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摘要: 应用模糊层次分析法, 并结合流行病学调查、荟萃分析和德尔菲法, 构建了由评估指标体系、风险因素权重、评分标准、综合评价函数等组成的草鱼出血病免疫预防风险评估模型, 其中, 评估指标体系包括疫苗品质(B1)、免疫程序(B2)、鱼体(B3)、池塘环境(B4)和饲养管理(B5)共5个准则层风险因素和疫苗品种(C1)、保存温度与有效期(C2)、运输存储条件(C3)、免疫时疫苗的存放(C4)、免疫时鱼体健康状态(C5)、免疫技术(C6)、免疫剂量(C7)、漏免的鱼数(C8)、鱼种来源(C9)、健康状态(C10)、鱼体规格(C11)、水温(C12)、溶氧(C13)、氨氮(C14)、亚硝酸盐(C15)、pH值(C16)、透明度(C17)、水色(C18)、底泥厚度(C19)、载鱼量(C20)、搭配模式(C21)、药物的使用(C22)、饲料(C23)、青草投喂(C24)等24个指标层风险因素; 5个准则层风险因素权重值集合为W={0.267; 0.102; 0.131; 0.263; 0.237}, 24个指标层风险因素绝对权重集合为W={0.138;0.059;0.046; 0.024; 0.035; 0.018; 0.027; 0.022; 0.040; 0.054; 0.037; 0.076; 0.037; 0.032; 0.030; 0.027; 0.018; 0.019; 0.024; 0.104; 0.024; 0.027; 0.062; 0.020}; 分别建立了定性和定量评估指标的评分标准, 并以综合评价函数
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表示风险评估结果。应用该模型评估了华南地区36个免疫池塘发病风险, 结果显示, 3个发病池塘风险值分别为0.572、0.638、0.617, 处于高度风险级别, 与未发病塘存在极显著差异(P<0.01), 评估结果较准确, 表明该模型可应用于草鱼出血病免疫预防管理和决策。
关键词: 草鱼出血病; 疫苗; 免疫效果; 风险评估模型; 模糊层次分析法
中图分类号: S941       文献标志码: A           文章编号: 1005(8737((2014)04(0786(07
草鱼(Ctenopharyngodon idellus)是中国四大家鱼之一, 年产量超过400万t, 在所有淡水养殖鱼类中居首位[1]。草鱼出血病是一种由草鱼呼肠孤病毒(Grass Carp Reovirus, GCRV)引起, 主要危害草鱼养殖业的高度传染性、致死性疾病。预防草鱼出血病最为有效的方法是接种疫苗[2], 自1970年组织灭活疫苗开始应用于草鱼出血病预防以来, 中国大陆的草鱼苗种死亡率从80%下降到不足30%, 目前中国大陆每年生产至少300 t各种类型疫苗用于数十亿草鱼苗种的免疫[3]。然而在实际生产中, 由于疫苗质量、操作不慎、饲养管理等原因, 免疫效果不稳定现象时有发生, 严重时死亡率可达50%以上[4]。诸多内外因素可影响鱼体免疫力, 当免疫效果不佳的鱼体暴露在GCRV的环境中, 就可能受到病毒感染而发病。因此, 如何提高草鱼出血病疫苗免疫效果, 是当前水产工作者需要解决的重要课题之一。
动物疫病风险评估(Risk Assessment)是指对动物暴露于某危害因素中产生或将产生不良效应的可能性或严重性的科学评价[5], 该方法已经广泛应用于重大动物疫病防控中并取得明显成效, 如牛海绵状脑病[6]、非洲猪瘟[7]、禽流感[8–10]等。在水生动物卫生风险评估方面, 1993年Beers等[11]最先开展了大西洋鲑(Salmo salar)的进口风险分析; 早期的风险评估主要针对鱼类寄生虫——三代虫(Monogenea), 其中以Paisley等[12]率先采用蒙特卡罗模型建立了三代虫病的定量风险评估模型最具代表性; 病毒性出血败血症(VHS)是较早进行风险评估的水生动物病毒病之一, 2010年报道了该病传播的主要风险因子[13], 随后Oidtmann等[14]以此病为主要对象构建了虹鳟养殖场疫病传播半定量风险评估模型。中国在水生动物疫病风险评估方面处于起步阶段, 仅杨淞等 [15]报道了基于层次分析法的草鱼出血病发生风险半定量评估模型。本研究在流行病学调查基础上, 将专家经验知识和现代数学方法相结合, 综合考虑疫苗、鱼体、环境、饲养管理等因素, 研究影响草鱼出血病免疫预防效果的因素, 构建草鱼出血病免疫预防风险评估模型, 旨在为草鱼出血病免疫预防管理和决策提供科学依据。
1  材料和方法
1.1  确定风险因素
通过查阅草鱼出血病、水产疫苗、水产动物免疫应答等相关文献资料, 罗列影响草鱼出血病疫苗免疫效果的相关风险因素。同时采用横断面研究方法(Cross-Sectional Study), 在中国南方草鱼主养区开展疫病流行病学调查, 共收集了116个草鱼养殖池塘详细数据, 分析、整理影响草鱼疫苗免疫效果相关风险因子。结合鱼病研究人员、疫苗研发人员和基层鱼病医师所推荐的相关风险因素, 最后总结、归纳出草鱼出血病免疫预防风险因素。
1.2  基于模糊层次分析法的模型构建流程
1.2.1  构建评估指标体系  按照陆永昌等[16]提出的重要、相对稳定、易于评价、相对独立和指导协调性等原则, 结合草鱼出血病免疫预防特点, 对上述风险因素加以总结归纳, 构建草鱼出血病免疫预防风险评估指标体系。
1.2.2  确定评估指标权重  采用德尔菲法, 以问卷调查方式征询草鱼出血病科研人员、疫苗开发人员、基层鱼病兽医师等15位专家对评估指标体系中同层次指标重要性对比意见, 采用0.1~0.9标度法, 对指标体系中同层次指标两两对比打分, 构建出模糊判断矩阵。然后, 参照张吉军等[17]构建的方法将模糊判断矩阵转化为模糊一致判断矩阵。最后采用模糊层次分析法 (Fuzzy Analytic Hierarchy Process, FAHP)相关公式计算出各评估指标权重[18]。
1.2.3  建立量化评分标准  根据草鱼出血病免疫预防风险评估量化分析要求, 依据各评估指标特点, 结合流行病学调查、文献结果荟萃分析、咨询专家结果, 构建各项评估指标的量化评分标准。
2  结果与分析
2.1  风险评估指标体系及权重
通过对风险因素进行分析、总结、归纳, 建立了由5个准则层因素(B1~B5)、24个指标层因素(C1~C24)组成的草鱼出血病免疫预防风险评估指标体系(表1)。由专家一一对比打分后, 计算得到各评估指标的权重(表1)。

2.2  评估指标量化评分标准
评估指标分为定性评估指标和定量评估指标两种。
2.2.1  定性评估指标量化评分标准  定性评估指标是指在评判其优劣时, 无法直接用数字表达, 而采用“好、中、差”等具有模糊意义的词语表述的指标, 如疫苗品种、运输存储条件等。其中, 保存温度与有效期(C2)按二等级评分标准赋值, 分为高、低两个风险等级, 对应分值为1、0(表2)。其余定性评估指标按三等级评分标准赋值, 分为高、中、低3个风险等级, 对应分值为1、0.5、0(表3)。

2.2.2  定量评估指标量化评分标准  定量评估指标是指其测量值可以直接用数字表示的风险因素, 包括pH、溶氧等。定量评估指标采用标准化处理的方法, 将测量值转化为 0~1 之间分值。其中鱼体规格、溶氧、透明度等指标, 其测量值越高风险越低, 这类指标按照公式(1) Pi=(Xmax–Xi)/ ( Xmax–Xmin) 进行转化; 水温、氨氮、亚硝酸盐、底泥厚度和养殖密度等指标, 其测量值越高风险越高, 这类指标按公式(2) Pi=( Xi–Xmin)/( Xmax– Xmin) 进行转化; pH越接近于7.2风险越低, 因此
表1  风险评估指标体系及各评估指标权重
Tab.1  The risk hierarchy system and its weights

	B准则层
criterion layer
	准则层权重
weights of 
criterion layer
	C指标层
index layer
	评估指标相对权重
relative weights of index layer
	评估指标绝对权重
absolute weights 
of index layer

	B1疫苗品质
vaccine

quality
	0.267
	C1疫苗品种vaccine species
	0.516
	0.138

	
	
	C2保存温度与有效期storage temperature and expiry date
	0.221
	0.059

	
	
	C3运输存储条件conditions of storageand transportation
	0.172
	0.046

	
	
	C4免疫时疫苗的存放storage whenvaccination
	0.091
	0.024

	B2免疫程序immune 
programme
	0.102
	C5免疫时鱼体健康状态health status of fries when vaccination
	0.344
	0.035

	
	
	C6免疫技术vaccination technique
	0.174
	0.018

	
	
	C7免疫剂量vaccination dosage
	0.262
	0.027

	
	
	C8漏免的鱼数number of unimmunized fries
	0.220
	0.022

	B3鱼体
fish
	0.131
	C9鱼种来源source of fries
	0.306
	0.040

	
	
	C10健康状态health status of fish
	0.410
	0.054

	
	
	C11鱼体规格size of fish
	0.284
	0.037

	B4池塘环境
pond

environment
	0.263
	C12水温water temperature
	0.289
	0.076

	
	
	C13溶氧dissolved oxygen
	0.141
	0.037

	
	
	C14氨氮ammonia  nitrogen
	0.122
	0.032

	
	
	C15亚硝酸盐nitrite
	0.114
	0.030

	
	
	C16 pH值pH value
	0.103
	0.027

	
	
	C17透明度transparency
	0.068
	0.018

	
	
	C18水色water color
	0.072
	0.019

	
	
	C19底泥厚度thickness of mud
	0.091
	0.024

	B5饲养管理
care and 
management
	0.237
	C20载鱼量rearing density
	0.439
	0.104

	
	
	C21搭配模式culture type
	0.102
	0.024

	
	
	C22药物的使用drug use
	0.112
	0.027

	
	
	C23饲料feed
	0.263
	0.062

	
	
	C24青草投喂grass feeding
	0.084
	0.020


表2  二等级评分标准
Tab.2  Valuation standard of two classes

	风险指标 risk factors
	高风险(1) high risk (1)
	低风险 (0) low risk (0)

	C2保存温度与有效期
storage temperature and expiry date
	在相应的保存温度内, 
接近保质期, 存在减效风险
	疫苗保存温度和
有效期均符合说明书要求


当其测量值小于7.2时, 按公式(1)转化, 当测量值大于7.2时, 按公式(2)转化。公式中Xi是指第i项评估指标的实际测量值, Pi是Xi标准化处理的结果,  Xmax是第i项评估指标的最大值, Xmin是i项评估指标的最小值。当Pi≤0时, 将Pi统一赋值为0; 当Pi≥1时, 将Pi统一赋值为1; 当0＜Pi＜1时, 则Pi按其实际结果赋值。定量风险评估指标的Xmax和Xmin见表4。
2.3  综合评估函数和风险等级评价标准
将量化处理的风险评估指标赋值进行加权平均, 综合评价函数为: 
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式中, GI表示草鱼出血病免疫失败的风险, Ci表示第i项评估指标的绝对权重值, Pi表示第i项评估指标的评分结果, m表示评估指标的数量。GI值越大, 说明风险越大, 反之则越小。GI的计算结果与风险等级的对应关系如表5所示。

2.4  初步验证
2012年, 在华南地区追踪调查了36个免疫
表3  三等级评分标准
Tab.3  Valuation standard of three classes

	风险评估指标 risk factor
	高风险 (1) high risk (1)
	中风险 (0.5) middle risk (0.5)
	低风险 (0) low risk (0)

	C1疫苗品种vaccine species
	疫苗无安全检测、污染检测和抗原浓度检测, 免疫方式为浸泡或口服
	疫苗无安全检测、污染检测和抗原浓度检测, 免疫方式为注射
	疫苗生产企业获得GMP认证, 疫苗通过了安全检测、污染检测和抗原浓度检测

	C3运输存储条件conditions of storage and transportation
	疫苗保存措施简陋, 运输时间长, 储存温度变化大或长时间超出其规定储存温度
	疫苗运输时储存于加冰块的泡沫箱中, 运输、储存温度存在波动、不够稳定
	专业的疫苗运输车辆, 可在规定温度范围内冷链运输、储存

	C4免疫时疫苗的存放storage when vaccination
	疫苗开封后, 注射时间在5小时以上且暴漏在高温、阳光下
	开封后, 注射时间在2-5小时, 或将疫苗放在避光环境下
	疫苗开封后, 在两小时内注射完且采取避光措施

	C5免疫时鱼体健康状态health status of fries when vaccination
	免疫时有草鱼发病,  并有个别死亡情况发生
	免疫时鱼种游动不够活跃, 但无明显发病情况
	免疫时鱼种健康、游泳活跃,  体型、体色好

	C6免疫技术
vaccination technique
	工作经验少, 免疫操作不规范, 免疫器具未消毒
	有一定工作经验, 但操作不规范, 免疫器具消毒不严格
	工作经验丰富, 操作规范, 免疫器具严格消毒

	C7免疫剂量vaccination dosage
	疫苗稀释、免疫剂量不符合说明书要求
	免疫前, 注射器未进行校正, 免疫剂量不稳定
	注射器进行校正, 疫苗稀释、免疫剂量均符合要求

	C8漏免的鱼数
number of unimmunized fries
	仅70%的鱼免疫
	90%的鱼免疫
	100%的鱼免疫

	C9鱼种来源source of fries
	从多个养殖场购买鱼种, 且有发生出血病的历史
	从多个养殖场购买鱼种, 没有发生过出血病
	购买鱼种的养殖场经抽样检测不含GCRV, 且鱼种健康、游动活跃

	C10健康状态health status of fish
	鱼有明显的症状, 如烂鳃、赤皮、外伤等
	鱼的症状不明显, 但体色不好, 游动不活跃
	游泳活跃, 体色鲜艳, 食欲好, 内脏外观健康

	C18水色water color
	差
	中
	好

	C21搭配模式culture type
	单养草鱼
	仅搭配上层鱼类或搭配比例不合理
	搭配上下层鱼类, 搭配比例合理

	C22药物的使用drug use
	在免疫后一个月内使用大剂量的抗生素
	在免疫后一个月内, 使用少剂量的抗生素
	在免疫后一个月内, 未使用抗生素

	C23饲料feed
	饲料组分不合理, 储存于潮湿环境中, 投喂次数少而投喂量大
	介于两者之间
	组分合理, 储存在干燥通风的环境下, 投喂次数多, 投喂量合理

	C24青草投喂grass feeding
	从不投喂青草
	偶尔投喂青草
	经常投喂一定量青草


表4  定量风险评估指标赋值标准
Tab.4  Valuation standard ofcountable risk factors
	风险评估指标 risk factors
	Xmax
	Xmin

	C11鱼体规格/cm  size of fish
	25
	12

	C12水温/℃  water temperature
	30
	20

	C13溶氧/(mg·L–1)  dissolved oxygen
	5
	3

	C14氨氮/(mg·L–1)  ammonia nitrogen
	1.5
	0.3

	C15亚硝酸盐/(mg·L–1)  nitrite
	0.1
	0.01

	C16 pH (>7.2) 
	9.5
	7.2

	C16 pH (<7.2)
	7.2
	6.5

	C17透明度/m  transparency
	0.4
	0.2

	C19底泥厚度/m  thickness of mud
	0.30
	0.15

	C20载鱼量/(kg·hm–2) rearing density
	3×104
	1×104


池塘, 利用该模型分别对其进行风险评估, 结果显示5个池塘处于高度风险级别, 29个池塘处于中度风险级别, 2个池塘处于低度风险级别。之后通过症状辨别和实验室检测, 共确诊3个池塘发生草鱼出血病, 其风险值分别为0.572、0.638、0.617, 均处于高度风险级别。对发病池塘和未发病池塘的评估结果做t检验, 两样本差异极显著(P＜0.01), 表明该模型评估结果较为准确。
3  讨论
草鱼养殖池塘是一个复杂的生态系统, 而鱼体对疫苗的免疫反应、病原和鱼体的对抗过程

表5  风险等级评价标准
Tab.5  Valuation standard of risk level

	风险等级risk level
	高危风险very high
	高度风险high
	中度风险middle
	低度风险low
	微小风险very low

	综合评估值

GI integrated evaluation value
	GI≥0.7
	0.5≤GI＜0.7
	0.3≤GI＜0.5
	0.1≤GI＜0.3
	GI＜0.1


极其复杂。简单的实验条件难以模拟众多的风险因素, 且室内模拟实验不足以反映实际生产中的真实环境。鉴于此本研究采用国际通行的动物卫生风险分析方法, 将流行病学调查、专家经验知识和现代数学方法相结合, 初步构建了草鱼出血病免疫预防风险评估模型, 为草鱼出血病免疫预防管理和决策提供依据。

本研究专家组成多样, 既有从事草鱼出血病研究、疫苗研制的科研人员, 又有生产一线经验丰富的鱼病医师, 保证了评估结果合理可靠。评估模型的构建应用了模糊层次分析法, 相比于层次分析法, FAHP通过模糊判断矩阵向模糊一致判断矩阵的转化, 而无须进行一致性检验, 在数学原理上更加科学合理, 计算更为方便[17]。
在构建的模型中, 权重值最高的风险指标是疫苗品种(绝对权重值AW=0.138), 说明疫苗本身在草鱼出血病免疫预防中最为重要。在实际生产中, 我国存在多种类型的草鱼出血病疫苗, 不同疫苗之间质量参差不齐[4, 19–20], 在调查中笔者曾发现数起因疫苗质量问题导致的鱼种死亡。此外, 已知GCRV存在多个基因型, 由一种基因型毒株制备的疫苗可能无法保护鱼种抵御所有的GCRV流行株[3]。针对以上现象, 应规范疫苗市场、保证疫苗质量并开展针对不同基因型GCRV的疫苗研制。其次水温(AW=0.076)、载鱼量(AW=0.104)等风险指标也得到了较高权重, 这些指标都是生产中对鱼体健康及免疫应答产生重要影响的因素[21–22], 属于高风险因素, 在生产中应予以重视。根据评估结果, 对各评估指标采取有针对性的防控措施, 可以提高疫苗免疫效果, 达到有效控制疫情的目的。
本研究中各评估指标权重及评分标准是基于实际生产情况所确定, 在实验室或某些极端情况下, 一些评估指标测量值可能远远超出正常值, 而成为限制性因素。以放养密度为例, 当草鱼放养数量远远超出了池塘承载能力时, 即使其他评估指标风险等级很低, 该池塘的发病风险依然很高。因此, 在模型的实际应用中, 如果某评估指标不在评分标准范围内, 则将其考虑为限制性因素, 以引起足够重视。
大量科学基础数据是保障评估结果准确性的前提, 但目前中国这方面数据相对较少, 仅有的一些零散数据也分散于科研人员或各级水产推广部门。因此, 有必要建立全国性草鱼出血病发生风险数据库, 为草鱼出血病发生风险评估提供基础数据。随着研究深入以及基础数据增加, 本模型还需在实践中不断检验、修正和完善。
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Risk assessment of factors affecting immune efficacy of grass carp he​mo​rrhage disease vaccine

LI Ningqiu, MI Yanfei, FU Xiaozhe, LIN Qiang, SHI Cunbin, DENG Guocheng, WU Shuqin

Pearl River Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Fishery Drug Development, Ministry of Agriculture, Key Laboratory of Aquatic Animal Immune Technology, Guangdong Province, Guangzhou 510380, China
Abstract: Risk analysis has been used regularly in the management of aquatic animal health, resulting in increased success at preventing and controlling diseases. A number of factors affect the efficacy of a vaccine in aquaculture. Thus, it is important to identify these risk factors and estimate their weights. We developed a quantitative risk assessment model for the prevention for grass carp hemorrhage disease by analyzing epidemiological study data using the Delphi method and meta-analysis. The model was composed of a risk hierarchy system, weight and valuation standards for each risk factor, and an integrated evaluation function. The risk hierarchy system included 5 criterion layers and 24 index layers. The criterion layers included vaccine quality (B1), immune program (B2), fish (B3), pond environment (B4), and care and management (B5) with a set of weight about W={0.267, 0.102, 0.131, 0.263, 0.237}. The index layer consisted of vaccine species(C1), storage temperature and expiration date(C2), storage and transportation conditions (C3), storage of the vaccine (C4), health status of the fry following vaccination(C5), vaccination technique(C6), vaccination dosage(C7), number of unimmunized fry (C8), source of fry (C9), health status of fish(C10), size of fish(C11), water temperature(C12), dissolved oxygen(C13), ammonia nitrogen(C14), nitrite(C15), pH (C16), water transparency(C17), water color(C18), thickness of mud(C19), rearing density(C20), culture type(C21), drug use(C22), feed(C23), and grass feed(C24) with a set of absolute weights about W={0.138, 0.059, 0.046, 0.024, 0.035, 0.018, 0.027, 0.022, 0.040, 0.054, 0.037, 0.076, 0.037, 0.032, 0.030, 0.027, 0.018, 0.019, 0.024, 0.104, 0.024, 0.027, 0.062, 0.020}. The results of the risk assessment were represented by the integrated evaluation function 
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. Using vaccination data from southwest China to validate the model, the integrated evaluation value from three infected ponds was 0.572, 0.638, and 0.617. These values were significantly higher than values from non-infected ponds (P<0.01).The results of the risk assessment are consistent with the survey data. Thus, our model can be used to reduce the risk of grass carp hemorrhagic disease by allowing culturists to plan with more certainty for increased immune efficacy.
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