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［摘　 要］ 　 为评价一株鸡传染性喉气管炎病毒流行毒株在疫苗效力评价中的应用表现，对制备

的一株强毒株进行了系统鉴定，包括性状、纯净性、真空度、病毒含量、特异性等，尤其重点关注

不同病毒含量对不同日龄鸡只的致病力情况。 结果显示，本研究制备的鸡传染性喉气管炎病毒

冻干物性状良好，无细菌、支原体和外源病毒污染，可被特异性血清完全中和，病毒含量稳定在

１０５． １ ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ｍＬ。 该毒株致病力表现稳定，１００ ＥＩＤ５０可使 ８０％鸡只发病或死亡，可作为一株良

好的检验用强毒，为后续疫苗评价奠定基础。
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　 　 传染性喉气管炎（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ，
ＩＬＴ）是由传染性喉气管炎病毒（ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｌａｒｙｎｇｏ⁃
ｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ Ｖｉｒｕｓ， ＩＬＴＶ）引起的一种鸡的急性、高度

接触性呼吸道传染病，以呼吸困难、气喘、咳出血样

渗出物为临床特征，病理剖检常见气管与喉头黏膜

细胞肿胀、糜烂和出血，严重影响鸡群的生长和发

育以及生产性能［１］。 该病 １９２５ 年最早发生于美

国［２］，我国最早报道见于贵州省。 该病以往多发于

蛋鸡和种鸡，近些年随着我国养鸡业蓬勃发展，商
品肉鸡中亦普遍发病。 弱毒疫苗虽然存在着毒力

返强、潜伏感染等诸多缺点，目前仍是防控 ＩＬＴ 的

主力军，主要包括鸡胚源和组织细胞源两种［３ － ５］。
检验用强毒在活疫苗评价试验中的重要性不

言而喻［６］。 美国药典规定，攻毒后观察 １０ 日，至少

８０％攻毒对照鸡应出现死亡或严重临床症状［７ － ８］；
欧洲药典规定，攻毒后观察 ７ 日，至少 ９０％ 攻毒对

照鸡应出现死亡或严重临床症状［９］。 《中国兽用生

物制品规程》 （２０００ 年版）中界定的鸡传染性喉气

管炎病毒强毒株的标准为 ５ 只攻毒至少 ３ 只出现

严重眼炎、咳嗽、喘气等临床症状；《中国兽药典》中
写明，按照 １０４． ０ＥＩＤ５０ ／只的攻毒剂量，１０ 日内 ４ 只

攻毒对照鸡应至少 ３ 只出现眼炎和呼吸道症状；《兽
药质量标准》（２０１７ 年版）生物制品卷中指出，喉囊

内接种 ＩＬＴＶ 王岗株 １０４． ２ＥＩＤ５０ ／只，１０ 只攻毒对照鸡

至少 ７ 只发病［１０］。 然而，目前库存王岗株毒力普遍

偏弱，不能有效满足 ＩＬＴ 活疫苗评价需求，因此亟需

一株毒力更强、更稳定的 ＩＬＴＶ 强毒株。
本研究对一株 ＩＬＴＶ 流行毒株冻干物进行了系

统鉴定，包括纯净性、病毒含量、特异性、真空度等，
重点关注其作为检验用强毒在致病力方面的表现，
为 ＩＬＴ 疫苗的效力评价奠定基础。
１　 材　 料

１． １　 毒株　 鸡传染性喉气管炎病毒江苏株（ＩＬＴＶ ＪＳ
株）由哈尔滨兽医研究所刘胜旺研究员馈赠提供。
１． ２　 试剂　 生理盐水、５％蔗糖牛奶、无菌培养基、
支原体培养基购自北京中海生物有限公司；外源病

毒检测试剂盒购自 ＩＤＥＸＸ 公司；冻干保护剂（主要

成分蔗糖、明胶、水解乳蛋白等）、胰蛋白胨磷酸盐

肉汤（ＴＰＢ）、ＩＬＴ 阳性血清由实验室制备保存。
１． ３　 实验动物　 ＳＰＦ 鸡胚、ＳＰＦ 鸡均购自北京勃林

格殷格翰维通生物技术有限公司。
２　 方 法

２． １　 毒种繁殖 　 将 ＩＬＴＶ ＪＳ 株用 ＴＰＢ 溶液 １０ 倍

稀释后，经绒毛尿囊膜接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚 ５０
枚，０． ２ ｍＬ ／枚，３７ ℃孵育 １２０ ｈ。 无菌剪取出现增

厚及痘斑的绒毛尿囊膜，高速匀浆研磨后加入 １０
倍体积的 ＴＰＢ 溶液。 无菌检验合格后作为冻干用

毒液，置于 － ７０ ℃保存。
２． ２　 毒种冻干与封口　 将待冻干病毒液分为两批，
一批与 ５％ 蔗糖脱脂牛奶等量混合；另一批与自制

冻干保护剂按照 ２ ∶ １ 比例混合，无菌分装于安瓿瓶后

立即置于冻干机内按常规程序进行冻干，随后抽真空、
火焰烧熔封口。 将冻干毒种置于 －７０ ℃保存待检。
２． ３　 性状观察　 肉眼观察冻干培养物在安瓿瓶内

的状态，轻轻振荡观察是否易与瓶壁脱离，以及加

入稀释液后的溶解情况。
２． ４　 无菌与支原体检验　 随机抽取 １０ 支冻干培

养物，按照《中国兽药典》附录 ３３０６ 和附录 ３３０８ 进

行无菌检验和支原体检验。
２． ５　 病毒含量测定　 随机抽取 ３ 支冻干培养物，
用 ＴＰＢ 溶液复溶至原体积后进行 １０ 倍系列稀释，
取 １０ － ３、１０ － ４、１０ － ５、１０ － ６四个稀释度各经绒毛尿囊

膜接种 ５ 枚 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，每枚 ０． ２ ｍＬ，同时设

ＴＰＢ 溶液对照组。 置 ３７ ℃孵育 １２０ ｈ。 到期后，打
开鸡胚外壳，观察记录绒毛尿囊膜出现灰白色痘斑

或增厚的鸡胚数，按照 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法进行病毒

含量计算。 冻干后 ２４ 个月，再次随机抽取各 ３ 支

冻干培养物，按上述方法进行病毒含量测定。
２． ６　 特异性检验　 随机抽取 １ 支冻干培养物，用
灭菌生理盐水稀释至 ２００ ＥＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。 取１． ５ ｍＬ
与等体积的 ＩＬＴ 阳性血清混合，室温作用１ ｈ（期间

振摇 １ 次），经绒毛尿囊膜途径接种 １０ 枚 １０ 日龄

ＳＰＦ 鸡胚，每胚 ０． ２ ｍＬ，同时设置病毒对照组和生

理盐水对照组。 置于 ３７ ℃孵育，２４ ｈ 内死亡鸡胚

弃去不计，观察记录 ２４ ～ １２０ ｈ 鸡胚存活和出现痘

斑发育情况。
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２． ７　 外源病毒检验　 随机抽取 １ 支冻干培养物，用
生理盐水作 １０ 倍稀释后，点眼滴鼻加肌肉注射 ２１ 日

龄的 ＳＰＦ 鸡 ２０ 只，每只 ０． ２ ｍＬ。 ２１ ｄ 后，按上述途径

重复接种一次。 第二次接种后 ２１ ｄ，采集所有鸡血清，
按照《中国兽药典》附录 ３３０５ 检测所有相关病毒。
２． ８　 致病力试验 　 随机抽取 １ 支冻干培养物，
用生理盐水分别稀释至 １００ ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ｍＬ 和 １０００
ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ ｍＬ，每个稀释度分别气管内接种 ２１ 日

龄、３５ 日龄、４９ 日龄 ＳＰＦ 鸡各 １０ 只，每只０． ２ ｍＬ。
同时，每个日龄组设生理盐水对照鸡 １０ 只。 接种后

连续观察 １４ ｄ，记录死亡数和出现精神沉郁、张口呼

吸、结膜炎等症状，并于接种后第 ３ 天和第 ５ 天采集

咽拭子，于 １ ｍＬ ＴＰＢ 溶液静置后，抽提病毒组 ＤＮＡ，
用 ＴＫ 基因特异性引物（Ｆｏｒｗａｒｄ ５ ＇ － ３ ＇：ＴＣＣＧＡＧＴ⁃
ＴＣＧＡＧＡＡＣＧＡＴＧＡＣ，Ｒｅｖｅｒｓｅ ５＇－３ ＇：ＧＡＧＴＧＧＧＴＧＣ⁃
ＣＴＡＴＣＴＡＣＧＡＧ） 进行 ＰＣＲ 扩增，检测病毒分离

情况。 扩增条件和程序如下：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ，
进入循环扩增：９４ ℃ ４０ ｓ，５４ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，循
环 ３０ 次后 ７２ ℃再延伸 １０ ｍｉｎ。
３　 结果与分析

３． １　 性状观察 　 冻干培养物为海绵状团块，较易

与瓶壁脱离，加生理盐水振摇 １ ｍｉｎ 内溶解。
３． ２　 无菌检验与支原体检验　 冻干毒种按照《中
国兽药典》进行无菌检验和支原体检验，结果均符

合规定。
３． ３　 真空度测定　 使用高频火花真空测定器对冻

干毒种进行测定，出现白色、粉色或紫色辉光的判

为合格。 本冻干培养物真空度测定合格率为 ９６％ 。
２４ 个月后随机抽取 ５ 支，真空度检验 ５ ／ ５ 合格。
３． ４　 病毒含量测定　 使用蔗糖牛奶作为保护剂的

冻干毒对鸡胚的半数感染量分别为 １０４． ９、１０５． ０ 和

１０４． ８ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ｍＬ，符合要求；使用自配冻干保护剂

的冻干毒对鸡胚的半数感染量分别为 １０５． ３、１０５． １和

１０５． １ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ｍＬ，符合要求，且略优于蔗糖牛奶的

保护效果。 ２４ 个月后，使用蔗糖牛奶作为保护剂的

冻干毒对鸡胚的半数感染量分别为 １０４． ５、１０４． ５ 和

１０４． ０ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ｍＬ；使用自配冻干保护剂的冻干毒对

鸡胚半数感染量分别为 １０５．０、１０５．０和 １０５．１ＥＩＤ５０ ／ ０． ２ｍＬ，
自配保护剂的保护效果较蔗糖牛奶稳定。
３． ５　 特异性检验　 该病毒可被 ＩＬＴ 阳性血清完全

中和，特异性良好。
３． ６　 外源病毒检验　 血清抗体检测结果表明无以

下病毒的污染，具体结果见表 １。

表 １　 外源病毒检验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓ ａｇｅｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
相关病原 检验方法 结果判定

鸡传染性支气管炎病毒 ＥＬＩＳＡ －

鸡新城疫病毒 ＨＩ －

鸡减蛋综合征病毒 ＨＩ －

禽流感病毒（Ｈ５ ／ Ｈ７ ／ Ｈ９） ＨＩ －

禽呼肠孤病毒 ＥＬＩＳＡ －

禽网状内皮组织增生症病毒 ＥＬＩＳＡ －

禽白血病病毒（Ａｂ ／ Ｊ） ＥＬＩＳＡ －

禽脑脊髓炎病毒 ＥＬＩＳＡ －

鸡传染性法氏囊病病毒 ＥＬＩＳＡ －

鸡传染性贫血病毒 ＥＬＩＳＡ －

鸡痘病毒 临床观察 －

　 　 “ － ”为阴性

３． ７　 致病力试验　 该冻干毒在 １００ ＥＩＤ５０和１０００ ＥＩＤ５０

均可引起不同日龄（２１ 日龄、３５ 日龄和 ４９ 日龄）
ＳＰＦ 鸡发病或死亡，且 １００ ＥＩＤ５０即可引起至少 ８０％
的发病率（具体见表 ２ 和表 ３），接种鸡在接种后

第 ３天，可从咽拭子中检测到病毒核酸（图 １），并出

现精神沉郁、张口呼吸、结膜炎等临床症状。 自第

１０ 天逐渐减轻直至消失，剖检死亡鸡只喉头和气

管内可见干酪样分泌物或出血（图 ２）。

表 ２　 不同日龄鸡只接种不同病毒含量病毒的

发病率与死亡率

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ － ｄａｙ

ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｉｒａｌ ｔｉｔｅｒｓ
攻毒剂量 ２１ 日龄 ３５ 日龄 ４９ 日龄

１００ ＥＩＤ５０ ８ ／ １０（１ ／ １０） １０ ／ １０（９ ／ １０） １０ ／ １０（７ ／ １０）

１０００ ＥＩＤ５０ ７ ／ １０（５ ／ １０） １０ ／ １０（９ ／ １０） １０ ／ １０（６ ／ １０）

　 　 括号前的数为发病率，括号内的数为死亡率
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表 ３　 不同日龄鸡只在不同攻毒剂量下的发病或死亡记录

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ ｏｒ ｄｅａｔｈ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ａｇｅ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ

攻毒后观察天数
２１ 日龄 ３５ 日龄 ４９ 日龄

１００ ＥＩＤ５０ １０００ ＥＩＤ５０ １００ ＥＩＤ５０ １０００ ＥＩＤ５０ １００ ＥＩＤ５０ １０００ ＥＩＤ５０

１ ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／

２ ｄ ／ ／ ／ １ Ｆ ／ ／

３ ｄ ３ Ｆ １ Ｆ ４ Ｆ ５ Ｆ ２ Ｆ ２ Ｆ

４ ｄ ４ Ｆ １ Ｓ ＋ １ Ｆ ７ Ｆ ４ Ｓ ＋ ５ Ｆ １ Ｓ ＋ ５ Ｆ １ Ｓ ＋ ５ Ｆ

５ ｄ １ Ｓ ＋ ６ Ｆ ６ Ｆ ４ Ｓ ＋ ６ Ｆ ５ Ｓ ＋ １ Ｆ ２ Ｓ ＋ ７ Ｆ ２ Ｓ ＋ ６ Ｆ

６ ｄ ５ Ｆ ２ Ｓ ＋ １ Ｆ ３ Ｓ ＋ ３ Ｆ １ Ｆ ３ Ｓ ＋ ３ Ｆ ３ Ｓ ＋ ３ Ｆ

７ ｄ ５ Ｆ ２ Ｓ ＋ １ Ｆ ２ Ｆ １ Ｆ １ Ｓ ＋ １ Ｆ ２ Ｆ

８ ｄ ５ Ｆ １ Ｆ １ Ｓ ＋ １ Ｆ １ Ｆ ２ Ｆ ２ Ｆ

９ ｄ ／ ／ １ Ｓ ＋ １ Ｆ ／ ／ ／

１０ ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／

１１ ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／

１２ ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／

１３ ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／

１４ ｄ ／ ／ ／ ／ ／ ／

　 　 “Ｓ”表示死亡；“Ｆ”表示发病：出现流鼻涕、结膜炎、呼吸困难等临床表征；“ ／ ”表示临床正常

ＮＣ：阴性对照； Ｍ：ＤＬ － ２０００ 分子质量标准； Ｓａｍｐｌｅ：咽拭子 ＰＣＲ 扩增结果

ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｍ：ＤＬ － ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； Ｓａｍｐｌｅ：ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｓｗａｂ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

图 １　 １００ ＥＩＤ５０攻毒后病毒 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ １　 Ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＰＣＲ ｐｏｓｔ ｃｈａｌｌａｎｇｅ

４　 讨　 论

本研究所用原始毒株分离于江苏某鸡场病鸡

喉头气管，经接种鸡胚绒毛尿囊膜所得［１１］。 在该

毒株的制备繁殖与冻干中，经本试验室摸索探究，

将病毒稀释液由生理盐水更换为 ＴＰＢ 溶液，可有效

提升病毒含量；而将冻干保护剂由蔗糖牛奶换作自

配保护剂，也减少了冻干损失，同样有助于病毒含

量的稳定。 早在 １９５５ 年，Ｇｉｎｓｂｅｒｇ 就将 ＴＰＢ 溶液

应用于 Ｈｅｌａ 细胞的培养中，Ｗａｔｃｈａｒｅｅ Ｓａｉｓｏｎｇｋｏｒｈ

的研究也表明 ＴＰＢ 溶液可有效提升猫立克次体在
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Ａ：临床可见眼炎 结膜炎；Ｂ：气管内干酪样物质；Ｃ：喉头黄色干酪样物质；Ｄ：气管喉头充血出血

Ａ：Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｔｉｓ，ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖｉｔｉｓ；Ｂ：Ｃｈｅｅｓｙ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｒａｃｈｅａ；

Ｃ：Ｃｈｅｅｓｙ ｅｘｕｄａｔｅｓ ｉｎ ｌａｒｙｎｘ；Ｄ：Ｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ｉｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ

图 ２　 临床症状及剖检结果

Ｆｉｇ ２　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｓ

哺乳细胞系中的复制能力，这些应用多以 ５％ ～

１０％的比例添加于细胞培养液中［１２ － １３］。 而在该病

毒的鸡胚法扩繁，尤其是前几代的繁育中，直接使

用 ＴＰＢ 溶液作为接种和收获病毒的稀释液，提升了

病毒含量。 在其他禽类病毒如传染性法氏囊病病

毒的 繁 殖 培 育 中， ＴＰＢ 溶 液 的 使 用 也 有 类 似

报道［１４ － １６］。

而不同微生物因自身结构、培养方法等差异对

保护剂的种类配比要求也不一样。 张云浦、王栋、
孙中成等人对某些禽类疫苗如新城疫、传染性支气

管炎、马立克、鸡痘等耐热冻干保护剂都有过不同

的研究报道［１７ － １９］。 本试验中采用的保护剂成分与

上述报道亦有相似之处，如应用水解明胶可去除杂

质蛋白，防止有效活性物质随水蒸气升华分散，保
证骨架支撑，促成更好的成品状态；一定比例的蔗

糖可降低渗透压差，防止结晶，也能更好维持抗原

性；水解乳蛋白和酪蛋白酶促水解物富含丰富氨基

酸，保护或提供所需营养物质；谷氨酸盐作为表面

活性剂，降低冻结和脱水过程中张力引起的变形，

并在复水过程中对活性组分起到润湿作用；此外还

有磷酸二氢钾、磷酸氢钠等 ｐＨ 调节剂的加入［２０］。

从保存期结果可以看出，自配保护剂组与常规 ５％
蔗糖牛奶组对比，同样在 － ２０ ℃以下存放 ２４ 个月，

前者毒价表现明显更稳定，这对于检验用强毒而言

十分关键。

在前期试验中，我们采用库存王岗株毒株对 ３５

日龄 ＳＰＦ 鸡的攻毒试验结果显示，１０４ＥＩＤ５０剂量攻

毒组， ４ ／ １０ 出 现 张 口 呼 吸 症 状， ２ ／ １０ 死 亡；

１０４． ５ＥＩＤ５０剂量攻毒组，７ ／ １０ 出现张口呼吸，３ ／ １０ 死

亡，且结膜炎表现不是很突出，可见以 １００００ ＥＩＤ５０

剂量接种也不能保证 ７５％ 的发病率。 本实验室制

备的冻干培养物针对不同日龄的鸡只以 １００ ＥＩＤ５０

剂量攻毒即可导致 ８０％的发病率，表现出稳定的致

病力。 从 ３５ 日龄鸡只攻毒结果可看出，与库存毒

株王岗株相比，更小的接种剂量可引起更高的发病

率和致死率，且结膜炎临床表现较为明显，更易于

观察。 下一步，拟在同样的条件和剂量下，将本冻

干物与王岗株一同作为攻毒对照，进行更加直接的
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比对和记录，并拟建立和制定更为详细的打分规

则，使得攻毒对照更为直观：如将呼吸频率分为 ０
（正常呼吸）、１（张口呼吸）、２（伸颈呼吸）；结膜炎

分为 ０（正常）、１（肿胀和眼睑部分闭合）、２（完全闭

眼）；精神沉郁分为 ０（正常行为）、１（轻微沉郁）、２
（严重抑郁无精神）；死亡直接记为 ３ 分等，同时引

入不同时间点体重的测定，以更加立体、全面、细致

地评价二者毒株差异［２１］。
此外，在病毒分离检测预试验中，我们发现采

用棉拭子途径分离检测病毒的敏感性不低于病死

鸡喉头组织粘膜匀浆沉淀，甚至比喉头组织上清液

敏感性要高，并且 ＰＣＲ 检测出病毒阳性的时间与

临床上出现症状的时间基本一致：一般是从攻毒后

第 ３ 天开始出现症状，第 ５ 天分离率最高，至 １０ ｄ
以后基本恢复。 因此，在实际应用中，建议使用

１００ ＥＩＤ５０剂量进行气管内攻毒，并于攻毒后第 ３ 天

和第 ５ 天采集咽拭子以作效力评价。
本试验制备的鸡传染性喉气管炎病毒流行株

冻干毒可有效应用于疫苗评价，为方便获取稳定大

量表达，后期拟进行该毒株的细胞适应化研究，以
进一步做好评价支持。
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Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ２００８，３７（３）： ２８７ － ２９２．

［５］ 　 Ｍａｅｋａｗａ Ｄ， Ｒｉｂｌｅｔ Ｓ Ｍ， Ｗｈａｎｇ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａ ｏｆ

ｎｏｎ － ｖａｃｃｉｎａｔｅｄ ａｎｄ ｖａｃｃｉｎａｔｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｓ ａ ｒｅｃａｌｌ ｔｏ ａｎ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ （ ＩＬＴＶ ） ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ［ Ｊ ］ ．

Ｖａｃｃｉｎｅｓ， ２０２１， ９（８６５）： １ － １５．

［６］ 　 Ｃｏｐｐｏ Ｍ Ｊ， Ｈａｒｔｌｅｙ Ｃ Ａ， Ｄｅｖｉｎ Ｊ Ｍ． Ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｄｅｖｅｌｐｍｅｎｔａｌ ＆

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ４１（３）： ４５４ － ４６２．

［７］ 　 Ｍａｕｒｉｃｉｏ Ｊ Ｃ， Ａｍｉｒ Ｈ Ｎ， Ｇｌｅｎｎ Ｆ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ

ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅｓ

［Ｊ］ ． Ａｖｉａｎ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ， ２０１３， ４２（３）： １９５ － ２０５．

［８］ 　 Ｄａｎｉｅｌｌｅ Ｍ Ｋ， Ａｎｎ Ｓ Ｐ， Ｄａｒｒｅｌ Ｗ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＵＳＤＡ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ ｔｏ ａ ｆｉｅｌｄ ｓｔｒａｉｎ

ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ， ２０１５（４３）：

２３２ － ２３７．

［９］ 　 Ｈｉｔｃｈｎｅｒ Ｗ， Ｖｅｉｔｓ Ｊ， Ｈｅｌｆｅｒｉｃｈ Ｄ， ｅｔ ａｌ ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ

ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｖｅｔ Ｒｅｓ， ２００７， ３８

（２）： ２６１ － ２７９．

［１０］ 中国兽药典委员会． 中华人民共和国兽药典（三部） ２０１５ 年

版［Ｓ］．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ． Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ

ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｍａｃｐｏｅｉａ （Ｐａｒｔ３） ２０１５ ｅｄｉｔｉｏｎ ［Ｓ］．

［１１］ 赵 妍， 孔聪聪， 张晓敏， 等． 鸡传染性喉气管炎病毒江苏株

的分离与初步鉴定［ Ｊ］ ． 中国动物传染病学报， ２０１２， ２０

（１）： ２２ － ２６．

Ｚｈａｏ Ｙ， Ｋｏｎｇ Ｃ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｆｒｏｍ Ｊｉａｎｇｓｕ

Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，

２０１２， ２０（１）： ２２ － ２６．

［１２］ Ｇｉｎｓｂｅｒｇ Ｈ Ｓ， Ｇｏｌｄ Ｅ， Ｊｏｒｄａｎ Ｗ Ｓ． Ｔｒｙｐｔｏｓｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｒｏｔｈ ａｓ

ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｏｆ Ｈｅｌａ Ｃｅｌｌ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓ

［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， １９５５， ８９（１）： ６６ － ７１．

［１３］ Ｓａｉｓｏｎｇｋｏｒｈ Ｗ， Ｋａｒｋｏｕｒｉ Ｋ Ｅ， Ｐａｔｒｉｃｅ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｙｐｔｏｓｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｒｏｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｓ Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ ｆｅｌｉｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｍｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１２（６４）： １１１ － １１４．

［１４］ Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｅｒ Ｊ Ｋ， Ｇｅｌｂ Ｊ． Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｓｅｖｅｒａｌ ａｖｉａｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｖｉｒｕｓｅｓ ａｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ［ Ｊ］ ． Ａｖｉａｎ

Ｄｉｓｅａｓｅ， １９７７， ２２（１）： ９５ － １０５．

［１５］ Ｇｅｌｂ Ｊ， Ｅｉｄｓｏｎ Ｃ Ｓ， Ｋｌｅｖｅｎ Ｓ Ｈ． Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ

ｅｍｂｒｙｏｎａｔｉｎｇ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｇｇｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ａｖｉａｎ Ｄｉｓｅａｓｅ， １９７９， ２３ （ ２ ）：

５３４ － ５３８．

［１６］ Ｄｅｎｎｙ Ｆ Ｗ， Ｇｉｎｓｂｅｒｇ Ｈ Ｓ． Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ４

ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｉ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， １９５９， １０９（１）： ６９ － ８３．
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［１７］ 孙中成， 韩玉玲． 鸡新城疫耐热冻干保护剂活疫苗试验［ Ｊ］ ．

中国兽药杂志， ２００１， ３５（５）： ３６．

Ｓｕｎ Ｚ Ｃ， Ｈａｎ Ｙ Ｌ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ Ｔｈｅｒｍｏ － ｔｏｌｅｒａｎｔ ｆｒｅｅ － ｄｒｉｅｄ

ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｎｅｗ Ｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２００１， ３５（５）： ３６．

［１８］ 王 栋， 刘业兵， 张万林， 等． 鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒

（耐热保护剂）活疫苗的研究［ Ｊ］ ． 中国兽药杂志， ２００２， ３６

（７）： ２７ － ２９．

Ｗａｎｇ Ｄ， Ｌｉｕ Ｙ Ｂ， Ｚｈａｎｇ Ｗ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｔｈｅｒｍｏ － ｔｏｌｅｒａｎｔ

ｆｒｅｅ － ｄｒｉｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ Ｔｕｒｋｅｙ Ｈｅｒｐｅｖｉｕｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２００２， ３６（７）： ２７ － ２９．

［１９］ 张云浦， 冯丽秋， 刘玉才， 等． 兽用冻干疫苗耐热保护剂的

研究 － 鸡传染性法氏囊病弱毒（Ｂ８７）冻干活疫苗耐热保护剂

的试验［Ｊ］中国兽药杂志， ２００１， ３５（２）： ７ － １０．

Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｐ， Ｆｅｎｇ Ｌ Ｑ， Ｌｉｕ Ｙ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ

ｈｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｈｅａｔ － ｒｅｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌｓ － Ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｏｎ

ｔｈｅ ｈｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ ｈｅａｔ － ｒｅｓｉｓｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ａｖｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ

ｂｕｒｓａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ （ ＩＢＤＶ） （ Ｂ８７ ） ｖａｃｃｉｎｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２００１， ３５（２）： ７ － １０．

［２０］ 赵成龙， 王素春， 庄青叶， 等． 兽医生物制品中常用灭活剂

和冻干保护剂研究进展［ Ｊ］ ． 中国动物检疫， ２０２１， ３８（８）：

６９ － ７４．

Ｚｈａｏ Ｃ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｓ Ｃ， Ｚｈｕａｎｇ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ

ｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ

Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ， ２０２１， ３８（８）： ６９ － ７４．

［２１］ Ｋｉｒｋｐａｔｒｉｃｋ Ｎ Ｃ， Ｍａｈｍｏｕｄｉａｎ Ａ， Ｃｏｌｓｏｎ Ｃ Ａ， ｅｔ ａｌ．

Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ ａｎｄ ｔｒａｃｈｅａｌ

ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｌａｒｙｎｇｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ． Ａｖｉａｎ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，

２００６（３５）： ４４９ － ４５３．

（编 辑：李文平）
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