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虎源猫泛白细胞减少症病毒灭活疫苗的制备及初步应用
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摘要：【目的】研制出虎源猫泛白细胞减少症病毒灭活疫苗并对其应用效果进行评价。【方法】以 DMNHOPQ 为

种毒，按培养液体积 020,（N2N）的接毒量，采用同步接毒的方法接于猫肾传代细胞系 DG0 株，于 %’R静置培

养，待细胞病变（1MI）达到 ’#S以上时，进行收毒。病毒悬液经甲醛灭活 +! 4，加入佐剂氢氧化铝胶，制备成

DMNHOPQ 细胞培养灭活疫苗。将灭活苗皮下接种 + 月龄非免疫家猫，确定其能产生较好的保护后，将该苗接

种 + 月龄左右幼虎。【结果】实验组免疫猫 DMN O- 抗体水平随免疫次数的增加而呈上升趋势，三免后 DMN O-
抗体效价为 0 T0,+! U 0T+,!G，且免疫猫能抵抗 DMN 强毒攻击，具有 0,,S的存活率。幼虎三免后抗体效价多

数能达到 0 T0,+!。【结论】表明此灭活苗可产生较为理想的免疫效果。
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猫泛白细胞减少症病毒（DC<?;C 6);<C9W86C;?)
X?:9=，DMN）又名猫瘟热病毒，是引起猫科动物发生以

高热、呕吐、白细胞减少和病毒性肠炎为主要特征的

传染病病原。DMN 在自然条件下可感染猫，也可感

染虎（.$-#/0’$ #&+’&1）、狮（.$-#/0’$ *0(）、豹（.$-#/0’$
2$’341）、浣熊（.’("5(- *(#(’）和水貂（ 64#’0(*$）等野生

动物［0 & +］，对经济动物的养殖和野生动物的保护构

成极大的威胁，尤其是近几年来，DMN 严重影响着我

国圈养大型猫科动物的健康［% & #］。+,,# 年 " 月 U
+,,$ 年 % 月，国内某虎园首次暴发猫泛白细胞减少

症，并导致部分成年虎及幼虎死亡，在随后两年的相

同季节里仍有此病的发生，利用 M1Y 方法对 ,$ 年

00 月收集的虎粪便进行检测，阳性率为 #!LGS，但

多为幼虎发病［#］。

疫苗接种是控制本病流行的有效手段，目前应

用于 DMN 免疫预防的疫苗大致分为常规疫苗和新

型疫苗两种：前者主要包括灭活疫苗和弱毒疫苗，后

者主要包括基因工程亚单位疫苗、基因疫苗、基因工

程活载体疫苗等。弱毒苗虽然能有效地诱导机体产

生特异性免疫应答，但目前国内使用的 DMN 弱毒疫

苗或是直接从国外进口，或是用国外弱毒疫苗分离

的毒株制备。由于不了解这些疫苗株的遗传背景，

对疫苗株与国内流行株在抗原性上是否存在差异尚

不清楚，免疫效果还难以保证，且弱毒苗存在毒力返

祖的潜在危险，用于野生动物尚存在着一定的风险。

近些年来，国内外学者对新型疫苗的研究有了突破

性进展，且这些新型疫苗对小鼠等模式动物可产生

一定的免疫效果［$ & ’］。但到目前为止，在我国一些

野生动物人工饲养种群中尚未使用新型疫苗来控制

DMN 的感染。鉴于此，本实验利用从某圈养虎群中

分离的 DMNHOPQ 为种毒，研制了 DMN 细胞培养灭活

疫苗，既能充分地保证使用安全，而且还具有良好的

抗原特异性，为最终有效控制猫泛白细胞减少症在

圈养虎群中的发生奠定了基础。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试验材料：!毒株：虎源猫泛白细胞减少症

病毒 !"#$%&’ 由本实验室分离鉴定并保存。"传代

细胞 !()：由军事医学科学院夏咸柱院士馈赠。#
猫瘟热灭活疫苗：由军事医学科学院黄耕教授馈赠。

$实验动物：*+ , -. 日龄的健康非免疫幼猫（!"#$%
&’()%）/. 只，血清 !"# 抗体阴性（%0 1 ) 2 /），分别用

来做安全实验和效力实验。哈尔滨市东北虎林园饲

养的 -. 日龄健康非免疫幼虎 * 只，血清 !"# 抗体阴

性（%0 1 )2/）。%标准阳性血清：军事医学科学院生

产的猫瘟热灭活疫苗，经免疫家猫制备。

!"!"# 主要试剂和仪器：! 主要试剂：3454 培

养基、胰蛋白酶、胎牛血清（6789:）；34;<（;7=>?）；

@?A 3BC 聚合酶、3BC >?DEFD /...（@?G?H?）；氢氧化

铝胶佐剂（哈药集团生物疫苗有限公司）；注射用青

霉素钠（(. 万单位）、注射用硫酸链霉素（).. 万单

位）（哈药集团制药总厂）。"主要仪器：超纯水机

（47II7J:DF，47II7$K C).）；电 热 恒 温 L</ 培 养 箱

（%FD?FMN，88+.-.）；O P.Q 超 低 温 冰 箱（ 43!$
R*.(-;，;?ST: ）；倒 置 相 差 显 微 镜（ B7E:S，

F9I7JNF@;)..）。

!"# 细胞培养灭活疫苗的制备及安全性检测

!"#"! 疫苗毒的复制：以 !"#$%&’ 为种毒，按培养

液体积 )U). 的接毒量，采用同步接毒的方法，接于

猫肾细胞系 !()，VPQ静置培养。/* W 后弃掉生长

液换成维持液继续培养。当 L"5 达到 P+X以上时

开始收毒，反复冻融 V 次。从中抽取 ). >& 做 %C、

@L03+.等检验。

!"#"# 疫苗的制备：向上述细胞培养物溶液中逐滴

加入总量为 .Y/X , .Y+X的纯甲醛，置 VPQ灭活 /*
W 或 *Q冰箱灭活 P Z，按 /X（[U#）加入氢氧化铝胶

原液，置 *Q处理 / Z。

!"#"$ 无菌检验：抽取少量上述甲醛灭活苗接种于

葡萄糖蛋白胨汤（6"）、硫乙醇酸盐培养基（@6）、酪

胨琼脂（6C），按常规方法检测有无细菌生长。若无

细菌生长，则在无菌室中按总量的万分之一加入硫

柳汞钠，然后按每瓶 ). >& 进行分装、加塞、封盖、贴

签后置 *Q冰箱保存备用。

!"#"% 安全实验：：对 V 只实验猫分别接种 !"# 灭

活疫苗 .Y+ >&，) >&，/ >&，/ 只阴性对照猫不注苗，

但与注苗猫同室饲养。注苗 )+ Z 内逐日观察临床

表现，同时用 "LH 实验逐日检测猫粪便中是否有

!"# 疫苗毒排出。参考 6FS8?SE 报道的 !"# #"/ 蛋

白基因序列（6FS8?SE 登录号：4V(/*-），选择 !"#
#"/ 基因的保守区域，利用 3BC;0; 软件设计了一对

检测 !"# 的 特 异 性 引 物，")：+\$L@6LC6@@CCC66
CCCLC@66$V\，"/：+\$LL@LC6L@66@L@LC@CC@C6$
V\，理论扩增长度为 PV( ]J，由北京 0S^7_D:=FS 公司合

成。参照陈曦等［(］的实验方法并加以改良，将每日

收集到的 + 只猫粪便分别提取总 3BC 作为 "LH 扩

增模板。"LH 采用 /+&& 反应体系，反应条 件 为：

‘+Q + >7S；‘*Q *+ N，+.Y+Q *+ N，P/Q ) >7S，V. 个

循环；P/Q ). >7S。"LH 反应结束后取 "LH 产物

+&&，)X琼脂糖凝胶电泳，观察扩增结果。

!"$ 疫苗的效力实验

!"$"! 实验猫分组与免疫方案：)+ 只 !"# %0 抗体

1 )2/ 的 *+ , -. 日龄健康非免疫幼猫，随机分成 V
组，每组 + 只。第 ) 组为实验组，接种本实验所制备

的虎源 !"# 灭活疫苗；第 / 组为阳性对照组，接种

军事医学院所赠送的猫瘟热灭活疫苗；第 V 组为阴

性对照组，接种生理盐水。右肩胛皮下多点接种，接

种剂量为 ) >&U只，间隔 )+ Z 免疫 ) 次，连续免疫 V
次。每次免疫前及第 V 次免疫 )+ Z 后颈静脉采血，

分离血清后检测 !"# %0 抗体。

!"$"# 攻毒保护实验：第 V 次免疫 )+ Z 后，用同一

批次的 !"#$%&’ 细胞培养物对各免疫猫攻毒，攻毒

剂量为每只猫口腔和皮下各 / >&，隔离饲养，每日

观察记录攻毒后猫的精神、食欲、排便等主要临床指

标；攻毒后第 V、-、‘、)/、)+ Z 采集猫血液，制备抗凝

血，进行白细胞总数计数；对死亡猫肝、脾、肠、肾、淋

巴结等脏器进行 "LH 检测（采用 )Y/Y* 中的引物及

反应体系），记录并统计各免疫组猫的发病及死亡

数。

!"$"$ 实验东北虎分组与免疫方案：随机选取 * 只

健康幼虎，接种本实验所制备的虎源 !"# 灭活疫

苗，右肩胛皮下多点接种，接种剂量为 V >&U只，间隔

)+ Z 免疫 ) 次，连续免疫 V 次。每次免疫前及第 V
次免疫 )+ Z 后颈静脉采血，分离血清后检测 !"# %0
抗体。

# 结果

#"! 细胞培养灭活疫苗的制备及安全检测

#"!"! 病毒复制及疫苗制备：利用 !"#$%&’ 的第 +
代毒，成功制备了 !"# 细胞培养灭活疫苗，其 %C 效

价为 ) 2)./*，@L03+.为 ).O + U.Y) >&，病变细胞出现肿

胀圆缩、脱落和拉网等现象（图 )）。
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图 ! "#! 正常细胞形态（$）和细胞接毒 %&’ 形态（(）（!))
* ）

!"#$% （&）’()*+, !-% ./,,（%00 1 ）；（2）345 (6 !47 "8(,+9/ ": !-%

./,,（%00 1 ）$

%+!+% 无菌检测及安全实验：制备的细胞培养灭活

疫苗经细菌学检查，无任何细菌生长。接种该疫苗的

; 只猫及对照猫均没有明显的临床变化，食欲、精神、

体温及排便正常，43< 实验对其粪便检测呈阴性。

%+% 疫苗的效力实验

%+%+! 实验猫免疫前后 !47 => 效价检测结果：微

量血凝抑制试验结果表明，一免后 %? @，第 %、A 免疫

组猫血清中均可检测到 !47 => 抗体，但效价偏低，

分别为 % B%C D % B CE 和 % B ;A D % B CE；二免后 %? @，第

%、A 免疫组猫血清 => 抗体效价显著升高，均为 % B
A?C D %B?%A；三免后 %? @，第 %、A 免疫组猫血清 => 抗

体效价均可达到 % B%0AE D %BA0E-（表 %）。

表 ! 免疫猫血清 ",- ./ 抗体效价
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%+%+% 攻毒实验结果：接种病毒后，第 %、; 组有个

别猫在第 ; D ? @ 出现厌食现象，其中以第 ; 组明

显。第 ? D O @ 后，第 % 组中 % 只猫、第 ; 组 ? 只猫相

继出现腹泻、呕吐、拉稀便等临床症状。重症猫食欲

废绝，机体明显脱水；检测发病猫的白细胞数减少为

E000 D ?000 个P**;（ 正 常 猫 血 清 中 白 细 胞 数 为

%?000 D A0000 个P**; ）。第 - D %0 @ 开始死亡，其

中，第 ; 组 ? 只猫均出现明显的临床症状，最终 E 只

死亡。第 A 组免疫猫没有出现明显临床症状，全部

存活。第 % 组有 % 只猫出现精神不振和拉稀便等临

床症状，但最终耐过。病死猫解剖后可见肠系膜淋

巴结肿大、肝肿大；肠壁有出血，肠内充满稀薄、水样

黄绿色内容物，恶臭。各组猫发病及死亡情况如下

表 A 所示。对发病后死亡猫的肝、肾、肠和肠淋巴结

进行病毒 Q’& 提取及 43< 检测，结果检测结果均为

阳性（图 A），因此确定死亡猫为 !47 强毒攻毒所致。

表 % ",-0.12 株攻毒试验结果

F+G,/ A FH/ .H+,,/:#/ )/8I,98 +69/) ":(.I,+9/@ R")I,/:9 89)+": !47M=ST
K)(IL8 K)(IL% K)(ILA K)(IL;
U()G"@"9V
U()9+,"9V
WI)R"R+, )+9/

%P?
0P?
%00X

0P?
0P?
%00X

?P?
EP?
A0X

图 % 攻毒实验 ,34 检测结果

!"#$A Q/9/.9"(: (6 43< +*L,"6".+9"(: (6 !47$ U$QSA000；%Y :/#+9"R/

.(:9)(,；AY!47 L(8"9"R/ .(:9)(,；;Y L(8"9"R/ 8+*L,/$

%+%+5 东北虎免疫前后 !47 => 效价检测结果：微

量血凝抑制试验结果表明，一免后 %? @，各免疫虎血

清中均可检测到 !47 => 抗体，效价多为 % B CE；二免

后 %? @ 各免疫虎血清 => 抗体效价均升高，为 % B A?C
D % B ?%A；三免后 %? @，其 => 抗体效价多为 % B %0AE
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（如表 ! 所示）。

表 ! 免疫虎血清 "#$ %& 抗体效价
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! 讨论

!’( 母源抗体与免疫方案

母源抗体 12 滴度大于 C@ 时，能有效保护幼年动物免

受细小病毒的感染［B］。> D ;C 周的幼年动物最易感染

细小病毒，这时母源抗体逐渐低于保护水平［;@］。=@@<
年至今，./0 严重威胁着我国某虎园圈养虎尤其是幼

虎的健康，且感染的虎年龄越来越小，甚至已经从 >
日龄的幼虎中检测出细小病毒。分析其原因可能是：

某些母虎母性不强，幼虎吃不到母乳，而猫科动物主

要从乳汁中获得母源抗体［;;］；或者母源抗体低于保

护水平；再者，发病或隐性感染个体不断向外排毒，造

成环境的严重污染。因此，对其进行及时有效的疫苗

接种显得颇为重要。本实验室分离出的虎源 ./0E
1FG 免疫原性上优于国外标准株 HIE>，将 ./0E1FG 用

以研制保护效力更高的常规或新型疫苗，对预防国内

圈养东北虎 ./0 的流行具有重要的意义［;=］。

弱毒疫苗能诱导机体快速产生免疫应答，但在

实际应用中发现，./0 弱毒苗易受母源抗体的影响，

当母源抗体 12 效价大于 =@ 时可能导致疫苗免疫的

失败，不适合在幼年群体中使用［;! J ;>］。甲醛制备的

同源或异源细胞培养灭活疫苗，通常间隔 > 周免疫

一次，= 次免疫后能诱导动物机体产生对 ./0 的抵

抗力［;<］，免疫期可持续 C D ;= 个月，甚至可达 ! D K
年［;A］。这种疫苗对幼年动物或怀孕的母体安全性

好，没有副作用。目前国内外还没有报道有关虎

./0 的免疫程序，本实验在参考以上免疫程序的基

础上并加以改进先对猫进行免疫，获得理想的免疫

效果。而后对虎进行免疫，二免后就能产生较好的

保护效价。因此，在以后的免疫接种中，我们建议采

用如下免疫方式：用灭活苗进行 = 次或 = 次以上的

免疫；或先用灭活疫苗免疫 ; 次，待机体产生一定的

保护效价后，接种弱毒疫苗诱导机体产生较强的特

异性免疫应答，以期获得较长时间的保护，而且能很

好地保证弱毒疫苗的使用安全。

!’) "#$ 疫苗应用效果实验

实验结果显示，本实验研制的 ./0 灭活苗和猫

瘟热灭活苗免疫家猫后，机体产生的抗体呈规律性

上升，一免后 ;< 4，两组动物均产生较低水平的抗

体，随着免疫次数增多猫血清 ./012 抗体效价逐渐

升高，直至三免后 ;< 4，抗体水平达到最高。动物攻

毒试验表明，未免疫猫（第 ! 组）在强毒攻击后，在早

期产生明显症状随后表现少数耐过大多数死亡，而

经本实验室所制虎源 ./0 细胞培养灭活疫苗（第 ;
组）和猫瘟热灭活疫苗（第 = 组）三次接种免疫后的

猫对 ./0 强毒的攻击具有良好的免疫保护作用。

本实验的最终目的是研制出有效控制大型野生猫科

动物 ./0 的疫苗，所以当确信免疫猫能产生较高的

效价和良好的免疫保护后，将此苗接种东北虎。同

样，本实验研制的 ./0 灭活苗二免后在东北虎体内

能产生较高的效价，且此 ./0 灭活苗是以某虎园分

离鉴定的虎源 ./0E1FG 株为制苗种毒，该苗具有针

对性强，免疫原性好，免疫剂量小等特点，比较适合

用于对大型圈养猫科动物尤其是幼年动物 ./0 的

防治。

!’! 关于实验东北虎样本量的选择

灭活疫苗免疫效果目前主要采用强毒攻毒和血

清中抗体检测方法进行评价，采用强毒攻击进行疫

苗效力测定易出现强度扩散的风险，用在虎这种国

家一级保护动物，可能会构成无法估量的潜在危险，

12 抗体水平高低与疫苗保护呈正相关，可以作为疫

苗效力检验评价方法在生产中应用。但采血过程中

必须现行麻醉，这对虎的正常生活造成影响，而且操

作如有过失，还可能导致虎的死亡。为了尽量减少

实验给东北虎带来的伤害，本研究仅选取了 > 只东

北虎作为实验组，免疫前各虎体内 ./0 12 抗体均为

阴性，若此时 ./0 感染实验虎，机体必然表现出高

温、呕吐、厌食等临床症状，并有可能导致动物的死

亡。实验过程中，动物机体并没有相应症状的出现，

因此，虽没有阴性对照，仍能说明随着免疫次数的增

加 ./0 12 抗体的增加是灭活苗的作用而非感染

./0 所致。免疫后 12 抗体水平测定将在大群疫苗

免疫后进一步完成，为评价疫苗免疫效果提供更全

面地数据。
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