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ND -ED S-76异源二联油苗的研制
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　　[摘　要 ]　将鸭源鸡新城疫 (ND )病毒D 10株和鸡减蛋综合症 (ED S276)病毒 GC2 株同时接种于同一鸭胚内复

制,增殖 96 h 收取尿囊液,用甲醛灭活后加白油佐剂制成ND 2ED S276异源二联油乳剂灭活疫苗。该疫苗生产工艺

简单,成本低,经试用表明可有效地预防ND 和 ED S276的发生。
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　　鸡新城疫 (ND )和鸡减蛋综合症 (ED S276)是引

起母鸡产蛋率下降的两种重要疫病,给养鸡业带来

严重的经济损失。目前,常用的预防疫苗有普通单苗

和二联灭活苗,分别由鸡胚和鸭胚增毒制成,具有良

好的免疫效果[1 ]。为了进一步简化二联苗的生产工

艺,降低成本,本试验在反复证实 2种病毒能同时在

同一鸭胚内复制增殖的基础上,又进一步使其繁殖

滴度达到制苗的要求,加入白油佐剂制成异源二联

油乳剂灭活疫苗[2 ] ,经试用取得了满意的效果。现报

告如下。

1　材料与方法

种　毒　NDV 2D 10毒株系鸭源ND 自然弱毒,

HA 价 1∶27 (河南农业大学惠赠) ,经鸭胚传代活化

后, HA 价≥1∶210。ED S276GC 2 毒株系鸡减蛋综合

症强毒株 (本室保存) , HA 价≥1∶216。

试验动物　鸭胚来自天津精武集团种鸭场,鸭

群经H I检测ND 和 ED S276抗体阴性。试验用鸡由

郑州生物药厂动物养殖室提供, 为迪卡 120～

130日龄未免疫鸡群, 封闭饲养。H I检测 ND 和

ED S276抗体阴性。

标准强毒　NDV 2F 48E 9 毒株 (由中监所惠赠) ,

鸡最小致死量M LD 10- 5ömL。ED S276病毒 GC 2 强

毒株 (本室保存) , ICLD 5×1014. 5ömL。

病毒增殖与滴度测定　将NDV 和 ED S276 种

毒分别按一定比例稀释后,等量混匀。取孵育 10～

11日龄鸭胚,尿囊腔接种,每胚 0. 2 mL。37～ 38℃

孵育 5 d,弃去 48 h 以前死亡的鸭胚,收集 72～ 120

h 死亡胚和 120 h 鸭胚尿囊液及绒毛膜 (CAM ) ,捣

碎混匀, 加入甲醛灭活, 用体积分数 1%人红血球

(RBC)和体积分数 0. 8%鸡红细胞悬液测定其HA

价。当HA 价分别达到ND HA 价≥1∶210和 ED S2
76 HA 价≥1∶215时即可用于配苗。配苗前将灭活

病毒液接种 10～ 11日龄鸡胚,进行安全检验和菌检

阴性后即可用其制苗[3～ 5 ]。

制苗佐剂材料　7号白油、司本280、吐温280 (天

津生产) ;硬酯酸铝 (上海生产)。

制苗方法　将无菌吐温280 按 4%加入灭活病

毒液中,充分混匀后作为水相,再按配比缓缓加入到

7 号白油、司本280 和硬酯酸铝配制成的无菌油相

中,搅拌均匀,以 8 000～ 10 000 röm in 高速连续乳

化 5～ 10 m in,呈乳白色即成油乳剂苗,分装后 4 ℃

保存备用[4 ]。

疫苗的无菌检验和安全检验　按农业部颁兽医

生物制品规程进行[3 ]。

疫苗免疫效力测定　用 3批疫苗分别接种 3组

120～ 130 日龄的迪卡鸡群 (每组 200 只) ; 间隔

10 d, 20 d, 30 d, 6 个月, 12 个月, 分别按 10%采血

分离血清,测定H I价。并每组随机取出 30 只免疫

鸡为一组,用一定量ND 和 ED S276强毒攻击,测定

其对该 2种病毒的保护率。

疫苗保存期测定　将 3种疫苗分别于 4 ℃保存

6个月和 12个月、15～ 20 ℃保存 1 个月和 3 个月,

经物理性状观察,接种 120～ 130 日龄迪卡鸡,每组
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30 只, 免疫后 30 d 随机采血 10 份分离血清, 测定

H I效价,判定其保存期[2～ 4 ]。

2　结果及分析

2. 1　病毒收获与保存

　　试验结果表明,接种后 72 h NDV 滴度达高峰,

以后逐渐下降; ED S276 病毒滴度 72 h 较高, 120 h

达高峰。2 种病毒均主要分布于尿囊液中, 其次为

CAM ,而胚体中含量最低 (表 1)。故实际应用中,收

获 48～ 96 h 死亡胚和 96 h 活胚尿囊液, 测定ND

HA 价≥1∶210、ED S276 HA 价≥1∶215即可用于制

苗。
表 1　ND V和 ED S-76病毒在鸭胚中增殖规律

T able 1　T he grow th pattern of NDV and ED S276 virus in one duck em bryo

孵育时间öh
Inocubation

tim e

NDV (HA log2) ED S276 (HA log2)

尿囊液
A llan to ticflu id CAM 胚体

Em bryo
尿囊液

A llan to ticflu id CAM 胚体
Em bryo

24 2. 0 — — 2. 0 — —
48 7. 0 3. 0 2. 0 7. 5 5. 0 2. 0
72 11. 0 7. 0 3. 0 16. 0 13. 0 4. 0
96 10. 0 5. 0 3. 0 17. 0 16. 0 5. 0

120 9. 5 3. 0 2. 0 19. 0 17. 0 6. 0

　　病毒液灭活后于 4 ℃保存 3 个月和- 20 ℃保

存 10个月, HA 价基本不变。而 4 ℃保存 6～ 12个

月则HA 价逐步降低 3～ 4个滴度。故病毒液在- 20

℃可保存半年以上。

2. 2　安全性检验

120～ 130日龄鸡大剂量接种该苗后精神、食欲

正常,接种局部无溃烂和硬结。10日龄鸭胚接种灭

活病毒液后发育正常,无HA 价出现。说明该苗安全

性良好。

2. 3　免疫期测定

2. 3. 1　抗体消长规律　鸡群免疫后H I抗体动态

观察结果表明,鸡群免疫后 10 d 即可产生一定滴度

的抗体, 20～ 30 d H I抗体即达高峰。12个月内均维

持在 5log2以上。与普通二联苗免疫效果差异不显

著 ( t检验, P > 0. 05,表 2)。

表 2　鸡群免疫后 H I抗体的消长规律 log2

T ab le 2　T he H I an tibody titres of laying hens imm unized by differen t ND and ED S276 vaccines

疫苗类型
T ype of vaccine

病毒
V irus

免疫后时间öd
Period of po stinocu lation

10 20 30 120 360

异源二联
H eterogenous vaccine ND 8. 0 10 10. 0 8. 0 6. 5

ED S276 5. 0 8. 0 8. 8 7. 5 5. 5

普通二联
Homoeogenous vaccine ND 8. 0 10 10. 0 8. 0 5. 0

ED S276 5. 0 7. 0 8. 5 7. 0 5. 0

2. 3. 2　攻毒保护试验　各试验组免疫后 1 个月、6

个月、12 个月,分别随机取出鸡 30 只, 用NDV 2F 48

E 9 (100 ELD 50ömL )及 ED S276GC 2 病毒原液进行攻

击试验。结果表明,该苗免疫后 1个月即可产生很强

免疫力,保护率均为 100% ; 免疫后 12 个月对 2 种

病毒的免疫保护率仍分别在 90%和 80%以上 (表

3)。因此,可判定鸡群免疫该苗后 20～ 30 d 即可产

生免疫力,免疫期为 1年。
表 3　鸡群攻毒后死亡及产蛋数的变化情况

T able 3　T he num ber of death and egg p roduction of laying after challenge w ith NDV and ED S276 virus

攻毒时间ö月
T he tim e of

po stinocu laton

免疫组 Imm unized group 对照组 Contro l group

ND ED S276 ND ED S276

②ö① ④ö③ ②ö① ④ö③
1 30ö30 22ö24 0ö30 15ö24
6 30ö30 20ö22 0ö30 12ö21

12 28ö30 16ö20 0ö30 12ö21

　　注:①攻毒鸡数;②攻毒后健活数;③攻毒前产蛋数;④攻毒后产蛋数。

N o te: ① T he num ber of challenge; ② T he num ber of su rvial po st challenge; ③ T he num ber of egg p roduction befo re challenge; ③ T he

num ber of egg p roduction po st challenge。
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2. 4　疫苗保存期测定

经物理性状观察, 3 批疫苗分别于 4 ℃保存 6

个月、12个月和 15～ 20 ℃保存 3个月仍呈乳白色,

不破乳,不分层,呈油包水型。表明该疫苗乳化状态

稳定。3批疫苗保存期测定结果表明,该苗于 4 ℃保

存 6 个月和 15～ 20 ℃保存 1 个月,接种后鸡群H I

抗体效价与保存前接种鸡群无显著差异 (t检测 P >

0. 05) ; 4 ℃保存 12 个月和 15～ 20 ℃保存 3 个月,

免疫效果有所下降,但仍保持在 7log2以上。因此,

该疫苗保存期可判定为 4 ℃12个月, 15～ 20 ℃3个

月 (表 4)。

表 4　疫苗保存期测定 (H I抗体滴度 ( log2) )

T ab le 4　T he estim ation of the p reservation period of the vaccine (H I an tibody titres ( log2) )

批次
L o t

保存温度
T emperatu re

病毒
V irus

保存期ö月
P reservation period

0 1 3 6 12

É 4 ℃
ND 10 - 9. 5 9. 0 7. 5

ED S276 8. 5 - 8. 5 8. 5 7. 0

Ê 4 ℃
ND 9. 5 - 9. 5 9. 0 7. 0

ED S276 8. 5 — 8. 5 8. 5 7. 0

Ë 4 ℃
ND 10 - 9. 5 9. 0 7. 5

ED S276 9. 0 - 8. 5 8. 0 7. 0

Ì 15～ 20 ℃
ND 10 9. 0 7. 0 5. 0 -

ED S276 9. 0 8. 0 7. 0 3. 5 -

2. 5　临床免疫效果试验

为进一步验证实验室试验结果,临床应用该苗

免疫不同地区、不同气候环境条件下的母鸡群近 10

万羽份。经跟踪观察检测,统计结果表明,NDV 和

ED S276 病毒 H I抗体效价在免疫后 6 个月分别在

8 log2和 7 log2以上,免疫后 12个月分别在 6 log2

和 5 log2以上。母鸡注苗后无不良反应。

3　小结与讨论

1)NDV 和 ED S276 病毒可在同一鸭胚中复制

且互不干扰,但两者在鸭胚中的增殖速度却不同步。

故选择适宜的收获时间和方法是获取高滴度病毒液

的重要环节。本试验结果表明,种毒接种后孵育 72

h 和 120 h 时NDV 和ED S276病毒滴度分别达到高

峰,且主要分布于尿囊液中 (表 1)。故制备疫苗时应

收获 48～ 96 h 死亡胚和 96 h 胚胎尿囊液,此时HA

价NDV 达到最高峰HA 价≥1∶210、ED S276 病毒

滴度也同时达到了较高水平HA 价≥1∶215, 兼顾

两者都达到了制苗所需毒量要求。病毒原液经甲醛

灭活后于- 15～ 20℃可保存半年以上。

2)对该苗的安全性检验、免疫效力及保存期的

测定结果表明, 该苗乳化状态稳定, 在 4 ℃可保存

12个月, 15～ 20 ℃可保存 3个月;使用安全可靠,鸡

群注苗后无不良反应, 20～ 30 d 即可产生免疫力,

免疫期 1年,可有效地预防ND 和 ED S 的发生。实

验室和临床应用结果与普通二联苗的免疫效果差异

不显著 (表 2～ 4)。但该苗病毒液的制备由原来用鸡

胚和鸭胚分别增殖, 改进为在同一鸭胚同时接种

2种病毒种毒,并同时收获病毒原液, 具有省时、省

力、省工的特点,简化了生产工艺,降低了成本,使工

作效率和经济效益提高 1倍以上。

3)根据NDV 和 ED S276 病毒的血凝价不同以

及对不同动物RBC 的敏感性不同的特点,选择人的

红细胞 (RBC)和鸡的红细胞 (RBC)对同一批病毒原

液分别做HA 检测,可准确地测定NDV 和 ED S276

病毒的抗原含量,确保疫苗质量。

4)经临床鸡群 10万羽份免疫效果验证,该苗可

有效地预防ND 和 ED S276的发生,免疫效果确切,

无不良反应。但临床应用面积尚小,有待进一步开展

田间试验或区域性试验。
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Study on o il em u lison inact iva ted duck o rig in

ND 2ED S276 b iva len t com b ined vaccine

J IA Y ing-ke1, GAO M e i-x iu1, CU I Xue-y i2, ZHANG Ju-zhou2, X IONG Feng2

(1 D ep artm en t of A n im al S cience, T ianj in A g ricu ltu ra l Colleg e, T ianj in 300384, Ch ina; 2 Z heng z hou B iop rod ucts F actory , Z heng z hou, 450061, Ch ina)

Abstract: D uck o rig in ND. D 10 st ra in and ED S276GC2 st ra in w ere inocu la ted in to the sam e duck em b ryo s

and harvested after 96 hou rs of cu ltu re. T he p ropagated viru s w ere inact iva ted by fo rm alin and m ingled

w ith o il em u lsion adjuvan t acco rd ing to ra t ional ra te, and a com b ined inact iva ted o il2adjuvan t duck o rig in

NDV and ED S276 vaccine w as developed, w h ich simp lif ied the p roduct ion p rocess and reduced p roduct ion

co st. T he tests of vaccine safety, an t ibody respon se, p ro tect ive ra te and du rat ion of imm un ity w ere also

p refo rm ed. T he resu lts show that th is k ind of vaccine cou ld p reven t ND viru s and ED S276 viru s infect ion

successfu lly.

Key words: new cast le d isease; egg drop syndrom e (ED S276) ; o il em u lsion inact iva ted duck o rig in ND 2
ED S276 b ivalend vaccin; o il em u lision p roduct ion
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