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［摘　要］　为制备合格的鸡传染性支气管炎病毒Ｍ４１株种毒，将Ｍ４１株毒种接种ＳＰＦ鸡胚进行传

代培养，收获尿囊液、分装、冻干，并对冻干毒进行了无菌检验、支原体检验、剩余水分测定、真空度

测定、外源病毒检验、病毒含量测定、特异性检验、致病性试验。结果表明，该冻干毒种各项检验均

符合规定，可作为研究用种毒。本研究可为其他禽源病毒种毒的制备提供借鉴。
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　　鸡传染性支气管炎（ＩＢ）是由鸡传染性支气管

炎病毒（ＩＢＶ）引起鸡的一种急性高度接触性呼吸

道传染病，以气管音、咳嗽、打喷嚏，幼鸡流鼻涕，

产蛋鸡产蛋量减少和蛋的品质下降为特征，常因呼

吸道、肾脏或消化道感染而引起死亡，本病至今在

世界范围内广泛流行，给养鸡业带来严重危

害［１－３］。疫苗免疫是当前预防和控制 ＩＢ的主要

措施［４－７］，ＩＢＶＭ４１株不仅用作疫苗制备［８］，而且

是《中华人民共和国兽药典》中规定的疫苗效力检

验攻毒用标准强毒株［９］。本实验对中国兽医微生

物菌种保藏中心的 ＩＢＶＭ４１株进行了扩繁、冻干，

并对冻干毒进行了一系列鉴定工作包括性状、无菌

检验、支原体检验、剩余水分测定、真空度测定、

外源病毒检验、病毒含量测定、特异性检验和致
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病性试验。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　ＩＢＶＭ４１种毒　ＣＶＣＣ编号为 ＡＶ１５１１，购

自中国兽医药品监察所，置－７０℃冰箱保存备用。

１．１．２　实验动物　ＳＰＦ鸡、ＳＰＦ鸡胚均购自北京梅

里亚维通动物技术有限公司。

１．１．３　其他材料及试剂　ＩＢＶ特异性阳性血清、

禽网状内皮组织增生症病毒（ＲＥＶ）、鸡 ＲＥＶ特异

性抗体、禽白血病病毒（ＲＡＶ１、ＲＡＶ２），中国兽医药

品监察所；５％蔗糖牛奶、无菌培养基、支原体培养

基，中海动物保健科技公司；ＭＥＭ、胎牛血清，

Ｈｙｃｌｏｎ公司；禽白血病病毒 ＥＬＩＳＡ试剂盒，ＩＤＥＸＸ

公司；ＦＩＴＣ标记的兔抗鸡ＩｇＧ，ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　毒种繁殖　将ＩＢＶＭ４１种毒用生理盐水１０

倍稀释后尿囊腔接种９日龄 ＳＰＦ鸡胚，０．１ｍＬ／枚，

３７℃孵育，每日照蛋，２４ｈ前死胚弃去，２４ｈ后的

死胚及时放置于４℃冰箱保存。收获３６ｈ鸡胚尿

囊液，无菌检验合格后作为冻干用毒液，置 －７０℃

冰箱保存。

１．２．２　毒种冻干　将病毒尿囊液与无菌检验合格

的５％蔗糖脱脂牛奶等量混合，分装于安瓿瓶中，每

支１ｍＬ，含病毒０．５ｍＬ，分装好后立即置于冻干机

中冻干，冻干程序为：－４０℃１５０ｍｉｎ；－１０℃６６０

ｍｉｎ；２６℃ ５４０ｍｉｎ。冻干结束后将安瓿二次抽真

空封口，置－７０℃冰箱中保存待检。

１．２．３　毒种鉴定

１．２．３．１　常规检验　冻干后毒种按《中华人民共

和国兽药典》抽样进行鉴定：性状检验应为淡黄色

海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加稀释液后迅速

溶解；无菌检验应无细菌生长；支原体检验应无支

原体生长；剩余水分测定和真空度测定应符合规

定；外源病毒检验应无外源病毒污染。

１．２．３．２　病毒含量测定　抽取待检样品用生理盐

水复溶至原体积，然后 １０倍系列稀释，取 １０－４、

１０－５、１０－６、１０－７四个稀释度各接种５枚９日龄ＳＰＦ

鸡胚，每枚 ０．１ｍＬ，同时设生理盐水对照组，置

３７℃培养箱中孵育１４４ｈ，每天照蛋，弃去２４ｈ死

亡鸡胚，记录２４ｈ后的死胚和鸡胚有胎儿发育小、

蜷缩等病变数。按Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算ＥＩＤ５０。

１．２．３．３　特异性检验　抽取待检样品，用灭菌生

理盐水稀释至２００ＥＩＤ５０／０．１ｍＬ，取１．５ｍＬ与等

体积的鸡传染性支气管炎病毒特异性阳性血清混

合，室温作用１ｈ（期间振摇１次），经尿囊腔接种

１０枚９日龄ＳＰＦ鸡胚，每胚０．２ｍＬ，同时设置病毒

对照组和生理盐水对照组。３７℃孵育，２４ｈ死亡

鸡胚弃去不计，观察２４～１４４ｈ鸡胚存活和胚胎发

育情况［８－９］。

１．２．３．４　致病性试验　取冻干毒１支，用生理盐

水做１０倍稀释后滴鼻、点眼６日龄 ＳＰＦ鸡２０只，

每只０．２ｍＬ，设生理盐水对照鸡１０只，每只鸡同法

接种生理盐水。所有鸡接种后观察１４ｄ，记录死亡

情况和出现甩头、伸颈、呼吸困难、流鼻涕等传染性

支气管炎典型症状的情况［８－９］。

２　结 果

２．１　性状检验　冻干后病毒呈淡黄色海绵状疏松

团块（图１），易与瓶壁脱离，加稀释液后迅速溶解。

图１　ＩＢＶＭ４１冻干毒株

２．２　无菌检验　经２５℃ ＴＧ、ＧＡ、ＧＰ三种培养基

和３７℃ ＴＧ、ＧＡ两种培养基检测发现，ＩＢＶＭ４１冻

干毒无细菌生长，检验合格。

２．３　支原体检验　由表１可以看出，ＩＢＶＭ４１冻

干毒无支原体生长，检验合格。
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表１　支原体检验结果

组别
第一次移植 第二次移植 第三次移植 第四次移植

小管 平皿 小管 平皿 小管 平皿 小管平皿

ＩＢＶＭ４１ － － － － － － － －

阳性对照组 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

阴性对照组 － － － － － － － －

“－”表示无支原体生长；“＋”表示有支原体生长

２．４　剩余水分测定　由表２可以看出，ＩＢＶＭ４１
冻干毒剩余水分符合规定。

２．５　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，真空合格的毒种为２１６支。

２．６　外源病毒检验　鸡胚检查法尿囊腔和绒毛尿囊
膜两种途径接种后胎儿发育正常，绒毛尿囊膜无病变，

鸡胚液血凝试验结果为阴性；禽白血病病毒检查结果

（表３）和禽网状内皮组织增生症病毒检查结果（图２）
也均为阴性，说明该冻干毒无外源病毒污染。

表２　剩余水分测定结果

瓶号
空瓶重／ｇ 干燥前总重／ｇ

第一次干燥

后总重／ｇ
第二次干燥

后总重／ｇ
干燥前重／ｇ 干燥后重／ｇ 剩余水分含量

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ（即Ｂ－Ａ） Ｆ（即Ｄ－Ａ） Ｅ－Ｆ／Ｅ
１ ９．１４２１ ９．２７７１ ９．２７６０ ９．２７５９ ０．１３５０ ０．１３３８ ０．９％
２ ８．６７１２ ８．７７８９ ８．７７８２ ８．７７８０ ０．１０７７ ０．１０６８ ０．８％
３ ８．６２６９ ８．８０３６ ８．８０１５ ８．８０１５ ０．１７６７ ０．１７４６ １．２％
４ ８．９５９０ ９．１３５７ ９．１３４４ ９．１３４２ ０．１７６７ ０．１７５２ ０．８％

表３　禽白血病病毒检查ＥＬＩＳＡ试验结果

样　　品 平均ＯＤ６５０ｎｍ值 Ｓ／Ｐ值 检定结果

ＩＢＶＭ４１
Ｐ１ ０．０５７５ ０．０８５９ 阴性

Ｐ２ ０．０４９ ０．０７３ 阴性

Ｐ３ ０．０４７ ０．０７０２ 阴性

细胞对照

Ｐ１ ０．０５５ ０．０８２２ 阴性

Ｐ２ ０．０４７５ ０．０７１ 阴性

Ｐ３ ０．０４８ ０．０７１７ 阴性

病毒对照

（ＲＡＶ－１株）

Ｐ１ ０．２２４ ０．３３５ 阳性

Ｐ２ １．４２３ ２．１２７ 阳性

Ｐ３ １．３４２ ２．０１ 阳性

病毒对照

（ＲＡＶ－２株）

Ｐ１ ０．９０５ １．３５３ 阳性

Ｐ２ １．２０４ １．８０ 阳性

Ｐ３ １．０６ １．５８４ 阳性

阳性对照 ０．６６９ ／ ／
阴性对照 ０．０４４ ／ ／

Ｓ／Ｐ值≤０．２判为阴性，Ｓ／Ｐ值＞０．２判为阳性

图２　网状内皮组织增生症病毒检查结果

·７·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（８）：５～８／张 敏，等　

２．７　病毒含量测定　结果见表４。ＩＢＶＭ４１冻干
毒对鸡胚的半数感染量为１０５．９／０．１ｍＬ，符合要求。

表４　病毒含量测定结果
样品 稀释度 病变数／接种数 病毒含量／ＥＩＤ５０

ＩＢＶＭ４１

１０－４ ５／５
１０－５ ４／５
１０－６ ２／５
１０－７ １／５

１０５．９／０．１ｍＬ

２．８　特异性检验　结果见表 ５。可以看出，ＩＢＶ
Ｍ４１冻干毒的特异性检验符合要求。

表５　特异性检验结果
组别 感染率 未感染率 鉴定结果

实验组 ０／１０ １０／１０ 完全中和

病毒对照组 １０／１０ ０／１０ 阳性对照成立

生理盐水对照组 ０／５ ５／５ 阴性对照成立

２．９　致病性试验　由表 ６结果可见，该病毒从
第２天起就能引起 ６日龄 ＳＰＦ鸡出现传染性支
气管炎临床症状，发病症状明显、特异，发病时间

集中在第 ２～７天，至观察结束，能引起鸡群
１００％发病。

表６　致病性试验结果

接种物
新增发病鸡数量／只

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ ７ｄ～１４ｄ
发病率

ＩＢＶＭ４１ ０ ５ ６ ５ ２ １ １ ０ ２０／２０

生理盐水 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０／１０

３　讨论与小结
冻干后保存是菌毒种最有效的保存方法，保存

年限可达１５～２０年，甚至更长，原理就是使菌毒种在
安瓿中冷冻，然后在真空下利用升华现象除去水分，

使其处于干燥、缺氧状态，生理活动停止，在４℃即
可保存，并且方便存取、运输、销售和交换。未经冻

干的湿毒即使在超低温冰箱中保存也存在毒力下降

的风险，且不适合运输，因此很多微生物菌种保藏中

心对菌毒种的保藏一般采用冻干保存［１０］。

冻干后鉴定是菌毒种保藏前重要的步骤，鉴定

不合格的不能作为种毒保存。鉴定不仅要对菌毒

种本身特性进行鉴定，也要对其纯净性和冻干后性

状进行判定。本研究对传染性支气管炎病毒 Ｍ４１
株进行鸡胚传代扩繁后冻干，抽取样品，经病毒含

量测定、纯净性、特异性、致病性、性状、真空度、剩

余水分等鉴定证明，该病毒传代稳定，病毒含量达

到要求；无细菌、支原体和外源病毒污染；能够被同

型特异性阳性血清中和；能引起雏鸡１００％发病；冻
干后性状、真空度和剩余水分都能达到要求，可以

作为研究用种毒。
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