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［摘　 要］ 　 以新分离的两种不同亚型 ＣＰＶ 为毒种制备浓缩灭活苗和未浓缩灭活苗，通过与商品化

弱毒苗的比较评价灭活疫苗的免疫效果。 将 ＣＰＶ－Ｓ５（Ｎｅｗ ＣＰＶ－２ａ）与 ＣＰＶ－１４０１（Ｎｅｗ ＣＰＶ－２ｂ）
毒株扩大培养后浓缩灭活，制备了两种浓缩与两种未浓缩水溶剂灭活疫苗；将灭活疫苗和商品化二

联弱毒苗分别接种 ５ 周龄 ＨＩ 阴性幼犬，分别在免疫后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 测定 ＨＩ 抗体效价；首免

３６ ｄ 后取其中 ４ 只犬二免，其他犬进行攻毒。 结果显示，各免疫组在第 ７ 天 ＨＩ 均高于 １ ∶ ８０，浓缩

组显著高于未浓缩组，初步表明 ＣＰＶ 灭活苗效果与抗原的浓度有直接的关系；灭活疫苗组与商品化

弱毒苗组均差异显著；免疫组的犬均存活，而 ＨＩ 阴性犬死亡，经检测死亡犬 ＣＰＶ 为阳性，表明制备

的 ＣＰＶ 灭活苗产生的特异性免疫应答均能抵抗强毒的攻击，对犬起到良好的免疫保护；二免后其

ＨＩ 抗体效价极显著提高，有效抗体能维持 ５ 个月，更有效的对免疫犬群进行保护。
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ｃｐｖ－２ｂ） ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｗａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ａｎｄ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ． Ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ， ｏｎｅ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ ａｎｏｔｈｅｒ ｎｏｎ －ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ． Ｔｈｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｖｅｎｔ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｔｏ ５ ｗｅｅｋｓ ｏｌｄ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ （ＨＩ） ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｕｐｐｉｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｔ ７ ｄ， １４ ｄ， ２１ ｄ ａｎｄ ２８ ｄ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ＨＩ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｐｏｓｔ－ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ． Ａｔ ３６ｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｉｍｍｕｎｅ， ａｎｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ｄｏｇｓ ｗｅｒｅ ｂｏｏｓｔｅｄ
ｏｎｅ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｄｏｇｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ＣＰＶ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ １ ∶ ８０ ａｔ ７ ｄ， ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｎｏｎ－

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ＨＩ ｔｉｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｉｔｈ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅｄ ｄｏｇｓ ｓｔｉｌｌ ｌｉｖｅｄ ｕｎｔｉｌ ｔｈｅ ｅｎｄ， ｂｕｔ ＨＩ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｄｏｇｓ ｄｉｅｄ． ＣＰＶ ｃａｎ
ｂｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｅａｄ ｄｏｇｓ， ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＣＰＶ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｉｓｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ａｔｔａｃｋ， ａｎｄ ｉｔ ｈａｄ ａ ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｎｉｎｅｓ． Ａｆｔｅｒ
ｓｅｃｏｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｈｅ ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃａｎ ｌａｓｔ ｆｉｖｅ ｍｏｎｔｈｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ； ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ； ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔ； ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ

　 　 犬细小病毒性肠炎是由犬细小病毒（Ｃａｎｉｎｅ
Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＣＰＶ）感染导致的呈世界分布的高度接

触性传染病，主要引起犬急性出血性肠炎或新生犬

急性心肌炎，呈现较高的发病率和死亡率，对养犬

业和经济动物的养殖造成了巨大的损失［１－２］，而且

对野生动物的生存构成极大的威胁。 目前，尚未发

现非常有效的防治方法，平时主要依靠同源性疫

苗，发病后以高免血清紧急治疗［３］。 ＣＰＶ 只有一个

抗原型，即 ＣＰＶ－２，但是 ＣＰＶ 存在抗原漂移，其后

出现了在宿主范围、血凝性和抗原性上都发生了变

化的不同亚型 ＣＰＶ－２ａ、ＣＰＶ－２ｂ、ＣＰＶ－２ｃ（ ａ）和

ＣＰＶ－２ｃ（ｂ） ［４－６］。 我国的主要流行毒株为 ＣＰＶ－２ａ
亚型 ，而在南方地区也出现了 ＣＰＶ － ２ｂ 毒株的

流行［７］。
ＣＰＶ 疫苗预防该病起了积极的作用，由于基因

工程疫苗研制周期较长且不能较强的针对正在流

行的毒株，弱毒苗存在毒株突变与毒力返强风险，
而灭活疫苗安全性高且不存在散毒的风险。 目前

市场主要还是以 ＣＰＶ－２ 为基础来制作 ＣＰＶ 疫苗，
这导致国内流行毒株与疫苗毒株不匹配。 本研究

所使用的病毒为新分离的 ＣＰＶ－Ｓ５ 和 ＣＰＶ－１４０１
分别属于 Ｎｅｗ ＣＰＶ－２ａ、Ｎｅｗ ＣＰＶ－２ｂ，代表国内最

新的进化趋势，以其为毒种制备的浓缩灭活疫苗对

控制目前国内 ＣＰＶ 的流行有较大的针对性作用，

通过浓缩灭活苗、未浓缩灭活苗及商品化弱毒苗之

间的比较，望得到一种较低成本、持久、安全有效的

疫苗来针对性的防控当前国内 ＣＰＶ 的感染。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１ 　 细胞、毒株、商品化疫苗和实验动物 　 Ｆ８１
ｃｅｌｌ 由本实验室保存；ＣＰＶ－Ｓ５［７］、ＣＰＶ－１４０１［８］ 由

本实验室分离、鉴定和保藏；宠必威商品化二联疫

苗 （ 犬 细 小 弱 毒 和 犬 瘟 热 弱 毒 二 联 苗， 批 号

Ａ１２２Ｂ０１）购买于宠物医院；５ 周龄 ＣＰＶ ＨＩ 抗体阴

性健康幼土犬，购自广州郊区。
１．１．２　 主要试剂 　 胎牛血清为 ｇｉｂｃｏ 产品；β－丙

内酯 购 于 北 京 百 灵 威 科 技 有 限 公 司； 佐 剂

ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ ＧＥＬ ０１ 为广州市华南农大生物药品

有限公司研发部实验室馈赠。
１．２　 方法

１．２．１　 病毒的浓缩　 将在 Ｆ８１ 细胞上培养的 ＣＰＶ
病毒液与 ２０％ＰＥＧ ８０００ ／ ２．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的比例为

２ ∶ １ 混合，４ ℃ 过夜（浓缩效果更好），接着冰浴

１ ｈ。 ４ ℃ １１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，去掉上清液，接
着以原病毒液量的 １ ／ １０ 的 ＰＢＳ 缓冲液洗脱离心管

底部的白色沉淀，对病毒液进行 １０ 倍浓缩，将浓缩

液收集于新的 ５０ ｍＬ 无菌离心管中，并用直径为

０．４５ μｍ的滤膜过滤。 测定浓缩病毒的 ＨＡ 效价，

·２·
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－８０ ℃冰箱保存备用。
１．２．２　 病毒滴度的测定 　 在 Ｖ 型血凝板中参照

《兽医微生物学实验指导》进行［９］，实验过程中使

用新鲜配备的 １％猪红细胞悬液。
１．２．３　 疫苗的制备及检验　 参照叶苹苹的方法［８］

和文献报道［１０］的同类疫苗的制备方法进行病毒的

灭活和疫苗的制备。 按照 β－丙内脂 ∶ 病毒液 ＝１ ∶
２０００ 的比例混合均匀，４ ℃ 灭活 ２４ ｈ，３７ ℃ 水解

２ ｈ。 取灭活后的病毒液，以终浓度为 ５％同步接种

于 Ｆ８１ 细胞上，参照培养病毒方法进行检测，并连

续盲传代三次，于显微镜下观察，以细胞是否发生

病变为病毒灭活的标准，同时设接种病毒液的阳性

对照组和不加病毒液的空白对照组。 参考 Ｌｉｕ
Ｘｉａｏｈｕｉ［１１］的方法将佐剂ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ ＧＥＬ ０１ 和灭

活病毒按 １ ∶ ９ 比例混合，搅拌均匀，制成疫苗。 然

后进行无菌检验。
１．２．４　 ＣＰＶ 灭活苗免疫　 将幼犬分为七组，其免疫

程序见表 １。 按免疫程序皮下接种疫苗。 免疫后第

０、７、１４、２１、２８ 天采血检测 ＨＩ 抗体效价，观察犬产

生抗体水平及抗体消长规律。 首免 ３６ ｄ 后选取 Ｃ
组的 ４ 只犬进行二免，免疫浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗＋

浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗，各 １ ｍＬ。 二免后第 ７ 天采

血测 ＨＩ 抗体效价，以后每隔一个月采血测 ＨＩ 抗体

效价，观察犬抗体水平及抗体消长规律。

表 １　 免疫程序

Ｔａｂ １　 Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
分组 犬数 ／ 只 疫苗类型 剂量 ／ ｍＬ

Ａ ５ 浓缩 ｃｐｖ－ｓ５ １

Ｂ ４ 浓缩 ｃｐｖ－１４０１ １

Ｃ ５ 浓缩 ｃｐｖ－ｓ５＋浓缩 ｃｐｖ－１４０１ １＋１

Ｄ ５ 未浓缩 ｃｐｖ－ｓ５ １

Ｅ ４ 未浓缩 ｃｐｖ－１４０１ １

Ｆ ４ 未浓缩 ｃｐｖ－ｓ５＋未浓缩 ｃｐｖ－１４０１ １＋１

Ｇ ４ 商品化疫苗 １

１．２．５　 血清的处理和 ＨＩ 试验 　 将血清 ５６ ℃ ３０
ｍｉｎ 灭活，然后取 ６０ μＬ 灭活血清、６０ μＬ ０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ
ｐＨ ７．３ ＰＢＳ 与 １２０ μＬ ２５％的高岭土混匀（４ 倍稀

释），置室温 ２０ ｍｉｎ，其间振动摇匀 ２ ～ ３ 次使血清

充分吸附，４ ℃ ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清再

加入猪红细胞泥 ２０ μＬ，充分摇匀但要避免发生溶

血，置于 ３７ ℃ 水浴 ３０ ｍｉｎ，其间摇动数次，４ ℃
２４００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清待检。 根据 ＨＡ 结

果配制 ４ 单位抗原，再参照《兽医微生物学实验指

导》 ［９］测定血清中的 ＨＩ 效价。
１．２．６　 攻毒　 参照 １．２．５ 结果，挑选上述 １ 只 ＨＩ 阴
性犬和免疫 ３６ ｄ 后的 １９ 只犬，编号为 １－２０，其中

１ 号犬为 ＨＩ 阴性犬，２－４ 号犬为免疫浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５
疫苗组，５ 号犬为免疫浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 疫苗组，６ 号

犬为免疫浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 组＋浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 疫苗

组，７、８、１４、１５ 号犬为免疫未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 疫苗

组，９ － １３ 号犬为免疫未浓缩 ＣＰＶ － Ｓ５ 疫苗组，
１６－１８号犬为免疫未浓缩 ＣＰＶ － Ｓ５ 组 ＋ 未浓缩

ＣＰＶ－１４０１疫苗组，１９、２０ 号犬为免疫商品化疫苗

组。 以 ＣＰＶ－Ｓ５（２ａ）细胞培养液为攻毒液，其血凝

效价为 ２８，攻毒剂量为每只犬口腔 ２ ｍＬ ／ ｋｇ［１２］，攻
毒前断水 １ ｄ。
１．２．７　 统计学分析 　 试验数据以平均值±标准差

（ｘ±ｓ）表示，用统计软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进

行统计分析。 试验组样本平均数采用单因素方差

分析。
２　 结果与分析

２．１　 病毒的浓缩　 结果见表 ２。

表 ２　 浓缩病毒与未浓缩病毒的 ＨＡ

Ｔａｂ ２　 ＨＡ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ａｎｄ

ｎｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ

疫苗类型
ＨＡ ／ Ｌｏｇ２

未浓缩病毒 浓缩后的病毒

ＣＰＶ－Ｓ５ １１ １４

ＣＰＶ－１４０１ １１ １４

　 　 培养的 ＣＰＶ－Ｓ５、ＣＰＶ－１４０１ 通过 ＰＥＧ 和高浓

度盐进行 １０ 倍离心浓缩，其 ＨＡ 效价并没有呈现

１０ 倍，而是约 ８ 倍。 因为在离心浓缩过程中容易造

成病毒损失，所以不能达到理论值。
２．２　 疫苗检验　 灭活检验中阳性对照细胞发生明

·３·
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显的 ＣＰＥ，样品及阴性细胞未见 ＣＰＥ，且盲传三代

后还是均无 ＣＰＥ，表明 ＣＰＶ 灭活疫苗均灭活成功。

样品经需氧及厌氧性、霉菌、腐生菌和真菌培养基

的培养均无细菌生长，表明灭活疫苗无菌检验合格。

２．３　 抗体消长规律　 免疫前对 ３１ 只幼犬采血检测

ＨＩ，结果均为 １ ∶ ２０，表明所有幼犬免疫前抗 ＣＰＶ

的 ＨＩ 抗体均为阴性。 疫苗免疫犬 ７ ｄ 后，浓缩

ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组的 ＨＩ 抗体效价极显著大于浓缩

ＣＰＶ－１４０１ 灭活疫苗组、未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组

和未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活疫苗组（Ｐ＜０．０１）；显著大

于未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组

（Ｐ＜０．０５）；极显著小于商品化弱毒疫苗（Ｐ＜０．０１）；

与浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组无显著

性差异。 浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组显著小于浓缩

ＣＰＶ－Ｓ５＋浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组（Ｐ＜０．０５）；极

显著小于商品化弱毒疫苗（Ｐ＜０．０１）；与其他组无显

著性差异。 浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗

组显著大于未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组和未浓缩

ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组（Ｐ＜０．０５）；显著小于商品化弱

毒苗（Ｐ＜０．０５）。 未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组、未浓缩

ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组与未浓缩 ＣＰＶ －Ｓ５ ＋未浓缩

ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组之间均无显著性差异；未浓缩

ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组与未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组都

极显著小于商品化弱毒苗 （ Ｐ ＜ ０． ０１）； 未浓缩

ＣＰＶ－Ｓ５＋未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组显著小于商

品化弱毒苗（Ｐ＜０．０５）。 见图 １。

图 １　 免疫犬 ７ ｄ ＨＩ 抗体效价

Ｆｉｇ １　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＨＩ ７ ｄ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｄｏｇｓ

　 　 疫苗免疫犬 １４ ｄ ＨＩ 抗体效价为浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５

灭活苗组、浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组、浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋

浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组、未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗

组、未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组和未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋

未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组之间均无显著性差异；

但都极显著小于商品化弱毒苗（Ｐ＜０．０１）。 见图 ２。

疫苗免疫犬 ２１ ｄ ＨＩ 抗体效价为浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋

浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组极显著大于未浓缩 ＣＰＶ－

Ｓ５＋未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组（Ｐ＜０．０１）；显著大

于浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组、未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活

苗组和未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组（Ｐ＜０．０５）；显著

小于商品化弱毒苗（Ｐ＜０．０５）；与浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活

苗组无显著性差异。 其他组之间均无显著性差异，

但均极显著小于商品化弱毒苗（Ｐ＜０．０１）。 见图 ３。

·４·
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图 ２　 免疫犬 １４ ｄ ＨＩ 抗体效价

Ｆｉｇ ２　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＨＩ １４ ｄ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｄｏｇｓ

图 ３　 免疫犬 ２１ ｄ ＨＩ 抗体效价

Ｆｉｇ ３　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＨＩ ２１ ｄ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｄｏｇｓ

　 　 疫苗免疫犬 ２８ ｄ ＨＩ 抗体效价为浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５

灭活苗组、浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组、浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋

浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组、未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗

组、未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组和未浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋

未浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗组之间均无显著性差异；

但都极显著小于商品化弱毒苗（Ｐ＜０．０１）。 见图 ４。

　 　 免疫犬 ＨＩ 抗体效价总情况为免疫组在第 ７ 天

达到最高，而其 ＨＩ 抗体效价随着时间的推移各组

均呈现下降的趋势，但是浓缩组灭活苗组 ＨＩ 抗体

效价下降的趋势要比未浓缩的灭活疫苗组要缓。

在浓缩组中，浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５＋浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗

组下降趋势比浓缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组和浓缩 ＣＰＶ－

１４０１ 灭活苗组均要缓慢。 见图 ５。

·５·
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图 ４　 免疫犬 ２８ ｄ ＨＩ 抗体效价

Ｆｉｇ ４　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＨＩ ２８ ｄ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｄｏｇｓ

图 ５　 免疫犬 ＨＩ 抗体效价

Ｆｉｇ ５　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＨＩ ｉｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｄｏｇｓ

　 　 二免后 ７ ｄ 的 ＨＩ 抗体效价迅速增长，ＨＩ 平均

值达到 １ ∶ ２３０４；２８ ｄ 的 ＨＩ 抗体效价有所下降，ＨＩ

平均值为 １ ∶ ７６８；５６ ｄ ＨＩ 平均值为 １ ∶ ４６９；８４ ｄ

ＨＩ 平均值为 １ ∶ ４４８；１２０ ｄ ＨＩ 平均值为 １ ∶ １０４；二

免后第 ２、３ 个月 ＨＩ 抗体效价基本上维持平稳；第 ４

个月 ＨＩ 抗体水平又下降，抗体水平能维持 ５ 个月。

如图 ６。

·６·
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图 ６　 二免 ＨＩ 抗体效价

Ｆｉｇ ６　 Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＨＩ ｉｎ ｓｅｃｏｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｄｏｇｓ

２．４　 ＣＰＶ 疫苗免疫效果　 攻病毒后，其中 ５ 号、１０

号犬 ３ ｄ 左右出现厌食呕吐现象，眼睛凹陷，精神

较萎靡并伴有轻度腹泻等临床症状，但 ７ ｄ 左右犬

渐渐恢复，最终耐过；而 １ 号 ＨＩ 阴性犬第 ４ｄ 开始

出现发烧、呕吐、精神沉郁、厌食、拉黄色稀便等症

状，第 ６ 天精神高度沉郁、站立不安、喜伏卧、排具

有腥臭味番茄汁样稀粪，第 ８ 天犬死亡，其他幼犬

未见明显临床症状且全部存活。 对病死犬进行解

剖，发现肠系膜被染黄、腹股沟淋巴结肿大、肝脏肿

大出血；小肠一小段溃烂、肠壁出血。 对病死犬肠

内容物进行病毒的 ＤＮＡ 提取及 ＰＣＲ 的检测，结果

显示 ＣＰＶ 为阳性。 根据临床症状和病理解剖及实

验室 ＰＣＲ 检测结果可知，ＨＩ 阴性犬为攻 ＣＰＶ 强毒

致死。 表明灭活疫苗诱导的特异性免疫应答能够

抵抗 ＣＰＶ 强毒的攻击。

３　 讨　 论

ＣＰＶ 能引起犬较高的致病率和死亡率，且存在

抗原漂浮性，导致防御难度加大了，因此根据 ＣＰＶ

的流行和抗原特异性来制备相应的灭活苗，针对性

的预防目前国内 ＣＰＶ 的流行。 本实验室分离的

ＣＰＶ－Ｓ５ 与 ＣＰＶ－１４０１ 毒株分别属于 Ｎｅｗ ＣＰＶ－２ａ、

Ｎｅｗ ＣＰＶ－２ｂ，代表了国内最新的进化趋势，以其为

毒种研制的浓缩灭活苗对于当前国内 ＣＰＶ 病的防

控会有较大的针对性。 疫苗接种犬后，结果显示浓

缩 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗与浓缩 ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗以及

未浓缩的两种 ＣＰＶ 灭活苗在相同的时间都能产生

高于 １ ∶ ８０ 的抗体水平。 据文献报道，犬血清中 ＨＩ

抗体效价低于 １ ∶ ８０ 时则可能会发生 ＣＰＶ 的感

染［１３］。 浓缩组的 ＨＩ 抗体水平要明显高于未浓缩

组的 ＨＩ 抗体水平，表明 ＣＰＶ 灭活苗的免疫效果跟

抗原的浓度有直接的关系。 ＣＰＶ－Ｓ５ 灭活苗组与

ＣＰＶ－１４０１ 灭活苗疫苗组的免疫效果的总体趋势一

样，可能与 ＣＰＶ 只有一种血清型有关［６］。 本研究

试制的 ＣＰＶ 灭活苗诱导的抗体水平均比商品化弱

毒苗低，这也许由于商品化弱毒苗的活病毒在犬中

大量繁殖，同一时间内产生了更多的病毒抗原。 免

疫后攻毒试验，ＨＩ 阴性犬发病死亡，而免疫犬获得

很好的保护，与其他研究者的结果一致［１２， １４］。 因

此，ＣＰＶ 灭活疫苗也能保护犬只免受强毒的攻击。

至于攻毒后部分犬出现随粪便排毒现象，主要由于

灭活苗不能有效的刺激犬的胃肠道产生足够局部

的抗体来清除病毒［１５］。

一次免疫灭活苗的犬所产生的有效抗体

（ＨＩ≥８０）可持续一个月，如作加强免疫，短时间内

可达１ ∶ ２３０４，并且持续时间能够维持约五个月。

有学者研究发现，幼犬出生后约 ６０ 日龄以灭活疫

苗首免，半个月后进行二免，之后每隔半年免疫一

次，则其保护率为 １００％［１６］。 因此，好的疫苗也需

要有合理的免疫程序。
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