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摘要  将14 日龄SPF 鸡分为5 组 ,A、B 和C 组分别接种保存期为20 、340 、370 d 的传染性法氏囊病重组亚单位疫苗 ,D 和E 组不接种。35
日龄时, 对A、B、C、D 组的鸡以100 倍法氏囊感染剂量的标准强毒株IBDV BC-6/ 85 进行滴鼻。攻毒后第4 天 , 将所有鸡致死 , 进行剖检 ,
观察法氏囊眼观病变 , 取法氏囊组织以琼脂免疫扩散试验检测传染性法氏囊病毒抗原。法氏囊未见到明显肿大、变黄或胶冻样渗出物
或出血等眼观病变及法氏囊中传染性法氏囊病毒抗原检测阴性判定为受到免疫保护。将各组的试验数据以 x2 检验进行统计分析。结
果 ,A、B、C、D 组的免疫保护率差别具有统计学意义 ,A 与D 组、B 与D 组、C 与D 组之间的免疫保护率具有极显著差异。结果表明 , 在2
～8 ℃保存1 年该疫苗的稳定性和免疫原性仍然相当好。
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Experi ment inthe Conservative Period of Recombinant Subunit Vaccine for Infectious Bursal Disease
CHENG Tai- ping et al  ( College of Ani mal Science ,Yangtze University ,Ji ngzhou, Hubei 434025)
Abstract  14-day-old chickens with specific pathogenfree( SPF) were divi ded into 5 groups . 3 groups ( A, B and C ) were intramuscularly injected with
recombinant subunit vaccine that been conserved for 20 days , 340 days and 370 days for infectious bursal disease(IBD)respectively ; and chickens of group
Dand E were not i ntramuscularlyinjected . At the age of 35 days chickens of 4 groups ( A , B, Cand D) were infected withthe nose-drop route withstan-
dard challenge virulent strain of IBDV BC-6/ 85 at the dosage of 100 ti mes as much as bursal infectious dose . On 4th day of infection all chickens were
killed and the visible pathological changes of bursa Fabricii were examined withthe naked eyes . The bursa Fabricii were taken and IBDV antigen was test-
ed in all their bursas with agar gel i mmune-diffusion test( AGID) . Immune protection was eval uated with two judging indexes that remarkable tumescence
and xanthochromia or colloi dal exudant or hemorrhage were not seen and IBDV antigen was negative in bursa Fabricii . All data were analyzed with x2test
( Chi-square Test) . The difference of percent of i mmune protectionin4 groups( A, B, Cand D) was statistical significance . The difference of percent of
i mmune protection was very significance between group A and group D, between group Band group D, and between group Cand group D. The experi men-
tal results showed that the stability and i mmunogenicity of the vaccine were good when the vaccine was conserved for a year at 2～8 ℃ .
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  经典传染性法氏囊病病毒强毒株一般感染3～7 周龄鸡

引起发病和死亡, 而变异毒株和超强毒株的出现, 鸡的感染

年龄范围更大, 发病率和死亡率也显著增大。疫苗接种是预

防IBD 最有效的方法。目前使用的疫苗, 不管是中等毒力活

疫苗还是灭活疫苗 , 给鸡接种后诱导产生的免疫力都不能使

鸡有效地抵抗变异毒株和超强毒株的攻击。现在还很难以

变异毒株和超强毒株采用适当的方法来制备灭活苗。而如

果将变异毒株和超强毒株进行致弱, 得到的弱毒株的保护性

抗原就会发生改变[ 1 ,2] 。最佳方法是采用生物工程技术, 将

变异毒株和超强毒株的保护性抗原基因( VP2 基因) 进行克

隆, 制成活病毒载体疫苗、活细菌载体疫苗及亚单位疫苗。

已经有几种活病毒载体疫苗[ 3 - 6] 及亚单位疫苗研制成功[ 7] 。

课题组于2005 年以IBDV 一超强毒株 VP2 基因构建原核表

达质粒, 在工程菌大肠杆菌内表达, 研制出一种重组亚单位

油乳剂疫苗[ 6] 。现将该疫苗的保存期试验报道如下。

1  材料与方法

1 .1  病毒 IBDV 标准强毒株IBDV BC-6/ 85 , 购自中国兽医

药品监察所。

1 .2 转化菌 该转化菌携带IBDV VP2 基因的重组质粒 , 由

课题组研制[ 8] 。

1 .3 试验鸡 SPF 种鸡蛋, 购自北京梅里亚维通实验动物技

术有限公司。在实验室以实验用孵化箱进行孵化, 孵出后放

入消毒过的隔离室进行饲养和试验。

1 .4 琼脂免疫扩散试验 琼脂免疫扩散试验IBD 阳性血清
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和诊断抗原, 购于中国兽医药品监察所。琼脂免疫扩散试验

用于检测转化菌受诱导培养后IBDV VP2 的相对表达量 , 试

验鸡在攻毒前体内IBDV 抗体水平和攻毒后法氏囊中IBDV

抗原, 其操作方法参考文献[ 9] 。

1 .5 IBD 亚单位疫苗的制备  在含转化菌纯培养平皿上 ,

挑取单菌落, 转入100 ml LB 液体培养基( 含硫酸卡那霉素5

mg) ,37 ℃, 振荡培养18 ～24 h , 作为种子菌液。将种子菌液转

接到装有LB 液体培养基( 含硫酸卡那霉素50 mg/ L) 的发酵

罐或三角瓶中,37 ℃ , 培养至 OD600 值为0 .60～0 .75 时,950 ml

LB 液体培养基加入0 .2 mol/ dm3α- 乳糖50 ml ,37 ℃, 再培养

7 h。离心 , 收集菌细胞, 称重,1 g 湿菌加4 ml pH 值7 .2、0 .01

mol/ dm3 PBS, 超声波破碎。12 000 r/ min 、离心15 min , 收集上

清液, 以琼脂免疫扩散试验测定IBDV VP2 相对含量。上清

液中IBDV VP2 相对含量要求达到1/ 32 , 若低于1/ 32 , 加等量

饱和硫酸铵溶液进行盐析浓缩。

食品级10 号白油 , 杭州炼油厂制造。司本- 80( span- 80)

和吐温-80( tween-80) , 上海申宇医药化工有限公司产品。硬

脂酸铝 , 上海迈坤化工有限公司产品。取94 ml 10 号白油、6

ml 司本-80 , 混匀, 再加1 g 硬脂酸铝, 混匀 ,160 ℃, 加热30

min。冷却至20 ～30 ℃。按96/ 4( V/ V) 分别取 VP2 抗原液和

吐温-80 , 充分混匀,30 ℃, 静置60 min。将制备好的油乳剂和

制备好的抗原液按2/ 1( V/ V) 混合, 在乳化机内进行乳化。

分装,2～8 ℃保存。按上述方法制备几批次实验室制品, 至

试验时分别保存20、340、370 d 。

1 .6  试验鸡的免疫和攻毒  将试验鸡饲养到14 日龄时, 随

机分为A 、B、C、D、E 组。A、B 和C 组, 各20 只, 分别接种保存

20 、340 、370 d 的疫苗,0 .25 ml/ 只, 肌肉注射。D 组,20 只;E 组

( 作为空白对照) ,10 只, 不免疫接种。35 日龄时, 对5 组的鸡
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全部采血, 分离血清, 以琼脂免疫扩散试验检测IBDV 抗体 ;

采血后,A、B、C、D 组的鸡均被攻毒, 以100 倍法氏囊感染剂

量的标准强毒株IBDV BC-6/ 85 进行滴鼻 ,0 .1 ml/ 只。攻毒

后, 每天观察鸡只临床表现和死亡情况。攻毒后第4 天, 将

存活的鸡只致死 , 剖检, 观察法氏囊眼观病变; 同时, 取法氏

囊, 制备组织匀浆, 以琼脂免疫扩散试验检测IBDV 抗原。

试验鸡只受到免疫保护的判定方法和指标: ①眼观病理

变化, 在法氏囊出现明显的肿大、变黄或胶冻样渗出物或出

血等, 为未受免疫保护; 无上述明显眼观病理变化的 , 为受到

免疫保护。②以琼脂免疫扩散试验检测IBDV 抗原, 结果阳

性者为未受免疫保护。综合这2 种方法的判定结果, 只要其

中之一为未受免疫保护, 最终结果就为未受免疫保护。

1 .7 数据分析  将各组的试验数据以 x2 检验进行统计分

析, 以α= 0 .05 为检验水准 , 统计分析方法参考文献[ 10] 。

2  结果与分析

试验鸡攻毒前的血清IBDV 抗体的检测结果 , 攻毒后的

法氏囊眼观病变的检查和IBDV 抗原的检测结果见表1。

  表1 攻毒前试验鸡的血清IBDV 抗体的检测结果

组别 鸡只数
攻毒前

血清IBDV 抗体阳性数 血清抗体阳性率∥%

攻毒后

正常的法氏囊数 IBDV 抗原阳性数 总免疫保护率∥%

A 20     20     100 20 0 100

B 20 20 100 19 1 95

C 20 20 100 19 1 95

D 20 0 0 0 20 0

E 10 0 0

  对攻毒后的A、B、C 组数据经 x2 检验, 统计分析结果,A 、

B、C 组的总免疫保护率差别具有统计学意义 ; 再将3 组进行

两两比较,A 与 C 组、B 与C 组之间的总免疫保护率具有极

显著差异,A 与B 组之间差异不显著。

3  讨论

(1) 试验结果表明, 在实验室制备的IBD 基因工程重组

亚单位油乳剂疫苗稳定性好, 在2～8 ℃保存1 年后其免疫原

性和免疫效力不会下降, 达到了畜禽用油乳剂疫苗的保存期

要求。

( 2) 攻毒前采血检测IBDV 抗体 ,A、B、C 组血清抗体阳性

率均为100 % , 而攻毒后的总免疫保护率,A、B、C 组分别为

100 % 、95 % 、95 % 。可以看出, 同组的血清抗体阳性率比总免

疫保护率高, 这说明有少量鸡只虽然体内有IBDV 抗体 , 但不

能抵抗100 倍法氏囊感染剂量的标准强毒株IBDV BC-6/ 85

的攻击, 可能是体内IBDV 抗体水平较低, 达不到抗一定水平

IBDV 强毒攻击的最低滴度 , 因此, 不能仅依据鸡只血清IBDV

抗体阳性率来判定其免疫保护率 ; 如要, 必须结合其IBDV 抗

体滴度。

(3) 试验采用法氏囊出现明显的、特征的眼观病理变化

以及用琼脂免疫扩散试验检测IBDV 抗原来判定鸡只是否受

到免疫保护。前一种方法简便、具有直观性和客观性, 后一

种方法具有较高的真实性和准确性。将2 种方法结合起来 ,

得到总免疫保护率的准确性就会更高。虽然以琼脂免疫扩

散试验检测法氏囊中IBDV 抗原不及 ELISA 的敏感性高, 但

前者检测结果为阴性 , 足以表明法氏囊中IBDV 极少, 鸡只已

具有抵抗感染的能力。
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果, 但总的结果还是较为理想。
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