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　　 [摘　要 ] 　用A IV H 5N 1 和H 9N 2 毒株作抗原, 采取分步乳化法制成双乳相灭活疫苗。经无菌检验、稳定性

和安全性试验, 疫苗A 和C 符合兽用生物药品规程的要求, 经免疫效力和保护力测定, 疫苗可于免疫后 3～ 5 d产

生H I抗体, 9～ 14 d抗体达高峰值, 其中H 5N 1的H I抗体可达 9 log2以上, H 9N 2可达 11 log2以上, 疫苗保护力

与常规疫苗相近, 但产生保护力的时间明显提早; 疫苗在 4 ℃条件下, 保存期可达 1年, 免疫期为 6～ 9个月。
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　　禽流感 (A I) 是由A 型流感病毒引起的禽类急

性传染病, A IV 血清亚型众多, 变异频繁, 给世界

部分国家养禽业造成巨大的经济损失[1, 2 ]。A IV 可

通过抗原漂移、转换、基因重组等发生抗原变异, 当

开始传播至高密度饲养区时, 容易从弱毒变异成高

致病力毒株, 发病率明显上升[3 ] , 显然, 弱毒疫苗不

宜使用。在临床症状和病理解剖学病变上, A I易与

新城疫、大肠杆菌并发或继发感染, 给诊断和治疗

带来较大难度, 目前国内外尚无有效的防治措施。

迄今已有多种不同类型A I疫苗的研制试用报

道。如文献 [ 4～ 6 ] 报道, 经 Β2丙内酯灭活的A IV

鸡胚尿囊液接种成年来航鸡,可对其产生保护力。用

甲醛灭活的油佐剂疫苗, 在 12和 20周龄免疫商品

白来航蛋鸡, 免疫 4周后 90%～ 100%的鸡都可抵

抗强毒攻击。用动植物油代替矿物油, 并加入蜂蜡

作佐剂, 仍有较好的免疫效果。1995年, 墨西哥暴

发流行A I, 3年共用油乳剂灭活疫苗接种 8. 5亿羽

鸡, 对预防A I起到了较好的效果[7 ]。由此可见, A I

疫苗有较好的免疫原性。目前, 基因工程疫苗仍在

研究之中, 若在生产中应用, 国内外均有一段距离。

对A I的预防, 国内外多采用油乳剂灭活疫苗,

且国内的A I疫苗多处在研制、试验阶段。油乳剂灭

活疫苗吸收及抗原释放缓慢, 但同时又有刺激机体

产生抗体较迟的缺点。尤其在用于A I的紧急预防

接种时, 更是显露出来。双乳相油乳灭活苗具有粘

度低、在注射部位易分散、极易吸收、局部反应轻

微、佐剂效应仍相当良好、刺激机体较早产生抗体、

达峰值时间提前、较早产生保护力等优点, 关于A I

双乳相疫苗国内外尚未见报道。因此, 本研究进行

了此项工作, 现将结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　种毒和种蛋　A IV 种毒 (A öCh ickenöShaanx iö
2ö99öH 9N 2)鸡胚尿囊液 5代种毒, - 40 ℃保存, HA

价 1∶640以上, 由西北农林科技大学畜牧兽医研究

所禽流感项目组分离鉴定[8 ]; A IöH 5N 1 鸡胚尿囊液

4代种毒, - 40 ℃保存, HA 价 1∶640以上, 由中

国医学科学院病毒研究所国家流感中心等提供。种

蛋购自陕西临潼隔离山区专用非免疫种蛋。

抗　原　A I HA 抗原, 本室自制。A I制苗用抗

原, H 5N 1 和H 9N 2 本室自制 (HA 效价 1∶640 以

上)。

试　剂　7# 白油, 批号 980621, 杭州炼油厂;

司盘280, 批号 970628, 上海大众制药厂; 吐温280,

批号 961013, 洛阳市化学试剂厂; 硬脂酸铝, 批号

980701, 天津天大化工实验厂。

实验动物　雏鸡和 90日龄新罗曼蛋鸡, 购自陕

西省临潼隔离山区专用非免疫鸡。

1. 2　方　法

1. 2. 1　双乳相灭活疫苗的制备　将A IH 5N 1 和

H 9N 2 抗原, 按一定比例混合, 水相和油相制备参照
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文献 [ 9 ] 的方法进行。

分别将内相按表 1的量在低速 (1 000 röm in)搅

拌下, 缓慢加入油相中, 再高速 (10 000 röm in) 搅

拌, 制成油包水型 (W öO ) 疫苗A , B , C 和D , 然

后将制成的W öO 疫苗加入外相中制成双乳相 (W ö

O öW ) 疫苗。
表 1　不同疫苗各组分含量

T able 1　 Ingredien t group con ten t of differen t vaccines

mL

组别
Group s

油相
O il2phase

水相W ater2phase

内相
Inside2phase

外相
Q utside phase

A 250 200 50

B 250 125 125

C 200 200 100

D 200 175 125

1. 2. 2　疫苗质量检验　无菌检验、粘度测定 (吸

管法)和稳定性试验, 均按兽用生物制品规程[9 ]的方

法; 安全试验, 按表 2的方法分别对稳定性较好的

A , C 组疫苗进行试验, 并观察各组鸡的精神、食欲

等状况, 连续观察 7 d, 并于接种后第 15天处死试

验鸡, 剖检观察注射部位疫苗吸收情况。
表 2　安全性试验处理方法

T able 2　M ethods fo r safety experim ent

日龄
D ay age

接种途径
Inocu lation

rou te

剂量ömL
Do se

试验鸡数
N um ber of tested

ch icken

14 颈部皮下注射
Subcu taneous in jection 1. 5 5

90 胸部肌肉注射
M uscle in jection 3. 0 5

1. 2. 3　疫苗免疫效力试验　将 30日龄健康雏鸡

360只, 分别随机分为 3组, 每组 120只, 隔离饲养。

雏鸡颈部皮下分别注射疫苗A 和C, 以注射生理盐

水作对照, 剂量 0. 5 mL ö只, 并于接种后的 1, 3,

5, 7, 9, 11, 14, 21, 30, 90, 180, 270和 360 d

时采血, 随机抽样, 每组 10只, 用微量法测定A IH 5

和A IH 9H I抗体。

1. 2. 4　保护力试验　将上述各组鸡分别于免疫后

的 5, 7, 9, 14, 21, 30, 90, 180, 270和 360 d,

随机抽样, 每组 5只, 分别用 100倍 E ID 50的A I种

毒 (H 5N 1 和H 9N 2) 攻击免疫鸡, 观察发病死亡和存

活情况, 死亡鸡剖检, 观察病变。

1. 2. 5　保存期试验　随机抽检C 组的 3个不同批

次疫苗, 4 ℃静置 6, 9, 12个月, 观察有无分层破

乳现象, 同时用相应的一个批次疫苗免疫 1月龄试

验鸡, 剂量为 0. 5 mL ö只, 免疫后第 7, 14, 21, 30,

90, 180和 270天分别按每组 10只鸡采血测定H I

抗体。

2　结果与分析

2. 1　疫苗质量检验结果

　　由表 3可以看出, 各组疫苗的无菌检验均合格;

B , D 两组的稳定性不合格, 表明制备双乳相疫苗

时, 各相比例不恰当, 制成的疫苗稳定性较差。此

外亦可看出, 双乳相疫苗粘度低, 易吸收, 注射部

位吸收良好。

表 3　疫苗质量检验结果

T able 3　R esu lt of the quality test of the vaccine

组别
Group

无菌检验
Sterile test

粘度试验ös
V isco sity test

稳定性试验
Stab ility test

安全性试验 Safety test

精神状态
V igour condition

吸收情况
A bso rp tion situation

A
合格

Q ualified 5±0. 2 合格
Q ualified

无明显变化
N o clear change 1ö43 3 —

B 合格
Q ualified 4±0. 5 不合格

N o t qualified —3 —

C 合格
Q ualified

4±0. 2 合格
Q ualified

无明显变化
N o clear change

0ö5

D 合格
Q ualified

4±0. 2 不合格
N o t qualified

— —

　　注: 3 未作安全性试验; 3 3 不完全吸收ö完全吸收。

N o te: 3 W ithou t safety test; 3 3 N o t comp lete abso rp tionöcomp lete abso rp tion.

2. 2　免疫效力试验结果

由图 1可以看出, 试验鸡A I双乳相疫苗免疫

后, 3～ 5 d 产生H I抗体, 9～ 14 d 抗体达高峰, 其

中A IH 5N 1 抗体可达 8. 83 log2, H 9N 2 抗体可达 11

log2以上。其H I抗体可在 5 log2以上持续达 9个

月之久。

本试验研制的A I双乳相疫苗, 刺激机体产生

抗体及抗体达峰时间均较有关资料[10～ 13 ]报道的早,

与其抗体峰值水平和抗体持续时间基本相近。表明

双乳相疫苗具有抗原释放快但持续时间不减、刺激

机体产生抗体快且达峰值时间较早的优点, 尤其适

用于尚无弱毒活疫苗预防情况下的预防接种, 特别
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是暴发疫情时, 用于紧急预防接种, 效果更加显著。

　　由于 A IV 的致病性主要由其 HA 抗原决

定[13 ] , 故本试验仅做了H I抗体效价的测定。由于

A IV 的血清型较多, 本试验用H 5N 1 和H 9N 2 毒株种

毒, 对于预防高毒力A I的突然入侵及地方流行毒

株危害均有较为重要的意义。本试验疫苗A 免疫试

验鸡后其抗体水平较C 低, 可能与疫苗C 的抗原含

量较高有关。

2. 3　保护力试验

攻毒后发病鸡主要表现为精神沉郁,体温升高,

排白色水样稀粪, 饮水增多, 出现呼吸道病状。剖

检病变: 腺胃乳头出血, 盲肠扁桃体出血肿大, 喉

头及气管粘液增多, 对照鸡正常。

由表 4可以看出, A I双乳相疫苗免疫试验鸡

后, 5 d 产生免疫力, 7 d 可产生 100%保护力, 这种

保护力可持续 9个月以上。与有关资料[8～ 11 ]中的油

乳剂灭活苗相比, 其免疫力产生和产生 100%保护

力的时间显著提前。结合表 5中的H I效价, 表明强

毒株A I (H 5N 1) H I抗体效价达 5 log2以上时, 可

对机体产生保护力, 与以上报道中结果一致。因此,

A I双乳相疫苗具有为机体更早提供保护的特点。

表 4　攻毒死亡情况

T able 4　D eath condit ion after challenge 只

种毒
Species
strain

攻毒时间öd T im e of challenge

5 7 9 14 21 30 90 180 270 360

H 5N 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1

H 9N 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2. 4　保存期试验

各批次疫苗均无分层破乳现象, 免疫试验结果

见表 5。由 5可以看出,A I双乳相疫苗保存 6～ 12个

月后, 其免疫效力有轻微的下降, 但不明显, 其保

存期可以暂定为 9～ 12个月, 结合图 1, 表 4结果,

A I双乳相疫苗的免疫期可以定为 6～ 9个月, 这与

上述一些报道的常规油乳灭活疫苗基本一致。表明

双乳相疫苗保存简单、方便、效果更优。由于本试

验研制的双乳相苗中用了 2种毒株, 而H 5N 1 为强

毒株, 因此, 在保存期试验中, 为了方便仅对H 5N 1

毒株测定了H I效价, 也是可行的。

表 5　不同保存时间对疫苗 (H I) 效价的影响

T able 5　Effect of H 5N 1 A ntibody (H I) t iter differen t stocked period log2

保存时间ö月
Stocke period (month)

H I抗体 H IA ntibody titer

7 d 14 d 21 d 30 d 3月 6月 9月

6 5. 18 8. 33 8. 23 8. 15 7. 85 6. 23 4. 83

9 4. 97 8. 16 8. 18 8. 08 7. 73 6. 12 4. 77

12 4. 88 8. 83 8. 03 7. 88 7. 65 5. 98 4. 77

3　结　论

双乳相禽流感灭活疫苗与常规油乳剂灭活疫苗

相比, 具有粘度低、注射部位易分散、极易吸收、局

部及全身反应轻微、佐剂效应较好等优点。免疫 30

日龄新罗曼蛋雏鸡, 免疫后 3～ 5 d 产生H I抗体, 5

～ 7 d 产生保护力, 较常规油乳灭活疫苗明显提前,

而保护力与常规疫苗基本相近。达峰时间出现较早,

而抗体维持在较高水平 (6 log2) 的时间与常规疫苗

相似, 在与普通油乳剂疫苗相同的保存条件下, 12

个月内未见分层破乳现象, 其免疫效能也无明显下

降。表明双乳相禽流感灭活疫苗是一种性能良好、免

疫效果可靠、保存方便、能迅速产生免疫力及有较

高保护作用的生物制品, 具有广阔应用前景。
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Study on inact iva ted b iphasic lactea l vaccines aga in st avian influenza

HUANG J ian -wen 1, J IANG Yan -fen1, HE W e i-m ing1, M A Qiu-m ing1,
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Abstract: In th is research inact iva ted b iphasic lactea l vaccines w as p repared u sing an t igen w ith avian

influenza viru s (A IV ) H 5N 1 and H 9N 2 sub types. A cco rd ing to the test of sterility, stab ility and safety, A

and C vaccine m easu red up to the dem ands of the ru le of an im al b io logica l m edicine. T he resu lt of the test

of imm un ity and p ro tect ion effect show s, its an t ibody ( H I) cou ld be p roduced 3 - 5 days after

imm un izat ion, and reached its peak s w ith in 9- 14 days, T he an t ibody (H I) of H 5N 1 cou ld be reached 9

log2, and H 9N 2 cou ld be reached 11 log2. Its p ro tect ion effect w as equal to the conven t ion l vaccine, bu t the

t im e period of p ro tect ion w as advanced. A t 4 ℃, it cou ld be stocked fo r one year, and the imm une period

cou ld last fo r 6- 9 mon th s.

Key words: avian influenza; b iphasic lactea l vaccine; inact iva ted vaccine
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