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［摘　 要］ 　 为有效控制临床中鸽新城疫的发生，选取基因Ⅵ型鸽新城疫病毒弱毒株 ｒＧＸ － ｍＦ 作为

疫苗候选株，评价其生物学特性，并将 ｒＧＸ － ｍＦ 灭活后制备成油佐剂灭活疫苗，接种雏鸽和 ＳＰＦ 鸡

进行 ｒＧＸ － ｍＦ 株的免疫原性分析，为研制安全高效的鸽新城疫灭活疫苗奠定基础。 结果表明，
ｒＧＸ － ｍＦ 株能够在鸡胚中稳定传代，效价高，毒力弱；ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗接种雏鸽后疫苗吸收良

好，无局部和全身不良反应，安全性好，免疫持续期长达 １２ 个月；ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗与 ＬａＳｏｔａ 株

灭活疫苗相比，ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗在鸽体内能产生更高水平的抗体；ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗同时免

疫 ＳＰＦ 鸡和雏鸽，ＳＰＦ 鸡产生的抗体显著高于鸽产生的抗体，这可能与鸽和鸡的免疫系统存在差异

有关。 综上，利用基因Ⅵ型鸽新城疫病毒弱毒 ｒＧＸ － ｍＦ 株制备的灭活疫苗可在鸽体内产生有效的

抗体，免疫效果好，免疫持续期长。
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ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒＧＸ － ｍＦ ｓｔｒａｉｎ． Ｔｈｅ ｒＧＸ － ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ， ａｎｄ ａｎ ｏｉｌ ａｄｊｕｖａｎｔ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ｐｉｇｅｏｎ ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ． Ｔｈｅｓｅ ｗｉｌｌ ｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ
ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｓａｆｅ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｉｇｅｏｎ ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｃａｎ ｂｅ ｓｔａｂｌｙ ｐａｓｓａｇｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｏｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｗｅａｋ ｔｏｘｉｃｉｔｙ；
Ｔｈｅ ｒＧＸ －ｍＦ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｓ ｗｅｌｌ ａｂｓｏｒｂｅｄ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ
ｉｓ ｕｐ ｔｏ １２ ｍｏｎｔｈｓ； Ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｌａ Ｓｏｔａ ｓｔｒａｉｎ， ｔｈｅ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｉｎｄｕｃｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ｉｎ ｐｉｇｅｏｎｓ； Ｔｈｅ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｎｄ ｐｉｇｅｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＧＸ － ｍＦ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ，
ａｎｄ ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｉｇｅｏｎｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｉｇｅｏｎｓ ａｎｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ ｒＧＸ － ｍＦ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ， ａｎ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ＶＩ ｔｙｐｅ ｐｉｇｅｏｎ ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ， ｃａｎ ｐｒｏｄｕｃｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｇｅｎｅ ＶＩ ｔｙｐｅ， Ｐｉｇｅｏｎ Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ， Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｖａｃｃｉｎｅ， Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ， Ａｎｔｉｂｏｄｙ

　 　 鸽Ⅰ型副黏病毒 （ Ｐｉｇｅｏｎ ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ
Ⅰ，ＰＰＭＶ －Ⅰ），又称鸽新城疫病毒，其引起的临床

症状与鸡新城疫相似，常见肠炎、下痢和神经症状，
尤以嗜神经速发型多见［１］。 各年龄段鸽均易感染，
发病率可达 ８０％ ，死亡率可达 ５０％以上。

新城疫在世界范围内呈地方流行，因此世界各

国对该疫病的发生和流行均高度重视［２］。 虽然世

界各国充分认识到了新城疫的危害，促进了新城疫

疫苗的研发和开发，免疫预防策略得到高度重视，
但是赛鸽、观赏鸽和肉鸽等作为新城疫强毒的潜在

来源则被忽视。 正因为如此，鸽子作为媒介在短时

间里把新城疫病毒传播到世界各国，造成了大流

行，此次流行主要归咎于赛鸽。 １９８１ 年到 １９８４ 年，
ＰＰＭＶ －Ⅰ通过赛鸽迅速传遍整个欧洲［３，４］。 美国

第一例 ＰＰＭＶ －Ⅰ是 １９８４ 年在纽约分离得到的，随
后 １９９０ ～ １９９８ 年间，美国国家兽医局先后在东海

岸地区、加利福尼亚州和德克萨斯州等地，从鸽群

中分离到 ＰＰＭＶ －Ⅰ，分离到的这些毒株基本都属

于基因Ⅵｂ 亚型。 ２００１ 年到 ２００９ 年间，Ｐｃｈｅｌｋｉｎａ
等人对从俄罗斯分离得到的 ７７ 株 ＰＰＭＶ － Ⅰ进行

测序分析，发现这些毒株都属于基因Ⅵ型［５］。 我国

最早于 １９８５ 年和 １９８６ 年在深圳和珠海的进口鸽

中分离到 ＰＰＭＶ －Ⅰ，随后我国多个省市出现鸽新

城疫的报道。 我国目前鸽群中主要流行的毒株为

基因Ⅵｂ 亚型，该基因型对鸽有明显的宿主特异

性，在系统进化树上形成了一个独立的分支［６ － ７］。

到目前为止，除了主要的新城疫基因Ⅶ型流行株

外，其他基因型的毒株依然存在［８，９］。 尤其是对鸽

有明显宿主特异性的Ⅵ型毒株，由于疫苗和其他生

物制品的缺失，以及随着我国养鸽业的迅速发展和

在发展过程中凸显出来的不平衡因素导致鸽新城

疫给养鸽业造成了不可估量的经济损失。
到目前为止，疫苗的免疫接种是防治新城疫最

有效的手段，其不仅可以减轻发病和死亡的经济损

失，而且还可以降低强毒感染后的排毒量。 目前常

规的新城疫疫苗主要是弱毒疫苗和灭活疫苗，包括

Ⅰ系疫苗（Ｍｕｋｔｅｓｗａｒ 株） ［１０］、Ⅱ系疫苗（Ｈｉｔｃｈｎｅｒ
Ｂ１） ［１１，１２］、Ⅲ系疫苗（Ｆ 株） ［１３］、Ⅳ系疫苗（Ｌａｓｏｔａ 株

与 Ｃｌｏｎｅ３０ 株） ［１４，１５］ 和 Ｖ４ 疫苗株［１６］，由于市场上

的这些疫苗主要是为防控鸡新城疫而开发的，虽然

在实际应用中能为鸽提供一定的免疫保护，但是效

果不佳，经常出现免疫过的鸽场散发鸽新城疫的现

象。 其主要原因是由于疫苗毒株与流行毒株之间

存在抗原差异。 ＰＰＭＶ － Ⅰ为基因Ⅵ型，在系统进

化树上形成了一个独立的分支［１７，１８］，而疫苗株主要

属于基因Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ等基因型，其与基因Ⅵ型的鸽

新城疫病病毒遗传关系较远，存在明显的抗原差异

性；另外，交叉血凝抑制试验和交叉中和实验表明

ＰＰＭＶ －Ⅰ与常用的疫苗 Ｌａｓｏｔａ 株和强毒株之间存

在显著的抗原差异［１９］，表明了基因Ⅵ型的鸽新城

疫病毒抗原发生了变异。 用于疫苗免疫的毒株与

流行毒株基因型越接近，则保护效果越好，群体带
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毒和排毒量越低［２０］。 因此，研发与目前流行毒株

匹配的基因Ⅵ型新城疫疫苗将有利于我国鸽新城

疫的防控，对保障鸽养殖业的健康发展具有重要的

意义。 本研究利用基因Ⅵ新城疫致弱毒株 ｒＧＸ －
ｍＦ 制备灭活疫苗，评价该疫苗的免疫效果，为鸽新

城疫的防控提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 毒株　 鸽新城疫病毒弱毒 ｒＧＸ － ｍＦ 株和

鸡新城疫病毒弱毒株 Ｌａ Ｓｏｔａ 株均为本实验室

保存。
１． １． ２　 实验动物　 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，３ 周龄和 ６ 周

龄 ＳＰＦ 雏鸡购自北京勃林格殷格翰维通生物技术有

限公司；１ 日龄雏鸡：ＳＰＦ 种蛋购自北京勃林格殷格翰

维通生物技术有限公司，在本实验室孵化出雏；１ 月龄

～２ 月龄鸽新城疫病毒抗体阴性鸽，购自某鸽厂。
１． ２　 方法

１． ２． １　 种毒的传代增殖及无菌检验　 将 ｒＧＸ － ｍＦ
株第一代种毒 Ｅ１ 原液用灭菌生理盐水按照

１∶ １００００ 倍进行稀释，经尿囊腔接种于 １０ 日龄 ＳＰＦ
鸡胚，０． １ ｍＬ ／胚。 接种后 ２４ ｈ 内死胚弃去，收获

２４ ｈ ～ １２０ ｈ 死胚及 １２０ ｈ 活胚，测定 ＨＡ 效价，收
获 ＨＡ 效价为 ２１０以上的尿囊液， － ８０ ℃保存备用。
按此方法将种毒连续传 ６ 代，命名为 Ｅ１ ～ Ｅ６。 每

代次毒种测定 ＨＡ 效价、鸡胚半数感染量（ＥＩＤ５０ ）
以及进行无菌检验。
１． ２． ２　 种毒的遗传稳定性　 参考引物 Ｆ：５’ － ＧＴ⁃
ＣＡＧＴＴＴＡＣＣＴＧＣＣＴＡＴ － ３ ’， Ｒ： ５ ’ － ＣＴＣＣＧＡＣ⁃
ＣＧＴＴＣＴＡＣ －３’，扩增插入的 Ｌａ Ｓｏｔａ Ｆ 基因序列。
提取 Ｅ１ ～ Ｅ６ 各代次种毒的病毒基因组 ＲＮＡ，利用

随机引物对 ＲＮＡ 进行反转录，随后进行 ＰＣＲ 扩增

试验，对扩增得到的目的片段进行测序鉴定。
１． ２． ３　 种毒毒力的测定　 根据世界动物卫生组织

（ＷＯＡＨ） 推荐的判定标准，通过测定种毒的鸡胚

最小致死量的平均死亡时间（ＭＤＴ）、１ 日龄雏鸡脑

内接种致病指数（ ＩＣＰＩ）以及 ６ 周龄鸡静脉接种致

病指数（ＩＶＰＩ）来判定 ｒＧＸ － ｍＦ 种毒毒力的强弱。
１． ２． ４　 灭活疫苗的制备　 ｒＧＸ － ｍＦ 株毒种用灭菌

生理盐水稀释按照 １：１００００ 倍，接种 １０ 日龄 ＳＰＦ
鸡胚，每胚接 ０． １ ｍＬ，置 ３７ ℃继续孵育。 将接种后

２４ ｈ 内死胚弃去，２４ ｈ ～ １２０ ｈ 死胚及 １２０ ｈ 活胚及

时收取尿囊液，将 ＨＡ 效价为 ２９ 及以上的样品混

合。 测定混合后样本的 ＨＡ 效价为 ２１０，病毒滴度为

１０９． ３ ＥＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ。 将测定好效价的病毒液导入

灭活瓶内，加入终浓度为 ０． １％ 的甲醛溶液使其充

分混合，置摇床 １６０ 转 ／ ｍｉｎ，３７ ℃灭活 ２４ ｈ。 灭活

后的病毒原液按常规方法制备油佐剂灭活疫苗。
用同样的方法制备 Ｌａ Ｓｏｔａ 株灭活疫苗。
１． ２． ５　 灭活疫苗的安全性试验　 将制备的 ｒＧＸ －ｍＦ
株灭活疫苗免疫 １ ～２ 月龄非免疫鸽 １０ 只，每只肌肉

注射疫苗 ０． ４ ｍＬ，同时设对照 ５ 只，在相同的条件下

饲养，连续观察 １４ 日，记录试验鸽采食、饮水及精神状

态。 观察疫苗接种后局部和全身不良反应情况。
１． ２． ６ 　 抗体产生时间及免疫持续期　 将 １５ 只鸽

新城疫抗体阴性的雏鸽分为 ２ 组，免疫组 １０ 只，对
照组 ５ 只。 将 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗经胸部肌肉注

射免疫，０． ２ ｍＬ ／只，分别于免疫后第 １、２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１５、１６、２０、２４、２８、３２、３６、４０、４４、４８ 和 ５２
周对两组鸽子进行翅静脉采血分离血清，检测抗体

水平，结果以 ｌｏｇ２ 表示，确定免疫后抗体产生的规

律及持续期。
１． ２． ７　 ｒＧＸ － ｍＦ 株与 Ｌａ Ｓｏｔａ 株灭活疫苗免疫原

性的对比试验　 将 ２０ 只 １ ～ ２ 月龄鸽新城疫抗体

阴性的雏鸽随机分为 ２ 组，ｒＧＸ － ｍＦ 株组和 Ｌａ Ｓｏ⁃
ｔａ 株组，每组 １０ 只。 将 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗和 Ｌａ
Ｓｏｔａ 株灭活疫苗分别经胸部肌肉注射免疫，０． ２
ｍＬ ／只，分别于免疫后第 ２１ 和 ２８ 天对两组鸽子进

行翅静脉采血分离血清，检测抗体水平，结果以

ｌｏｇ２ 表示，对比分析两种疫苗产生抗体的差异。
１． ２． ８　 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗对不同宿主免疫原性

的对比试验　 分别取 １０ 只 ３ 周龄 ＳＰＦ 鸡作为鸡免

疫组，取 １０ 只 １ ～ ２ 月龄鸽新城疫抗体阴性的雏鸽

作为鸽免疫组。 将 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗经胸部肌

肉注射免疫，０． ２ ｍＬ ／只，分别注射鸡免疫组和鸽免

疫组，于免疫后第 ７，１４，２１ 和 ２８ 天对两组实验动

物进行翅静脉采血分离血清，检测抗体水平，结果

·７２·
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以 ｌｏｇ２ 表示，对比分析 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗在不

同宿主中产生抗体水平的差异。
２　 结果与分析

２． １　 种毒的传代增殖及无菌检验　 ｒＧＸ － ｍＦ 株毒

种经 ＳＰＦ 鸡胚连续传代后，各个代次种毒的 ＨＡ 效

价在 １：１０２４ ～ １：２０４８ 之间，毒价均在 １０８． ７ ＥＩＤ５０ ／
０． １ ｍＬ 以上，无菌检验合格，结果见表 １。 以上结

果表明 ｒＧＸ － ｍＦ 株病毒能在 ＳＰＦ 鸡胚中维持较高

且稳定的毒价。

表 １　 ｒＧＸ －ｍＦ 株 Ｅ１ ～ Ｅ６ 代毒种无菌、支原体检验及

病毒含量测定结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ， ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｖｉｒｕｓ

ｔｉｔｅｒ ｏｆ Ｅ１ ～ Ｅ６ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓｅｓ ｏｆ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ
毒种代次 无菌检验 支原体检验 ＨＡ ＥＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ

Ｅ１ － － ２１０ １０９． ３

Ｅ２ － － ２１１ １０８． ９

Ｅ３ － － ２１１ １０９． ３

Ｅ４ － － ２１１ １０８． ９

Ｅ５ － － ２１０ １０９． １

Ｅ６ － － ２１０ １０８． ７

图 １　 ｒＧＸ －ｍＦ 株 Ｅ１ － Ｅ６ 代 Ｆ 基因核苷酸序列比对

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ Ｅ１ － Ｅ６

２． ２　 种毒的遗传稳定性 　 将 Ｅ１ ～ Ｅ６ 代种毒的 Ｆ

基因进行测序，对序列进行比对分析，结果见图 １。

结果表明，Ｆ 基因序列中的核苷酸未发生任何突变

或缺失，ｒＧＸ － ｍＦ 株种毒能够在 ＳＰＦ 鸡胚中连续稳

定的传代。

２． ３　 种毒毒力的测定　 用于评价新城疫毒力的方法

有ＭＤＴ、ＩＣＰＩ 及 ＩＶＰＩ。 取 １ 日龄 ＳＰＦ 雏鸡 １０ 只，鸡只

经脑内接种 ｒＧＸ －ｍＦ 株 Ｅ５ 代种毒后，观察的 ８ 天，１０

只雏鸡全部正常，计算 ＩＣＰＩ 为 ０，结果见表 ２。

用灭菌生理盐水将收获新鲜的含毒尿囊液做

１０ 倍系列稀释从 １０ － １至 １０ － ９共 ９ 个稀释度，分别

接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚，上午 ８ 点每个稀释度接种 ５

个鸡胚，每胚尿囊腔内注射 ０． １ ｍＬ，标记为 Ａ 组。

接种后剩余的病毒稀释液放 ４ ℃保存，下午 ５ 点每

个稀释度分别再接种剩余的 ５ 个鸡胚，标记为 Ｂ

组。 接种后，每天分别于上午 ８ 点和下午 ５ 点，对
Ａ 组和 Ｂ 组鸡胚分别各照蛋一次，记录每一鸡胚的

死亡时间，并测定每胚 ＨＡ 效价， ７ 天后，将所有活

胚冷却，测定每胚 ＨＡ 效价。 Ａ 组和 Ｂ 组接种的鸡

胚全部死亡的最高稀释度即为最小致死量，计算最

小致死量的平均死亡时间。 结果表明，１２０ ｈ 以内

每个稀释度的鸡胚均没有全部死亡，因此判定结果

为 ＭＤＴ≥１２０ ｈ，结果见表 ３Ａ 和表 ３Ｂ。
表 ２　 ｒＧＸ －ｍＦ 株对 １ 日龄 ＳＰＦ 雏鸡的脑内

致病指数（ＩＣＰＩ）

Ｔａｂ ２　 Ｉｎｔｒａｃｅｒｅｂｒａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （ＩＣＰＩ） ｏｆ

ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ １ － ｄａｙ － ｏｌｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｓ
状态 １ 天 ３ 天 ４ 天 ５ 天 ６ 天 ７ 天 ８ 天 总和 权值 总分

正常 １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ ８０ ０ ０
发病 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
死亡 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
总和 １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ ８０ ０
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　 　 取 ６ 周龄 ＳＰＦ 雏鸡 １０ 只，用 １ ｍＬ 一次性注

射器各静脉注射 １０ － １稀释的新鲜 ｒＧＸ － ｍＦ 株 Ｅ５
代毒种 ０． １ ｍＬ。 另取 ５ 只以同样方法注射稀释

病毒用的生理盐水各 ０． １ ｍＬ。 接种后，每天在相

应接种的时间观察、记录雏鸡情况，包括正常、发

病、瘫痪或出现其他神经症状和死亡。 观察 １０
天，计算分数，正常为 ０，发病为 １，瘫痪或出现神

经症状为 ２，死亡为 ３。 ＩＶＰＩ 是指每只鸡 １０ 天内

所有每次观察数值的平均值，计算 ＩＶＰＩ ＝ ０，结果

见表 ４。

表 ３　 Ａ ｒＧＸ －ｍＦ 株对鸡胚最小致死量的平均死亡时间（ＭＤＴ／ ＭＬＤ）

Ｔａｂ ３　 Ａ Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｔｉｍｅ ｔｏ ｄｅａｔｈ （ＭＤＴ／ ＭＬＤ） ｏｆ ｍｉｎｉｍｕｍ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｏｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｓ
Ａ 组

稀释度 １０ － １ １０ － ２ １０ － ３ １０ － ４ １０ － ５ １０ － ６ １０ － ７ １０ － ８ １０ － ９

接种胚数 ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５
死亡胚数 ２ １ ４ ３ ３ ２ ２ ０ ０
活胚数 ３ ４ １ ２ ２ ３ ３ ５ ５

死亡时间 ７９ ～ １２０ ｈ １０３ ｈ ７９ ～ １６８ ｈ ９６ ～ １４４ ｈ ９６ ～ １６８ ｈ ７２ ～ ９６ ｈ １４４ ～ １４９ ｈ
ＨＡ ≥２８ ≥２９ ≥２９ ≥２９ ≥２１０ ≥２９ ≥２１０ ≥２１０ ≥２１０

表 ３　 Ｂ ｒＧＸ －ｍＦ 株对鸡胚最小致死量的平均死亡时间（ＭＤＴ／ ＭＬＤ）

Ｔａｂ ３　 Ｂ Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｔｉｍｅ ｔｏ ｄｅａｔｈ （ＭＤＴ／ ＭＬＤ） ｏｆ ｍｉｎｉｍｕｍ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｏｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｓ
Ｂ 组

稀释度 １０ － １ １０ － ２ １０ － ３ １０ － ４ １０ － ５ １０ － ６ １０ － ７ １０ － ８ １０ － ９

接种胚数 ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５ ５
死亡胚数 ２ ４ ２ ３ ２ ４ １ ０ ３
活胚数 ３ １ ３ ２ ３ １ ４ ５ ２

死亡时间 １７ ～ １６１ ｈ ６５ ～ １１３ ｈ １３７ ～ １６６ ｈ ９６ ～ １６１ ｈ １１３ ｈ １１３ ～ １１９ ｈ １１３ ｈ １１３ ～ １４２ ｈ
ＨＡ ≥２３ ≥２８ ≥２１０ ≥２１０ ≥２８ ≥２１０ ≥２１０ ≥２９ ≥２１１

表 ４　 ｒＧＸ －ｍＦ 株对 ６ 周龄 ＳＰＦ 雏鸡的静脉致病指数（ＩＶＰＩ）

Ｔａｂ ４　 Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎｄｅｘ （ＩＶＰＩ） ｏｆ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ ６ － ｗｅｅｋｓ － ｏｌｄ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｓ
状态 １ 天 ２ 天 ３ 天 ４ 天 ５ 天 ６ 天 ７ 天 ８ 天 总和 权值 总分

正常 １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ ８０ ０ ０
发病 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０

神经症状 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ０
死亡 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ０
总和 １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ ８０ ０

　 　 测定 ｒＧＸ － ｍＦ 毒株的 ＭＤＴ，ＩＣＰＩ 和 ＩＶＰＩ。 结

果显示，ＭＤＴ≥１２０ ｈ，ＩＣＰＩ ＝ ０，ＩＶＰＩ ＝ ０，参照 ＯＩＥ
的判定标准［２１］得出 ｒＧＸ － ｍＦ 株为弱毒。 需要指出

的是三个指标有时不一定一致，一种指数往往难以

确定毒力的强弱，此时应结合 ３ 种指数综合判定，
特别应注重 ＩＣＰＩ 值的大小［２２］。
２． ４　 灭活疫苗的制备　 按常规方法制备 ｒＧＸ － ｍＦ
株油佐剂灭活疫苗，油水比为 ２∶ １。 经检验，ｒＧＸ －
ｍＦ 株灭活疫苗性状如下：为乳白色均匀乳剂；Ｗ／ Ｏ
型，将疫苗滴入水中除第一滴外，均呈滴状不扩散；

黏度为 ７４． １０ ｃＰ；稳定性，吸取 １０ ｍＬ 疫苗，３５００ 转 ／
ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，管底无水相析出；无菌检验合格。
２． ５ 　 灭活疫苗的安全性试验　 与对照组鸽相比，
免疫组鸽采食和饮水正常，精神状态良好，注射部

位疫苗吸收良好、无结块和肿胀等炎性反应，注射

疫苗未对雏鸽产生不良影响。
２． ６　 抗体产生时间及免疫持续期　 免疫后第 １ ～
５２ 周采集免疫组和对照组鸽翅静脉血，分离血清，
进行血凝抑制试验，检测血清中抗体水平，确定免

疫后抗体产生的规律及持续期。 结果显示，免疫组
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在免疫后至 ５２ 周监测期结束均可产生一定效价的

抗体，对照组无抗体（图 ３）。 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗

免疫组在免疫后第 ７、８ 周免疫鸽的抗体水平达到

最高，ＨＩ 抗体滴度几何平均值为 ８． ８ ｌｏｇ２，且其在

免疫后第 ５２ 周还可以产生较高的抗体水平，ＨＩ 抗
体滴度几何平均值为 ５． ６ ｌｏｇ２（图 ２）。

图 ２　 ｒＧＸ －ｍＦ 株灭活疫苗抗体的产生期和持续期

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＧＸ －ｍＦ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

２． ７　 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗与 Ｌａ Ｓｏｔａ 株灭活疫苗

的对比试验 　 测定 ｒＧＸ － ｍＦ 株疫苗免疫组和

Ｌａ Ｓｏｔａ株疫苗免疫组血清中的抗体水平，对比分析

两种疫苗产生抗体的差异。 结果显示，两组免疫组

免疫 ２１ 和 ２８ 天后均可产生一定效价的抗体，
ｒＧＸ － ｍＦ株灭活疫苗免疫组的抗体效价明显高于

Ｌａ Ｓｏｔａ 株灭活疫苗免疫组，并且差异显著（图 ３）。

２． ８　 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗对不同宿主免疫原性的

对比试验

检测 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗在鸡免疫组和鸽免

疫组血清中的抗体水平，对比分析 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭

活疫苗在不同宿主中产生抗体水平的差异。 结果

显示免疫后 ７，１４，２１ 和 ２８ 天，ＳＰＦ 鸡产生的抗体水

平显著高于鸽（图 ４）。

图 ３　 ｒＧＸ －ｍＦ 株 Ｌａ Ｓｏｔａ 株灭活疫苗免疫鸽产生抗体的差异

Ｆｉｇ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎｓ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ Ｌａ Ｓｏｔａ ｓｔｒａｉｎ Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

３　 讨　 论

基因Ⅵ型鸽新城疫病毒在世界范围内的鸽群

中广泛流行，给养鸽业造成了严重的经济损失。 我

国目前对鸽新城疫的防控主要是以疫苗免疫为主，
但是用于鸽免疫的疫苗株都是鸡源新城疫疫苗，对
鸽不能产生有效的免疫保护。 研发与目前流行毒

株基因型一致的鸽新城疫疫苗，可以有效的控制鸽

新城疫的病程，为鸽群提供良好的免疫保护，降低

鸽新城疫的防控成本。 基因Ⅵ型鸽新城疫病毒有

明显的宿主特异性，主要感染鸽［２３，２４］。 因此，本研

究利用基因Ⅵ型鸽新城疫病毒弱毒株 ｒＧＸ － ｍＦ 制

备灭活疫苗，评估其免疫原性，为鸽新城疫灭活疫

苗的研发奠定基础。
ＷＯＡＨ 规定禁止使用新城疫病毒强毒株制备新
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图 ４　 ｒＧＸ －ｍＦ 株灭活疫苗免疫鸽和鸡产生抗体的差异

Ｆｉｇ ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｉｇｅｏｎｓ ａｎｄ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｍｍｕｎｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｒＧＸ －ｍＦ ｓｔｒａｉｎ Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

城疫疫苗，本研究首先测定 ｒＧＸ － ｍＦ 株的毒力，结
果显示 ｒＧＸ － ｍＦ 株的 ＭＤＴ 大于 １２０ ｈ，ＩＣＰＩ ＝ ０，
ＩＶＰＩ ＝０。 依据 ＷＯＡＨ 的判定标准，ｒＧＸ － ｍＦ 株为

弱毒株。 将 ｒＧＸ －ｍＦ 株在 ＳＰＦ 鸡胚上连续传代，各
个代次种毒的 ＨＡ 效价在 １：１０２４ ～ １：２０４８ 之间，毒
价均在１０８． ７ ＥＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ 以上。 将各个代次病毒的

Ｆ 基因进行测序，结果显示 Ｆ 基因序列中的核苷酸未

发生任何突变或缺失，表明 ｒＧＸ －ｍＦ 株在 ＳＰＦ 鸡胚中

具有稳定的遗传能力。 以上研究结果表明，ｒＧＸ － ｍＦ
株具有毒力弱，繁殖能力高和遗传稳定性好的特点。

本研究将 ｒＧＸ － ｍＦ 株制备成油佐剂灭活疫

苗，对该疫苗的免疫原性进行评价。 使用制备合格

的 ｒＧＸ － ｍＦ 灭活疫苗，免疫 １ ～ ２ 月龄雏鸽，免疫

后鸽采食和饮水正常，精神状态良好，注射部位疫

苗吸收良好、无结块和肿胀等炎性反应，表明疫苗

注射未对雏鸽产生不良影响，无其他副作用。 随后

对疫苗免疫后的抗体产生规律和水平进行了研究，
发现免疫后第 ２ 周开始产生抗体，抗体滴度为 ４． ８
ｌｏｇ２，第 ４ 周抗体滴度达到 ７． ４ ｌｏｇ２，第 ７、８ 周抗体

水平达到高峰，平均值为 ８． ８ ｌｏｇ２，且其在免疫后第

５２ 周还可以产生较高水平的抗体，平均滴度为 ５． ６
ｌｏｇ２。 表明制备的油佐剂疫苗能在短时间内产生较

高滴度的抗体，并且抗体滴度在 ５． ６ｌ ｏｇ２ 以上至少

可以维持 １２ 个月。 参考叶贺佳［２５］ 等制定的标准，
本研究制备的 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗免疫鸽后可以

产生良好的免疫效果。
与鸡新城疫灭活疫苗（Ｌａ Ｓｏｔａ 株） 进行对比，

发现 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗在鸽体内能够产生更高

水平的抗体。 张俊平［２６］ 等研究表明在免疫保护实

验中鸽新城疫疫苗的保护效果明显优于鸡新城疫

疫苗，表明本研究制备的 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗更

适宜于鸽群中流行的基因Ⅵ型鸽新城疫病毒的防

控。 另外，本研究还对比了 ｒＧＸ － ｍＦ 株灭活疫苗

在不同靶动物体内产生抗体水平的差异，结果表明

鸡体内的抗体水平显著高于鸽体内的抗体水平，这
可能与鸡和鸽的免疫系统差异有关。

综上所述，ｒＧＸ － ｍＦ 株具有毒力弱，繁殖能力

高，遗传稳定性和免疫原性好的特点，可以作为鸽

新城疫疫苗候选株，为临床中鸽新城疫的防控提供

保障。
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