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［摘　 要］ 　 为研究猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株作为生产用菌种的最高扩繁代次以及新型佐剂对该

菌种免疫原性的影响，在对猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株形态、生化特性、培养特性、纯粹性、血清学特

性、真空度、剩余水分含量、毒力及免疫原性等研究的基础上，建立了猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株种子

批。 将 ＣＶＣＣ４３００５ 株（１９８６ 年冻干）用培养基进行了 ２０ 次传代（Ｆ１ ～ Ｆ２０），并对其中的 Ｆ５、Ｆ１０、

Ｆ１５、Ｆ２０ 代进行冻干并抽检测定。 结果显示：抽检的各代次菌种均纯粹，形态、生化特性、培养特性

均符合猪丹毒丝菌的特性，血清型为 ２ 型，真空度检查均呈现白色、粉色或紫色辉光，剩余水分含量

均 ＜ ３． ０％ ，９ ～ １０ ＣＦＵ 活菌皮下注射体重 １８ ～ ２２ ｇ 小白鼠，均于 ７ 日内 ５ ／ ５ 死亡。 将抽检的各代次

菌种制成铝胶佐剂灭活疫苗，免疫 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠后均能产生 １０ ／ １０ 保护。 以 Ｆ５ 代菌株制备菌

液，甲醛灭活后，分别用铝胶佐剂、矿物质白油佐剂、洛阳赛威公司的水溶性佐剂、水性复合免疫佐

剂以及法国赛比克公司的 ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＴＭＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ、ＧＥＬ０１ＰＲ ６ 种佐剂制备灭活疫苗，经无菌

及安全检查合格后进行 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠免疫效果对比实验，最终确定猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株基

础种子代数为 Ｆ１ ～ Ｆ１０ 代，生产用菌种的最高扩繁代次宜控制在 ５ 代以内，法国赛比克公司的

ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂为猪丹毒灭活疫苗的最佳佐剂。 该菌种作为生产用菌种最高扩繁代次的确定及疫苗

佐剂的筛选，为修订菌种检定依据奠定了基础。
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　 　 猪丹毒是由丹毒丝菌引起的一种严重威胁养

猪业的重要传染病，其临床特征为高热、急性败血

症、皮肤疹块、慢性心内膜炎，或皮肤坏死与多发性

非化脓性关节炎，临床上常与猪圆环病毒、猪细小

病毒、猪肺炎支原体等病原混合感染，同时丹毒也

是一种人和其它多种动物都能感染的共患病。 接

种猪丹毒疫苗是预防猪丹毒的一种重要手段，丹毒

丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株是猪丹毒灭活疫苗的生产用菌

株，由中国兽医药品监察所负责检定、保管和供应，

具有自主知识产权，该菌种毒力稳定、免疫原性好，

是一株优良的疫苗株［１］。 该菌种现有检定依据为

《中华人民共和国兽用生物制品规程》 （二〇〇〇

年版，第 ５ 次修订） ［２］，该标准执行至今已近 ２０ 年，

其明确了 ＣＶＣＣ４３００５ 株菌种基础种子代数，但没

有明确生产种子最高扩繁代次，且菌种免疫原性是

将其制备为氢氧化铝胶佐剂疫苗后通过小鼠的免

疫攻毒实验予以评价。 近 ２０ 年来市场上已经出现

多种新型佐剂，这些佐剂对菌种免疫原性是否有所

影响不得而知。 为研究该菌种作为生产用菌种的

最高扩繁代次以及新型佐剂对该菌种免疫原性的

影响，建立了猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株的种子批，

并对不同佐剂进行筛选，为修订菌种检定依据奠定

了基础。

１　 材料与方法

１． １　 菌株　 ＣＶＣＣ４３００５ 株 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代冻

干菌种，检验用 ＣＶＣＣ４３００８ 株、ＣＶＣＣ４３００６ 株菌

种，均由中国兽医药品监察所冻干、保存。

１． ２　 培养基及试剂　 猪丹毒培养基、革兰氏染色

·８·
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液，购自购自青岛高科技工业园海博生物技术有限

公司。 ＴＳＡ 培养基，购自 ＢＤ 公司。 ＴＧ 培养基、

ＴＳＢ 培养基、５％蔗糖脱脂牛奶，购自北京中海动物

保健科技公司。 马血清，购自 Ｇｂｉｃｏ 公司。 细菌鉴

定试剂盒，购自 Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ 公司。 裂解血细胞全

血、猪丹毒分型血清、猪丹毒抗体阳性血清、猪丹毒

抗体阴性血清、矿物质白油、氢氧化铝胶、４０％氢氧

化铝胶生理盐水，由中国兽医药品监察所细菌制品

检测室提供。 ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＴＭ ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ 佐剂、

ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂，购自法国赛比克公司。 水溶性佐

剂、水性复合免疫佐剂由洛阳赛威公司赠送。

１． ３　 实验动物 　 １６ ～ １８ ｇ ＩＣＲ 小白鼠、１８ ～ ２２ ｇ

ＩＣＲ 小白鼠，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司。

１． ４　 种子批的建立　 以具有良好毒力、免疫原性、

繁殖特性和纯净性的 １９８６ 年冻干的 ＣＶＣＣ４３００５

菌株为原始种子，将原始种子用含 ４％ 马血清及

０． １％裂解血细胞全血 ＴＳＡ 培养基连续传代，每代

于 ３７ ℃培养 ２４ ｈ，各代命名为 Ｆ１ ～ Ｆ２０。 将生长

纯粹的 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌分别用 ５％ 蔗糖脱脂

牛奶洗下后分装安瓿，冻干，抽真空后融封，用于后

续检定，依据检定结果建立种子批。

１． ５　 形态　 取菌种培养物进行革兰氏染色，镜检。

１． ６　 生化特性　 参照试剂的使用说明书检定。

１． ７　 培养特性　 菌种接种含 ４％ 马血清及 ０． １％

裂解血细胞全血 ＴＳＡ 平板，３７ ℃培养 ４８ ｈ，观察细

菌生长特性。

１． ８　 血清学特性　 参照试剂的使用说明书检定。

１． ９　 纯粹　 按《中国兽药典》２０１５ 年版要求进行

检定［３］。

１． １０　 真空度 　 按《中国兽药典》 ２０１５ 年版要求

检定［３］。

１． １１　 剩余水分　 按《中国兽药典》２０１５ 年版要求

检定［３］。

１． １２　 毒力　 参照《中华人民共和国兽用生物制品

规程》二〇〇〇年版［２］ 用小鼠进行最小致死剂量

测定。 将 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５ 和 Ｆ２０ 代菌种分别用猪丹毒

培养基制备成菌液后，皮下注射体重 １８ ～ ２２ ｇ

小白鼠，根据菌液预数结果，将菌液稀释为 １、３、５、

７、９、１１、１３、１５ ＣＦＵ ／ ０． ２ｍＬ，每个剂量组注射 ５ 只小

鼠，每只小鼠注射 ０． ２ ｍＬ，同时对菌液进行复数，根

据复数结果计算每个剂量组小鼠实际注射的活菌

数。 ７ 个观察日内记录小鼠死亡情况，结合每只小

鼠实际注射的活菌数判定各代次菌种对于小鼠的

毒力。

１． １３　 免疫原性 　 用小鼠进行免疫原性检定。 将

Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌种参照《中华人民共和国兽

用生物制品规程》二〇〇〇年版［２］分别制备成氢氧

化铝胶灭活抗原。 取 １００ 只 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠分为

１２ 组。 第 １、２、３、４ 组，每组 １０ 只，分别皮下注射

Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代灭活抗原 ０． １ ｍＬ；第 ５、６、７、８

组，每组 １０ 只，分别皮下注射 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代

灭活抗原 ４０％ 氢氧化铝胶生理盐水 ４ 倍稀释液

０． ２ ｍＬ；第 ９、１０、１１、１２ 组，每组 ５ 只，不注射疫苗，

作为对照组。 免疫 ２１ ｄ 后，每个免疫组各取 ５ 只

小鼠，连同对照小鼠 ５ 只各注射 １０００ ＭＬＤ（最小致

死量，Ｍｉｎｉｍｕｍ Ｌｅｔｈａｌ Ｄｏｓｅ） ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌液，

另取 ５ 只对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌

液；每个免疫组剩余 ５ 只小鼠，连同对照小鼠 ５ 只

各注射 １０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液，另取 ５ 只

对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液。 攻毒

后观察 １０ ｄ，统计保护率。

１． １４　 小鼠最小免疫剂量测定　 将 Ｆ５ 代菌株制备

的菌液活菌计数后，经甲醛灭活，取灭活菌液 ４０

ｍＬ，与 ８ ｍＬ 氢氧化铝胶充分混匀后置 ２ ～ ８ ℃静置

２ ｄ 后弃去上清 ２８ ｍＬ，其作为抗原原液。 用 ４０％

氢氧化铝胶生理盐水将抗原原液进行 ４ 倍、８ 倍、１６

倍稀释，取各稀释度抗原免疫 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠，每

个剂量免疫 １０ 只小鼠。 免疫 ２１ ｄ 后，每个免疫组

各取 ５ 只小鼠，连同对照小鼠 ５ 只各注射 １０００

ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌液，另取 ５ 只对照小鼠注

射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８ 强毒菌液；每个免疫组剩余

５ 只小鼠，连同对照小鼠 ５ 只各注射 １０００ ＭＬＤ

ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液，另取 ５ 只对照小鼠注射
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１ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液。 攻毒后观察 １０ ｄ，

统计保护率。

１． １５　 不同佐剂疫苗的制备　 分别将 Ｆ５ 代菌株制

备的甲醛灭活菌液用铝胶佐剂、矿物质白油佐剂、

洛阳赛威公司的水溶性佐剂、水性复合免疫佐

剂 以 及 法 国 赛 比 克 公 司 的 ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＴＭ

ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ、ＧＥＬ０１ＰＲ ６ 种佐剂按各自使用说

明制备猪丹毒灭活疫苗。 然后参照《中国兽药典》

２０１５ 年版要求进行性状和无菌检验［３］。

１． １５． １ 　 铝胶佐剂疫苗的制备　 灭活菌液 ５ 份加

灭菌的氢氧化铝胶 １ 份，充分混合均匀后，静置沉

淀 ３ 日，弃去上清，浓缩至全量的 ２ ／ ５，充分混合。

用 ４０％氢氧化铝胶生理盐水进行 ８ 倍、１６ 倍、３２ 倍

稀释，分别标记铝 １、铝 ２、铝 ３。

１． １５． ２ 　 白油佐剂疫苗的制备　 灭活菌液 ５ 份加

灭菌的氢氧化铝胶 １ 份，充分混合均匀后，静置沉

淀 ３ 日，弃去上清，浓缩至全量的 ２ ／ ５，充分混合。

用 ４０％氢氧化铝胶生理盐水进行 ４ 倍、８ 倍、１６ 倍

稀释，取稀释后的抗原分别与吐温 － ８０混匀作为水

相，再分别与等量的油相进行乳化，乳化后分别标

记油 １、油 ２、油 ３。

１． １５． ３ 　 水溶性佐剂疫苗的制备　 灭活菌液 ５ 份

加灭菌的氢氧化铝胶 １ 份，充分混合均匀后，静置

沉淀 ３ 日，弃去上清，浓缩至全量的 ２ ／ ５，充分混合。

用 ４０％氢氧化铝胶生理盐水进行 ４ 倍、８ 倍、１６ 倍

稀释，取稀释后的抗原分别与等量的水溶性佐剂混

匀，分别标记水 １、水 ２、水 ３。

１． １５． ４ 　 水性复合免疫佐剂疫苗的制备　 灭活菌

液 ５ 份加灭菌的氢氧化铝胶 １ 份，充分混合均匀

后，静置沉淀 ３ 日，弃去上清，浓缩至全量的 ２ ／ ５，充

分混合。 用 ４０％ 氢氧化铝胶生理盐水进行 ４ 倍、

８ 倍、１６ 倍稀释，取稀释后的抗原分别与等量的水

性复合免疫佐剂混匀，分别标记复 １、复 ２、复 ３。

１． １５． ５ 　 ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ 佐剂疫苗的制备 　 灭活

菌液 ５ 份加灭菌的氢氧化铝胶 １ 份，充分混合均匀

后，静置沉淀 ３ 日，弃去上清，浓缩至全量的 ２ ／ ５，充

分混合。 用 ４０％ 氢氧化铝胶生理盐水进行 ４ 倍、

８ 倍、１６ 倍稀释，取稀释后的抗原分别与等量的

ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ 佐 剂 混 匀， 分 别 标 记 ＩＭＳ１、

ＩＭＳ２、ＩＭＳ３。

１． １５． ６　 ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂疫苗的制备　 灭活菌液用

ＰＢＳ 进行 ４ 倍、８ 倍、１６ 倍稀释，取稀释后的抗原分

别与 ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂按 ９ ∶ １ 的比例混匀，分别标记

ＧＥＬ１、ＧＥＬ２、ＧＥＬ３。

１． １６　 疫苗安全检验　 取 １８０ 只 １８ ～ ２２ ｇ 小白鼠，

随机分成 １８ 组，每组 １０ 只，分别于背部皮下注射

标记为铝 １、铝 ２、铝 ３、油 １、油 ２、油 ３、水 １、水 ２、水

３、复 １、复 ２、复 ３、ＩＭＳ１、ＩＭＳ２、ＩＭＳ３、 ＧＥＬ１、ＧＥＬ２、

ＧＥＬ３ 的灭活疫苗 ０． ３ ｍＬ ／只，观察 １０ 日。

１． １７　 疫苗效力检验　 取 ２００ 只 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠，

随机分成 ２２ 组。 其中 １ ～ １８ 组，每组 １０ 只，分别

于背部皮下注射标记为铝 １、铝 ２、铝 ３、油 １、油 ２、

油 ３、水 １、水 ２、水 ３、复 １、复 ２、复 ３、ＩＭＳ１、ＩＭＳ２、

ＩＭＳ３、 ＧＥＬ１、ＧＥＬ２、ＧＥＬ３ 的灭活疫苗 ０． １ ｍＬ ／只；

第 １９、２０、２１、２２ 组，每组 ５ 只，不注射疫苗，作为对

照组。 免疫 ２１ ｄ 后，每个免疫组各取 ５ 只小鼠，连

同对照小鼠 ５ 只各注射 １０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８ 强

毒菌液，另取 ５ 只对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００８

强毒菌液；每个免疫组剩余 ５ 只小鼠，连同对照小

鼠 ５ 只各注射 １０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌液，另

取 ５ 只对照小鼠注射 １ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６ 强毒菌

液。 攻毒后观察 １０ ｄ，统计保护率。

２　 结果与分析

２． １　 形态　 经染色观察，Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌种

均为革兰氏阳性纤细小杆菌。

２． ２　 生化特性 　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌种的生化

特性均符合猪丹毒丝菌的特性。

２． ３　 培养特性　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌种在含 ４％

马血清及 ０． １％ 裂解血细胞全血 ＴＳＡ 平板上均生

长为形态完整的呈微蓝灰色露珠状小菌落，在低倍

显微镜下观察，菌落可呈光滑型或粗糙型，菌落中

部含有黄褐色点状颗粒。

２． ４　 血清学特性 　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌种的血

清型均为 ２ 型。

·０１·
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２． ５　 纯粹　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌种均纯粹，没有

杂菌生长。

２． ６　 真空度　 将失真空的 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌

株淘汰，保留的菌株真空度检查均呈现白色、粉色

或紫色辉光。

２． ７　 剩余水分 　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌株剩余水

分测定结果见表 １，各代次冻干菌株剩余水分含量

均 ＜ ３． ０％ 。

２． ８　 毒力 　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌株对小鼠最小

致死剂量测定结果见表 ２，９ ～ １０ ＣＦＵ 活菌皮下注

射体重 １８ ～ ２２ ｇ 小白鼠，均于 ７ 日内 ５ ／ ５ 死亡。

２． ９　 免疫原性 　 Ｆ５、Ｆ１０、Ｆ１５、Ｆ２０ 代菌株对小鼠

免疫原性测定结果见表 ３，各代次菌株制备成灭活

抗原后，按两个剂量组免疫小鼠，每只小鼠分别免

疫灭活抗原 ０． １ ｍＬ 及灭活抗原 ４ 倍稀释液 ０． ２

ｍＬ。 免疫小鼠攻击 １０００ ＭＬＤ 强毒菌液全部健活，

对照小鼠攻击 １０００ ＭＬＤ 强毒菌液全部死亡， 攻击

１ ＭＬＤ 强毒菌液 Ｃ４３ － ６ 株 ５ ／ ５ 死亡，Ｃ４３ － ８ 株４ ／ ５

死亡。 各代次菌株免疫原性没有变化，较为稳定。

表 １　 不同代次菌株剩余水分含量

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株代次 剩余水分含量

Ｆ５ １． ０％ 、０． ７％ 、０． ４％ 、１． ３％

Ｆ１０ ０． ６％ 、０． ８％ 、０． ９％ 、０． ６％

Ｆ１５ １． ３％ 、０． ６％ 、０． ６％ 、０． ８％

Ｆ２０ ０． ９％ 、１． ０％ 、０． ６％ 、０． ８％

表 ２　 不同代次菌株对小鼠的最小致死剂量

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ＭＬＤ ｔｏ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株代次 最小致死剂量 ／ （ＣＦＵ·０． ２ ｍＬ － １）

Ｆ５ １０

Ｆ１０ ９

Ｆ１５ １０

Ｆ２０ ９

表 ３　 不同代次菌株对小鼠的免疫原性

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｏ ｍｉｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株代次

攻击 ＣＶＣＣ ４３００６ 组健活只数 ／ 注射只数

免疫组

剂量 １∗ 剂量 ２∗
１０００ＭＬＤ 对照组 １ＭＬＤ 对照组

攻击 ＣＶＣＣ ４３００８ 组健活只数 ／ 注射只数

免疫组

剂量 １∗ 剂量 ２∗
１０００ＭＬＤ 对照组 １ＭＬＤ 对照组

Ｆ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５

Ｆ１０ ５ ／ ５ ５ ／ ５

Ｆ１５ ５ ／ ５ ５ ／ ５

Ｆ２０ ５ ／ ５ ５ ／ ５

０ ／ ５ ０ ／ ５

５ ／ ５ ５ ／ ５

５ ／ ５ ５ ／ ５

５ ／ ５ ５ ／ ５

５ ／ ５ ５ ／ ５

０ ／ ５ １ ／ ５

剂量 １ 为每只小鼠皮下注射灭活抗原 ０． １ ｍＬ； 剂量 ２ 为每只小鼠皮下注射灭活抗原 ４０％氢氧化铝胶生理盐水 ４ 倍稀释液 ０． ２ ｍＬ

２． １０　 小鼠最小免疫剂量　 Ｆ５ 代菌株制备的氢氧

化铝胶佐剂灭活疫苗对小鼠最小免疫剂量为 ２． １ ×

１０８ ＣＦＵ ／只 （ 灭 活 前 菌 液 含 有 的 活 菌 数 ）， 攻

击１０００ ＭＬＤ ＣＶＣＣ４３００６及ＣＶＣＣ４３００８株免疫组小

鼠均全部健活，对照组小鼠攻击 １０００ ＭＬＤ 组均５ ／ ５

死亡，攻击 １ＭＬＤ 组均 ４ ／ ５ 死亡。 结果见表 ４。

２． １１　 疫苗性状及无菌检验 　 ６ 种疫苗均无菌生

长，其性状检验结果见表 ５。

·１１·
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表 ４　 Ｆ５ 代菌株制备的氢氧化铝胶佐剂灭活疫苗对小鼠的最小免疫剂量

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｍｍｕｎｅ ｄｏｓｅ ｔｏ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ｃｏｌｌｏｉｄ ｖａｃｃｉｎｅ

ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ Ｆ５ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ

免疫剂量
抗原含量

／ （１０８ＣＦＵ·只 － １）

攻击 ＣＶＣＣ ４３００６ 组健活只数 ／ 注射只数 攻击 ＣＶＣＣ ４３００８ 组健活只数 ／ 注射只数

免疫组
１０００ＭＬＤ
对照组

１ＭＬＤ
对照组

免疫组
１０００ＭＬＤ
对照组

１ＭＬＤ
对照组

原液皮下 ０． １ ｍＬ ３４ ５ ／ ５

原液皮下 ０． ０５ ｍＬ １７ ５ ／ ５

４ 倍稀释液皮下 ０． ２ ｍＬ １７ ５ ／ ５

４ 倍稀释液皮下 ０． １ ｍＬ ８． ５ ５ ／ ５

４ 倍稀释液皮下 ０． ０５ ｍＬ ４． ２ ５ ／ ５

８ 倍稀释液皮下 ０． １ ｍＬ ４． ２ ５ ／ ５

８ 倍稀释液皮下 ０． ０５ ｍＬ ２． １ ５ ／ ５

１６ 倍稀释液皮下 ０． １ ｍＬ ２． １ ５ ／ ５

１６ 倍稀释液皮下 ０． ０５ ｍＬ １． １ ５ ／ ５

０ ／ ５ １ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

５ ／ ５

４ ／ ５

０ ／ ５ １ ／ ５

表 ５　 不同佐剂疫苗性状检验

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｊｕｖａｎｔｓ

佐剂 性状

铝胶佐剂 静置后，上层为澄清液体，下层有少量沉淀，振摇后呈均匀混悬液。

矿物质白油佐剂 均匀乳剂。

水溶性佐剂 静置后，上层为澄清液体，下层有少量沉淀，振摇后呈均匀混悬液。

水性复合免疫佐剂 静置后，上层为澄清液体，下层有少量沉淀，振摇后呈均匀混悬液。

ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ 佐剂 均匀乳剂，静置后下层有少量沉淀。

ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂 静置后，上层为澄清液体，下层有少量沉淀，振摇后呈均匀混悬液。

２． １２　 疫苗安全检验 　 ６ 种疫苗 １８ 个组注射的

１８０ 只小鼠于 １０ 个观察日内精神、采食均正常，但

氢氧化铝胶佐剂疫苗、ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ 佐剂疫苗及

矿物质白油佐剂疫苗注射的小鼠，注射部位会出现

肿胀、硬结、破溃等不良反应，结果见表 ６ 及图 １。

２． １３　 疫苗效力检验　 ６ 种疫苗效力检验结果表明

使用 ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂、铝胶佐剂、矿物质白油佐剂制

备的疫苗免疫效果最好（表 ７）。
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表 ６　 不同佐剂疫苗注射局部反应

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｊｕｖａｎｔｓ

组别
注射抗原含量

／ （１０８ＣＦＵ·只 － １）
不良反应只数
／ 注射只数

组别
注射抗原含量

／ （１０８ＣＦＵ·只 － １）
不良反应只数
／ 注射只数

组别
注射抗原含量

／ （１０８ＣＦＵ·只 － １）
不良反应只数
／ 注射只数

铝 １ １２． ６ １０ ／ １０ 水 １ １２． ６ ０ ／ １０ ＩＭＳ１ １２． ６ １０ ／ １０

铝 ２ ６． ３ １０ ／ １０ 水 ２ ６． ３ ０ ／ １０ ＩＭＳ２ ６． ３ １０ ／ １０

铝 ３ ３． ２ １０ ／ １０ 水 ３ ３． ２ ０ ／ １０ ＩＭＳ３ ３． ２ １０ ／ １０

油 １ １２． ３ １０ ／ １０ 复 １ １２． ６ ０ ／ １０ ＧＥＬ１ １３． １ ０ ／ １０

油 ２ ６． ２ １０ ／ １０ 复 ２ ６． ３ ０ ／ １０ ＧＥＬ２ ６． ６ ０ ／ １０

油 ３ ３． １ １０ ／ １０ 复 ３ ３． ２ ０ ／ １０ ＧＥＬ３ ３． ３ ０ ／ １０

图 １　 小鼠注射局部不良反应

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｌｏｃａｌ ａｄｖｅｒｓｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

表 ７　 不同佐剂疫苗效力检验

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｊｕｖａｎｔｓ

组别
抗原含量

／ （１０８ＣＦＵ·只 － １）

攻击 ＣＶＣＣ ４３００６ 组健活只数 ／ 注射只数 攻击 ＣＶＣＣ ４３００８ 组健活只数 ／ 注射只数

免疫组 １０００ＭＬＤ 对照组 １ＭＬＤ 对照组 免疫组 １０００ＭＬＤ 对照组 １ＭＬＤ 对照组

铝 １ ４． ２ ５ ／ ５
铝 ２ ２． １ ５ ／ ５
铝 ３ １． ０ ４ ／ ５
油 １ ４． １ ５ ／ ５
油 ２ ２． ０ ５ ／ ５
油 ３ １． ０ ３ ／ ５
水 １ ４． ２ ４ ／ ５
水 ２ ２． １ ４ ／ ５
水 ３ １． ０ ５ ／ ５
复 １ ４． ２ ５ ／ ５
复 ２ ２． １ ５ ／ ５
复 ３ １． ０ ４ ／ ５
ＩＭＳ１ ４． ２ ５ ／ ５
ＩＭＳ２ ２． １ ５ ／ ５
ＩＭＳ３ １． ０ ５ ／ ５
ＧＥＬ１ ４． ４ ５ ／ ５
ＧＥＬ２ ２． ２ ５ ／ ５
ＧＥＬ３ １． １ ５ ／ ５

０ ／ ５ １ ／ ５

５ ／ ５
５ ／ ５
４ ／ ５
５ ／ ５
５ ／ ５
４ ／ ５
５ ／ ５
５ ／ ５
３ ／ ５
５ ／ ５
４ ／ ５
５ ／ ５
４ ／ ５
４ ／ ５
３ ／ ５
５ ／ ５
５ ／ ５
４ ／ ５

０ ／ ５ １ ／ ５
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３　 讨论与结论

小鼠对丹毒丝菌的毒力及免疫原性的反应是

与猪的反应呈正相关的，目前国内市场上现有的猪

丹毒产品均用小鼠来评价疫苗的安全性及效力，国
外研究学者也是用小鼠来评价丹毒丝菌保护性抗

原的免疫效果［４ － ６］，用耗费资源更少的小鼠替代猪

进行菌株毒力、免疫原性以及疫苗安全性和效力的

评价，是遵循动物实验 ３Ｒ 原则的体现。
经一定途径在一定时间内能使一组实验动物

全部致死的最小微生物剂量为 １ ＭＬＤ，但在实际操

作过程中由于动物个体反应及菌液混合均匀度、注
射剂量准确性等不确定因素的影响，有时注射

１ ＭＬＤ的对照动物组无法达到 １００％ 死亡，目前市

场上现有的猪丹毒产品对于攻击 １ ＭＬＤ 强毒菌液

对照组小鼠要求 ２ ／ ３ 死亡（即死亡率为 ６６． ７％ ）。
本试验中不论最小免疫剂量的测定、菌种免疫原性

的测定还是疫苗效力检验，攻击 １ ＭＬＤ 强毒菌液对

照组小鼠的死亡率均达到了 ８０％以上，对照成立。
通过对 ＣＶＣＣ４３００５ 株各代次冻干菌种的生化

特性、培养特性、毒力、免疫原性等鉴定证明，各代

次菌种传代稳定；形态、生化特性、培养特性均符合

丹毒丝菌的特性；冻干菌种纯粹，没有杂菌污染；真
空度及剩余水分含量符合冻干菌种要求；各代次菌

株毒力没有明显变化，９ ～ １０ ＣＦＵ 活菌可于 ７ 日内

致死小鼠；各代次菌株制成灭活疫苗免疫小鼠后，
均能够产生完全的攻毒保护，以此为依据，建立了

菌种的种子批，确定猪丹毒丝菌 ＣＶＣＣ４３００５ 株基

础种子代数为 Ｆ１ ～ Ｆ１０ 代；生产用菌种的最高扩繁

代次宜控制在 ５ 代以内［７］。
疫苗的安全高效和副作用小是评价疫苗质量的

重要指标，而适当的佐剂选择对于疫苗安全性和效

力至关重要。 当 １８ ～２２ ｇ 小白鼠背部皮下注射 ６ 种

佐剂疫苗 ０． ３ ｍＬ ／只时，小鼠精神、食欲均无异常反

应，但只有水溶性佐剂疫苗、水性复合免疫佐剂疫

苗、ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂疫苗注射的小鼠，注射部位没有出

现肿胀、硬结、破溃等不良反应，表明此三种佐剂具

有良好的安全性。 免疫 １６ ～ １８ ｇ 小白鼠，使用

ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂、铝胶佐剂、矿物质白油佐剂制备的疫

苗组表现最突出，皮下注射抗原含量 ２． ０ × １０８ ～
２． ２ × １０８ ＣＦＵ 的疫苗即可获得对小鼠 １００％ 的免

疫保护；水性复合免疫佐剂次之，需皮下注射抗原

含量为 ４． ２ × １０８ ＣＦＵ 的疫苗才可获得对小鼠

１００％ 的免疫保护；ＭＯＮＴＡＮＩＤＥＴＭ ＩＭＳ１３１３ＶＧＮＳＴ
佐剂及水溶性佐剂最为不理想，即使皮下注射抗原

含量为 ４． ２ × １０８ ＣＦＵ 的疫苗，也只能获得对小鼠

９０％的免疫保护。 综合评价疫苗的安全性及效力，
ＧＥＬ０１ＰＲ 佐剂为猪丹毒灭活疫苗的最佳佐剂。 　

本试验种子批的建立、ＣＶＣＣ４３００５ 株作为生产

用菌种最高扩繁代次的确定及疫苗免疫佐剂的筛

选，为修订菌种检定依据奠定了基础。
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