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［摘　 要］ 　 为探讨 ＭＤＣＫ 纯悬浮细胞制备的 Ｈ９ 亚型禽流感灭活疫苗的免疫效果，使用 １０ 日龄

ＳＰＦ 鸡胚和 ＭＤＣＫ 纯悬浮细胞分别接种 Ｈ９ 亚型禽流感 ＢＸ１３ 株病毒，收获抗原液，制备 ２ 种单价油

佐剂灭活疫苗，按照不同免疫剂量对 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡进行免疫接种，测定免疫后不同时间的血清 ＨＩ
抗体，免疫后 ２１ ｄ 翅静脉攻毒，测定疫苗的保护率。 结果表明：２ 种疫苗分别以 ０． ３、０． ２、０． １、０． ０２
ｍＬ ／ 只的剂量接种 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡后，７ ｄ ＨＩ 抗体均为 ０ｌｏｇ２，免后 １４ ｄ、２１ ｄ 时 ２ 种疫苗相同免疫剂

量组间 ＨＩ 抗体无明显规律性差异。 免疫后 ２１ ｄ，２ 种疫苗 ０． １ｍＬ ／ 只 ～ ０． ３ｍＬ ／ 只的免疫剂量，各组

间 ＨＩ 抗体水平无明显差异，可以达到 １∶ １２８ 以上。 攻毒试验表明，鸡胚源疫苗 ０． １ ｍＬ ／ 只、ＭＤＣＫ
细胞源疫苗 ０． ２ｍＬ ／ 只的免疫剂量可以达到 １０ ／ １０ 保护。 本研究为使用 ＭＤＣＫ 纯悬浮细胞制备的

Ｈ９ 亚型禽流感疫苗的深化研究和应用奠定了基础。
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ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｐｕｒｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ １０ ｄａｙｓ － ｏｌｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｓ ａｎｄ ＭＤＣＫ ｐｕｒｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
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·９·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 １１ 月第 ５３ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｗｏ ｖａｃｃｉｎｅ ａｎｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｍｕｎｉｚｉｎｇ ｄｏｓｅｓ． ＨＩ ｔｉｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｔ ７ ｄａｙｓ ｐｅｒｉｏｄ ａｆｔｅｒ
ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ＡＩＶ ｓｔｒａｉｎ ｔｏ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ
ａｎｔｉｇｅｎ ｂｙ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｒｏｕｔｅ ａｔ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ＨＩ ｔｉｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ４ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＨＩ ｔｉｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｈｅｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｏｓｅｓ １４ ｄａｙｓ ａｎｄ ２１ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．
Ｗｈｅｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｉｔｈ ０． １ ｍＬ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ～ ０． ３ ｍＬ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ｂｏｔｈ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｐｒｏｄｕｃｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １∶ １２８ ＨＩ ｔｉｔｅｒ． Ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ １０ ／ １０ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｈｅｎ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ０． １ ｍＬ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ０． ２
ｍＬ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ９
ｓｕｂｔｙｐｅ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ＭＤＣＫ ｐｕｒｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＭＤＣＫ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌ； ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ； ｉｍｍｕｎｅ ｄｏｓｅ

　 　 禽流感病毒（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＡＩＶ）是严

重危害家禽和野禽的一种烈性传染性病原，根据其

临床致病性差异，将其分为高致病性禽流感病毒

（ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ，ＨＰＡＩＶ）和

低致病性禽流感病毒（ｌｏｗ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓ， ＬＰＡＩＶ） ［１］。 其中，Ｈ９Ｎ２ 亚型低致病性禽流

感病毒（ＬＰＡＩＶ）感染禽类虽然引起的死亡率较低、
临床症状较轻，但仍然是威胁我国养禽业的重要病

原之一［２］。 Ｈ９ ＡＩＶ 不仅广泛存在于活禽市场，还
可以感染人［３ － ４］。 有报道表明，目前流行的 Ｈ９
ＡＩＶ 可以作为基因供体，为多种流感病毒提供内部

基因与其他亚型病毒重排，给新型流感病毒在人群

中的大规模流行埋下了隐患［５］。 通过疫苗免疫接

种预防禽流感仍然是现今采用的主要手段。 值得

注意的是，近年来 Ｈ９ ＡＩＶ 的变异现象时有发生，其
中 ２０１１ － ２０１４ 年 Ｈ９ ＶＩＡ 的变异速度是 １９９９ －
２００５ 年的 １０． ６４ 倍［６］。 然而，ＡＩＶ 抗原大多利用非

免疫鸡胚制备，病毒在鸡胚中的传代是造成 ＡＩＶ 基

因变异的主要原因之一［７ － ８］；其次，禽流感流行需

要大量疫苗时，有可能存在鸡胚供应不足的问题；
同时，制苗用鸡胚的来源不明，也有造成外源病毒

污染的可能［９］。 与传统鸡胚制苗方法比较，动物悬

浮细胞制备疫苗具有细胞来源和背景清晰，不含有

外源病毒的优点，病毒抗原稳定，批间差异小，易于

扩大和大规模生产等优点。 许多学者比较了ＭＤＣＫ
贴壁细胞制备的人流感疫苗与鸡胚源疫苗的效果，

认为两种疫苗有着相当的免疫效果［１０ － １２］。 为了探

讨和验证由北京市农林科学院畜牧兽医研究所纯

悬浮驯化的 ＭＤＣＫ 细胞制备 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 抗原疫

苗免疫效力，进行了 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗和鸡胚源

Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 疫苗的比较试验，现将结果报告如下。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞株　 ＭＤＣＫ 悬浮细胞株（ＭＤＣＫ － ｓｕｓ）
由北京市农林科学院畜牧兽医研究所免疫与预防

研究室购自中国兽医药品监察所的 ＭＤＣＫ 贴壁细

胞自行驯化获得，悬浮细胞批号为 ２０１９０５２０，代次

为 ＭＤＣＫ － ｓｕｓ Ｆ１０。
１． １． ２　 病毒株　 制苗毒株：Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＢＸ１３ 株由

北京市农林科学院畜牧兽医研究所免疫预防研究室

２０１３ 年从北京某鸡场分离、纯化及鉴定，毒株代号为

Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｂｅｉｊｉｎｇ ／ ＢＸ ／ １３（Ｈ９Ｎ２）株（ＢＸ１３）。 制苗

毒株 为 Ｈ９ 亚 型 ＡＩＶ ＢＸ１３ 株 １ － Ｅ３， 批 号：
２０１７０５２３，毒价为 １０７． ７ ＥＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。 攻毒毒株为

Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＢＸ１３ 株 １ － Ｅ１，批号：２０１７０４１１，毒价

为 １０８． ７ＥＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。
１． １． ３　 鸡胚　 ＳＰＦ 鸡胚购自北京勃林格殷格翰维

通生物技术有限公司，在本研究室孵化至 １０ 日

龄，用于毒种繁殖，毒价测定及攻毒后的分毒

试验。
１． １． ４ 　 试验动物 　 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡购自北京勃林

格殷格翰维通生物技术有限公司，北京市农林科学
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院畜牧兽医研究所 ＳＰＦ 鸡舍饲养。
１． １． ５　 ＨＩ 抗原　 ＨＩ 工作抗原由本研究室制备，
Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＢＸ１３ 株 １ － Ｅ３，批号：２０１７０４２５，ＨＡ
效价为 ２９，使用时按照 １ ∶ １２８ 配制 ４ＨＡ 工作

抗原。
１． １． ６ 　 鸡红细胞悬液　 １％ 鸡红血球由本研究室

采集成年公鸡血液制备，用于收获的病毒液 ＨＡ 和

试验鸡的血清 ＨＩ 抗体测定。
１． １． ７　 主要试剂与耗材　 无血清培养基 ＭＳ０１ 购

自苏州市沃美生物技术有限公司；２５０ ｍＬ 三角瓶

购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。
１． １． ８　 仪器设备　 细胞摇床购自上海一恒科技有

限公司；倒置显微镜购自上海光学仪器厂；血球计

数板购自上海市求精生化试剂仪器有限公司；２Ｌ
生物反应器 ＢｉｏＦｌｏ􀅹 ／ ＣｅｌｌｉＧｅｎ􀅹１１５ 购自美国 ＮＢＳ
公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 疫苗制备　 分别制备鸡胚源和 ＭＤＣＫ 纯悬

浮细胞源疫苗。 鸡胚源疫苗抗原制备方法为取 １０
万倍稀释的 ＡＩＶ ＢＸ１３ 制苗毒株，接种 １０ 日龄 ＳＰＦ
鸡胚，每胚 ０． １ ｍＬ， 密封针孔，置 ３７ ℃孵育，每 ２４
ｈ 照蛋，弃去 ２４ ｈ 内死亡鸡胚，收获 ２４ ｈ ～ １２０ ｈ 内

死胚和 １２０ ｈ 时活胚的鸡胚尿囊液，测定其 ＨＡ 和

ＥＩＤ５０，用作制备鸡胚源疫苗抗原。
ＭＤＣＫ 细胞源疫苗抗原制备方法为将 ２Ｌ 生物

反应器进行清洗、安装、高压灭菌后冷却备用，取生

长到一定密度的细胞，使用无血清 ＭＳ０１ 培养基制

备成密度为 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ ～ ２． ５ × １０６ ／ ｍＬ 的细胞

悬液 １Ｌ，以感染复数（ＭＯＩ）０． ０１ 接种 Ｈ９ 亚型禽流

感病毒 ＢＸ１３ 株，同时按照 ３． ５ μｇ ／ ｍＬ 的终浓度加

入 ＴＰＣＫ － Ｔｒｙｐｓｉｎ，将以上细胞 － 病毒混合液加入

到生物反应器中，设置生物反应器参数，溶氧 ＤＯ
为 ４０％ ，ｐＨ ７． ２，温度 ３３ ℃，搅拌速度 ６０ ｒ ／ ｍｉｎ， 收

获培养 ７２ ｈ 的抗原液，测定其 ＨＡ 和 ＥＩＤ５０，用作制

备细胞源疫苗抗原。
疫苗制备方法为首先分别将 ２ 种抗原液加入

终浓度为 ２ ｍＬ ／ Ｌ 的甲醛溶液，置 ３７ ℃恒温摇床内

灭活 ２４ ｈ。 经灭活检验合格后取上述 ２ 种灭活抗

原液，分别制备鸡胚源抗原水相和细胞源抗原水

相，同时制备油相，以油相∶ 水相比为 ２∶ １ 的比例乳

化制成油包水型灭活疫苗，配苗时收获抗原液的病

毒滴度均为 １０７． ７ＥＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。
１． ２． ２ 　 疫苗物理性状检验　 外观：应为白色均匀

乳剂。 剂型：取一清洁吸管，吸取少量疫苗滴于冷

水中，除第 １ 滴外，均应不扩散。 稳定性：吸取疫苗

１０ ｍＬ 加入离心管中，以 ３５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
管底析出水相应不超过 ０． ５ ｍＬ。 粘度：按现行《中
国兽药典》附录进行检验，应符合规定。 无菌检验：
按现行《中国兽药典》进行，应无菌生长。
１． ２． ３　 免疫试验分组与免疫接种　 ９０ 只 ２１ 日龄

ＳＰＦ 鸡随机分为 ９ 组，Ａ１ ～ Ａ４ 组每组 １０ 只鸡，分
别胸肌注射鸡胚源灭活疫苗，注射剂量为 ０． ３、０． ２、
０． １、 ０． ０２ ｍＬ ／只 （ １０７． ７ ＥＩＤ５０ ／只、 １０７． ５ ＥＩＤ５０ ／只、

１０７． ２ＥＩＤ５０ ／只、１０６． ５ ＥＩＤ５０ ／只）；Ｂ１ ～ Ｂ４ 组每组 １０
只，分别胸肌注射 ＭＤＣＫ 悬浮源灭活疫苗，注射剂

量为 ０． ３、０． ２、０． １、０． ０２ ｍＬ ／只 （１０７． ７ ＥＩＤ５０ ／只、

１０７． ５ＥＩＤ５０ ／只、１０７． ２ＥＩＤ５０ ／只、１０６． ５ＥＩＤ５０ ／只）；Ｃ 组 ５
只鸡，不免疫接种，用于攻毒对照；Ｄ 组 ５ 只鸡为健

康对照。
１． ２． ４　 试验鸡 ＨＩ 抗体检测 　 各组鸡均在免疫接

种后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 翅静脉采血、分离血清，待检测

ＡＩＶ ＨＩ 抗体。
１． ２． ５　 攻毒试验　 免疫后 ２１ ｄ 采血后，Ａ１ ～ Ａ４，
Ｂ１ ～ Ｂ４，Ｃ 组鸡分别翅静脉注射 １００ 倍稀释的 ＡＩＶ
ＢＸ１３ 攻毒毒株， 每只 ０． ５ ｍＬ （病毒含量 １０７． ４

ＥＩＤ５０）， Ｄ 组 ５ 只鸡不做任何处理，为健康对照。
１． ２． ６ 　 分毒试验　 试验鸡攻毒后第 ３ 天，分别采

集每只鸡的咽拭子和泄殖腔拭子，置于装有 ０． ８ｍＬ
生理盐水（含青、链霉素双抗 １ 万单位，ｐＨ ７． ２）的
ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，涡旋振荡混匀后，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ， 取同一只鸡的咽拭子和泄殖腔拭子上清液混

合作为 １ 个样品，尿囊腔接种 ５ 枚 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡

胚，０． ２ ｍＬ ／胚。 接种后定期照蛋，弃去 ２４ ｈ 内死

亡鸡胚，收获 ７２ ～ １２０ ｈ 死亡鸡胚尿囊液，分别测定

ＨＡ 价，至 １２０ ｈ， 按照分组分别收获活胚尿囊液，
测定 ＨＡ 价。 若同一只鸡的样品接种的 ５ 枚鸡胚
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中有 １ 枚鸡胚的 ＨＡ 价≥４ｌｏｇ２，该样品判定为分毒

阳性。 若接种样品的 ５ 枚鸡胚均为阴性，取 ５ 枚鸡

胚尿囊液的混合液再接种 ５ 枚 １０ 龄 ＳＰＦ 鸡胚进行

盲传，最终确定样品的分毒结果。

２　 结果与分析

２． １　 疫苗制备　 参照《中国兽药典》有关鸡禽流感

疫苗的检验方法，对 ２ 种疫苗的试验室制品进行了

物理性状和无菌检验，结果见表 １。

表 １　 ＡＩＶ ＢＸ１３ 株鸡胚源疫苗与 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗物理性状和无菌检验

Ｔａｂ １　 Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＡＩＶ ＢＸ１３ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｖａｃｃｉｎｅｓ
疫苗 外观 剂型 稳定性 粘度 无菌检验

鸡胚源疫苗 白色均匀乳剂 Ｗ／ Ｏ 型 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 不分层 ５８． ２５ｃＰ 无菌生长

ＭＤＣＫ 细胞源疫苗 白色均匀乳剂 Ｗ／ Ｏ 型 ３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 不分层 ５６． ３３ｃＰ 无菌生长

２． ２　 血清 ＨＩ 抗体消长规律 　 不同源和剂量疫苗

免疫后 ７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ 各组鸡的血清 ＨＩ 抗体，结果

见表 ２。 免疫前随机抽取 ９０ 只 ２１ 日龄试验鸡中 １０
只，测定其 ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平均为阴性。 以不同免

疫剂量的鸡胚源疫苗和 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗免疫 ２１
日龄 ＳＰＦ 鸡后 ７ ｄ，ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平为 ０ｌｏｇ２；免后

１４ ｄ 和 ２１ ｄ， 两种疫苗免疫鸡的 ＨＩ 抗体滴度随着

免疫时间的增加而提高，同时也随着免疫剂量的增

加而提高，两种疫苗免疫接种后 ２１ ｄ 的 ＨＩ 抗体也

较免疫后 ７ ｄ、１４ ｄ 显著提高。 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗

免疫组与鸡胚源疫苗组均在免疫后 ２１ ｄ 产生了更

高水平的 ＨＩ 抗体。 攻毒前攻毒对照组和健康对照

组试验鸡 ＨＩ 抗体均为阴性。

表 ２　 禽流感 ＢＸ１３ 株不同源疫苗和剂量免疫后抗体消长规律

Ｔａｂ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｃｌｉｎｅ ｏｆ ＡＩＶ ＢＸ１３ ＨＩ ｔｉｔｅｒ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ａｎｄ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

疫苗

０． ０２ ｍＬ ／ 只免疫后
ＨＩ 抗体水平

０． １ ｍＬ ／ 只免疫后
ＨＩ 抗体水平

０． ２ ｍＬ ／ 只免疫后
ＨＩ 抗体水平

０． ３ ｍＬ ／ 只免疫后
ＨＩ 抗体水平

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ ７ｄ １４ｄ ２１ｄ

鸡胚源疫苗 ０ １． ６ ５． １ ０ ２． ３ ７． ３ ０ ２． ４ ７． ０ ０ ３． ６ ８． ８

ＭＤＣＫ 细胞源疫苗 ０ １． ６ ４． ３ ０ ３． ７ ７． ５ ０ ３． ４ ７． ２ ０ ４． ６ ８． ３

　 　 ＨＩ 抗体单位 ｌｏｇ２

２． ３　 攻毒试验结果 　 攻毒保护试验结果见表 ３。
攻毒试验结果显示，鸡胚源疫苗和细胞源疫苗免疫

接种后 ２１ ｄ，用与制苗株同源的 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＢＸ１３
株翅 静 脉 攻 毒， 鸡 胚 源 疫 苗 免 疫 鸡 的 接 种

剂量为０． １ｍＬ ／只鸡（１０７． ２ＥＩＤ５０ ／只）以上时，试验鸡

的攻毒保护率达到 １００％ ；ＭＤＣＫ 细胞源疫苗免疫

鸡的免疫剂量为 ０． ２ ｍＬ ／只鸡（１０７． ５ＥＩＤ５０ ／只）以上

时，试验鸡的攻毒保护率达到 １００％ 。 攻毒对照鸡

均 １００％分毒阳性，健康对照鸡分毒阴性。

表 ３　 ２ 种灭活疫苗不同免疫接种剂量的攻毒试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ２ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｍｍｕｎｅ ｄｏｓｅｓ

疫苗
免疫剂量

０． ０２ ｍＬ ／ 只 ０． １ ｍＬ ／ 只 ０． ２ ｍＬ ／ 只 ０． ３ ｍＬ ／ 只
攻毒对照 健康对照

鸡胚源疫苗 ４ ／ １０ ０ ／ １０ ０ ／ １０ ０ ／ １０

ＭＤＣＫ 细胞源疫苗 ９ ／ １０ ２ ／ １０ ０ ／ １０ ０ ／ １０
５ ／ ５ ０ ／ ５

　 　 攻毒试验结果：阳性数 ／ 攻毒数（健康对照除外））
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２． ４　 抗体水平与分毒阳性率的关系　 抗体水平与

分毒率关系结果分别见表 ４ 和表 ５。 鸡胚源疫苗免

疫后，３ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体为 ０ｌｏｇ２ ～ ３ｌｏｇ２ 的试验鸡均

分毒阳性，５ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体 ４ｌｏｇ２ ～ ５ｌｏｇ２ 的试验鸡

均毒阴性， ７ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体为 ６ 的试验鸡 １ 只分

毒阳性，２５ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体为 ７ｌｏｇ２ ～ １１ｌｏｇ２ 的试验

鸡，分毒阳性率为 ０，试验鸡均保护；ＭＤＣＫ 细胞源

疫苗免疫组，３ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平为 ０ｌｏｇ２ ～ ３ｌｏｇ２

的试验鸡分毒阳性，９ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体为 ４ｌｏｇ２、

５ｌｏｇ２、６ｌｏｇ２ 的试验鸡 ５ 只病毒分离阳性，１２ 只 ＡＩＶ

ＨＩ 抗体为 ７ｌｏｇ２ 的鸡 １ 只分毒阳性，１６ 只 ＡＩＶ ＨＩ

抗体水平为 ８ｌｏｇ２ ～ １０ｌｏｇ２ 的试验鸡均未分离到病

毒，１００％保护。

表 ４　 鸡胚源疫苗免疫后抗体水平与攻毒保护率的关系

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＡＩＶ ＨＩ ｔｉｔｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

抗体水平
（ｌｏｇ） 鸡数

分毒
阳性数

分毒
阴性数

阳性数 ／
总数（％ ）

０ － ３ ３ ３ ０ ３ ／ ３（１００）

４ － ５ ５ ０ ５ ０ ／ ５（０）

６ ７ １ ６ １ ／ ７（１４． ３）

７ － １１ ２５ ０ ２５ ０ ／ ２５（０）

表 ５　 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗免疫后抗体水平与保护率的关系

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＡＩＶ ＨＩ ｔｉｔｅｒ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ

ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｃｅｌｌ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

抗体水平
（ｌｏｇ） 鸡数

分毒
阳性数

分毒
阴性数

阳性数 ／
总数（％ ）

０ － ３ ３ ３ ０ ３ ／ ３（１００）

４ １ ０ １ ０ ／ １（０）

５ ２ ２ ０ ２ ／ ２（１００）

６ ６ ３ ３ ３ ／ ６（５０）

７ １２ １ １１ １ ／ １２（８． ３）

８ － １０ １６ ０ １６ ０ ／ １６（０）

３　 讨论与结论　

本研究分别采用鸡胚培养的方式和纯悬浮培

养 ＭＤＣＫ 细胞的方式制备了 ２ 种 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ

ＢＸ１３ 株灭活疫苗，以不同剂量（０． ０２、０． １、０． ２ 和

０． ３ ｍＬ ／只）免疫接种 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡后两种疫苗均

能诱发鸡只产生 ＡＩＶ ＨＩ 抗体，免疫鸡的 ＡＩＶ ＨＩ 抗

体水平均随着免疫剂量的增加而提高。 ２ 种疫苗

免疫后 ７ ｄ 均未检测到 ＡＩＶ ＨＩ 抗体，免疫后 １４ ｄ

最高免疫剂量组鸡胚源疫苗免疫鸡的 ＡＩＶ ＨＩ 抗体

滴度最高达到 ３． ６ｌｏｇ２，ＭＤＣＫ 细胞源疫苗 ＡＩＶ ＨＩ

抗体滴度最高达到 ４． ６ｌｏｇ２，细胞源疫苗组稍高。

免疫后 ２１ ｄ，两种疫苗免疫鸡的 ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平

明显高于免后 １４ ｄ，结果说明免疫时间和 ＡＩＶ ＨＩ

抗体水平呈正相关。 当免疫剂量为 ０． １ ～ ０． ３ ｍＬ ／ 只

时，鸡胚源疫苗的抗体水平为 ７． ０ｌｏｇ２ ～ ８． ８ｌｏｇ２，细

胞源疫苗的抗体水平为 ７． ２ｌｏｇ２ ～ ８． ３ｌｏｇ２。 张建伟

等［１３］使用微载体悬浮培养 ＭＤＣＫ 细胞制备禽流感

病毒疫苗，证明 ＭＤＣＫ 细胞制备的禽流感病毒疫苗

具有较好的免疫效果，使用不同剂量接种 ２１ 日龄

ＳＰＦ 鸡，免后 ２１ ｄ ＨＩ 抗体水平最高为 ５． ６ｌｏｇ２，如

果以免疫后抗体水平评价免疫效果，与本研究对

比，免疫剂量相同时，纯悬浮细胞源疫苗免疫效果

明显高于贴壁培养的 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗。

攻毒试验结果显示，本研究中相同免疫剂量

时，鸡胚源疫苗的保护效果高于纯悬浮 ＭＤＣＫ 细胞

制备的 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ 疫苗，鸡胚源病毒液制备的疫

苗以 ０． １ ｍＬ ／只（１０７． ２ＥＩＤ５０ ／只）剂量免疫就可以达

到 １００％保护；细胞源病毒液制备的疫苗抗原以

０． １ ｍＬ ／只（ １０７． ２ ＥＩＤ５０ ／只） 剂量免 疫 保 护 率 为

８０％ ，当免疫剂量达到 ０． ２ ～ ０． ３ ｍＬ ／只 （ １０７． ５

ＥＩＤ５０ ／只 ～ １０７． ７ＥＩＤ５０ ／只）时，保护率达到 １００％ ，说

明当免疫剂量为 ０． ２ ｍＬ ／只（１０７． ５ ＥＩＤ５０ ／只）以上

时，鸡胚源疫苗和 ＭＤＣＫ 细胞源疫苗的攻毒保护率

无显著差异。 免疫剂量相同时，鸡胚源疫苗免疫效

果高于细胞源疫苗的原因尚不清楚，笔者认为有以

下几种原因，病毒在 ＭＤＣＫ 细胞中传代是否会导致

病毒变异，抗原液中的 ＭＤＣＫ 细胞组分是否影响鸡

的免疫应答，是否存在试验鸡只的个体差异等都有

待进一步试验证实和深入研究。

鲜有学者针对使用悬浮 ＭＤＣＫ 细胞制备禽流
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感疫苗免疫鸡后产生的抗体水平与分毒阳性率的

关系做过比较，本试验分析了 ２ 种疫苗免疫试验鸡

后 ２１ ｄ，ＨＩ 抗体滴度与分毒阳性率之间的关系。

当使用鸡胚源疫苗免疫时，１５ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平

为 ０ｌｏｇ２ ～ ６ｌｏｇ２ 的试验鸡有 ４ 只分毒阳性，其中

１ 只ＡＩＶ ＨＩ 为 ６ｌｏｇ２ 也分毒阳性，因此不排除抗体

水平为 ４ｌｏｇ２ ～ ６ｌｏｇ２ 鸡只感染 ＡＩＶ 后向环境排毒

的风险，当 ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平为 ７ｌｏｇ２ ～ １１ｌｏｇ２ 时，所

有免疫鸡均未分离到病毒，说明使用鸡胚源抗原制

备 Ｈ９ 亚型 ＡＩＶ ＢＸ１３ 株疫苗免疫试验鸡，当 ＨＩ 抗

体滴度达到 ７ｌｏｇ２ 时，即可阻止鸡只排毒。 当使用

ＭＤＣＫ 细胞源疫苗免疫时，２４ 只 ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平

为 ０ｌｏｇ２ ～ ７ｌｏｇ２ 的试验鸡中 ９ 只分毒阳性，其中

４ 只ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平为 ６ｌｏｇ２ ～ ７ｌｏｇ２ 的试验鸡病毒

分离阳性，说明细胞源疫苗的免疫效力可能稍低于

鸡胚源疫苗，是疫苗本身的原因还是试验鸡只的个

体原因尚待进一步确认，当细胞源疫苗免疫鸡的

ＡＩＶ ＨＩ 抗体水平达到 ８ｌｏｇ２ 以上时，鸡只停止向外

排毒，说明该抗体水平可以有效抑制病毒的排放。

综上所述，抗体水平与排毒有明显相关性，鸡胚苗

源疫苗的 ＡＩＶ ＨＩ 抗体滴度达到 ７ｌｏｇ２，细胞苗源疫

苗的 ＡＩＶ ＨＩ 达到 ８ｌｏｇ２ 时均可抑制病毒排放，本研

究由于统计数量较少，也由于鸡只个体间存在差

异，结论尚需更多数据验证。

本研究显示，如果用攻毒保护率评价疫苗的免

疫效果，细胞苗与鸡胚苗尚有差异，但差异不大，通

过进一步筛选对 ＡＩＶ 敏感的细胞株和改进培养工

艺，或许可以获得高产细胞株和高毒价的抗原，通

过提高毒价获得与鸡胚苗一致的保护率的疫苗是

可能的。

本研究的目的是找到一种能够替代鸡胚制备

ＡＩＶ 疫苗抗原的方法，有学者研究发现，ＡＩＶ 在

ＭＤＣＫ 悬浮细胞上的增殖能力与 ＭＤＣＫ 贴壁细胞

相当，可获得较高的病毒滴度，但贴壁细胞增殖病

毒工艺复杂，同一批次细胞瓶中的病毒滴度也存在

差异［１４］。 因此，悬浮培养细胞增殖 ＡＩＶ 成为了研

究热点。 本研究采用纯悬浮的 ＭＤＣＫ 细胞接种

ＡＩＶ 制备抗原和疫苗，通过 ＡＩＶ ＨＩ 抗体检测和攻毒

试验证明纯悬浮培养方式制备的 ＡＩＶ 疫苗具有较好

的免疫效果，使用该疫苗免疫 ＳＰＦ 鸡，０． １ ｍＬ ／只以

上的免疫剂量免疫 ＳＰＦ 鸡后 ２１ ｄ，抗体水平达到

７． ２ｌｏｇ２ ～ ８． ３ｌｏｇ２， ０． ２ ｍＬ ／只的免疫剂量即可保护

１００％的鸡不向外界排毒，证明悬浮培养 ＭＤＣＫ 细

胞制备的禽流感疫苗免疫效力确实可靠。 本研究

的结果为后续继续筛选对 ＡＩＶ 增殖效率更高的

ＭＤＣＫ 细胞株和利用纯悬浮培养 ＭＤＣＫ 细胞制备

ＡＩＶ 疫苗抗原奠定了基础。
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