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细胞弱毒疫苗研究
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摘 要 通过近三年试验
,

研制出鸡传染性支气管炎毒株 IB H , : 。
细胞弱毒苗

,

经室内外近 40 万 羽

雏鸡免疫试验表明
:

该苗以每羽 0
.

01 m l滴鼻
、

点眼或口服免疫 4一 12 日龄雏鸡
,

d7 后产生免疫力
;

免疫后 1d7
、
3d2

、

60 d 抗标准强毒攻击的免疫保护率分别为 88
.

7写
、

87
.

5%
、

87
.

5%
,

免疫期可达二

个月
;

其最小免疫量为 0
.

0 01 m l/ 羽 , 以 10 个免疫剂量接种雏鸡无任何不良反应
,

安全性能良好
;

一 2 0 ℃保存半年
、
4 ℃保存一个月效力不变

。

关键词 鸡传染性支气管炎 鸡全胚细胞培养 疫苗

鸡传染性支气管炎 (I B )是由冠状病毒引起的一种急性
、

高度接触性传染病
。

目前防制本病

多采用荷兰弱毒株 BI H
l : 。

和 BI H
5 2

的鸡胚组织苗进行免疫
,

虽然该苗安全性能好
,

免疫效果理

想
,

但鸡胚苗的生产
,

除了劳动强度大
、

产量偏低外
,

还面临着我国 目前 S P F 鸡胚紧缺
,

而采用

一般鸡胚制苗
,

不仅可能受鸡胚中母源抗体干扰
,

使疫苗效价不够稳定
,

而且胚源性病原体极

易随着疫苗的研制
、

生产和发放使用造成某些疫病的人为传播
。

鉴于此
,

我们探索应用细胞培

养技术来制备 BI H
1 2。
弱毒苗

。

该苗经安全
、

效力试验
,

取得 了较理想的免疫效果
。

现将初步研

究结果报告如下
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 种毒 BI H
l : 。

弱毒株由中监所提供
.

经非免疫鸡胚复壮处理后使用
,

其毒价 E( ID S。
)为

1 0一 ` · “
/ 0

.

l m l
。

1
.

1
.

2 鸡全胚细胞 用本所 自孵的 12 日龄非免疫健康鸡胚
,

按 A sil im 氏鸡胚皮肤细胞制备

技术
〔2〕 ,

经笔者改良制备成全胚细胞 C( E )
。

1
.

1
.

3 强毒 BI M
; l

由中监所提供
,

使用前通过鸡胚复壮
`1, 。

1
.

1
.

4 试验鸡 室内试验用 自孵 自养无母源抗体的非免疫健康雏
,

野外试验选用疫 区鸡场或

专业户的鸡群
。

1
.

2 方法
1

.

2
.

1 BI H
, 2。
细胞适应毒的制备

:

将复壮
、

处理后的 BI H
12。

鸡胚组织毒用细胞培养液作 1。一 2

稀释
,

并将其按原细胞培养液 1 / 10 接毒量接种于倾去营养液的 C E 上
,

经 37 ℃ 吸附 h1 后弃

去病毒液
,

加入原量的细胞维持液继续温室培养
,

每天观察细胞病变
。

在细胞皱缩
、

变圆
、

形成

1 9 9 2一 1 2一 0 1 收稿
。
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融合 细胞时
,

可见胞核变暗
,

胞间空隙增大
,

进而胞膜破裂
,

细胞崩解
,

致密单层细胞形 成拉 网

状空斑
。

当致细胞病变 C( P E )达 75 %时即可收毒
,

经低温冻融
、

处理后继续进行细胞传代
,

或

一 2少 C 冻存
。

1
.

2
.

2 BI H
, 2。

细胞毒 EI D S。

测定
:

有选择地将不同代次细胞适应毒
,

用生理盐水作 1 0 一 5

一 l 。 一 8

稀释
,

每个滴度 (包括生理盐水对照组 )以每枚 。
.

1司 接种量接种于 10 日龄鸡胚尿囊腔
,

置 3 7
“

C 培养 6d
,

每天照胚三次
,

随时收集死胚置 4 ℃冰箱保存
。

6 d 后取出全部鸡胚
,

比较
、

观察接种

后 2一 d6 的死胚及存活胚
,

并根据胎儿失水
、

卷屈
、

僵胚等特征性病痕数的总和
,

计算细胞毒的

E ID S。 。

1
.

2
.

3 BI H
l : 。

细胞弱毒苗的制备
:

将 BI H
1 2。

细胞适应 毒第 3代作为种毒
,

按常规接种于 C E

细胞上
,

并在 C P E 达 70 %以上时收毒
,

经冻融
、

处理后制备成 BI H
1 2。
细胞弱毒苗

。

2 试验结果

2
.

1 I B H
1 20细胞适应毒的检测

2
.

1
.

1 I B H 120 细胞毒 E I D S。

测定 将 I B H
l, 鸡胚组织毒适应于 C E 培养后连续传至第 10 代

,

从中抽测 了 5 个代次的细胞毒 E ID
S。 。

结果见表 1
。

表 1 I B H I : 。
细胞毒 E ID s 。

测定

细 胞 代 次 平均值

(C )

鸡胚组织毒

平均值q一48吼一48
项 目

收毒时 l司 ( h )

E ID
S。

C
3 C

-

3 6 4 5

7
.

1 4 7
.

3 7
.

0 6
.

5 6
.

3 3 6
.

8 5 6
.

8

2一 2 IB H
12 。

细胞 毒安全性测试 将不 同代次 IB H
1 2。

细 胞毒
,

以每羽 o
.

o l m l
、

o
.

o sm l
、

0
.

l ml 分别滴鼻
、

点眼
、

口 服接种 4一 12 日龄雏鸡
,

隔离饲养观察 15 d
。

其结果 (表 2) 表 明
,

0
.

01 ml 和 0
.

05 m l试验组雏鸡无任何不 良反应
,

。
.

lm l 试验组的 4 日龄和 8 日龄雏鸡分别有

1 / 1 5和 1 / 1 。雏鸡出现短暂的一过性轻度反应
,

d1 左右即恢复正常
,

无一死亡
,

12 日龄雏鸡无

任何反应
,

表明
一

B H
; 2。

细胞毒对雏鸡具有理想的安全性能
。

2
.

1
.

3 113 H
, 2。

细胞 毒效 力测定 将 IB H
, : 。

细胞毒 C
3

和 C
、 ,

均以每羽 0
.

oO l m l
、

0
.

o o sm l
、

。
.

01 m l三组不同剂量分别接种 4一 8 日龄雏鸡
,

10 ~ 1 d5 后用标准强毒 BI M
4 1

攻击
。

试验结果

(表 3) 表 明
,

I B H
; 2。

细胞毒以每羽 0
.

o 01 m l接种 4一 8 日龄雏鸡仍可获得 75
.

。%一 87
.

5%的抗

强毒攻击保护率
。

根据 以上测试结果
,

应用 IB H
, : 。细胞适应毒制备细胞苗应以 0

.

01 m l/ 羽为雏鸡一个免疫

剂量 (含 1 0
5 5`

个病毒量 ) ;
最小免疫量为 0

.

00 1m l/ 羽 ; 安全剂量为 0
.

lm l/ 羽
。

2
.

2 IB H
, 2

细胞苗免疫效果及有关性能指标测定

2
.

2
.

1 应 叨 BI H
1 20一 c

3 、

c
、 、

c
。
三个不同代次的细胞毒制备 了三批疫苗

,

均以 1 个免疫剂量

分别饮水免疫 4一 12 日龄雏鸡
,

且于免疫后 1 d7
、

3 d2
、

1 d0 以标准强毒 BI M
4 1

攻击 (均设 同日龄

非免疫雏为对照 )
。

结果 (表 4) 表明
:

三个不同代次细胞苗虽然均具有较为理想的免疫效果
,

但

随着细胞毒的传代
,

其免疫效果似有逐步下降趋势
。
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表 2 BI H , : 。
细胞毒安全性测定

_ _ 细 胞 代 次
项 日

—
七 3 七

4
七 6

.0110
925401.0210

.

0 5

1 8

1 8

0

0

0
。

0 1 0 0 5

3 5 2 0

3 5 2 0

O O

O O

0
.

0 1

2 5

0
.

0 5 0
.

1

2 5 1 0

2 5 1 0

0 0

O 0

一.1
0
亡ULJJ
00. 11110

雏鸡 日龄 (d)

接毒剂量 ( m D

接毒雏数 (只 )

观察 1 5 d

结果

安全

反应

死亡

表 3 IB H
t, 细胞毒有效保护最测定

细胞代次

(C )

接毒剂量

(m l /羽 )

接毒雏 攻毒后发病比例

日龄 数量

观察时间

( d ) 试验组 对照组

有效保护率
’

(环 )

0
.

0 0 1

0
.

0 1 0 8

1 0

1 5

1 0

1 0

l 0

1 0

l ( )

l O

l / 1 0

2 / 1 5

0 / 1 0

2 / 1 0

1 / 1 0

1 / 1 0

8 / 1 0

8 / 1 0

8 / 1 0

8 / 1 0

8 / 1 0

8 / 1 0

8 7
.

5

8 3
.

3

1 0 0
.

0

444

7 5
.

0

8 7
.

5

8 7
.

5

二J
O
浦

1

1UJ0
11

0 00UC六UO
.

…
OC
甘
OC
目

*

保护率 = (A x B 一 C ) /A x B
,

A 为试验组鸡数
.

13 为对照组发病比例
,
C 为试验组发病鸡数

表 4 BI H
I

细胞苗免疫效果测试

细胞代次

(C )

免疫雏 攻毒雏 发病比例

日龄 数量 日龄 免疫后天数

2 1 1 7

4 0 只2

2 2 1气)

免疫组 对照组

免疫保护率

( % )

C
3

C
4

C
`

4 3 8

8 6 0

1 2 6 0

3 / 3 8

6 / 6 0

6 / 6 0

7 / 1 0

8 / 1 0

7 / 1 0

8 8
.

7

8 7
.

5

8 5
.

7

2
.

2
.

2 将 IB H
, : 。

细胞苗以一个免疫剂量 口服 兔疫 10 日龄雏鸡
,

分别于免疫后 7
、

1 0
、

1 7
、

30
、

6 o d 随机取雏
,

以标准强毒攻击 (均设 同日龄 免疫雏为对照 )
。

结果 (表 5) 表明
,

BI H
1 2。
细胞苗

在免疫后 d7 产生免疫力
,

10 一 1 7cl 达到高峰期
,

免疫期可维持 2 个月
。

2
.

2
.

3 将保存于 4 ℃ 1 个月和 一 2 0 户 ( 价 月 }, lj IB H
1 2。

细胞苗
,

按常规免疫雏鸡各 10 只
,

1 d5

后用 IB M
` l

强毒攻击
,

其结果两组 位咬场(
, 伉强毒攻击的免疫保护率均为 88

.

8%
。

表明 BI H
1 20

细胞苗在 4℃保存 1个月或一 2 。
『

C保存半年仍保持有良好的免疫原性
。

2
.

2
.

4 IB H
1 2。
细胞苗区试效力测定 IB H

I: 。

细胞苗在通过实验室安检和效力测试的基础上
,

先后选择在焦作市
、

鹤壁市
、

等单位鸡场免疫 5一 16 日龄雏鸡约 1 10 0 。 余只
,

免疫后仅有 1编

的雏鸡出现一过性的轻度呼吸症状外
,

其它均无不良反应和死亡现象
,

免疫后 16 一 30 d 由用户

随机取雏 16 只送检攻毒
,

观察 10 一 1 5d
,

结梁全部得到保护
。

此后
,

郑州市郊区
、

禹州等 80 多

个单位推广应用此苗
,

共免疫雏鸡近 4 。 万只
,

均表明此细胞苗安全性能 良好
,

免疫效果确实
。
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表 5I B H
I : 。

细胞苗免疫产生期及免疫期测定

免 疫 后

天 数

攻毒后发病比例 免疫保护率

( % )

毒数攻鸡

7
i

1( )

1 7

3 2

6( )

1 5

2 0

8 3

3 0

1 0

免疫组

2八 5

2/ 2 0

3/ 38

3/ 3 0

l / 1 0

对照组

4 / 5

4 / 5

7/ 1 0

8 / 1 0

4 / 5

8 3

8 7

8 8

8 7

8 7

3小结与讨论

I B H
: l。

鸡胚组织毒接种于鸡全胚细胞后
,

能明显地观察到细胞皱缩
、

变圆
、

融合等一系列

细胞病变
。

所收获的细胞各代毒经毒价侧定证实其 BI H1
2 。

毒的存在
,

且 自第 3 代起至第 10 代

的细胞毒毒价均在 1 0 一 5 。

0/
.

l m l 以上
,

符合部颁规程 中关于 BI HI 二鸡胚组织毒种毒及苗毒的

毒价标准和要求
。

通过 BI H
l : 。

各代次细胞毒 ( C ) 的细胞病变观察及毒价测定
,

表明 C 3

和 C 4

细胞适应毒多

在 48 h 左右收毒
,

且细胞病变明显
、

稳定
,

毒价均在 10
一 6

·

“

0/
.

lm l 以上
,

适宜于用作 BI H
, : 。

细

胞苗种毒
。

自 C
6

代起
,

收毒时间延长
,

毒价也似有下降趋势
,

这与用不同代次细胞毒制备成苗

后的免疫试验结果基本吻合
,

故而细胞苗的制备以 C
`

至 C
。

代次为宜
。

BI H
I : 。

细胞 苗通过室内外近 40 万头份雏鸡免疫试验表明
:

该苗安全性能 良好
,

仅有极个

别雏鸡在免疫后 d3 内出现一过性轻度呼吸症状
,

无其它任何不 良反应
;
d7 后产生免疫力

,

免

疫效果确切
,

免疫期可保持 2个 月
,

平均保护率在 87 %以上
,

最小免疫量为 。
,

o 0 1m l ; 疫苗可在

4
”

C 保存 1 个月
,
一 2 。

“

C 保存半年
; 其它有关数据还有待于进一步 充实

。
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