎ 时， 疫苗为

不均匀混悬液， 不符合要求， 而以 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ 乳化 ３０、
６０ ｍｉｎ 及以 ８０ 和 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 乳化 １０ ｍｉｎ 及以上制备

的疫苗均为淡黄色水溶性混悬液， 久置后底部有少量

沉淀， 振荡后呈均匀混悬液， 符合要求。 因此， 最终

确定乳化工艺为 ６０ ～ １２０ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌 ３０ ｍｉｎ， 为方便

疫苗配制及计算， 将 ４ 种抗原用无菌 ＰＢＳ 缓冲溶液

调整至所需浓度， ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白浓度 １２５ μｇ ／ ｍＬ，
ＳＳ２ １×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ＧＰＳ ４ 型和 ５ 型灭活菌液浓度

均调整至 １􀆰 ０×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 按体积比 ４ ∶ １ ∶ ２ ∶ ２
的比例制成混合抗原后再与佐剂配比进行乳化。

图 ３　 ２ 倍最小免疫剂量单苗与联苗抗体水平对比

３　 讨论

随着规模化养殖的发展和市场行情的变动加剧，
国内生猪养殖过程对生物安全、 养殖成活率， 损耗率

的要求日渐提高， 而呼吸道相关的病原种类繁多且均

对保育猪易感， 是影响其存活率、 生产性能的重要因

素， 因此近年来国内学者对呼吸道病原引起的临床危

害关注度越来越高。 刘翠权等［５］ 对广西 ２００７—２００９
年采样检测显示， ＰＣＶ２ 是引起 ＰＲＤＣ 的主要病原之

一， 感染率为 ３４􀆰 ５２％， 细菌病原体中 ＳＳ 感染率最高

为 ８􀆰 １９％， 其次为 ＧＰＳ ３􀆰 ９１％； 杨润焕等［６］ 对云南

猪场 ２０１６—２０１７ 年规模化猪场的 ＰＲＤＣ 调查结果显

示病原检测阳性率为 ８８􀆰 ４２％， 其中 ＰＣＶ２ 总阳性率

最高 （５９％）， ＧＰＳ 总阳性率达 ２８􀆰 ０７％； Ｚｈｕ 等［７］对

华东地区调查结果显示 ＰＣＶ２、 ＳＳ、 ＧＰＳ 单个检出率

占据前三分别为 ５９􀆰 ９％、 ５２􀆰 ３％、 ３３􀆰 ２％， 混合感染

样品 ＰＣＶ２＋ＳＳ、 ＳＳ＋ＧＰＳ 及 ＰＣＶ２＋ＧＰＳ 总检出率最高

分别为 ３５􀆰 ４％、 ３３􀆰 ２％、 ２１􀆰 ６％； Ｓｕｎ 等［８］ 对 ２０１７—
２０２１ 年流行病学调查结果显示 ＰＣＶ２ 为检出率第二

的病毒病原体 ２２􀆰 ９７％， ＳＳ 和 ＧＰＳ 为细菌病原体检出

率最高的分别为 ６３􀆰 ２６％和 ２９􀆰 ２４％。 上述研究结果

均表明， 呼吸道多个病原体混合感染情况显著多于单

个病原体感染， 目前临床上主要使用的单一疫苗发挥

的效果有限； 对于细菌病疫苗免疫的轻视、 首选抗生

素进行防控而导致多重耐药菌株的出现使猪场细菌病

原的阳性率逐年上升且居高不下。 因此， 多联多价疫

苗作为防控疫病有力的工具之一， 也是未来疫苗的发

展方向之一， 有必要加强针对呼吸道相关疾病多联多

价疫苗的研发。
抗原配比是多联多价疫苗的研发过程中十分重要

的环节， 抗原之间的兼容性和配比是影响疫苗发挥多

重保护作用的关键， 需要考虑到抗原量及不同抗原之

间的互相影响； 抗原量的高低与免疫效果具有最直接

的关联， 在一定范围内， 抗原量与免疫效果呈正相

关， 但超出这个范围， 过高的免疫剂量可能会产生免

疫耐受而达到相反的效果。 赵香汝等［９］ 在新城疫疫

苗的研究中发现 ５ ～ ６ 倍高剂量免疫后诱导的抗体水

平明显低于 ３ 倍剂量。 本研究在各抗原单苗不同免疫

剂量试验中， 试验范围浓度 （０􀆰 ５、 １􀆰 ０ 及 ２ 倍最小

免疫剂量） 内， 抗体水平、 整齐度 （ ＰＣＶ２、 ＧＰＳ）
或免疫攻毒保护率 （ＳＳ２） 均随着免疫剂量增加而升

高。 进行多抗原配比组合时， ４ 种抗原分别设置 ２ 倍

最小免疫剂量及最小免疫剂量分别组合， 与最小免疫

剂量直接组合的组别进行免疫效果比较， 综合分析结

果可知， 以 ４ 种抗原最小免疫剂量的 ２ 倍进行组合免

疫效果最佳； 等剂量抗原单苗免疫效果与联苗免疫效

果经分析均无明显差异， 说明 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白、 ＳＳ２、
ＧＰＳ ４ 型及 ＧＰＳ ５ 型 ４ 种抗原之间无明显的拮抗作

用， 也无明显的促进作用。 然而， 研究发现 ＧＰＳ 在 ４
型或 ５ 型抗原浓度固定情况下， 提高任一抗原浓度，
另一抗原对应抗体水平整齐度略有上升， 如 Ｂ 组和 Ｅ
组 ＧＰＳ ４ 型抗体水平及 Ｃ 组和 Ｄ 组 ＧＰＳ ５ 型抗体水

平。 这可能是因为 ＧＰＳ 是基于荚膜多糖基因簇进行

１～１５ 血清学分型， 虽然不同血清型荚膜基因簇上的

基因在核苷酸水平的相似性在 ５１％及以下［１０］， 但荚

膜在 ＧＰＳ 与宿主的相互作用中扮演了重要角色， ４ 型

和 ５ 型抗原可能在各自诱导抗体时产生了一定的协同

作用。 后续可加大试验规模对这一现象进行深入研

究， 为细菌的多联多价疫苗研发提供参考。
通过本抗原配比试验， 考虑临床猪只个体差异及

养殖场生物安全管理水平， 为了达到更好的免疫效

果， 推荐 ２ 倍最小免疫剂量为最佳免疫剂量： 每头份

（２ ｍＬ） 疫苗中含纯化的 ＰＣＶ２ Ｃａｐ 蛋白 １００ μｇ， ＳＳ２
Ｓ２１３３ 株 ２􀆰 ０ × １０９ ＣＦＵ， ＧＰＳ ４ 型 Ｈ４ － １３１ 株 ４􀆰 ０ ×
１０９ ＣＦＵ， ＧＰＳ ５ 型 Ｈ５－５８ 株 ４􀆰 ０×１０９ ＣＦＵ。 本研究
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中各抗原所用浓度或数量级与前期各学者研究结果基

本一致［１１－１２］， 且 ４ 种抗原组合的多联疫苗能同时达

到对 ４ 种病原均有良好的免疫效果， 为多联多价疫苗

的研发提供科学数据， 后期将进一步验证疫苗的安全

性、 有效性及保存期等指标。

参考文献：

［１］ 　 ＯＰＲＩＥＳＳＮＩＧ Ｔ， ＧＩＭÉＮＥＺ － ＬＩＲＯＬＡ Ｌ Ｇ， ＨＡＬＢＵＲ Ｐ Ｇ．
Ｐｏｌｙｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｐｉｇｓ ［ Ｊ］ ． Ａｎｉｍ Ｈｅａｌｔｈ Ｒｅｓ
Ｒｅｖ， ２０１１， １２ （２）： １３３－１４８．

［２］ 　 ＫＩＭ Ｊ， ＣＨＵＮＧ Ｈ Ｋ， ＣＨＡＥ Ｃ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ２
ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｊ， ２００３， １６６
（３）： ２５１－２５６．

［３］ 　 ＦＡＢＬＥＴ Ｃ， ＭＡＲＯＩＳ－ＣＲÉＨＡＮ Ｃ， ＳＩＭＯＮ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ａｇｅｎｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ ｉｎ １２５ ｆａｒｒｏｗ－ ｔｏ－ ｆｉｎｉｓｈ
ｐｉｇ ｈｅｒｄｓ： ａ ｃｒｏｓｓ－ｓｅｃｔｉｏｎａｌ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２， １５７
（１ ／ ２）： １５２－１６３．

［４］ 　 ＭＡ Ｚ， ＬＩＵ Ｍ， ＬＩＵ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒ⁃
ｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｎ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ ２０１５ ｔｏ ２０１８ ［ Ｊ ］ ． ＢＭＣ Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２０２１， １７
（１）： １７．

［５］ 　 刘翠权， 梁媛， 陈义祥， 等． 广西规模猪场猪呼吸道疾病综合

征的病原学调查 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０１０， ４２ （１０）： ２９－３３．
［６］ 　 杨润焕， 毕峻龙， 赵谦， 等． 云南省猪场猪呼吸道疾病综合征

主要病原调查分析 ［ Ｊ］ ． 云南农业大学学报 （自然科学），
２０２１， ３６ （１）： ６９－７４．

［７］ 　 ＺＨＵ Ｈ， ＣＨＡＮＧ Ｘ， ＺＨＯＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏ－ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｃ⁃
ｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ ｈｅａｌｔｈｙ ｓｗｉｎｅ ｉｎ
Ｅａｓｔｅｒｎ Ｃｈｉｎａ ［Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｍｅｄ Ｓｃｉ， ２０２１， ７ （５）： １８１５－１８１９．

［８］ 　 ＳＵＮ Ｑ， ＹＵ Ｘ， ＨＥ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｔｉｏｌｏｇｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｆｒｏｍ
２０１７ ｔｏ ２０２１ ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｖｅｔ Ｓｃｉ， ２０２２， ９： ９６００３３．

［９］ 　 赵香汝， 徐彤， 靳喜鹏， 等． 接种不同剂量的新城疫疫苗对鸡

免疫应答的影响 ［Ｊ］ ． 中国兽医杂志， ２００５， ４１ （７）： １７．
［１０］ ＨＯＷＥＬＬ Ｋ Ｊ， ＷＥＩＮＥＲＴ Ｌ Ａ， ＬＵＡＮ Ｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｃｉ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃａｐｓｕｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １５ ｓｅｒｏｖａｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ， ２０１３， １９５ （１８）： ４２６４－４２７３．

［１１］ 于宁卫， 张力引， 周红， 等． 猪链球菌病与副猪嗜血杆菌病二

联四价灭活疫苗的研制 ［Ｊ］ ． 中国兽医科学， ２０１９， ４９ （１２）：
１５４２－１５４８．

［１２］ 吕茂杰， 王显兵， 孙晨， 等． 猪圆环病毒 ２ 型 Ｃａｐ 蛋白、 猪肺

炎支原体和副猪嗜血杆菌三联灭活疫苗的制备及安全性和有效

性评价 ［Ｊ］ ． 中国兽医学报， ２０２１， ４１ （９）： １６７３－１６８１．

·２２１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ５


