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［摘　 要］ 　 采用常见猪病毒抗体阴性仔猪制备了猪轮状病毒 Ｇ５ 型阳性血清，经冻干鉴定，其性状、
无菌检验、特异性检验、剩余水分测定、真空度测定结果均符合要求，效价高达 １∶ １１４８２，为我国猪轮

状病毒活疫苗或其联苗成分的外源病毒检验、鉴别检验提供阳性血清，以满足疫苗检验需求。
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　 　 猪轮状病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ，ＰｏＲＶ）属呼肠

孤病毒科 （Ｒｅｏｖｉｒｉｄａｅ） 轮状病毒属 （ Ｒｏｔａｖｉｒｕｓ） 成

员，是引起幼龄仔猪病毒性腹泻的主要病原之一，
为双链 ＲＮＡ 病毒，基因组包含 １１ 段双链 ＲＮＡ，编

码 ６ 种病毒结构蛋白（ＶＰ１ － ＶＰ４，ＶＰ６ 和 ＶＰ７）和 ５
种非结构蛋白（ＮＳＰ１ － ＮＳＰ５）；病毒粒子有 ３ 层衣

壳，最内层为 ＶＰ１、ＶＰ２ 和 ＶＰ３，其包裹着轮状病毒

的基因组 ＲＮＡ，中间层为 ＶＰ６，具有抗原特异性，最

·１·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ５ 月第 ５７ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

外层衣壳由 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 蛋白组成，能够诱导机体

产生中和抗体［１ － ２］。 根据 ＶＰ６ 核苷酸序列差异，将

轮状病毒分为 １０ 个基因群（Ａ － Ｊ），Ａ、Ｂ 和 Ｃ 群轮

状病毒（ＲＶＡ、ＲＶＢ 和 ＲＶＣ）普遍感染人和动物。

目前已在 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｈ 群中发现猪轮状病毒，其中

ＲＶＡ 的流行性最高。 通常基于 ＶＰ７、ＶＰ４ 和 ＶＰ６

基因序列，进一步将轮状病毒分为 Ｇ、Ｐ 和 Ｉ 基因

型［２］。 ＶＰ７ 蛋白是猪轮状病毒重要的糖蛋白和主

要的中和抗原，现有已知的 Ｇ 基因型和血清型均相

同，相互对应［３］，故根据 ＶＰ７（Ｇ）基因序列进行 Ｇ

血清型定型，并作为猪轮状病毒流行毒株分析及其

疫苗毒株筛选的主要依据。 猪轮状病毒需经胰酶

处理，方可在 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞上增殖，并出现典型

的细胞病变，根据该生物学特性，可采用细胞中和

试验测定其抗体中和效价。

我国目前主要流行猪轮状病毒 Ａ 群 Ｇ５、Ｇ９ 等

血清型［２，４］，由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所

研制成功的猪传染性胃炎、猪流行性腹泻、猪轮状

病毒（Ｇ５）三联活疫苗（弱毒华毒株 ＋ 弱毒 ＣＶ７７７

株 ＋ ＮＸ 株）已于 ２０１４ 年批准应用，但我国缺少猪

轮状病毒 Ｇ５ 型相关疫苗检验及研究用标准化阳性

血清。 本试验采用仔猪制备了猪轮状病毒特异性

阳性血清（Ｇ５），可解决目前猪轮状病毒标准阳性

血清（Ｇ５）缺乏问题，以满足检验及研究之需。

１　 材料与方法

１． １　 细胞、毒株、动物　 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞、猪轮状病

毒强毒 Ｇ５ 型 ＬＮ 株，由中国兽医药品监察所保存；

猪轮状病毒 Ｇ５ 型 ＮＸ 株，由哈尔滨维科生物技术

有限公司提供；３０ 日龄健康仔猪 ６ 头，购自哈尔滨

国生生物科技股份有限公司。

１． ２ 　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 营养液、０． ２５％ 胰酶为

ｇｉｂｃｏ 公司产品；阳性血清对照 （中和抗体效价

１∶ １０２４）、阴性血清对照（中和抗体效价 ＜ １∶ ４），由

哈尔滨维科生物技术有限公司提供。

１． ３　 血清制备

１． ３． １　 免疫程序 　 筛选猪常见病毒抗体为阴性

（ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ、ＣＳＦＶ 和 ＦＭＤＶ Ｏ 型 ＥＬＩＳＡ 抗体检

测为阴性，ＰＣＶ２、ＰＥＤ、ＴＧＥＶ、ＰｏＲＶ 中和抗体效价

不高于 １ ∶ ４，ＪＥＶ、ＰＰＶ、ＳＩＶ 的 ＨＩ 抗体效价不高于

１∶ １０）且 ＡＳＦＶ 核酸检测为阴性的健康易感仔猪 ６

头。 采用 ＰｏＲＶ ＮＸ 株细胞毒 ４ 次肌肉注射筛选到

的 ＰＲＲＳＶ、ＰＲＶ、ＣＳＦＶ 等抗体阴性猪，免疫间隔时

间为 ２１ ｄ，然后采用 Ｇ５ 型 ＰｏＲＶ 强毒株 ＬＮ 株进行

攻击，攻毒后 １４ ｄ 开始采血、分离血清并检测血清

中和抗体效价，当血清中和抗体效价不低于 １∶ １０２４

时进行颈动脉放血，分离血清，并将获得 ６ 份阳性

血清放置 － ４０ ℃冰箱保存。

１． ３． ２　 血清冻干　 采血前监测中和抗体效价水平

为 ３ ／ ６ 不低于 １∶ ８０００，３ ／ ６ 在 １∶ ２０００ ～ ４０９６ 之间，

选取 １ 份中和抗体效价不低于 １∶ ８０００ 的猪轮状病

毒阳性血清混匀分装，每瓶 ２ ｍＬ，参照《中国兽用

生物制品规程》（２０００ 年版） ［５］ 的规定进行冻干，冻

干后放置 － ２０ ℃冰箱保存。

１． ４　 血清鉴定

１． ４． １ 　 性状、无菌检验、剩余水分测定和真空度

测定　 按照《中国兽药典》三部（２０２０ 年版）的规定

进行性状、无菌检验、剩余水分测定和真空度测定。

１． ４． ２ 　 效价测定　 参照猪传染性胃炎、猪流行性

腹泻、猪轮状病毒（Ｇ５）三联活疫苗（弱毒华毒株 ＋

弱毒 ＣＶ７７７ 株 ＋ ＮＸ 株）质量标准方法进行检验，

效价应不低于 １∶ １０２４。

１． ４． ２． １　 病毒处理　 取含量为 ３００ μｇ ／ ｍＬ 胰酶溶

液 １ ｍＬ 加入到 ９ ｍＬ 猪轮状病毒（Ｇ５ 型 ＮＸ 株，下

同）液中，使其胰酶最终含量为 ３０ μｇ ／ ｍＬ，混匀后

置 ３７ ℃作用 １． ５ ｈ，备用。

１． ４． ２． ２　 血清稀释、中和　 将待检血清、阳性血清

对照和阴性血清对照放置 ５６ ℃灭能 ３０ ｍｉｎ，然后用

ＤＭＥＭ －胰酶液（含胰酶３ μｇ ／ ｍＬ，下同）将待检血清

进行 ４ 倍系列稀释（２００ μＬ 血清 ＋ ６００ μＬ ＤＭＥＭ －

胰酶液）至 １∶ ６５５３６，取稀释度 １∶ ６４ ～ １∶ ６５５３６用于

中和抗体效价测定；取稀释后血清，每个稀释度加入

等量 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ 猪轮状病毒液，混匀后放入

３７ ℃ ＣＯ２培养箱作用 １ ｈ，期间振荡 ２ 次。

１． ４． ２． ３　 接种与观察　 将中和液接种到已长满良
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好单层 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞的 ９６ 孔细胞培养板上，

每个稀释度接种 ６ 孔，每孔 １００ μＬ，放置 ３７ ℃二氧

化碳培养箱作用 １ ｈ；同时设立阴性血清对照、

阳性血清对照、病毒对照（２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 病毒

液５００ μＬ ＋５００ μＬ ＤＭＥＭ －胰酶稀释液）及正常细

胞对照；并用 ＤＭＥＭ －胰酶液将 ２００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ

病毒液进行 １０ 倍系列稀释至 １０ － ３，取 １０ － １、１０ － ２、

１０ － ３三个稀释度接种细胞进行病毒回归，每个稀释

度接种 ６ 孔，每孔 １００ μＬ，放置 ３７ ℃二氧化碳培养

箱作用 １ ｈ。 １ ｈ 后，每孔补加 ＤＭＥＭ － 胰酶液

１００ μＬ，置 ３７ ℃ ＣＯ２培养箱培养，每天观察并记录

细胞出现 ＣＰＥ 情况，连续观察 ５ ～ ７ ｄ。

１． ４． ２． ４ 　 结果判定　 病毒对照、阴性血清对照应

全部出现 ＣＰＥ，阳性血清对照应达到规定的中和抗

体效价（误差不超过 ± １），正常细胞对照应无 ＣＰＥ

且生长良好，病毒回归时病毒含量应在 ５０ ～ ３００

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 之间，试验成立，否则应重检。 根据

细胞出现 ＣＰＥ 情况，按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算中和

抗体效价，应不低于 １∶ １０２４。

１． ４． ３　 特异性检验 　 采用我国国标或行业标准

的方法分别进行冻干血清常见猪病原抗体检测，

详见表 １。

２　 结果与分析

２． １　 性状　 从冻干的血清中随机选取 ３ 瓶，样品

表 １　 病原抗体检测方法

Ｔａｂ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ

病原抗体 检验方法 病原抗体 检验方法

ＰＲＲＳＶ ＥＬＩＳＡ ＰＥＤＶ ＶＮＴ
ＰＲＶ ＥＬＩＳＡ ＴＧＥＶ ＶＮＴ
ＣＳＦＶ ＥＬＩＳＡ ＪＥＶ ＨＩ

ＦＭＤＶ Ｏ 型 ＥＬＩＳＡ ＰＰＶ ＨＩ
ＰＣＶ２ ＶＮＴ ＳＩＶ ＨＩ

均为微黄色海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加稀

释液后迅速溶解。
２． ２　 无菌检验　 从冻干的血清中随机选取 ５ 瓶进

行无菌检验，均无菌生长（表 ２），符合《中国兽药

典》三部（２０２０ 年版）规定。
２． ３　 剩余水分测定　 从冻干的血清中随机选取 ４
瓶进行剩余水分测定，含量分别为 １． ３％ 、１． ６％ 、
１ ２％ 、１． ０％ （表 ３），符合《中国兽药典》三部（２０２０
年版）规定。
２． ４　 真空度测定　 使用高频火花真空测定仪对冻

干血清进行测定，出现白色、粉色或紫色辉光的判

为合格。 经测定，冻干血清均真空检验合格。
２． ５　 效价测定　 结果表明，采用制备疫苗用猪轮

状病毒 Ｇ５ 型 ＮＸ 株进行冻干血清（Ｇ５ 型）效价测

定，中和抗体效价可达 １∶ １１４８１（表 ４）。
２． ６　 特异性检验 　 冻干血清的病原抗体检测结

果均为阴性，冻干血清的特异性符合规定（表 ５）。

表 ２　 无菌检验结果

Ｔａｂ ２　 Ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

瓶号
３６ ℃培养结果 ２４ ℃培养结果 ３６ ℃培养结果

ＴＧ 小瓶 ＴＧ 小管 ＴＳＢ 小管 ＧＡ 斜面 ＴＧ 小管 ＧＡ 斜面

１ － － － － － －
２ － － － － － －
２ － － － － － －
４ － － － － － －
５ － － － － － －

　 　 “ － ” 表示无菌生长

表 ３　 剩余水分测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ
编号 空瓶重 ／ ｇ 干燥前总重 ／ ｇ 干燥后总重 ／ ｇ 干燥前重 ／ ｇ 干燥后重 ／ ｇ 剩余水分含量 ／ ％

１ ９． ０４２４ ９． ２０５８ ９． ２０３７ ０． １６３４ ０． １６１３ １． ３
２ ９． ３４１６ ９． ４９５６ ９． ４９３２ ０． １５４０ ０． １５１６ １． ６
３ ８． ８１７１ ８． ９３３５ ８． ９３２１ ０． １１６４ ０． １１５０ １． ２
４ ８． ５９８１ ８． ７３２６ ８． ７３１２ ０． １３４５ ０． １３３１ １． ０
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表 ４　 效价测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｐｏｔｅｎｃｙ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ Ｒｅｓｕｌｔｓ
项　 目 血清稀释度 观察结果 距离比例 ＬｇＰＤ５０ ＰＤ５０ 判 定

制备阳性血清

１∶ ６４ ６ ／ ６ －

１∶ ２５６ ６ ／ ６ －

１∶ １０２４ ６ ／ ６ －

１∶ ４０９６ ６ ／ ６ －

１∶ １６３８４ ２ ／ ６ －

１∶ ６５５３６ ０ ／ ６ －

０． ７５０ － ４． ０６ １∶ １１４８２ 符合要求

阳性血清对照

阴性血清对照

病毒回归

病毒对照

正常细胞对照

１∶ ６４ ６ ／ ６ －

１∶ ２５６ ６ ／ ６ －

１∶ １０２４ ５ ／ ６ －

１∶ ４０９６ ０ ／ ６ －

１∶ １６３８４ ０ ／ ６ －

１∶ ６５５３６ ０ ／ ６ －

１∶ ４ ０ ／ ６ －

１∶ １６ ０ ／ ６ －

１∶ ６４ ０ ／ ６ －

病毒稀释度 观察结果

１０ － １ ６ ／ ６ ＋

１０ － ２ ５ ／ ６ ＋

１０ － ３ ０ ／ ６ ＋

／ ６ ／ ６ ＋

／ ６ ／ ６ －

０． ４００ － ３． ２５

／ ／

距离比例 ＬｇＴＣＩＤ５０

０． ４００ － ２． ２４

／ ／

／ ／

１∶ １７７８

＜ １∶ ４

ＴＣＩＤ５０含量

１７４

／

／

试验成立

　 　 “ ＋ ”表示观察到细胞出现 ＣＰＥ；“ － ”表示未观察到细胞出现 ＣＰＥ；“ ／ ”表示未涉及

表 ５　 特异性检验结果

Ｔａｂ ５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
病原抗体 检测方法 结　 果 病原抗体 检验方法 结　 果

ＰＲＲＳＶ ＥＬＩＳＡ 阴性 ＰＥＤＶ ＶＮＴ 阴性

ＰＲＶ ＥＬＩＳＡ 阴性 ＴＧＥＶ ＶＮＴ 阴性

ＣＳＦＶ ＥＬＩＳＡ 阴性 ＪＥＶ ＨＩ 阴性

ＦＭＤＶ Ｏ 型 ＥＬＩＳＡ 阴性 ＰＰＶ ＨＩ 阴性

ＰＣＶ２ ＶＮＴ 阴性 ＳＩＶ ＨＩ 阴性

３　 小　 结

为了保证商品化的动物用病毒类活疫苗的纯

净性、特异性，疫苗成品和生产毒种需采取先使用

特异性阳性血清完全中和、再接种敏感细胞的方法

来进行外源病毒检验、鉴别检验。 由于猪轮状病毒

Ｇ 血清型繁多，不同血清型之间交叉中和效果差，

只有同型间才能获得较高的免疫交叉保护效果和

中和抗体效价［６ － ８］，故试验采用猪轮状病毒 Ｇ５ 型

抗原来制备特异性阳性血清，以便能够有效中和疫

苗中猪轮状病毒 Ｇ５ 型抗原成分，保证疫苗外源病

毒检验和鉴别检验的顺利进行。
试验采用国家标准或行业标准，对试验用仔猪
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的血清样品进行了 ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、ＰＲＶ、ＦＭＤＶ Ｏ 型、
ＰＣＶ２ 等常见猪病毒抗体检测，选择阴性健康仔猪

用于试验，并对该试验的环境、动物舍及进出人员

采取严格隔离控制的管理措施，防止试验动物感染

外源病原，保证所制备阳性血清的特异性；同时，原
疫苗成品质量标准中仅用弱毒抗原免疫程序制备

的阳性血清中和抗体效价一般可达 １∶ １０２４，通过尝

试采用猪轮状病毒 Ｇ５ 型 ＮＸ 株弱毒抗原进行 ４ 次

免疫、猪轮状病毒 Ｇ５ 型 ＬＮ 株强毒 １ 次攻毒试验的

免疫程序制备猪轮状病毒 Ｇ５ 型阳性血清，中和抗

体效价明显提高，一般可达 １∶ ４０００ 以上，最高可达

１∶ １００００ 以上。
所制备的阳性血清经冻干后进行了质量鉴定，

结果其性状、无菌检验、效价测定、特异性检验、剩
余水分测定、真空度测定结果均符合要求。 试验采

用的免疫程序可以获得抗猪轮状病毒的特异性高

效价阳性血清，为该阳性血清在疫苗检验中的有效

应用提供了基础保证。 为了确保冻干血清在保存

期间的质量稳定性，下一步将适时进行稳定性试

验，以便确定其 － ２０ ℃保存条件下的有效期。
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