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　　[摘　要 ]　检测了 4批自制禽脑脊髓炎冻干活疫苗的安全性和最小免疫剂量,并对疫苗进行了病毒含量测定

和攻毒保护试验。结果表明,鸡接种疫苗后精神、食欲及发育均正常,疫苗安全性良好; 接种病毒剂量为 500 E ID 50

时,可使免疫鸡产生可靠的免疫力,抵抗A EV V R 株强毒的攻击,降低鸡群发病率,所以该疫苗的最小免疫剂量

≤500 E ID 50ö羽。4批疫苗病毒含量均大于 103. 5 E ID 50ö羽份,攻毒后保护率均在 87. 5%以上。
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　　禽脑脊髓炎 (A vian Encephalom yelit is, A E)是

由小RNA 病毒科的禽脑脊髓炎病毒 (A EV )引起的

主要危害幼禽中枢神经系统的一种病毒性传染

病[1 ]。该病在我国流行日趋严重,主要引起产蛋鸡产

蛋率一过性下降, 1 月龄以内的雏鸡感染后发生头

颈震颤,瘫痪和衰竭死亡,死亡率达10%～ 25%。由

于本病具有发病突然,难以预测持续期,可通过水平

接触和垂直传播等特点,所以对养禽业的危害非常

严重。控制该病的有效方法是对种鸡进行疫苗接种,

通过母源抗体使雏鸡获得保护[224 ]。目前,临床上使

用的疫苗主要有弱毒疫苗及灭活疫苗 2 种,其中弱

毒疫苗具有接种方便、经济、省力、免疫期较长等优

点,对控制A E 的发生起重要作用。国内对禽脑脊髓

炎疫苗的研究大多集中在灭活疫苗上,关于弱毒疫

苗的研究报道较少,市场上弱毒疫苗供应全部依赖

进口。焦铁军等[5 ]在对引进A EV 1143疫苗毒株进

行系统鉴定研究后,试制了几批禽脑脊髓炎冻干活

疫苗,本试验进一步对该疫苗的安全性、最小免疫剂

量和免疫效力进行研究,以为该疫苗的生产与检验

技术参数的制定提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　疫　苗　自制A E 1143株冻干活疫苗,共 4

批,批号分别为200009, 200103, 200109和200203。

1. 1. 2　病　毒　A EV V R 株强毒, E ID 50 为

107. 2ömL ,以 0. 05 mL ö只的剂量脑内接种 6～ 10 周

龄SPF 雏鸡,能引起80%以上雏鸡发病。

1. 1. 3　SPF 鸡胚、鸡　SPF 种蛋购自北京梅里亚

维通实验动物技术有限公司, 部分孵化至 7 日龄

( SPF 鸡胚)用于实验, 部分孵化至出壳 (SPF 鸡) ,

饲喂于负压隔离器内。

1. 2　禽脑脊髓炎病毒抗体的检测

A EV 抗体的检测采用EL ISA 法。A EV 酶标试

剂盒购自美国 ID EXX 公司,血清EL ISA 抗体滴度

低于1∶396时判为阴性。

1. 3　自制A E 冻干活疫苗的安全性试验

将80只6～ 8周龄SPF 鸡随机分为4组,分别用

于 200009, 200103, 200109和 200203各批次疫苗的

安全性试验,每组分口服和刺种2个处理,每处理10

只鸡。各批次疫苗均按瓶签注明羽份用生理盐水适

当稀释后,分别通过口服和刺种 2 种途径接种SPF

鸡,刺种组接种剂量为正常使用剂量的 10 倍,口服

组中 5只鸡接种剂量为正常使用剂量的 10 倍,另 5

只鸡接种剂量为正常使用剂量的100倍。接种后3～

4周内观察所有鸡的精神、食欲是否正常,有无局部

和全身反应,有无发病现象。

1. 4　自制A E 冻干活疫苗最小免疫剂量检测

将35只8周龄SPF 鸡分为 5组,每组 7只, É ,

Ê , Ë 和Ì 组分别口服接种用生理盐水作1∶200,
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1∶1 000, 1∶2 000和1∶2 500倍稀释 (病毒含量分

别为24485, 5000, 2500和2035 E ID 50ömL )的200009

批疫苗, 0. 2 mL ö只; Í组鸡接种相同剂量生理盐水
作对照。接种后7, 14, 17和21 d分别翅下静脉采血,

分离血清,用EL ISA 试剂盒检测血清中抗体水平,

并在第21天采血后,所有鸡脑内攻击A EV V R 强毒

株, 103 E ID 50ö羽,观察21 d,统计发病鸡数并计算保

护率,确定疫苗最小免疫剂量。

1. 5　自制A E 冻干活疫苗的免疫效力试验

1. 5. 1　A EV 含量的测定　 (1) SPF 鸡胚检验。用灭

菌生理盐水将疫苗作10倍系列稀释,取10- 4, 10- 5和

10- 6 3个稀释度,分别卵黄囊内接种 6～ 7 日龄SPF

鸡胚 10 枚 (0. 2 mL ö枚) , 另取 20 枚 SPF 鸡胚作对

照,继续孵化并观察至出雏后3 d,弃去72 h 前死胚,

将特异性死胚和麻痹、运动失调的雏鸡判为感染,计

算E ID 50,对照鸡胚出雏率应在 70%以上,且无禽脑

脊髓炎症状。

(2) SPF 雏鸡检验。用灭菌生理盐水将疫苗做

10倍系列稀释,取10- 5, 10- 6, 10- 7 3个稀释度,分别

脑内接种1日龄SPF 雏鸡10只 (0. 05 mL ö只) ,另取

5只鸡接种相同剂量生理盐水作对照,观察 15 d. 雏

鸡运动失调、头部震颤判为感染,计算 ID 50,对照鸡

应不发病。

1. 5. 2　攻毒保护试验　将批号为200009的疫苗按

正常使用剂量分别口服接种 21, 26, 56 日龄SPF 鸡

各10只,另取5只鸡口服生理盐水做对照, 21 d 时所

有鸡脑内接种禽脑脊髓炎强毒V R 株,进行攻毒,剂

量为103 E ID 50ö只,观察17 d,统计保护率。200103,

200109和200203批疫苗均采用28和56日龄SPF 鸡

进行试验,免疫,攻毒方法同前。

2　结果与分析

2. 1　自制A E 冻干活疫苗的安全性

　　所有试验鸡均未发生脑脊髓炎,刺种部位也未

见异常病变,精神食欲不受影响,发育正常 (表1)。说

明疫苗是安全的,可用于6周龄以上的鸡。
表 1　自制A E 冻干活疫苗的安全性

T able 1　Safety of A E live vaccine

疫苗批号
L o t

鸡龄ö周
W eek2age

接种途径
Inocu late rou te

鸡数
N o. of ch ickens

观察结果
Response of ch icken

200009 6
刺种 In tram uscu lar 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

口服O rally 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

200103 7
刺种 In tram uscu lar 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

口服O rally 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

200109 8
刺种 In tram uscu lar 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

口服O rally 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

200203 8
刺种 In tram uscu lar 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

口服O rally 10 无局部和全身反应,精神、食欲正常N o rm al

2. 2　自制A E 冻干活疫苗的最小免疫剂量

结果见表2。从表2可看出, 200009批疫苗的免

疫剂量为 500～ 489 7 E ID 50ö羽时,免疫鸡 14～ 21 d

时血清中A EV 抗体滴度为1∶583～ 1∶727 8,接种

489 7 E ID 50ö只剂量组 21 d 时抗体水平最高,达 1∶

7278,产生的抗体水平能够抵抗A EV V R 强毒的攻

击,保护率均为100%。而407 E ID 50ö羽剂量组与对
照鸡血清抗体滴度在1∶247以下,攻毒保护率分别

为42. 85%和 10%。所以该疫苗的最小免疫剂量≤

500 E ID 50ö羽。
表 2　自制A E 冻干活疫苗最小免疫剂量

T able 2　M inim um Imm unity do se of A E live vaccine

组别
Group

免疫剂量ö
(E ID 50·羽- 1)
Imm une do se

免疫后不同时间血清EL ISA 滴度
Serum EL ISA titers of differen t t im e po st inocu lation

7 d 14 d 17 d 21 d

攻毒保护率ö%
P ro tection

rate

É 4 897 1∶88 1∶2 906 1∶3 200 1∶7 278 100
Ê 1 000 1∶80 1∶583 1∶2 204 1∶2 132 100
Ë 500 1∶9 1∶828 1∶1 275 1∶1 241 100
Ì 407 1∶8 1∶190 1∶213 1∶247 43. 85

对照 Contro l 生理盐水 Saline 1∶20 1∶4 1∶90 1∶31 10

2. 3　自制A E 冻干活疫苗的效力

2. 3. 1　病毒含量　由表3可知,各批疫苗中病毒含

量均在103. 59E ID 50ö羽或105. 1 ID 50ö羽以上。根据最小

免疫剂量测定结果可知, 4 批疫苗的病毒含量为最

小免疫剂量的 6 倍以上,所以疫苗中的病毒含量应

能保证其具有足够的免疫效力。
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表 3　自制A E 冻干活疫苗病毒含量测定结果

T able 3　V irus titers of A E living vaccine

疫苗批号
L o t

A EV 含量
V irus titers per b ird do se

E ID 50ö(E ID 50·羽- 1) ID 50ö( ID 50·羽- 1)

疫苗批号
L o t

A EV 含量
V irus titers per b ird do se

E ID 50ö(E ID 50·羽- 1) ID 50ö( ID 50·羽- 1)

200009 103. 69 105. 5 200109 ≥103. 89 105. 1

200103 103. 59 105. 6 200203 ≥103. 79 105. 8

2. 3. 2　疫苗攻毒保护试验结果　由表 4 可知, 用

200009批疫苗口服接种21, 26, 56日龄SPF 鸡,免疫

后21 d 脑内攻击V R 强毒的保护率分别为80% , 87.

5%和100%。其余3批疫苗在28日龄时接种的保护

率≥90% , 56日龄接种时保护率均为100%。而空白

对照组80%鸡出现共济失调等A E 症状。
表 4　自制A E 疫苗免疫鸡攻毒试验结果

T able 4　T he resu lt of imm une ch ickens challenged w ith A EV V R strain

疫苗批号
L o t

免疫鸡日龄öd
D ay2age of ch ickens

inocu lated

免疫鸡数
N o. of ch ickens

inocu lated

攻毒后健康鸡数
N o. of ch ickens

su rvival

保护率ö%
P ro tection

rate

200009 21 10 8 80

26 8 7 87. 5

56 10 10 100

200103 28 10 9 90

56 10 10 100

200109 28 10 9 90

56 10 10 100

200203 28 10 10 100

56 10 10 100

对照组
Contro l

28 5 0 0

56 5 1 20

3　讨　论

A EV 1143株是一株具有高度免疫原性和低嗜

神经毒力的疫苗毒株,但对日龄较小的易感鸡仍然

可引起发病,并可通过粪便排毒,日龄愈小,排毒时

间愈长,病毒的这些特点均可能对疫苗的安全性产

生影响。本试验中疫苗的安全性试验结果表明,自制

禽脑脊髓炎活疫苗对6周龄以上SPF 鸡通过口服和

刺种2种途径接种均是安全的。

有研究表明, 以 IgG 为主的体液免疫在抵抗

A EV 感染过程中起关键作用[227 ]。检测A EV 抗体常

用的方法有病毒中和试验 (VN )、鸡胚易感性 (ES)

试验、琼脂扩散试验 (A GP )和酶联免疫吸附试验

(EL ISA )等。EL ISA 与VN 以及ES所测免疫抗体水

平有良好的相关性[829 ] ,且比琼脂扩散试验更适用于

评价免疫抗体水平。本研究最小免疫剂量测定试验

中采用的EL ISA 方法,能够准确地反映血清中的抗

体水平,从试验结果来看,免疫接种后14 d 前3组抗

体均为阳性,且抗体水平与接种病毒剂量正相关,攻

毒保护试验的结果也验证了这一点。所以,确定该疫

苗的最小免疫剂量≤500 E ID 50ö羽。
国外有研究表明,病毒含量、攻毒保护率与抗体

水平之间具有相关关系[10211 ]。美国规定A E 活疫苗

产品的病毒滴度应高于免疫原性测定的病毒滴

度[12 ] ,以保证在有效期内的任何时间抽检, 产品的

病毒滴度均比最小免疫剂量高 100. 7且不低于 102. 5

E ID 50ö羽份。本研究中,根据疫苗最小免疫剂量测定

结果可知,所制 4 批疫苗每羽份病毒含量为最小免

疫剂量的 6 倍以上,所以应能保证接种鸡产生足够

的免疫效力。

200009批疫苗的试验结果表明,免疫鸡日龄愈

大,保护率愈高,同时对照组鸡对强毒攻击也产生一

定的抵抗力。分析原因,一方面由于鸡随日龄增大免

疫系统功能日趋健全,抵抗力增强所致;另一方面也

可能与其产生的细胞免疫有关。成子强等[6 ]的研究

结果表明, A E 细胞免疫与日龄增长存在相关性。

W estbu ry 等[13214 ]和N icho las 等[15 ]研究发现, A EV

血清中和抗体在日龄较大鸡感染后很快产生,伴随

着它的产生,脑组织中的病毒滴度降低,病毒血症停

止,在1, 7, 14日龄感染病毒比在21, 28日龄感染产

生的中和抗体水平稍低,产生血清中和抗体能力是

与年龄相关的抵抗A EV 感染的重要因素。由于

A EV 对3周龄以内的雏鸡尤为易感,且有报道[12 ]雏

鸡的母源抗体可持续 8 周,所以本研究选择 21, 26,
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56日龄SPF 鸡进行攻毒保护试验。结果发现,疫苗

对脑内攻击V R 强毒的保护率均为80%～ 100% ,对

照组发病率为80%～ 100%。另外,本试验还发现,只

要在 3～ 4 周龄时接种,保护率达到 80%以上,才可

保证8周龄以上鸡产生100%的保护率。因为本研究

实验动物为 SPF 鸡, 不存在母源抗体的干扰, 所以

在进行疫苗效力检测时,只需避开易感年龄即可进

行免疫攻毒保护试验。有的国家在A EV 活疫苗的效

力检验时采取2～ 4周龄免疫接种,考虑到过早免疫

接种排毒时间长可能对环境安全性产生威胁,本试

验初定疫苗成品效力检验接种时间为3～ 4周龄。
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Safety and m in im um imm une do se and imm une po tency tests

of avian encepha lom yelit is live vaccines

J IAO Tie- jun1,L I He- l in 1, ZHANG Hao1,L I J ian -q iang1, 2

(1 Y ang ling L uf ang B io2eng ineering Co L TD , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Fou r lo ts of A vian Encephalom yelit is live vaccines m ade by ou rselves w ere cho sen and est i2
m ated in safety,m in im um imm une do se and imm une po tency. T he resu lts demon stra ted that the inocu la ted

ch icken s show ed no sign of o ther d iscom fo rts, and their sp irit, appet ite and developm en t w ere the sam e as

tho se in con tro ls in the period of 4 w eek s po st inocu la t ion. T he resu lts show ed that the imm une do se of 500

E ID 50 cou ld induce so lid imm un ity, effect ively p ro tect ch icken again st the challenge of the viru len t viru s

A EV A R , and the m in im um do se of the vaccine w as ≤500 E ID 50. T he viru s con ten t of each lo t w as above

103. 5 E ID 50 per b ird do se, 3242w eek o ld ch icken s inocu la ted o ra lly w ith graded do se w ere challenged after 3

w eek s po st inocu la t ion, and the p ro tect ion ra te w as mo re than 87. 5%.

Key words: A vian Encephalom yelit is; safety; m in im um imm une do se; imm une po tency

82 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷


