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［摘　 要］ 　 从某企业送检的猪伪狂犬活疫苗中检出疑似血凝性外源病毒污染，经病原学和分子生

物学鉴定，证实该疫苗污染了 ＰＩＶ５，并对我国主要猪用活疫苗中污染 ＰＩＶ５ 情况进行了摸底检测。
将样品经伪狂犬病毒特异性阳性血清中和后，接种 Ｖｅｒｏ 细胞连传 ５ 代，可出现细胞圆缩、聚集、颗粒

增多等细胞病变。 纯净性检测显示该分离株无细菌污染、支原体污染和外源病毒污染。 将该分离

毒株 Ｆ１０ 代培养物进行病毒含量和 ＨＡ 效价测定，分别为 １０７．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 和 １ ∶ ２５６。 以 ＰＩＶ５ 单克

隆抗体作为一抗进行 ＩＦＡ 染色，可在感染细胞的胞浆中观察到典型的绿色荧光；采用针对 ＰＩＶ５ 的

Ｌ 基因设计特异性引物，经 ＲＴ－ＰＣＲ 可扩增出 ２７７ ｂｐ 特异性片段，经测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的

８ 株 ＰＩＶ５ 序列进行同源性比较，同源性为 ９３．１％ ～ ９７．４％，其中与我国分离的来自小熊猫的 ＰＩＶ５
ＺＪＱ－２２１株（登陆号：ＫＦ１０００３４．１）同源关系最近，为 ９７．４％；其次与犬源、猴源、牛源的 ＰＩＶ５ 同源性

均在 ９５．５％以上，与猪源的 ＰＩＶ５ 同源性为 ９３．３％ ～ ９５．９％，同源性均较高。 基因序列系统进化树分

析显示同样的结果。 以上试验证明疫苗中污染的病毒为 ＰＩＶ５，并命名为 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株。 针对国内猪

用活疫苗中污染 ＰＩＶ５ 情况的初步摸底检测显示，ＰＩＶ５ 污染率约为 １６．７％，提示应加强疫苗中污染

ＰＩＶ５ 的预防和控制。
［关键词］ 　 疫苗；污染；副流感病毒 ５ 型
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Ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ ｗａｓ ｆｒｅｅ ｆｒｏｍ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ， ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｖｉｒｕｓ． Ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ＨＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ１０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｗｅｒｅ １０７．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ａｎｄ １ ∶ ２５６ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｙｐｉｃａｌ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｏｆ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＩＦＡ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＰＩＶ５． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｔｈｅ ２７７ ｂｐ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｌ ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＩＶ５． Ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ
ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｕｂｌｉｓｅｄ ＰＩＶ５ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ８ ｉｎ Ｇｅｎｂａｎｋ， ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｉｓ ｗｉｔｈｉｎ ９３．１％ ～
９７．４％，ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｉｓ ＰＩＶ５ ＺＪＱ－２２１ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅｓｓｅｒ ｐａｎｄａ ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ｗｈｉｃｈ ｓｈａｒｅ ｕｐ
ｔｏ ９７．４％ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ．Ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ＰＩＶ５ ｆｒｏｍ ｄｏｇ， ｍｏｎｋｅｙ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｏｒｉｇｉｎ， ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｉｓ
ａｂｏｖｅ ９５．５％． Ｔｈｉｓ ｉｓｏｌａｔｅ ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ ｓｈａｒｅｓ ｑｕｉｔｅ ｈｉｇｈ ｈｏｍｏｌｇｙ ｗｉｔｈ ｐｉｇ－ｄｅｒｉｖｅｄ ＰＩＶ５ ｗｈｉｃｈ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ ９３．３ ｔｏ
９５．９％． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｙｓｔｅｍ ｄｒａｗ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ． Ｔｈｅ ｔｅｓｔｓ
ａｂｏｖｅ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ＰＩＶ５， ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ ｓｔｒａｉｎ ＰＩＶ５ ／ ０１． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ
ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ＰＩＶ５ ｃｏｎｔｒａｍｉｎａｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｓｗｉｎｅ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ＰＩＶ５ ｗａｓ ａｂｏｕｔ １６．７％， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｈｅｒｅ ｗｅ ｒｅｍｉｎｄ ｔｈａｔ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＰＩＶ５ ｃｏｎｔａｍｉｎｔｉｏｎ ｉｎ ｖａｃｃｉｎｅ
ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ； ｖａｃｃｉｎｅ； ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５

　 　 副流感病毒 ５ 型（Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５，ＰＩＶ５）
为单股负链不分节段 ＲＮＡ 病毒，属于副黏病毒科

（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）。 １９５４ 年首先在原代猴肾细胞

中发现猴病毒 ５ 型（Ｓｉｍｉａｎ ｖｉｒｕｓ ５，ＳＶ５） ［１］。 不同

宿主可分离到该病毒，如人类、猪、牛、犬、猫、虎和

小熊猫等［１－３］。 我国近几年陆续报道在牛群和猪体

中也检测出 ＰＩＶ５［４－５］。 近期，在对某企业送检的猪

伪狂犬活疫苗进行外源病毒检验时发现疑似血凝

性外源病毒污染，经病原学和分子生物学验证，证
实该批产品污染了 ＰＩＶ５，这也是国内外首次报道

生物制品中污染了 ＰＩＶ５。 此外，还对我国现有主

要的猪用病毒类活疫苗中污染 ＰＩＶ５ 的情况进行了

摸底检测，以期为加强兽用疫苗中 ＰＩＶ５ 污染的预

防和控制提供数据参考。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１ 　 疫苗、细胞与血清 　 猪伪狂犬病活疫苗，
某公司产品；Ｖｅｒｏ 细胞和猪伪狂犬病特异性阳性

血清，均由中国微生物菌种保藏管理委员会兽医

微生物中心提供；ＰＩＶ５ 特异性阳性血清，由中国兽

医药品监察所病毒室制备。

１．１．２　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 营养液 ，Ｇｉｂｃｏ 公司产

品；胎牛血清，ＰＡＮ 公司产品；Ｅｘ－Ｔａｑ 酶，宝生物工

程（大连）有限公司产品；Ｔｒｉｚｏｌ， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产

品；ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ，购自北京索莱宝科技有限公司；
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒，购自天根生化科技（北京）
有限公司；Ｔ 载体和感受态细胞，购自 Ｔａｎｓｇｅｎ 公

司；ＰＩＶ５ 单克隆抗体，购自 ＵＳｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司；羊抗

小鼠 ＩｇＧ ＦＩＴＣ，购自 Ｓｉｇｍａ 公司。
１．１．３　 主要仪器　 ＰＣＲ 仪、电泳仪、紫外成像仪、倒
置荧光显微镜（莱卡）等。
１．２　 方法

１．２．１　 样品的处理与接种　 按《中国兽药典》三部

附录 ３３０５ 进行［６］。 随机取疫苗 ３ 瓶，同批疫苗混

匀后，２０００～３０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液加入等体

积猪伪狂犬病阳性血清，３７ ℃中和作用 １ ｈ，接种

已长成良好单层的 Ｖｅｒｏ 细胞（７５ ｃｍ２），３ ｍＬ ／瓶，
３７ ℃孵育 １ ｈ，补加含 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 维持

液至 １０ ｍＬ。 置 ３７ ℃ ５％二氧化碳的培养箱培养

５ ｄ，每天观察 ＣＰＥ。
１．２．２　 Ｆ３ 代培养物 ＨＡ 效价测定　 按 １．２．１ 进行

培养，继代 ３ 次后，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后，取上
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清液用 ＰＢＳ（０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ７．０～７．２）作 ２ 倍系列稀

释，加入 ０．５％鸡红细胞悬液，混合均匀后，置 ３７ ℃
孵育 ２０～４０ ｍｉｎ，进行 ＨＡ 效价判定，同时设立红细

胞对照。 当细胞对照孔的红细胞呈显著纽扣状时

判定结果，以使红细胞完全凝集的最高稀释度作为

判定终点。
１．２．３ 　 病毒分离 　 按 １．２． １ 进行培养，如此盲传

５ 代，如出现 ＣＰＥ，且经 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果为阳性，
则视为病毒分离阳性；如无 ＣＰＥ，且经 ＲＴ－ＰＣＲ 检

测结果为阴性，则视为病毒分离阴性。 如无 ＣＰＥ，
且经 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果为阳性，则继续盲传继代。
１．２．４　 病毒含量测定　 将 １．２．３ 病毒分离株 Ｆ１０ 代

细胞培养物，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清液用

不含血清的 ＤＭＥＭ 营养液进行 １０ 倍系列稀释，取
１０－１ ～１０－８ ８ 个稀释度，每个稀释度接种 ８ 孔已长成

ｖｅｒｏ 细胞单层的 ９６ 孔细胞板，每孔 ０．１ ｍＬ，３７ ℃吸

附 １ ｈ，补加 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 营养液培养５ ｄ，
同时设正常细胞对照，以 ＰＩＶ５ 单克隆抗体作为一

抗（工作浓度 １ ∶ ２００），以羊抗小鼠 ＩｇＧ ＦＩＴＣ 作为

二抗（工作浓度 １ ∶ １００）进行间接荧光染色，判定

是否感染，按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＴＣＩＤ５０。
１．２．５　 分离株 Ｆ１０ 代细胞培养物 ＨＡ 效价测定　
将 １．２．３ 病毒分离株 Ｆ１０ 代细胞培养物，按 １．２．２ 方

法进行 ＨＡ 效价测定。
１．２．６　 纯净性检测　 将 １．２．３ 病毒分离株 Ｆ１０ 代细

胞培养物，按照《中国兽药典》２０１５ 年版三部附录

方法［６］分别进行无菌检验、支原体检验和外源病毒

检验。
１．２．７　 特异性检测

１．２．７．１　 间接荧光抗体检测　 将毒种用 ＤＭＥＭ 营

养液稀释为 １００ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ ｍＬ，接种 ９６ 孔板单层

Ｖｅｒｏ 细胞各 ８ 孔，每孔 １００ μＬ，同时设立正常细胞

对照 ８ 孔。 接种后在 ３７ ℃ 下吸附 １ ｈ，再补加含

２％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 维持液 １００ μＬ，置 ３７ ℃
二氧化碳培养箱培养 ９６ ｈ，采用间接荧光抗体法判

定结果。
１．２．７．２　 ＲＴ－ＰＣＲ 检测　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上 ＰＩＶ５ 相

关序列，设计针对 Ｌ 蛋白的一对引物：上游引物：

５′－Ｃ ＧＣＣＡＧＣＡＡＣＡＡＴＴＡＣＴＡＣＣ － ３′； 下游引物：
５′－ＡＣＡＡＣＣＣＴＡＡＴＧＧＧＣＧＴＡＡＣ－３′。 引物由北京

六合华大基因科技股份有限公司合成，预期片段

为 ２７７ ｂｐ。
按病毒基因组 ＲＮＡ 提取试剂盒说明，从分

离毒株的细胞培养液中提取 ＲＮＡ。 按一步法

ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒说明书进行检测，反应体系为：模板

５ μｌ，上游引物和下游引物（２５ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ １ ｓｔｅｐ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ，２×１ Ｓｔｅｐ ｂｕｆｆｅｒ
１２．５ μＬ，ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ ４．５ μＬ，混匀后瞬离。 反

应条件为：５０ ℃ ３０ ｍｉｎ，９４ ℃ ２ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ，
５０ ℃ ４０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ；最后

４ ℃保温。 用 １．５％琼脂糖平板（溴化乙铵终浓度

０．５ μｇ ／ ｍＬ）凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增结果。
１．２．７．３　 基因序列测定　 将 １．２．６．２ 的 ＰＣＲ 产物目

的片段的凝胶块切下后，按商品化 ＤＮＡ 凝胶回收

试剂盒说明书进行 ＤＮＡ 回收，克隆到 ｐＭＤ１８ －Ｔ
载体上，送北京六合华大基因科技股份有限公司进

行序列测定，然后与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 ８ 株

ＰＩＶ５ 序列进行同源性比较。 采用的 ＰＩＶ５ 毒株信

息见表 １。

表 １　 序列分析用 ＰＩＶ５ 参考毒株

Ｔａｂ １　 ＰＩＶ５ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
毒株名称 登录号 ／ 地区 毒株来源 年份

ＰＩＶ５ ７８５２４ 株 ＪＱ７４３３１９．１ ／ 英国 犬 ２０１２

ＰＩＶ５ ＣＣ１４ 株 ＫＰ８９３８９．１ ／ 中国 犬 ２０１３

ＰＩＶ５ Ｗ３Ａ 株 Ｍ８１７２１．１ ／ 英国 猴 ２０１４

ＰＩＶ５ ＢＣ１４ 株 ＫＭ０６７４６７．１ ／ 中国 牛 ２０１４

ＰＩＶ５ ＺＪＱ－２２１ ＫＸ１０００３４．１ 小熊猫 ２０１６

ＰＩＶ５ ＳＥＲ 株 ＪＱ７４３３２８．１ ／ 英国 猪 ２０１２

ＰＩＶ５ Ｃａｒｉｎａ 株 ＭＦ１７０８８８．１ ／ 韩国 猪 ２０１７

ＰＩＶ５ Ｒｉｇｅｌ 株 ＭＦ１７０８８９．１ ／ 韩国 猪 ２０１７

１．２．８　 猪用活疫苗中污染 ＰＩＶ５ 情况摸底检测　 随

机选取 ３０ 批猪用活疫苗（其中猪繁殖与呼吸综合

征活疫苗 ２０ 批，猪瘟活疫苗 １０ 批），按照 １．２．６．２
方法进行 ＲＴ－ＰＣＲ 检测，分析现有猪用活疫苗中污

染 ＰＩＶ５ 情况。
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中国兽药杂志 ２０１８ 年 １２ 月第 ５２ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２　 结果与分析

２．１　 样品 Ｆ３ 代 ＨＡ 效价测定　 经测定，以使 ０．５％
红细胞完全凝集的最高稀释度作为判定终点，ＰＩＶ５

Ｆ３ 代培养物 ＨＡ 效价为 １ ∶ １６（图 １），而正常 Ｖｅｒｏ
细胞上清液和鸡红细胞对照均沉淀。

１：Ｖｅｒｏ 细胞培养物上清液； ２、３： ＰＩＶ５ Ｆ３ 代培养物；４：０．５％红细胞对照

１：Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ Ｖｅｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ；２ ａｎｄ３：Ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５；

４：０．５％ ｃｈｉｃｋｅｎ ｒｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 ＰＩＶ５ Ｆ３ 代细胞培养物 ＨＡ 效价测定

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＨＡ ｔｉｔｅｒ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５

２．２　 病毒分离及 ＲＴ－ＰＣＲ 结果 　 将样品在 Ｖｅｒｏ
细胞上连续传 ５ 代后，可发现细胞出现颗粒增多、
圆缩、聚集等 ＣＰＥ（图 ２） ，而细胞对照正常。 用

设计的特异性引物，对分离培养物 Ｆ５ 代进行

ＲＴ－ＰＣＲ，可扩增出 ２７７ ｂｐ 的目的片段（图 ３），扩
增结果清晰、无杂带，而 Ｖｅｒｏ 细胞对照和阴性对照

均无任何条带。

Ａ： ＰＩＶ５ Ｆ５ 在 Ｖｅｒｏ 细胞上产生 ＣＰＥ；Ｂ： Ｖｅｒｏ 细胞对照

Ａ： ＣＰＥ ａｐｐｅａｒｅｄ ｏｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５；

Ｂ：Ｎｏｒｍａｌ Ｖｅｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 ＰＩＶ５ 适应 Ｖｅｒｏ 细胞病变（１０×）

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ＣＰＥ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＩＶ５（１０×）

Ｍ：蛋白分子量标准；１： Ｖｅｒｏ 细胞的 ＰＣＲ 产物；

２： ＰＩＶ５ Ｆ５ 代培养物的 ＰＣＲ 产物； ３： 阴性对照

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｎｏｒｍａｌ Ｖｅｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ；

２： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ－５；

３： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 ＰＩＶ５ Ｆ５ 代细胞培养物 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５
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２．２　 病毒含量及 ＨＡ 效价测定结果　 经测定，ＰＩＶ５
Ｆ１０ 代培养物病毒含量为 １０７．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ；以使

０．５％红细胞完全凝集的最高稀释度作为判定终点，

ＢＰＩＶ－５ Ｆ１０ 代培养物 ＨＡ 效价为 １ ∶ ２５６（图 ４），
而 Ｖｅｒｏ 细胞对照上清液和鸡红细胞对照均沉淀。

１、２：ＰＩＶ－５ Ｆ１０ 代培养物；３：Ｖｅｒｏ 细胞培养物上清液；４：０．５％红细胞对照

１ ａｎｄ ２：Ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５；３：Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ Ｖｅｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ；

４：０．５％ ｃｈｉｃｋｅｎ ｒｅｄ ｃｅｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

图 ４　 ＰＩＶ５ Ｆ１０ 代细胞培养物 ＨＡ 效价测定

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ＨＡ ｔｉｔｅｒ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ １０ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５

２．３　 纯净性检测 　 按照 ２０１５ 年版《中国兽药典》

三部附录方法进行无菌检验、支原体检验和外源病

毒检验，结果为无菌生长、无支原体生长和无外源

病毒污染，说明该分离毒株纯净性良好。

２．４　 特异性检验

２．４．１　 ＩＦＡ 检测　 将分离的 ＰＩＶ５ 培养物在 Ｖｅｒｏ

细胞上培养 ９６ ｈ，然后以 ＰＩＶ５ 单抗为一抗（工作

浓度１ ∶ ２００），以羊抗鼠 ＩｇＧ ＦＩＴＣ 二抗（工作浓度

１ ∶ １００）进行染色，在感染细胞的胞浆可观察到典

型的绿色荧光（图 ５ Ａ），而细胞对照未出现绿色荧

光（图 ５Ｂ）。

Ａ：ＰＩＶ５ 感染 Ｖｅｒｏ ；Ｂ：Ｖｅｒｏ 对照

Ａ： Ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ；Ｂ： Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 ＩＦＡ 染色结果（１０×）

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＩＦＡ（１０×）

２．４．２　 ＲＴ－ＰＣＲ 结果　 用设计的特异性引物，对分

离培养物 Ｆ１０ 代进行 ＲＴ－ＰＣＲ，可扩增出 ２７７ ｂｐ 的

目的片段（图 ６），扩增结果清晰、无杂带，而 Ｖｅｒｏ 细

胞对照和阴性对照均无任何条带。

Ｍ：蛋白分子量标准；１： 阴性对照；２：Ｖｅｒｏ 细胞的 ＰＣＲ 产物；
３： ＰＩＶ５ Ｆ１０ 代培养物的 ＰＣＲ 产物

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
２： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ Ｖｅｒｏ ｃｏｎｔｒｏｌ

３： ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５

图 ６　 ＰＩＶ５ Ｆ１０ 代细胞培养物的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＰＩＶ５

·０２·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 １２ 月第 ５２ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．４．３ 　 基 因 序 列 测 定 　 将所测的目的片段与

ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 ８ 株 ＰＩＶ５ 的 Ｌ 基因序列进行

同源性比较，同源性为 ９３．１％～９７．４％（图 ７）。 其中

与我国分离的来自小熊猫的 ＰＩＶ５ ＺＪＱ － ２２１ 株

（登陆号：ＫＦ１０００３４．１）同源关系最近，为 ９７．４％；其

次与犬源、猴源、牛源的 ＰＩＶ５ 同源性均在 ９５．５％以

上，与猪源的 ＰＩＶ５ 同源性为 ９３．３％ ～ ９５．９％，同源

性均较高。 基因序列系统进化树分析结果显示同

样的结果（图 ８）。

图 ７　 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｌ 基因序列同源性比较结果

Ｆｉｇ ７　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＩＶ５ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ

图 ８　 ＰＩＶ５ ／ ０１ 株与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＰＩＶ５ 基因序列系统进化树

Ｆｉｇ ８　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＩ－５ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ

３　 猪用活疫苗中污染 ＰＩＶ５ 情况检测结果

经对 ３０ 批猪用病毒类活疫苗进行 ＰＩＶ５ 污染

情况调查，共检出 ５ 批阳性样品（图 ９），阳性率为

１６．７％（５ ／ ３０），其中猪繁殖与呼吸综合征活疫苗检

出 ３ 批，阳性率为 １０％（２ ／ ２０）；猪瘟活疫苗检出 ３
批，阳性率为 ３０％ （３ ／ １０），显示现有猪用活疫苗

ＰＩＶ５ 污染风险较高。
４　 讨论与结论

据报道，ＰＩＶ５ 可以感染包括人类细胞在内的

多种细胞，且在大多数细胞中均可获得高滴度的病

毒，其中对 Ｖｅｒｏ 细胞最为敏感，培养滴度可高于

１０１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ［７］。 此外，ＰＩＶ５ 感染的细胞也具有较

好的红细胞吸附作用和红细胞凝集作用，可凝集豚

鼠、鸡、猴等的红细胞，尤其以 ４ ℃对鸡红细胞的血

凝效价最高［８］。 采用 Ｖｅｒｏ 细胞进行猪伪狂犬活疫

苗中污染 ＰＩＶ５ 的分离，并采用鸡红细胞进行 ＨＡ
效价测定。 结果显示，样品经特异性猪伪狂犬阳性

血清中和后，连续继代 ５ 代，即可出现颗粒增多、圆
缩、聚集等 ＣＰＥ，且其 Ｆ１０ 代培养物的病毒含量和

ＨＡ 效价测定分别达到 １０７．０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 和１ ∶ ２５６，
显示出良好的细胞适应性。 特异性检测结果显示：
采用 ＰＩＶ５ 单克隆抗体作为一抗进行 ＩＦＡ 检测，

·１２·
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Ｍ：蛋白分子量标准；１－２０：２０ 批次 ＰＲＲＳＶ 活疫苗样品；２３－３２：１０ 批次 ＣＳＦＶ 活疫苗样品；２１、３３：ＰＩＶ５ ／ ０１ 株阳性对照；２２、３４： 阴性对照

Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ；１－２０：２０ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ；２１－３２：１０ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＣＳＦＶ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ；

２１、３３：ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；２２、３４：ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ９　 ＰＲＲＳＶ 和 ＣＳＦＶ 活疫苗中 ＰＩＶ５ 污染情况检测

Ｆｉｇ ９　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ａｎｄ ＣＳＦＶ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ

可在 ＰＩＶ５ 感染的 Ｖｅｒｏ 细胞的胞浆中观察到典型

的绿色荧光，这与文献［９］ 报道的 ＰＩＶ５ 生命周期中

不存在 ＤＮＡ 阶段，只在感染细胞的胞浆中增殖相

吻合。 ＲＴ－ＰＣＲ 可扩增出预期大小的目的片段；序

列比对结果显示与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发表的 ８ 株 ＰＩＶ５

的 Ｌ 蛋白序列同源性为 ９３．１％ ～ ９７．４％，其中与我

国分离的来自小熊猫的 ＰＩＶ５ ＺＪＱ－２２１ 株（登陆号：

ＫＦ１０００３４．１）同源关系最近，为 ９７．４％；与犬源、猴

源、牛源的 ＰＩＶ５ 同源性均在 ９５．５％以上，与猪源的

ＰＩＶ５ 同源性为 ９３．３％ ～ ９５．９％，均呈现较高的同源

性，系统进化树分析也显示同样的结果。 以上病原

学和分子生物学结果均证实，从某企业送检的猪伪

狂犬活疫苗中检出疑似血凝性外源病毒为 ＰＩＶ５。

ＰＩＶ５ 可感染不同的宿主，我国近几年也陆续

有犬、猴、小熊猫、牛群和猪群中分离到 ＰＩＶ５ 的报

道［２－５］。 目前，除犬副流感病毒 ５ 型可引起犬呼吸

系统或感染性支气管炎外，陆续也有 ＰＩＶ５ 疑似可

引起其他动物发病的报告。 Ｈｅｉｎｅｎ Ｅ 等［１０］２００８ 在

德国一例 ＰＲＲＳＶ 共感染的样品中分离出一株

ＰＩＶ５（ＳＥＲ 株），２０１１ 年 Ｙｕ Ｎａ Ｌｅｅ 等［１１］ 从韩国出

现呼吸症状猪的肺脏样品中分离出 ＫＮＵ－ １１ 株

ＰＩＶ５ ２０１５ 年 Ｌｉｕ 等［４］ 曾报道，在吉林省白城牛场

死于呼吸困难和间质性肺炎的犊牛肺组织中分离

到一株与猪源 ＫＵＮ－１１ 和 ＳＥＲ 株高度同源的 ＰＩＶ５

（ＰＩＶ５－ＢＣ１４ 株），由于在健康牛中未检测到 ＰＩＶ５，
他们据此推测犊牛的疾病很有可能是由 ＰＩＶ５ －

ＢＣ１４ 株引起的。 ２０１８ 年 Ｎｉｎｇ Ｊｉａｎｇ 等［５］ 从中国

４ 个省（市）腹泻相关猪群的肠道组织中分离到５ 株

与中国分离的小熊猫源 ＺＪＱ－２２１ 株和韩国分离的

犬源 １１６８－１ 株高度同源的 ＰＩＶ５，但未揭示分离株

·２２·
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是否是引起腹泻的病原。 尽管尚未看到除犬之外

ＰＩＶ５ 能引起其他物种（如人、猪、牛等）致病的明确

报道，但 ＰＩＶ５ 感染的潜在威胁需引起充分重视。
从对国内主要猪用活疫苗（以猪繁殖与呼吸综合征

活疫苗和猪瘟活疫苗为代表） ＰＩＶ５ 污染状况的初

步检测结果看，ＰＩＶ５ 污染的阳性率约为１６．７％，提
醒我们必须高度重视兽用疫苗中 ＰＩＶ５ 污染的风

险，并尽快采取必要措施加以预防和控制。 对于兽

用疫苗中污染 ＰＩＶ５，推测其主要原因可能有两个：
一是由于目前我国猪群、牛群等动物中存在 ＰＩＶ５
污染，因此来源于感染或隐性感染动物或组织制备

的细胞或分离的毒种存在较大的 ＰＩＶ５ 污染风险，
使用它们进行疫苗生产有可能造成终产品 ＰＩＶ５ 污

染；二是鉴于目前我国兽用生物制品使用的牛血

清、胰酶、培养基、原代细胞（或传代细胞）等生产用

原辅材料的质量控制标准不够全面或部分缺失（如
缺少胰酶、ＤＭＥＭ 等动物细胞用培养基的质量标

准），造成生产用原辅材料质量控制严重缺位，从而

可以通过生产环节进入疫苗成品。 从兽用生物制

品生产过程看，种毒（特别是新分离的野毒株）、细
胞、胰酶（猪源或牛源）、牛血清等基础物质和材料

是目前我国兽用生物制品外源病毒污染的主要风

险点［１２］，任何一种材料或几种材料污染，都有可能

造成终产品疫苗中污染 ＰＩＶ５。 至于本次兽用疫苗

中 ＰＩＶ５ 污染的主要原因，尚需进一步进行试验

验证。
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（ＰＲＲＳ） ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｓ Ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ２ ［ Ｊ］ ．

Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ， １９９８， １４３：２２３３－２２３９．

［１１］ Ｙｕ Ｎａ Ｌｅｅ， Ｃｈａｎｇｈｅｅ Ｌｅｅ． Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａ ｎｏｖｅｌ

ｐｏｒｃｉｎｅ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ５ ｉｓｏｌａｔｅ ｉｎ Ｋｏｒｅａ ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｖｉｒｏｌ，

２０１３， １５８：１７６５－１７７２．

［１２］ 吴华伟，郎洪武，陈晓春，等． 《中华人民共和国兽药典》２０１０

年版三部非禽源细胞及其制品外源病毒检验解读［Ｊ］ ．中国兽

药杂志，２０１３，４７（１）：４８－５２．

　 Ｗｕ Ｈ Ｗ， Ｌａｎｇ Ｈ Ｗ， Ｃｈｅｎ Ｘ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｃ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｎｅｏｕｓ ａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｎｏｎ － ａｖｉａｎ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｐｒｏｐａｇａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｍ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ

Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （ ２０１０ Ｅｄｉｔｉｏｎ， Ｖｏｌｕｍｅ Ⅲ） ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２０１３，４７（１）：４８－５２．

（编 辑：李文平）
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