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研究报告

Ｓａｂｉｎ ＩＰＶ 疫苗在版纳小耳猪体内的免疫原性及
安全性研究

寸怡娜，蔡玮，宋绍辉，周健，欧阳圣洁，胡文著，李卫东，廖国阳，马磊∗

（中国医学科学院 北京协和医学院 医学生物学研究所，昆明　 ６５０１１８）

　 　 【摘要】 　 目的 　 评价 Ｓａｂｉｎ 株脊髓灰质炎灭活疫苗（ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ Ｓａｂｉｎ ｓｔｒａｉｎ，
ｓＩＰＶ）在版纳小耳猪体内的免疫原性及安全性，为新型动物模型提供实验依据。 方法　 采用中国医学科学院医学

生物学研究所已经上市的 ｓＩＰＶ 疫苗，设计 ｓＩＰＶ 肌肉免疫实验组与野毒株 ＩＰＶ（ＩＰＶ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ，ｗＩＰＶ）
肌肉免疫对照组，以及生理盐水阴性对照组，按 ０、１、２ 月基础免疫程序，接种版纳小耳猪，于免疫接种前及每剂免

疫接种后第 ３０ 天釆血，检测各组的血清中和抗体水平，评价免疫原性，并通过观察小耳猪的状态及体重情况，评价

安全性。 结果　 版纳小耳猪 ３ 剂免疫后，ｓＩＰＶ 试验组与 ｗＩＰＶ 对照组Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型抗体阳转率均达到了 １００％ ，各型

中和抗体几何平均滴度（ＧＭＴ）均远高于 １∶ ８保护水平。 版纳小耳猪接种疫苗后体重增加，结果表明 ｓＩＰＶ 疫苗在版

纳小耳猪动物模型中具有良好的安全性。 结论　 ｓＩＰＶ 疫苗在版纳小耳猪体内具有良好的免疫原性及安全性，版纳

小耳猪可作为评价 ｓＩＰＶ 疫苗的新型实验动物模型。
【关键词】 　 Ｓａｂｉｎ 株脊髓灰质灭活疫苗；版纳小耳猪；安全性；免疫原性
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　 　 脊髓灰质炎（以下简称“脊灰”）是由脊髓灰质

炎病毒 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型引起的传播广泛且危害极大的急

性传染病［１］。 接种脊灰疫苗是控制与消灭脊灰最

重要且有效的手段，国内外应用的脊灰疫苗有两

种：口服脊灰减毒活疫苗 （ ｏｒａｌ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ，
ＯＰＶ） 和 脊 灰 灭 活 疫 苗 （ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ
ｖａｃｃｉｎｅ，ＩＰＶ）。 目前，全球合作消灭脊灰取得了重

要进展，野毒株（ＷＰＶ）仅在巴基斯坦、阿富汗两个

国家流行。 全球消灭脊灰后，由于口服 ＯＰＶ 可引起

疫 苗 相 关 病 例 （ ｖａｃｃｉｎｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐａｒａｌｙｔｉｃ
ｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓ， ＶＡＰＰ） 和疫苗衍生株病毒 （ ｖａｃｃｉｎｅ⁃
ｄｅｒｉｖｅｄ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ， ＶＤＰＶ），将被停止使用，在消灭脊

灰的最后阶段，只有使用 ＩＰＶ 代替 ＯＰＶ 才能最终根

除脊髓灰质炎［２ － ３］。
减毒株（Ｓａｂｉｎ 株）生产的 ＩＰＶ（ｓＩＰＶ），因其生物

安全性高，适合在全球尤其第三世界国家推广使

用［４ － ７］。 ２０１５ 年 １ 月，中国医学科学院医学生物学

研究所研制的 ｓＩＰＶ 三价疫苗获准上市，该疫苗对于

保障中国及全球实现消灭脊灰的目标具有重要的

战略意义。 动物体内效力试验，是疫苗有效性的重

要质量控制指标［８］。 传统的 ＩＰＶ 疫苗的肌肉注射

途径效力评价是采用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠作为实验动物模

型，而云南本地的版纳小耳猪属华南型猪种，体型

小发育慢，６ 月龄体高 ４０ ｃｍ 左右，体长在 ６０ ～ ７５
ｃｍ，体重 ２０ ～ ３０ ｋｇ，体重相当同龄大型猪的 １ ／ ４ ～
１ ／ ５，平均日增重 １２０ ～ １５０ ｇ，其皮肤厚度和结构与

人类更接近［９］。 本研究采用版纳小耳猪新动物模

型进行 ｓＩＰＶ 疫苗免疫安全性和有效性的评价，为今

后新型实验动物版纳小耳猪在脊灰疫苗评价中的

应用积累科学数据。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验动物

版纳小耳猪，等级：普通级，２５ 只，雌 １３ 只，雄
１２ 只，３ ～ ４ 月龄，体重 ６ ～ １０ ｋｇ，由西双版纳小型猪

饲养基地提供，由中国医学科学院医学生物学研究

所小动物实验中心饲养【ＳＹＸＫ（滇）Ｋ２０１３ － ０００８】。
１ １ ２　 实验疫苗及参考品

ｓＩＰＶ 疫苗由中国医学科学院医学生物学研究

所制备，每瓶 ０ ５ ｍＬ，抗原含量为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型 ３０、３２、
４５ ＤＵ。 ２ ～ ８℃保存，严禁冻结。 ｗＩＰＶ 疫苗由赛诺

菲巴斯德制备，每瓶 ０ ５ ｍＬ，抗原含量为 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型
４０、８、３２ ＤＵ。 ２ ～ ８℃保存，严禁冻结。

Ｄ 抗原检测多克隆抗体（牛抗、兔抗）：捕获抗

体（一抗），各型经纯化获得的牛抗 Ｓａｂｉｎ⁃Ｐｏｌｉｏ ＩｇＧ；
检测抗体（二抗），各型经纯化获得的兔抗 Ｓａｂｉｎ⁃
Ｐｏｌｉｏ ＩｇＧ 均由本所提供。
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物分组及免疫

版纳小耳猪 ２５ 只，其中 ｓＩＰＶ 实验组和 ｗＩＰＶ 对

照组各 １０ 只， 生理盐水阴性对照组 ５ 只。 肌肉注

射每只版纳小耳猪 ０ ５ ｍＬ。 间隔 １ 个月，共进行 ３
次免疫。 每次免疫前尾静脉采血 ２ ～ ３ ｍＬ，分离血

清，置 － ６０℃保存。
１ ２ ２　 血清脊灰中和抗体检测

采用微量中和实验法［１０］。 能够保护 ５０％ 细胞

不受 １００ ＣＣＩＤ５０攻击病毒液感染的血清最高稀释度

就是该血清的抗体滴度。 中和抗体滴度 ＜ １∶ ８记为

阴性“—”。
阳转率的判定方法为：免前抗体滴度 ＜ １∶ ８，免

后≥１∶ ８判为阳转。 　
１ ２ ３　 安全性评价

安全性观察实验 在疫苗免疫后连续 ７ ｄ 观察

接种部位是否引起红斑或水肿等局部反应。 动物

分组前、给药后 １ 周内每天进行称重，比较与对照组

的差异。
１ ３　 统计学方法

用 Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ ２１ ０ 统计软件进行统

计学分析，组间比较采用 χ２ 检验和方差分析，以 Ｐ
＜ ０ ０５ 为差异有统计学意义。

２３３
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２　 结果

２ １　 免疫原性结果

２ １ １　 血清学中和抗体阳转率结果

Ｉ 型脊灰病毒中和抗体阳转率：第 １ 剂免疫后，
ｓＩＰＶ 组阳转率达到 ８０％ ，ｗＩＰＶ 组的阳转率为 ６０％ ，
两组间差异无显著性（Ｐ ＝ ０ ６２６）。 第 ２ 剂免疫后，
ｓＩＰＶ 组达到了 １００％ ，ｗＩＰＶ 组的阳转率为 ９０％ ，组
间差异无显著性（Ｐ ＝ １ ０００）。 第 ３ 剂免疫后，两组

阳转率均达到了 １００％ 。 ＩＩ 型脊灰病毒中和抗体阳

转率：第 １ 剂免疫后， ｓＩＰＶ 组阳转率为 ８０％ ，与

ｗＩＰＶ 组一致。 第 ２ 剂免疫后， ｓＩＰＶ 组阳转率为

９０％ ，ｗＩＰＶ 组阳转率也为 ９０％ 。 第 ３ 剂免疫后，两
组均达到了 １００％ 。 ＩＩＩ 型脊灰病毒中和抗体阳转

率：第 １ 剂免疫后，ｓＩＰＶ 组阳转率为 ４０％ ，ｗＩＰＶ 组

为 ３０％ ，组间差异无显著性（Ｐ ＝ １ ０００）。 第 ２ 剂免

疫后，ｓＩＰＶ 组和 ｗＩＰＶ 组阳转率均为 ８０％ 。 第 ３ 剂

免疫后，两组均达到了 １００％ 。 详细结果见表 １。
２ １ ２　 血清学中和抗体几何平均滴度（ＧＭＴ）结果

Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型脊灰病毒中和抗体 ＧＭＴ，除 Ｉ 型病毒

第 ２ 剂免疫后 ３０ ｄ 和第 ３ 剂免疫后 ３０ 天 ｓＩＰＶ 组

ＧＭＴ 显著高于 ｗＩＰＶ 组外，其余均差异无显著性，３
剂免疫后实验组和对照组 ＧＭＴ 均远高于 １∶ ８，结果

详见表 ２。
表 １　 免疫接种 ３０ ｄ 后版纳小耳猪后抗脊灰病毒 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型中和抗体阳转率（ｎ ＝ １０，％ ）

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｒｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｐｏｌｉｏ ｔｙｐｅ Ｉ， ＩＩ ａｎｄ ＩＩＩ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｆｔｅｒ ｅａｃｈ ｄｏｓｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｎｉ ｐｉｇｓ （ｎ ＝ １０，％ ）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ｉ 型
Ｔｙｐｅ Ｉ

Ⅱ型
Ｔｙｐｅ Ⅱ

Ⅲ型
Ｔｙｐｅ Ⅲ

一免
Ｄｏｓｅ １

二免
Ｄｏｓｅ ２

三免
Ｄｏｓｅ ３

一免
Ｄｏｓｅ １

二免
Ｄｏｓｅ ２

三免
Ｄｏｓｅ ３

一免
Ｄｏｓｅ １

二免
Ｄｏｓｅ ２

三免
Ｄｏｓｅ ３

ｓＩＰＶ 免疫组
ｓＩＰＶ ｇｒｏｕｐ ８０ １００ １００ ８０ ９０ １００ ４０ ８０ １００

ｗＩＰＶ 免疫组
ｗＩＰＶ ｇｒｏｕｐ ６０ ９０ １００ ８０ ９０ １００ ３０ ８０ １００

表 ２　 免疫接种 ３０ ｄ 后版纳小耳猪后抗脊灰病毒 Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 型中和抗体 ＧＭＴ（ｎ ＝ １０，１∶ ｘ）
Ｔａｂ． ２　 Ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ ｍｅａｎ ｔｉｔｅｒｓ （ＧＭＴ） ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ｐｏｌｉｏ ｔｙｐｅ Ｉ， ＩＩ ａｎｄ ＩＩＩ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｆｔｅｒ ｅａｃｈ ｄｏｓｅ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｎｉ ｐｉｇｓ （ｎ ＝ １０，１∶ ｘ）

组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ｉ 型
Ｔｙｐｅ Ｉ

Ⅱ型
Ｔｙｐｅ Ⅱ

Ⅲ型
Ｔｙｐｅ Ⅲ

一免
Ｄｏｓｅ １

二免
Ｄｏｓｅ ２

三免
Ｄｏｓｅ ３

一免
Ｄｏｓｅ １

二免
Ｄｏｓｅ ２

三免
Ｄｏｓｅ ３

一免
Ｄｏｓｅ １

二免
Ｄｏｓｅ ２

三免
Ｄｏｓｅ ３

ｓＩＰＶ 免疫组
ｓＩＰＶ ｇｒｏｕｐ １０． ４８ ６９． ３６ ２５７． ０７ ７． ２５ １４． ５８ １１３． ９３ ６． ４９ １０． ７９ ２０６． ５

ｗＩＰＶ 免疫组
ｗＩＰＶ ｇｒｏｕｐ ７． １６ ２１． ５９ １６１． １２ １１． １７ ３４． ８７ １５６． ５ ５． ８２ １２． ８３ １９０． ５５

２ ２　 免疫后安全性观察

每针免疫后对各组小耳猪进行持续观察，发现

版纳小耳猪毛色光滑，食欲、精神状况和活动情况

均正常，未出现体重下降、掉毛等现象。 免疫后 ７ ｄ
每天进行观察及称重，发现每组小耳猪体重稳定的

增长，并且各实验组与对照组间体重差异无显著性

（见图 １）。 肌肉注射观察腿部肌肉注射局部，也未

见红肿、硬结等现象。

３　 讨论

早在 ２０ 世纪 ８０ 年代医学生物学研究所就开始

研制 ｓＩＰＶ，并确立了采用 Ｖｅｒｏ 细胞微载体大规模培

养技术生产 ｓＩＰＶ 的生产工艺［１１］，Ⅲ期临床试验结

果表明，ｓＩＰＶ 具有良好的安全性和免疫原性，肌肉

图 １　 版纳小耳猪免后体重变化结果

Ｆｉｇ． １　 Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｉｇｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

注射剂型的 ｓＩＰＶ 已经于 ２０１５ 年 ６ 月成功获批上

市［１２］。 传统的 ＩＰＶ 疫苗的肌肉注射途径效力评价

是用 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠作为实验动物模型，本研究选用云

３３３
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南本地的版纳小耳猪作为评价 ＩＰＶ 安全性及有效性

的新的动物模型，通过对比猪与人的皮肤厚度及结

构的研究认为猪的皮肤构造和人的较为相似，并且

猪在解剖、代谢等遗传特征上与人相似［１３ － １４］，因此

本研究的目的在于评价 ＩＰＶ 疫苗在版纳小耳猪体内

的免疫原性及安全性，为新型动物模型提供实验

依据。
从版纳小耳猪的 ３ 剂基础免疫免疫原性结果来

看，第 １ 剂免疫完成后，ｓＩＰＶ 组和 ｗＩＰＶ 组阳转率各

型别组间差异无显著性，且两组均显著性的高于生

理盐水对照组，ＧＭＴ 水平较低，仅 ｓＩＰＶ 组Ⅰ型和

ｗＩＰＶ 组Ⅱ型 ＧＭＴ 水平高于 １ ∶ ８。 第 ２ 剂免疫后，
ｓＩＰＶ 组和 ｗＩＰＶ 组各型别阳转率均达到 ８０％ 以上，
且组间差异无显著性，ＧＭＴ 水平增长显著，各型别

滴度均高于 １∶ ８。 第 ３ 剂免疫后，ｓＩＰＶ 组和 ｗＩＰＶ 组

阳转率各型别均达到了 １００％ ，Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ 三个型别，
ｓＩＰＶ 组 ＧＭＴ 水平分别为：２５７ ０７、１１３ ９３、２０６ ５０，
ｗＩＰＶ 组 ＧＭＴ 水平分别为：１６１ １２、１５６ ５０、１９０ ５５，
ＧＭＴ 水平均远高于 １ ∶ ８。 结果表明，３ 剂基础免疫

后，ｓＩＰＶ 和 ｗＩＰＶ 疫苗免疫版纳小耳猪能够产生较

好的免疫保护水平和较高的 ＧＭＴ 水平。
安全性是评价新型动物模型的重要方面，在本

研究中，我们从版纳小耳猪接种部位观察及体重观

察评价了 ｓＩＰＶ 及 ｗＩＰＶ 疫苗的安全性，不管从版纳

小耳猪的状态、体重还是注射部位情况观察，证明

了 ｓＩＰＶ 及 ｗＩＰＶ 疫苗接种版纳小耳猪是安全的。
综上所述，ＩＰＶ 相关版纳小耳猪新型动物模型

的研究国内外还未见报道。 本研究通过评价 ｓＩＰＶ
及 ｗＩＰＶ 疫苗在版纳小耳猪体内的安全性及免疫原

性，证明了版纳小耳猪能够作为评价 ＩＰＶ 疫苗的新

型实验动物模型。 此新型动物模型对今后脊灰疫

苗的研究及应用将具有非常重要的意义。
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