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［摘　 要］ 　 为探究猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）对塞内卡病毒（ＳＶＡ）灭活疫苗免疫效果的影响，
对 ＰＲＲＳ阳性猪和 ＰＲＲＳ 阴性猪分别免疫相同批次、相同剂量的 ＳＶＡ 灭活苗，检测首次免疫后 ７ ｄ、
１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 血清中和抗体效价，并在免疫后 ２８ ｄ 对所有试验猪进行攻毒保护试验。 结果显示，
所有 ＰＲＲＳ 阳性猪的 ＳＶＡ 血清中和抗体效价均小于 １∶ ４，而 ＰＲＲＳ 阴性猪 ＳＶＡ 血清中和抗体效价在

二免后上升到较高水平。 攻毒保护结果与中和抗体效价结果呈正相关，ＰＲＲＳ 阳性组 ０ ／ ５ 保护，
而 ＰＲＲＳ阴性组试验猪达到 ５ ／ ５ 保护。 这一研究表明 ＰＲＲＳ 会使 ＳＶＡ 灭活疫苗免疫效果下降，为
ＳＶＡ 及 ＰＲＲＳ 疫苗的研发及猪场疾病的防控提供了参考。
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ｏｆ ＳＶＡ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ＰＲＲＳ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｓｗｉｎｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ； Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ； ｉｍｍｕｎｉｔｙ；ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 Ａ 型塞内卡病毒（Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ，ＳＶＡ）是一种

小 ＲＮＡ 病毒科 （ Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ），塞内卡病毒属

（Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ）的单股正链 ＲＮＡ 病毒［１］。 ＳＶＡ 能够

感染不同年龄段猪，引起猪的原发性水疱病，ＳＶＡ
感染的临床症状与口蹄疫、水疱性口炎、猪水泡病

相似，主要表现为猪鼻部、口唇部、蹄部出现水泡病

变甚至溃烂，新生仔猪感染 ＳＶＡ 还可能会导致死

亡［２ － ３］。 ２０１５ 年广东省首次报道猪感染 ＳＶＡ 后，直
至今日，ＳＶＡ 已在我国广泛流行，但目前还没有商品

化疫苗用于该病的防控［４ － ７］。 猪繁殖与呼吸综合征

（ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＰＲＲＳ）又称蓝耳病，是由猪繁殖与呼吸综合征病毒

（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，
ＰＲＲＳＶ）感染引起的一种免疫抑制性疾病，该病传

染性强，发病率高，严重危害了养猪业的发展［８ － １０］。
蓝耳病的免疫抑制作用不仅会导致感染猪继发其

他细菌性疾病，加重病程，还会致使其它疫苗的免

疫反应降低，导致免疫效果降低或免疫失败［１１ － １３］。
已有研究表明多种疾病疫苗的免疫效果都会受到

蓝耳病的影响，如猪瘟、猪口蹄疫等［１４ － １５］。 本研究

通过同时对 ＰＲＲＳ 阳性猪和 ＰＲＲＳ 阴性猪免疫塞内

卡灭活苗，检测其中和抗体效价及攻毒保护情况，

探究 ＰＲＲＳ 是否会影响 ＳＶＡ 灭活苗的免疫效果，为
ＳＶＡ 和 ＰＲＲＳＶ 的防控以及疫苗研发提供思路。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞与病毒 　 猪塞内卡病毒（Ａ ／ ＺＪ ／ ２０１５
株），由中国农业科学院兰州兽医研究所分离、鉴
定，由华派生物技术（集团）股份有限公司鉴定、保
管及供应。 仓鼠肾细胞（ＢＨＫ －２１），由华派生物技

术（集团）股份有限公司质管部保存。
１． １． ２　 主要试剂　 ＳＶＡ 灭活疫苗由华派生物技术

（集团）股份有限公司制备，ＭＥＭ 培养基、胰蛋白酶

购自 ＧＩＢＣＯ；新生牛血清购自内蒙古金源康生物

工程材料有限公司；高效率逆转录试剂盒购自东

洋纺（上海）生物科技有限公司；２ × Ｔａｑ ＰＣＲ 预混

试剂购自天根生化科技（北京）有限公司；ＰＢＳ 缓

冲液由华派生物技术（集团）股份有限公司实验

室配制。
１． １． ３ 　 引 物 　 ＰＲＲＳＶ 鉴定引物 ＰＲＲＳＶ － Ｆ ／
ＰＲＲＳＶ － Ｒ 及 ＳＶＡ 鉴定引物 ＳＶＡ － Ｆ ／ ＳＶＡ － Ｒ 序

列如表 １ 所示，所有引物均由生工生物工程（上海）
股份有限合成，由华派生物技术（集团）股份有限公

司保存。
表 １　 引物的序列

Ｔａｂ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称 序列（５′ － ３′） 产物大小 ／ ｂｐ 目标片段

ＰＲＲＳＶ － Ｆ ＡＣＣＴＧＡＧＡＣＣＡＴＧＡＧＧＴＧＧＧＣＡＡ

ＰＲＲＳＶ － Ｒ ＴＡＧＣＧＣＣＡＧＧＡＣＡＴＧＣＡＧＴＴＣＴＴ
４８１ ＧＰ５

ＳＶＡ － Ｆ ＡＣＴＣＴＡＣＣＡＣＣＴＧＡＣＴＧＣＣＣＡＣＡ

ＳＶＡ － Ｒ ＧＴＴＴＴＣＣＧＣＴＴＣＡＡＧＡＡＡＣＴＣＣＡ
９７４ ＶＰ１

１． ２　 方法

１． ２． １　 试验动物的筛选　 ３５ ～ ４２ 日龄仔猪 ５ 头，
ＳＶＡ 抗原阴性、ＰＲＲＳＶ 抗原阳性，ＳＶＡ 抗体阴性（中
和抗体效价小于 １∶ ４）；猪场半年内未免疫 ＰＲＲＳＶ 活

疫苗。 ３５ ～ ４２ 日龄仔猪 １０ 头，ＳＶＡ、ＰＲＲＳＶ 抗原阴

性，ＳＶＡ 抗体阴性（中和抗体效价小于 １∶ ４）。
１． ２． ２　 试验动物分组及免疫方案　 如表 ２ 所示，Ａ
组为 ＰＲＲＳ 阳性组，Ｂ、Ｃ 组为 ＰＲＲＳ 阴性组；Ａ、Ｂ 组免

疫ＳＶＡ灭活疫苗，每头２．０ ｍＬ，Ｃ 组为对照组，免疫相同

体积生理盐水，间隔２ 周后以同样剂量加强免疫一次。

·９２·
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表 ２　 动物分组及免疫方案

Ｔａｂ ２　 Ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
试验分组 动物数量 ／ 头 疫苗 首次免疫剂量 加强免疫剂量 有效抗原含量

Ａ ５ ＳＶＡ 灭活疫苗 ２． ０ ｍＬ ／ 头 ２． ０ ｍＬ ／ 头 １０７． ５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
Ｂ ５ ＳＶＡ 灭活疫苗 ２． ０ ｍＬ ／ 头 ２． ０ ｍＬ ／ 头 １０７． ５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
Ｃ ５ 生理盐水 ２． ０ ｍＬ ／ 头 ２． ０ ｍＬ ／ 头 ／

１． ２． ３　 ＳＶＡ 中和抗体效价检测　 采集试验仔猪免

疫后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 的血液并分离血清，血清

经 ５６ ℃、３０ ｍｉｎ 灭活后进行中和抗体效价测定。
将 ２ 倍系列稀释的待检血清加入 ９６ 孔细胞培养

板，每个血清样品平行做 ４ 孔，５０ μＬ ／孔，之后每孔加

５０ μＬ 含 ２００ ＴＣＩＤ５０的 ＳＶＡ 病毒液，置于 ３７ ℃中和

１ ｈ；每孔加 １００ μＬ ＢＨＫ －２１ 细胞悬液（２ ×１０５ ／ ｍＬ ～
３ ×１０５ ／ ｍＬ），置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，７２ ～
９６ ｈ 判定结果。 同时设阴、阳性血清对照，病毒对照和

细胞对照；阴性血清与待检血清同倍稀释，阳性血清

稀释至 ３２ 倍中和抗体效价。 当病毒对照组及阴性

血清对照组均出现细胞病变 ４ ／ ４ 孔，细胞对照组及

阳性血清对照组均出现细胞病变 ０ ／ ４ 孔时，试验成

立。 以能抑制 ５０％以上细胞出现细胞病变的血清最

高稀释度的倒数判定为该血清抗体效价的滴度。
１． ２． ４　 攻毒保护试验　 免疫后２８ ｄ，用 ＳＶＡ 病毒液

（Ａ ／ ＺＪ ／ ２０１５ 株，Ｆ１０ 代）进行攻毒，颈部肌肉注射，

４ ０ ｍＬ ／头（１０８． ８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）。 试验猪攻毒后 １０ ｄ
内四蹄中任一蹄或鼻镜出现水疱或者溃疡均判为发

病，部分试验猪可能伴有精神沉郁、食欲差等症状。
试验猪攻毒后 １０ ｄ 内四蹄、鼻镜均未出现水疱或者

溃疡，精神、食欲正常，如出现精神沉郁、食欲差等临

床症状，应持续不超过 ２ ｄ，即判为保护。
２　 结果与分析

２． １　 试验动物的筛选　 将初步筛选的仔猪采集全

血，提核酸并反转录后采用 ＳＶＡ 鉴定引物 ＳＶＡ － Ｆ ／
ＳＶＡ －Ｒ 及 ＰＲＲＳ 鉴定引物 ＰＲＲＳＶ －Ｆ ／ ＰＲＲＳＶ －Ｒ 对

仔猪进行抗原检测。 如图 １ 所示，所有试验猪 ＳＶＡ 阴

性，Ａ 组 ５ 头试验猪（泳道 １９ －２３）ＰＲＲＳＶ 全部阳性，
其余全部 ＰＲＲＳＶ 阴性，符合试验要求。 将 Ａ 组阳性

血清样本 ＰＣＲ 扩增测序后进行同源性分析，结果显示

Ａ组试验猪感染的 ＰＲＲＳＶ（将其命名为 ＳＣ － ＰＲＲＳＶ）
与高致病性毒株 ＧＸＮＮ１４０９、ＪＸＡ１ 等亲缘关系较近

（图２），判定Ａ组 ＰＲＲＳＶ阳性猪为高致病性野毒感染。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＳＶＡ 阴性对照；２ － １６：１５ 头试验猪样品 ＳＶＡ 检测；１７：ＳＶＡ 阳性对照；１８：ＰＲＲＳＶ 阴性对照；

１９ － ３３：１５ 头试验猪样品 ＰＲＲＳＶ 检测；３４：ＰＲＲＳＶ 阳性对照

图 １　 试验动物筛选 ＰＣＲ 鉴定结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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图 ２　 ＳＣ － ＰＲＲＳＶ 系统发育进化树分析

Ｆｉｇ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＣ － ＰＲＲＳＶ

２ ． ２　 血清中和抗体效价　 检测所有试验猪免疫后

７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ、２８ ｄ 的血清中和抗体效价，结果如表

３ 所示，ＰＲＲＳ 阳性组（Ａ 组）及对照组（Ｃ 组）仔猪免

疫后血清中和抗体效价均 ＜ １∶ ４，而 ＰＲＲＳ 阴性组（Ｂ
组）仔猪免疫后 ２１ ｄ 开始出现较高效价，最高可达

１∶ ５１２，免疫后 ２８ ｄ 抗体水平较免疫后 ２１ ｄ 开始下

降，但大多数也维持在较高水平（１∶ ６４ ～１∶ ２５６）。
２． ３　 攻毒保护情况　 免疫后 ２８ ｄ 对所有试验猪进行

攻毒，连续 １０ ｄ 观察试验猪临床症状。 攻毒保护结果

如表 ４ 所示，ＰＲＲＳ 阳性组（Ａ 组）１ 头仔猪攻毒后 ４ ｄ
蹄部开始出现水疱症状（图 ３Ａ），攻毒后 ６ ｄ 所有仔猪

均发病；ＰＲＲＳ 阴性组仔猪攻毒后连续 １０ ｄ 都未出现

临床症状（图 ３Ｂ）；对照组 ２ 头仔猪攻毒后 ４ ｄ 蹄部开

始出现水疱（图 ３Ｃ），攻毒后 ６ ｄ 全部发病。

表 ３　 试验猪血清中和抗体效价结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｉｇ ｓｅｒｕｍ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ

组别 编号
中和抗体效价

免前 免疫后 ７ ｄ 免疫后 １４ ｄ 免疫后 ２１ ｄ 免疫后 ２８ ｄ

Ａ

７４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
７５ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
７７ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
８９ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
９４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４

Ｂ

５０３ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ １∶ ５１２ １∶ ２５６
５１２ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ １∶ ２５６ １∶ ２５６
５１４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ １∶ １２８ １∶ ６４
５１９ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ １∶ ４ １∶ １２８ １∶ １２８
５２１ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ １∶ ５１２ １∶ ２５６

Ｃ

５０４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
５０５ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
５０９ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
５１０ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４
５１１ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４ ＜ １∶ ４

表 ４　 试验猪攻毒保护结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ ｖｉｒｕｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

组别 编号
攻毒后观察天数 ／ ｄ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
保护率

Ａ

７４ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
７５ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
７７ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
８９ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
９４ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０ ／ ５ 保护

Ｂ

５０３ － － － － － － － － － －
５１２ － － － － － － － － － －
５１４ － － － － － － － － － －
５１９ － － － － － － － － － －
５２１ － － － － － － － － － －

５ ／ ５ 保护

Ｃ

５０４ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５０５ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５０９ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５１０ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
５１１ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

５ ／ ５ 发病

　 　 “ － ”表示四蹄、鼻镜均未出现水疱或者溃疡，精神、食欲正常；“ ＋ ”表示四蹄中任一蹄或鼻镜出现水疱或者溃疡，精神沉郁、食欲差

·１３·
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Ａ：ＰＲＲＳ 阳性组（Ａ 组）；Ｂ：ＰＲＲＳ 阴性组（Ｂ 组）；Ｃ：对照组（Ｃ 组）

图 ３　 ＳＶＡ 攻毒后蹄部病变图

Ｆｉｇ ３　 Ｈｏｏｆ ｌｅｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＳＶＡ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

３　 讨　 论

疫苗免疫作为猪场防控各种病毒感染的有效

手段之一备受重视，然而免疫失败的案例仍屡见不

鲜。 猪疫苗免疫失败的原因除了一些常见因素如

疫苗本身免疫原性差、免疫方式错误、母源抗体影

响、饲养管理不科学外，ＰＲＲＳ 等免疫抑制性疾病也

是重要因素［１６ － １７］。 本试验对 ＰＲＲＳ 阳性猪和

ＰＲＲＳ 阴性猪免疫了相同剂量的 ＳＶＡ 灭活苗，分别

于首次免疫后 ７ ｄ、１４ ｄ 及加强免疫后 ７ ｄ、１４ ｄ 采

集血清检测中和抗体效价，结果显示免疫组 ５ 头

ＰＲＲＳ 阳性猪所有血清均无中和抗体效价，而 ５ 头

ＰＲＲＳ 阴性猪中有 １ 头在首次免后 １４ ｄ 就开始出

现效价，加强免疫后所有健康猪抗体效价上升到较

高水平，最高可达 １∶ ５１２。 攻毒保护结果与中和抗

体效价结果呈正相关，ＰＲＲＳ 阳性组及对照组 ５ 头

试验猪全部发病，而 ＰＲＲＳ 阴性组试验猪达到 ５ ／ ５
保护。 ＰＲＲＳ 阴性组仔猪的中和抗体效价结果及攻

毒保护结果表明了该 ＳＶＡ 灭活苗有良好的免疫原

性，能够对 ＳＶＡ 感染提供免疫保护。 ＰＲＲＳ 阳性组

免疫与 ＰＲＲＳ 阴性组相同批次，相同剂量的塞内卡

灭活苗时，所有试验猪中和抗体效价均小于 １∶ ４，并

且不能产生免疫保护，表明 ＰＲＲＳ 影响了 ＳＶＡ 的抗

体应答。
本研究首次证明了 ＰＲＲＳ 会影响 ＳＶＡ 灭活

疫苗的免疫效果，有研究表明 ＰＲＲＳ 也会导致其

它疫苗免疫效果的下降，如在陈鹏［１４］ 等人 ２０１８
年的研究中，证明了 ＰＲＲＳ 会导致商品化猪 Ｏ 型

口蹄疫浓缩苗免疫合格率下降；在张艳娜［１５］ 等人

的研究中发现 ＰＲＲＳ 野毒感染会显著降低猪瘟兔

化弱毒疫苗的免疫效果。 ＰＲＲＳ 会降低其它疫苗

的免疫效果对我们有很多启示。 首先，我们对于

ＰＲＲＳ 的日常监控不可松懈，当猪场存在病情或监

测到抗原时，应当加强饲养管理，采取药物等手段

提高猪的免疫力后再进行疫苗免疫。 其次，制定

合理的免疫程序也至关重要，虽然有部分实验表

明同时免疫猪瘟疫苗与 ＰＲＲＳＶ 活疫苗时，免疫效

力不会产生影响，甚至还具有诱导快速、增强和持

久免疫反应的优势，但 ＰＲＲＳＶ 活疫苗是否会对其

他疫苗的免疫反应造成影响还不清楚［１８ － １９］ 。 最

后，从疫苗的研发来看，这也对研制出安全有效、
不影响其它疫苗免疫效果的 ＰＲＲＳＶ 活疫苗提出

了挑战。
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