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草鱼出血病细胞培养灭活疫苗的研究
�

疫苗的稳定性及佐剂和加强免疫

对草鱼免疫应答的影响
�

杨先乐 左文功
�长江水产研究所

, 沙市 布� �� � �

提 要

� � � 疫苗具有较好的 稳定性
。
� ℃保存 � 个月

,

其免疫保护力仍为 � �
·

��
,

草鱼免疫后

的血清中和抗体效价为 � � ,
�

� 土 �
�

��劝
,

与保存开始时相比
,
没有显著的差别

。� � ℃保存 ��
,

其

免疫原性也基本上保持在原来的水平
。 � � � 疫苗在此两温度下的免疫有效期分别为 � 个月

和 ��
。

不完全弗氏佐剂对 �� � 疫苗有明显的增效作用 �用 � � ! 疫苗对草鱼进行加强免

疫
,

可明显地增强草鱼对该疫苗的免疫应答
,
由此证明草鱼具有免疫回忆反应

。

关链词 草鱼出血病
,

细胞培养灭活疫苗
,

稳定性
,

佐剂
,

加强免疫

草鱼 �� �。 , � 户‘� � � , � � � � , �� � ��� �
�

� � �
�

� 出血病细胞培养灭活疫苗 �以 下 简 称

� ��  疫苗 �是预防草鱼出血病的途径之一
,

目前已对它的免疫原性
、

有效免疫剂量
、

灭活

方法
、

种株保藏及生产性试验的免疫效果进行了研究和探讨
“一习 ,

为其应用提供了一定的

理论和实践依据
。

疫苗的稳定性是疫苗的一个重要特性
,

鱼用疫苗在这方面的研究
,

国内外鲜有报道
。

佐荆对鱼类免疫应答的影响
,

至今尚有争议
【‘

,

�� 。
加强免疫能否增强鱼类的免疫应答水平

,

也有不同的意见 �� 。
� �� � 疫苗与佐剂共同使用及 ��  � 疫苗加强免疫对草鱼免疫应

答的影响
,

国内外均未涉及
。

鉴此
,

作者对 � � ! 疫苗 � ℃和 � �℃ 保存时的稳定性进行

了研究
,

对不完全弗氏佐剂与氢氧化铝凝胶佐剂能否增强 �� � � 疫苗的免疫效果进行了

探讨
,

并通过该疫苗对草鱼的加强免疫试验
,

对草鱼免疫应答水平的变化进行了初步的研

究
。

材 料 和 方 法

�
�

疫苗 用疫苗株 �� 一 � �� 作为种株制备 � � � � 疫苗
,

其制备
、

检定和效价测定参

照报道的方法迸行
。

� 本文承卫生部上海生物制品研究所研究员焦永宾先生审阅并提出宝贵意见
,

谨此致谢
。

� � � � 年 � 月� 日收到
。
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�
�

试验鱼
、

免疫接种及其免疫应答水平的测定 � �� � 左右的草鱼在试验网箱中暂养

� � 左右后进行免疫接种
,

每尾腹腔注射 � �� � 疫苗 �
�

� � �
。 � � � 后测定免疫鱼的血 清

中和抗体效价和强毒攻击后的免疫保护力
,

以此衡量其免疫应答水平
。

�
�

疫苗的德定性 将同一批次的 � �  ! 疫苗分成若干瓶置于 �℃ 医用冰箱或 �� ℃

恒温箱保存
。

间隔一定时间
,

分别取出一瓶免疫草鱼种若干尾
,

并同时设立未免疫的草鱼

作对照
。

试验重复进行两次
,

第一次不仅测定血清中和抗体效价
,

还测定免疫保护 力
。

比

较在各温度下一定保存期的 � � � 疫苗的稳定性
。

�
�

佐荆对皮苗免皮效果的影响 不 完全弗氏佐剂 �以下简称 �� � �按石蜡油与羊 毛

脂 � � � 的比例配制 � �� 多氢氧化铝凝胶 �以下简称 �� �� � �
�

� 为南昌生物制药厂产品
。

使

用前将疫苗和佐剂��
�
�� 充分乳化

。

不加佐剂的 � �� � 疫苗免疫前用 � �� ��’
� � � � 稀

释�疫苗
� � � � 一 � � � �

。

每次试验设立使用 �� �
、

�� �� � �
,

和无佐剂的三个免疫组及

一个不免疫的对照组
,

测定各组的免疫应答水平
。

试验重复两次
,

统计分析两次试验结

果
,

评价佐剂的作用
。

此外
,

�� � � 年在本所试验场还进行了使用 �� � 和不使用佐剂的

� �� � 疫苗免疫二龄草鱼种的生产性对比试验
,

为进一步确定 �� � 在 � � � � 疫苗免疫

应用中的作用
。

�
�

加强免疫对草鱼免疫应答的影响 先后用 � �  � 疫苗对草鱼进行两次免疫
,

每次

间隔一个 月
,

并分别测定两次免疫一个 月后的草鱼的免疫应答水平
。

试验重复两次
,

对结

果进行统计分析并比较一次免疫和两次免疫后的应答水平的差异
。

结 果

�一 � 疫苗的艳定性

效价 �指灭活前病毒的滴度
,

以下同 �为 �� “ ,
� �� �

�。

� � � 的 � �  � 疫苗 �℃保存 � 个

月后
,

免疫保护力只由保存开始时的 ��
�

�外下降到 ��
�

�多
,

基本维持在原来的水平上 � 免

疫后的草鱼血清中和抗体效价为 � ��
�

� 士 ��
�

��� �
,

与保存开始时的状况 � ��
�

� 土 ��
�

��� �相

比
,

没有显著的差别 �� 测验
,

�
�

� � � � �
�

� �
。

第 �
、

� 个 月后
,

免疫保护力虽有下降
,

但仍达

�� 外以上 �分别为 ��
�

�外和 ��
�

� 务�
,

免疫后的草鱼血清中和抗体效价在保存 � 个月后的

水平上徘徊 �分别为 � ��
�

� 士 �
�

��� �
, � ��

�

� 士 �
�

��� �〕
,

与保存开始时相比无显著差别 �� 测

验
, ��  � � � �

�

� �
。

第 �� 个月后
,

免疫保护力下降到 �� 务
,

免疫后的草鱼血清中和抗体效

价下降到 ���
�

� 士 �
�

��� �
,

与保存开始时相比差别比较显著�� 测验
, �

�

� � � � �
�

� �
。

到第

�� 个 月免疫保护力下降到 ��
�

�务
,

免疫后的草鱼血清中和抗体效价只达 ��
�

� 士 �
�

��� �
, � 测

验的结果表明
,

此时血清中和抗体水平和保存开始时相比有显著的差别 �� � �
�

���图 � �
。

� � �� 保存的 � �� � 疫苗 �效价 � �‘
·

, � � ! ,
� � ��

,

第 � � 和第 �� 后免疫保护力均为

� �
�

�多
,

基本处在保存开始时 ��
�

� 多的水平
,

第 � � � 降到 ��
�

�多
,

第 �� � 就只有 ��
�

�多
。

它

们免疫草鱼后的血清中和抗体效价开始 保 存 时 为 �� �
�

� 士 ��
�

��� �
,

第 �
、

�� 后 分 别 为

� � �
�

� 士 � �
�

��� �
, � �  

�

� 士 � �
�

��� �
,

第 � � � 降到 � �
�

� 士 �
�

��� �
,

第 � � � 只达 � �
�

� 士 �
�

� �� �� �测

验结果表明
,

它们免疫草鱼后的血清中和抗体水平与保存开始时相比
,

第 �
、

�� 均无显著

差别 ��
�

� � � � �
�

� , �
�

�
 

!
 

∀

�

#

∃

,

第 10
、

1 5 d 后 p 值均小于 0
.
1 ,

差别显著 (图 z)
。
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图 1 C F R V 疫苗 呼℃ 保存时的稳定性
F ig
.l T he stab ility of vaceine C F R V a t 4℃

.

留翻 免疫保护力 pR p (pR p
: p , r c e n t

R
e

l
a ‘
i
v e

P
r o te e t

i
o 。

) ; 〔习 试验组成活率 P S of T e:t

(P s: p er。。刀t s
u r v

i
v a

l
)
; . . 对照组 成 活 率

P S of C o皿 t r o l :
·

—
·

试验组 T ost;

对照组 c o ntrol

(A N T
: A ntise ru m N eu tral三z a tio n T it re )

图 2 C F R V 疫苗28 ℃保存时的稳定性
F 19
. 2 T he stab ility of vaceine C F R V

at 28 ℃
.
图注同图1o

, 各次试验样本数
(瓢)ThenumberofsamPleineaehtestImmunizariongrouPControl

(二) 佐荆对 C F R V 痊苗免座效果的影响

佐剂
一
c F R v 疫苗免疫草鱼的试验表明

,

使用 IF A 可使 C FR v 疫苗的免疫保护力

由不使用佐剂的 76
.
5土 10

.
9 ( 2 )多提高到 100 士 o ( 2 )外

,

免疫后的草鱼血清中和抗体效价

由 163
.
5士 4 3

.
5 ( 2 )提高到 319

.
2 士 62

.
7 ( 2 )

,
t 测验的结果表示它们的免疫效果有比较显著

的差别 ;用 Al (O H )
3一

C F R v 疫苗免疫后的草鱼免疫保护力为 76
.
8 士 9

.
9 ( 2 ) %

,

血清中和

抗体效价为 22 8
‘

9 士 97
.
2 ( 2 )

,

与不使用佐剂的免疫组相比差别不明显(表 1 )
。

生产性试验

的结果进一步揭示
,

使用 IF A
一
C F R v 疫苗免疫

,

其成活率可达 87
.
9多

,

比不使用佐剂的

免疫组提高 一2
.
4 士 2

.
3 ( 2 )务(表 z)

o

(三 ) 加强免疫对草鱼免痊应答的影响

用 c F R v 疫苗对草鱼进行一次免疫和二次免疫后的结果如表 3所示
。

加强免疫后

的草鱼的成活率
、

免疫保护力比一次免疫的要分别提高13
.
4士 0. 4( 2 )外

,

23

.

5 士 10
.
9 ( 2 )外

,

免疫后的草鱼血清中和抗体效价前者比后者提高 162
.
8士 1 07

·

3

(

2

)

,
t 测验的结果也表明

加强免疫后的草鱼的成活率
、

免疫保护力及血清中和抗体水平和一次免疫者相比均有较

显著的差异
。
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狡 3 C F R V 咬苗一次免痊与二次免咬对 , 鱼应普水平的比较

T ab
.
3 C om pa rison of im m u ne re oP on se 01 gras: ca rp im m u n iz ed w ith C F R V

betw een sing le a一、d b
o o s t e r

.

组别
G rou P

成活率
PS

(% )

免疫保护力
PR P
(% )

血清中和
抗体效价
A N T

t 及四验
t tes〔

¹

成活率
P S

免 疫
保护力

血清中和
抗体效价
A N T

免疫组
Im m un i

一 次免疫
5in gle

86
·

4 土0
·

4

(

2

)

7 6

·

5 士 10
·

9

(

2

)

1 6 3

.

5 土 今3
,

5
(

2
)

Z a t ! O n

二次免疫
B oo ster

11109/ 12999

5556/4666 100士 0(2) 100 土o(2)
.
3土63

.
4(2 )}P < 0 P < O

,

2

P <
0

.

之À

对照组 c on trol 34
·

8 土 32
·

5

(

2

)
5

·

6 士 3
·

呼
(
2
) P > 0

.
3 P < 0

.
0 5 目

‘
*

¹ 均与一次免疫组进行 比较 A ll C om p ared w i二h t h
e s

i
n g l

e
i m m

u n e
g
r o u p

·

À
同表 l注¹ ; 水

、
* * 表示同表 l

。

讨 论

1.稳定性是疫苗的一个重要特性。

人
、

兽用疫苗在对其稳定性的研究时
,

常以疫苗的

效价
。

免疫保护力及其免疫应答的变化作为衡量指标
,

而鱼用疫苗 目前国内外对此尚无

系统的研究
,

更无统一的规定
。

本文从免疫保护力和血清中和抗体的变化对 C FR V 疫苗

的稳定性进行了探讨
。

根据试验结果可以认为该疫苗在 4℃ 保存时是比较稳定的
,

而在

室温(28 ℃) 条件下
,

它的稳定性则较差
,

保存 10d 的 C F R v 疫苗的免疫效果只相当于

4℃保存 13 个月的水平
。

由此看来
,

温度的升高对 C F R v 疫苗的抗 原 性 损 失 较 大
。

C F R V 疫苗适宜于 4℃保存
。

疫苗的有效期是根据它在某种保存条件下的稳定性和能保持它的免疫效力的最长期

限而定
。

根据当前国内防治草鱼出血病的情况和本试验的结果
,

我们认为 C F R v 疫苗在

4℃保存时的有效期为 8个月
,

室温下 (28 ℃ )有效期为 sdo

2
一般认为佐剂能使抗原在鱼体内缓慢持续地释放

,

增强巨噬细胞和浆细胞的活性
,

加快抗体的生成
,

从而提高免疫效果图
,

但有的学者却持反对意见
,

他们认为佐剂没有明

显的增效作用
,

甚至还会产生佐剂病
。

本试验证明
,

不完全弗氏佐剂能比较明显地增强

c F R v 疫苗的免疫效果
,

它能使免疫后的草鱼获得较高的血清中和抗体
,

较大 地 提 高

C F R v 疫苗的免疫保护力
,

生产性试验也证明了它的这种增效作用
。

本试验也表明氢氧

化铝凝胶佐剂的增效作用不明显
,

与 D un ier( 1983
,

1 9 8 4
)

【,
,
, , 和 H orne e, a

l

.

(
1 9 8 4

) 的

试验结果较吻合
。

我们认为 C FR v 疫苗对草鱼出血病的保护作用是刺激鱼体产生体液免

疫和细胞免疫综合作用的结果
,

细胞介导的致敏反应在草鱼免疫应答中 占有一定的地位
,

I F A 不仅具有 Al (O H )
3
一样延缓免疫原在机体内存留的时间

,

使之持续缓慢释放刺激鱼

体产生体液免疫的机理
,

而且还能增强细胞介导的致敏反应能力
,

产生更有效的保护性 免

疫作用
。

另一方面
,

氢氧化铝作为免疫吸附剂
,

它的免疫增效作用与其乳化状态
、

p
H 及

吸附活性等因素相关
,

本试验所使用的氢氧化铝佐剂只是一个生产厂家的产品
,

因此尚不
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多 能完全否定它的增效作用
。

关于这个问题还待进一步研究
。

3

.

我们曾报告用 C F R v 疫苗免疫草鱼后
,

第 Zod 时其血清中和抗体水平达到峰值
,

该峰值水平可持续 10d 左右
,

到第 30d 开始缓慢下降
。

从本试验的结果进一步看到
,

当草

鱼的免疫应答水平第 30d 开始下降时予以加强免疫
,

血清中和抗体水平则又明显地提高
,

其免疫保护力也显著地高于一次免疫者
。

这一结果不仅证明了草鱼和其它一些鱼 类 一

样t10 ,ll] 具有免疫回忆反应
,

而且也表明两次免疫能使草鱼获得比较牢固的免疫保护
。

这

样就提示了一条增强 C F R v 疫苗免疫效果的途径
。

虽然在生产上进行两次注射的方法

是不可取的
,

但是我们亦可通过 C FR V 疫苗的其它给予途径予以加强
。
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