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传染性法氏囊病 Vero细胞灭活疫苗的研究

李健强　伊　岚　梁　荣　张耀相
(西北农业大学动物科学与动物医学学院 ,陕西杨凌 712100)

　　摘　要　传染性法氏囊病 Vero细胞灭活疫苗的免疫试验表明 ,用 0. 5和 0. 8 mL /只剂

量分别肌肉接种。 10～ 14日龄首免 , 8 d后可检出病毒特异性抗体 , 14 d抗体 P /N 值为 3. 8～

5. 6.病毒中和抗体滴度为 1∶ 32～ 1∶ 64; 21 d P /N 值为 6. 3～ 6. 8,中和抗体滴度平均为

1∶ 1 024～ 1∶ 2 048,此时血清抗体对鸡的保护率为 85. 7% . 30～ 35日龄二免 , 14 d后P /N

值 5. 0～ 5. 2,中和抗体滴度高达 1∶ 2 048～ 1∶ 8 192,对鸡的保护率为 100% .二免后 112 d

( 147日龄 )抗体仍保持较高水平 , P /N 值为 3. 2～ 3. 4.野外试验表明 ,这种疫苗安全、有效。

在 3 000只蛋鸡群平行试验 ,灭活苗比活苗抗体水平高出 0. 2个光密度值 ,抗体持续期长。接

种灭活苗的鸡群 5个月内未发生此病。
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传染性法氏囊病 ( Infectious Bursal Disease, IBD)是由传染性法氏囊病病毒 ( Infec-

tious Bursal Disease Virus; IBDV )引起的危害幼鸡的一种急性、高度接触性传染病。 IBD

的防治主要采用疫苗的预防接种和抗 IBDV高免血清的治疗。 IBDV有两种血清型 ,鸡主

要为血清Ⅰ型。由于 IBDV基因组 Vp2区易发生抗原漂变 ,毒株间抗原性会发生变异 ,出

现了型内有亚型的存在和抗原性的差异 ,单一的疫苗达不到理想预防效果。选择不同地方

的毒株 ,采用非鸡胚源细胞增毒 ,既可保持多个亚型毒株 ,又可避免鸡胚源细胞增毒的不

足之处。这种疫苗由陕西毒株 X和南京毒株 N在 Vero细胞增毒灭活制成 ,具有免疫原性

好 ,安全有效的特点。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　种毒　①疫苗制造用的毒种为 IBDV地方毒株 X和 N ,由西北农业大学动物病毒研

究室分离鉴定
[1 ]

, - 60℃冻存。②攻毒试验用 IBDV强毒株 C J801,自中国兽药监察所引

进 , - 60℃冻存。将强毒适当稀释后 ,感染 5只 40日龄易感幼鸡 , 3. 5 d后剖杀 ,取病变严

重的法氏囊组织 ,按 200 m g /L加灭菌盐水研磨后离心 ,取上清液测其半数感染量 ( Infec-

tion Dose 50% , ID50 ) , - 60℃冻存备用。

细胞系　 Vero细胞 ,自中国兽药监察所引进 ,西北农业大学动物病毒研究室保存。

ELISA试验用抗原和琼扩抗原　西北农业大学动物病毒研究室制备。
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IBD V ero细胞灭活苗　按兽医生物药品制造规定
[2 ]
制备 (批号 960306, 960420,

960518, 970327, 970507, 970518) ,供试验用 , 4℃保存。

试验鸡　西北农业大学种鸡场提供刚出壳雏鸡尼克红 200只。

IBD阳性血清　① IBD标准阳性血清购自中国兽药监察所 ;②免疫试验鸡血清 ,为

IBD V ero细胞灭活苗免疫接种后不同时间翅静脉采血分离 , - 40℃保存备用 ;③野外试

验鸡血清系试验鸡场用鸡胚弱毒苗 (南京药械厂生产 ,批号 87-1,每瓶 500羽份稀释后 ,

每羽 0. 03 m L滴鼻、点眼 )和西北农业大学动物病毒研究室制备的 IBD Vero细胞灭活苗

( 970327, 970507, 970518) ,接种鸡后间隔一定时间采血分离血清 , - 40℃保存备用。

抗鸡 Ig单抗辣根过氧化物酶结合物　西北农业大学动物病毒研究室研制 ,工作浓度

1∶ 2 000[ 3] .

1. 2　方　法

IBD Vero细胞灭活苗的制备　用适应于 Vero细胞增殖的 IBDV X和 N种毒接种于

单层细胞 ,待细胞出现 90% CPE时 ,将细胞培养物冻融 3次 ,除去细胞碎片 ,测定并调整

其含毒量 ,分装冻存于 - 40℃备用。 制备疫苗时 ,将含病毒的细胞培养液灭活后与油佐剂

乳化即可。按兽医生物制品制造规定 ,检验合格后方可应用。

试验用抗原的制备　① ELISA试验用抗原采用王成明等人报道的方法
[4 ]制备 ;②琼

扩试验用抗原可用两种方法制备 ,一是用强毒株感染易感幼鸡的法氏囊组织匀浆离心上

清作抗原 ,一是用 X和 N毒株病毒细胞培养液经浓缩制得。两种琼扩抗原与已知 IBD标

准阳性血清能出现特异沉淀线。

IBD细胞灭活苗的免疫试验　整个试验在特定的实验房进行 ,对照组和试验组分隔

饲养 ,试验鸡在正式试验前已接种 NDV Ⅳ系鸡胚尿囊液灭活苗。 试验分四组: Ⅰ 组试验

鸡 50只 , 10～ 14日龄首免灭活苗 0. 5 m L /只肌肉注射 ,免后 8, 14和 21 d测 IBDV抗体

水平 , 28 d后进行第一次攻毒试验。 35日龄二免 ,免后每隔 14 d测抗体水平直至 112 d

( 147日龄 )。 70～ 90日龄进行第二次攻毒试验 ;Ⅱ组与Ⅰ 组相同 ,只是疫苗注射剂量为

0. 8 m L /只 ;Ⅲ组为疫苗保存期试验组 ,所用疫苗为 960420, 960306, 960518三批制品 ,

4℃保存期一年 ,其他同试验Ⅰ组 ;Ⅳ组为对照 ,同试验Ⅱ组 ,试验鸡接种不含病毒的细胞

培养上清液。

疫苗接种后病毒特异抗体的检测　①间接 ELISA法。试验用抗原 2μg /孔包被酶标

板。封阻液为含 6%马血清的 PBS T洗液。待检鸡血清作 1∶ 128稀释 ,酶结合物 1∶ 2 000,

底物为邻苯二胺 ,终止剂为 2 m ol /L H2 SO4溶液。在 490 nm波长测光密度值。待检血清

中 IBDV抗体水平可以用两种方式表示 ,一是用阳性血清光密度值 ( P )和阴性血清光密

度值 (N )之比表示 , P /N≥ 2. 1,表明待检血清中有 IBDV抗体 ,则为阳性。一是直接用

ELISA光密度值表示 ,光密度值与 P /N值呈正相关 ,光密度值愈高 P /N值愈大 ,则抗体

水平愈高 ;②微量血清病毒中和试验。按常规法 [5 ]进行 ;③琼扩试验。按常规法进行 ;④疫

苗接种后一定时间鸡体对强毒株攻击的保护试验。按试验设计 ,在首免和二免后 28～

30 d,用 100个 ID50的 IBDV强毒株攻毒 ,综合评定鸡体保护力 (观察法氏囊病理变化 ,测

血清病毒中和抗体滴度和 ELIS A测得 IBDV抗体水平 )。

IBD细胞灭活苗的野外试验　采用两种方式进行。一是在西北农业大学种鸡场 ,该场
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引进尼克红鸡 3 000只 ,经抽样检测 IBDV母源抗体不高 ,在 10日龄分别用 Vero细胞灭

活苗和鸡胚弱毒苗按上述剂量和接种途径免疫。首免和二免后定期采血 ,检测血清中抗

体水平。另一是将疫苗提供给某鸡场 ,按规定进行两次免疫接种 ,记录试验鸡和鸡群安全

性和效力 ,综合评定疫苗效果。

2　结　果

2. 1　雏鸡母源抗体的测定与首免日龄的确定

　　雏鸡母源抗体的测定采用 ELIS A法 ,其结果如表 1所示。

表 1　雏鸡 IBDV母源抗体的变化

日龄
( d)

ELIS A光密度值 (λ= 490 nm) 阳性比例 百分率 /%

7 0. 52± 0. 04 15 /15 100. 0

14 0. 38± 0. 03 4 /15 26. 6

21 0. 24± 0. 04 1 /15 6. 6

28 0. 15± 0. 03 0 /15 0. 0

　　注:阳性比例中分子为阳性数 ,分母为测试鸡数。

2. 2　 IBD细胞灭活苗接种后血清中 IBDV抗体水平

1996年 3～ 6月和 1997年 3～ 10月先后进行两次免疫试验。免疫接种后一定时间采

血 ,测 IBDV抗体的动态变化 ,其结果如表 2和表 3所示。

表 2　首免后不同时间鸡体内抗体水平

组别 接种 /m L 试验鸡数 /只
ELISA光密度值 (λ= 490 n m) P /N值

8 d1) ( 21) 2) 14 d( 28) 21 d (35)

Ⅰ 0. 5 50 0. 41± 0. 08( 3. 1) 3) 0. 50± 0. 09( 3. 8) 0. 74± 0. 089( 5. 7)

Ⅱ 0. 8 50 0. 32± 0. 09( 2. 5) 0. 73± 0. 05( 5. 6) 0. 89± 0. 048( 6. 8)

Ⅲ 0. 5 50 0. 34± 0. 067( 2. 6) 0. 56± 0. 06( 4. 3) 0. 70± 0. 05( 5. 4)

Ⅳ 0. 8 50 0. 13± 0. 034 0. 13± 0. 034 0. 13± 0. 034

　　注: 1)首免后天数 ; 2)鸡的日龄 ; 3)括弧内为 P /N值。

表 3　二免后不同时间鸡体内抗体水平

免疫后 /d 鸡的日龄 /d
光密度值 P /N值

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

14 49 1. 06± 0. 09( 5. 0) 1. 10± 0. 02( 5. 2) 0. 90± 0. 03( 4. 2) 0. 21± 0. 04

28 63 1. 12± 0. 06( 5. 3) 1. 29± 0. 01( 6. 1) 1. 09± 0. 05( 5. 2) 0. 21± 0. 04

42 77 1. 14± 0. 04( 5. 0) 1. 25± 0. 07( 5. 4) 1. 21± 0. 07( 5. 3) 0. 23± 0. 02

56 91 1. 05± 0. 03( 4. 6) 1. 07± 0. 06( 4. 7) 0. 99± 0. 07( 4. 3) 0. 23± 0. 01

70 105 0. 92± 0. 05( 4. 0) 0. 98± 0. 02( 4. 3) 0. 90± 0. 07( 3. 9) 0. 23± 0. 03

84 119 0. 88± 0. 07( 3. 8) 0. 90± 0. 09( 4. 0) 0. 86± 0. 09( 3. 7) 0. 23± 0. 03

98 133 0. 82± 0. 09( 3. 7) 0. 86± 0. 09( 3. 6) 0. 80± 0. 08( 3. 5) 0. 23± 0. 03

112 147 0. 74± 0. 06( 3. 2) 0. 78± 0. 07( 3. 4) 0. 70± 0. 05( 3. 0) 0. 23± 0. 03

　　注: Ⅰ ～ Ⅳ组的接种量分别为 0. 5, 0. 8, 0. 5, 0. 8 m L;试验鸡各为 33只。

由表 2和表 3可知 , IBD细胞灭活苗首免后 8 d即可测出 IBDV抗体 , ELISA光密度

值平均为 0. 36± 0. 07, P /N值平均为 2. 7. 14 d后抗体滴度明显上升 , 21 d ELISA光密

度值平均为 0. 78± 0. 06, P /N值平均 6. 0.二免后抗体滴度显著提高 , 112 d( 147日龄 ) ,
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ELISA光密度值平均在 0. 74± 0. 06, P /N值平均为 3. 2.

2. 3　疫苗接种后鸡体中和抗体与保护力

对 IBD细胞灭活苗接种后血清病毒中和抗体滴度及其对鸡的免疫保护作用进行测

定 ,其结果如表 4和表 5所示。

表 4　首免和二免后血清病毒中和抗体滴度

组别 测试鸡数 /只
首免后

14 d 21 d
二免后 14 d

Ⅰ 5 1∶ 32 1∶ 1 024 1∶ 2 048～ 1∶ 8 192

Ⅱ 5 1∶ 64 1∶ 2 048 1∶ 2 048～ 1∶ 8 192

Ⅲ 5 1∶ 32 1∶ 1 024 1∶ 2 048～ 1∶ 8 192

Ⅳ 5 0 0 0

表 5　首免和二免后机体的免疫保护力

组别 攻毒剂量 1) /mL 接种途径 试验鸡数 /只
第一次攻毒
首免 28 d

保护率 /%
第二次攻毒
二免后 30 d

保护率 /%

Ⅰ 1. 0 滴鼻点眼 14 1 /72) 85. 7 0 /72) 100

Ⅱ 1. 0 滴鼻点眼 14 0 /7 100 0 /7 100

Ⅲ 1. 0 滴鼻点眼 14 1 /7 85. 7 0 /7 100

Ⅳ 1. 0 滴鼻点眼 14 7 /7 0 7 /7 0

　　注: 1) 1 m L内含 100个 ID50; 2)分子为发病鸡数 ,分母为试验鸡数。

由表 4和表 5可知 ,首免后 14 d血清中就出现病毒中和抗体 , 21 d病毒中和抗体滴

度达 1∶ 1 024～ 1∶ 2 048, 28 d攻毒时对鸡的保护率可达 86% ～ 100% .二免后 14 d病毒

中和抗体滴度最高达 1∶ 8 192( 213 ) , 30 d攻毒时保护率均为 100% .

2. 4　强毒株攻击后法氏囊的病理变化

对照组可见法氏囊粘膜上皮局部变性、坏死脱落 ,间质和粘膜下层结缔组织增生。 髓

质内出现腺泡或腺管样结构 ,淋巴细胞减少 ,核碎裂和浓缩明显 ,皮质变薄 ,有少量浆细

胞 ,异嗜性白细胞出现。

免疫试验各组 ,法氏囊粘膜上皮完整无损 ,淋巴小结髓质扩大 ,皮质相对变薄 ,在淋巴

小结内除见少量淋巴细胞核溶解消失外 ,出现大量淋巴母细胞 ,间质无明显变化。

2. 5　 IBD细胞灭活苗的野外试验

野外试验采用 0. 5 m L /只剂量细胞灭活苗 (Ⅰ 组 )和鸡胚弱毒苗分别肌肉注射和滴鼻

点眼 ,接种雏鸡为 10日龄 ,两种疫苗免疫接种后 IBDV抗体水平如表 6所示。

表 6　 IBD灭活苗与弱毒苗抗体水平的比较

疫苗 免疫剂量 /mL 鸡数 /只
首免后

20 d ( 30) 1)

二免后

14 d( 44) 28 d ( 58) 42 d( 72)

Ⅰ 0. 5 600 0. 76± 0. 052) 0. 86± 0. 06 0. 91± 0. 03 1. 08± 0. 07

Ⅱ 0. 03 2 400 0. 51± 0. 02 0. 62± 0. 04 0. 79± 0. 05 0. 71± 0. 06

　　注: 1)括号内为鸡的日龄 ; 2) ELIS A光密度值的标准差。

由表 6可知 , IBD细胞毒灭活油剂苗首免后 20 d( 30日龄 ) , IBDV抗体滴度平均光密

度值达 0. 76± 0. 05,而弱毒苗光密度值只有 0. 5± 0. 02.二免后 14 d( 44日龄 )、 28 d( 58
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日龄 )、 42 d( 72日龄 )两种疫苗所激发的抗体滴度均有显著提高 ,但油剂灭活苗比活苗增

长更明显。根据西安、兴平、杨凌等地部分鸡场 3 000羽鸡的试用结果表明 , IBD细胞灭活

苗安全有效。

3　小结与讨论

3. 1　母源抗体与细胞灭活苗接种时间

　　雏鸡母源抗体会干扰弱毒苗的免疫效果 ,对灭活苗的影响较小。由表 1可知 ,当母源

抗体降至 70%以上的 14日龄时 ,给雏鸡注射细胞灭活苗是适宜的 ,确保母源抗体 21日

龄以后消失时疫苗抗体发挥免疫效力 [6 ]。

3. 2　 IBD细胞灭活苗的有效免疫剂量

经多次试验 ,确定用 0. 5 m L /只和 0. 8 m L /只两个剂量进行免疫试验。结果表明 ,首

免后 14 d和 21 d两个剂量组抗体滴度有差异 ,血清病毒中和抗体滴度前者为 1∶ 32和

1∶ 1 024,后者为 1∶ 64和 1∶ 2 048;二免后两个剂量组则无明显差异 ,均有高的抗体水

平和 100%的保护率 ,血清病毒中和抗体滴度均在 1∶ 2048以上。在野外试验中 ,用

0. 5 m L /只剂量免疫 ,首免后 21 d, ELIS A O. D值为 0. 76,二免后 14 d, 28 d和 42 d已达

到 0. 86, 0. 91和 1. 08.这一结果与免疫试验结果基本一致 ,说明 0. 5 m L /只是合适的有

效免疫量 [7 ]。

3. 3　 IBD细胞灭活苗保存期

对制作的 IBD细胞灭活苗 (批号 960306, 960420, 960518)在 4℃存放一年 ,以 0. 5

m L /只免疫接种 ,各项测试指标与试验Ⅰ 组基本一致 (见表 2～ 5)。说明这种疫苗在 4℃下

保存一年 ,理化性状稳定 ,抗原性良好 ,疫苗质量不受影响。
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Vero Cell Culture Inactivated Virus Vaccine of IBD

Li Jianqiang　 Yi Lan　 Liang Rong　 Zhang Yaoxiang
(College of Anima l S cience and Veter inary Med icine, Northwestern

Ag ricul tural University ,Yangl in g ,Shaanxi 712100)

Abstract　 The resea rch results o f im munovaccination and field tests o f IBD V ero

cell culture inactiva ted vi rus v accine has been repo rted. The results show ed that the vac-

cine had a quali ty imm unogenicity w hen chicken was given 0. 5 m L or 0. 8 m L dosage by

subcutanous o r muscular route. The da te of v accination first wa s conducted at 10- 14

days o f ag e. 8 d later, the chickens could be detected specific antibodies against IBDV and

P /N value detected by ELIS A w as 3. 8- 5. 6 at 14 d, and ti ters of vi rus neutnaligation

(V N) antibody were 1∶ 32- 1∶ 64. Af ter 21 d, P /N value w as 6. 3- 6. 8, and ti ter of

VN antibody w as 1∶ 1 024- 1∶ 2 048. At this tim e, pro tectiv e rate o f sera fo r chicken a-

gainst vi rulent IBD virus challenge w as 85. 7 percent. Second vaccination w as conducted

a t 30- 35 day s of ag e. Af ter 14 d of im muniga tion, the P /N value o f of antibodies in sera

w as 5. 0- 5. 2, and ti ter of VN antibody w as up to 1∶ 2 048- 1∶ 8 192, and pro tectiv e

ra te of sera for chickens against v irulent IBDV challenge w as 100 percent. Af ter 112 d of

second vaccination, the chicken had already been 147 day s of age and still maintained

high lev el of antibodies and the P /N value w as 3. 2- 3. 4. Field tests show ed that the

IBD V ero cell inactiva ted vaccine w as sal ty and ef ficient.

Key words　 IBD Vero, cell cul ture inactiv ated vaccine, im munovaccination, field

tests

65第 4期 李健强等: 传染性法氏囊病 Vero细胞灭活疫苗的研究


