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［摘　 要］ 　 为确定禽脑脊髓炎（ＡＥ）、鸡痘（ＡＰ）二联活疫苗的安全性、最小免疫剂量及免疫效力，
自制 ３ 批二联活疫苗进行研究。 结果显示，鸡接种 １０ 倍剂量疫苗后精神、食欲及发育均正常，临床

表现和剖检均无异常；ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株的最小免疫剂量为 １００ ＥＩＤ５０，鸡痘鹌鹑化弱毒株的最小免疫

剂量为 １０ ＥＩＤ５０；３ 批疫苗 ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株的病毒含量均≥１０３．２ ＥＩＤ５０ ／ 羽份，鸡痘鹌鹑化弱毒株的病

毒含量均≥１０３．４ ＥＩＤ５０ ／ 羽份，攻毒后保护指数为 ８９～１００。 试验表明，自制二联活疫苗安全、有效、质
量可控，可用于预防禽脑脊髓炎和鸡痘。
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　 　 禽脑脊髓炎（Ａｖｉａｎ Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ， ＡＥ）又

称流行性震颤，是由禽脑脊髓炎病毒（ＡＥＶ）引起的

一种主要危害 ４ 周龄以下雏鸡，以侵害中枢神经系

统引起非化脓性脑炎为主要病理特征的病毒性传

染病［１－３］。 种鸡群发病期间及发病前后各 １ 个月内

所产种蛋，导致孵化率降低并引起子代雏鸡带毒发

病［４－５］。 该病现已遍布世界各地，在我国流行日趋

严重，但尚无有效的治疗药物，预防主要依靠疫苗

免疫［６］，疫苗主要有弱毒活疫苗和灭活疫苗两

种［７－８］。 目前，国内无活疫苗，只有灭活疫苗，但生

产厂家未生产和供应，且 ２００７ 年停止了进口苗注

册，故市场上急需疫苗免疫，禽脑脊髓炎相关疫苗

的研发非常必要。

鸡痘（Ａｖｉａｎ Ｐｏｘ， ＡＰ）是由鸡痘病毒引起鸡和

火鸡的一种疾病，特征是体表无羽毛部位出现散在

的、结节状的增生性皮肤病灶（皮肤型），或上呼吸

道、口腔和食管黏膜出现纤维性坏死和增生性病灶

（白喉型），也可能同时发生全身性感染［９－１０］。 世界

各地已广泛流行，目前国内只有鸡痘活疫苗产品用

于预防。

鉴于禽脑脊髓炎、鸡痘活疫苗的免疫日龄相

似，免疫途径一致，且国外已有同类产品注册上市，

试验利用有自主知识产权的种毒禽脑脊髓炎

ＹＢＦ０２ 株和鸡痘鹌鹑化弱毒株研制成活疫苗，并进

一步对该疫苗的安全性、最小免疫剂量和免疫效力

进行了研究，以期为该疫苗生产和检验技术参数的

制定提供依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 疫苗　 用禽脑脊髓炎 ＹＢＦ０２ 株和鸡痘鹌鹑

化弱毒株毒种，自制 ３ 批禽脑脊髓炎、鸡痘二联活

疫苗 （以下简称 “疫苗”），批号分别为 ２０１２００１、

２０１２００２、２０１２００３。

１．１．２　 攻毒用强毒　 禽脑脊髓炎强毒 ＶＲ 株、鸡痘

强毒 １０２ 株，均由中国兽医药品监察所冻干鉴定。

１．１．３　 ＳＰＦ 鸡胚、鸡　 ＳＰＦ 种蛋购自北京梅里亚维

通实验动物技术有限公司，部分孵化至 ６ 日龄（ＳＰＦ

鸡胚）用于实验，部分孵化至出壳（ＳＰＦ 鸡），饲养于

负压隔离器内。

１．２　 方法

１．２．１　 疫苗的安全性试验　 将 ４０ 只 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡

随机分为 ４ 组， １０ 只 ／组，用于 ２０１２００１、 ２０１２００２、

２０１２００３ 批疫苗进行安全性试验。 将各批次疫苗均

按瓶签注明羽份用灭菌 ＰＢＳ 适当稀释后，经刺种途

径接种 ＳＰＦ 鸡，１０ 羽份 ／只（１０ 倍使用剂量）。 最

后 １０ 只不接种作为空白对照。 接种后 ２８ ｄ 内观察

所有鸡的精神、食欲、生长发育是否正常，２８ ｄ 时进

行称重，并剖检观察有无病理变化。

１．２．２　 疫苗最小免疫剂量测定

１．２．２．１　 ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株的最小免疫剂量　 取 ４０ 只

２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡随机分为 ４ 组，每组 １０ 只。 １～３ 组，

分别刺种 ２５ ＥＩＤ５０、 ５０ ＥＩＤ５０、 １００ ＥＩＤ５０ 的 ＡＥＶ

ＹＢＦ０２ 株；第 ４ 组不免疫作对照。 免疫后 ２１ ｄ，４ 组

试验鸡每只脑内注射 ＡＥ 强毒 ＶＲ 株 ０． １ ｍＬ（含

１０４．０ ＥＩＤ５０ ／只）。 攻毒后连续观察 ２１ ｄ，记录各组

发病情况，计算保护率，确定 ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株的最小

免疫剂量。

１．２．２．２　 鸡痘鹌鹑化弱毒株的最小免疫剂量 　 取

４０ 只 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡随机分为 ４ 组，每组 １０ 只。 １～３

组，分别刺种 ５ ＥＩＤ５０、１０ ＥＩＤ５０、２０ ＥＩＤ５０的鸡痘鹌

鹑化弱毒株；第 ４ 组不免疫作对照。 免疫后观察

６ ｄ，统计各组痘肿率；免疫后 ２１ ｄ，４ 组试验鸡每只

腿部毛囊涂抹鸡痘强毒 １０２ 株（含 １００ 个最小发痘

量）。 攻毒后连续观察 １４ ｄ，记录各组病变情况，计

算保护率，确定鸡痘鹌鹑化弱毒株的最小免疫剂量。

１．２．２．３　 判定标准

１．２．２．３．１　 禽脑脊髓炎雏鸡临床症状　 以下症状出

现任何一项均判为发病。 （１）精神沉郁、反应迟钝、
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缩脖；（２）喜卧，驱赶时共济失调，偶尔见头颈部出

现不同程度的震颤；（３） 站立困难，斜坐在跗部；

（４）瘫痪或死亡。

１．２．２．３．２　 鸡痘临床病变表现 涂抹毛囊开始红肿、

增厚，后变黄白色干酪样物，结血痂等融合全经

过型。

１．２．３　 疫苗的免疫效力试验

１．２．３．１　 病毒含量测定

１．２．３．１．１　 ＡＥＶ 含量测定 　 将疫苗用灭菌 ＰＢＳ 稀

释至 １ 羽份 ／ ０．２ ｍＬ，取 ５ ｍＬ 在 ２ ～ ８ ℃条件下以

１２０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ；上清液经 ０．２２ μｍ 滤器过滤

１ 次，０．１０ μｍ 滤器过滤 ２ 次；取滤液再继续作 １０

倍系列稀释，取 １０－２、１０－３、１０－４ ３ 个稀释度，分别卵

黄囊接种 １０ 枚 ６ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚各 １０ 枚，每胚

０．２ ｍＬ，另取 １０ 枚同批次 ＳＰＦ 鸡胚不接种作对照。

３７ ℃孵育（４８ ｈ 内死亡者弃去不计）至正常出雏日

的 ３ ｄ 后，统计其未出壳胚数、特异性死亡雏数及

有禽脑脊髓炎特异性临床症状的雏鸡数，计算

ＥＩＤ５０。 对照组应至少 ８ 枚正常出雏，且均无禽脑脊

髓炎的特异性临床症状。

１．２．３．１．２　 ＡＰＶ 含量测定 　 将疫苗用灭菌 ＰＢＳ 稀

释至 １ 羽份 ／ ０．２ ｍＬ，再继续作 １０ 倍系列稀释，取

１０－２、１０－３、１０－４ ３ 个稀释度，经绒毛尿囊膜分别接种

１１～１２ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚 ５ 枚，每胚 ０．２ ｍＬ，置 ３７℃孵

育 ９６～１２０ ｈ 时，鸡胚绒毛尿囊膜水肿增厚或出现

痘斑判为感染，计算 ＥＩＤ５０。

１．２．３．２　 攻毒保护试验　 将 ３ 批疫苗分别用灭菌

ＰＢＳ 适当稀释后，每批疫苗各免疫 ２１～３５ 日龄 ＳＰＦ

鸡 ２０ 只，每只于翅内侧无血管处皮下刺种疫苗 １ 羽

份，另取 ２０ 只 ＳＰＦ 鸡不免疫作对照，分别隔离饲养。

１．２．３．２．１　 疫苗对 ＡＥＶ 的免疫效力评价　 免疫后

２１ ｄ，免疫组和对照组各随机取 １０ 只鸡，每只脑内

注射禽脑脊髓炎强毒 ＶＲ 株 ０． １ ｍＬ （ 含 １０４．０

ＥＩＤ５０），观察 ２１ ｄ，观察期间未出现“１．２．２．３．１”判定

标准中禽脑脊髓炎雏鸡临床症状的判为免疫保护，

计算免疫组保护指数（ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｉｎｄｅｘ， ＰＩ）。 免疫

组 ＰＩ 计算方法为攻毒对照组鸡产生病变百分数减

去免疫组鸡产生病变百分数，再除以攻毒对照组鸡

产生病变百分数，乘以 １００；攻毒对照鸡的保护率不

计算。

１．２．３．２．２　 疫苗对 ＡＰＶ 的免疫效力评价　 免疫后

２１ ｄ，免疫组和对照组各随机取 １０ 只，每只鸡各腿

部毛囊涂抹鸡痘强毒 １０２ 株 ０．１ ｍＬ（含 １００ 个最小

发痘量），观察 １４ ｄ，观察期间未出现“１．２．２．３．２”判

定标准中鸡痘临床病变表现的判为免疫保护，计算

免疫组 ＰＩ。

２　 结果与分析

２．１　 疫苗的安全性　 所有试验鸡均未发生禽脑脊

髓炎、鸡痘，刺种部位均出现痘肿（鸡痘免疫成功的

标志），精神食欲、生长发育均正常；各免疫组与对

照组的体重无明显差异；剖检所有试验鸡脏器均未

见异常（表 １）。

表 １　 疫苗的安全性试验结果

Ｔａｂ １　 Ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ＡＥ ａｎｄ ＡＰ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ

组别 批号 鸡数 ／ 只
接种剂量

／ （羽份·只－１）

观察结果

精神、采食、
生长发育

免后 ２８ ｄ
体重 ／ ｇ

临床
症状

剖检
病变

１ ２０１２００１ １０ １０ １０ ／ １０ 均正常 ５２３．２～５３４．５ 无 无

２ ２０１２００２ １０ １０ １０ ／ １０ 均正常 ５１９．６～５３０．９ 无 无

３ ２０１２００３ １０ １０ １０ ／ １０ 均正常 ５２０．５～５３６．３ 无 无

４ 对照组 １０ 不免疫 １０ ／ １０ 均正常 ５１６．１～５３２．５ 无 无
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２．２　 疫苗的最小免疫剂量　 结果见表 ２、表 ３。 从

表 ２ 可知，ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株以 １００ ＥＩＤ５０刺种免疫 ２１

日龄 ＳＰＦ 鸡后，攻毒保护率为 １００％；对照组 ９０％发

病。 从表 ３ 可知，鸡痘鹌鹑化弱毒株以 １０ ＥＩＤ５０和

５ ＥＩＤ５０分别刺种免疫 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡后，痘肿率分

别为 １０ ／ １０ 和 ７ ／ １０；攻毒保护率分别为 １００％和

７０％；对照组 １００％鸡痘病变。 以上试验结果说明，

ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株免疫 １００ ＥＩＤ５０即能达到 １００％保护，

鸡痘鹌鹑化弱毒株免疫 １０ ＥＩＤ５０ 即能达到 １００％

保护。 所以 ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株的最小免疫剂量为

１００ ＥＩＤ５０，鸡痘鹌鹑化弱毒株的最小免疫剂量为

１０ ＥＩＤ５０。

表 ２　 疫苗 ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株最小免疫剂量

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｍｍｕｎｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＥＶ （ＹＢＦ０２ Ｓｔｒａｉｎ） ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ
组别 免疫剂量 攻毒途径及剂量 攻毒保护率 ／ ％

免疫组

１００ ＥＩＤ５０

５０ ＥＩＤ５０

２５ ＥＩＤ５０

对照组 不免疫

脑内注射 ＡＥ 强毒 ＶＲ 株 ０．１ ｍＬ
（含 １０４．０ＥＩＤ５０）

１００

８０

４０

９ ／ １０ 发病

表 ３　 疫苗鸡痘鹌鹑化弱毒株最小免疫剂量

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｍｍｕｎｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＡＰＶ （Ｑｕａｉｌ－Ａｄａｐｔｅｄ Ｓｔｒａｉｎ） ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ
组别 免疫剂量 痘肿率 攻毒途径及剂量 攻毒保护率 ／ ％

免疫组

２０ ＥＩＤ５０ １０ ／ １０

１０ ＥＩＤ５０ １０ ／ １０

５ ＥＩＤ５０ ７ ／ １０

对照组 不免疫 ０ ／ １０

腿部毛囊涂抹鸡痘强毒
１０２ 株 ０．１ ｍＬ（含 １００ 个
最小发痘量）

１００

１００

７０

１０ ／ １０ 病变

２．３　 疫苗的免疫效力

２．３．１　 病毒含量测定 　 由表 ４ 可知，各批疫苗中

ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株病毒含量均≥１０３．２ ＥＩＤ５０ ／羽份，鸡痘

鹌鹑化弱毒株的病毒含量均≥１０３．４ ＥＩＤ５０ ／羽份。

２．３．２　 疫苗攻毒保护试验结果　 由表 ５ 可知，３ 批

疫苗各刺种免疫 ２１ ～ ３５ 日龄 ＳＰＦ 鸡，免疫后 ２１ ｄ

进行攻毒：脑内攻击 ＡＥ 强毒 ＶＲ 株的免疫组 ＰＩ 为

８９～１００，空白对照组 ８０％ ～ ９０％发病；腿部毛囊涂

抹鸡痘强毒 １０２ 株的免疫组 ＰＩ 均为 １００，空白对照

组 １００％鸡痘病变。

表 ４　 疫苗病毒含量测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ
疫苗批号 ＡＥＶ 含量 ＡＰＶ 含量

２０１２００１ １０３．２ ＥＩＤ５０ ／ 羽 １０３．５ ＥＩＤ５０ ／ 羽

２０１２００２ １０３．３ ＥＩＤ５０ ／ 羽 １０３．５ ＥＩＤ５０ ／ 羽

２０１２００３ １０３．２ ＥＩＤ５０ ／ 羽 １０３．４ ＥＩＤ５０ ／ 羽
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表 ５　 疫苗免疫攻毒试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥＶ ＶＲ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ＡＰＶ １０２ ｓｔｒａｉｎ
疫苗批号 免疫鸡日龄 ＰＩ（ＡＥ） ＰＩ（ＡＰ）

２０１２００１ ２１ １００ １００

２０１２００２ ２１ ８９ １００

２０１２００３ ３５ １００ １００

对照组
２１ ９ ／ １０ 发病 １０ ／ １０ 病变

３５ ８ ／ １０ 发病 １０ ／ １０ 病变

３　 讨论与结论

ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株是自行分离鉴定的一株具有高

度免疫原性和嗜肠型的疫苗毒株，仅对 １ 日龄 ＳＰＦ
鸡大剂量刺种可引起约 １０％发病，并可通过粪便排

毒，对疫苗的安全性产生影响［１１］。 本试验中疫苗

的安全性试验结果表明，疫苗对 ２１ 日龄 ＳＰＦ 鸡通

过刺种途径接种 １０ 倍使用剂量是安全的。 此外，
有研究表明，２１ 日龄及以上鸡免疫系统发育已经健

全，免疫功能正常时，能够很快产生免疫应答，攻毒

保护试验结果证明了这一点。 且该日龄段鸡较易

获得，饲养成本也相对较低，同时对禽脑脊髓炎和

鸡痘均易感。 因此，建议在实际疫苗检验时采用

２１～３５ 日龄作为疫苗的检验用 ＳＰＦ 鸡日龄。
由疫苗的最小免疫剂量和病毒含量测定结果

可知，３ 批疫苗 ＡＥＶ ＹＢＦ０２ 株的病毒含量为最小免

疫剂量的 １５ 倍以上，鸡痘鹌鹑化弱毒株的病毒含

量为最小免疫剂量的 ２５０ 倍以上，所以疫苗中的病

毒含量应能保证免疫鸡产生足够的免疫效力。
ＡＰＶ 不同剂量免疫后鸡痘痘肿率和攻毒保护

结果显示，免疫 １０ ＥＩＤ５０ 达到 １０ ／ １０ 的痘肿率和

１０ ／ １０ 攻毒保护率；免疫 ５ ＥＩＤ５０达到 ７ ／ １０ 痘肿率

和 ７ ／ １０ 攻毒保护率。 上述结果说明，疫苗免疫后

鸡痘痘肿率和攻毒保护具有很好的相关性。 考虑

到生物安全和检验工作方便，可以用鸡痘痘肿法替

代免疫攻毒法进行鸡痘鹌鹑化弱毒株的效力检验。
疫苗攻毒保护试验中 ２０１２００２ 批疫苗 ＡＥ 免疫

组，攻毒后 １０ 只鸡中有 １ 只发病，免疫保护 ９ ／ １０。
虽然试验理论接种剂量为 １ 羽份 ／只，超过最小免

疫剂量多倍，但是整个免疫攻毒保护试验过程中，

可能会受到鸡个体差异、进入鸡体内有效免疫剂

量、强毒株的有效攻毒剂量和试验操作等因素的影

响，导致免疫组中个别鸡没有达到理想的免疫效

果。 这种现象在试验中是可能存在的，此试验数据

将会为制定疫苗效力检验判定标准提供依据。
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