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［摘　要］　为比较不同保存方式对鸡减蛋综合征灭活抗原的影响，采用禽腺病毒京 ９１１株

（ＣＶＣＣＡＶ７０）经尿囊腔接种易感鸭胚，收获感染鸭胚液，经 β－丙内酯灭活后，对该抗原的保存条

件及其稳定性等方面进行优化。冻干抗原与未冻干抗原在相同温度下，冻干抗原 ＨＡ效价下降较

慢。冻干抗原在２～８℃和－１５℃以下保存，ＨＡ效价没有明显差异。因此，生产的鸡减蛋综合征灭

活抗原要在冻干后保存在２～８℃最佳。保存条件的优化不仅可以减少经济损失，而且还有助于更

好的控制禽腺病毒疫情的暴发。
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　　鸡减蛋综合征（ＥｇｇＤｒｏｐＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＥＤＳ）是由腺

病毒科禽病毒属第三群具有血凝性的腺病毒引起的一

种急性传染病［１］。其临床症状表现为：产出软壳蛋、无

壳蛋、薄壳蛋等畸形蛋，蛋的破损率明显增高，整个病

程持续５～６周，以后产蛋率逐渐回升，但很难达到下

降前水平，严重影响养禽业的经济效益［２－３］。

目前对其预防措施为疫苗免疫，虽然有其他方法

进行诊断［４－５］，但其临床诊断的主要方法是血凝抑制
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试验。根据现行《中国兽药典》三部规定，含ＥＤＳ部分

效力检验必须进行血凝抑制试验［６］。因此，鸡减蛋综

合征血凝抑制抗原的研究极具实际意义，易于保存和

效价稳定的抗原更具经济效益。目前使用的抗原存在

保存时间短和ＨＡ效价不稳定等问题，本研究对其进

行优化，保证临床诊断的准确性。

１　材料与方法

１．１　材料　禽腺病毒京９１１株（ＣＶＣＣＡＶ７０）、鸡新城

疫阳性血清、鸡减蛋综合征血凝抑制阳性血清购自中

国兽医药品监察所，置－７０℃保存；鸭胚购自北京平

谷养殖场；β－丙内酯购自ＡｌｆａＡｅｓａｒ公司；灭菌生理

盐水、阿氏液、ＰＢＳ均由中海公司提供；ＳＰＦ鸡红细胞

由中监所基础保障处提供；禽流感（Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型）

阳性血清均购自哈尔滨兽医研究所。

１．２　方法

１．２．１　抗原制备

１．２．１．１　抗原繁殖　将禽腺病毒京９１１株（ＣＶＣＣ

ＡＶ７０）用灭菌生理盐水进行１０倍稀释，经尿囊腔

接种１０～１１日龄鸭胚，每胚０．１ｍＬ［７－８］。置３７℃

孵育１２０ｈ后，将所有活胚取出，在２～８℃条件下

冷蛋１０ｈ以上。收获鸭胚尿囊液，经１００００ｒ／ｍｉｎ

离心３０ｍｉｎ去除杂质。

１．２．１．２　抗原灭活　将收获的鸭胚尿囊液加入

１／４０００～１／８０００体积的 β－丙内酯，置于２～８℃

灭活１０ｈ以上，再置于３７℃作用１ｈ失活。

１．２．１．３　分装及冻干　将灭活后的抗原分为４组，

第一组：分装后－１５℃以下保存；第二组：加入２０％

甘油混匀分装后２～８℃保存；第三组：分装冻干后

－１５℃以下保存；第四组：分装冻干后２～８℃保存。

１．２．２　常规检验　将所有抗原按现行《中国兽药

典》［６］进行无菌检验、性状检验，应符合现行《中国

兽药典》［６］规定。

１．２．３　效价测定　按现行《中国兽药典》［６］进行红

细胞凝集试验，ＨＡ效价应不低于１∶５１２。

１．２．４　保存期试验　按现行《中国兽药典》［６］红细

胞凝集试验方法，将所有抗原分别保存至１个月、

６个月、９个月、１２个月、１８个月、２４个月检测其

ＨＡ效价，以确定其保存时间及温度。

１．２．５　特异性检验　将长时间保存ＨＡ效价稳定的

抗原与鸡减蛋综合征病毒阳性血清、禽流感病毒阳性

血清（Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型）、新城疫病毒阳性血清以及ＳＰＦ

鸡血清按《中国兽药典》［６］进行血凝抑制试验。

２　结　果

２．１　无菌检验　经２５℃ ＴＧ、ＧＡ、ＧＰ三种培养基

和３７℃ ＴＧ、ＧＡ两种培养基检测，判定每组抗原均

无菌生长，符合现行《中国兽药典》［６］规定。

２．２　性状检验　结果如表１所示，均符合现行《中

国兽药典》［６］规定。

表１　不同保存条件下抗原性状检验结果
组别 保存条件 恢复至室温，观察结果

第一组 未冻干，－１５℃以下 呈微黄色澄明液体

第二组 未冻干，２～８℃ 呈微黄色澄明液体

第三组 冻干，－１５℃以下 微黄色疏松团块，易于瓶壁脱离，加稀释液后迅速溶解。

第四组 冻干，２～８℃ 微黄色疏松团块，易于瓶壁脱离，加稀释液后迅速溶解。

２．３　效价测定　将各组抗原恢复至室温，冻干抗
原恢复至原体积，按现行《中国兽药典》［６］三部进

行红细胞凝集试验，每组重复进行三次试验，ＨＡ效
价均一致，结果如表２所示。

表２　不同保存条件下抗原ＨＡ效价测定结果
组别 保存条件 ＨＡ效价
第一组 未冻干，－１５℃以下 １∶１０２４０ １∶１０２４０ １∶１０２４０
第二组 未冻干，２～８℃ １∶１０２４０ １∶１０２４０ １∶１０２４０
第三组 冻干，－１５℃以下 １∶４０９６ １∶４０９６ １∶４０９６
第四组 冻干，２～８℃ １∶４０９６ １∶４０９６ １∶４０９６
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２．４　保存期试验　将每组抗原分别保存至 ３个
月、６个月、９个月、１２个月、１８个月、２４个月后，按
现行《中国兽药典》［６］三部进行红细胞凝集试验，

结果如表３所示。由表中数据可知：未冻干的抗原

（第一组、第二组）随保存时间变长而 ＨＡ效价变
低；冻干毒的抗原（第三组、第四组）尽管保存温度

不同，在保存期内ＨＡ效价没有明显差异。

表３　不同保存时间ＨＡ效价
保存期 第一组 第二组 第三组 第四组

３个月 １∶１０２４ １∶１０２４ １∶４０９６ １∶４０９６
６个月 １∶５１２ １∶１０２４ １∶４０９６ １∶４０９６
９个月 １∶２５６ １∶２５６ １∶４０９６ １∶４０９６
１２个月 １∶２５６ １∶２５６ １∶４０９６ １∶４０９６
１８个月 １∶６４ １∶６４ １∶４０９６ １∶４０９６
２４个月 １∶６４ １∶６４ １∶４０９６ １∶４０９６

２．５　特异性检验　将保存２４个月的冻干抗原（第
三组、第四组）与鸡减蛋综合征病毒阳性血清、禽流

感病毒阳性血清（Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型）、新城疫病毒阳
性血清及ＳＰＦ鸡血清按现行《中国兽药典》［６］进行
血凝抑制试验，结果如表 ４所示。由表中数据可
知，冻干的抗原仅与鸡减蛋综合征病毒阳性血清有

血凝抑制反应ＨＩ效价为１∶１０２４，与禽流感病毒阳
性血清（Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９亚型）、新城疫病毒阳性血清及
ＳＰＦ鸡血清ＨＩ效价均小于１∶２，判为阴性。

表４　特异性试验结果
ＨＩ效价 第三组抗原 第四组抗原

ＥＤＳ阳性血清 １∶１０２４ １∶１０２４
ＮＤ阳性血清 ＜１∶２ ＜１∶２

ＡＩＨ５亚型阳性血清 ＜１∶２ ＜１∶２
ＡＩＨ７亚型阳性血清 ＜１∶２ ＜１∶２
ＡＩＨ７亚型阳性血清 ＜１∶２ ＜１∶２

３　讨论与小结
鸡减蛋综合征对我国养禽业威胁巨大［９－１０］，目

前国内外均采用油乳剂灭活疫苗预防本病。其疫

苗的效力检验要求用本抗原进行，因此对本抗原的

稳定性、保存温度及时间有较高的要求。目前制备

工艺未冻干的抗原在２～８℃和－１５℃以下保存
均在１～６个月内 ＨＡ效价下降，尽管未冻干的抗
原加入甘油作为保护剂，但在２～８℃保存６个月
后，ＨＡ效价也下降明显，并影响正常使用。

本研究对现有的鸡减蛋综合征血凝抑制抗原

制备工艺进行优化，可以看出冻干的抗原比未冻干

的抗原保存时间长，ＨＡ效价可长期保持较高的水
平。尽管未冻干的抗原加入甘油作为保护剂，但在

２～８℃保存６个月后，ＨＡ效价下降明显，并影响

正常使用。灭活的抗原结冻保存会后使 ＨＡ效价
显著下降，建议灭活抗原要在２～８℃保存。冻干
后的抗原在２～８℃和－１５℃以下保存ＨＡ效价没
有明显差异，从运输、节电等方面考虑，冻干后的灭

活抗原在２～８℃保存，这不仅可以减少经济损失，
而且还有助于更好的控制禽腺病毒疫情的暴发。
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