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［摘　要］　为了解规模化猪场猪瘟疫苗免疫情况和猪瘟病毒感染情况，采用商业化ＥＬＩＳＡ试剂盒，

对大庆市某规模化猪场５３０份血清样品分别进行猪瘟抗体水平和猪瘟病毒抗原检测。试验结果表

明：经过二次免疫的猪群，猪瘟抗体阳性率为９５．０％（１１５／１２１），比一次免疫的抗体阳性率６６．１％

（７４／１１２）提高了２８．９％，而且抗体水平整齐度较一次免疫显著提高。在５３０份受检猪只中，利用

ＥＬＩＳＡ试剂盒检测血清中的猪瘟抗原，阳性检出率为０％，表明该猪场猪瘟病毒感染风险较低，对１８

份可疑样品用ＲＴ－ＰＣＲ检测，没有检测出猪瘟病毒。研究表明，对当前的猪场仅仅实施一次免疫

是不够的，只有实施二次免疫，才能获得较高的免疫抗体水平，有效地防控猪瘟疫病的发生。
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　　猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是由猪瘟病毒

（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）引起的一种高度

传染性疫病，以急性、热性以及高度接触性为特

征［１］。猪瘟曾在世界各国广泛流行，世界动物卫生

组织将其列为必须通报 Ａ类传染病［２－４］。在我国

临床诊断中，猪瘟的发生率平均可占门诊总量的

３０％，有时可高达５０％，是影响养猪业最严重的传

染病之一。历史上，猪瘟给我国养猪业造成了巨大

损失。１９５４年后，我国采用猪瘟活疫苗对猪进行免

疫接种，有效地控制了猪瘟的流行，但是目前仍有

零星病例的发生［５］。近些年出现的非典型温和型

猪瘟与传统猪瘟相比，在病原学、流行病学及临床

表现诸多方面均发生变化，对养猪业的发展和本病

防控都带来了诸多困难［５－６］。应用 ＥＬＩＳＡ方法定

期对疫苗免疫猪群猪瘟抗体进行检测来评估猪瘟

活疫苗对猪群免疫效果［７］，可为生产实践提供科学

证据，能有效地指导猪瘟的防控。

１　材　料

１．１　疫苗　猪瘟活疫苗（细胞源），批准文号：兽药

生字（２０１３）０６０１３１０８４，生产批号：２０１４２６，有效期

二年，储存于－２０℃冰箱备用，由某生物股份有限

公司提供。

１．２　试验猪　来自黑龙江省大庆市某规模化猪

场。临床健康仔猪在产房哺乳至 ２５～３５日龄断

奶，进行第一次接种免疫，于颈后部肌肉注射猪瘟

活疫苗每只 ２头份／只。然后母猪转到种母舍饲

养，仔猪转入保育舍，在育仔栏中饲养至７０日龄，

每个育仔栏饲养仔猪约３０～４０头，在６０～７０日龄

时进行第二次免疫，免疫间隔期为３５ｄ，于颈后部

肌肉注射猪瘟活疫苗２头份／只，然后转入育肥舍。

从 ７１日龄入舍分别在育肥舍饲养至 １８０日龄出

栏。初进猪圈的猪可划分１５～２０头为一个单元，

饲养后期可根据生长情况逐渐分栏，每栏可饲养

５～６头至出栏。各组试验猪，在免疫分组前均精神

状态良好、饮食欲正常，抽查体温无明显升高，无明

显腹泻、拉稀状态。

１．３　血清样品　来自上述试验猪，用一次性无菌

采血器以无菌方式前腔静脉采血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取上清保存于无菌的１．５ｍＬ离心管中，储

存于－２０℃冰箱备用。共收集有效血清５３０份。

１．４　试剂盒　猪瘟抗原 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（美国

ＩＤＥＸＸ公司，批号：Ｃ８４１）；猪瘟抗体 ＥＬＩＳＡ检测

试剂盒（美国 ＩＤＥＸＸ公司，批号：Ｄ６３１）；猪瘟病

毒通 用 型 ＲＴ－ＰＣＲ 检 测 试 剂 盒 （批 号：

ＣＳＦ２０１５０８１２Ｐ），购于北京世纪元享动物防疫技术

有限公司。

１．５　主要仪器与试剂　全波长酶标仪Ｍ２００ＰＲＯ，

瑞士 ＴＥＣＡＮ公司；３７℃恒温箱，１０μＬ、５０μＬ、

２００μＬ及１０００μＬ的单道移液器，２００μＬ和３００μＬ

的８道移液器，分析天平、离心机、ＰＣＲ扩增仪、电

泳仪、电泳槽、紫外凝胶成像仪、ＤＥＰＣ处理的无菌

１．５ｍＬ离心管、吸头及湿盒等，购自长春市美迪斯

达医疗器械有限公司。

２　方　法

２．１　试验分组　试验 Ａ组：随机选取临床健康猪

只１４５头猪，分别于２５～３５日龄进行猪瘟活疫苗

的第一次免疫接种（简称“一免（Ａ１组）”）和６０～

７０日龄，免疫间隔期为３５ｄ，进行猪瘟活疫苗第二

次免疫接种（简称“二免（Ａ２组）”），一、二次免疫

均为每头猪于颈后部肌肉注射猪瘟活疫苗２头份；

Ｂ、Ｃ、Ｄ组则为与Ａ组不同时间同年内不同批次的

仔猪，免疫方法同上，每组１５０头左右。Ａ组采集

一免后和二免后血清样品，Ｂ、Ｃ、Ｄ组则采集二免后

血清样品，所有样品均为免疫后第２８天，以无菌方

式前腔静脉采血分离的血清进行抗体水平检测。

２．２　样品检测方法

２．２．１　血清中猪瘟抗体水平的ＥＬＩＳＡ检测方法　

按照试剂盒使用说明书进行操作。结果判定：以阻

断率为标准，阻断率 ＝（阴性对照孔平均 ＯＤ值 －

样品孔平均 ＯＤ值）／阴性对照孔平均 ＯＤ值 ×

１００％。若阴性对照均值 ＞０．５００且阳性对照的阻

断率＞５０％，则说明结果有效，可对样品进行判定；

样品阻断率≥４０％判定为阳性，即有 ＣＳＦＶ抗体存

在；样品阻断率≤３０％判定为阴性，即无 ＣＳＦＶ抗

体存在；样品阻断率在 ３０％ ～４０％之间，判定为

可疑。
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２．２．２　血清中猪瘟抗原水平的ＥＬＩＳＡ检测方法　

按照试剂盒使用说明书进行操作。结果判定：阳性

对照孔ＯＤ的平均值为 Ｐ，阴性对照 ＯＤ的平均值

为Ｎ，样品的ＯＤ平均值为 Ｓ；仅当 Ｐ－Ｎ≥０．１５且

Ｎ≤０．２５时说明结果有效，可对样品进行判定。

Ｓ－Ｎ＞０．３００时，判为猪瘟病毒抗原阳性；Ｓ－Ｎ≤
０．１００时，判为猪瘟病毒抗原阴性；０．１００＜Ｓ－Ｎ≤
０．３００时，判为可疑。对抗原阳性或者可疑样品，采

用ＲＴ－ＰＣＲ方法进行进一步的检测。

２．２．３　猪瘟病毒 ＲＴ－ＰＣＲ检测　根据文献［８－９］

及试剂盒使用建议，对前述ＥＬＩＳＡ法检测的猪瘟抗

原中１８份可疑血清样品及随机选取的３份检测阴

性样品，选择商品化试剂盒按其使用说明书进行猪

瘟病毒ＲＴ－ＰＣＲ检测。

２．２．３．１　样品采集与处理　对采集的每份样品和

阳性对照、阴性对照分别处理后，各取１００μＬ，置

１．５ｍＬ灭菌离心管中。

２．２．３．２　病毒ＲＮＡ的提取　取已处理的样品、阴

性对照和阳性对照，分别加入裂解液６００μＬ，充分

颠倒混匀，室温静置３～５ｍｉｎ。将液体吸入吸附柱

中，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。弃去收集管中液体，加

入６００μＬ洗液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。收集管中

液体，加入６００μＬ洗液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。弃

去收集管中液体，１３０００ｒ／ｍｉｎ空柱离心２ｍｉｎ，以

除去残留的洗涤液。将吸附柱移入新的１．５ｍＬ离

心管中，向柱中央加入洗脱液 ５０μＬ，室温静置

１ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，离心管中液体即为模

板ＲＮＡ。

２．２．３．３　ＲＴ－ＰＣＲ扩增　每份总体积２０μＬ，含

１６．８μＬＲＴ－ＰＣＲ反应液（用前混匀），１．２μＬ酶

混合液，２μＬ模板 ＲＮＡ。扩增程序：４２℃ ４５ｍｉｎ，

９５℃ ３ｍｉｎ；循环：９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃

２５ｓ，共３５次；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

２．２．３．４　电泳　２％琼脂糖凝胶上样电泳后观察

结果。

２．２．３．５　结果判定　阳性对照出现２３５ｂｐ扩增

带、阴性对照无带出现（引物带除外）时，试验结果

成立。被检样品出现２３５ｂｐ扩增带为猪瘟病毒阳

性，否则为阴性。

３　结　果

３．１　同一组猪一免和二免后血清抗体水平的比较

　从Ａ组１４５头试验猪中采得有效血清１１２份，受

检猪只猪瘟抗体阳性检出率为 ６６．１％（７４／１１２），

阴性为１６．１％（１８／１１２），可疑为１７．９％（２０／１１２）；

阳性抗体平均阻断率为 ６１．３％，集中在 ３０％ ～

８０％之间相对均匀分布。二免后抗体阳性率为

９５．０％（１１５／１２１），较一免提高了 ２８．９％，一二免

间抗体阳性率差异显著（Ｐ≤０．０１）；同时阻断率平

均值二免（７６．６％ ±１５．１％）较一免（６１．３％ ±

１３．０％）也提高了 １５．３％；阴性率比例由 １６．１％

（１８／１１２）下降到了３．３％（４／１２１）；可疑样品的平

均阻断率虽然变化不大，但比例由一免的１７．９％

（２０／１１２）下降到二免的１．７％（４／１１２），见表１和

图１。一免和二免抗体水平差异显著（Ｐ≤０．０１）。

表１　第一次和第二次免疫猪瘟抗体阻断率分析

组别 合计
阻断率

平均值／％
阳性数

阳性阻断率

平均值／％
阳性

比例／％
阴性数

阴性阻断率

平均值／％
阴性

比例／％
可疑数

可疑阻断率

平均值／％
可疑

比例／％
Ａ１组 １１２ ４９．８±２０．０ ７４ ６１．３±１３．０ ６６．１ １８ １９．７±７．５ １６．１ ２０ ３４．３±２．７ １７．９
Ａ２组 １２１ ７４．３±１７．８ １１５ ７６．６±１５．１ ９５．０ ４ ２８．５±１．３ ３．３ ２ ３４．６±４．１ １．７
　第一次免疫组为Ａ１组，第二次免疫组为Ａ２组

３．２　不同组猪二免后血清抗体水平的分析　为了
进一步分析第二次免疫后猪只血清的抗体水平，选

择了同年内不同批次的饲养猪Ａ２、Ｂ、Ｃ、Ｄ组共４１８
份分血清样品，进行抗体水平的分析。其中检出抗

体阳性３８２份，占受检猪只的９１．４％（３８２／４１８），符
合国家农业部要求的７０％阳性标准；抗体阻断率水

平相对较高，主要分布在５０％～１００％之间，尤其是
分布在 ６０％ ～９０％之间的样品占总检测样品的
５６．７％（表２、图２）。仅有１６份样品抗体水平为阴
性，占受检猪只的３．８％（１６／４１８）；２０份为可疑，占
受检猪只的４．８％（２０／４１８）。
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图１　第一次和第二次免疫猪瘟抗体阻断率分析

表２　不同组二次免疫后各组猪瘟抗体水平分析

组别 合计
组阻断率

平均值／％
阳性数

阳性阻断率

平均值／％
阳性率／
％

阴性数
阴性阻断率

平均值／％
阴性率 可疑数

可疑阻断率

平均值／％
可疑率／
％

Ａ２组 １２１ ７４．３±１７．８ １１５ ７６．６±１５．１ ９５．０ ４ ２８．５±１．３ ３．３ ２ ３４．６±４．１ １．７
Ｂ组 ９７ ５９．８±１８．９ ８０ ６６．１±１３．９ ８２．５ ６ ２３．３±８．０ ６．２ １１ ３４．０±２．５ １１．３
Ｃ组 ８８ ６１．７±１８．０ ７７ ６６．３±１３．５ ８７．５ ４ ２３．９±４．８ ４．５ ７ ３３．９±３．１ ８．０
Ｄ组 １１２ ７７．４±１６．１ １１０ ７８．３±１４．５ ９８．２ ２ ２３．７±１．８ １．８ ０ ／ ／
总计 ４１８ ６９．１±１９．２ ３８２ ７２．８±１５．４ ９１．４ １６ ２４．０±５．９ ３．８ ２０ ３４．０±４．８ ４．８
　Ａ２组为Ａ组试验猪第二次免疫血清样品

图２　二免后阻断率区间分布

３．３　猪瘟病毒抗原检测结果　在５３０份受检猪只
中，血清中猪瘟抗原阳性检出率为０，可疑检出率为
３．４％（１８／５３０），阴性检出率为９６．６０％（５１２／５３０），
表明该猪场猪瘟病毒感染风险较低（表３）。对抗原
检测结果为可疑的１８份样品及随机选择的３份检

测结果为阴性的样品采用ＲＴ－ＰＣＲ方进行病毒核
酸检测，２１份样品均为阴性。对抗原检测为可疑的
样品进行分析，抗体阻断率集中在 ３０％ ～４０％和
４０％～９０％两个区间范围内（图３、表４）。
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表３　猪血清样品猪瘟抗原水平统计
项目 合计 阴性数 阴性比例／％ 可疑数 可疑比例／％ 阳性数 阳性比例／％
Ａ１组 １１２ １０４ ９２．８６ ８ ７．１４ ０ ０．００
Ａ２组 １２１ １１８ ９７．５２ ３ ２．４８ ０ ０．００
Ｂ组 ９７ ９５ ９７．９４ ２ ２．０６ ０ ０．００
Ｃ组 ８８ ８８ １００．００ ０ ０．００ ０ ０．００
Ｄ组 １１２ １０７ ９５．５４ ５ ４．４６ ０ ０．００
总计 ５３０ ５１２ ９６．６０ １８ ３．４０ ０ ０．００

１－１８：ＥＬＩＳＡ检测可疑样品；１９－２１：ＥＬＩＳＡ检测阴性样品；

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；“－”：阴性对照；“＋”：阳性对照

图３　猪血清ＣＳＦＶＲＴ－ＰＣＲ结果

表４　猪瘟抗原检测为可疑的１８份血清样品检测结果统计
序号 原样品编号 ＥＬＩＳＡ抗原检测结果 抗体阻断率／％ 抗体检测结果 ＲＴ－ＰＣＲ结果
１ Ｌ１８７ ± ３４．８ ± －
２ Ｌ１８８ ± ３８．０ ± －
３ Ｌ２７７ ± ４８．９ ＋ －
４ Ｌ２４８ ± ７８．０ ＋ －
５ Ｌ１９８ ± ８７．５ ＋ －
６ Ｌ２５６ ± ３０．４ ± －
７ Ｌ２１９ ± ２１．２ － －
８ Ｌ１９３ ± ３５．７ ± －
９ Ｌ２５９ ± ２１．５ － －
１０ Ｌ２６５ ± １２．９ － －
１１ Ｌ２１１ ± ７０．９ ＋ －
１２ Ｔ７４ ± ３３．４ ± －
１３ Ｔ８ ± ３３．６ ± －
１４ Ｘ９８ ± ２２．４ － －
１５ Ｘ１２８ ± ８３．１ ＋ －
１６ Ｘ１３３ ± ８７．２ ＋ －
１７ Ｘ１４２ ± ５２．８ ＋ －
１８ Ｘ１４８ ± ８７．５ ＋ －
１９ Ｘ１１０ － ４７．０ ＋ －
２０ Ｘ１１８ － ７２．３ ＋ －
２１ Ｘ１２２ － ７０．７ ＋ －

＋阳性；－阴性；±可疑，其中１－１８号为ＥＬＩＳＡ抗原检测可疑样品；１９－２１号为ＥＬＩＳＡ抗原检测阴性对照样品

４　小结与讨论
本研究利用了市场上使用较多的 ＥＬＩＳＡ试剂

盒，通过采集某规模化猪场同年内不同时间、不同

批次的猪只血清样品，研究猪瘟活疫苗一免和二免

对血清抗体水平的影响，以对当前猪瘟活疫苗的免

疫程序进行评价。试验中共检测血清样品５３０份，
其中Ａ１组１１２份与 Ａ２组１２１份的血清抗体检测
结果比较表明，二免后血清抗体的阳性率（９５．０％）
较一免后血清抗体的阳性率（６６．１％）提高了
２８．９％，抗体平均阻断率二免（７６．６％±１５．１％）较
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图４　阻断ＥＬＩＳＡ法猪瘟病毒抗原检测可疑样品猪瘟抗体阻断率分布

一免（６１．３％±１３．０％）也提高了１５．３％。表明只
有一次免疫猪只抗体水平相对较低，未达到农业部

《２０１３年国家动物疫病强制免疫计划》中规定的抗
体合格率在７０％以上的要求［１０］，而二次免疫后与

一次免疫相比，免疫效果有了显著的提高（Ｐ≤
０．０１，差异极显著）。随后对同年内不同批次的
Ａ２、Ｂ、Ｃ、Ｄ四组猪只二免后的血清进行了检测，在
４１８份试验样品中，９１．４％的血清样本（３８２／４１８）
检出猪瘟抗体阳性，免疫阳性率水平远高于农业部

《２０１３年国家动物疫病强制免疫计划》规定的抗体
合格率在７０％以上的要求［１０］，而且抗体阻断率集

中在６０％ ～９０％之间的占总检测样品的５６．７％，
表明有很高的抗体整齐度。在ＲＴ－ＰＣＲ试验的所
有样品中均未检测到抗原阳性的样品，也说明该猪

场猪瘟病毒感染率为０％，猪瘟疾病控制水平比较
稳定。以上分析与王娟萍等［１１］曾根据 ＥＬＩＳＡ方法
对规模化猪场的猪瘟疫苗免疫效果评估的结论相

一致。

本次研究表明，对当前的猪场仅仅实施一次免

疫是不够的，只有实施二次免疫，才能使猪瘟活疫

苗免疫猪群获得较高和整齐的免疫抗体水平，有效

地防控猪瘟疫病的发生。
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