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牛病毒性腹泻 ／ 黏膜病（１ 型 ＋ ２ 型）、牛传染性鼻

气管炎、牛副流感（３ 型）三联灭活疫苗（Ｅ２ 蛋白 ＋
Ｃ１ 株 ＋ ＨＢ０１ 株）的研制与免疫效果评价
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［摘　 要］ 　 采用 ＣＨＯ 细胞表达牛病毒性腹泻 ／ 黏膜病病毒 １ 型（ＢＶＤＶ１）Ｅ２ 蛋白，采用杆状病毒重

组表达牛病毒性腹泻 ／ 黏膜病病毒 ２ 型（ＢＶＤＶ２）Ｅ２ 蛋白，采用 ＭＤＢＫ 细胞微载体悬浮培养技术培

养牛传染性鼻气管炎病毒（ ＩＢＲＶ）和牛副流感病毒 ３ 型（ＢＰＩＶ３），收获蛋白表达产物和细胞培养物，
经纯化、灭活后与 ６０５ 佐剂混合，制备牛病毒性腹泻 ／ 黏膜病（１ 型 ＋ ２ 型）、牛传染性鼻气管炎、牛副

流感（３ 型）三联灭活疫苗（Ｅ２ 蛋白 ＋ Ｃ１ 株 ＋ ＨＢ０１ 株）。 将疫苗免疫健康易感牛进行免疫效果评

价，结果表明该产品免疫效果良好，免疫牛 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 中和抗体效价均可达到 １ ∶ ７７ 以上；
ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白琼扩抗体效价均可达到１∶ ３２以上；免疫牛攻毒保护率均可达到 ４ ／ ５ 以上。
［关键词］ 　 牛病毒性腹泻 ／ 黏膜病；牛传染性鼻气管炎；牛副流感；灭活疫苗；免疫效力
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（ＢＶＤＶ１）Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｒｅｓｓ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ／ ｍｕｃｏｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ
ｔｙｐｅ ２（ＢＶＤＶ２） Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｂｏｖｉｎｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ （ ＩＢＲＶ） ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ３ （ ＢＰＩＶ３）． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ６０５ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ／ ｍｕｃｏｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ （ｔｙｐｅ １ ＋ ｔｙｐｅ ２）， ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｂｏｖｉｎｅ ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ （ ｔｙｐｅ ３） （Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ＋ Ｃ１ ｓｔｒａｉｎ ＋ ＨＢ０１ ｓｔｒａｉｎ）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｇｏｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ＩＢＲＶ ａｎｄ ＢＰＩＶ３ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ
ｃａｔｔｌｅ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １∶ ７７； Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ＢＶＤＶ１ ａｎｄ ＢＶＤＶ２ Ｅ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １∶ ３２；
Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｃａｔｔｌｅ ａｇａｉｎｓｔ ｖｉｒｕｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｃｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ４ ／ ５．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ／ ｍｕｃｏｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ； ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｏｖｉｎｅ ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ； ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ；
ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ； ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ

　 　 牛病毒性腹泻 ／黏膜病是由牛病毒性腹泻 ／黏
膜病病毒（Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｅａ ｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）引起的

传染病，急性死亡病例剖检以消化道黏膜发炎、糜
烂和肠壁淋巴组织坏死为特点，主要表现为发热、
咳嗽、流涎、腹泻和消瘦，白细胞明显减少。 本病的

感染率很高，但一般不表现临床症状，发病率约 ５％，
以 ６ ～１８ 个月龄居多，病死率为 ９０％ ～１００％ ［１］。 本

病常年均可发生，感染动物包括牛、羊、猪等，各种年

龄的牛均易感，幼龄牛易感性最高［２］。
牛副流感是由牛副流感病毒 ３ 型 （ Ｂｏｖｉｎｅ

ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ － ３，ＢＰＩＶ３）引起的传染病，
是引起幼年和成年牛呼吸道疾病的重要病原。 临

床感染牛的症状表现变化很大，从无症状感染到

严重的呼吸道疾病。 大部分感染 ＢＰＩＶ３ 的牛仅表

现咳嗽、发热等症状，而存在应激的牛则表现严重

的组织损伤和免疫抑制，导致细菌继发感染，表现

为严重的肺部和胸腔出血性败血症，且常混合牛

呼吸道其它病毒的感染，使病情加重。 近几年，在
黑龙江、辽宁、新疆、云南、贵州、广西、河北、山东、
河南、江西、湖南、福建等地均有牛感染 ＢＰＩＶ３ 的

报道，表明该病已经在我国部分省市呈现地区性

流行，有调查研究结果显示牛场总体阳性率为

５０％以上［３ － ４］ 。
牛传染性鼻气管炎是由牛传染性鼻气管炎病

毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｏｖｉｎｅ ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＩＢＲＶ）引起

牛的一种急性接触性传染病，可感染不同物种，包
括牛、山羊和绵羊［５］，以高热、呼吸困难、鼻炎和上

呼吸道炎症为特征。 该病在世界各地普遍存在，主
要的经济损失在于延缓肥育牛的生长和增重，患病

奶牛产乳量下降，继发流产，其流产率有时高达

５０％ ，急性发病期牛死亡率可达 １０％ 。 文献报道我

国大部分地区也存在该病的流行［６ － ７］。
控制本病的主要措施在于应用疫苗进行免疫

预防接种。 我国目前已有牛传染性鼻气管炎灭活

疫苗和牛病毒性腹泻 ／黏膜病（１ 型）疫苗上市销

售，但尚无牛病毒性腹泻 ／黏膜病 ２ 型、牛副流感 ３
型相关疫苗产品上市。 本研究开展了牛病毒性腹

泻 ／黏膜病（１ 型 ＋ ２ 型）、牛传染性鼻气管炎、牛副

流感（３ 型）三联灭活疫苗的实验室制备和免疫效

力评价研究。
１　 材 料

１． １ 　 种毒 　 ＩＢＲＶ Ｃ１ 株，批号：２０２０００２； ＢＰＩＶ３
ＨＢ０１ 株，批号 ２０２００２１１；重组表达 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白

杆状病毒，批号 ２０２００３２２，均由北京生泰尔科技股

份有限公司提供。
１． ２　 细胞　 ＭＤＢＫ 细胞，液氮保存，购自中国兽医

药品监察所菌种保藏中心；Ｓｆ９ 细胞和重组表达

ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白 ＣＨＯ 细胞，由北京生泰尔科技股份

有限公司提供。
１． ３　 试验动物　 １８ ～ ２２ ｇ 小鼠 １０ 只，购自北京勃
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林格殷格翰维通生物技术有限公司；２ ～６ 月龄 ＩＢＲＶ
和 ＢＰＩＶ３ 中和抗体≤１∶ ４、ＢＶＤＶ 中和抗体≤１∶ ４、
ＰＣＲ 检测 ＩＢＲＶ、ＢＰＩＶ３、 ＢＶＤＶ 阴性的健康犊牛

５０ 头，购自河北省涿州市金瑞丰奶牛专业合作社。
１． ４　 试剂耗材 　 ＤＭＥＭ 培养基，购自 ＧＢＩＣＯ 公

司；ＣＤ ＣＨＯ ０１１ 培养基，购自甘肃健顺生物科技有

限公司；ＩＢ９０５ 昆虫细胞全悬浮培养基，购自浙江壹

生科生物技术有限公司；胎牛血清，购自兰州民海

生物工程有限公司；Ｔａｑ 聚合酶，购自宝生物工程

（大连）有限公司；ＰＣＲ 引物，由上海生物工程技术

有限公司合成；疫苗佐剂（６０５ 佐剂），由北京生泰

尔科技股份有限公司提供；微载体（ｃｙｔｏｄｅｘ１），购自

ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司；葡萄糖测定试剂盒，购自上海

荣盛生物药业有限公司。
１． ５ 　 仪器设备 　 搅拌式生物反应器（５ Ｌ）、ＰＣＲ
仪、电泳仪、凝胶成像仪、９６ 孔细胞培养板、ＣＯ２ 细

胞培养箱、倒置生物显微镜，均由北京生泰尔科技

股份有限公司提供。
２　 方　 法

２． １　 细胞培养

２． １． １　 ＭＤＢＫ 细胞悬浮培养　 称取 ２０ ｇ 微载体，
用 ＰＢＳ 洗两遍后，加入 ５００ ｍＬ ＰＢＳ，１２１ ℃高压灭

菌 ３０ ｍｉｎ。 用前弃掉 ＰＢＳ，加入 ２ Ｌ ＤＭＥＭ 培养基，
进行预热。 将消化好的细胞经计数后，接种 ３ × １０８

数量级的细胞至盛有微载体的生物反应器中，设定

培养参数为转速 ４０ ～ ６０ ｒ ／ ｍｉｎ，温度 ３７ ℃，ｐＨ 值

７． ０ ～ ７． ２，溶氧 ５０％ ，氧气、二氧化碳、氮气和空气

均设定 ０． ２ ～ ０． ６ ＭＰａ。 每日取样观察细胞生长状

态，根据细胞残糖量和溶氧曲线进行换液 １ ～ ２ 次。
２． １． ２　 ＣＨＯ 细胞悬浮培养　 将细胞种子悬液转移至

摇瓶内，加入适量 ＣＤ ＣＨＯ ０１１ 培养基培养，当细胞密

度达到 ７ ×１０６ ～８ ×１０６ ／ ｍＬ 时，采用生物反应器扩大

培养，起始密度控制在 ０． ８ ×１０６ ～１． ２ ×１０６ ／ ｍＬ，控制

ｐＨ 为 ７． ０ 左右，转速 １００ ｒ ／ ｍｉｎ，培养 ２２ ～２４ ｈ。
２． １． ３　 Ｓｆ９ 细胞悬浮培养 　 将摇瓶培养生长良好

的 Ｓｆ９ 细胞转移至生物反应器，加入新的培养液，
将细胞密度调整至 １ × １０５ ／ ｍＬ。 维持体系溶氧

（ＤＯ）２５％ ～３５％ ，２６ ～ ２８ ℃培养 ２２ ～ ２４ ｈ。

２． ２　 制苗抗原制备

２． ２． １　 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 培养和灭活　 待 ＭＤＢＫ 细

胞铺满整个载体表面时，静置，弃去细胞生长液，加
入适量的细胞维持液。 将 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 毒种用

细胞维持液进行 １∶ １００ 稀释后，再按细胞维持液加

入量的 １ ／ １００ 接种微载体悬浮培养的 ＭＤＢＫ 细胞，
各项参数保持不变，培养 ７２ ｈ 收获。 收获的病毒培

养产物冻融 １ ～ ２ 次后，低速离心或过滤，除去微载

体，收集培养液移至灭菌容器内，置 － １５ ℃以下保

存。 取样进行病毒含量测定和无菌检验，并将收获

的 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 抗原采用终浓度为 ０． ２％的甲醛

进行灭活。 灭活完毕，分别取样进行无菌检验和灭

活检验，检验合格后用于疫苗配制。
２． ２． ２　 ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白制备和灭活　 当 ＣＨＯ 细胞

密度达到 ２ × １０６ ～ ３ × １０６ ／ ｍＬ 时进行流加培养，调
节 ｐＨ 为 ７． ００ ± ０． ０５，ＤＯ 为 ４０％ ，进行蛋白的表

达，在细胞活率降至 ５０％ 时收获细胞培养液，离心

收取上清，采用亲合树脂进行纯化后，取样进行蛋

白纯度、浓度、琼扩效价检测，并采用 ＢＥＩ 进行灭

活。 灭活完毕，取样进行无菌检验，检验合格后用

于疫苗配制。
２． ２． ３　 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白制备和灭活　 当反应器中

的 Ｓｆ９ 细胞密度达到 ２ × １０６ ／ ｍＬ，细胞活率不低于

９５％时，按 １ ＭＯＩ 接种重组表达 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白杆

状病毒。 接毒后，维持体系溶氧（ＤＯ）２５％ ～ ３５％ ，
２６ ～ ２８ ℃培养，逐日取样观察细胞病变，当 ７５％以

上细胞病变时收获。 收获的细胞培养物在 ２ ～ ８ ℃
条件下 ４０００ ～１ ００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，收取上清液采用亲

合树脂进行纯化后，取样进行蛋白纯度、浓度、琼扩

效价检测，并采用 ＢＥＩ 进行灭活。 灭活完毕，取样进

行无菌检验和灭活检验，检验合格后用于疫苗配制。
２． ３　 半成品检验

２． ３． １　 无菌检验　 将收获的病毒液按现行《中国

兽药典》附录［８］进行检验，应无菌生长。
２． ３． ２　 病毒含量测定 　 将收获的 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３
病毒液用细胞维持液作 １０ 倍系列稀释，取 １０ － ５、
１０ － ６、１０ － ７、１０ － ８、１０ － ９ ５ 个稀释度，每个稀释度分别

接种 ９６ 孔板培养的 ＭＤＢＫ 单层细胞，每个稀释度
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重复 ４ 孔，每孔１００ μＬ，置３７ ℃、含５％ ＣＯ２ 细胞培养

箱中继续培养，连续观察 ５ ｄ，记录特异性细胞病变，计
算 ＴＣＩＤ５０。 ＩＢＲＶ 病毒含量每毫升应不低于 １０８． ０

ＴＣＩＤ５０，ＢＰＩＶ３ 病毒含量每毫升应不低于 １０８． ５ ＴＣＩＤ５０。
２． ３． ３　 蛋白效价测定　 将收获的 ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白

抗原和 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白抗原采用琼脂扩散试验法

进行效价检测，效价应不低于 １∶ ３２。
２． ３． ４　 蛋白纯度检测　 取 ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白抗原和

ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白抗原经 ＳＤＳ 凝胶电泳后进行纯度

分析检测，均应不低于 ７５％ 。
２． ３． ５　 蛋白浓度测定 　 用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试

剂盒进行测定，ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白和 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白

浓度均应不低于 ２００ μｇ ／ ｍＬ。
２． ３． ６　 灭活检验　 将灭活后的 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 按

细胞维持液的 １ ／ １０ 量接种 ＭＤＢＫ 单层细胞 ２ 瓶，
吸附 １ ｈ 后弃去，补加维持液，３７ ℃培养 ３ ｄ。 收获

病毒液冻融 ３ 次，再按细胞维持液的 １ ／ １０ 量接种

ＭＤＢＫ 单层细胞 ２ 瓶，３７ ℃培养 ３ ｄ，以细胞不出现

典型 ＣＰＥ 判为合格。 将 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白加入 ６ 孔细

胞培养板内，每个样品做 ２ 个重复孔，置 ２６ ～ ２８ ℃
恒温培养箱中培养 ７ ｄ，用间接免疫荧光方法进行检

测，以细胞不出现特异性绿色荧光判为合格。
２． ４　 疫苗制备和检验

２． ４． １　 疫苗制备 　 将检验合格的 ＩＢＲＶ 灭活液、
ＢＰＩＶ３ 灭活液、ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白、ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白与

６０５ 佐剂等比例混合，以 １００ ～ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 搅拌速度

充分混合均匀。
２． ４． ２　 疫苗常规检验　 按照现行《中国兽药典》的
方法分别进行无菌、黏度、ｐＨ 值、甲醛残留检测［８］。
２． ４． ３　 疫苗安全性检验

２． ４． ３． １　 小鼠安全性检验　 背部皮下接种小鼠 １０

只，每只 ０． ３ ｍＬ，观察 １４ ｄ，记录小白鼠的死亡情况

及全身和局部的不良反应。
２． ４． ３． ２　 靶动物牛安全性检验　 肌肉接种健康易

感牛 ５ 头，每头 ４． ０ ｍＬ，观察 １４ ｄ，记录局部和全身

不良反应。
２． ４． ４　 疫苗效力检验

２． ４． ４． １　 抗体测定法　 将疫苗肌肉接种健康易感

牛 ５ 头，每头 ２． ０ ｍＬ，免疫后 ２１ ｄ 以相同方式和剂

量加强免疫一次，二免后 １４ ｄ 采血，分离血清，分别

进行 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 中和抗体以及 ＢＶＤＶ１ 和

ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白琼扩抗体效价测定。
２． ４． ４． ２　 攻毒保护法　 将疫苗肌肉接种健康易感

牛 ２０ 头，每头 ２． ０ ｍＬ，免疫后 ２１ ｄ 以相同方式和

剂量加强免疫一次，二免后 １４ ｄ，其中 ５ 头免疫牛

连同对照牛 ５ 头，每头接种 ＩＢＲＶ Ｃ１ 株病毒 １０ ｍＬ
（含 １０８． ３ ＴＣＩＤ５０ ）；５ 头免疫牛连同对照牛 ５ 头，

每头接种 ＢＰＩＶ３ ＨＢ０１ 株病毒 １０ ｍＬ （含 １０８． ５

ＴＣＩＤ５０）；５ 头免疫牛连同对照牛 ５ 头，每头接种

ＢＶＤＶ１ 强毒 ＳＤ 株（病毒含量为 １０５． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）
４． ０ ｍＬ；５ 头免疫牛连同对照牛 ５ 头，每头接种

ＢＶＤＶ２ 强毒 ＸＪ 株（病毒含量为 １０５． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）
４． ０ ｍＬ。 攻毒后连续观察 １４ ｄ，每日测定体温，
并于攻毒后第 ５ ～ ９ 天采集鼻拭子和肛门拭子进行

病原检测，考察免疫牛排毒情况。 以免疫牛不出现

体温升高、不出现临床症状和不排毒作为免疫保护

判定标准，统计免疫牛攻毒保护率。
３　 结　 果

３． １　 制苗抗原的培养与检验　 将收获的抗原分别

进行无菌检验、病毒含量测定、蛋白琼扩效价、纯
度、浓度以及灭活检验，结果均符合三联苗工艺规

程和质量标准规定，见表 １。

表 １　 抗原制备各项检验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
检验项目 ＩＢＲＶ ＢＰＩＶ３ ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白

无菌检验 无菌生长 无菌生长 无菌生长 无菌生长

含量测定 １０８． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ １０９． ３ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ １∶ ６４ １∶ ６４
蛋白纯度 － － ８４． ３％ ８１． ７％
蛋白浓度 － － ２３１ μｇ ／ ｍＬ ２７９ μｇ ／ ｍＬ
灭活检验 完全灭活 完全灭活 完全灭活 完全灭活
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３． ２　 疫苗制备及检验　 将检验合格的灭活抗原与

６０５ 佐剂混合，制备成三联灭活疫苗成品，并进行

各项检验。 结果显示制备的疫苗外观呈淡粉红色

透明液体，黏度为 １５． ３ ｃＰ，甲醛残留量为 ０． ０８％ ，
ｐＨ 值为 ７． ２；１０ 只小鼠经安全性检验均健活；采用

靶动物牛进行安全性检验，接种后未出现体温升

高、精神不振、食欲减退等全身不良反应，接种后注

射部位无红肿和溃烂等局部不良反应。

３． ３　 疫苗效力检验　 采用健康易感牛进行疫苗接

种后，分别进行抗体测定和攻毒保护试验。 免疫组

ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３ 中和抗体均可达到 １ ∶ ７７ 以上，
ＢＶＤＶ１ 和 ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白琼扩抗体效价 ４ ／ ５ 以上

牛达到１∶ ３２以上，而对照组中和抗体均不超过 １∶ ４，
琼扩抗体效价均不超过 １∶ ２；进行攻毒保护试验，免
疫牛可达到 ４ ／ ５ 以上保护，对照牛 ４ ／ ５ 以上发病。
具体试验结果见表 ２。

表 ２　 疫苗效力试验研究结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｒｉａｌｓ
检验项目 ＩＢＲＶ ＢＰＩＶ３ ＢＶＤＶ１ ＢＶＤＶ２

免疫组抗体 １∶ ８９，１∶ １２８，１∶ ７７，１∶ ７７，１∶ ８９ １∶ １２８，１∶ ２５６，１∶ １７７，１∶ ２５６，１∶ １２８ １∶ ３２，１∶ ６４，１∶ ３２，１∶ ３２，１∶ ６４ １∶ ６４，１∶ ３２，１∶ １６，１∶ ３２，１∶ ６４

免疫组保护率 ５ ／ ５ ５ ／ ５ ５ ／ ５ ４ ／ ５

免疫组发病率 ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ ５ １ ／ ５

对照组发病率 ５ ／ ５ ５ ／ ５ ４ ／ ５ ５ ／ ５

对照组
临床症状

发病牛表现为发热，体温超过
４０． ５ ℃，精神沉郁，鼻镜潮
红，鼻流浆液等症状，攻毒后
第 ５ ～ ７ 天 ＰＣＲ 检测鼻腔拭
子 ＩＢＲＶ，呈阳性。

表现为持续发热体温最高 ４２ ℃，
精神沉郁，食欲减退、鼻流浆液或
脓性分泌物等症状，攻毒后第
５ ～ ７天 ＲＴ － ＰＣＲ 检测鼻腔拭子
ＢＰＩＶ３，呈阳性。

表现为体温升高，超过 ４０
℃；不同程度的腹泻；口腔、
鼻腔、肛门等出现充血或溃
疡；个别牛鼻腔或眼睛有黏
性或脓性分泌物；攻毒后第
７ ～ ９ 天 ＲＴ － ＰＣＲ 检测鼻和
肛门拭子 ＢＶＤＶ１，呈阳性。

表现为体温升高，超过 ４０
℃；腹泻，严重时呈水样或
血便；口腔、鼻腔、阴道和
肛门 等 有 充 血 或 溃 疡；
个别牛鼻腔或眼睛有黏性
分泌物；攻毒后第 ７ ～ ９ 天
ＲＴ － ＰＣＲ 检测鼻和肛门拭
子 ＢＶＤＶ２，呈阳性。

４　 结论与讨论

目前，国内已有牛传染性鼻气管炎灭活疫苗

（Ｃ１ 株）、牛病毒性腹泻 ／黏膜病灭活疫苗（１ 型，
ＮＭ０１ 株）、牛病毒性腹泻 ／粘膜病、传染性鼻气管

炎二联灭活疫苗（ＮＭＧ 株 ＋ ＬＹ 株）等产品获得国

家《新兽药注册证书》，并上市销售。 国外已有四联

苗研究和上市的相关报道［９］。
本研究采用 ＭＤＢＫ 细胞微载体悬浮培养技术

培养 ＩＢＲＶ 和 ＢＰＩＶ３，采用 ＣＨＯ 细胞表达系统表达

ＢＶＤＶ１ Ｅ２ 蛋白，采用杆状病毒表达系统表达

ＢＶＤＶ２ Ｅ２ 蛋白，抗原经纯化和灭活后与新型水佐

剂混合， 成功制备出了牛病毒性腹泻 ／黏膜病

（１ 型 ＋ ２ 型）、牛传染性鼻气管炎、牛副流感（３ 型）
三联灭活疫苗，且免疫效果良好。

面对国内外生物技术的迅猛发展，疫苗的类型

也由传统的全病毒苗、全菌苗向基因工程疫苗发

展；细胞培养也由传统的转瓶培养工艺向生物反应

器纯悬浮培养工艺发展；疫苗佐剂也由传统的矿物

油佐剂、铝胶佐剂向新型水佐剂发展。 本研究采用

这些新技术开展了实验室研究，获得了理想的试验

结果。
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