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３种高致病性猪蓝耳病疫苗对
仔猪免疫器官的损伤作用

罗六龙１，２，马春全２，梁梓森１

（１华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２；２佛山科学技术学院，广东 佛山 ５２８２３１）

摘要：【目的】研究３种高致病性猪蓝耳病（ＰＲＲＳ）疫苗（ＭＬＶ、ＴＪＭ９２、ＪＸＡ１Ｒ）对仔猪免疫器官的损伤作用。【方
法】选取５０头初生健康仔猪，分为４组进行免疫：未免疫空白对照组（ＣＫ组）、ＭＬＶ疫苗免疫组（Ａ组）、ＴＪＭ９２疫
苗免疫组（Ｂ组）、ＪＸＡ１Ｒ疫苗免疫组（Ｃ组）。病理剖检后，制作石蜡切片，通过优化的酯酶染色（αＡＮＥ染色）、
甲基绿－派洛宁染色（ＭＧＰ）方法统计各免疫器官的酯酶阳性Ｔ淋巴细胞和浆细胞（效应Ｂ淋巴细胞）比率变化。
【结果】各免疫组的免疫器官酯酶阳性Ｔ淋巴细胞和浆细胞所占百分比与对照组存在显著或极显著差异。【结论】
３种疫苗对仔猪免疫器官均有不同程度的损伤作用，具体表现为ＪＸＡ１Ｒ疫苗损伤作用最强，ＴＪＭ９２疫苗次之，ＭＬＶ
疫苗最弱。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ），俗名蓝耳病，是由猪繁
殖与呼吸综合征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒ
ａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）引起的一种接触性和急
性高致病性传染病［１２］。ＰＲＲＳ引起妊娠母猪的早
产、流产、死胎和木乃伊胎等繁殖障碍，以及各种年

龄猪（特别是仔猪）的呼吸系统症状、高死亡率和育

成猪呼吸困难、发育迟缓等［３］。对蓝耳病的防控，世

界各国做法不一，欧美等国家主要采取生物安全的

方法，我国主要采用疫苗进行防控［４］，由于蓝耳病病

毒容易变异，疫苗种类繁多，质量良莠不齐，使得我

国蓝耳病防控效果不尽理想，因此是否使用疫苗、如

何选择疫苗进行防控，专家学者们意见不一。蓝耳

病是一种免疫抑制性疾病，蓝耳病的疫苗是否对免

疫器官有损伤作用，鲜有报道。因此，开展不同

ＰＲＲＳ疫苗株对仔猪免疫系统的免疫损伤的研究对
于指导ＰＲＲＳ的防控及防控中 ＰＲＲＳ疫苗的选用具
有重要的理论和实践意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验动物　２１ｄ断奶的健康保育猪５０头，
ＰＲＲＳＶ抗原及抗体均为阴性，ＣＳＦＶ及 ＰＲＶ抗原阴
性（－），ＰＣＶ２核酸检测阴性，在华南农业大学标准
化试验动物中心饲养。

１．１．２　疫苗及试剂　ＩｎｇｅｌｖａｃＭｙｃｏＦＬＥＸ、Ｉｎｇｅｌｖａｃ
ＣｉｒｃｏＦＬＥＸ疫苗、Ｉｎｇｅｌｖａｃ ＰＲＲＳＭＬＶ、ＴＪＭ９２疫
苗，硕腾公司生产；ＪＸＡ１Ｒ疫苗，普莱柯公司生产。
ＡＮＡＥ萘乙酸染色液（酯酶染色）、甲基绿 －派洛宁
染色液、ＡＮＡＥ萘乙酸（粉末）、盐酸付玫瑰苯胺（品
红，粉末）等，购自广州鼎国生物科技有限公司。

无水乙醇、无水丙酮、二甲苯（分析纯）、三氯甲

烷、亚硝酸钠（晶体）、中性树胶、磷酸氢二钠、磷酸二

氢钾等，购自佛山安洋化玻有限公司。

１．１．３　试验仪器　ＬＥＩＣＡ ＲＭ２０１６生物切片机、
ＫＤＢＭ生物组织包埋机，徕卡显微系统（上海）有限
公司生产；ＫＤＴ生物组织摊烤片机，金华科迪仪器
有限公司生产；ＤＫ８Ｄ恒温水浴锅，上海一恒科技有
限公司生产；恒温干燥箱，广州博造机械设备有限公

司生产；美的电冰箱，合肥美的荣事达电器有限公司

生产；显微镜、研究及荧光倒置显微系统、ＣＸ３１显微
成像装置，Ｏｌｙｍｐｕｓ（中国）有限公司生产；电子分析
天平，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　试验动物分组及免疫攻毒　选取５０头新生
健康仔猪，１～２日龄疫苗滴鼻，１４日龄注射 Ｉｎｇｅｌｖａｃ
ＭｙｃｏＦＬＥＸ和 ＩｎｇｅｌｖａｃＣｉｒｃｏＦＬＥＸ疫苗。２１日龄
断奶后，分组运送至华南农业大学试验动物中心，饲

养至２４日龄。
５０头健康仔猪分为 ４组。未免疫空白对照组

（ＣＫ组）：生理盐水肌肉注射，每头 ２ｍＬ，共 ５头；
ＭＬＶ疫苗免疫组（Ａ组）：１５头，每头 ＭＬＶ疫苗肌肉
注射２ｍＬ；ＴＪＭ９２疫苗免疫组（Ｂ组）：１５头，每头
ＴＪＭ９２疫苗肌肉注射 ２ｍＬ；ＪＸＡ１Ｒ疫苗免疫组（Ｃ
组）：１５头，每头ＪＸＡ１Ｒ疫苗肌肉注射２ｍＬ。

饲养至２４日龄进行疫苗免疫，免疫１４ｄ后剖杀
部分猪。

１．２．２　病理剖检及标本采集　接种疫苗后１４ｄ，即
３８日龄，剖杀部分猪。解剖后采集脾脏、淋巴结、扁
桃体等免疫器官的组织样本。

１．２．３　病料组织处理　蒸馏水洗净组织块上的血
渍，用１００ｍＬ·Ｌ－１的甲醛溶液固定组织，置于标本
瓶中保存，储藏于干燥、室温环境中，处理２４ｈ后，制
作石蜡切片，室温下保存备用。

１．２．４　病料染色及镜检　通过优化方法筛选出的
最适条件（酯酶染色：脾、淋巴结和扁桃体的酯酶染

色最适条件不尽相同———脾采用丙酮脱蜡，而淋巴

结和扁桃体则适用乙醇脱蜡，三者都无需固定；均使

用自配孵育液孵育，时间分别为１、１和２ｈ；均使用
甲基绿作为复染液，时间分别为１０、５和１０ｍｉｎ。甲
基绿－派洛宁染色的最适条件：脾、淋巴结和扁桃体
均为丙酮脱蜡＋染色８０ｍｉｎ＋分化脱水），对采集的
脾脏、扁桃体和淋巴结等组织分别进行酯酶染色和

甲基绿－派洛宁染色。制作石蜡切片，镜检：脾选取
动脉周围淋巴鞘和小梁周围各２个视野，统计酯酶
阳性Ｔ淋巴细胞数量，取平均值，试验组与对照组比
对；选取脾小体２个视野，统计效应 Ｂ淋巴细胞（浆
细胞）数量，取平均值，试验组与对照组比对；淋巴结

选取淋巴小结生发中心２个视野，统计 Ｂ淋巴细胞
数量，选取胸腺依赖区２个视野，统计酯酶阳性 Ｔ淋
巴细胞数量，均计算平均值，试验组和对照组比对；

扁桃体取２个视野，统计酯酶阳性Ｔ细胞、效应Ｂ淋
巴细胞数量，各取平均值，试验组和对照组比对。综

合各器官数据，评价免疫器官免疫后损伤情况。

酯酶染色后应为胞核染成红棕色或暗红色，胞

质为绿色，而阳性 Ｔ淋巴细胞胞浆内有界限清晰的
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红棕色（橘红色）颗粒，颗粒的形态、数目、大小均不

一。甲基绿－派洛宁染色后应为阳性浆细胞（效应
Ｂ细胞）胞核绿色或蓝绿色，胞质为红色或红紫色。

２　结果与分析
２．１　剖检病变

接种疫苗后１４ｄ，即３８日龄，剖杀部分猪，发现
对照组胸腔、腹腔内有大量黄色积液和纤维性渗出

物，呈现多发性浆液纤维素性胸膜炎和腹膜炎，肺脏

大面积充血水肿，腹股沟淋巴结和肺门淋巴结明显

肿大。部分病死猪肾脏肿大，呈褐色或土黄色，质地

较脆，有淤血现象，脾脏肿大、质脆；膀胱内尿液浑浊

呈茶色；个别猪有消化道病变，主要表现为胃黏膜大

面积充血、出血。

２．２　试验猪免疫器官酯酶及甲基绿 －派洛宁染色
结果

　　将统计的免疫后试验组（Ａ、Ｂ、Ｃ组）和对照组
（ＣＫ组）脾脏、淋巴结及扁桃体的酯酶阳性Ｔ淋巴细
胞和浆细胞的数量百分比数据代入统计学分析软件

ＳＰＳＳ２００ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ中的相关分析公式中，试验组
之间不做比较，而各试验组与对照组两两比较，分析

结果如图１、图２所示。
从图１可以看出，免疫后 Ｂ组、Ｃ组脾动脉周围

淋巴鞘的酯酶阳性Ｔ淋巴细胞数量比与 ＣＫ组存在
极显著差异，Ａ组差异不显著；免疫后Ａ、Ｂ、Ｃ组脾小
梁的酯酶阳性Ｔ淋巴细胞数量比与 ＣＫ组均存在极
显著差异；免疫后，Ａ组淋巴结胸腺依赖区的酯酶阳
性Ｔ淋巴细胞数量比与ＣＫ组存在显著差异，Ｂ、Ｃ组
与ＣＫ组存在极显著差异；免疫后Ｂ组扁桃体的酯酶
阳性Ｔ淋巴细胞数量比与ＣＫ组存在显著差异，Ａ、Ｃ
组与ＣＫ组存在极显著差异。

　和分别表示试验组与 ＣＫ组差异显著（Ｐ＜００５）和极显著
（Ｐ＜００１）（ｔ检验）。

图１　免疫后各免疫器官组织的酯酶阳性Ｔ淋巴细胞数量比
Ｆｉｇ．１　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｅｓｔｅｒａｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅＴｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｍｍｕｎｅｏｒｇａｎｓａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

　和分别表示试验组与 ＣＫ组差异显著（Ｐ＜００５）和极显著
（Ｐ＜００１）（ｔ检验）。

图２　免疫后各免疫器官组织的浆细胞数量比
Ｆｉｇ．２　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｐｌａｓｍａｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｅｏｒ

ｇａｎｓａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

　　从图２可以看出，Ａ组脾小体浆细胞数量比与
ＣＫ组差异显著，Ｂ组与 ＣＫ组差异不显著，Ｃ组与
ＣＫ组差异极显著；Ａ、Ｂ、Ｃ组淋巴结生发中心浆细胞
数量比与ＣＫ组均存在极显著差异；Ａ组扁桃体浆细
胞数量比与ＣＫ组存在显著差异，Ｃ组扁桃体浆细胞
数量比与 ＣＫ组存在极显著差异，Ｂ组与 ＣＫ组差异
不显著。

图１、图２表明，脾的损伤Ｃ组＞Ｂ组＞Ａ组；淋
巴的损伤Ｂ组＞Ｃ组＞Ａ组；扁桃体的损伤Ｃ组＞Ａ
组＞Ｂ组。综合来看，ＪＸＡ１Ｒ疫苗的损伤作用最强，
ＴＪＭ９２疫苗次之，ＭＬＶ疫苗最弱。

３　讨论与结论

李华等［５］采用流式细胞仪，对淋巴组织的细胞

进行了分析；聂立欣等［６］通过酯酶染色和甲基绿 －
派洛宁染色统计分析了 Ｔ、Ｂ淋巴细胞的变化；本研
究得到的数据与李华、聂立欣等的结果基本相符。

王建等［７］、胡守萍等［８］通过分子生物学方法研究了

ＰＲＲＳＶ变异株（ＪＸＡ１Ｒ）弱毒疫苗、经典ＰＲＲＳＶ（ＶＲ
２３３２）弱毒疫苗、变异株（ＪＸＡ１）灭活疫苗对仔猪肺
和免疫器官的保护作用（疫苗效价），弱毒苗的保护

作用之间差异不显著，而灭活苗保护效果不佳。然

而，不论是何种疫苗，关于疫苗本身对仔猪免疫器官

有无损伤及损伤程度却鲜有研究报道。本研究通过

对仔猪脾、淋巴结、扁桃体组织样品做酯酶染色及甲

基绿 －派洛宁染色，得出酯酶阳性 Ｔ淋巴细胞的变
化，结合脾、淋巴结、扁桃体裸眼观查病变和剖检大

体病变，以及试验组和对照组的比较，证实 ＰＲＲＳ弱
毒疫苗对免疫器官有一定的损伤作用。Ｍｏｒｇａｎ等［９］

研究表明，组织病理变化严重程度与 ＰＲＲＳＶ感染细
胞的数量呈正相关，佐证了本文的研究。

目前，ＰＲＲＳ没有可供治疗的特效药物，已有的
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疫苗效果也不尽理想。加之流行病毒毒株的不断变

异，以及混合感染、继发感染、交叉感染的频繁发生，

使得ＰＲＲＳ的防控面临着更大的挑战。人们一开始
关注的是，ＰＲＲＳ对繁殖功能以及呼吸道产生的影
响，如今，人们将更多的目光投向 ＰＲＲＳ的免疫抑制
作用上。本研究用的弱毒疫苗分别是经典株（ＭＬＶ
疫苗，Ａ组）、天津变异株（ＴＪＭ９２疫苗，Ｂ组）、江西
变异株（ＪＸＡ１Ｒ疫苗，Ｃ组），Ｃ组攻毒后的淋巴细
胞变化与王建等［７］的试验结果相吻合。邓博文

等［１０］通过流行病学调查等认为，ＰＲＲＳ防治不能只
采取特异性免疫，应当因地制宜开展综合性措施。

疫苗的作用与当地的病毒株型、饲养环境、传染病史

等密切相关［１１］，所以本研究得到的数据能为疫苗的

选用提供依据，而具体的防控措施以及应对ＰＲＲＳ的
办法还需继续探究。

本研究在对猪繁殖与呼吸综合征疫苗免疫后及

强毒攻击后猪的临床表现、裸眼观查病理变化和剖

检病理变化的基础上，通过 αＮＡＥ染色法以及甲基
绿－派洛宁染色法系统地分析与评价了疫苗对仔猪
免疫器官的损伤作用。利用病理变化、阳性 Ｔ淋巴
细胞，效应Ｂ淋巴细胞的变化及其和对照组的差异
性情况分析评价了 ＰＲＲＳ疫苗本身对机体免疫器官
（脾、淋巴、扁桃体等）的损伤作用，证实了疫苗本身

对仔猪免疫器官有不同程度的损伤作用。不足之处

在于，本研究选用的疫苗均为弱毒苗，无法和其他种

类疫苗进行比较。试验结果表明，疫苗本身对免疫

器官和肺的损伤作用可成为今后疫苗研制和猪场疫

苗选用的重要依据指标，国内外的各种疫苗都可以

做这方面研究，研究的方法和思路都有待拓宽，得出

综合全面的数据。
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