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［摘　 要］ 　 利用 ４ 型禽腺病毒 ＨＬＪ１７０１ 株进行灭活疫苗的研制，并对疫苗的免疫效果进行评价，为
家禽 ４ 型禽腺病毒的防控提供数据及参考。 将 ＨＬＪ１７０１ 株用灭菌生理盐水作 １０４倍稀释后，接种 ９
日龄 ＳＰＦ 鸡胚，３７ ℃孵育 ７２ ｈ 后收获感染鸡胚尿囊液，经甲醛灭活后，加白油佐剂乳化制成油乳剂

灭活疫苗，对制备疫苗的性状、安全性、免疫效力等进行检验。 结果显示，制备的 ３ 批 ４ 型禽腺病毒

灭活疫苗（ＨＬＪ１７０１ 株）均为油包水型，黏度均在 ５０ ｃＰ 以内，对 ３ 批疫苗取样，样品经 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ，管底无水相析出。 安全性试验结果显示，将疫苗按 １ ｍＬ ／ 只超剂量接种 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡，试
验鸡在观察期内全部健活，未出现局部或全身不良反应，表明疫苗对 ＳＰＦ 鸡具有良好的安全性；免

疫效力及攻毒保护试验结果显示，用疫苗按 ０． ２ ｍＬ ／ 只的剂量免疫接种 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡 １ 次，免疫接

种后 ２１ｄ 试验鸡血清中 ＨＬＪ１７０１ 株的抗体平均效价可达 ２８以上，使用 ４ 型禽腺病毒（ＨＬＪ１７０１ 株）
接种 ０． ２ ｍＬ ／ 只（１００ ＬＤ５０）对免疫鸡进行攻毒，疫苗对免疫鸡的保护率均为 １００％ 。 研究表明，实验

室条件下研制的 ４ 型禽腺病毒（ＨＬＪ１７０１ 株）灭活疫苗的各项指标均符合标准。
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ｓｔｒａｉｎ） ｗｅｒｅ ａｌｌ ｗ ／ ｏ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ５０ ｃＰ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ ａｔ ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ １５
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ＨＬＪ１７０１ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｔｅｓｔ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｒｅａｃｈｅｄ ２８ ｔｙｐｅ ４ ａｖｉａｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ （ＨＬＪ１７０１ ｓｔｒａｉｎ） ｗａｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ
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ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗａｓ １００％ ． Ａｎ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ａｖｉａｎ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ４ （ＨＬＪ１７０１ ｓｔｒａｉｎ） ｗａｓ
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　 　 ４ 型禽腺病毒是指禽腺病毒 １ 亚群血清 ４ 型，

能够引起鸡心包积水。 该病的特征性症状为心包

出现淡黄色透明液体，同时也会出现如肝脏肿胀、

肾脏水肿、尿酸盐沉积等临床症状，因此临床中称

为鸡心包积水综合征。 该病最早在巴基斯坦的安

卡拉首先被报道，因此又称安卡拉病，其后在斯洛

伐克、印度、墨西哥、秘鲁、俄罗斯、孟加拉国、韩国

相继出现［１］。 ２００６ 年该病第一次在中国被报

道［２］，２０１５ 年 ７ 月开始在我国的河南、河北、新疆、

安徽、山东、江西、湖北和江苏等省份迅速传播［３ － ４］。

该病主要发生在炎热湿润的夏季，但其他季节也可零

星发生，发病率和死亡率可高达 ４０％ ～ ９０％ ［５］。 自

２０１６ 年以来黑龙江省部分地区出现流行［６］，给该

省养鸡业造成严重经济损失。 鉴于当前 ４ 型禽腺

病毒的严重情况，迫切需要研发针对性疫苗，以加

强对 ４ 型禽腺病毒感染的有效防控。 因此，本研究

利用在黑龙江省发病鸡场分离的 ４ 型禽腺病毒

（ＨＬＪ１７０１ 株）进行了灭活疫苗的研制。

１　 材 料

１． １　 毒株　 ４ 型禽腺病毒（ＨＬＪ１７０１ 株）由黑龙江

省农业科学院畜牧兽医分院兽药研究室分离并

保存。

１． ２　 实验动物 　 ＳＰＦ 鸡胚、种蛋及 ＳＰＦ 雏鸡购自

哈尔滨维科生物技术有限公司，自行孵化至适合日

龄使用。

１． ３　 佐剂　 注射用白油、司本 － ８０、吐温 － ８０，均

购自天津市巴斯夫化学试剂有限公司。

２　 方法

２． １　 抗原制备　 ４ 型禽腺病毒（ＨＬＪ１７０１ 株）用生

理盐水作 １０４倍稀释，经尿囊腔接种 ９ 日龄 ＳＰＦ 鸡

胚，０． ２ ｍＬ ／枚，置 ３７ ℃孵育 ７２ ｈ，２４ ｈ 内死亡为非

特异性死亡，废弃不计，收获后测定 ＬＤ５０应不小于

１０ － ５． ４９。 按照以上方法分别制备 ３ 批病毒液，批号

分别为 ＦＡｄＶ４ － １、ＦＡｄＶ４ － ２、ＦＡｄＶ４ － ３。

２． ２　 病毒液灭活　 ４ 型禽腺病毒（ＨＬＪ１７０１ 株）病

毒液中加入甲醛（终浓度 ０． ３％ ），３７ ℃灭活 ２４ ｈ，

灭活后的病毒液置于 ２ ～ ８ ℃保存。

２． ３　 半成品检验

２． ３． １　 无菌检验　 按照《中华人民共和国兽药典》

（２０１５ 版）对样品进行检验，应无细菌生长，检验不

合格应废弃。

２． ３． ２　 病毒含量测定　 将灭活前的病毒，做 １０ 倍

系列稀释，０． ２ ｍＬ ／只定量接种 ２ 周龄 ＳＰＦ 鸡，每个

稀释度接种 ６ 只，观察记录实验动物死亡数，直至

攻毒后 １４ ｄ，计算各稀释度死亡实验动物的百分

率。 按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＬＤ５０。
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２． ３． ３ 　 灭活检验 　 取灭活后的 ＨＬＪ１７０１ 株病毒

液，尿囊腔内接种 ９ ～ １１ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚 １０ 枚，每胚

０． ２ ｍＬ，３７ ℃继续孵育，剔除 ２４ ｈ 内死亡鸡胚，观

察 ３ 日，鸡胚非特异性死亡不应超过 ２ 枚。 收获所

有鸡胚的胚液，颈部皮下接种 １０ 只 ２ 周龄 ＳＰＦ 鸡

胚，应全部无异常。

２． ４　 疫苗配制　

２． ４． １　 油相制备　 取优质注射白油 ９６ 份，司本 －８０

４ 份。 先将白油缓缓加温，加入 ４％的司本 － ８０，边

搅拌边加温，直到充分溶解至透明，高压灭菌备用。

２． ４． ２　 水相制备　 取疫苗抗原（灭活鸡胚尿囊液）

９６ 份加入灭菌后的吐温 － ８０ ４ 份，开始搅拌直至

全部溶解为止，制成水相。

２． ４． ３　 乳化 　 将油相与水相按 ２ ∶ １ 的比例利用

ＩＫＡ 乳化机 ２５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 乳化 ５ ｍｉｎ。 批号分别为

２０１７０７１１、２０１７０８２４、２０１７０９１３。

２． ５　 成品检验

２． ５． １　 性状　 按照《中华人民共和国兽药典》附录

对疫苗的外观、剂型、稳定性和黏度等性状进行

检验。

２． ５． ２　 装量检查　 按《中华人民共和国兽药典》附

录进行装量检查。

２． ５． ３　 无菌检验　 按《中华人民共和国兽药典》附

录进行无菌检验。

２． ５． ４　 安全检验　 取 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡 １５ 只，每只肌

肉或颈部皮下注射疫苗 １ ｍＬ，观察 １４ ｄ，记录是否

出现局部或全身不良反应。

２． ５． ５　 效力检验

２． ５． ５． １　 血清学方法　 取 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡 ４０ 只，其

中 ３０ 只分别利用 ３ 批次疫苗进行颈部皮下接种，

每批次 １０ 只，０． ２ ｍＬ ／只，另 １０ 只作不免疫接种对

照。 接种后 ２１ ｄ，分别采血分离血清，使用 ＥＬＩＳＡ

检测抗体效价。

２． ５． ５． ２　 免疫攻毒法　 取 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡 ４０ 只，其

中 ３０ 只分别利用 ３ 批次疫苗进行颈部皮下接种，

每批次 １０ 只，０． ２ ｍＬ ／只，另 １０ 只作不免疫接种对

照。 接种后 ２１ ｄ，将免疫鸡连同 １０ 只对照鸡，分别

通过皮下接种病毒液，０． ２ ｍＬ ／只（含 １００ ＬＤ５０），连

续观察 １０ ｄ 后分别采集试验鸡的肝脏组织进行病

毒分离。

３　 结果与分析

３． １　 半成品检验　 在实验室条件下连续制备了 ３

批病毒液，批号分别为 ＦＡｄＶ４ － １、 ＦＡｄＶ４ － ２、

ＦＡｄＶ４ － ３。 检验结果显示，３ 批病毒液的病毒含量

（ＬＤ５０）在 １０ － ５． ４９ ～ １０ － ５． ６６之间，病毒液经 ０． ３％ 甲

醛液在 ３７ ℃灭活 ２４ ｈ 后，均可灭活完全（表 １）。

表 １　 病毒液半成品检验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ａｎｔｉｇｅｎ
病毒液批号 收获量 病毒含量 灭活检验 无菌检验

ＦＡｄＶ４ － １ ８５０ １０ － ５． ６６ ／ ０． １ ｍＬ 合格 合格

ＦＡｄＶ４ － ２ ８６５ １０ － ５． ４９ ／ ０． １ ｍＬ 合格 合格

ＦＡｄＶ４ － ３ ８６０ １０ － ５． ６６ ／ ０． １ ｍＬ 合格 合格

３． ２　 性状检验　 经检验，制备的 ３ 批 ４ 型禽腺病

毒灭 活 疫 苗 批 号 分 别 为 ２０１７０７１１、 ２０１７０８２４、
２０１７０９１３ 均为乳白色乳剂，油包水型，将疫苗置

３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，管底无水相析出，３ 批疫苗

的黏度均在 ５０ ｃＰ 以内（表 ２）。

表 ２　 ３ 批实验室制品性状检验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ３ ｂａｔｃｈ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
疫苗批号 外观 剂型 稳定性 粘度 ／ ｃＰ

２０１７０７１１ 白色均匀乳状 油包水型 合格 ４０． ５

２０１７０８２４ 白色均匀乳状 油包水型 合格 ４１． ４

２０１７０９１３ 白色均匀乳状 油包水型 合格 ３９． ５

３． ３　 装量检查　 经检查，所制备的 ３ 批次 ４ 型禽

腺病毒灭活疫苗的装量均为 ２５０ ｍＬ 以上，符合规

定（表 ３）。

表 ３　 装量检查结果

Ｔａｂ ３　 Ｆｉｌｌｉｎｇ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
疫苗批号 测定值 ／ ｍＬ 结果

２０１７０７１１ ２５３． ２ 合格

２０１７０８２４ ２５２． ４ 合格

２０１７０９１３ ２５３． ４ 合格

·１１·
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３． ４　 无菌检验　 经检验，所制备的 ３ 批 ４ 型禽腺

病毒灭活疫苗均无细菌生长，检验合格。
３． ５　 安全检验　 将所制备的 ３ 批 ４ 型禽腺病毒灭

活疫苗分别经颈部皮下接种 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡，试验鸡

接种后均全部健活，未出现局部或全身不良反应。
３． ６　 效力检验　 试验结果显示，３ 批 ４ 型禽腺病毒

灭活疫苗免疫 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡后 ２１ ｄ，抗体平均效

价可达到 ２８以上，使用 ４ 型禽腺病毒（ＨＬＪ１７０１ 株）
进行攻毒，攻毒后各免疫鸡均全部存活，攻毒 １０ ｄ
后分别采集试验鸡的肝脏组织进行病毒分离，

均为阴性，３ 批疫苗对免疫鸡的攻毒保护率均

为 １００％ ；对照鸡在攻毒后 ４ ｄ 内均全部发病死亡

（表 ４ 和表 ５）。

表 ４　 抗体检测结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ
组别 抗体 ／ ｌｏｇ２ 均值 ／ ｌｏｇ２

２０１７０７１１ ８，８，８，８，９，８，９，８，９，８ ８． ３

２０１７０８２４ ９，９，９，８，８，８，１０，９，９，８ ８． ７

２０１７０９１３ ８，８，８，９，９，８，９，８，８，９ ８． ４

对照组 ０，０，０，０，０，０，０，０，０，０ ０

表 ５　 ３ 批 ４ 型禽腺病毒灭活疫苗对 ＨＬＪ２０１７０１ 株的攻毒保护试验

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＨＬＪ２０１７０１ ｏｆ ３ ｂａｔｃｈ ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ

组别 项目
攻毒保护结果

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
保护率

２０１７０７１１
攻毒后发病死亡情况 Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

肝脏病毒分离结果 － － － － － － － － － －
１００％

２０１７０８２４
攻毒后发病死亡情况 Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

肝脏病毒分离结果 － － － － － － － － － －
１００％

２０１７０９１３
攻毒后发病死亡情况 Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ

肝脏病毒分离结果 － － － － － － － － － －
１００％

对照组
攻毒后发病死亡情况 Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ

肝脏病毒分离结果 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
０％

　 　 “ ＋ ”表示病毒分离阳性，“ － ”表示病毒阴性；“Ｎ”表示攻毒后未死亡，“Ｄ”表示攻毒后死亡
“ ＋ ” ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ，“ － ” ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ；“Ｎ” ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｏ ｄｅａｔｈ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ，“Ｄ” ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｄｅａｔｈ

ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

４　 讨论与结论

不同于其他大部分禽类病毒，４ 型禽腺病毒不

具备使鸡、大鼠和小鼠红细胞凝集的能力［７］，不过

Ｍａｎｚｏｏｒ Ｓ 利用人 Ｏ 型红细胞血凝抑制试验进行了

野生鸟类中 ４ 型禽腺病毒的血清抗体情况调查［８］，
说明 ４ 型禽腺病毒能够使人 Ｏ 型红细胞凝集，但是

人 Ｏ 型红细胞获取较为困难，不适宜生物制品生产

的实践应用，因此本研究未应用凝集试验进行抗体

滴度检测。 ＥＬＩＳＡ 方法是实验室诊断中常用的抗

体检测方法［９ － １０］，本研究中利用黑龙江省农业科学

院畜牧兽医分院兽药研究室建立的 ＥＬＩＳＡ 方法对

疫苗抗体进行了检测［１０］，结果表明 ＥＬＩＳＡ 检测方

法可以完成疫苗抗体检测任务，而且灵敏度高，测
定准确。

目前已有其他 ４ 型禽腺病毒灭活疫苗制备的

报道［１１ － １３］，但疫苗免疫成功最主要的因素之一就

是免疫毒株基因型的吻合。 本研究利用黑龙江地

区 ４ 型禽腺病毒分离株 ＨＬＪ１７０１ 进行了灭活疫苗

的研制，利用 ＭＥＧＡ７ 软件进行分离株 ＨＬＪ１７０１ 遗

传进化分析，结果显示分离株序列与国外的分离株

同源性差异较大， 与加拿大分离株 （ ＧｅｎＢａｎｋ：
ＧＵ１８８４２８． １）核苷酸序列同源性仅为 ９６． ００％ ，氨
基酸同源性仅为 ８８． ７０％ ；与 Ｍｅｎｇ Ｋ 等［１３］ 用于制

备灭 活 疫 苗 的 中 国 山 东 分 离 株 （ ＧｅｎＢａｎｋ：

·２１·
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ＭＮ１０２４１３． １，分离于 ２０１７ 年 ８ 月）核苷酸同源性

较高，为 ９８． ８０％ ，但氨基酸同源性仅为 ９１． ４０％ ，
其中 ｈｅｘｏｎ 蛋白第 ３６７ － ３９５ 位氨基酸序列有明显

差异。 不同地区分离毒株序列可能具有地域特异

性，基因序列的差异引起氨基酸序列的改变，进而

影响蛋白质结构，尤其是具备抗原决定簇的 ｈｅｘｏｎ
蛋白的改变极大可能影响疫苗的免疫效果，因此利

用本地区毒株进行疫苗制备更具地域优势，也更具

有针对性。 本研究利用黑龙江地区分离毒株制备

疫苗可能更适于黑龙江地区 ４ 型禽腺病毒的免疫

防治。
本研究利用分离株 ＨＬＪ１７０１ 进行了灭活疫苗

的研制，结果表明自制的灭活疫苗均符合药典规

定，而且疫苗的保护率达到 １００％ ，可以为临床 ４ 型

禽腺病毒的疫苗制备及临床防控提供参考。
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