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［摘　要］　为制备鸭瘟种毒和鸭瘟活疫苗检验用抗鸭瘟病毒特异性阳性血清，对６个月龄左右的

山羊进行五次免疫。最后一次免疫后２周采血并分离血清，血清经混合、分装、冷冻真空干燥后，对

其进行了无菌检验、外源病毒检验、剩余水分测定、中和效价测定、均匀性检验。结果表明，本研究

制备的抗鸭瘟病毒阳性血清特异性良好，无菌检验、外源病毒检验和剩余水分测定均符合《中华人

民共和国兽药典》（２０１０年版三部）规定；血清中和效价大于１∶１００，均匀性良好，可满足兽药典标准

中鸭瘟种毒和鸭瘟活疫苗的鉴别检验和外源病毒检验。
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　　鸭瘟或鸭病毒性肠炎（ＤＶＥ）是由鸭瘟病毒

（ｄｕｃｋｐｌａｇｕｅｖｉｒｕｓ，ＤＰＶ）引起的鸭、鹅及多种雁行

目禽类的一种急性、高致死率的传染病。目前，各

主要养鸭国家均有发生该病的报道，易感鸭群初始
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症状通常为突发持续性高死亡现象，产蛋量明显下

降［１］。鸭瘟诊断技术、诊断试剂以及疫苗等是该病

防制的关键。按照世界动物卫生组织（ＯＩＥ）《陆生

动物诊断试验和疫苗手册》［２］，病原鉴定和血清学

诊断都可用抗鸭瘟病毒特异性血清进行中和试验；

《中华人民共和国兽药典》（２０１０年版三部）［３］要

求，鸭瘟活疫苗鉴别检验项中需要抗鸭瘟病毒特异

性血清，但是目前国内缺乏质量稳定的抗鸭瘟病毒

特异性血清。而且，由于缺乏效价较高的抗鸭瘟病

毒特异性血清，目前鸭瘟活疫苗的外源病毒检验项

是通过鸡检查法进行的，检验周期长，检验成本高。

本研究首次以鸭瘟病毒 ＡＶ１２２１株灭活液和鸭瘟

病毒鸡胚弱毒ＡＶ１２２２株对山羊进行免疫，获得具

有高中和效价的特异性阳性血清，并使得血清的纯

净性更易控制和可靠，满足了鸭瘟毒种和鸭瘟活疫

苗的检验。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　种毒　鸭瘟病毒 ＡＶ１２２１株和鸭瘟病毒鸡

胚弱毒ＡＶ１２２２株均由中国兽医药品监察所鉴定、

保管和供应。

１．１．２　试验动物　田间６个月龄左右未得并未免

疫口蹄疫的山羊。

１．１．３　ＳＰＦ鸡胚　均购自北京梅里亚维通试验动

物技术有限公司。

１．１．４　试剂和试剂盒　布鲁氏菌病虎红平板凝集

试验用抗原由中国兽医药品监察所制备、提供；猪

伪狂犬病毒ｇＢ抗体检测试剂盒、牛病毒性腹泻抗

体检测试剂盒、ＰｒｉｏＣＨＥＣＫ口蹄疫病毒Ｏ型抗体检

测试剂盒，购自 ＩＤＥＸＸ公司；ＰＰＲ Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自 ＩＤ．ｖｅｔＳｃｒｅｅｎＲ；ＲｕｍｉｎａｎｔＢｌｕｅ

ｔｏｎｇｕｅＡｄｖａｎｃｅｄⅡ － Ｓｅｒｕｍ试剂盒购自法国

ＬＳＩＶｅｔＴＭ。

１．２　方法

１．２．１　山羊筛选　选择田间６～１２个月龄、未得

且未免疫口蹄疫的山羊，并按照表１中列出的检验

方法对支原体、布鲁氏菌病、牛病毒性腹泻／粘膜病

ＢＶＤＶ、伪狂犬病、蓝舌病、小反刍兽疫、羊痘和口蹄

疫抗体进行检测。

表１　病源抗体及其检验方法

病源抗体 检验方法 病源抗体 检验方法

支原体 药典方法 蓝舌病 ＥＬＩＳＡ

布鲁氏菌病 虎红平板凝集试验 小反刍兽疫 ＥＬＩＳＡ

ＢＶＤＶ ＥＬＩＳＡ 羊痘 中和试验

伪狂犬病 ＥＬＩＳＡ 口蹄疫 ＥＬＩＳＡ

１．２．２　抗原的制备［４］　鸭瘟病毒 ＡＶ１２２１株灭活
液用灭菌生理盐水将鸭瘟病毒 ＡＶ１２２１株毒种作
５０～１００倍稀释，接种９～１０龄鸭胚绒毛尿囊膜，每
胚０．２ｍＬ。选择接种后４８～１２０ｈ内死亡的鸭胚，
分别收取绒毛尿囊膜和胚液，匀浆后加入适量双抗

制成鸭胚毒，冷冻保存。鸭胚毒作５０００倍稀释，用
９～１０日龄鸭胚１０个接种于绒毛尿囊膜上，每胚
０．２ｍＬ，接种后鸭胚应６０～１６８ｈ内全部死亡且胎
儿有明显病痕；纯净性应无细菌、霉菌、支原体及外

源病毒污染。鸭胚毒满足以上标准经甲醛灭活后

可作为免疫原。

鸭瘟病毒鸡胚弱毒 ＡＶ１２２２株用灭菌生理盐
水将鸭瘟病毒鸡胚弱毒 ＡＶ１２２２株毒种作５０～１００
倍稀释，接种９～１０龄 ＳＰＦ鸡胚绒毛尿囊膜，每胚
０．２ｍＬ。选择接种后４８～１２０ｈ内死亡的鸡胚，分别
收取绒毛尿囊膜和胚液，匀浆后加入适量双抗制成

鸡胚毒，冷冻保存。鸡胚毒作５０００倍稀释，用９～１０
日龄ＳＰＦ鸡胚１０个接种于绒毛尿囊膜上，每胚０．２
ｍＬ，接种后鸡胚应６０～１６８ｈ内全部死亡且胎儿有
明显病痕；纯净性应无细菌、霉菌、支原体及外源病

毒污染。鸡胚毒满足以上标准可作为免疫原。

１．２．３　免疫程序　按照表２免疫程序对山羊进行
免疫。

１．２．４　血清采集与分离　最后一次免疫后２周，
山羊颈动脉采血，分离血清。

１．２．５　分装冻干　将混合均匀的血清以瓶顶分装
器（灭菌）在无菌条件下定量分装至洗涤干净、且经

过１５０℃干烤灭菌３０ｍｉｎ的安瓿中，每支安瓿装量
１ｍＬ，冻干后抽真空封口。
１．２．６　无菌检验、支原体检验、外源病毒检验、真
空度测定和剩余水分测定　按文献３进行。
１．２．７　中和效价测定　将血清５６℃灭活３０ｍｉｎ
后２倍系列稀释，选取适宜稀释度与鸭瘟病毒
ＡＶ１２２２株１００ＥＬＤ５０／０．１ｍＬ的病毒液等量混合，
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表２　鸭瘟高免血清免疫程序
免疫次数 免疫时间 免疫方法

第一次 首次免疫 用鸭瘟病毒ＡＶ１２２１株灭活液分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ

第二次 首免后３周 用鸭瘟病毒ＡＶ１２２１株灭活液分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ

第三次 二免后１周 用鸭瘟病毒鸡胚弱毒ＡＶ１２２２株分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ

第四次 三免后２周
用鸭瘟病毒鸡胚弱毒ＡＶ１２２２株分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ；
用鸭瘟病毒ＡＶ１２２１株灭活液分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ

第五次 四免后２周
用鸭瘟病毒鸡胚弱毒ＡＶ１２２２株分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ；
用鸭瘟病毒ＡＶ１２２１株灭活液分４点肌肉注射，每点１０ｍＬ

室温下作用６０ｍｉｎ后，经绒毛尿囊膜接种９～１０日
龄ＳＰＦ鸡胚５枚，每胚０．２ｍＬ。同时设病毒对照鸡
胚５枚（每胚接种１００ＥＬＤ５０／０．１ｍＬ的病毒液０．１
ｍＬ）、血清毒性对照鸡胚５枚（每胚接种血清原液
０．１ｍＬ），阴性血清对照鸡胚５枚（每胚接种阴性血
清中和病毒液０．２ｍＬ），３７℃孵育１６８ｈ，观察鸡胚
死亡数，根据中和组鸡胚死亡情况，按照 Ｒｅｅｄ－
Ｍｕｅｎｃｈ方法计算血清的中和抗体效价。
１．２．８　均匀性检验　从冻干血清中随机选取１０
支进行中和效价测定，采用方差分析法统计样品均

匀性。

１．２．９　３批鸭瘟活疫苗及种毒外源病毒检验　按
文献［３］将３批疫苗稀释至２００羽份／２ｍＬ和２０羽
份／２ｍＬ，种毒稀释至１０３．０ＥＬＤ５０／０．１ｍＬ，分别与等
体积５６℃灭活３０ｍｉｎ的抗鸭瘟病毒特异性血清混

合，置室温作用６０ｍｉｎ后，分别接种鸡成纤维细胞
和１０日龄ＳＰＦ鸡胚，进行外源病毒检验。
２　结果与分析
２．１　无菌检验、支原体检验、外源病毒检验和真空
度测定　从冻干血清中随机选取５支按文献３分别
进行无菌检验、支原体检验、外源病毒检验和真空度

测定，均无菌生长，且无外源病毒污染，检验合格。

２．２　剩余水分测定　按文献３进行，剩余水分含
量为０．７％、１．１％、０．８％、０．７％，均小于３％，检验
合格。

２．３　中和效价测定　随机抽取１０支冻干血清，无
菌生理盐水复溶后５６℃灭活３０ｍｉｎ，１０倍稀释后
再２倍倍比稀释至１∶８０、１∶１６０、１∶３２０和１∶６４０，测
定其中和１００ＥＬＤ５０／０．１ｍＬ的鸭瘟病毒ＡＶ１２２２株
的中和效价。结果见表３。

表３　１０支冻干阳性血清中和效价测定结果
血清编号 血清１ 血清２ 血清３ 血清４ 血清５ 血清６ 血清７ 血清８ 血清９ 血清１０

中和效价（重复１） １：１６０ １：２２４ １：２６９ １：２８１ １：１２０ １：２２４ １：１９０ １：２００ １：２２４ １：１８６

中和效价（重复２） １：１８６ １：２０４ １：２４５ １：１１４ １：１４４ １：２４０ １：１８２ １：２６９ １：１０７ １：１５８

中和效价（平均值） １：１７３ １：２１４ １：２５７ １：１９８ １：１３２ １：２３２ １：１８６ １：２３５ １：１６６ １：１７２

２．４　均匀性检验　采用方差分析法统计样品均匀
性。此方法是通过组间方差和组内方差的比较来

判断各组测量值之间有无系统性差异，如果两者的

比小于统计检验的临界值，则认为样品是均匀的。

经检验，１０个样品组内与组间无明显差异，样品是
均匀的。

２．５　３批鸭瘟活疫苗和种毒外源病毒检验　３批
疫苗样品和种毒的外源病毒检验结果见表４，结果
表明，１ｍＬ血清能完全中和病毒含量为 １０４．０

ＥＬＤ５０／ｍＬ的种毒；２ｍＬ血清能完全中和２００羽份
病毒含量为１０３．５ＥＬＤ５０／羽份的疫苗样品，以及２０
羽份病毒含量为１０４．１７ＥＬＤ５０／羽份和１０

４．５ＥＬＤ５０／羽

份的疫苗样品。

表４　三批鸭瘟活疫苗和种毒外源病毒检验结果
样品 ＥＬＤ５０／ｍＬ 检验结果

疫苗样品１ １０３．５
２００羽份／２ｍＬ完全中和
２０羽份／２ｍＬ完全中和

疫苗样品２ １０４．１７
２００羽份／２ｍＬ未完全中和
２０羽份／２ｍＬ完全中和

疫苗样品３ １０４．５
２００羽份／２ｍＬ未完全中和
２０羽份／２ｍＬ完全中和

ＡＶ１２２１株种毒 １０４．０ 完全中和

ＡＶ１２２２株种毒 １０４．０ 完全中和
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３　讨论与小结
本研究旨在为鸭瘟诊断技术、诊断试剂以及疫

苗质量监控提供满足要求的鸭瘟阳性血清，这要求

阳性血清应具有良好的特异性和足够高的中和效

价。袁明龙等［５］免疫山羊制备了羊抗鸭 ＩｇＧ，琼扩
效价达 １∶６４，蔡铭升等［６］免疫家兔制备了兔抗

ＶＰ２６血清，琼扩效价达１∶３２。鉴于山羊对疱疹病
毒的敏感性，本研究以山羊作为免疫动物，并优化

了免疫程序，以鸭瘟病毒 ＡＶ１２２１株灭活液基础免
疫后再以鸭瘟病毒 ＡＶ１２２１株灭活液和鸭瘟鸡胚
弱化毒ＡＶ１２２２株活病毒协同免疫，最终获得了中
和效价大于１∶１００倍的鸭瘟阳性血清，可满足兽药
典标准中鸭瘟活疫苗及毒种的外源病毒检验和鉴

别检验；以山羊作为免疫动物，其不含有禽源病原

体，在试验动物纯净度上容易控制，保证了阳性血

清具有良好的特异性。另外，免疫原为鸭瘟病毒

ＡＶ１２２１株灭活液和鸭瘟病毒鸡胚弱毒 ＡＶ１２２２
株，容易获得且避免使用鸭瘟强毒免疫，降低了生

物安全风险；免疫程序共经过五次免疫，简便易行，

适合大规模制备。

本研究制备的抗鸭瘟病毒特异性血清可满足

兽药典标准中鸭瘟活疫苗及毒种的外源病毒检验

和鉴别检验，有望将兽药典标准中鸭瘟活疫苗的外

源病毒检验方法修改为鸡胚检查法，以缩短检验周

期，降低检验成本。
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