
lap in ised vaccine viru s w ere ob ta ined w ith R T 2PCR. 211 bp of each of these segm en ts w ere sequenced by

DNA star. H igh ly hom o logou s of the coding sequehce of these segm en ts w ere ob served. T he iden t ity of nu2

cleo t ide sequences and am inoacid sequences w ere 98. 1%～ 100% , tha t of 9 ba tches of these vaccine iden t i2

f ied com p letely. T hese resu lts confirm ed tha t the m o lecu lar. Structu re of the hog cho lera lap in ized vaccine

stra in is h igh ly stab le.
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[摘　要 ]　将H 9亚型禽流感病毒尿囊液,经甲醛灭活,以矿物油为佐剂制成油乳剂灭活疫苗。疫

苗物理性状良好,接种鸡无不良反应,接种疫苗后 14d,禽流感病毒H I GM T (L og2)为 7. 7～ 7. 8,

21d 为 8. 9～ 9. 3,于接种疫苗后 14、21、30、60d 攻击同型禽流感病毒,接种疫苗鸡全部获得保护。现

地实验取得了良好地免疫效果,证明制备的油乳剂灭活疫苗安全,免疫原性良好。

[关键词 ]　禽流感; 灭活疫苗; H 9亚型

　　禽流感是由正粘病毒科中的A 型流感病毒 (A 2

vian Influenza V iru s, A IV )引起的一种重要禽类传

染病。感染禽主要出现呼吸道症状,产蛋量下降,腹

泻及急性死亡等多种临床表现,对养禽业危害极大,

因此,必须采取有效的综合性防制措施,良好地控制

禽流感的流行和蔓延。

目前在控制禽流感流行的各项措施中,一些国

家采用接种油乳剂灭活疫苗,成功地控制了禽流感

的发生和流行。结合我国当前禽流感防制的实际,我

们用低毒力H 9亚型A IV 株,试制了若干批A IV 油

乳剂灭活疫苗,经过疫苗安全性和免疫原性测定,并

在一定范围内试用,制备的灭活疫苗安全可靠,免疫

原性良好。现将主要试验情况报告如下。

1　材料与方法

1. 1　制苗用毒种　H 9 亚型低毒力毒株,该毒株的

红细胞凝集试验 (HA )滴度为 1∶320～ 1280, E ID 50

为 108. 15,M D T 90h, ICP I 1. 15, IV P I 1. 05, 致病力

测定结果表明,属于中等毒力以下毒株。

1. 2　试验鸡　试验中使用的鸡只大部分为A IV 抗

体阴性的健康鸡,少数为本厂提供的 SPF 鸡。

1. 3　制备疫苗

1. 3. 1　制苗方法　取 9～ 11 日龄 SPF 鸡胚,尿囊

腔接种 10- 3～ 10- 4稀释的种毒 0. 2m l 后, 置 37～

38℃孵育,收取接种后 48～ 120h 死胚和活胚的尿囊

液,经检测 HA 滴度在 1∶320 以上时, 以 0. 3%甲

醛于 37℃灭活 24h,再按一定比例加入灭菌备用的

10号白油、司盘 85、硬脂酸铝和吐温280,按常规方

法乳化,制成油包水型油乳剂灭活疫苗, 置 4～ 8℃

保存。

1. 3. 2　不同接毒量对鸡胚血凝活性的影响　为了

测定不同接毒量对鸡胚繁殖病毒的影响,选择如下

滴度: 10- 2、10- 3、2×10- 4、10- 4、10- 5,每胚接种0. 2

m l, 收取接毒后 48～ 96h 死胚的尿囊液, 测定 HA

效价。另外,以种毒的 10- 3稀释液,按每胚 0. 1m l和

0. 2m l, 各接种 50 枚鸡胚, 收取接毒后 48～ 96h 死

胚的尿囊液,以红细胞凝集试验,测定血凝效价。

1. 3. 3　接毒孵育后死胚及活胚的血凝价测定　以

10- 3稀释的种毒,按每胚接种 0. 2m l,收集接毒后 48

～ 96h 的死胚及 96h 的活胚,以红细胞凝集试验测

定尿囊液的血凝价。

1. 4　灭活疫苗的物理性状检查　按文献[1 ]所列的

方法进行外观检查、稳定性检测、剂型检测及粘度检

查。另将制备的油乳剂灭活疫苗分别接种硫乙醇酸

盐 (T、G)培养基,酪胨琼脂 (G、A )及葡萄糖蛋白胨

(G、P)汤培养基中, 37℃培养 96h 进行无菌检验。

1. 5　疫苗安全性检验
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1. 5. 1　动物实验　取 6 只 4～ 6 周龄试验鸡,颈部

皮下接种 2m l制备的油乳剂灭活疫苗,观察 21d,检

查接种疫苗鸡的局部及全身反应。

1. 5. 2　灭活效果检查　取 10日龄 SPF 鸡胚 6只,

每个注射灭活胚液 0. 2m l,每天照蛋 2 次,观察 5d,

鸡胚意外死亡不应超过 1ö 6,对所有胚液分别测血

凝价,无血凝出现,认为灭活完全。

1. 6　效力试验

1. 6. 1　抗体的检测　取 40只不同日龄的禽流感非

免疫鸡, 颈部皮下接种 0. 3m l油乳剂灭活苗, 分别

于接种后的 14、21、30 和 60d, 采集血清, 测定血清

中抗A IV 红细胞凝集抑制试验 (H I)抗体效价。为了

检验产蛋鸡的免疫效果,每只鸡接种0. 5m l疫苗后,

于不同间隔时间收集所产的鸡蛋,按文献[2 ]的方法

提取卵黄抗体,测定抗A IV H I抗体效价。

1. 6. 2　攻毒试验　取 1～ 2 月龄禽流感非免疫鸡,

皮下接种 0. 3m l油乳剂灭活疫苗,间隔一定时间取

接种疫苗鸡攻击H 9亚型A IV。攻击用病毒的标准

是:接种鸡出现精神沉郁、呼吸道症状、腹泻、产蛋下

降等症状,病毒致病力试验[ 3 ]死亡 6只以下。

1. 6. 3　现地免疫效果观察　选择 2个养鸡场,一个

饲养雏鸡,另外一个是蛋鸡场,雏鸡于 10～ 15日龄

之间, 每只鸡颈部皮下接种 0. 2m l 油乳剂灭活疫

苗;蛋鸡场的鸡群正在发病,病鸡表现流泪、流鼻汁,

呼吸困难等呼吸道症状,产蛋量下降,并有少量鸡死

亡,经采血分离血清,进行禽流感琼脂扩散试验,结

果为阳性,认定该场为禽流感感染鸡场。对该场的每

只蛋鸡胸部肌注 0. 5m l油乳剂灭活疫苗,间隔不同

时间收集蛋鸡所产的蛋,按文献[2 ]方法提取卵黄抗

体,测定抗A IV H I抗体效价,并观察注苗后的反应

及疫情控制情况。

2　结　果

2. 1　疫苗物理性状

2. 1. 1　外观检测　疫苗外观呈白色均质乳剂。

2. 1. 2　剂型检查　疫苗滴于冷水中后,呈圆的油滴

状不分散。

2. 1. 3　稳定性检测　疫苗经 3000röm in 离心

15m in 后或置疫苗在 37℃左右条件下放置 21d, 无

分层或破乳。

2. 1. 4　粘度检查　在 25℃左右室温,用 1m l吸管,

出口内径 1. 2mm ,吸取疫苗 1m l,令其垂直流出,流

出 0. 4m l所需时间为 5s+ 0. 5s。

2. 2　疫苗的无菌检验　疫苗接种上述 3 种培养基

后,经培养检查,均无细菌生长。

2. 3　疫苗安全性检验　选择 6只安检鸡,每只接种

2m l油乳剂灭活苗后,注苗鸡精神、食欲良好,未见

不良反应,接种疫苗的局部皮下组织吸收良好。灭活

效果检查时,接种灭活尿囊液的鸡胚,未见致死鸡胚

及有血凝活性。

2. 4　鸡胚中影响病毒繁殖因素的测定

2. 4. 1　不同接毒量对鸡胚血凝活性的影响　将种

毒做 10- 2、10- 3、2×10- 4、10- 4和 10- 5等不同稀释,

每胚接种 0. 2m l,分别接种一定数量的鸡胚,收获含

毒尿囊液,并测定尿囊液血凝滴度,结果见表 1。
表 1　不同接毒量鸡胚血凝价测定结果

试验
次数
稀释度

剂量
(m l)
鸡胚
总数

接毒后死胚数 (只)

48h 54h 60h 66h 72h 78h 84h 90h 96h 小计

活胚
数

血凝价

死胚 活胚

1 2×10- 2 0. 2 10 9 9 1 1∶160

10- 2 0. 2 10 8 1 9 1 1∶320

2×10- 2 0. 2 30 1∶80

2 10- 2 0. 2 27 1∶160

2×10- 3 0. 2 15 1∶320

10- 3 0. 2 15 > 1: 320

3 10- 2 0. 2 300 2 2 20 14 31 43 100 7 219 46 1∶320 1∶160

10- 3 0. 2 300 1 4 12 10 33 56 92 16 224 47 1∶320 1∶160

4 10- 2 0. 2 906 4 9 13 9 10 20 84 220 125 494 300 1∶640 1∶160

10- 3 0. 2 1110 3 21 20 10 5 28 87 310 221 705 390 1∶320 1∶160

5 10- 3 0. 2 1∶640

10- 3 0. 1 1∶640

6 10- 3 0. 2 20 3 2 2 7 12 1∶640 1∶320

10- 4 0. 2 20 2 1 4 7 12 1∶640 1∶320

10- 5 0. 2 20 1 1 18 1∶640 1∶320

2. 4. 2　接毒鸡胚的血凝价测定　按一定剂量给鸡

胚接种毒种以后,弃去接毒后 24h 以前死亡的鸡胚,

从 48h 开始,间隔 6h 检查一次鸡胚,观察结果表明,

鸡胚多在接毒后 72～ 90h 之间死亡,其余时间死亡
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鸡胚较少。分别收获死胚和活胚的含毒尿囊液,以常

规的微量法测定血凝价,结果死胚的血凝价可达 1

∶320～ 1∶640,活胚的血凝滴度较低, 一般在 1∶

160左右,详细结果见表 1。

2. 5　效力试验

2. 5. 1　抗体效价测定　选择的疫苗接种鸡,间隔不

同时间,以微量法测定血清中的血凝抑制抗体 (H I)

效价,结果见表 2。

2. 5. 2　攻毒试验　随机选取 2批疫苗,各接种一定

数量的雏鸡,间隔一定时间,攻击 H 9 亚型病毒, 观

察试验鸡死亡情况,并于攻毒后 5d,采集肛门拭子,

分离H 9亚型A IV ,详细结果见表 3。
表 2　血清中H I抗体效价测定结果

疫苗批号 鸡数 日龄
剂量
(m l)

接种后 GM T (L og2)

14d 21d 30d 40d 50d 60d 90d

2001 10 42 0. 3 7. 8 8. 9 8. 3 8. 7 8. 5 8. 4 8

2102 15 10～ 15 0. 2 7. 7 9. 3 8. 8 8. 7 8. 4 7. 9

2105 15 50 0. 3 9. 2 9. 5 9. 1

表 3　免疫鸡攻毒试验结果

疫苗
批号

免疫
剂量
(m l)
鸡数
攻毒后
时间 (d)

免疫组 对照组

健活数
分毒阳
性数
健活数
死亡或分
毒阳性数

2002 0. 3 10 14 10ö 10 1ö 10 4ö 5 5ö 5

10 21 10ö 10 0ö 10 5ö 5 5ö 5

10 30 10ö 10 0ö 10 4ö 5 5ö 5

10 60 10ö 10 0ö 10 5ö 5 5ö 5

2003 0. 3 10 14 10ö 10 2ö 10 4ö 5 5ö 5

10 21 10ö 10 0ö 10 5ö 5 5ö 5

10 30 10ö 10 0ö 10 5ö 5 5ö 5

10 60 10ö 10 0ö 10 4ö 5 5ö 5

2. 6　现地免疫效果观察　在区试中,不同年龄的鸡

接种疫苗后,均无任何不良反应。禽流感流行的产蛋

鸡场,接种疫苗后 10余天,病鸡死亡停止,呼吸道症

状发病鸡明显减少。2个月左右,产蛋量逐渐恢复正

常的 50%左右。并定期随机收集鸡蛋,检测卵黄抗

体中抗A IV H I抗体效价,结果见表 4。
表 4　卵黄中H I抗体效价测定结果

疫苗批号 鸡蛋数
疫苗剂量

(m l)

接种后天数

20 30
GM T (L og2)

2007 20 0. 5 8. 1 8. 3 8. 8

　　目前已试制疫苗 100 余万m l, 经在 4 个省区

200余万只鸡的区域试验证明,疫苗安全,免疫原性

良好,有力地控制了禽流感的流行。

3　讨论与小结

3. 1　疫苗种毒按 10- 3～ 10- 4稀释接种鸡胚能良好

地在鸡胚中复制,获取的尿囊液具有较高的血凝滴

度,一般死胚尿囊液的滴度在 1∶320以上,应用该

尿囊液能制备出优质的禽流感油乳剂灭活疫苗。

3. 2　疫苗物理性状良好,完全符合《兽用生物制品

规程》[ 1 ]的要求。

3. 3　试制的 20批油乳剂灭活疫苗,经鸡只的安全

性检验和鸡胚的灭活效果检查,证明制备疫苗用的

含毒尿囊液灭活彻底、完全,接种鸡安全性良好。

3. 4　疫苗的免疫原性良好,雏鸡接种疫苗后,能产

生较高效价的抗体, H I GM T L og2 在 14d 可达7. 7

～ 7. 8, 21d 为 8. 9～ 9. 3。攻毒试验结果表明,接种疫

苗鸡能良好地耐受同型病毒攻击。但血清的A IV H I

抗体监测时间较短,免疫攻毒试验仅做了 2次,今后

尚需增加试验批次,以臻完善有关的实验数据。
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D evelopm en t of Inactiva ted O il-Em ulsion Aga in st H9 Subtype Av ian Inf luenza
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·6· 中国兽药杂志　　　　　　　　　　 　2001, 35 (6) : 4～ 7ö韩正博,等

© 1995-2004 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



inocu la ted w ith avian influenza viru s (A IV ) sub type H 9 and then inact iva ted w ith Fo rm alin. T he geom et2

ric m ean t iters (GM T ) of hem agglu t ina t ion2inh ib it ion (H I) serum an t ibody at 14d po st2imm un iza t ion w as

betw een 7. 7～ 7. 8 log2 and at 2ld w as betw een 8. 9～ 9. 3 log2. 100% P ro tect ion w as ach ieved the vaccine

aga in st the cha llenge of iden t ica l sub type A IV. T he test of f ield experim en t show ed safe and effect of the

vaccine.

Key words: A vian influenza; H 9 sub type; inact iva ted vaccines.
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[摘　要 ]　作者对分离和系统鉴定的一株犬传染性喉气管炎病毒 (犬 2型腺病毒) SY (沈阳)株,用

犬肾传代细胞M DCK 进行了致弱驯化,每驯化 15代做一次初步的犬的安全性试验,用大剂量不同

代次病毒对易感犬进行人工感染试验,每天观察犬的临床症状及白细胞总数,并于接毒后的第 5d

安乐死,作病理解剖学和病理组织学检查。易感犬的感染试验结果表明, SY 株在犬肾细胞上传 15

代时对犬的致病力已降低, 30代时对犬已不引起发烧、精神沉郁和厌食等症状,仅引起轻度的鼻

炎、中度的咽炎, 剖检肺表现正常,仅见支气管淋巴结肿大, 45代时无临床症状,剖检除扁桃体肿

大外没有见到其它症状, 60代毒已完全失去致病力,未见任何临床症状及病理变化。

[关键词 ]　犬 2型腺病毒ö犬传染性喉气管炎病毒; 传代驯化; 疫苗株

　　犬腺病毒是已发现的哺乳动物腺病毒属中致病

性最强、感染动物最广的单分子、线状、双股DNA

病毒, 其 1 型 (CAV 21)主要引起犬传染性肝炎和

熊、狐脑炎; 2型 (CAV 22)主要引起犬科动物传染性

喉气管炎和传染性腹泻。犬腺病毒广泛分布于全世

界,犬腺病毒的感染是我国养犬业、毛皮动物养殖业

危害最大的疫病之一[ 1 ]。目前我国各研究机构及生

产厂家, 用于 CAV 预防所用的疫苗大部分为国外

疫苗的复制品,最初是从国外疫苗中分离的CAV 21

以及后来的 CAV 22 弱毒苗,常和犬瘟热、细小病毒

等其它弱毒一起制成弱毒联苗进行犬腺病毒免疫

的,虽然取得了一定的效果,但不能完全控制我国犬

腺病毒的流行[ 1～ 4 ]。这可能是由于从国外疫苗中所

分得的毒种,背景不清或不纯以及在细胞上所传代

次数较多,其免疫原性和安全性均难以保证或者我

国流行的毒株与国外差异太大所致。从美国生物制

品规程上看,生产用种毒代次要求严格,犬用疫苗所

用毒种限定在 5 代左右,如要从国外疫苗中分离种

毒的话,从克隆筛选到能作生产用毒种都在十多代

以上,其安全性、免疫原性都难于保障。我们在进行

犬腺病毒分子流行病学调查过程中,从沈阳等地送

检的腹泻犬病料中分到多株 2 型犬腺病毒强毒,从

其中挑选一株能产生高抗体效价的 CAV 22 SY 株

在犬肾细胞上进行了致弱驯化和噬斑克隆,现报告

如下。

1 材料与方法

1. 1　细胞　所用M DCK 细胞从中国兽医药品监察

所引进,按常规消化传代, 37℃静置培养。

1. 2　病毒　犬腺病毒 SY 株,是经我们分离和系统

鉴定的一株犬传染性喉气管炎病毒 (犬 2型腺病毒)

的强毒。试验所用毒株为犬肾传代细胞M DCK 培养

的 SY 第 5 代培养物 (简称 SY25) , 在M DCK 细胞

上的 TC ID 50为 10- 5. 0ö 0. 1m l。

1. 3　病毒传代驯化的方法　在M DCK 细胞长成单
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