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摘　要：本研究旨在探索水貂肠炎病毒（ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，ＭＥＶ）的 母 源 抗 体 消 长 规 律 及 其 亚 单 位 疫 苗 免 疫 效

果。以免疫母貂所生仔貂为研究对象，采集２１、３０、４５、６０日 龄 仔 貂 血 清，测 定 水 貂 病 毒 性 肠 炎 母 源 抗 体 ＨＩ效 价

（ＭＥＶ　ＨＩ）；选取２５只４７～５２日龄健康水貂接种制备 ＭＥＶ基因工程亚单位疫苗，免疫前后１４ｄ采血测定 ＭＥＶ

ＨＩ效价；免疫后１４ｄ进行水貂肠炎病毒攻毒临床症状观察，并测定粪便 ＨＡ效价；攻毒后１４ｄ对濒死和存活水貂

安乐死，采集十二指肠、空肠和回肠进行病理组织 学 观 察 和 免 疫 组 化 检 测。结 果 显 示，免 疫 母 貂 所 产 仔 貂 的 ＭＥＶ

ＨＩ效价随着日龄的增加逐渐降低，在２１日龄时较高，４５日龄时少部分仔貂 ＭＥＶ　ＨＩ效价＜１∶３２，６０日龄时大部

分仔貂 ＨＩ效价≤１∶４；使用制备合格疫苗免疫后１４ｄ对 照 组 水 貂 的 ＭＥＶ　ＨＩ效 价 均 不 高 于１∶４，免 疫 组 ＭＥＶ

ＨＩ效价升高至１∶６４～１∶５１２；攻毒保护试验表明，免疫组水貂１００％抵抗水貂肠炎病毒强毒的攻击，水貂的精神、

饮食、粪便等均未见异常，且攻毒后粪便 ＨＡ效价为１∶８～１∶１６；病理组织学和免疫组化检测结果表明，ＭＥＶ基

因工程亚单位疫苗能够很好地阻止病毒在肠黏膜上皮细胞的复制和对肠黏膜上皮细胞的损伤。因此，免疫母貂所

生仔貂２１日龄时体内抗体效价最高，制备的疫苗免疫５０日龄左右的水貂时能够突破母源抗体干扰并产生高水平

的抗体，能够抵抗水貂肠炎病毒强毒株的攻击。
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　　水貂病毒性肠炎（ｍｉｎｋ　ｖｉｒａｌ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ，ＭＶＥ）是
由水貂 肠 炎 病 毒（ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ，ＭＥＶ）感 染

引起的高 度 接 触 性 传 染 病，发 病 水 貂 主 要 表 现 为

剧烈腹 泻、呕 吐 等［１－２］，该 病 具 有 较 高 的 发 病 率 和

死亡率［３］。随 着 毛 皮 动 物 养 殖 业 的 迅 速 发 展，该

病也经常出现［４－６］，给 中 国 水 貂 养 殖 业 造 成 了 巨 大

经济损失［７］。

虽然在２０世纪９０年代水貂病毒性肠炎灭活疫

苗已经问世，并有效控制了 ＭＥＶ的流行［３］，但是临

床上仍有 许 多 免 疫 后 的 水 貂 感 染 ＭＥＶ的 病 例 报

道［５－６，８－９］。导致免疫失败的因素很多，其中母源抗体

的干扰是不容忽视的原因之一［１０－１１］。母源抗体对灭

活疫苗干扰的机制是母源抗体与疫苗中抗原形成免

疫复合物，诱导Ｂ细 胞 受 体 和ＦｃγＲ ⅡＢ结 合 形 成

负调节的抑制信号，或形成免疫复合物，经抗原递呈

细胞处理后，Ｆｃ　Ｒ介 导 免 疫 复 合 物 的 吞 噬 和 清 除，

从而抑制新生动物机体产生针对野毒和疫苗抗原的

抗体［１２］。为此，本试验研究了养殖场新生水貂的病

毒性肠炎母源抗体的消长规律，同时用５０日龄左右

水貂评价了 水 貂 病 毒 性 肠 炎 基 因 工 程 亚 单 位 疫 苗

（杆状病毒源）的免疫效果，为该疫苗临床应用提供

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞和病毒　　Ｓｆ９细胞、表达水貂肠炎病

毒ＶＰ２蛋白的重组杆状病毒 ＭＥＶ－ＶＰ２株、攻毒用

水貂肠炎病毒ＪＬ株均由普莱柯生物工程股份有限

公司保存。

１．１．２　试验动物　　２１、３０、４５、６０日龄健康水貂，
用于研 究 水 貂 病 毒 性 肠 炎 母 源 抗 体 的 消 长 规 律；

４７～５２日龄健康水貂，用于疫苗评价，均购自洛阳市

周边水 貂 养 殖 场。经 ＲＴ－ＰＣＲ／ＰＣＲ检 测，犬 瘟 热

病毒（ｃａｎｉｎｅ　ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ　ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）和 水 貂 肠 炎 病

毒（ＭＥＶ）核酸均为阴性。

１．１．３　主要试剂　　昆虫细胞无血清培养基购自

壹生科（深圳）有 限 公 司；氢 氧 化 铝 胶 佐 剂 购 自ＳＰＩ
公司；ＨＲＰ标 记 的 羊 抗 鼠ＩｇＧ 购 自 ＫＰＬ 公 司；

ＡＥＣ显色液购自北京中杉金桥生物技术有限公司；
水貂肠炎病毒血凝抑制试验抗原、水貂肠炎病毒阳

性血清、磷酸 盐 缓 冲 液（０．０１５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ　６．５）、阿

氏液、ＭＥＶ单 克 隆 抗 体 均 购 自 普 莱 柯 生 物 工 程 股

份有限公司。猪红细胞采集自健康猪前腔静脉血，
保存于１０倍体积以上的阿氏液中。

１．２　方法

１．２．１　水貂病毒性肠炎母源抗体消长规律测定　
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母貂配种前单剂量肌肉注射水貂病毒性肠炎灭活

疫苗，１ｍＬ／只，母 貂 配 种 后 在 其 所 产 仔 貂 中，分 别

在２１、３０、４５、６０日龄时，随机挑选２０只仔貂进行采

血，分离血清，经５６℃灭活３０ｍｉｎ后，测定水貂肠

炎病毒血凝抑制（ＨＩ）抗体效价。

１．２．２　水貂肠炎病毒血凝抑制（ＨＩ）效价测定　
     操作步骤参照文献［１３］进行，并做适当改进。在微量
血凝反应板每行的２～１２孔各加入ＰＢＳ（０．０１５ｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ　６．５）２５μＬ，然 后 吸 取 被 检 血 清 或 阳 性 血 清

２５μＬ分别加入第１孔和第２孔，第２孔混匀后吸取

２５μＬ加入第３孔，依 次２倍 稀 释 至 第１０孔，从

第１０孔吸取２５μＬ弃去；在第１孔至第１１孔每孔

均 加 入 ８ 单 位 抗 原 ２５μＬ，第 １２ 孔 加 入 ＰＢＳ
（０．０１５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ　６．５）２５μＬ作红细胞对照；混匀

后，３７℃作用３０ｍｉｎ；每 孔 加 入１％猪 红 细 胞 悬 液

２５μＬ，混匀，２～８℃作用９０ｍｉｎ，观察结果。以出

现完全抑制红细胞凝集的血清最高稀释度为被检血

清的 ＨＩ效价。

１．２．３　水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状

病毒源）的制备与无菌检验　　当Ｓｆ９细 胞 密 度 达

到２．０×１０６～２．５×１０６ 个／ｍＬ时，按０．２％～２％
的体积比接种重组杆状病毒 ＭＥＶ－ＶＰ２株，２７℃培

养９６～１２０ｈ收 获 细 胞 培 养 物，５　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

３０ｍｉｎ，弃上清，细胞沉淀中加入等体积的２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨＣＯ３ 重 悬 后，于２～８℃条 件 下 裂 解３０ｍｉｎ。

５　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０ｍｉｎ，收 集 上 清 液。灭 活 后 取

９份ＶＰ２蛋白液和１份 氢 氧 化 铝 胶 混 合，同 时 按 总

量的０．０１％加入硫柳汞，充分搅拌混匀，２～８℃保

存。取样接种硫乙醇酸盐液体培养基（ＴＧ）小瓶，置

３７℃培养３ｄ，吸 取 培 养 物，接 种 于２支ＴＧ小 管，
每支０．２ｍＬ，１支置３７℃培养，１支置２５℃培养，
另取０．２ｍＬ接 种１支 胰 酪 大 豆 胨 液 体 培 养 基

（ＴＳＢ）小管，置２５℃培养，均观察７ｄ，进行疫苗的

无菌检验。

１．２．４　水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状

病毒源）的免疫效力评价　　为了评价上述制备的

水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状病毒源）
在临床条件下对水貂的免疫效果，选取２５只４７～５２
日龄健康水貂，其中２０只分别单剂量接种上述制备

的水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状病毒

源），１ｍＬ／只，另５只 不 免 疫 作 为 对 照 组。免 疫 前

和免疫后１４ｄ采血测定 ＭＥＶ　ＨＩ抗体效价。免疫

后１４ｄ，从免疫水貂中选取免疫前ＨＩ效价不同的５

只水貂，连同５只对照水貂每只灌胃感染水貂肠炎

病毒ＪＬ株病毒液１５ｍＬ。攻毒后连续观察１４ｄ，并
记录水貂的临床表现，包括精神状态、食欲、粪便等。
同时在攻毒前和攻毒后３～７ｄ采集粪便，测定粪便

中水貂肠炎病毒的血凝（ＨＡ）效价。攻毒后对濒死

水貂和攻毒后１４ｄ水 貂 进 行 剖 解，采 集 十 二 指 肠、
空肠、回肠，经１０％福尔马林固定，按常规方法制备

切片，ＨＥ染色 后 显 微 镜 下 观 察 组 织 病 理 变 化。另

取制备的切片进行免疫组化检测，简要步骤为切片

经马血清 封 闭 后，滴 加 ＭＥＶ单 克 隆 抗 体，３７℃孵

育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后滴加 ＨＲＰ标记羊抗鼠ＩｇＧ，

３７℃孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤后滴加 ＡＥＣ显色液显色，
用苏木精复染后封片，普通光学显微镜下观察。

２　结　果
２．１　水貂病毒性肠炎母源抗体消长规律

采集２１、３０、４５、６０日龄仔貂全血，分离血清，测
定水貂肠炎病 毒 ＨＩ效 价。由 图１可 知，水 貂 病 毒

性肠炎母源抗体水平随着日龄的增加逐渐降低，２１
日龄时 ＨＩ效价为１∶６４～１∶１　０２４（几何平均值为

１∶３８８．０）；３０日 龄 时 ＨＩ效 价 下 降 至１∶３２～
１∶５１２（几何平均值为１∶１９４．０）；４５日龄时 ＨＩ效

价继 续 降 至１∶８～１∶２５６（几 何 平 均 值 为１∶
４６．９）；６０日龄时 ＨＩ效价进一步降至１∶４～１∶６４
（几何平均 值 为１∶９．８），其 中４５％（９／２０）仔 貂 的

ＨＩ效价不高于１∶４。

２．２　水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状病

毒源）无菌检验结果

取制备的疫苗接种于ＴＧ小 瓶，培 养３ｄ内 无

细菌生 长，吸 取 培 养 物 接 种 于 ＴＧ小 管 和 ＴＳＢ小

管，培养７ｄ内均无细菌生长，表明制备的疫苗无菌

检验合格，可用于后续的免疫效力评价。

２．３　水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状病

毒源）的免疫效力评价

２．３．１　血清 ＭＥＶ　ＨＩ抗体产生水平　　免疫前和

免疫后１４ｄ采血测定ＭＥＶ　ＨＩ效价。由图２可知，
免疫前２１／２５水貂的 ＭＥＶＨＩ效价为１∶８～１∶３２，
免疫后１４ｄ，对照组水貂的 ＭＥＶ　ＨＩ效价均不高于

１∶４，免 疫 组 水 貂 ＭＥＶ　ＨＩ效 价 升 高 至１∶６４～
１∶５１２，表明水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗

（杆状病毒源）能够突破母源抗体，并诱导５０日龄左

右水貂产生较高的 ＨＩ抗体。
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图１　不同日龄仔貂血清 ＭＥＶ　ＨＩ效价

Ｆｉｇ．１　ＭＥＶ　ＨＩ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄａｙ－ｏｌｄ　ｍｉｎｋｓ

图２　血清 ＭＥＶ　ＨＩ效价测定结果

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＭＥＶ　ＨＩ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ｓｅｒｕｍ

２．３．２　水 貂 肠 炎 病 毒 攻 毒 保 护 试 验　　免 疫 后

１４ｄ进行水貂肠炎病毒攻毒，由表１和表２可知，攻

毒对照组１００％水 貂 发 病，表 现 出 水 貂 病 毒 性 肠 炎

的典型症状，如排稀便、黏便，精神不振或沉郁，食欲

减退或废绝，攻毒后７～９ｄ分 别 死 亡１只 水 貂，攻

毒后３～５ｄ粪便 ＨＡ效价达到１∶１２８～１∶１　０２４。

免疫组水貂１００％抵 抗 水 貂 肠 炎 病 毒 强 毒 的 攻 击，

水貂的精神、饮食、粪便等均未见异常，且攻毒后

粪便 ＨＡ效价为１∶８～１∶１６，表明水貂病毒性肠

炎基因工 程 亚 单 位 疫 苗（杆 状 病 毒 源）的 免 疫 效 果

良好。

表１　水貂肠炎病毒攻毒后临床观察结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ａｆｔｅｒ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｗｉｔｈ　ＭＥＶ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ
动物编号

Ｎｕｍｂｅｒ
腹泻

Ｄｉａｒｒｈｅａ
精神不振

Ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ
食欲减退

Ａｎｏｒｅｘｉａ
死亡

Ｄｉｅｄ

免疫组Ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｇｒｏｕｐ　 １＃ － － － －

２＃ － － － －

３＃ － － － －

４＃ － － － －

５＃ － － － －

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ　 ６＃ ＋ ＋ － ＋

７＃ － ＋ ＋ －

８＃ － ＋ － －

９＃ ＋ ＋ － ＋

１０＃ ＋ ＋ － ＋

＋，表示出现相应症状；－，表示未出现相应症状

＋，Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ｓｙｍｐｔｏｍｓ；－，Ｎｏ　ｓｙｍｐｔｏｍｓ
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表２　水貂肠炎病毒攻毒后粪便ＨＡ效价测定结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｆｅｃａｌ　ＨＡ　ｔｉｔｅｒ　ｏｆ　ｍｉｎｋｓ　ａｆｔｅｒ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ　ｗｉｔｈ　ＭＥＶ

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

动物编号

Ｎｕｍｂｅｒ

时间／ｄ

０　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７

免疫组Ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｇｒｏｕｐ　 １＃ ＜１∶８　 １∶８　 １∶１６　 １∶８　 １∶８ ＜１∶８

２＃ ＜１∶８ ＜１∶８　 １∶８ ＜１∶８ ＜１∶８ ＜１∶８

３＃ ＜１∶８　 １∶１６　 １∶８ ＜１∶８ ＜１∶８ ＜１∶８

４＃ ＜１∶８　 １∶８　 １∶８ ＜１∶８ ＜１∶８ ＜１∶８

５＃ ＜１∶８　 １∶８　 １∶８　 １∶８ ＜１∶８ ＜１∶８

对照组Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ　 ６＃ ＜１∶８　 １∶５１２　 １∶１　０２４　 １∶１　０２４　 １∶５１２　 １∶１２８

７＃ ＜１∶８　 １∶３２　 １∶１２８　 １∶１２８　 １∶１６ ＜１∶８

８＃ ＜１∶８　 １∶１６　 １∶１２８　 １∶３２　 １∶８ ＜１∶８

９＃ ＜１∶８　 １∶６４　 １∶１　０２４　 １∶１　０２４　 １∶２５６　 １∶２５６

１０＃ ＜１∶８　 １∶６４　 １∶５１２　 １∶５１２　 １∶５１２　 １∶２５６

２．３．３　病理组织学和免疫组化检测结果　　攻毒

后对濒死和攻毒后１４ｄ存活水貂安乐死，采集十二

指肠、空肠、回肠，经福尔马林固定后进行病理组织

学观察和免疫组化检测。由图３、４可知，免疫组水

貂十二 指 肠、空 肠、回 肠 均 未 见 明 显 病 理 变 化（图

３Ａ、３Ｂ、３Ｃ），免疫组化检测十二指肠、空肠、回肠均

为 ＭＥＶ阴性（图４Ａ、４Ｂ、４Ｃ）；攻 毒 对 照 组 水 貂 十

二指肠可见黏膜上皮细胞少量脱落（图３Ｄ），空肠可

见肠绒毛上段黏膜上皮及固有层细胞脱落坏死（图

３Ｅ），回肠可见黏膜上皮细胞少量脱落轻微坏死（图

３Ｆ），免疫组化检测十二指肠、空肠、回肠均为 ＭＥＶ
阳性（图４Ｄ、４Ｅ、４Ｆ）。表明水貂病毒性肠炎基因工

程亚单位疫苗（杆状病毒源）免疫后能够很好地阻止

病毒在肠黏膜上皮细胞的复制和对肠黏膜上皮细胞

的损伤。

Ａ～Ｃ，免疫组水貂十二指肠、空肠、回肠；Ｄ～Ｆ，攻毒对照组水貂十二指肠、空肠、回肠。下同

Ａ～Ｃ，Ｄｕｏｄｅｎｕｍ，ｊｅｊｕｎｕｍ　ａｎｄ　ｉｌｅｕｍ　ｏｆ　ｍｉｎｋｓ　ｉｎ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｇｒｏｕｐ；Ｄ～Ｆ，Ｄｕｏｄｅｎｕｍ，ｊｅｊｕｎｕｍ　ａｎｄ　ｉｌｅｕｍ　ｏｆ　ｍｉｎｋｓ　ｉｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图３　水貂肠道病理组织学观察结果（２００×）

Ｆｉｇ．３　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｋ　ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ　ｗｉｔｈ　ＭＥＶ（２００×）
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图４　水貂肠道免疫组化检测结果（２００×）

Ｆｉｇ．４　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＭＥＶ　ｉｎ　ｍｉｎｋ　ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ（２００×）

３　讨　论

水貂病毒性肠炎是影响水貂养殖业的重要疾病

之一，目前主要采用接种疫苗来防控该病，但是接种

疫苗的时间过早，仔貂母源抗体会影响到疫苗的免

疫效果，接种 疫 苗 时 间 过 晚，仔 貂 母 源 抗 体 水 平 偏

低，仔貂在免疫空窗期，容易感染水貂肠炎病毒［８－９］。

因此，在尽可能缩短免疫空窗期的情况下，降低母源

抗体对免疫接种的影响，提高疫苗的免疫效果是避

免病毒感染导致仔貂伤亡的关键。
母源抗体可使幼龄动物在其出生后一段时间在

环境微生物侵袭时获得保护［１４］，但是母貂配种前血

清中的抗体水平、窝产仔数量、仔貂通过初乳对母源

抗体的吸收情况等因素，都会影响仔貂血清中母源

抗体水平和母源抗体的持续时间。
考虑到国内水貂场的免疫程序相近，即种貂配

种前１个月接种疫苗，本研究以洛阳水貂场的仔貂

为研究对象，研究了水貂病毒性肠炎的母源抗体消

长规律，发现４５日龄时，１００％（２０／２０）仔貂的水貂

病毒性肠炎母源抗体 ＨＩ效价不低于１∶８，６０日龄

时，水貂病毒性肠炎母源抗体效价进一步降低，其中

５５％（１１／２０）仔 貂 的 水 貂 病 毒 性 肠 炎 母 源 抗 体 ＨＩ
效价为１∶８～１∶６４，４５％（９／２０）仔貂的水貂病 毒

性肠炎母源抗体 ＨＩ效价不高于１∶４。因此，４５～６０
日龄是仔貂免疫水貂病毒性肠炎疫苗的合适时机。

钱毓斌等［１０］研究也显示５０～６０日龄的仔貂母源抗

体水平已经处于较低水平，中和疫苗抗原的能力较

弱，不至于导致免疫效果降低或免疫失败。虽然国

内水貂场的免疫程序相近，但是不同水貂场的饲养

管理水平、窝产仔数、仔貂成活率仍然存在差异，会

导致仔貂的母源抗体水平参差不齐，因此建议各场

根据实际情况制定适宜的免疫程序。

王洋等［１５］通 过 比 较 原 核 表 达 的 ＭＥＶ　ＮＳ１蛋

白和ＶＰ２蛋白 的 免 疫 原 性，证 实 ＶＰ２蛋 白 更 适 合

亚单位疫苗的制备。Ｄａｌｓｇａａｒｄ等［１６］在重组豇豆花

叶病毒表达 ＭＥＶ　ＶＰ２抗原表位表明，免疫水貂后

能够抵抗强毒的攻击。Ｌａｎｇｅｖｅｌｄ等［１７］也研制了具

有良好免疫效果的合成肽疫苗和表位疫苗。由于利

用杆状病毒表达系统制备的病毒样颗粒（ＶＬＰｓ）不

含病毒基因组，杆状病毒也不会感染哺乳动物，接种

动物后更加安全，同时 ＶＬＰｓ具有与全 病 毒 相 似 的

免疫原性，因此使用 ＶＬＰｓ制备疫苗受 到 人 们 的 青

睐，并展开了广泛研究，其中人乳头瘤病毒疫苗已经

研制成 功［１８］。Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等［１９］于１９９４年 使 用 杆

状病毒表达系统制备了 ＭＥＶ　ＶＬＰｓ，但是可能由于

早期 的 技 术 条 件 不 成 熟 而 没 有 推 广 应 用。倪 佳

等［２０－２１］使用杆状病毒表达系统制备了 ＭＥＶ　ＶＬＰｓ，

通过免疫日本大耳白兔，证实其具有良好的免疫原

性。本研究结合水貂场仔貂通常在４５～５０日龄断

奶分窝的生产实际，用５０日龄左右水貂研究了制备

的水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆状病毒

源）的免疫效力。结果免疫后１４ｄ水 貂 血 清 ＭＥＶ
ＨＩ效价升高至１∶６４～１∶５１２，表明水貂病毒性肠

炎基因工程亚单位疫苗（杆状病毒源）能够突破母源

抗体诱导５０日 龄 左 右 水 貂 产 生 较 高 的 ＨＩ抗 体。
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攻毒后对照组水貂表现出与国内外学者研究结果相

同的水貂病毒性肠炎典型症状，如排稀便、黏便，精

神不振甚至沉郁，食欲减退甚至废绝等［２，２２－２４］，组织

病理学检测观察到肠上皮细胞坏死、脱落等病理变

化，与 ＭＥＶ 组 织 毒 感 染 水 貂 后 的 病 理 变 化 相

同［２５］，而免疫组 水 貂 能 够 有 效 抵 抗 强 毒 株 的 攻 击。
免疫攻毒试验结果表明水貂病毒性肠炎基因工程亚

单位疫苗（杆状病毒源）对５０日龄左右水貂具有良

好的免疫效力，因此在５０日龄左右接种该疫苗，既

可以缩短仔貂的免疫空窗期，又可以减少母源抗体

对免疫接种的干扰。

４　结　论

本研究通过研究水貂病毒性肠炎的母源抗体消

长规律和水貂病毒性肠炎基因工程亚单位疫苗（杆

状病毒源）对５０日 龄 左 右 水 貂 的 免 疫 效 力，证 实

４５～６０日龄是 仔 貂 免 疫 水 貂 病 毒 性 肠 炎 疫 苗 的 合

适时机。为临床上科学制定水貂免疫程序提供了参

考依据，同时也为水貂病毒性肠炎基因工程亚单位

疫苗（杆状病毒源）的临床应用奠定了基础。
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中　国　畜　牧　兽　医 ４７卷　

中国兽医科技，２００５，８：５７－６１．

ＺＨＡＮＧ　Ｐ　Ｈ，ＲＥＮ　Ｔ，ＴＡＮＧ　Ｙ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ　ｐｒｏｇｒａｍｓ　ａｎｄ　ｍａｔｅｒｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｕｐｏｎ

ＨＩ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｄｕｃｋｓ　ａｎｄ　ｇｅｅｓｅ　ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ　ｗｉｔｈ

Ｈ５ＡＩＶ　ｖａｃｃｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，８：５７－６１．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１５］　王　洋，牛 登 云，刘　昊，等．水 貂 细 小 病 毒 ＮＳ１与

ＶＰ２蛋白的原核表达 及 免 疫 原 性 分 析［Ｊ］．中 国 畜 牧

兽医，２０１６，４３（６）：１６３０－１６３４．

ＷＡＮＧ　Ｙ，ＮＩＵ　Ｄ　Ｙ，ＬＩＵ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｉｎｋ

ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ　ＮＳ１ａｎｄ　ＶＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．Ｃｈｉｎａ　Ａｎｉｍａｌ

Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ　＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１６，４３（６）：

１６３０－１６３４．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１６］　ＤＡＬＳＧＡＡＲＤ　Ｋ，ＵＴＴＥＮＴＨＡＬ　Ｓ，ＪＯＮＥＳ　Ｔ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．

Ｐｌａｎｔ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｓ　ｔａｒｇｅｔ　ａｎｉｍａｌｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ａ

ｖｉｒａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９７，１５（３）：

２４８－２５２．
［１７］　ＬＡＮＧＥＶＥＬＤ　Ｊ　Ｐ　Ｍ，ＫＡＭＳＴＲＵＰ　Ｓ，ＵＴＴＥＮＴＨＡＬ　Ａ，

ｅｔ　ａｌ．Ｆｕｌｌ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｍｉｎｋ　ａｇａｉｎｓｔ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ

ｖｉｒｕｓ　ｗｉｔｈ　ｎｅｗ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｃａｎｉｎｅ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ　ｖａｃｃｉｎｅｓ

ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｏｒ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．

Ｖａｃｃｉｎｅ，１９９５，１３（１１）：１０３３－１０３７．
［１８］　ＫＯＳＴ　Ｔ　Ａ，ＫＥＭＰ　Ｃ　Ｗ．Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ｏｆ

ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ａｄｖａｎｃｅｓ

ｉｎ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，８９６：

１８７－１９７．
［１９］　ＣＨＲＩＳＴＥＮＳＥＮ　Ｊ，ＡＬＥＸＡＮＤＥＲＳＥＮ　Ｓ，ＢＬＯＣＨ　Ｂ，

ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ　ｅｍｐｔｙ
ｃａｐｓｉｄｓ　ｂｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ａ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ　ｓｙｓｔｅｍ：

Ａ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｆｏｒ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ　ｉｎ

ｍｉｎｋ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，１９９４，７５（１）：

１４９－１５５．
［２０］　倪　佳．表 达 水 貂 肠 炎 病 毒 ＶＰ２蛋 白 的 重 组 杆 状 病

毒的构建 及 其 免 疫 原 性 分 析［Ｄ］．北 京：中 国 农 业 科

学院，２０１１．

ＮＩ　Ｊ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＶＰ２ｐｒｏｔｅｉｎ　ｏｆ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｉｔｓ

ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ｉｎ　ａ　ｒａｂｂｉｔ　ｍｏｄｅｌ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１１．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２１］　倪　佳，张　蕾，柴秀丽，等．水貂肠炎病 毒ＶＰ２基 因

在昆虫杆状病毒 表 达 系 统 中 的 表 达［Ｊ］．中 国 畜 牧 兽

医，２０１１，３８（９）：９７－１００．

ＮＩ　Ｊ，ＺＨＡＮＧ　Ｌ，ＣＨＡＩ　Ｘ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＶＰ２

ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ｂａｃｕｌｏｖｒｉｕｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｃｈｉｎａ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ　＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１１，３８（９）：９７－１００．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２２］　谭婷婷．水貂细 小 病 毒 的 分 离 鉴 定 及 卵 黄 抗 体 的 制

备［Ｄ］．哈尔滨：东北林业大学，２０１０．

ＴＡＮ　Ｔ　Ｔ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ

ｖｉｒｕｓ　ａｎｄ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ［Ｄ］．Ｈａｒｂｉｎ：

Ｎｏｒｔｈｅａｓｔ　Ｆｏｒｅｓｔｒｙ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１０．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２３］　ＭＡＯ　Ｙ，ＷＡＮＧ　Ｊ，ＨＯＵ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ａ

ｎｅｗｌｙ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ　ＭＥＶ－ＬＨＶ

ａｎｄ　ａｎ　ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎ　ＭＥＶ－Ｌ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｅｓ，

２０１６，５２（３）：３８８－３９６．
［２４］　谭　斌，陈微晶，武　华．致病性水貂肠炎 病 毒 ＭＥＶ－

ＺＪ１株的分离与鉴定［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１１，３８（２）：

１４９－１５１．

ＴＡＮ　Ｂ，ＣＨＥＮ　Ｗ　Ｊ，ＷＵ　Ｈ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ｍｉｎｋ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ　ＭＥＶ－
ＺＪ１ｓｔｒａｉｎ［Ｊ］．Ｃｈｉｎａ　Ａｎｉｍａｌ　Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ　＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１１，３８（２）：１４９－１５１．（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２５］　ＲＥＹＮＯＬＤＳ　Ｈ　Ａ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｖｉｒｕｓ

ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ　ｏｆ　ｍｉｎｋ［Ｊ］．Ｃａｎａｄｉａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｒｅｖｕｅ　Ｃａｎａｄｉｅｎｎｅ　Ｄｅ　Ｍｅｄｅｃｉｎｅ　Ｃｏｍｐａｒｅｅ，

１９７０，３４（２）：１５５－１６３．

（责任编辑　田秀芝）
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