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草鱼出血病细胞培养灭活疫苗的研究
’

— 疫苗株的免疫原性及其有效免疫

剂量的比较

杨先乐 夏 春 左文功

(中国水产科学研究院长江水产研究所 )

提 要 木文比较了疫苗株 F R名 5生 和 F B书 3 6一 w 的免疫原性
,

及其对三寸左右草鱼

种的有效免疫剂量
。

疫苗株 F R一 5生和 F R书 3 6一 均有较强的免疫原性
,

其保护力可达允落

以上
。

但试验结果初步证明
,

F牛 85 生疫苗比 F R祀3 6~ 疫苗免疫原性更强
。

经统 计 分析
,

F E卜8涎 疫苗的免疫保护力可达 88
,

9 士 1 2
,

0 ( 6) 另
,

血清中和抗体效价为 1 60
.

6士 5 8
.

9 ( 6) ; 而

r R铭 3 6
一
w 疫苗分别只有 7 1

.

3 士 14
.

2 (6) %
、

88
甲

3 士 26
.

2 (6 ) ;二者有显著 的差异 ( 0
,

。6 > P >

0
.

m )
。

注射免疫三寸左右的草鱼种
,
F R书 5往 的免疫荆量在 3一6 x l于

`
T C I几

。
/尾左右

,

F R

冶 3 6一 在 3一6
x

10
,

·

哩c I D 。。
/尾左右

,

其免疫保护力可达 80 形左右
,

同时我们测得 F R卜 8 5盛

的半数免疫量为 1。`
4

’
T C工D ` 。

厂m几

关链词 草鱼出血病
,

鱼呼肠孤病毒
,

细胞培养灭活疫苗
,

疫苗株
,

免疫剂量

草鱼 (侃、 刃h” 终卯苗的飞 `灸“ 讹 C
·

“ V
·

) 出血病是鱼呼肠孤病毒 ( r R v ) 引起的病

毒性疾病 (中国科学院武汉病毒所
,

中国水产科学研究院长江水产研究所沙市分所草鱼出

血病研究协作组
,

1 9 8 3 ; 1 9 8 4。 ; 19 8 4 b )
,

严重影响着草鱼的成活率
,

目前 尚无理想的防治方

法
。

1 9 8 5 年以来
,

我们开始对草鱼肾细胞系 ( C工K )培养的鱼呼肠孤病毒灭活疫苗进行研

究
,

通过对其安全性
、

免疫原性和抗攻击保护力试验
,

初步证实了该疫苗防治草鱼出血

病的可行性
,

并且测得草鱼对该疫苗的应答时间 (水温 28 oC 左右 )为 10 天
,

在 第 20 天

时
,

免疫后的草鱼血清中和抗体水平达到峰值
,

免疫保护力鸣达到较高水平 (杨先乐等
,

1 9 8 6 )
。

对疫苗株的筛选及其抗原性的研究
,

是制务高效细胞培养灭活疫苗 的一 个重要方

面
。

但在水产领域
,

国内外对此报道甚少
。

疫苗的有效免疫剂量是疫苗的一个重要参数
,

学者们曾作过一些研究 (高汉蛟等
,

1 9 8 6 ( i , , D e K i it k e l主n 。` a l
.

1 9 8 4 )
,

但各具特定性
。

为

此我们从十几株野毒株中
,

初步筛选出二株具有较强免疫原性 的病毒株
,

对其免疫原性进

行了详细的比较
,

并对它们所制备的细胞培养灭活疫苗的有效免疫剂量作了研究
。

今
本文承卫生部上海生物制品研究所焦永真教授

,

中国农科院哈尔滨瞥医研究所徐振东副 研究员市阅
,

并提出

宝贵意见
,

在此一并致谢
。

收稿年月
:
玲88 年 B 月 ;同年 12 月修改

。

奴 ) 高汉妓等
.

19 防
。

草鱼出血病 G C签跳 细胞培养灭活疫苗实验研究
,

疫苗浓度对出血病免疫力的影响
。

鱼

病简讯
,

( 4 )
: 1

。
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材 料 和 方 法

1
.

疫苗的制备与检定 将在 C I K细胞上增殖稳定的种子毒株 P R 一5 4和 F R 一 36一 `
.

分别接种

于已呈单层的 C I K细胞
,

收获后灭活前测定其病毒滴度 ( T C I几
。
了二 l)

。

疫苗制备和检定参照杨先爪 等

(1 9B 6 )所采用的方法
。

由此所得的细胞培养灭活疫苗
,

分别简称为 犷 R尸 8 54 和 E R
一
83 6

一
w 疫苗

。

病 毒

灭活前的滴度
,

作为确定疫苗免疫剂量的依据
。

2
.

疫苗的接种及免疫原性测定 采用腹腔注射的方法
,

对三寸左右的草鱼种进行免疫 (水温 2『 C

左右
.

)
。

疫苗注射最为 。
.

3一。
.

s m ]
,

以测定免疫鱼的免疫保护力和血清中和抗体效价评价疫苗的免疫效

果 (杨先乐等
,

1 98 6夕
.

3
.

F R书涎 和 F R一3 6一 疫苗株免疫原性的比较 用滴度相近
、

各批次未作任何稀释的 F R名 5 4

和 F R
一 8邪

一 w 疫苗
,

分别对草鱼种进行 6 次免疫接种试脸 (同时设立不注射疫苗的对照组
,

以下试验

同 )
。

免疫后 20 天左右
,

检测中和抗体及保护力
,

并将试验结果进行统计分析
,

以比较二疫苗株的免疫

原性
。

另一方面
,

用无血清的 E ag 丫 5 M E M 准确将 F R - 8 54 和 F R书 3 6一 疫苗稀释成同一滴度后
,

问

时免疫一冬龄草鱼或当年草鱼
,
2。 天后

,

比较其免疫原性
。

4
.

疫苗有效免疫剂 t 和半数免疫 t 的测定 用无血 清 的 E鳍 le, o M E M 将 犷 R一 5在疫 苗 或 F R

83 6一 疫苗作序列稀释后
,

同时免疫一冬龄草鱼
,

然后根据免疫 20 天后的免疫效果
,

衡量疫苗的有效 免

疫剂量和半数免疫量
。

试 验 结 果

一
、

疫苗株免疫原性的比较

用滴度基本接近的各批次 r R 一 854 和 F丑一 8 3 6一w 疫苗
,

不进行任何稀释
,

直接免疫

一冬龄或当年草鱼种
,

试验统计结果表明
,

二疫苗对草鱼出血病均有一定的抗攻击保护作

用
,

免疫保护力分别为 88
.

9 士 12
.

。 (6 )%
、

71
.

3 土 14
.

2( 6) 拓 * * 。

它们的中和抗体效价分

别达 1 6 0
.

5 土 5 8
.

9 ( 6 )
、

8 8
.

5 士 2 6
.

2 ( 6 )
* ,

与对照组有极其显著的差别 ( P 值均小于 0
.

0 0 1 )

(表 1 )
。

但是 F班 85 4 疫苗与 F R一 83 份w 疫苗相比
,

前者的免疫原性显著高于后者
,

无论

从免疫保护力还是血清中和抗体水平分析
,

二者均有显著的差 异 ( 七检验
, o

·

。 5 > p >

0
.

0 1 )
o

另将 F卫卜 8 54 疫苗和 F R 一 8 3 6哪 疫苗稀释成同一病毒滴度含量后
,

同时免疫一冬龄

草鱼 70 尾
,

当年草鱼 50 尾
,

其结果如表 2
。

对一冬龄和当年草鱼种
,

F R 一854 疫苗的免

疫保护力和血清中和抗体效价都要高于或略高于 F R 一8 36 一 疫苗
。

二
、

疫苗有效免疫剂量

将滴度为 1 0 1
· ’
T O ID

。。

/功 l 和 1 0 ` · `
T C I D

。。

/ m l 的 F R es 8 5 4 疫苗分别稀释成 1 0 0 , 1 0一
, ,

2 x 1 0一 2 ,
1 0 一

2

和 1 0
0 , 1 0 一 1 , 1 0 一气使共最终含量为 1 0 7

· “ , 1 0 6
·
弓 , 2 x l o 5

4

5 , 1 0朽
· ’ , 1 0

4
· “
T C I D

: 。

/

m l
,

然后分成二组免疫一冬龄的草鱼种
。

试验结果表明
,

免疫剂量在 1 .05
匕
T OI D

。。

/功 1( x

。 3一 0
.

s m l) 以上的 F丑卜 8 54 疫苗
,

保护力均在 80 那以上
,

血清中和抗体水平也较高 ; 当免

疫剂量下降到 1 .0
· 。
T C工D

`

0/ m l( x 0
.

3一 o
.

sm l) 时
,

免疫效果明显下降
,

免疫保护力只有

右绍
,

血清中和抗体效价也下降到 12
.

2 土 1 4
.

4 ( 2 )
,

基本上保持在对照水平 (表 3 )
。

同时
,

根
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表 1各批次未稀释的近滴度 rR书乳 和 rR书 3 6一 疫苗免疫原性比较

T a b l eI c临Pa
ri o sn o i fm m u n o g eni

ei yt b 旧 wt n e eF R 一54 5 a n d

万R 书 3 6一
, w h i e h w e r e d e il v e r e d a t a P P r

ox im at e d韶 e s

疫疫苗名称称 疫苗批号号 试验尾数数 免 疫 组组 对 照 组组 免疫保护力二二

(((((((免疫组乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙乙 (男 )))
对对对对照组 ))) 存 活 率率 血清中和

称称
存 活 率率 血清中和

半半半

(((((((((万 〕〕 抗体效价价 (男 ))) 抗休效价价价

FFF只翎石444 7一 111 1O() / 1的的 匀5
.

000 肠 6
。

OOO 000 89
.

888 9 6
.

000

88888一 111 6 0 /万000 沁
。

OOO 勉
。

888 000 5
。

666 沁
.

000

99999一 111 1的 /巧 OOO 加
.

000 1 4 9
。

777 1 555 8 8
.

000 88
.

222

11111 0一 111 石5 /砧砧 幻6
。

444 1韶
.

111 43
.

666 1 1
。

222 加
.

工工

11111 -0 一 222 沁 /2弱弱 1 (训〕
.

000 14 D
`

777 000 1 8
.

888 1〔旧
.

000

11111 1一卫卫 石0 /万000 1以】
.

000 14 9
.

777 1 6
甲

77777 1 1叉〕
.

000

检检检测红计计 9 1
,

9 士 1 1
.

截666 16 0
.

石士士 12
.

6 士 1 7
`

1 (6 ))) 2 2
.

7 士 1 5
卜

郎 ))) 8 8
.

9 士 12
.

心 :::
XXXXX 士队 D

.

( N ))))) 5 8
.

。( 6 )))))))))

万万R -裂邓一WWW 6一 111 石0了 1 7000 70
`

OOO 89
.

111 2 1
.

444 8
。

000 6 4
.

666

66666一222 伟 / 7888 83
`

000 印
甲

333 000 1 1
.

222 as
.

000

66666
J

一 333 1 7 / 1 777 88
.

222 1 2 8
.

000 3 1
.

222 4
.

000 83
`

888

22222 3
~

一 111 4 6 /石000 朋
.

000 苟
.

222 000 5
。

666 e o
.

000

22222合- 222 6 0才阳阳 份
.

000 阳
,

111 1 6
。

777 1 8
.

888 52
.

000

22222 4 ee lll 1 0 4 / 1印印 郎
.

777 即
.

111 6
.

777 3 8
.

000 84
甲

666

检检检测统计计 科
甲

5 土 1 2
,

以e ))) 8 8
.

3 士士 12
.

7 生 12
.

以6 夕夕14
甲

3 士 12
.

郎 )))

…
7 1

4

3 士 , `
·

““
XXXXX 士 s

一

刀
.

(入 ))))) 2 6
.

2 ( 6 )))))))))
FFF丑一 54 与 F几一 8 3乐 w 比较较较 0

.

0 5 > PPPPPPP 0
.

肠 > ppp

>>>>>>> 0
.

0 1111111 > 0
甲

0 111

血清中和抗体效价
:
能保护 加万的细胞不产生病变的最终血清稀释度的倒数

。

二 、 * 保护力。二 )
一

(
1 试脸组的死亡率

对热组的死亡率
X 1 0 0

表 2 稀释成同滴度的 r R
- 8 54 疫苗与 F R 4始 6礴 疫苗免疫原性的比较

介 b l e Z C呱孙
r i so n o f 恤m u n o , ln

e it y b et w o e n 万 R闭 54 a n d F R 4弥 6一甲

w h i e h w e r e d i l ut
e d ot the 舰翔社 itt er w计 h aE g l e

, 5 M E M

19 8 7年 7月 7日~ 8月 2 8 日 ] 9 8 7年 8月 1 4 日~ 9月1 5日

一冬龄草鱼种 当 年 草 鱼种

疫苗滴度 T i t ” ( T C I玩
。
/
,。 1) 1 0 ,

·

, 1 0 ,
·

5

F」又一 8科
疫 苗

*

! 存活尾数
了
试验尾数

免疫保护力 { 存 活 率戈男 )

} 免疫保护力 (% )

血清中和抗体效价

1 0
了

] 0

1加

100

,lOr钧沁

汉
`

8 1拐 4

6 /O1 6 /1 0

60胎O6印F R一

溯
一 w } 免疫保护力

疫 苗
专专

存活尾数 /试验尾数

存 活 率 (% )

免疫保护力 (万 )

血清中和抗体效价

存活尾数 /试验尾数

存 活 率 (% )

血清中和抗休效价

4石
.

2 9 7 5

0 /10

0

5
_

已

2了 12

拐
甲

7

1 1
.

1

经适当处理后使用前在 4℃ 冰箱中已分别保存 I n 天和 1印天
。

经适当处理后使用前在 盛℃ 冰箱中已分别保存 1 1工天和 139天
。
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据表 3的试验结果
,

我们初步得到 F R we 8 5 4 疫苗的半数免疫量为 1.05
工
T班 D 。 / m ] 。

表 4 是 1 0氏
冬

和 1 0
7

·`
T CI D , /m l ( x 0

.

3一。
,

5创 )两种免疫剂量的 F R - 8 36 一 疫苗对

一冬龄草鱼种的免疫效果的比较
。

结果表明
,

当免疫剂量下降到 1;.0
’
T班 D

。 。

/。 1( 火 。
.

3

一。
.

s m l) 时
,

该疫苗的免疫保护力下降到 56
.

。土 5
,

7 ( 2) 拓
,

血清中和抗体效价也相应降

低
。

经 t 测验
,

它的免疫保护力与 10 ,
· ’
T C工D

` 。

/ m l( x 0
.

3一 0
.

5回 )剂量的给予组有比较

显著的区别 ( 。
.

1> p> 。
.

0 5 )
。

表 3 不同给予荆 t 的 F R一 85 4疫苗的免疫效果

介 b l e 3 I
~

u n】t y o f v a 心̀ 垃 e F R迈堪妇 , h i c h 和拍 d e l vl e
er d at d if f e r e时 d os e

试试脸日期期 检 侧 项 目目 疫苗给予剂最 ( T C I玩盯m l二 .0 3
es一。

,

如 l))) 对 照照

1111111少
·
555 1护

`
555 2 x l 护

, `̀ 1护
, `̀ 1 0 `

+

与与与

iii 洲7弃汤汤 实 际 稀 释 度度 1 ...0 10 一 111 2 x 1 0月月 10 ~ 2222222

月月1 8日一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

777月 1 日日 免疫保护力力 存活尾数 /试验尾数数 8 /999 13 2 1 333 1别 1 555 孙
, ..... O厂 1 555

存存存存活率 (万 ))) 88
.

999 1 oooo 邵
。

777 F ..... UUU

保保保保护力 (男 ))) 8 8
.

999 1 oooo 86
.

777 F
.......

血血血
絮瞿悠赞

价价 1 〔妞蛋
.

9 士士 11 2
.

3 士士 1 15
.

8 士士 8 9
.

1 土 0〔2 ))))) 16 3 士士

的的的的
.

5 ( 2 ))) 6 2
甲

8 ( 2 ))) 3 9
,

4 ( 2 ))))))) 7
,

2 ( 2 )))
111 9 8 7年666 实 际 稀 释 度度度 1aaaaao 1 0 ~ 111 1 0 --ZZZ {{{

月月1 9 日一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

777月然日日 免疫保护力力 存活尾数 /试验尾数数数 朋 /助助助 5 3 /石555 2 6 厂石555 2毛
了

砧砧

存存存存活率 (男 ))))) 娜
.

44444 洲
.

444 4 7
。

222 铭
`

666

保保保保护力 (万 ))))) 8 0
.

11111 80
.

111 6
.

00000

血血血敷督}(渗整价价价
1段 ,

,

3 士士士 1 6 3
.

巧士士 1 2
.

2 士士 1 1
.

222

444444444
.

0 `2 ))))) 5 0
,

2 ( 2 ))) 丁4
,

4 ( 2 )))))

因故障未获得数据
。

表 4 两种给予剂最的 F R
一

53 6哪 疫苗的免疫效果

众b l e 4 i m m u
in t y o f v a e e i n e F R召36

一
w w h加h we re d e l i v e r e d 眺 t们 d if f e r e n t d璐e

疫疫苗给予剂量量 免疫保护力〔男 ))) 血清中和抗体效价价 对 照照

〔〔荆 t
书

/实际祥释度 )))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))
存存存存存 活 率 (% ))) 血清中和抗沐效价价

111 0二 `
/ 1 0

000 9 2
.

3 亡 1 0
.

9 ( 2 ))) 1祀
.

6 士朋
`

6 ( 2 ))) 8
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讨 论

1
.

自 D u仃 ( 1 9 4 2 )率先报告使用疫苗防治鱼类疖疮病以来
,

已有四十多年的 历 史
,

但是鱼用疫苗的使用还相当有限
,

研究进展也比较缓慢
,

尤其是鱼类病毒疫苗
,

至今仍处

在探索之中
,

即使目前工作做得较多的病毒性出血性败血症 ( V H S )疫苗
,

也还处在实验

室试验阶段
,

尚无商品性疫苗投入使用 ( D
e K in ke h n 时 赫

.

1 9 8 4 )
。

尽管如此
,

国外对 鱼
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用疫苗的研究仍很火热
,

也取得了不少成就
,

初步展示 了鱼用疫苗的应用前景
。

我国关于

鱼用疫苗的研究起步较晚
,

应用尚处于空 白 (不考虑组织浆疫苗 )
。

从我们的研究结果可

以看出
,

无论是 F R 一8 5 4 疫苗
,

还是 卫R 一 83 孚 w 疫苗
,

都能获得较理想的免疫效果
,

这就

进一步证明了用免疫预防的方法防治草鱼出血病是一条很有希望的途径
。

2
.

D 。: s o n ( 1 984 )在概述鱼类应用免疫学时说
,

免疫原的质和量是判断一种疫 苗 好

坏的重要根据之一 ;一种疫苗成功与否
,

很大程度上决定该抗原能否诱导鱼体产生保护性

抗体
。

因而筛选具有强抗原性的疫苗株是进行鱼类疫苗研究的一个重要方面
,

它不仅能

提高疫苗的免疫效果
,

而且也能降低疫苗的成本
,

为疫苗实际应用和商品化生产奠定基

础
。

我们从分离到的十几株野毒株中
,

初步筛选出 F R 一85 4 和 万R 一83 6一w 疫苗株
,

通过

对二毒株所制备的疫苗免疫接种后的抗体应答及抗攻击保护作用比较观察
,

初步证实了

F R一 8 54 比 F R 一 8 3 6一w 疫苗株的免疫原性更强
。

F R 一 8 5 4 与 F R 一 8 3 6一 w 毒株 于不同年份采集于湖北荆沙地区
,

关于其免疫原性差异

的原因我们正在深入研究之中
。

3
`

以病毒灭活前的滴度作为疫苗免疫剂量的参考标准
,

我们认为是一个可行又较合

理的方法
。

D e K in k o h n 等 ( 1 9 8 4 )在研究灭活的病毒性出血性败血症疫苗时
,

曾以此 作

为确定疫苗免疫剂量的方法
,

而高汉蛟等 ( 19 8 6) 在研究疫苗免疫剂量对免疫力的影响时
,

却把疫苗的稀释度作为疫苗免疫剂量的衡量标准
。

从我们对 F丑一 854 疫苗两个同等稀释

度 ( 10 一
,
)而不同病毒滴度 (灭活前 )所获得的不同免疫效果的试验 (表 豹

,

我们认为 以病

毒灭活前的滴度作为疫苗免疫剂量的衡量标准较为合适
。

疫苗 的有效免疫剂量是疫苗的一个重要参数
。

关于 v H S v 灭活疫苗
,

D o
K in ke il n

等 ( 1 9 8 4) 确定以每克鱼体重注射 2 又 1护 p fu (空斑形成单位 ) 的给予量时
,

其成活率可达

90 % 左右
,

根据试验结果
,

我们初步认为 I巩一 8 5 4 疫苗的半数免疫量为 10
,

·
’
T以 D

。。

/ m l
。

以 F R 一 8 5 4 疫苗和 F R一 5 3 6一 w 疫苗对 3 寸左右的草鱼种注射免疫接种
,

其免疫剂量分别

约为 10
,

4 ’
T C I D

。。
/ m l ( x 0

.

3一 0
.

s m l ) 和 1 0吕
· ’
T C I D

, 。

/m l ( 火 0
.

3一 0
.

50 1)
,

即 3一 s x

功
`

·
,
T CI D

。 。
/尾和 3一 5 x l沪

’
T皿 D

。。
/尾时

,

对草鱼出血病的免疫保护力可达 80 终左右
。

分析不同免疫剂量的 F只~ 8 5 4 疫苗的免疫效果
,

我们发现 1 .06
`
T C I D , /功 l 似乎 比

1 0 .7 ’ T CI D
。。

/ml 接种量对草鱼的免疫效果要好一些
。

同样
,

表 2 中
一

也有类似的现象
,

只

保存 111 天的 F R - 3 54 疫苗 (灭活前病毒滴度为 1 v.0
?
T CI D

。 。
/m l) 却 比保存了 1 50 天 (灭

活前滴度为 1.0r
’
T CI D

。。
/ m l) 的该疫苗的免疫保护力和血清中和抗体效价要低

。

这是因

为偶然的异常
,

还是 因为疫苗免疫过程中导致部分免疫耐受性? 假若如此
,

这就提示我们

在使用疫苗时要做到免疫剂量适宜
。

A v t时 j、 。 ( 1 9 8 0) 研 究鲤鱼的免疫效果时发现
,

注射

过量的牛血清自蛋 白会导致免疫耐受
。

M “ n n j n g 时 alr ( 1 980 ) 用人类
r
球蛋自注射 l一

14 日龄的硬头蹲也得到了同样的结果
。

关于 F R一85 4 疫苗能否引起草负免疫耐 受 性 的

问题
,

有待于进一步研究
。

4
.

从试验统计 的结果
,

我们发现草鱼出血病细胞培养灭活疫苗的免疫保护力
,

大致

上与血清中和抗体水平相平行
,

也就是免疫保护力较高时
,

血清中和抗体水平也较高
。

然

而有个别时候
,

却也存在免疫保护力与血清中和抗体水平不一致的现象
,

这种情况在疖疮

病疫苗和弧菌疫苗的研究中也有发现 (M i o he l Q o t `
·

1 98 4)
。
吕m iht ( 1 9 8 2) 提出

,

疖疮



2 期 杨先乐等
:

草鱼出血病细胞培养灭活疫苗的研究 14 3

病疫苗免疫虹缚后能导致细胞免疫应答
,

T 淋 巴细胞在清除感染菌过程中起着很重要的

作用
,

然而体液免疫也不容忽视
,

它在中和细菌抗原中也很重要
。

这提示我们
,

草鱼出血

病细胞培养灭活疫苗对出血病的保护力
,

可能是刺激鱼体产生体液免疫和细胞免疫的综

合作用的结果
。

弄清楚二者相互关系的规律
,

不仅有助于丰富鱼类免疫学理论
,

而且能为

评价疫苗的优劣
,

提供准确可信的依据
。
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