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摘要 : 用 ND v 肠 , ta 株
、

m v M4 1 株
、

E D S7 6 v HS H公株
、

A E v V an R 笼ke l株为种毒
,

分别接种鸡胚或鸭胚
,

制备

各种病毒抗原液
,

经福尔马林灭活后
,

采用 FI L T R ON 盒式超滤系统对制苗病毒抗原液进行浓缩
,

然后按一定比例混

合
,

以司本 80 及吐温 80 为乳化剂
,

10 号白油为佐剂
,

制成 N。思班场
6 一

AE 四联灭活疫苗
。

对四联苗各项技术指标

进行了测定
,

证明本疫苗安全
、

无任何副作用 ; 免疫 10 一 14 d 后产生免疫力 ;M〕部分效检
,

攻毒 100 %保护
,

每羽份含

N D 效价达 50 一 123 PD 匆 ; IB 部分效检
,

免疫 21 一 28 d 后攻毒保护率达 80 % 一 100 %
,

IB HI 效价) 1: 64 ; E口弥6效检
,

免疫后 21 d HI 效价) 1 : 128 ; A E 效检
,

保护率达 80 % 一 100 %
。

关扭询 : 鸡 ; 四联疫苗 ; 免疫 ;浓缩
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鸡新城疫 (N D )
、

传染性支气管炎 (IB )
、

减蛋综

合征(E D S7 6 )
、

传染性脑脊髓炎 (A E )是危害我国养

禽业发展的 4 种主要病毒性传染病
。

控制这 4 种传

染病的有效手段是进行疫苗免疫接种 〔‘一 4〕
。

然而

以往预防这 4 种传染病的疫苗都是单独免疫的
,

不

仅耗费了大量人力物力
,

而且还会使鸡产生严重应

激反应
。

为了减少接种次数
,

便于生产中应用
,

我们

在单苗研制成功的基础之上开展了四联油佐剂灭活

疫苗的研制工作
。

经过 4 年系统地研究工作
,

完成

了四联苗实验室试验
、

田间试验
、

中间试制及区域试

验
,

完成了本项 目的全部试验内容
。

试验取得了满

意的结果
,

在国内外首次研制成功 ND 一 IB 一 E D S7 6

一 AE 四联灭活苗
。

现将结果报告如下
:

1
。

1

材料和方法

制苗用种毒株

1
.

1
.

1 N D V La 豁ta 株 由中国兽药监察所引人

冻干毒
,

经 sP F 鸡胚增殖复壮 2 代作为种毒
,

其毒

价为 10 , oE I场 / m L
,

H A 价为 l : 1280
。

1
.

1
.

2 IB V M4 1 株 由中国兽药监察所引入冻干

毒
,

经过 SPF 鸡胚增殖 2 代作为种毒
,

其毒价为

10 8
·

75 E I几。/ n 1L
。

1
.

1
.

3 E D S7 6 V H SH幻株 本组 199 1 年 自河北某

E D S7
6
流行地区分离

,

经过系统病毒鉴定证明为纯

净 ED S7 6病毒株
。

其毒价为 105
·

SE ID , /
mL

,

HA 价

) 1 : 1 0240
。

1
.

1
.

4 A E V V an R 笑ke l株 由中国兽药监察所引

人冻干毒
,

经 SP F 鸡胚传 2 一 4 代
,

取胚脑制成 1 :
10

的悬液为种毒
,

其毒价为 10 7
·

”E n飞。/ m L
。

1
.

2 鸡胚和鸭胚

1
.

2
.

1 鸡胚 从北京实验动物中心购人 SP F 鸡种

蛋
,

北京某种鸡场购人非免疫种蛋
,

北京某种鸡场购

人的普通健康鸡种蛋
,

在本研究室孵化
。

SP F 种蛋

用于种毒继代
、

繁殖及毒价测定 ; 非免疫种蛋用于

E l几。试验
、

抗体测定及疫苗抗原液制备 ;普通种蛋

用于抗原制备
。

1
.

2
.

2 鸭胚 从北京某种鸭场购人健康的
、

ED S7 6

H l抗体为阴性的鸭种蛋
,

在本研究室孵化
。

1
.

3 试验鸡

1
.

3
.

1 SP F 白色来航鸡 由北京实验动物中心购

人种蛋
,

在本所 SPF 鸡专用孵化器孵化出雏
,

饲养

在 SPF 隔离器内
。

1
.

3
.

2 非免疫健康鸡 从北京某个体户鸡场购人

非免疫种蛋
,

本组孵化出雏
。

1
.

3
.

3 普通健康鸡 从北京某种鸡场购人 1 日龄

雏鸡
,

在本所饲养至母源抗体消失后进行免疫
。

1
.

4 攻击用强毒
、

攻毒方法及剂 ,

1
.

4
.

1 N D V F4 8 ES 株强毒 由中国兽药监察所引

入
。

经 S p F 鸡胚增殖 2 代
,

毒价为 10,.
7 E L几。

/m L
,

攻毒途径为肌肉注射
,

剂量为 10
“ 4
稀释液每只注射

1 rliL
o

1
.

4
.

2 IB V M4 1 株 来源
、

代次
、

毒价同 1
.

1
.

20

攻毒采用气管内注人
,

攻毒量为毒尿囊液原液 0
.

3

一 0
.

5 m L / 只
。

1
.

4
.

3 E D S7 6
vi 27 株 由中监所引人

,

本组用易

感鸭胚增殖
,

HA 价为 1 : 2 0480
。

1
.

4
.

4 AE V V an ROe ke l株 来源
、

代次
、

毒价同

1
.

1
.

4
。

攻毒采用脑内途径
,

攻击原毒或 10 一 100 倍

稀释毒 0
.

03 一 0
.

0 5 m L识
,

含毒量为 1 0 3
·

2 一 10 5
·

4

E ID 肋
。

1
.

5 疫苗的试制

1
.

5
.

1 疫苗抗原液的制备 (l) N D V La 3 ta 株
:

以 10
“ 2 一 10

’ ”N D V 种毒稀释液 0
.

1 m L 接种于 10

一 1 1 日龄非免疫鸡胚或普通鸡胚尿囊腔
,

接种后放

人 37 ℃孵化器内继续孵化
,

接种后 72 h 照蛋
,

弃去

死胚
,

72 一 12 0 h 内每 4 一 s h 照蛋 1 次
,

收取 7 2 h

后死亡鸡胚及 120 h 后活胚
,

放人 4 ℃冰箱内
,

4 一

12 h 后收取尿囊液
,

在 一 30 ℃冰箱内保存
。

经菌检

为阴性
、

H A 价在 1 : 3 20 一 1 : 2 5 60
、

毒价 ) 10 9 E l巩 /

m L
,

可作为制备疫苗用抗原
。

(2 )IB v 株
,

以 20 一

100 倍稀释的 M 4 1 株种毒 0
.

1 m L 接种于 10 一 11

日龄非免疫鸡胚或普通鸡胚尿囊腔
,

接种后放人 37

℃条件下继续孵化
,

定期照蛋
,

弃去 24 h 内死亡鸡

胚
,

收取 24 一48 h 死胚及 48 h 全部活胚放入 4 ℃冰

箱内
,

4 一 10 h 后收获尿囊液
,

经检验无菌
、

毒价妻

1护.S E ID肋 / m L 可作为制苗抗原液
。

(3 )E D S7 6 v

H SH :23 株
,

以 10 一 100 倍稀释的 H SH 2 3种毒 0
.

1 m L

接种于 10 日龄鸭胚尿囊腔
,

接种后继续孵化
,

定期

照蛋
,

弃去 72 h 前死亡鸭胚
,

收取 72 一 12 0 h 死亡

鸭胚及 120 h 活胚
,

放人 4 ℃冰箱内
,

4 一 12 h 收取

鸭胚尿囊液及羊水
,

放人 一 30 ℃冰箱内保存
,

经检

验无菌
、

HA 价达 1 : 10240 的毒液可作为制苗抗原

液
。

(4) A E V V R 株
,

以 10 倍稀释的 A E V V R 株

种毒 0
.

2 m L接种于 6 日龄 SP F鸡胚或非免疫鸡胚

卵黄囊
,

接种后放人 37 ℃下继续孵化
,

接种 8一 g d

后收集胚体 (去啄
、

肢趾
、

眼球)及绒毛尿囊膜
,

称重
,
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加人倍量生理盐水
,

用捣碎机将胚组织捣碎
,

装人瓶

内
,

反复冻融 3 次后
,

以 3 500
r / 而n 离心 30 而n

,

取上清液
,

经检验无菌
、

毒价达 5 x 10 6
·

“E ID知/
mL

可作为制备疫苗抗原液
。

1
.

5
.

2 疫苗抗原液的灭活 经检验合格的抗原液
,

加人一定量的福尔马林后
,

放人 37 ℃恒温摇床内灭

活
,

ND V 抗原液用最终浓度为 0
.

1 % 的福尔马林灭

活 16 h ; E D S7 6 V 抗原液用最终浓度为 0
.

12 % 的福

尔马林灭活 16 h; IBV 用最终浓度为 0
.

巧 % 的福尔

马林灭活 16 h; A E V 抗原液用 0
.

3 %福尔马林灭活

24 h
。

上述抗原液经各自灭活检验证明无活病毒存

在
,

可用于制备四联苗
。

1
.

5
.

3 抗原液的浓缩 采用 日本富士公司生产的

中型盒式超滤系统
,

选用中型低吸附超滤组合膜浓

缩制苗抗原液
,

浓缩时可根据四联苗内所必需的抗

原用童选取任何浓缩的倍数 [5
·

“]
。

浓缩前必需将待

浓缩液进行前处理
,

除去大颗粒杂质
,

以延长超滤膜

的使用寿命
。

1
.

5
.

4 乳化制苗 以各种病毒液按一定配比混合

均匀后为水相
,

杭州炼油厂生产的 10 号白油为佐

剂
,

上海大众制药厂生产的吐温 一 80 及司本 一 80 为

乳化剂
,

按本组双相 (W /o 力评型 )油佐剂配方及乳

化方法
,

制备四联油佐剂灭活疫苗
。

1
.

6 四联苗的实脸室检验
1

.

6
.

1 物理性状观察 按文献方法圈进行
,

包括

剂型
、

粘度
、

粒度及稳定性
。

1
.

6
.

2 安全性检验 每批疫苗肌肉或颈部皮下接

种 21 一 35 日龄 SP F 鸡或抗体阴性鸡 8 一 20 只
,

每

只注射四联苗 2 羽份 (1
.

0 m L )
,

观察 21 一 28 d
,

观

察期间鸡只应全部健活
,

不应出现由疫苗引起的全

身及局部反应
。

1
.

6
.

3 效力检验 我们按下述四联苗各成份效检

的标准及方法
,

对连续 8 批四联苗进行了效力测定

工作
。

(1) ND 效检 按文献方法 [7. “〕将四联苗用不含

抗原的生理盐水乳剂稀释成 1忍5
,

1巧0
,

1 /1 oo 三个

稀释度
,

每个稀释度注射无 N l)抗体的 3 一 6 周龄雏

鸡 10 只
,

免疫后 Zl d 连同对照鸡 5 一 10 只攻 N D V

强毒
,

观察 14 d
,

记录死亡与保护的鸡数
,

对照鸡应

在 6 d 内全部死亡
。

以 K a r悦r
法计算 PD 匆

。

合格

的疫苗 ND 效价应达 50 P】与 / 羽份
,

可信范围不低

于 35 PD 匆 / 羽份
。

(2 )IB 的效检 IB 效检可采用 以下二种方法
:

¹ 血清抗体效价测定
。

按英国药典 [7〕,

8 只以上 3一

6 周龄 SP F 鸡或 IB 抗体阴性鸡
,

每只用 1 羽份四联

苗以肌肉途径免疫
,

免疫 21 一 35 d 后采血测 IB H l

抗体
,

免疫鸡平均效价 ) 1: 64
、

对照鸡为阴性
,

则疫

苗合格
。

º M41 株攻毒
。

依照我国 IB 灭活苗规

程
,

按¹ 进行免疫
,

免疫后 21 一35 d 用 M41 强毒气

管内攻毒
,

攻毒后观察 10 d
,

对照应全部发病
、

免疫

鸡保护 6沼 以上
,

或对照鸡发病 3/4
、

免疫鸡全部保

护
。

(3) ED S7 6的效检 按英国药典
,

用 3一 6 周龄

的易感鸡 (E D S7 6 H l抗体成 1 : 4 )8一 20 只
,

每只肌肉

注射疫苗 1 羽份
,

接种后 21 一35 d 采血测定 H l抗

体
,

免疫鸡 H l抗体价应》 1 : 128
,

对照鸡抗体应

镇 l : 4
。

(4) A E 的效检 按英国药典
,

用 3一 6 周龄易

感鸡 (A E 中和抗体为阴性 )4 只以上
,

每只肌肉注射

疫苗 1 羽份
,

接种后 21 一 35 d 用 AE V V R 株强毒脑

内攻击
,

攻毒后观察临床变化 21 d
,

对照组鸡发病应

达 80 % 以上
,

免疫组鸡保护率应达 80 % 以上
。

1
.

6
.

4 免疫产生期试验 本试验采用 50 只 SPF

鸡
,

4 周龄时免疫
。

将这 50 只鸡分成免疫组及对照

组 2个组
,

免疫组 30 只鸡
,

每只肌注 1羽份四联苗
,

其余 20 只鸡为对照组
,

注射生理盐水乳剂
。

免疫后

7
,

10
,

14
,

21
,

28 d 分别取 6 只免疫组鸡及 4 只对照

组鸡
,

采血测定 ND H l
,

IB H l及 ED S7 6 H I 抗体
,

并

且用 A E V R 株强毒株脑内攻击及用 出V M41株气

管内注射攻毒
。

1
.

6
.

5 保存期试验 将疫苗放在 4 ℃及室温 (20

℃左右 )条件下不同时间取出
,

分别免疫 3一 4 周龄

SP F 或抗体阴性鸡只
,

进行疫苗效力测定
,

观察其保

存期
。

1
.

6
.

6 四联苗与进 口三联苗及国产三联苗比较试

验 试验采用 80 只抗体阴性健康鸡
,

将其分成 4

组
,

每组 20 只
,

第 1 组每只免疫本组四联苗 1羽

份 (0
.

5 m L / 只)
,

第 2组每只免疫国内 N D 一 IB 一

E D S7 6三联灭活苗 1 羽份 (0
.

5 n 1L / 只 )
,

第 3组每

只免疫进 口 N D
~

IE E D 导6三联灭活苗 1 羽份 (0
.

3

m L /只 )
,

第 4 组每只注射生理盐水乳剂 0
.

5 m L
,

28 日龄进行免疫
。

免疫后分别测定 ND H l
,

IB H l

及 ED S7 6 H l效价
,

并且用 ND v
,

A E v 及 IBV 强

毒分别攻击
,

测定各种疫苗的保护效力
。

1
.

6
.

7 四联苗的免疫持续期试验 本试验使用海

赛克斯父母代种鸡
,

试验分成 4 组
。

在 18 周龄时
,
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:
鸡新城疾

、

传染性支气于炎
、

减蛋蛛合征
、

传染性脑奋位炎四联油位荆灭活疫苗的研究 瀚倒
第 1

,

2
,

3 组鸡
,

分别用批号为 980 1
,

9 802
,

9803 的四

联苗免疫 (肌肉注射)
,

每只 1 羽份
。

同时
,

这 3 组鸡

只均用 N D La 豁ta 活苗滴鼻
、

点眼免疫
。

第 4 组鸡

为对照鸡
,

仅用 N D La So ta 活苗免疫
。

免疫前及免

疫后定期采血测 ND
,

IB
,

E D S7 6 H l抗体
,

定期采集

种蛋进行 AE 胚易感试验 [9, ‘0]
,

测定免疫鸡群仔代

鸡 AE 的保护情况
,

此外
,

定期对免疫组及对照组种

鸡进行 ND V
,

IB V
,

ED S7 6 v
,

AE v 4 种强毒攻毒试

验
,

攻击 N D V 及 IB V 强毒时还设抗体阴性非免疫

成年鸡对照组
。

1
.

7 四联苗田间试验

将实验室制品用于生产
,

免疫开产前的种鸡及

蛋鸡
,

免疫后观察鸡群状况
,

定期采血测定 ND H l
,

IB H l
,

E D S7 6 H l及域胧 中和指数
,

另外定期采集

免疫鸡种蛋
,

进行 A E 胚易感试验
,

了解免疫鸡群对

仔代 A E 的保护情况
。

1
.

8 四联苗的中间试制与区域试验

按照本课题组制订的《鸡新城疫 一 传染性支气

管炎 一减蛋综合征 一传染性脑脊髓炎四联油佐剂灭

活疫苗制造及检验试行规程》(草案)
,

在北京市农林

科学院畜禽生物制品中试基地进行疫苗的中试生产

及检验
,

用中试疫苗免疫开产前的种鸡(16 一 20 周

龄 )进行大规模的区域试验
。

2 结果

2
.

1 四联灭活苗的物理性状观察

N l ) IB E D S7 6
一

AE 四联油佐剂灭活苗的剂型为

W /o 力万 型 ; 粘度为 1一 1
.

4 5 ,

非常稀薄 ; 粒度均

匀
,

98 % 以上为 1 脚左右
,

个别 2 一 3 脚
,

3 500
r

/m im 离心 巧 m in
,

管底少量出水
,

4 一 8 ℃ 冰箱

内保存 180 d 不分层
,

lso d 以后瓶底出现轻微分

层现象
,

轻轻摇动即成为均匀乳状液
,

这种状态可

保持 1一2 年
。

室温条件下保存 60 一 120 d 不分层
,

37 ℃只能保存数天
。

2
.

2 安全性检验

用连续 8 批疫苗接种 3 一 5 周龄 SP F 鸡或抗体

阴性健康鸡
,

每只接种 2 羽份 (1
.

0 m L) 疫苗
,

接种

后观察 21 一 28 d
,

免疫鸡精神食欲良好
,

无不良反应

(表 1 )
。

证明本疫苗是安全的
。

衰 1 四联灭活苗对鸡的安全性试脸

疫苗批号
注射剂量

(m L )

l成床反应

接种途径 鸡数 品种 日龄 观察天数

全身 局部

无无无无无无无无 无无无无无无无无
,188
,1J.1�吕O八�O丹�,�气乙,‘气‘内‘,‘,‘,�2721213131212828148820108970 1

97 02

97 03

97 04

97 05

97 06

97 07

98 0 1

胸肌注射

胸肌注射

胸肌注射

胸肌注射

胸肌注射

胸肌注射

胸肌注射

胸肌注射

10

l0

来航

来航 (SPF )

来航( SPF)

海赛

海赛

来航 (SPF )

来航 ( SPF )

来航 (SPF )

2
.

3 效力检验

我们在 6 次试验 (试验 1 至试验 6) 中
,

分别对 8

批四联苗进行了效力检验
,

效检方法包括血清抗体

测定及攻毒试验
。

2
.

3
.

1 四联苗免疫鸡的血清抗体监测 结果见表

2
。

从表中可 以看出
,

采用 1 羽份 (0
.

5 m L ) 四联苗

免疫鸡只
,

免疫 21 一 28 d 后
,

Nl〕
,

IB
,

ED S7 6 H I 抗体

均明显上升
,

并达到较高水平
,

对照组鸡抗体保持阴

性
。

四联苗 IB 及 E D S7 6二部分效力检验均可采用

抗体测定方法
,

对照 IB 灭活苗效力标准
,

8 批疫苗

免疫鸡的平均 IB H l抗体滴度均达到了 1 : 64 的标

准
,

8批疫苗 IB 效检均合格 ; ED S7 6效检
,

8 批疫苗

均合格
,

达到了 1 :
12 8 的效力标准

。
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衰 2 四联苗免疫后血清抗体监侧结果

疫苗 免疫 免疫 N l〕 HI (G州叮) IB H I( G M丁) 班场
6

HI (G M丁)

批号 鸡数 剂t 0 d 2 1 d 28 d 4 9 d 0d 2 1 d 28 d 49 d 0 d 2 1 d 28 d 49 d

试验 1 97 0 2 8 0
.

s m L 1
.

5 一 67 6 38 8 5
.

3 一 4 8
.

5 3 38 0 一 1 0 24 1 024

97 0 3 8 0
.

5 n 1L 1
.

5 一 5 12 25 6 5
.

3
·

一 11 1 5 88 0 一 1 0 24 1 024

ck s 盐水乳剂 1
.

5 一 0 0 5
.

3 一 2
.

3 3
.

5 0 一 0 0

试验 2 97 04 20 0
.

sm L 1 5 12 388 一 1
.

8 2 76 2 23 一 1 19 4 22 3 一

9 70 5 20 0
.

5 m L 1 20 8 36 2 一 1
.

8 18 1 2 56 一 1 104 137 一

ek 20 盐水乳剂 1 1
.

4 1
.

3 一 1
.

8 32 8 一 1 0 0 一

试验 3 9 706 8 0
.

s m L 0 0 77 6 一 1
.

4 一 84 一 0 一 102 4 一

ck 4 盐水乳剂 0 一 0 一 1
.

4 一 1
.

7 一 O 一 O 一

试验 4 9 70 7 12 0
.

s m L 0 5 12 294 一 < 4 18 2 23 一 0 25 6 5 12 一

ek s 盐水乳剂 0 0 0 一 < 4 ( 4 ( 4 一 0 0 0 一

试验 5 9 80 1 20 0
.

5 n 1L 0 2 23 23 9 一 8 一 76 一 0 25 6 5 12 一

ek 10 盐水乳剂 0 0 0 一 8 一 4 一 0 0 0 一

试验 6 9 80 2 20 0巧 m L O 一 338
.

一 < 4 一 74 一 0 一 44 6 一

ck 10 盐水乳剂 0 一 0 一 < 4 一 < 4 一 0 一 0 一

注
:
试脸 1

、

试脸 3
、

试脸 5 及试验 6 使用的是 SPF鸡
,

于 3 一 4 周龄时进行免疫 ;试验 2 及试验 4 使用的是普通海赛雏鸡
,

分别于 31 日阶及

2 8 日龄免疫

2
.

3
.

2 四联苗免疫鸡攻毒试验 对这 8 批四联苗 的效力标准
。

对四联苗免疫鸡 IB M4 1 株攻毒结

免疫鸡 ND
,

IB 及 AE 攻毒结果见表 3
。

1 羽份四联 果
,

保护率达 80 % 一 100 %
,

而对照鸡发病率达 80 %

苗免疫鸡 ND 攻毒保护率为 100 %
,

N D 效价为 50 一 以上 ; A E 脑 内攻毒后免疫鸡保 护率达 80 % 一

12 3 PD 叻 /羽份
,

达到或超过国际上有关 N D 灭活苗 100 %
。

衰 3 四联苗免痊鸡 N D ,

扭及 A E 攻毒试脸结果

疫苗批号 分组
N l)

攻毒保护率(% ) PD细/ 羽份
IB 攻毒保护率(% ) AE 攻毒保护率(% )

9 70 2 免疫

ck

免疫
e k

免疫
e k

免疫
e k

免疫
e k

免疫
ek

免疫

e k

免疫
e k

20忍0 (100 % )

0 /l 0 (0 )

20忍0 (100 % )

0 /l 0 (0 )

50

全部死亡

54

全部死亡

87

全部死亡

107

全部死亡

123

全部死亡

7 l

全部死亡

7 1

全部死亡

4 巧(80 % )

0 巧(0 )

7忍(87
.

5 % )

0 /4 (0 )

8沼(1(X) % )

0 /4 (0 )

10 /l 0 (10() % )

0巧(0 )

10 / 10 (l(X) % )

0 /l 0 (0 )

10 /l 0 (100 % )

0 /l 0 (0 )

5 /6 (8 3 % )

0 /4 (0 )

10 /l 0 (1(X) % )

l巧(2 0 % )

4 巧(8 0 % )

l巧(2 0 % )

4 /4 (l的% )

1 /4 (25 % )

4 /4 (1(X) % )

1 /4 (25% )

10 /l 0(l的% )

1巧(20% )

9 /l 0(90 % )

l巧(20% )

8 /l 0 (80 % )

l/4 (25 % )

6 /6 (10() % )

0 /4 (0 )

5巧(10() % )

1巧(20 % )

4巧(80 % )

1巧(20 % )

凡J月峙叹曰尹O, 护1几,‘70707070705080O产90
矛O尹90
矛

9

2
.

4 免疫产生期试验结果

从表 4 试验结果可 以看出
,

ND 及 E D S7 6 H l抗

体在四联苗免疫后 10 d 达到较高水平
,

分别为 102

及 256 ;而 IB H l抗体及 IB 和 AE 攻毒试验证明
,

四

联苗免疫后 14 d 可产生部分抵抗 IB 及 AE 强毒攻

击的保护力(3 /6 )
,

免疫 21 d 后才产生较强的抵抗

IB 及 AE 攻毒 的保 护力
。

因此
,

四联苗 ND 及

E D 导6的最早产生免疫时间为 10 d
,

IB 及 A E 最早
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、

传染性支气管炎
、
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、
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产生免疫时间为 14 一Zl do

2
.

5 痊苗保存期试验结果

四联苗保存期试验表明
,

四联苗在 4一 8 ℃条件

下保存 4 20 d 效力不变
。

在室温条件下可保存卯 d

以上
。

衰 4 免疫产生期试脸

免后时间 分组 N D H I
IB

H l 保护率
E D S7 石H l(G M丁

AE 攻毒

保护数
‘

该毒数

/6/4/6/4/6/4/6/4/6
�“�01
1

0舟‘�,
二哎曰�“�6

6
1
3,‘
r勺

025081051 0440

/4/4/6/4/6/4/6/4/4/6
11�U
, .‘

0八j06
J.1哎�八”�

444454拓4.434争加33
‘二加3尔[8李乞争‘<<‘乙.

‘1<l<,妇‘

只�,
,,‘,,落

00尸�0100320510290

,‘]
. -‘-产‘

免疫

ek

免疫
e k

免疫

ck

免疫
ek

免疫
e k

免疫

e k

0

11
.

3

2
.

6 本组四联苗与国产三联苗及进口三联苗比较

试验结果

将本组四联苗
、

国产商品 ND
~

份E】〕57 6三联苗

及进 口 ND
-

IB E D S7 6三联苗分别免疫鸡只
,

比较其

ND
、

IB 及 E D S7 6三种成分的免疫效力
,

结果见表 5 。

免疫 21 一28 d 后
,

这三种疫苗 ND 及 E D S7 6 H l效价

没有明显差异
,

N D 攻毒均 100 %保护
,

N D 效价四联

苗与国内三联苗均为 71
·

PD叻 / 羽份
,

进 口苗为 54

PD 叻/ 羽份
,

三种苗均达到国际标准
。

IB 部分的免

疫效力
,

本组四联苗及国外进 口三联苗较好
,

攻毒
100 %保护

,

而国内三联苗 IB 部分的免疫效力较差
,

攻毒 6 /l 0 保护
。

衰 5 本组四联苗与国产三联苗及进口三联苗比较试脸

疫苗种类
免疫

剂量( m L )
鸡数

免后时间

( d )

N D IB E D S7 6

HI 攻毒 PD肋 印 攻毒 H l

0 一 一 8 一 0

A E 攻毒

一巧

�3

62
�、�,压2‘以印768

本组四

联苗 22 3

23 9

10八0 7 1

10 /1 0

021280

国产三

联苗 10八0 7 1 16

19

一 194

6 /1 0 338

R
�1100八�,‘. .二,且一拭22

进 口三

联苗 18 1

10 4

10 /1 0 5 4 一 3 15

10/1 0 338

823璐02128口21

对照组 0 一
、

一 8

0 0 /1 0 全部死亡 2

28 0 一 一 4 .6 1巧 0 1巧

2
.

7 四联苗的免疫持续期 2
.

7
,

1 鸡新城疫的免疫持续期 四联苗免疫接种

表 6 列出了三批四联苗免疫期抗体测定及 A E 后
,

免疫组 N D H l抗体水平明显升高达 1 : 256 一

胚易感试验结果
。

2 04 8
,

免疫后 2 10 d 平均 H l抗体水平可维持在 l:
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51 2
,

27 0 d 达 1 : 200 以上
。

360 d 在 1 :
97 以上

。

抗体的非免疫成年鸡作对照
,

非免疫鸡在攻毒后 6

ND 强毒攻击免疫鸡
,

免后 180 d 及 300 d 攻击
,

3 d 内全部死亡
。

免疫后 12 个月攻 ND 强毒
,

免疫

批疫苗免疫鸡均 100 % 保护
,

无任何症状
,

产蛋正 鸡均健活
,

但出现轻度下痢
,

产蛋下降
,

产软壳

常
。

同批仅免疫活苗鸡虽无死亡
,

但出现下痢
,

产 蛋
,

14 d 内恢复
。

蛋下降等非典型 N D 症状
,

另外
,

我们还用无 N D

裹 6 三批四联苗抗体侧定及 A E 胚昌感试脸结果

疫苗批号 检侧项目
免后时间(d)

n甘�,且, 了�6了O一一挑�,了.、甘内J�
,五月峥气‘

270t362415197
nU一4,
矛,几,人一,‘70

了,‘一,
JJ月峥R�

巧

047

2894朋
‘.二,
‘

‘,

128嘶128

ND H I

班场
6
比

IB H l

A E 胚易感

ND H I

班场
6 H I

IB H l

AE 胚易感

ND H I

E D S7 6 H l

IB H I

AE 胚易感
Nl) H l

E D S7 6
扭

IB H l

AE 胚易感

8 32

8 32

5 49

20左0 ( 1的% )
8 32

8 32

7 24

2 1左l ( 1(X) % )

6 76
8 9 1

47 7

22忍2 ( 1(X) % )

9
.

2

0

9 7

0忍 1 (0 )

7 24

4 46

2 56

17左2 (7 7 % )

588
5 12

549

20 甩1( 9 5 % )

6 76

338

10 97

16尼0 (8() % )

27
.

9

0

l7

0左l ( 0 )

16左0 (8 0 % )

630

388

15 52

18忍1 (8 6 % )

54 9

362

135 1

16尼2 (7 3 % )

l5

0

34

0 忍0 ( 0 )

14左 1 ( 67 % )

23 9

256

27 9

13 /1 9 (6 8 % )
2 08
512

2 56

15左 3 ( 65 % )

14

0

38

0左0 ( 0 )

巧

,
,

0
月呼

1人

,几内‘

蝴

809

巧

,
口

nU4
飞诬

12

0

.

,,夕比04

03照

?
对

2
.

7
.

2 鸡传染性支气管炎的免疫持续期 免疫后

IB H l抗体水平明显升高
,

几何平均抗滴度达 1 :
51 2

一 102 4
,

并且可持续大约 Z10 d
,

270 d 抗体水平有

所下降在 1 : 128 一 2 56
,

到 360 d 仍可达 l : 1 28 以上
。

IBV M4 1 株强毒攻毒
,

免后 150 d 及 Z1 0 d 攻击
,

三

批疫苗均 100 % 保护
,

同批对照 2 /5 ( 15 O d)
、

3巧

( Z1 0 d) 出现呼吸症状
。

非免疫对照鸡 5巧 出现呼

吸道症状
,

免疫后 270 d
,

三批疫苗免疫鸡虽未出现

呼吸道症状
,

但产蛋下降
,

有软壳蛋出现
。

2
.

7
.

3 产蛋下降综合症的免疫持续期 免疫后
,

四

联苗免疫鸡 E仪玩 H l抗体水平明显升高
,

在免后的

360 d 内
,

维持在 l : 25 6一 10 2 4
,

免疫后 120
,

2 4 0
,

36 0

d 攻毒
,

三批疫苗免疫鸡产蛋均正常
,

而对照鸡出现

大幅度产蛋下降
,

下降幅度为 30 % 一 50 %
。

同时蛋

壳颜色变淡
,

出现了许多无壳蛋
、

沙壳蛋
、

小蛋等
。

2
.

7
.

4 传染性脑脊髓炎的免疫持续期 种鸡免疫

Z1 0 d 后
,

用 AE V
.

V R 株经肌肉途径进行攻击
,

攻毒

后免疫组鸡产蛋正常
,

而对照组鸡产蛋出现轻微下

降 (下降幅度为 6 % 一 n % ) ;免疫后定期采集种蛋
,

进行胚易感试验
,

免后 90 d 保护率为 100 %
,

150 d

为 7 7 % 一 95 %
,

2 10 d 达 7 3 % 一 86 %
,

2 7 0 d 达 65 %

一 6 8 %
。

2
.

8 四联苗的田间试验

用实验室制备四联苗进行田间试验
,

共进行 7

批疫苗的试验
,

免疫开产前的种鸡共 5
.

1 万羽份
。

结果表明
,

鸡群免疫后 N D
,

IB
,

ED S7 6 H l抗体滴度

明显升高
,

并且在免疫后的 180 一 360 d 内 ND ,

IB
,

E l灭乌6三种抗体均维持在一个较高水平
。

免疫后 90

d 采集种蛋进行 A E 胚易感试验
,

保护率达 100 %
,

免后 1 50 d 保护率达 7 7 % 一 96 %
,

2 10 d 达 7 5 % 一

95 %
,

27 0 d 达 7 6 % 一 85 %
。

免疫鸡群生产状况良

好
,

产蛋达到了高水平
,

种蛋孵化出雏率正常
,

孵出

的雏鸡健康生长发育
。

2
.

, 四联苗的中间试制与区域试脸

中试四联苗 n 批共 28
.

6 万羽
,

用中试苗免疫

开产前的种鸡 26
.

5 万羽
,

免疫后鸡群安全无任何不

良反应
,

免疫效果良好
。

3 结论与讨论

对连续 7 批四联苗进行了物理性状观察
,

表明

Nl〕
,

IB E D S7 6
一

A E 四联油佐剂灭活苗的剂型为 w /

0 力万型
,

粘度为 1一 1
.

4 5 ,

非常稀薄
,

易于注射
,

并

具有良好的稳定性
,

4 一 8 ℃冰箱保存 180 d 左右不

分层
,

室温条件下保存 60 一 120 d 不分层
,

37 ℃条

件下可保存数天
。
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用连续 8 批疫苗以 2 羽份的免疫剂量接种 3 一

5 周龄 SPF 鸡或抗体阴性鸡
,

观察 21 一28 d
,

免疫鸡

精神食欲良好
,

无不良反应
,

证明本疫苗是安全的
。

为了解决联苗生产过程中出现的免疫剂量过

大
、

抗原含量不足这一关键技术难题
,

我们采用了 日

本富士滤器公司生产的 FI L T R O N 盒式超滤系统对

制苗病毒液进行了浓缩
,

保证了每羽份有限的疫苗

量内含有足够的抗原
,

生产出了高效价的浓缩四联

灭活苗
。

对连续 8 批四联苗效力检验试验结果表明
,

Nl)

效检达到或超过国际上有关 Nl〕灭活苗的效力标

准 ; IB 效检
,

8 批疫苗均合格
,

免疫后 H l测定均超

过了 1 : 64 这一标准(批号为 9 702 的疫苗免疫后 28
d H l滴度 < 1: 64

,

但免疫后 49 d 测定 H l滴度达

1 :
33 8

,

超过了 1 :
64 这一标准 ) ; ED S7 6效检

,

9 批

均合格
,

达到或超过了 1 : 128 的标准 ; A E 的效

检
,

脑内攻毒保护率达 80 % 一 100 %
,

达到了设计

指标
。

试验结果充分证明了本组研制的四联灭活苗

具有良好的抵抗 N D V
,

IB V
,

ED S7 6 V 及 AE V 强

毒攻击的保护力
,

达到或超过了国际上有关预防这

四种传染病单苗的效力标准
。

免疫产生期试验结果表明
,

四联苗内不同抗原

成份的免疫产生期存在一定差异
,

N D 及 ED S7 6部分

的免疫产生期为 10 d ; IB 及 A E 部分的免疫产生期

为 1 4一 2 1 d
,

即免疫后 1 4 d 可产生一定免疫力
,

Zl d

才能产生较坚强的免疫力
。

四联苗保存期的试验结果表明
,

疫苗 4 ℃条件

下保存 420 d
,

其效力不变
。

在室温条件下
,

可保存

Zl d 以上
。

将本组四联苗与国产三联苗及进 口三联苗的免

疫效力进行 比较
,

免疫后 21 一 28 d
,

三种疫苗 ND

H l抗体水平无明显差异
,

ND 强毒攻击均 100 % 保

护
,

ND 效价本 组四 联苗与 国产三联 苗均为 71

PD匆 /羽份
,

进 口三联苗稍低为 54 PD , / 羽份
,

但也

达到了国际上有关 N D 灭活苗的效力标准 ; E D S7 6的

H l效价三种疫苗相似 ; IB H l试验结果
,

本组四联

苗与进 口四联苗效价相似
,

攻毒均为 100 %保护
,

而

国内三联苗免后 IB H l效价较低
,

攻毒仅 6 /1 0 保

护
。

因此
,

四联苗内 N D
,

IB
,

E D S7 6三种成份的总体

免疫效力与进 口三联苗相似
,

而优于国产三联苗
。

四联苗免疫持续期试验结果证明
: ND 部分免

疫持续期为 300 d 以上
,

ED S7 6部分的免疫持续期

36 0 d
,

IB 部分的免疫期为 Z1 0 d 以上
,

A E 部分免疫

持续期为 21 0 d 以上
。

四联苗田间试验及区域试验 免疫开产前的种

鸡共 31
.

6 万羽
,

对免疫鸡群免疫后 的 180 一 360 d

效力测定结果表明
,

N l〕
,

IB
,

E D S7 6 H l抗体一直维

持在较高水平 ;A E 胚易感试验证实
,

免疫后 90 d 对

仔代雏鸡的保护率达 100 %
,

巧o d 达 77 % 一% % ;

2 10 d 达 7 5 % 一 95 %
,

27 0 d 达 7 6 % 一 85 %
。

免疫鸡

群生产状况良好
,

产蛋达到了高水平
,

种蛋孵化出雏

率正常
,

孵出的雏鸡健康生长发育
。

试验取得了满

意的结果
,

在国内外首次研制成功 ND
,

IB
,

ED S7 6
,

A E 四联油佐剂灭活疫苗
。
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