
中国兽药杂志 ２０２３ 年 ４ 月第 ５７ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２３． ０４． ０３

狂犬病口服疫苗在实际储运和环境释放中的

消减规律研究

刘 健，白艺兰，桂亚萍，杨显超，夏炉明，龚国华，
陶田谷晟，沈海潇，常晓静，王 建∗，赵洪进∗

（上海市动物疫病预防控制中心，上海 ２０１１０３）

［收稿日期］ ２０２２ － １２ － １０　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２３） ０４ － ００１８ － ０７　 ［中图分类号］Ｓ８５２． ６５

［摘　 要］ 　 为探索冻干剂、咀嚼剂和喷剂三种剂型的 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 狂犬病口服疫苗在运

输、保存、反复冻融及不同温度下投放时疫苗效价的消减规律，将三种剂型的疫苗经过 ２ ～ ８ ℃运

输 ４８ ｈ，重新入库的疫苗分别 － ２０ ℃保存 １ 年和反复冻融 ５ 次，再将冻融后疫苗分别于 ２ ～ ８ ℃保

存 ４ 个月、１５ ℃ 放置 １ 个月、２５ ℃ 放置 １ 周和 ３７ ℃ 放置 ３ ｄ，于不同时间点取样检测疫苗效价

（ ｌｇＴＣＩＤ５０ ／ 头份）。 结果显示，三种口服疫苗经过 ２ ～ ８ ℃运输 ４８ ｈ 后，效价分别下降至 ６． ２５、５． ７５
和 ６． ２５，再经过 － ２０ ℃保存 １ 年和反复冻融 ５ 次后效价分别下降至 ５． ６７、５． ３３、５． ３３ 和 ５． ３３、５． ００、
５． ６７。 在 ２ ～ ８ ℃保存 ４ 个月后，三种剂型口服疫苗效价均能达到 ５． ００ 以上；在 １５ ℃放置 １ 个月、
２５ ℃放置 １ 周以及在 ３７ ℃放置 ３ ｄ 后，疫苗效价最低分别为 ３． ７５、２． ５０ 和 １． ００。 研究表明，三种

剂型口服疫苗在冷链运输、冷冻保存、反复冻融和低温环境释放条件下具有良好的稳定性，常温环

境对咀嚼剂的稳定性影响较小，高温环境会严重降低口服疫苗效价，建议在气温不高于 １５ ℃条件

下进行 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 的环境释放。 本研究为狂犬病口服疫苗的野外释放提供了数据支撑，
也为流浪动物和野生动物的狂犬病疫苗口服免疫提供了技术支持。
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ｐｏｉｎｔｓ （ ｌｇＴＣＩＤ５０ ／ ｄｏｓｅ）． Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｈｅｄ ６． ２５， ５． ７５ ａｎｄ ６． ２５，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －２０ ℃ ｆｏｒ １ ｙｅａｒ， ａｎｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ ｆｏｒ ５ ｔｉｍｅｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ
ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｒｅａｃｈｅｄ ５． ６７， ５． ３３， ５． ３３ ａｎｄ ５． ３３， ５． ００， ５． ６７． Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ
ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ５􀆰 ００ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ ｆｏｒ ４ ｍｏｎｔｈｓ ａｔ ２ ～８ ℃， ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｌｇＴＣＩＤ５０ ｗａｓ ｏｎｌｙ ３． ７５ ａｔ １５ ℃ ｆｏｒ
１ ｍｏｎｔｈ， ２． ５０ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ １ ｗｅｅｋ ａｎｄ １． ００ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｌｄ ｃｈａｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ， ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ， ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ， ａｎｄ ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｒｅｌｅａｓｅ． Ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｈｅｗｉｎｇ
ａｇｅｎｔｓ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ． Ｉｔ ｉｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｎｏｔ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ １５ ℃ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅ ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ ｗａｓ ｒｅｌｅａｓｅｄ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｄａｔａ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｏｒａｌ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ， ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｏｒａｌ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ ｓｔｒａｙ ａｎｉｍａｌｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ ａｎｉｍａｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｏｒａｌ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ； ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ； ｖａｃｃｉｎｅ ｔｉｔｅｒ； ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

　 　 狂犬病是危害人类健康的最古老疾病之一，由
狂犬病病毒引起，人类患者一旦发病，病死率几乎

为 １００％ ，是迄今为止人类病死率最高的急性传染

病，也是人类尚未能有效控制的疫病之一［１］。 狂犬

病疫苗是预防狂犬病唯一有效的方法［２］。 欧洲和

北美的许多国家已持续多年无狂犬病发生，得益于

采用狂犬病口服疫苗对野生动物进行诱饵口服免

疫。 在爱沙尼亚、法国、意大利、瑞士、芬兰等国家

大规模应用狂犬病口服疫苗后仅几年就使这些国

家消除了狂犬病［３］。 对我国 ２００４ 年至 ２０１８ 年国

内动物狂犬病病例进行回顾性调查时发现，０． ３３％
（３３ ／ １０１１８）的犬被确诊为狂犬病阳性，阳性犬中

２９ 只属于流浪犬［４］，因此在我国对流浪犬进行狂

犬病免疫可有效减少人狂犬病的发生。 由于狂犬

病毒的流行面积和宿主范围非常广泛，单靠注射免

疫很难消灭狂犬病毒，特别是对于城市的流浪动

物，用口服疫苗大面积免疫是消灭犬狂犬病的最有

效方法［５］。
欧美等发达国家从 １９７８ 年就开始大规模应用

减毒活疫苗预防动物狂犬病［６］，并明显降低了野生

动物狂犬病的发病率，同时也极大减少了被动物致

伤发生的家畜狂犬病和暴露后免疫人数，最终消除

了这些国家的人间狂犬病［７］。 早期应用于疫苗的

减毒株主要有重组痘病毒 Ｖ － ＲＧ 株，和一些不同

减毒水平的减毒株，如 ＥＲＡ 株、ＳＡＤＢｅｒｎ 株、ＳＡＤＢ１９
株和 ＳＡＤ５ ／ ８８ 株，虽然这些毒株毒力显著减弱，但
仍然对小鼠和其他野生动物保留残余毒力，存在传

播感染的危害性［８］。 相比之下重组疫苗存在较多

的优势，不仅安全可靠，而且可通过口腔、胃肠黏膜

进行抗原递呈，较传统注射途径免疫效果好且简易

便捷［９］。 表达狂犬病毒糖蛋白重组复制缺陷型人

５ 型腺病毒活载体疫苗 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 已被

证实能够产生抗狂犬病毒的保护性抗体，是一种安

全、可靠、高效的动物狂犬病候选疫苗［１０］，但其稳

定性受到饵料制备、储运条件、储存时间及投放环

境等因素的影响。 为探索 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 口

服疫苗消减规律，本研究依据饵料制备、储存运输、
环境投放等情况设计方案，选取不同剂型疫苗，经
储存运输、反复冻融、环境投放不同阶段考察疫苗

的效价，并进行统计学分析，为 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ －
ＣＧＳ 口服疫苗的剂型研制、储备运输、免疫程序提

供技术参考。
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１　 材料与方法

１． １　 疫苗、犬天然诱食剂、口服疫苗佐剂和细胞　
ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ（农基安证字（２０２０）第 ２０２
号）由军事科学院军事医学研究院军事兽医研究所

提供；犬天然诱食剂由上海诺伦生物医药技术有限

公司提供；口服疫苗佐剂由上海市农业科学院畜牧

兽医研究所提供；２９３Ａ细胞购自商城北纳创联生物

科技有限公司。
１． ２　 主要试剂与仪器　 ＤＭＥＭ 细胞培养液（批号：
２１２６８６５）、０． ２５％浓度胰酶消化液（批号：２１４２３０３）
均购自 ＧＩＢＣＯ 公司；胎牛血清（批号：２４１８）购自

ＳＩＧＭＡ 公司；９６ 孔细胞培养板（批号：２５２００６０１）购
自美国 Ｃｏｓｔａｒ 公司。
１． ３　 口服疫苗制备（见表 １）
１． ３． １　 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ ＴＣＩＤ５０测定　 ｒＡｄ５ －
ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 同步接种 ２９３Ａ 细胞，置 ３７ ℃ 含

５％ ＣＯ２培养箱培养 ４８ ～ ７２ ｈ，待 ８０％ 细胞出现

聚集、圆缩、脱落等细胞病变，将培养液冻融三次，
２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ， 取上清备用，同时按照

Ｒｅｅｄ －Ｍｕｅｎｃｈ法测定 ＴＣＩＤ５０。
１． ３． ２ 　 口服疫苗冻干剂制备 　 将疫苗稀释至

１􀆰 ０ × １０８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，加入等体积的脱脂奶溶液

（０􀆰 １ ｇ ／ ｍＬ），按照 ２ ｍＬ ／头份进行分装，真空、冻
干， － ２０ ℃保存备用，一周以后测定其 ＴＣＩＤ５０。
１． ３． ３ 　 口服疫苗咀嚼剂制备 　 将疫苗稀释至

１􀆰 ０ × １０８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，每头份咀嚼剂取 １ ｍＬ 病毒

液、１ ｍＬ 工作浓度佐剂加入到 １０ ｇ 犬天然诱食剂

中，充分混匀，用模具压制成骨型，真空、冻干，
－ ２０ ℃保存备用，一周以后测定其 ＴＣＩＤ５０。
１． ３． ４ 　 口服疫苗喷剂制备　 将疫苗稀释至１． ０ ×
１０８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，每头份取 １ ｍＬ 病毒液、１ ｍＬ 工作浓

度佐剂和 １ ｍＬ 脱脂奶溶液（０． １ ｇ ／ ｍＬ）充分混匀，真
空、冻干， －２０ ℃保存备用，一周以后测定其 ＴＣＩＤ５０。
１． ４　 运输稳定性试验　 三种剂型口服疫苗在野外

投放前主要通过低温冷链运输，按照最远距离计算

从出库至各区疫控中心，再到各免疫点，最后到达

投放点时间不超过 ４８ ｈ。 分别将三种剂型口服疫

苗置 ２ ～ ８ ℃冷藏车内进行 ４８ ｈ 的运输， 期间模拟

表 １　 试验用疫苗

Ｔａｂ １　 Ｖａｃｃｉｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
口服疫苗 批号 ｌｇＴＣＩＤ５０ ／ 头份 数量 ／ 头份 储存温度

冻干剂 Ｖ２０２１０５０１ ７． ６７ １００ － ２０ ℃
咀嚼剂 Ｃ２０２１０５０１ ６． ７５ １００ － ２０ ℃
喷剂 Ｓ２０２１０５０１ ７． ５０ １００ － ２０ ℃

１０ 次开门卸货入库，每次各取 １ 头份口服疫苗测定

其 ＴＣＩＤ５０。 待口服疫苗返回后入库储存于 － ２０ ℃
备用，分别于入库后第 ３、６、９ 和 １２ 个月测定口服

疫苗效价。 以储存于 － ２０ ℃未经运输的对应口服

疫苗作为对照疫苗。
１． ５　 反复冻融稳定性试验　 将通过运输后重新入

库的备用疫苗室温放置 １２ ｈ 后， 再将其回置

－ ２０ ℃冷冻 １２ ｈ，反复 ５ 次，每次取 １ 头份测定其

ＴＣＩＤ５０，剩余疫苗重新入库于 － ２０ ℃以下储存。 以

储存于 － ２０ ℃未经冻融的疫苗作为对照疫苗。
１． ６　 不同保存温度下的稳定性试验　 将反复冻融

后重新入库的备用疫苗分别于 ２ ～ ８ ℃保存 ４ 个月，
每隔１ 个月取样检测疫苗效价；于１５ ℃放置１ 个月，
每周取样检测疫苗效价；于２５ ℃放置１ 周，每天取样

检测疫苗效价；于 ３７ ℃放置 ３ ｄ，每 １２ ｈ 取样检测疫

苗效价。 均以各温度下 ０ 时间点的疫苗作为对照。
１． ７ 　 统计学分析 　 疫苗效价检测结果均采用

ｌｇＴＣＩＤ５０ ／头份，保留小数点后 ２ 位。 用 ＳＰＳＳ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

软件进行数据的统计及分析，采用单因素方差分

析（Ｆ）对不同条件下的疫苗进行病毒滴度比较，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５为差异有统计学意义。
２　 结　 果

２． １　 运输稳定性　 结果见图 １。 三种剂型口服疫苗

经过４８ ｈ 运输和开门卸货后，冻干剂效价下降了１． ４２，
咀嚼剂下降了 １． ００，喷剂下降了 １􀆰 ２５，但是三种剂型

口服疫苗效价均能达到 ５􀆰 ７５ 以上。 经统计学分析，在
不同开门卸货次数条件下，咀嚼剂相比冻干剂效价差

异显著，具有统计学意义（Ｆ咀嚼剂 ＝１４． ８１０，Ｐ ＜ ０． ０５）；
喷剂相比冻干剂也同样差异显著，具有统计学意义

（Ｆ喷剂 ＝２９􀆰 １３３，Ｐ ＜ ０． ０５）。 咀嚼剂、喷剂相对冻干

剂效价下降差异显著，具有统计学意义（Ｆ咀嚼剂 ＝

１０􀆰 ５２９，Ｆ喷剂 ＝１９􀆰 ８０３，Ｐ ＜０． ０５）。

·０２·
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运输后入库的口服疫苗于 －２０ ℃储存 ３、６、９、１２
个月的效价变化见图 ２。 运输后 －２０ ℃储存，冻干剂

疫苗效价下降了 ０． ５８，咀嚼剂下降了 ０． ４２，喷剂下降

了 ０． ９２，但是均能达到 ５． ３３ 以上。 经统计学分析，在
不同时间点条件下，冻干剂、咀嚼剂和喷剂相对对照

疫苗效价均差异不显著，无统计学意义（Ｆ冻干剂 ＝
１７􀆰 ４８８，Ｆ咀嚼剂 ＝ ９． ４１８，Ｆ喷剂 ＝ ７３􀆰 ８４６，Ｐ ＞ ０． ０５）；咀
嚼剂、喷剂相对冻干剂效价下降差异同样不显著，无
统计学意义（Ｆ咀嚼剂 ＝２􀆰 ２９３，Ｆ喷剂 ＝２． ２９３，Ｐ ＞０． ０５）。
２． ２　 反复冻融稳定性　 运输后重新入库的疫苗反

复冻融 ５ 次后其效价变化见图 ３。 冻融后，冻干剂

效价下降了 ０． ９２，咀嚼剂下降了 ０． ７５，喷剂下降了

０． ５８，但是均能达到 ５． ００ 以上。 经统计学分析，冻
融后，咀嚼剂、喷剂相对冻干剂效价差异不显著，无
统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；咀嚼剂、喷剂相对冻干剂效

价下降差异显著，具有统计学意义（Ｆ咀嚼剂 ＝ １０． ５２９，
Ｆ喷剂 ＝ １９． ８０３，Ｐ ＜ ０． ０５）。
２． ３　 不同保存温度下疫苗的稳定性　 结果见图 ４。
２． ３． １　 ２ ～ ８ ℃ 保存 ４ 个月 　 冻干剂效价下降了

０． ３３，咀嚼剂下降了 ０． ６７，喷剂下降了 ０． ６７，但是

均能达到 ５． ００ 以上。 经统计学分析，冻干剂、咀嚼

剂相对对照疫苗效价差异不显著，无统计学意义

（Ｐ ＞ ０． ０５）；但是喷剂相对对照疫苗效价差异显

著，有统计学意义（Ｆ喷剂 ＝ ２２． ８９４，Ｐ ＜ ０． ０５）；咀嚼

剂、喷剂相对冻干剂效价下降差异不显著，无统计

学意义（Ｆ咀嚼 ＝ ０． ９８２，Ｆ喷剂 ＝ １． ５４９，Ｐ ＞ ０． ０５）。
２． ３． ２ 　 １５ ℃ 保存 １ 个月 　 冻干剂效价下降了

１􀆰 ５８，咀嚼剂下降了 ０． ７５，喷剂下降了 １． ３４，疫苗

效价最低只有 ３． ７５。 冻干剂、咀嚼剂和喷剂相对对

照疫苗效价差异均不显著，无统计学意义 （Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；咀嚼剂、喷剂相对冻干剂效价下降差异也不

显著，无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
２． ３． ３　 ２５ ℃保存 １ 周　 冻干剂效价下降了 ２． ６６，
咀嚼剂下降了 ２． ５０，喷剂下降了 ３． ３４，疫苗效价最

低只有 ２． ５０。 冻干剂、咀嚼剂和喷剂相对对照疫苗

效价差异均不显著，无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；咀
嚼剂、喷剂相对冻干剂效价下降差异也不显著，无
统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。

２． ３． ４　 ３７ ℃保存 ３ ｄ　 冻干剂效价下降了 ３􀆰 ６６，
咀嚼剂下降了 ４． ００，喷剂下降了 ３． ６７，疫苗效价最

低只有 １． ００。 冻干剂、咀嚼剂和喷剂相对对照疫苗

效价差异均不显著，无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；咀
嚼剂、喷剂相对冻干剂效价下降差异也不显著，无
统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。

图 １　 经过 ４８ ｈ 运输口服疫苗效价检测结果

Ｆｉｇ １　 Ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ
ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ

图 ２　 －２０ ℃储存 ３、６、９ 和 １２ 个月后口服疫苗效价检测结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ
ａｔ －２０ ℃ ｆｏｒ ３， ６ ， ９ ａｎｄ １２ ｍｏｎｔｈｅｓ

图 ３　 反复冻融后口服疫苗效价检测结果

Ｆｉｇ ３　 Ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ
ａｆｔｅｒ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ
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Ａ：２ ～ ８ ℃保存 １、２、３、４ 个月；Ｂ：１５ ℃保存 １、２、３、４ 周；

Ｃ：２５ ℃保存 １、２、３、４、５、６、７ ｄ；Ｄ：３７ ℃保存 １２、２４、３６、４８、６０、７２ ｈ

Ａ： Ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ２ － ８ ℃ ｆｏｒ １， ２， ３ ａｎｄ ４ ｍｏｎｔｈｓ；

Ｂ： Ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ １５ ℃ ｆｏｒ １， ２， ３ ａｎｄ ４ ｗｅｅｋｓ；

Ｃ： Ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ２５ ℃ ｆｏｒ １， ２， ３， ４， ５， ６ ａｎｄ ７ ｄａｙｓ；

Ｄ： Ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ １２， ２４， ３６， ４８， ６０ ａｎｄ ７２ ｈｏｕｒｓ

图 ４　 不同保存温度下口服疫苗效价检测结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｉｔｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

３　 讨　 论

腺病毒作为基因传递和表达的有效工具满足

了作为重组疫苗载体的诸多条件，目前已经大量的

用于疫苗的研发和临床基因治疗领域，其中研究应

用最广泛的为人 ５ 型腺病毒［１１］。 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ －
ＣＧＳ 属于表达狂犬病病毒糖蛋白基因 ＲＡＢＶ － Ｇ 的

重组复制缺陷型人 ５ 型腺病毒活载体疫苗，不仅可

以高效表达狂犬病病毒 Ｇ 蛋白，而且其自身的复制

缺陷也增加了口服疫苗的安全性［１２］，并获得了农

业转基因生物安全证书。 由于口服疫苗对冷链温

度偏移十分敏感，因此在制备、储存、运输、投放过

程中的温度和时间控制尤为重要，高温影响疫苗效

价，或导致接种无效；低温可影响疫苗形态，直接影

响疫苗的安全性和稳定性，且形态变化多是不可逆

的［１３］，因此在口服疫苗投放使用前，应当对口服疫

苗在实际储运和环境释放中疫苗效价的消减规律

进行研究。

狂犬病口服疫苗 ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 在被制

备成三种剂型后，效价均有所下降，其中咀嚼剂下

降最多，达到 １． ２５，可能与犬天然诱食剂中未添加

脱脂奶，冻干后保护能力差有关。 在冷链运输和开

门卸货后，虽然相对冻干剂，咀嚼剂和喷剂效价差

异显著，但是效价下降差异并不显著，疫苗效价仍

然保持在最低 ５． ７５ 以上，证明冷链运输中三种剂

·２２·
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型口服疫苗均较稳定。 运输后储存于 － ２０ ℃保存

１ 年，三种剂型口服疫苗效价下降最高不超过１． ００，

最低疫苗效价仍可以达到 ５􀆰 ３３ 以上，因此通过运

输后进入免疫点 － ２０ ℃保存的口服疫苗保存期至

少可以达到 １ 年。 储存于免疫点的口服疫苗投放

前会经过反复冻融，冻融 ５ 次后效价最高下降了

０． ９２，疫苗效价最低仍可达 ５． ００，冻干剂、咀嚼剂

和喷剂相对对照疫苗效价差异不显著，但是咀嚼

剂和喷剂相对冻干剂疫苗效价下降差异显著，说

明三种剂型口服疫苗对冻融都具有较强的抵抗

力，其中咀嚼剂抵抗冻融的效果最佳，说明野外投

放的口服疫苗短暂失温并不影响疫苗的效价。

活疫苗效价的下降值与保存时间呈正比关系，但

是保存的温度直接影响疫苗效价的下降率。 ２ ～８ ℃

为口服疫苗的暂存温度，在保存 ４ 个月后，疫苗效

价最多也只下降了 ０． ６７，效价均在 ５． ００ 以上，说明

冻干更有利于口服疫苗的保存，从而保证口服疫苗

在冷藏情况下短期保存并不影响它的效价。 １５ ℃

是疫苗野外投放的平均温度，咀嚼剂在保存 ２ 周

后，疫苗效价仍然能够达到 ４． ６７，说明咀嚼剂在

野外投放温度不超过１５ ℃的情况下，其投放的有

效时间可达 ２ 周。 ２５ ℃和 ３７ ℃情况下疫苗效价

下降非常快，且温度越高，效价下降越快，差异越

不明显，这与 Ｓｈｒｉｖａｓｔａｖａ 等人研究结果一致［１４］ ，

因此高温季节不建议进行狂犬病口服疫苗的野外

投放。

国内流浪犬猫狂犬病口服疫苗免疫尚处于探

索阶段，ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 已被证明能产生较

好的中和抗体［１０］，虽然目前病毒滴度还够高，不能

满足大规模的临床应用，但梁武等人采用细胞微载

体悬浮培养工艺实现了 ＰＣＶ２ 的量产［１５］，为优化

ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 培养条件、提高病毒滴度、逐

步实现其量产提供了研究思路。 本研究为狂犬病

ｒＡｄ５ － ΔＥ１ ／ Ｅ３ － ＣＧＳ 口服疫苗的野外释放提供了

数据支撑，也为流浪动物和野生动物的狂犬病疫苗

口服免疫提供了技术支持。

参考文献：
［１］ 　 胡志鹏， 钟 江． 狂犬病病毒研究进展［ Ｊ］ ． 微生物与感染，

２００７， ２（０２）： １２０ － １２４， １２７．

Ｈｕ Ｚ Ｐ， Ｚｈｏｎｇ Ｊ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ， ２００７， ２（０２）： １２０ － １２４， １２７．

［２］ 　 赵忠鹏， 夏咸柱， 扈荣良， 等． 表达狂犬病毒糖蛋白抗原的

重组犬 ２ 型腺病毒的构建及鉴定［Ｊ］ ． 微生物学报， ２００７， ４７

（０２）： ３３５ － ３３９．

Ｚｈａｏ Ｚ Ｐ， Ｘｉａ Ｘ Ｚ， Ｈｕ Ｒ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｃａｎｉｎｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ

ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｒａｂｉｅｓ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ （ Ｒｇｐ） ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ

Ｓｉｎｉｃａ， ２００７， ４７（０２）： ３３５ － ３３９．

［３］ 　 Ｍäｈｌ Ｐ， Ｃｌｉｑｕｅｔ Ｆ， Ｇｕｉｏｔ Ａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｗｅｎｔｙ ｙｅａｒ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ｏｆ

ｔｈｅ ｏｒａｌ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ ＳＡＧ２ ｉｎ ｗｉｌｄｌｉｆｅ： ａ ｇｌｏｂａｌ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ．

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１４， ４５（１）： ７７．

［４］ 　 Ｆｅｎｇ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｙ Ｙ， Ｘｕ Ｗ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｉｍａｌ ｒａｂｉｅｓ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ，

Ｃｈｉｎａ， ２００４ － ２０１８ ［ Ｊ］ ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， ２０２０，

２６（１２）： ２８２５ － ２８３４．

［５］ 　 秦 梅， 刘延亭， 侯艳红． 口服狂犬病毒疫苗诱饵的研究进展

［Ｊ］ ． 中国动物保健， ２０１６， １８（０１）： ６６ － ６９．

Ｑｉｎ Ｍ， Ｌｉｕ Ｙ Ｔ， Ｈｏｕ Ｙ Ｈ． Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｏｒａｌ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ

ｂａｉｔ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ， ２０１６， １８（０１）： ６６ － ６９．

［６］ 　 郑海发． 口服狂犬病疫苗［Ｊ］ ． 微生物学免疫学进展， １９９５，

２３（０３）： １５８ － １６２．

Ｚｈｅｎ Ｈ Ｆ． Ｏｒａｌ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， １９９５， ２３（０３）： １５８ － １６２．

［７］ 　 俞永新， 石磊泰． 中国狂犬病口服疫苗的研究进展及其应用

的紧迫性 ［ Ｊ］ ． 中国人兽共患病学报， ２０１９， ３５ （ １１ ）：

９７３ － ９８０．

Ｙｕ Ｙ Ｘ， Ｓｈｉ Ｌ Ｔ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｕｒｇｅｎｃｙ ｏｆ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｏｒａｌ ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｏｒ ｄｏｇｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ

Ｚｏｏｎｏｓｅｓ， ２０１９， ３５（１１）： ９７３ － ９８０．

［８］ 　 俞永新． 人和动物狂犬病防制研究进展［ Ｊ］ ． 中国人兽共患

病杂志， １９９８， １４（０４）： ５６ － ６０．

Ｙｕ Ｙ Ｘ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ

ｈｕｍａｎ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｒａｂｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ Ｚｏｏｎｏｓｅｓ， １９９８，

１４（０４）： ５６ － ６０．

［９］ 　 刘晓志， 赵会景， 郑海洲， 等． 口服型狂犬疫苗研究进展

［Ｊ］ ． 白求恩军医学院学报， ２０１０， ８（０４）： ２８３ － ２８４．

Ｌｉｕ Ｘ Ｚ， Ｚｈａｏ Ｈ Ｊ， Ｚｈｅｎ Ｈ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｏｒａｌ

ｒａｂｉｅｓ ｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｅｔｈｕｎｅ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，

２０１０， ８（０４）： ２８３ － ２８４．

·３２·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ４ 月第 ５７ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

［１０］ 王 颖， 张守峰， 刘 晔， 等． 狂犬病病毒糖蛋白重组人腺病毒

的构建及免疫效果的初步研究 ［ Ｊ］ ． 病毒学报， ２０１１， ２７

（０５）： ４４２ － ４４６．

Ｗａｎｇ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｆ， Ｌｉｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ

ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ －

ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２０１１，

２７（０５）： ４４２ － ４４６．

［１１］ 徐 莉， 李 敏． 腺病毒载体疫苗药学评价的思考［ Ｊ］ ． 中国生

物制品学杂志， ２０２２， ３５（０６）： ７６３ － ７６８．

Ｘｕ Ｌ， Ｌｉ Ｍ． Ｒｅｆｌｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ

ｖｅｃｔｏｒ ｖａｃｃｉｎｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ， ２０２２， ３５

（０６）： ７６３ － ７６８．

［１２］ Ｗａｎｇ Ｓ Ｃ， Ｓｕｎ Ｃ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｓ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｓｔｒｅｅｔ

ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ＢＤ０６ ｉｎｄｕｃｅｓ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｒｏｂｕｓｔ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

ｗｈｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｎｏｎ － ｒｅｐｌｉｃａｔｉｖｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

［Ｊ］ ． Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２０１５， １６０（０９）： ２３１５ － ２３２３．

［１３］ 马汝飞， 傅宇婷， 李国良， 等． Ⅰ型Ⅲ型脊髓灰质炎减毒活

疫苗（人二倍体细胞）实际储运中的稳定性［ Ｊ］ ． 中国生物制

品学杂志， ２０２０， ３３（０８）： ８５５ － ８６３．

Ｍａ Ｒ Ｆ， Ｆｕ Ｙ Ｔ， Ｌｉ Ｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｙｐｅｓ Ⅰ ａｎｄ Ⅲ ｏｒａｌ

ｌｉｖｅ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓ ｖａｃｃｉｎｅ （ ｈｕｍａｎ ｄｉｐｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ） ｉｎ

ａｃｔｕａｌ ｓｔｏｒａｇｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ， ２０２０， ３３（０８）： ８５５ － ８６３．

［１４］ Ｓｈｒｉｖａｓｔａｖａ Ａ， Ｇｕｐｔａ Ｎ， Ｕｐａｄｈｙａｙ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｕｔｉｏｎ ｎｅｅｄｅｄ ｉｎ

ｕｓｉｎｇ ｏｒａｌ ｐｏｌｉｏ ｖａｃｃｉｎｅ ｂｅｙｏｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｄ ｃｈａｉｎ： ｖａｃｃｉｎｅ ｖｉａｌ

ｍｏｎｉｔｏｒｓ ｍａｙ ｂｅ ｕｎｒｅｌｉａｂｌｅ ａｔ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｉｎｄｉａｎ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１２， １３５（４）： ５２０ － ５２２．

［１５］ 梁 武， 乔 健， 李亚杰， 等． ＰＫ － １５ 细胞微载体悬浮培养及

ＰＣＶ２ 增殖工艺研究［ Ｊ］ ． 中国兽医杂志， ２０１９， ５５ （０４）：

１０３ － １０６， １１０．

Ｌｉａｎｇ Ｗ， Ｑｉａｏ Ｊ， Ｌｉ Ｙ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ＰＫ１５ ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ

ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ

ｔｙｐｅ ２［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９， ５５

（０４）： １０３ － １０６， １１０．

（编 辑：李文平）

·４２·


