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［摘　 要］ 　 为研究已免疫小反刍兽疫（ＰＰＲ）活疫苗的羊群经二次免疫后 ＰＰＲ 抗体水平的变化趋

势，对初免 ２１ ｄ 羊群进行了第二次免疫，同时监测初免 ２１ ｄ 及二免后 ３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 的血清中

和抗体。 结果显示，一次免疫羊 ２１ ｄ ＰＰＲ 中和抗体滴度平均可达 ５．１８±２．８７，阳性率为 ８４％；二次免

疫后 ３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ，ＰＰＲ 抗体呈上升趋势，平均滴度分别为 ５．６５±２．５６、６．９５±１．８２、７．２８±１．１８、
８．１２±１．３１，阳性率分别为 ９０％、１００％、１００％、１００％。 一免试验组 ２１ ｄ ～ ３２３ ｄ ＰＰＲ 抗体阳性率为

８３％，二免试验组在二次免疫 ７ ｄ ＰＰＲ 抗体阳性率达到 １００％，并且维持到 ２１ ｄ。 试验表明，活疫苗

二次免疫增强了免疫效果，对已经有 ＰＰＲ 抗体的羊进行二次免疫，可明显提升免疫抗体阳性率。
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　 　 小反刍兽疫（ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ， ＰＰＲ）

又称“羊瘟”，是由小反刍兽疫病毒（ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ

ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ， ＰＰＲＶ）引起羊的高度接触性传染

病。 ＰＰＲＶ 可导致高达 １００％的发病率和 ９０％的死

亡率。 山羊通常对 ＰＰＲＶ 的敏感性比绵羊高且康

复率高于绵羊［１－３］。 该病是 ＯＩＥ 法定报告动物疫

病，也是全球计划根除的动物疫病，我国将其列为

一类动物疫病［４－５］。 ＰＰＲ 活疫苗被用于预防该病，

鉴于该疫苗可产生长达 ３ 年的免疫持续期以及我

国成功消灭牛瘟的经验，农业部印发了《全国小反

刍兽疫消灭计划（２０１６—２０２０ 年）》 ［６－７］。

为切实做好 ＰＰＲ 消灭工作，有效保障养羊业

稳定健康发展，按照《中华人民共和国动物防疫法》

和《国家中长期动物疫病防治规划 （ ２０１２—２０２０

年）》的要求，免疫地区的养羊场（户）应做好羊群

免疫工作，对新生羔羊和新补栏的羊要及时补免，

并做好免疫记录，免疫抗体合格率应达到 ７０％以

上。 但在基层免疫工作中，对一些免疫背景不清、

新补栏羊进行补免时，二次免疫是否会中和动物已

经产生的 ＰＰＲ 抗体从而影响免疫效果，以及对初

次免疫 ＰＰＲ 活疫苗后不产生抗体的羊进行二次免

疫能否产生 ＰＰＲ 抗体存在疑问，鉴于此开展了

ＰＰＲ 活疫苗的二次免疫试验研究。

１　 材料与方法

１．１　 供试疫苗 　 ＰＰＲ 活疫苗 ２０１６０１１－１ 批，由天

康生物股份有限公司生产。

１．２　 主要试剂　 ＰＰＲ 标准阳性血清、ＰＰＲ 标准阴

性血清、ＰＰＲＶ Ｎｉｇｅｒｉａ ７５ ／ １ 株及 Ｖｅｒｏ 细胞均购自

中国兽医药品监察所。

１．３　 试验动物筛选　 试验用绵羊由昌吉兴农胜商贸

有限公司提供。 采集 １ 岁龄左右健康绵羊血 １００ 份，

用病毒中和试验方法［８］检测 ＰＰＲ 中和抗体，选择 ＰＰＲ

中和抗体效价小于 １ ∶ ４ 的绵羊 ８０ 只用于试验。

１．４　 试验分组及免疫接种 　 一次免疫组，绵羊 ３０

只，各颈部皮下注射 ＰＰＲ 活疫苗 １ 头份，监测免疫

后 ２１～ ３２３ ｄ ＰＰＲ 抗体水平；二次免疫组，绵羊 ５０

只，各颈部皮下注射 ＰＰＲ 活疫苗 １ 头份。 免疫后

２１ ｄ，在另一侧颈部皮下注射 ＰＰＲ 活疫苗 １ 头份，

监测二免后 ３～２１ ｄ ＰＰＲ 抗体水平。

１．５　 免疫抗体检测 　 将被检羊血清及对照血清

５６ ℃水浴灭活 ３０ ｍｉｎ。 在 ９６ 孔细胞培养板将

血清进行 ２ 倍系列稀释，向所有血清孔中加入含

１００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ 的 ＰＰＲＶ，３７ ℃作用 １ ｈ 后向

所有孔中加入浓度为 ２ × １０ ５ ／ ｍＬ ～ ３ × １０ ５ ／ ｍＬ 的

Ｖｅｒｏ 细胞悬液 ０． １ ｍＬ。 设立病毒回归对照，即

将 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ病毒工作液用无血清 ＭＥＭ 细

胞培养液 １０ 倍系列稀释成 １０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ、

１ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ、０．１ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ，取病毒工作液

和 ３ 个稀释度病毒液，每个病毒液接种 ５ 孔，每孔

０．１ ｍＬ。 置３７ ℃、５％ ＣＯ２ 中培养 ６ ｄ，期间每日观

察细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）。

１．６　 中和抗体结果判定　 １００ ＴＣＩＤ５０、１０ ＴＣＩＤ５０病

毒对照及阴性血清对照孔均应出现 ＣＰＥ，１ ＴＣＩＤ５０

病毒对照部分孔出现 ＣＰＥ，０．１ ＴＣＩＤ５０病毒对照及

阳性血清对照 １ ∶ １６０ 稀释度以下细胞孔和细胞对

照孔应不出现 ＣＰＥ。 记录被检血清各稀释度 ＣＰＥ

孔数，以 ５ 个试验孔均未出现 ＣＰＥ 的血清最高稀释

度为中和抗体滴度，中和抗体滴度不小于 １ ∶ １０ 判

为阳性。

２　 结　 果

２．１　 ＰＰＲ 活疫苗一次及二次免疫效果　 ＰＰＲ 活疫

苗一次免疫后 ２１ ｄ ＰＰＲ 中和抗体滴度平均可达

５．１８±２．８７，阳性率为 ８４％，一免后 １８０ ～ ３２３ ｄ 每个

月进行一次 ＰＰＲ 抗体检测，ＰＰＲ 抗体阳性率均为

８３％。 二次免疫后 ３ ～ ２１ ｄ，抗体一直呈上升趋势，

平均滴度分别为 ５．６５±２．５６、６．９５±１．８２、７．２８±１．１８、

８．１２±１．３１，阳性率分别为 ９０％、１００％、１００％、１００％

（表 １）。
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表 １　 二次免疫组 ＰＰＲ 抗体检测结果

Ｔａｂ １　 ＰＰＲ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

检测结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ

一次免疫后 ２１ ｄ
２１ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｐｒｉｍａｒｙ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

二次免疫后 ３ ｄ
３ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

二次免疫后 ７ ｄ
７ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

二次免疫后 １４ ｄ
１４ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

二次免疫后 ２１ ｄ
２１ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

抗体水平
Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ５．１８±２．８７ ５．６５±２．５６ ６．９５±１．８２ ７．２８±１．１８ ８．１２±１．３１

阳性率
Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ８４％ ９０％ １００％ １００％ １００％

２．２　 ＰＰＲ 活疫苗持续期检测结果　 ＰＰＲ 活疫苗免

疫持续期可以达到 ３ 年，通过本次 １０ 个多月的检

测，免疫后 ３２３ ｄ ＰＰＲ 抗体滴度仍然维持在 ６．５９±
１．２４（图 １），阳性率为 ８３％。

图 １　 一次免疫组 ＰＰＲ 抗体水平消长曲线图

Ｆｉｇ １　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＰＰＲ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

３　 讨　 论

ＰＰＲ 活疫苗是一种通过 Ｖｅｒｏ 细胞培养的弱毒

活疫苗，基于对原宿主失去致病力或致病力弱但仍

具有免疫保护性的 Ｎｉｇｅｒｉａ ７５ ／ １ 株制成。 ＰＰＲ 活疫

苗自 ２００７ 年 １０ 月开始在我国应用，宋跃君、何利

昆等人分别对 ＰＰＲ 活疫苗的免疫效果进行了试

验，结果证实疫苗在免疫场中应用半年后 ＰＰＲ 抗

体阳性率可达 ８３．２％，一年后达 ９０．３％［９－１０］。 虽然

免疫抗体合格率达到了 ７０％以上的要求，但由于羊

个体敏感性差异及防疫人员免疫操作水平、疫苗保

存条件等因素仍造成了部分羊未达到免疫保护标

准。 在疫病爆发时仍会造成养殖户的损失。 通过

对 ＰＰＲ 活疫苗的二次免疫试验证实，一次免疫后

２１ ｄ 抗体阴性率为 １６％，二次免疫 ７ ｄ 后抗体阳性

率为 １００％，说明在一次免疫中没有产生抗体的羊

经二次免疫抗体合格率能达到 １００％，且对已经产

生的 ＰＰＲ 抗体不会产生中和抵消作用。

ＰＰＲ 活疫苗免疫持续期可以达到 ３ 年，通过本

次 １０ 个多月的检测，免疫后 ３２３ ｄ ＰＰＲ 抗体滴度

仍然维持在 ６．５９±１．２４，阳性率为 ８３％。 另外，不同

品种的羊对该疫苗的免疫效果也有差异，徐雅萍等

对免疫 ＰＰＲ 活疫苗的湖羊进行检测表明湖羊在免

疫该疫苗后 １４ ｄ 免疫合格率能达到 １００％，７ 个月

·０４·
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后免疫合格率降至 ８８．２４％［１１］。 因此，对免疫一段

时间后部分羊 ＰＰＲ 抗体降低的现象，还是推荐进

行二次免疫。 由于条件限制未对二次免疫羊群进

行免疫持续期监测，但从抗体水平及阳性率考虑，

其持续期应不低于一次免疫羊群。

疫苗在基层的应用中，可能遇到免疫背景不清

的羊群，在不具备检测条件的情况下是否需要进行

羊群免疫是基层工作者的疑虑。 通过二次免疫试

验证实，对已经有 ＰＰＲ 抗体的羊进行再次免疫，羊

群平均抗体水平未出现中和反应引起的抗体下降

现象，相反，二免后 ＰＰＲ 抗体阳性率明显提高至

１００％。 因此，养殖户可根据羊群的免疫情况及疫

病的爆发情况，选择是否进行疫苗二次免疫。 二次

免疫试验结果可对 ＰＰＲ 疫苗的免疫防控工作提供

指导，在疫病爆发时对羊群可集中免疫，同时对免

疫背景不清的羊群也应当进行免疫。
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