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［摘　要］　为保证制苗所用毒种质量和稳定性，在对制苗毒种病毒含量、病毒纯净性、特异性、免疫

原性及扩繁代次等研究的基础上，建立了鹅细小病毒灭活疫苗毒种种子批。试验使用鹅胚对鹅细

小病毒ＹＡ９８株进行了２０次传代。传代毒种的鉴定结果表明：抽检的各代次的毒种均无细菌、支原

体、外源病毒污染，且病毒含量检测稳定，每０．３ｍＬ含１０４．７８～４．８５ＥＬＤ５０；各代次特异性检测均能被鹅

细小病毒抗血清中和；将各代次病毒液制成灭活疫苗，免疫成鹅后均能产生完全保护。以此为依

据，最终确定原始毒种和基础毒种的扩繁代次宜控制在５代以内，生产毒种的最高扩繁代次宜控制

在１５代以内。种子批的建立，为鹅细小病毒灭活疫苗的生产奠定了基础。
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　　鹅细小病毒（Ｇｏｏｓｅｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ，ＧＰＶ）病又称小

鹅瘟（Ｇｏｓｌｉｎｇｐｌａｇｕｅ），是由鹅细小病毒引起的急性

或亚急性的败血性传染病［１］，对雏鹅具有高度的致

死性，给养鹅业造成巨大的经济损失。目前，疫苗

接种仍是控制小鹅瘟的主要措施之一［２］。现有疫

苗为活疫苗，在小鹅瘟的防疫中起到了良好的效

果，由于，在小鹅瘟病发生流行的地区，种、雏鹅都

存在水平不一的相应抗体，对现有活疫苗的接种免

疫起到了中和、干扰，使活疫苗不能正常发挥免疫

作用。因此，研制出不受残余抗体干扰的油乳剂灭

活疫苗，对小鹅瘟病防治将起到更好的效果。

强毒株因有较好的免疫原性，被广泛用于灭活

疫苗的制备［３］。近年，国内分离的鹅细小病毒有十

余株，但用于鹅细小病毒灭活疫苗的研究不是很

多，目前还没有研制出鹅细小病毒灭活疫苗正规产

品。研究表明，小鹅瘟病毒只有一个血清型，不同

毒株具有相同的抗原性，能起到免疫交叉保护作

用，由于各毒株的培养特性存在一定的差异，将导

致免疫原性存在着一定的差异，以至临床免疫动物

后产生的抗体效价参差不齐。因此，具有较强的毒

力和免疫原性的优质毒株，是制备疫苗的关键。本

实验室分离鉴定的鹅细小病毒 ＹＡ９８株，经动物回

归试验（前期试验）表明，毒力较强，经鹅胚传代，得

到了鹅胚适应毒［４，５］。与国内近年分离的８毒株鹅

细小病毒ＶＰ３基因核苷酸和推导氨基酸同源性比

较［６］，核苷酸同源性为９３．０％ ～９７．９％，推导的氨

基酸同源性为９６．８％ ～９９．７％，毒株的亲缓性很

近。应用该毒株病毒制备灭活疫苗，通过本动物免

疫攻毒试验表明，对后代雏鹅完全包保护，可作为

鹅细小病毒灭活疫苗的制苗用种毒。本试验在对

ＧＰＶＹＡ９８株传代培养以及对各代次的生物学特性

和免疫原性的研究基础上，建立了种子批，以期为

小鹅瘟灭活疫苗生产奠定基础。

１　材料和方法

１．１　毒种　小鹅瘟病毒 ＹＡ９８株，鹅细小病毒强

毒（ＨＨ９８株），由黑龙江省兽医科学研究所鉴定

保存。

１．２　鹅胚　１２日龄易感鹅胚，在孵化前用琼脂扩

散试验检测同批鹅蛋的卵黄抗体，小鹅瘟抗体呈

阴性。

１．３　鹅只　１２０日龄健康鹅，试验前用琼脂扩散试

验检测血清，小鹅瘟抗体呈阴性。

１．４　小鹅瘟阳性血清　东北农业大学王君伟教授

惠赠。

１．５　种子批的建立　试验以前期经过系统鉴定确

认具有良好免疫原性、繁殖特性、特异性和纯净性

的ＹＡ９８毒株，为原始种子，将原始种子用灭菌生

理盐水作１０倍稀释，尿囊腔接种１２日龄易感鹅胚

连续传代，每胚０．３ｍＬ，收取各代次４８～１２０ｈ死

亡鹅胚液，进行病毒培养特性、病毒含量、特异性、

免疫原性、病毒纯净性及保存期试验。将检验合格

的鹅胚液与冻干保护剂，１：１混合均匀，进行定量分

装，各代次命名为 ＹＡ９８Ｆ１～２０。抽取原始毒种、

ＹＡ９８Ｆ３、ＹＡ９８Ｆ５、ＹＡ９８Ｆ７、ＹＡ９８Ｆ１０、ＹＡ９８Ｆ１２、

ＹＡ９８Ｆ１５、ＹＡ９８Ｆ２０冻干后产物用于后续检验，依

据检验结果建立种子批。

１．６　培养特性　将毒种用灭菌生理盐水作１０倍

稀释，经尿囊腔内接种１２日龄易感鹅胚１０枚，每

胚０．３ｍＬ，置３７～３８℃继续孵育，观察并记录鹅胚

接种后２４～１６８ｈ死亡与剖检情况。

１．７　病毒含量　随机抽取１０％冻干产品，用灭菌

生理盐水作 １０倍系列稀释，取 １０－２、１０－３、１０－４、

１０－５４个稀释度，每个稀释度，经尿囊腔接种１２日

龄鹅胚，５枚，每胚０．３ｍＬ，置３７℃孵育观察１６８ｈ，

２４ｈ前死亡鹅胚不计，记录２４～１６８ｈ鹅胚死亡情

况，计算ＥＬＤ５０。

１．８　 特异性 　 将毒种稀释至病毒含量为

２００ＥＬＤ５０／０．３ｍＬ，与等量抗小鹅瘟病毒特异性血

清混合，置３７℃水浴中和１ｈ后，尿囊腔接种１２日

龄易感鹅胚５枚，每胚０．３ｍＬ；同时设病毒对照组

５枚，每胚接种同条件处理的病毒液和生理盐水混

合液０．３ｍＬ，３７℃孵育观察１６８ｈ，记录２４～１６８ｈ

鹅胚死亡情况，并取病毒液做鸡红细胞凝集试验

（ＨＡ）。

１．９　免疫原性　将甲醛灭活后的含毒尿囊液与油

相，按１
#

１．制备油乳剂灭活疫苗。肌肉接种１２０
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日龄易感鹅 １０只（公、母比例为 １
#

４），每只

１ｍＬ，于接种疫苗后的２８日，连同对照鹅５只，分

别采血，分离血清，测定鹅细小病毒的琼扩抗体

（ＡＧＰ）效价。并收集种蛋孵育后代雏鹅，于３日龄

进行攻毒保护试验，试验组与对照组各皮下接种鹅

细小病毒强毒（ＨＨ９８株）病毒液，每组１０只，每只

０．２ｍＬ。观察１０日，统计保护率。

１．１０　纯净性检查　无菌检验、支原体检验、外源

病毒检验，按现行《中国兽药典》［７］附录进行。

１．１１　毒种保存期试验　抽检保存时间分别为２

年、３年、４年的 ＹＡ９８Ｆ５、ＹＡ９８Ｆ１０、ＹＡ９８Ｆ１５三个

代次的毒种，经鹅胚培养复壮，测定ＥＬＤ５０。

２　结 果

２．１　培养特性　将原始毒种、ＹＡ９８Ｆ３、ＹＡ９８Ｆ５、

ＹＡ９８Ｆ７、ＹＡ９８Ｆ１０、ＹＡ９８Ｆ１２、ＹＡ９８Ｆ１５、ＹＡ９８Ｆ２０

抽检样品，在接种鹅胚后７２～１６８ｈ，各批次病毒均

至８枚以上鹅胚死亡，剖检死亡胎儿，头部、颈部及

绒毛尿囊膜呈明显水肿，胚头、颈部、胸部、爪、翅尖

及喙旁均有出血，病变特征明显。对鹅胚培养特性

稳定。

２．２　病毒含量　结果见表１。抽样检测的原始毒

种、 ＹＡ９８Ｆ３、 ＹＡ９８Ｆ５、 ＹＡ９８Ｆ７、 ＹＡ９８Ｆ１０、

ＹＡ９８Ｆ１２、ＹＡ９８Ｆ１５和 ＹＡ９８Ｆ２０病毒含量的测定

结果ＥＬＤ５０都在１０
４．７／０．３ｍＬ以上，表明连续传代

２０次时各代次毒株对冻干处理的耐受能力未发生

明显改变。

表１　鹅胚半数致死量（ＥＬＤ５０）的测定
代次 ＥＬＤ５０／０．３ｍＬ

原始毒种 １０４．７８
ＹＡ９８Ｆ３ １０４．７８
ＹＡ９８Ｆ５ １０４．８３
ＹＡ９８Ｆ７ １０４．８５
ＹＡ９８Ｆ１０ １０４．７８
ＹＡ９８Ｆ１２ １０４．８３
ＹＡ９８Ｆ１５ １０４．７８
ＹＡ９８Ｆ２０ １０４．７８

２．３　特异性检验　结果见表２。抽样检测的原始
毒 种、ＹＡ９８Ｆ３、ＹＡ９８Ｆ５、ＹＡ９８Ｆ７、ＹＡ９８Ｆ１０、
ＹＡ９８Ｆ１２、ＹＡ９８Ｆ１５和 ＹＡ９８Ｆ２０各代次病毒均能
被抗小鹅瘟血清中和，接种鹅胚全部存活，且各代

次病毒液做鸡红细胞凝集试验，均无血凝性，符合

小鹅瘟病毒特性。

表２　病毒特异性鉴定结果
种毒 中和组 对照组

原始毒种 ５／５ ０／５
ＹＡ９８Ｆ３ ５／５ １／５
ＹＡ９８Ｆ５ ５／５ ０／５
ＹＡ９８Ｆ７ ５／５ １／５
ＹＡ９８Ｆ１０ ５／５ ０／５
ＹＡ９８Ｆ１２ ５／５ ０／５
ＹＡ９８Ｆ１５ ５／５ １／５
ＹＡ９８Ｆ２０ ５／５ ０／５

分母为试验鹅胚数，分子为存活鹅胚数。

２．４　免疫原性　各批次毒种制备灭活疫苗，接种
易感鹅后２８日分别采血，用琼脂扩散试验进行鹅
细小病毒琼扩抗体（ＡＧＰ）效价检测，结果见表３。
可以看出，各代次免疫抗体效价无明显差异，免疫

组血清抗体效价≥１：１，连续传代未影响免疫效果，
对后代雏鹅有良好的保护作用，有效保护率可达

９０％。

表３　免疫原性试验结果

疫苗 免疫途径 免疫剂量／（ｍＬ·只 －１）
琼扩抗体效价 后代雏鹅保护率／％

试验组 对照组 试验组 对照组

原始毒种 肌肉 １．０ １：２ － １００ １０

ＹＡ９８Ｆ３ 肌肉 １．０ １：２ － １００ ０

ＹＡ９８Ｆ５ 肌肉 １．０ １：２ － １００ ０

ＹＡ９８Ｆ７ 肌肉 １．０ １：２ － ９０ ０

ＹＡ９８Ｆ１０ 肌肉 １．０ １：２ － １００ １０

ＹＡ９８Ｆ１２ 肌肉 １．０ １：２ － ９０ １０

ＹＡ９８Ｆ１５ 肌肉 １．０ １：２ － １００ １０

ＹＡ９８Ｆ２０ 肌肉 １．０ １：１ － ９０ １０

“－”表示检验结果为阴性

·７２·
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２．５　纯净性检验　将原始毒种、ＹＡ９８Ｆ３、ＹＡ９８Ｆ５、
ＹＡ９８Ｆ７、ＹＡ９８Ｆ１０、ＹＡ９８Ｆ１２、ＹＡ９８Ｆ１５和ＹＡ９８Ｆ２０
按现行《中国兽药典》附录进行检验，结果显示：检

测的各代次种毒，分别接种于三种培养基中，进行

细菌和霉菌检验，结果均无细菌和霉生长；在液体

和固体两种培养基上进行的支原体检验也均未见

支原体生长；各代次种毒外源病毒检验，分别进行

了鸡胚和细胞检验，结果均未检测到外源病毒

（表４），各代次种毒纯净。

表４　外源病毒检验（鸡胚和细胞检查法）结果

种毒代次

鸡胚检查 鸡胚成纤维细胞检查

绒毛尿囊膜接种 尿囊腔接种

健活比例 绒毛尿囊膜 红细胞凝集 健活比例 红细胞凝集
ＣＰＥ 红细胞吸附

原始毒种 １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ３ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ５ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ７ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ１０ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ１２ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ１５ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

ＹＡ９８Ｆ２０ １０／１０ 无病变 － １０／１０ － ２／２无ＣＰＥ 无吸附

“－”表示红细胞凝集阴性

２．６　基础种毒保存期测定　将 －７０℃保存２年、３
年、４年的 ＹＡ９８Ｆ５、ＹＡ９８Ｆ１０、ＹＡ９８Ｆ１５种毒 （冻
干毒）取出，接种１２日龄鹅胚，测定 ＥＬＤ５０，并与保

存前的结果进行比较，结果见表５。可以看出，冻干
毒种于 －７０℃经 ４年保存，种毒的病毒含量未见
降低。

表５　基础种毒保存期测定结果

种毒代次 保存时间 保存温度／℃ 检测时间 保存期／年
病毒含量／（ＥＬＤ５０·０．３ｍＬ－１）

保存前 保存后

ＹＡ９８Ｆ５ ２００６．０６ －７０

２００８．０６ ２

２００９．０６ ３

２０１０．０６ ４

１０４．８３
１０４．７３

１０４．５２

１０４．５０

ＹＡ９８Ｆ１０ ２００７．０６ －７０

２００９．０６ ２

２０１０．０６ ３

２０１１．０６ ４

１０４．７８
１０４．６８

１０４．５２

１０４．３８

ＹＡ９８Ｆ１５ ２００８．０６ －７０

２０１０．０６ ２

２０１１．０６ ３

２０１２．０６ ４

１０４．７８
１０４．７３

１０４．５０

１０４．６８

３　小 结

通过对 ＹＡ９８株各代次冻干种毒的病毒含量
测定、纯净性、特异性和免疫原性等鉴定证明，各代

次病毒传代稳定；纯净性检验均无细菌、霉菌、支原

体和外源病毒污染；特异性检验均能够被小鹅瘟抗

血清特异性中和；各代次病毒制成灭活疫苗免疫动

物后，均能够产生完全的攻毒保护，以此为依据，建

立了毒种的种子批，确定原始毒种和基础毒种的扩

繁代次宜控制在５代以内，适宜的保存方法和保存
期为－７０℃保存３年；生产毒种的最高扩繁代次宜
控制在 １５代以内，适宜的保存方法和保存期为
－７０℃保存３年。
本试验种子批的建立可为小鹅瘟灭活疫苗的

研制，以及将来的规模化生产提供稳定、可靠的生

·８２·
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产用种毒。
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