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草鱼出血病细胞培养弱毒疫苗的

制备及其免疫效果

许淑英 李焕林 邓国成 姜 兰

(珠江水产研究所
,

广州 5 10 38 0)

提 要 本文报道经筛选 的 G C H V 一

84 1 毒株在草鱼吻端成纤维细胞系 ( P S P ) 中进行

适应性培养
,

弱毒驯化
,

细胞培养弱毒疫苗的制备
,

安全性观察
,

不同稀释度和剂量的免疫保护

率测定及保存试验
。

G C H V 一

84 1 毒株在 P S F 细胞中继代驯化至 53 代达到减毒 目的
。

筛选得

63~ 59 代作毒种制备的细胞弱毒疫苗使用安全
。

用稀释 1。~ 10’ 倍的疫苗
, 。

.

1一0
.

3毫升 /尾

剂量注射草鱼
,

其免疫保护率均在 85 男以上
。

生产上使用疫苗的适宜浓度和剂量是稀释 1护倍

和 0
.

2 毫升 /尾
。

冻千疫苗宜保存于 4℃以下
。

较合适的保存 期是 6个 月 ( 4℃ ) 和 18 个月

( 一 20
0

C )
。

关键词 草鱼出血病
,

细胞培养
,

弱毒疫苗
,

免疫效 书

草鱼出血病是一种病毒性鱼病
,

而免疫预防是该病最有效的防治方法之一
。

因此
,

疫

苗研制对该病的防治意义重大
。

鱼用疫苗研制在我国起步虽较晚
,

然而 自 1 9 6 9 年珠江水

产研究所首次研制试用获得成功以来 (广东省农科站水产队
,

19 7 2 ;
李焕林等

,

1 97 9 )
,

免

疫预防已有了很大发展
。

在生产上的应用规模我国已走在世界前列
。

多年来鱼用疫苗制品为组织灭活疫苗
。

但它取材来源于病鱼肝
、

脾
、

肾等显症组织
,

要在发病流行季节从 自然界收集
,

因而使大批量生产几乎不可能
。

往往冬末春初放养草

鱼种期间因缺乏疫苗而错过了免疫预防时机
。

采用离体细胞培养法制备疫苗就能克服上述缺点
,

我国自从鱼类细胞建株 (系 )获得成

功以来
,

浙江淡水水产研究所
、

长江水产研究所等单位先后利用草鱼出血病病毒敏感细胞

株 (系 )进行室内离体培养病毒
,

研制出细胞培养灭活疫苗
,

获得一定效果 〔杨广智等
,

1 98 1 ;

杨先乐等
, 1 9 8 6〕 (杨广智等

,

1 99 。 )
。

但迄今 尚未有关于草鱼出血病细胞培养弱毒疫苗研

制的报道
。

作者自 1 9 8 6 年草鱼成纤维细胞系 P S F 建立后 (李焕林等
, 19 88 )

,

便开始进行

细胞培养弱毒疫苗 ( 以下简称弱毒疫苗 )的研制及其免疫效果的观察
。

现将结果报道如下
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

材料的来源和处理 材料来源于珠江三角洲池塘中出现典型草鱼出血病症 状 病

收稿日期
: 199 3

~

。 8一 1 3
。

( 1) 广东省农科站水产队
.

197 2
。

土法免疫预防皖鱼病的研究
。

农业科技资料 ( 7 )
,

8一 1 0
。

(幻 李焕林等
,

1 97 9
。
草鱼传染性烂鳃

、

肠炎
、

赤皮病组织苗免疫技术的研究
。

全国鱼病防治技术总结盗经验交

流会资料汇编
,

疥一3 3
。

f )s 杨广智等
,

1 9 9。
。

草鱼出血病细胞疫苗制备技术研究
。

鱼类病害研究
,
12 ( 1 )

:
12 一1 80

伙 ) 李焕林等
,

19 8 8
。

草鱼吻瑞成纤维细胞系 P S F 的建立及其生物学特性
。

中国水产科学研究院学报
,

(1 )
: l ee .s
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作为弱毒驯化的毒种
。

几年来在 P S F 细胞中进行适应性培养
,

一直保持较强毒力
。

但在

某一定培养条件下传至 50 代毒力显著减弱
,

回归感染死亡率仅 30 %
,

传至 52 代 降 为

10 %
,

53 代毒力更弱
,

草鱼注射后不出现显症或其他异常现象
。

连续传至 59 代均能保挣

这种弱毒化性状 (表 1 )
。

作者采用 53 一 59 代毒种制备弱毒疫苗
,

均能达到安全性检验的

要求 (表 2 )
。

表 1 G C H V
一

84 1 毒株 49 一 59 代毒力变化及弱毒化后的免疫原性

T a b l e 1 V iur l e n
ec

v a r i a t i o n a n d lm m u n
og

e n i e i t y a f t e r a t et n u a t i o n i n 49 一 59

g e n e r a t i o n s o f G C H V 一 84 1

. . . . . . . . . . . . . . . .

免 疫 攻 毒

稀释
倍数

剂 量
(毫升 /尾 )

显症死亡率
(男 )

试验组成活率
(% )

对照组成活率
(男 )

免疫保护率
(男 )

0
.

3 3 0

0
。

3 3 0

0
.

3 0

0
。

3 1 0

1 oo
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。
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表 2 弱毒疫苗的安全性观察

T a b l e 2 o b es r v a t i o n o n i n n o c u i t y o f a t t e n u a t e d l i v e v

acc i n e

疫苗批号 稀释倍数 存活尾数 /试验尾数 成活率 (男 )

1 10 / 1 0 1 (幻

1 1沪 1 0 / 1 0 1 X( 】

1护 1 0 / ] 0 1X()

1 1 0厂10 1以】

2 1护 10 /1 0 1印
1护 10 /1 0 1

X()

3 1 1 0 /1 0 1 00

湿痊苗

1 0 / 1 0

8000000
10 / 1 0

1 0 / 1 0

10 /1 0

10 / 1 0

01护护
`
主口
.占dl

i

1护

1 0 / 1 0

1 0 / 1 0

1oo

I XI )

一

!

一
2

冻疫干苗

2
.

弱毒疫苗免疫保护率测定

(1 ) 弱毒疫苗不同蹄释度的保护率 用G OH V 一 8 41 毒株 53 一59 代分别制备的弱毒
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疫苗注射当年草鱼种
,

其免疫保护率均在 85 % 以上 (表 1 )
。

其中用 55 一57 代分别制备的

弱毒疫苗
,

当稀释倍数为 105 时
,

免疫保护率仍达 100 %
,

当稀释倍数为 1 0’ 时
,

免疫保护

率也可达 50 % (表 3 )
。

表 3 弱毒疫苗不同稀释度的保护率

T a b l e 3 p e r ec n t r e l a t i v e P r o 认姆 t i o n
of A

.

L
.

V
.

i n d i f f e er n t d i l u t i o n s

毒株代数 稀释倍数 剂量 (毫升 /尾 ) 免疫组成活率 (男 ) 对照组成活率 (万 ) 免疫保护率 (男 )

00000000
心111曰1,10

。

2 1〕 )

0
.

2 1 (洲)

0
。

2 1〕 〕

0
。

2 1 0 )

10护沪

曰.J工J弓1

1以 0
.

2 50 0 50

1 0 2

1护

0
。

2

0
。

2

1 oo

1 oo

1 oo

1 0

1 0

1 oo

1oo

1 oo

1少

1护

0
。

2 1以 ) 1 0 1(洲)

0
。

2 】O 〕 1 0 1《洲)

0
一

2 1 《洲) 10 1的

( 2) 弱毒疫苗不 同注封 剂童 的免夜保护率 用同一批弱毒疫苗对草鱼免疫后进行攻

毒试验表明
,

稀释倍数为 10 一 1 0’ 的疫苗
,

分别 以 。
.

1
、

。
.

2
、
0

.

3 毫升 /尾注射草鱼种
,

其免

狡保护率都相同
,

均为 10 。% (表 4 )
。

表 4 弱毒疫苗不同剂 l 的保护率

T a b l e 4 .P .cr 毗 er l a it v e P r o翻姆 t ion Of A
.

L
.

V
.

In d姗
e .r 时 d o . a g es

荆 t (毫升 /尾 ) 疫苗稀释倍数 免疫组成活率 (男 ) 对照组成活率 (万 ) 免疫保护率 (万 )

i oo

1 oo

1 oo

i oo

00000000
曰上曰111, lo护护护

dl.1,1.1

100100100100
000000000000

目上,孟dl.10护沪.0
dl口1口l, l

1 oo

1 oo

1 oo

00800
.上.上月土0护沪

一1dl11

1护 88
.

9 0 88
.

9

(3 ) 弱毒疲苗不同保存期试脸 同一批弱毒冻干疫苗分别保存于室温
、

4o C和 一 2 0o C

三种温度
,

试验结果
:

保存于 40 0和 一 20 ℃ 6 个月的
,

用稀释倍数 10 一 l 0’ 注射草鱼
,

其免
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疫保护率均达 100拓
,

疫苗效价不变 ;用 10
`

注射草鱼
,

保存于 一 20 ℃的
,

其免疫保护率仍

然达 10 0%
,

但保存于 4a C 的
,

其免疫保护率降为 88
.

9% , 另外在 一 20 ℃保存 1 8一 24 个月

的疫苗
,

用稀释倍数为 10 一 1 0’ 注射草鱼
,

疫苗效价仍不变
,

免疫保护率仍达 10 0拓 , 保存

于室温的疫苗免疫效价下降较快
,

保存 2 个月 (春季 )
,

10
.

稀释倍数的保护率降为 80 绍
,

保存 6个月 (春
、

夏季 )
,

其保护率只剩 33
.

3拓 (表 5 )
。

表 5 弱毒冻干疫苗不同温度和时间保存比较

T a b l e 5 C o m Pa ri s o n of s t o r a g e P e r i od f o r f r
ee

z e 一 d r ide r a oc i n e

in d i f f e er n t t e m钾 r a t u er
s

保存温度
(℃ )

保存期
(月 )

免疫组成活率
(络 )

对照组成活率
(男 )

免疫保护率
(男 )

00008080

室温

1 oo

1 oo

88
.

9

88
.

9

44
。

4

44
.

4

衬
.

4

o护护护
闷. J,1. .几月工

8 0

1 1
。

1

3 3
。

3

0

0000

.13

:

0
11308

1主30护沪口
`
土臼l,1, 1

1 0 1X( )

1 0 2 1《洲)

1 0a l X( )

1护 5 8
。

9

1 oo

1oo

1oo

88
。

9

000000001 0 1 (减)

1沪 1仪 )

1护 1 (X)

1 .0 1 0 0

000000

70

7 0

000000000
弓11J.I孟

000000
.1曰1170

70

000000
,孟曰J门10护0a

曰l曰
.J,1

三
、

讨 论

1
.

医学和兽医学方面早已广泛应用疫苗制品对各种疾病进行免疫预防
。

疫 苗制 品

主要是弱毒疫苗
,

其次是灭活疫苗〔股 震等
, 1 9 8 5 , K i s a r y 等

, 1 9 7 8 ; s p e e et r 等
, 19 7 5〕

。

据报道灭活疫苗一般来说具有较好的安全性
。

但也存在一定的缺点
。

主要是
:

①须含足修
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的病毒才能引起免疫应答
。

而大剂量 (常常是必须的 )又 可引起局部或全身的反应
;②所

获得的免疫性一般是短暂的
,

须激发注射〔莫汉蒂和杜德
, 1 9 7 8年中译本〕

。

弱毒疫苗通常

是较好的免疫原
。

因为致弱的活病毒能在宿主体内增殖
,

这样就能产生类似自然的亚临

床感染所产生的持续较为长久的免疫力
。

小剂量就能引起 良好的免疫应答
。

同时它能诱

导产生抗所有病毒抗原的体液抗体
。

现今大多数人和动物用的有效病毒疫苗都属于这一

类型 〔莫汉蒂和杜德
, 1 9 7 8 年中译本〕

。

鱼类应用疫苗免疫防病的研究起步较晚
,

且进展

也较慢
。

然而国外对鱼用疫苗的研究仍相当重视
,

并且取得了不少成就 〔Du ff
,

19 42
;

W ol f

和 Q ui m b y , 1 9 7 0〕
。

我国近年来才开始研究和使用鱼用细胞疫苗预防草鱼出血病
。

一些

研究单位报道研制细胞灭活疫苗预防该病获得 良好效果〔杨先乐等
, 1 9 8 9〕

、

(杨广智等
,

19 90 )
。

作者则研制细胞弱毒疫苗
。

几年来在实验室和生产实践应用结果证明预防 该 病

效果显著
。

因此
,

应用疫苗进行免疫预防鱼病前景是乐观的
。

根据医学和兽医学方面的

大量理论和实践经验
,

作者认为应该重视研究和推广使用细胞弱毒疫苗进行免疫防病
。

这

无论在理论上和实践上都具有重要意义
。

2
.

要制备一种安全
、

可靠
、

免疫效价高的细胞培养弱毒疫苗
,

关键是驯化一种毒性

低
,

安全性稳定
,

免疫原性强
,

以及适应细胞培养的弱毒株
。

G C H V 一8 41 毒株几年来在

r S P 细胞中经过长期的适应性细胞培养
,

在一定的培养条件下传至 53 代达到弱毒化目

的
。

草鱼注射后不出现出血病症状或其他异常现象
。

用筛选代 53 一 59 代作毒种制 备 的

弱毒疫苗安全性好
,

免疫保护率高
。

多年来生产实践证明该弱毒疫苗对预防草鱼出血病

效果显著
,

取得较大的经济效益
。

不过传至 60 一70 代
,

某些代数曾出现返祖现象
。

用细

胞病毒原液注射草鱼后出现 10 %一 30 %显症死亡率
。

但 70 代 以后安全性又回复稳定
,

且

免疫原性不变
。

为了筛选出适合工厂化大批量生产的理想弱毒株
。

目前作者已采用稀释

法克隆
,

进一步纯化毒株
。

3
.

本文研制的弱毒疫苗在小型试验稀释倍数为 1护 时
,

其免疫保护率均达10 0拓
,

但

稀释倍数为 10
`

时
,

免疫保护率开始下降
。

因而在生产应用上
,

作者认为使用 10
,

稀释倍

数较为适宜
,

可以有 10 倍以上的保险系数
。

关于使用的剂量问题
,

很据本研究结果
,

对于

同一批疫苗
,

稀释倍数为 10 一 1 0 .

的 0
.

1 与 。
.

3 毫升 /尾的免疫效果相同
,

免疫保护率均

达 10 0拓
。

因此
,

建议在生产上使用 0
.

2 毫升 /尾 的剂量较为适宜
,

亦可以有 10 倍以上的

保险系数
。

一种生物制品的保存期与温度关系密切
。

细胞弱毒疫苗是活疫苗
,

不耐热
,

因

此必须低温保存
。

判断疫苗效价穗定性常以其免疫保护率作为一项主要的衡量指标
。

根

据观察结果
,

本冻干疫苗在室温 (春
、

夏季 )条件下
,

它的稳定性较差
,

免疫保护率下降较

快
。

而在 40 0 保存则比较稳定
,

在 一 20 ℃保存则更为稳定
。

由此看来
,

温度的升高对疫苗

的抗原性损失较大
。

本冻干疫苗保存于 40 0 6 个月
,

用 1 0’ 稀释倍数免疫注射草鱼时
,

保

护率达 1 00 拓
,

保存于 一 20 00 18 一 24 个月
,

免疫注射 1.0 倍数时
,

保护率仍达 100 %
。

因

此
,

作者认为弱毒冻干疫苗适宜保存于 4’ C 以下
,

较合适的保存期是 6 个月 (4 Co )和 18 个

月 ( 一 20
o

C )
。

(5) 见本文脚注 ( s )
, `

杨广智等
,
1 9 9 9

, .
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四
、

小 结

1
.

经筛选的朋 H V
一 8 1 4毒株在 P S F 细胞中进行适应性培养

,

传至 53 一59 代毒力

显著减弱
。

均可作为毒种制备弱毒疫苗
。

其免疫保护率均为 85 % 以上
,

达到安全检验要

求
。

2
,

在生产应用上使用本弱毒疫苗的适宜浓度和剂量分别是稀释 10, 倍和 0
.

2毫升了

尾
。

3
.

弱毒冻干疫苗宜保存于 o4 C以下
,

较合适的保存期分别为 6 个月 “
,

u )和 18 个月

( 一 2 0
o

C )
。
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