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［摘　 要］ 　 为研究用鸡制备猪丁型冠状病毒（ＰＤＣｏＶ）阳性血清，将 ＰＤＣｏＶ 用二乙烯亚胺（ＢＥＩ）灭
活，加矿物油佐剂乳化制成疫苗，多次免疫 ＳＰＦ 鸡，采集血清，检测血清中和效价并用间接免疫荧光

法（ ＩＦＡ）检测 ＰＤＣｏＶ。 结果显示，血清中和效价随免疫次数增加逐渐增高，４ 免后 １４ ｄ 的中和效价

平均值为 １３１４；制备的阳性血清可用于 ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ，其不与猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、猪繁殖与呼吸障

碍综合症病毒（ＰＲＲＳＶ）、猪伪狂犬病毒（ＰＲＶ）、猪圆环病毒 ２ 型（ＰＣＶ２）、猪细小病毒（ＰＰＶ）、猪传

染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）、猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）反应，特异性良好。 本研究用鸡成功制备

ＰＤＣｏＶ阳性血清，为利用鸡制备其他猪病阳性血清奠定基础。
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　 　 阳性血清是免疫学方法鉴定病原体的重要生

物材料，可应用阳性血清建立中和实验、琼扩、血
凝、ＥＬＩＳＡ、胶体金等方法鉴定病原体并诊断疫

病［１］。 阳性血清还是兽用生物制品质量控制所需

的重要生物材料。 用阳性血清中和毒种、活疫苗中

的活病毒，再接种生物组织，从而对毒种、活疫苗做

鉴别检验和外源病毒检验，监控疫苗产品质量。 猪

病种类多，仅病毒病就包括猪瘟、猪繁殖与呼吸障

碍综合症、猪伪狂犬、猪圆环、猪口蹄疫、猪传染性

胃肠炎、猪流行性腹泻等，针对不同疫病需制备相

应的阳性血清用于疫苗质量控制。
虽然科研人员常用猪［２ － ４］、羊［５ － ６］、兔［７ － ９］ 制

备猪病阳性血清，但赵华娥用鸡制备猪流感阳性血

清也获得了成功［１０］，并且用鸡制备鸡病阳性血

清［１１ － １３］有诸多成功经验可供借鉴。 本研究尝试用

ＳＰＦ 鸡制备猪丁型冠状病毒（ＰＤＣｏＶ）阳性血清，为
鸡制备猪病阳性血清积累经验。
１　 材料和方法

１． １　 毒种、细胞　 猪丁型冠状病毒（ＰＤＣｏＶ）、ＰＫ１
细胞，由国药集团动物保健股份有限公司保存。
１． ２　 实验动物　 ３ ～ ４ 周龄 ＳＰＦ 鸡，购自北京梅里

亚维通实验动物技术有限公司。
１． ３ 　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清，为 ＢＩ
公司产品；胰液素（３． ７５ ｍｇ ／ ｍＬ）、ＢＥＡ、ＦＩＴＣ 标记

的兔抗鸡抗体， 为 ＳＩＧＭＡ 公司产品； 胰酶， 为

Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司产品；注射用白油，为道达尔公司产

品；司本 － ８０，吐温 － ８０，购自上海浩鼎贸易有限

公司。
１． ４ 疫苗制备　
１． ４． １　 ＰＤＣｏＶ 抗原制备 　 用细胞生长液（ＤＭＥＭ
培养基 ＋ ７％胎牛血清 ＋ 终浓度 １００ 单位双抗）将
ＰＫ１ 细胞培养至单层。 换病毒维持液（ＤＭＥＭ 培养

基 ＋终浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ 胰酶、１％ 胰液素、１００ 单位

双抗），接种 ＰＤＣｏＶ，当出现 ８０％ 细胞病变时，收集

细胞培养上清，超滤浓缩至原体积的 １ ／ １０，加入终

浓度 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的二乙烯亚胺（ＢＥＩ，ＢＥＡ 加 ＮａＯＨ
环化获得）３７ ℃灭活 ２４ ｈ，无菌检验、灭活检验合

格后备用。
１． ４． ２　 水相制备 　 取 ＰＤＣｏＶ 抗原 ９６ 份，向其中

加入灭菌吐温 － ８０ ４ 份，充分搅拌，直到吐温 － ８０
完全溶解。
１． ４． ３　 油相制备　 取注射用白油 ９４ 份，向其中加

司本 － ８０ ６ 份，加热、搅拌至混合均匀，高压灭菌。
１． ４． ４　 疫苗制备 　 水相与油相 １ ∶ ２ 混合，在剪切

机中以 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 乳化 １０ ｍｉｎ，制备成油包水型

疫苗。
１． ４． ５　 检验　 参考《中华人民共和国兽药典》２０２０
年版三部附录［１４］ 方法对疫苗的外观、剂型、黏度、
稳定性、纯净性（无菌）进行检验，检验合格备用。
１． ５　 免疫、采血 　 疫苗免疫 ３ ～ ４ 周龄 ＳＰＦ 鸡 １０
只，０． ５ ｍＬ ／只。 每间隔 ２ 周或适当时长加强免疫

一次，剂量同首次免疫。 颈背部皮下、胸部肌肉、
腿部肌肉交替接种疫苗。 收集免疫前的鸡血清，
一免、二免、三免…后 １４ ｄ 或适当时长的每只鸡的

血清，作为被检血清。
１． ６　 检测　 按 １． ７ 项方法分别检测被检血清中和

效价，计算鸡血清中和抗体的几何平均值。 选择中

和效价较高的血清混合，作为阳性血清；免疫前的

鸡血清混合，作为阴性血清。 按 １． ８ 项的 ＩＦＡ 方法

将血清用于检测 ＰＤＣｏＶ；检测阳性血清对猪传染性

胃肠炎、猪流行性腹泻中和效价；ＩＦＡ 方法检测阳

性血清与猪瘟、猪繁殖与呼吸障碍综合症、猪伪狂

犬、猪圆环、猪细小、猪传染性胃肠炎、猪流行性腹

泻是否存在特异性结合。
１． ７　 中和效价测定　 参考《中华人民共和国兽药

典》２０２０ 年版三部中和试验法［１４］ 建立如下 ＰＤＣｏＶ
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中和效价测定方法。
１． ７． １ 　 准备中和用病毒 　 将 ＰＤＣｏＶ 用病毒维持

液稀释至 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ。
１． ７． ２　 准备被检样品　 用 ＤＭＥＭ 培养基将阴性血

清、被检血清 ４ 倍系列稀释。 将适宜稀释度的血清

分别与 １． ７． １ 项 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ 的 ＰＤＣｏＶ 等

体积混合，３７ ℃中和 １ ｈ。
１． ７． ３ 　 稀释中和用病毒 　 将 １． ７． １ 项 ＰＤＣｏＶ 用

维持液做 １０ 倍系列稀释，即 １００、１０ － １、１０ － ２、１０ － ３

稀释待用。
１． ７． ４　 测定　 ９６ 孔板中长成单层的 ＰＫ１ 细胞，弃
去细胞生长液。 各孔加入 ０． １ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养基，
弃去。 １． ７． ２ 项各稀释度被检样品接种 ＰＫ１ 细胞，
每个稀释度接种 ６ 孔，０． ２ ｍＬ ／孔；１． ７． ３ 项各稀释

度的中和用病毒接种 ＰＫ１ 细胞，每个稀释度接种 ６
孔，０． １ ｍＬ ／孔；同时设置正常 ＰＫ１ 细胞对照 ６ 孔，
加入维持液，０． １ ｍＬ ／孔。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱孵

育 １ ｈ，弃去孔内溶液，加入维持液 ０． １ ｍＬ ／孔。
３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱培养 ３ ｄ 判定结果。
１． ７． ５　 判定结果　 中和用病毒为 ３０ ～ ３００ ＴＣＩＤ５０ ／
０． １ ｍＬ，正常细胞对照健活，试验成立。 记录各稀

释度无细胞病变孔数，按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算其

半数保护量（ＰＤ５０），计算各时间点 ＰＤ５０的几何平均

数，ＰＤ５０几何平均数的对数为平均中和效价。
１． ８　 ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ
１． ８． １　 准备细胞 　 ９６ 孔板中长成单层的 ＰＫ１ 细

胞，弃去细胞生长液。 各孔加入 ０． １ ｍＬ ＤＭＥＭ 培

养基，弃去。
１． ８． ２　 接毒　 将 ＰＤＣｏＶ 用病毒维持液稀释至 ５０
ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ，接种 １． ８． １ 的细胞，０． １ ｍＬ ／孔。
同时 设 置 正 常 ＰＫ１ 细 胞 对 照， 加 入 维 持 液，
０． １ ｍＬ ／孔。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱孵育 １ ｈ，弃去

孔内溶液，加入维持液 ０． １ ｍＬ ／孔。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱培养 ３ ｄ 用于 ＩＦＡ 检测。
１． ８． ３　 ＩＦＡ 检测　 阴性、阳性血清用 ＰＢＳ 做 １０ 倍

系列稀释，阴性血清 １０ － １、１０ － ２，阳性血清 １０ － ２、
１０ － ３、１０ － ４、１０ － ５稀释待用。 １． ８． ２ 项中培养 ３ ｄ 的

９６ 孔板，８０％ 丙酮固定，ＰＤＣｏＶ 感染孔、正常 ＰＫ１

细胞孔分别加入稀释的阴性、阳性血清，０． １ ｍＬ ／孔，
３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，加 ＦＩＴＣ 标记的兔抗鸡

抗体，３７ ℃孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，荧光显微镜下用

蓝色激发光（波长 ４９０ ｎｍ）观察。 有完整的细胞形

态并发出特异性绿色荧光的视为 ＩＦＡ 阳性孔。
２　 结果与分析

２． １　 抗原制备及检测 　 用 ＰＫ１ 细胞扩繁 ＰＤＣｏＶ
抗原约 １ Ｌ，经测定其病毒含量为 １０８． ３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。
将 ＰＤＣｏＶ 抗原超滤浓缩至 １００ ｍＬ，加入 ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＢＥＩ ２． ５ ｍＬ，３７ ℃ 灭活 ２４ ｈ，加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

Ｎａ２Ｓ２Ｏ３溶液 ０． ５ ｍＬ 中和 ＢＥＩ。 将灭活后的抗原接

种 ＰＫ１ 细胞并盲传 １ 代，未见细胞病变，判定抗原

灭活完全；将灭活后的抗原做无菌检验，各培养基

均无菌生长，说明超滤浓缩可保证无菌。
２． ２　 疫苗制备及检验　 １００ ｍＬ 水相与 ２００ ｍＬ 油

相混合，乳化后获得 ３００ ｍＬ 疫苗。 疫苗外观为乳

白色乳剂、剂型为油包水型、粘度为 ６５． ８ ｃＰ、稳定

性为 １０ ｍＬ 疫苗经 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 未见

分层且管底无水相；将疫苗做无菌检验，各培养基

均无菌生长。 说明疫苗质量合格，可用于免疫

实验鸡。
２． ３　 免疫、采血　 结合中和效价检测结果确定免

疫时间、免疫次数、采血时间，实际免疫程序见表 １。
每次免疫后 １４ ｄ 采血，四免后 ３５ ｄ、四免后 ５２ ｄ、五
免后 ４４ ｄ 采血。

表 １　 免疫程序

Ｔａｂ １　 Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
免疫次数 接种时间 接种部位

一次免疫 ／ 颈背部皮下

二次免疫 一免后 １４ ｄ 胸部肌肉

三次免疫 二免后 １４ ｄ 腿部肌肉

四次免疫 三免后 １４ ｄ 颈背部皮下

五次免疫 四免后 ５２ ｄ 胸部肌肉

２． ４　 血清中和效价　 表 ２ 结果显示，免疫前血清

（阴性血清）有“中和效价”，平均为 １４． ３２，分析是

因为血清中和了维持液中的胰酶、胰液素使 ＰＤＣｏＶ
失去感染细胞的能力产生了“中和效价”。 免疫前血

清最高 ＰＤ５０为 ２． ５ ｌｏｇ４，说明 ＰＤ５０ ＞２． ５ ｌｏｇ４ 的免疫

·４２·
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后血清为特异性中和。 血清中和效价随免疫次数

增加逐渐增高，四免 １４ ｄ 血清平均中和效价高于

１０００，五免后未见显著增加。 四免、五免 １４ ｄ 效价

达到高峰后下降。

表 ２　 血清中和效价

Ｔａｂ ２　 ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｒａ
样品名称 ＰＤ５０（ｌｏｇ４） 几何平均数（ｌｏｇ４） 平均中和效价

免疫前（阴性血清） ２． ５、２． ５、２． ２５、２、１． ７５、１． ７５、１． ７５、１． ６、１． ６、１． ５ １． ９２ １４． ３２

一免 １４ ｄ ２． ７５、２． ５、２． ５、２． ５、２． ４、１． ７５、１． ６、１． ６、１． ５、１． ５ ２． ０６ １７． ３９

二免 １４ ｄ ３． ７５、３． ５、３． ５、３． ４、３． ２５、３、３、３、２． ７５、２． ６ ３． １８ ８１． ５７

三免 １４ ｄ ４． ８８、４． ６４、４． ５、４． ５、４． １６、４． １６、３． ５、３． ４、３． ２５、３． ２５ ４． ０２ ２６４． ６６

四免 １４ ｄ ６、５． ８８、５． ５、５、５． １６、５、４． ８８、４． ８８、４． ７５、４． ７５ ５． １８ １３１４． ２３

四免 ３５ ｄ ５． ８８、５． ２５、５． １６、４． ８８、４． １６、４． ４、４． １６、４、３． ７５、３． ５ ４． ５１ ５２２． ０３

四免 ５２ ｄ ４． ６４、４． ５、４． ７５、６． ６、４． ４、４． ２５、４、３． ６、３． ５ ４． ４７ ４９１． ９０

五免 １４ ｄ ６． ４、５． ６、５． ５、５． ２５、５、５、４． ７５、４． ２５、４ ５． ０８ １１４９． ４０

五免 ４４ ｄ ４． ７５、４． ７５、４． ６４、４． ６、４． ５、４． ２５、４、３． ７５、３． ６ ４． ３２ ３９６． ４８

２． ５　 ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ　 四免 １４ ｄ 效价为 ４． ８８ ｌｏｇ４ ～
５． １６ ｌｏｇ４ 的５ 份血清混合作为阳性血清用于 ＩＦＡ 检

测 ＰＤＣｏＶ。 阴性血清与 ＰＤＣｏＶ、ＰＫ１ 细胞有非特异

性反应，１０ － １ 有淡绿色荧光（图 １Ａ、Ｂ），但 １０ － ２ 无

可见荧光（图 １Ｃ、Ｄ）。 ＰＤＣｏＶ 与 ＰＫ１ 细胞用 １０ － ２、
１０ － ３、１０ － ４ 稀释的阳性血清检测， ＰＤＣｏＶ 明显比

ＰＫ１ 细胞更亮（图 １Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、Ｊ、Ｋ），ＰＤＣｏＶ 是特异

性荧光，判为阳性孔；ＰＤＣｏＶ 与 ＰＫ１ 细胞用 １０ － ５稀

释的阳性血清检测，均无特异性荧光（图 １Ｈ、Ｌ）。
鉴于 １０ － ３阳性血清检测 ＰＤＣｏＶ 可见明亮的特异性

绿色荧光并完整展现细胞形态，将其定为本批血清

ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ 的最适稀释度。
２． ６　 特异性检验 　 ＰＤＣｏＶ 阳性血清对猪传染性

胃肠炎、猪流行性腹泻中和效价，均低于最低检

测值（ ＜ １∶ １６）。 ＩＦＡ 检测，ＰＤＣｏＶ 阳性血清对猪瘟

病毒（ＣＳＦＶ）感染的 ＳＴ 细胞、猪繁殖与呼吸障碍

综合症病毒（ＰＲＲＳＶ）感染的 Ｍａｒｃ１４５ 细胞、猪伪狂

犬病毒（ ＰＲＶ） 感染的 ＳＴ 细胞、猪圆环病毒 ２ 型

（ＰＣＶ２）感染的 ＰＫ１５ 细胞、猪细小病毒（ＰＰＶ）感染

的 ＩＢＲＳ － ２ 细胞、猪传染性胃肠炎病毒（ＴＧＥＶ）感
染的 ＳＴ 细胞、猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）感染的

Ｖｅｒｏ 细胞无特异性反应（图 ２）。

Ａ、Ｂ：ＰＤＣｏＶ、ＰＫ１ 细胞，阴性血清 １０ － １稀释；Ｃ、Ｄ：ＰＤＣｏＶ、

ＰＫ１ 细胞，阴性血清 １０ － ２稀释；Ｅ ～ Ｈ：ＰＤＣｏＶ，阳性血清 １０ － ２ ～

１０ － ５稀释；Ｉ ～ Ｌ：ＰＫ１ 细胞，阳性血清 １０ － ２ ～ １０ － ５稀释

Ａ／ Ｂ： ＰＤＣｏＶ／ ＰＫ１ ｃｅｌｌｓ， １０ －１ｄｉｌｕｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ； Ｃ ／ Ｄ： ＰＤＣｏＶ／ ＰＫ１

ｃｅｌｌｓ， １０ －２ｄｉｌｕｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ； Ｅ ～ Ｈ： ＰＤＣｏＶ， １０ －２ ～１０ －５ｄｉｌｕｔｅｄ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ； Ｉ ～ Ｌ： ＰＫ１ ｃｅｌｌｓ， １０ － ２ ～ １０ － ５ｄｉｌｕｔｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ

图 １　 ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ（１００ × ）

Ｆｉｇ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤＣｏＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＩＦＡ（１００ × ）

３　 讨论与结论

３． １　 ＰＤＣｏＶ 阳性血清的应用　 ＰＤＣｏＶ 感染可引

起仔猪呕吐、腹泻等症状［１５ － １６］，严重影响猪群的生

长发育。 ＰＤＣｏＶ 阳性血清可在 ＥＬＩＳＡ、ＩＨＣ、ＩＦＡ 等

检测方法中应用［１７ － １９］，从而建立猪丁型冠状病毒

病的诊断方法。
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Ａ：ＣＳＦＶ － ＣＳＦＶ 单抗；Ｂ：ＣＳＦＶ － ＰＤＣｏＶ 阳性血清；

Ｃ：ＰＲＲＳＶ － ＰＲＲＳＶ 单抗；Ｄ： ＰＲＲＳＶ － ＰＤＣｏＶ 阳性血清；

Ｅ：ＰＲＶ － ＰＲＶ 单抗；Ｆ：ＰＲＶ － ＰＤＣｏＶ 阳性血清；

Ｇ：ＰＣＶ２ － ＰＣＶ２ 单抗；Ｈ：ＰＣＶ２ － ＰＤＣｏＶ 阳性血清；

Ｉ：ＰＰＶ －ＰＰＶ 单抗；Ｊ：ＰＰＶ －ＰＤＣｏＶ 阳性血清；Ｋ：ＴＧＥＶ －ＴＧＥＶ 单抗；

Ｌ：ＴＧＥＶ － ＰＤＣｏＶ 阳性血清；Ｍ：ＰＥＤＶ － ＰＥＤＶ 单抗；

Ｎ：ＰＥＤＶ － ＰＤＣｏＶ 阳性血清

Ａ： ＣＳＦＶ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＣＳＦＶ； Ｂ： ＣＳＦＶ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ；

Ｃ： ＰＲＲＳＶ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＰＲＲＳＶ；Ｄ： ＰＲＲＳＶ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ；

Ｅ： ＰＲＶ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＰＲＶ；Ｆ： ＰＲＶ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ；

Ｇ： ＰＣＶ２ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＰＣＶ２；Ｈ： ＰＣＶ２ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ；

Ｉ： ＰＰＶ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＰＰＶ；Ｊ： ＰＰＶ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ；

Ｋ： ＴＧＥＶ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＴＧＥＶ； Ｌ： ＴＧＥＶ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ；

Ｍ： ＰＥＤＶ － ＭｃＡｂ ｏｆ ＰＥＤＶ； Ｎ： ＰＥＤＶ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＰＤＣｏＶ

图 ２　 ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ 阳性血清的特异性（１００ × ）

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＰＤＣｏＶ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ

ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＩＦＡ（１００ × ）

阳性血清还可用于毒种和活疫苗的鉴别检验、

纯净性检验，从而进行疫苗的质量控制。 ＰＤＣｏＶ 在

无胰酶、胰液素时，在 ＳＴ、Ｖｅｒｏ、ＰＫ１５ 等细胞上不产

生细胞病变［２０ － ２１］，根据 ２０２０ 版兽药典，具有此特

性的 ＰＤＣｏＶ 毒种做外源病毒检验可不进行中和，

但仍需制备阳性血清用于毒种鉴别检验［１４］。

３． ２　 用鸡制备猪病阳性血清的优势和可行性 　

①用猪制备猪病阳性血清，需筛选抗原、抗体阴性

猪，鸡不感染猪病毒病，血清中不含各种猪病的抗

体，还有供应充足、来源稳定的商品化 ＳＰＦ 鸡可用；

②鸡属于小型实验动物，饲养于隔离器中便于控制

疫病感染，饲养管理比猪、羊更有优势；③矿物油佐

剂制备的油包水型疫苗免疫动物后产生比其他佐

剂疫苗更高的抗体［２２ － ２４］，但哺乳动物对矿物油副

反应大［２２，２５ － ２６］，鸡可耐受矿物油佐剂，可使用油包

水型疫苗免疫［１４］，从而获得高效价抗体。
３． ３　 技术经验总结分析　 ＢＥＩ 属于烷化剂类灭活

剂，这类灭活剂能破坏病毒核酸芯髓，使病毒完全

丧失感染力，而又不损害其蛋白衣壳、保留其保护

性抗原［２７］，因而比甲醛灭活制备的疫苗免疫原性

更好，抗体效价更高。 所以免疫用的 ＰＤＣｏＶ 疫苗

的抗原使用了 ＢＥＩ 灭活。
ＰＤＣｏＶ 抗体效价在 ４ 次免疫后达到高峰，随后

下降较快，加免后效价再次达到高峰。 分析原因，
可能是鸡非 ＰＤＣｏＶ 的自然宿主，不能快速产生特

异性抗体且效价下降较快。
３． ４　 成果及展望　 本研究用 ＳＰＦ 鸡制备出 ＰＤＣｏＶ
阳性血清，最高平均中和效价大于 １０００。 １０００ 倍

稀释的阳性血清用于 ＩＦＡ 检测 ＰＤＣｏＶ，感染 ＰＤＣｏＶ
的细胞荧光显微镜下显示特异性亮绿色荧光。 阳

性血清不与 ＰＤＣｏＶ 外的主要猪病病原体反应，特
异性良好。 所以，制备的 ＰＤＣｏＶ 阳性血清可用于

中和法、ＩＦＡ 鉴别检验 ＰＤＣｏＶ，为疫苗研发奠定基

础。 本研究为制备方法的前期研究，阳性血清保存

条件、保存期等尚需深入研究。
猪病疫苗是生物制品企业的主要产品，企业对

各种猪病阳性血清均有需求。 猪病阳性血清属于

标准品，与疫苗、诊断制品相比，其用量少、经济价

值低，暂无稳定、批量供应各类猪病阳性血清的生

产企业。 如需使用，多为生物制品企业自行制备，
或研究机构少量提供。 所以，如能建立通用、简易、
可操作性强、质量稳定的猪病阳性血清制备方法，
将降低猪用疫苗生产企业质控成本、提高质控质

量。 用鸡制备 ＰＤＣｏＶ 阳性血清方法成立，用鸡制

备其他猪病的阳性血清也有成功的可能，可对不同

疫病做针对性、细致研究，以期将鸡应用于更多猪

病血清的制备。

·６２·
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