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摘要　目前使用的多种疫苗仍未能有效控制鸡传染性法氏囊病 ( IBD) 的发生 , 原因是疫苗质量难以保证和免

疫程序或方法不当。 解决的办法: 病毒培养宜选用无特定病原 ( SPF) 鸡胚或非免疫健康鸡群的鸡胚 , 消化时

间控制在 15 min左右 , 细胞数在 100～ 150万 /m L, 接毒量为 0. 1% ～ 0. 2% , 小牛血清使用浓度为 3% ～ 5% ;

疫苗冻干过程应在不断搅拌病毒培养液的同时控制加入保护剂的速度。免疫程序: 无母源抗体或母源抗体不清

雏鸡 , 7日龄前首免 , 14和 25日龄分别二次免疫 ; 有母源抗体的雏鸡 , 10～ 14日龄首免 , 21日龄二免 ; 流行

严重地区 , 40日龄前后加强免疫 1次。免疫方法为滴鼻、 点眼。疫苗稀释用加 0. 5%脱脂奶粉的凉开水。最小

免疫剂量为 10万 PFu, 常规量为 100万 PFu。
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Abstract　 At present , Infectious Bursal Disease ( IBD) is widespread epidemic and results in

serious damage to the poul t ry of China, al though several kinds of v accines a re applied. Its the

main reason that the quality of the vaccine and the o rder or method of the immuni ty a re inap-

propriate. The existing problems and the ef fectiv e reso lving measures are put forw ard in the

manufacturing opera tion and application of v accine: Chick embryo wi thout maternal antibody

( M A) must be cho sen, Time of dig estion is about 15 minutes, Cell number is 1～ 1. 5 mil lion /

mL, Dose of ino culated viruss seed is 0. 1% ～ 0. 2% cul ture so lution included 3%～ 5% serum

of new born calf , and the speed is dominated when the culture so lution of vi rus and pro tectiv e a-

gent are mixed before f reeze-dried. Fo r young chickens wi thout MA o r li t tle being known

about M A, the immuni ty a re executed respectiv ely in 7, 14 and 25-old-day chickens, but fo r

young chickens hav ing M A in 10-14, 21 and 40-old-day respectiv ely w ith nasal drops o r eye

drops. The dose o f common practice of v accine is one mil lion PFu per chicken, the minimum is

a hundred thousand PFu.

Key words　 Infectious Bursal Disease Virus ( IBDV ) , vaccine, production, application

　　鸡传染性法氏囊病 ( IBD) 是一种急性、 高度接

触性传染病。主要感染 3～ 6周龄的雏鸡 , 发病突然 ,

康复迅速 ; 发病率有时高达 100% , 死亡率不等。病

毒主要侵袭雏鸡的免疫器官 , 导致免疫抑制。高死亡

率的原因多为感染鸡的继发感染或混合感染。本病自

1979年在我国首次报道后 , 目前已成为我国流行的

主要禽疫病之一。

鸡传染性法氏囊病病毒 ( IBDV)弱毒和灭活疫苗

在我国已普遍应用 , 起到一定的作用 , 但免疫效果并

不尽如人意 ,免疫失败现象普遍存在 , 免疫鸡群仍有

较高的发病率和死亡率 , 原因是多方面的。一方面对

IBDV在我国流行的野强毒了解很少 , 而我国采用的

IBDV疫苗株众多 , 制作和生产单位条件不一 , 鉴定
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疫苗质量的标准难以规范 ;另一方面是用户对疫苗的

有关特征了解甚少或疫苗使用不当 , 致使免疫失败。

笔者根据制作 IBDV细胞苗和实地应用的经验 , 以

IBDV的遗传学及抗原相关性为基础。指出 IBDV疫

苗制作过程中应注意的问题 ,并提出了相应的解决办

法。

1　病毒分类

　　 IBDV为双片段双链 RNA病毒 , 归属于新的

Birnavi ridae病毒科
[1 ] , 病毒粒子无囊膜 , 单层衣壳 ,

直径 55～ 65 nm,呈 20面体立体对称。病毒对温度有

较强的抵抗性 ,对脂溶性消毒剂不敏感 ,只有少数几

种化合物如碘化物对它有灭活作用 ,这是它能够在鸡

舍内长期持久存活的主要原因。

IBDV野外血清Ⅰ 型的主要抗原具有不同程度

的漂移现象
[ 2]
, 使对 IBDV的认识和预防增添了困

难。目前从遗传学角度和根据相关资料 ,将 IBDV暂

分为 4群 (二个血清型 ) , 包括标准血清Ⅰ 型 (典型

血清Ⅰ 型 )、 变异血清Ⅰ型 (非典型血清Ⅰ型 )、 超强

毒血清Ⅰ型 (高毒力或高致病性 IBDV )和血清Ⅱ型

(火鸡囊病毒 )。经过对实验室内传代致弱的标准血清

Ⅰ 型的众多疫苗株进行交叉中和试验 ,目前 IBDV被

确认为 5个亚型
[3 ]
。各家试验系统和病毒传代次数可

能不同 ,致使现有疫苗株之间的抗原相关性或免疫原

性很不稳定 ,并不能反映野外流行株的抗原谱 ,而只

能说明疫苗株和已适应于细胞培养的野外分离株的

抗原谱
[4, 5 ]

, 因而这种亚型分型方法及命名未得到国

际上的普遍接受。变异血清Ⅰ型与标准血清Ⅰ型的抗

原性主要区别在中和表位的改变 [6 ] ,目前将此变异型

的代表株分在亚型 6
[2 ]
。超强毒血清Ⅰ型的反应型与

标准血清Ⅰ型代表株完全一致 [ 6]。血清Ⅱ型与血清Ⅰ

型不能交叉保护 ,仅在低滴度表现一定程度的交叉中

和性
[7 ]
。

2　病毒培养

　　 IBDV能够在多种原代或继代细胞单层和鸡胚

中增殖
[8 ]
,实验室和生产单位目前普遍使用鸡胚成纤

维细胞 ( CEF)增殖病毒 ,接种细胞后潜伏期 4～ 6 h,

繁殖周期 10～ 36 h。病毒的效价受很多因素的影响 ,

这些因素主要是:

　　 ( 1) 母源抗体。 鸡胚中的母源抗体对病毒生长

有很强的抵抗力 , 采用 CEF培养虽然能减少部分母

源抗体干扰 ,但不能完全排除。因此应选用无特定病

原 ( SPF) 鸡或非免疫健康鸡群的鸡胚。

　　 ( 2) 细胞质量。 细胞质量直接影响病毒的繁殖

效率 ,而细胞质量与消化时间密切相关 ,一般情况下 ,

消化时间愈短细胞形态愈完整 ,但细胞数较少。试验

中我们采用细胞悬液和毒种同时接入培养瓶中 ,取代

CEF培养 24 h后再接毒的方法 , 可节约成本 30% ,

病毒效价可达 10
8
噬斑形成单位 ( PFu) /mL以上 ,

但对细胞质量要求更高。 我们将消化时间控制

在 15 min左右 , 细胞数在 100～ 150万 /mL, 效果较

好。

　　 ( 3) 毒种。毒种是影响疫苗质量的最主要因素。

目前国内使用的各种疫苗株主要是由标准血清Ⅰ 型

致病株经细胞传代致弱后获得 ,不仅形态学及抗原特

性与原株存在很大变异 ,而且致弱后的病毒在鸡体内

的繁殖能力也受到很大影响 ,直接决定了鸡群的免疫

成败。试验表明毒种的使用代次应控制在 2～ 6代 [8 ] ,

否则会严重影响疫苗的免疫原性。另外 ,为保持高效

价 , 毒种须用超低温保存 , 避免反复冻融。接种剂量

依效价而定 , 高效价大剂量会使病变时间出现过早 ,

收获的子代病毒中存在大量的缺陷病毒 ,影响病毒效

价 ; 低效价小剂量则使病变出现不一致 ,甚至不出现

病毒高峰 ,因此有必要根据病毒的效价确定适当的接

毒量 , 一般以培养液量的 0. 1% ～ 0. 2%为宜。

　　 ( 4) 小牛血清。小牛血清中非特异抑制因子对

病毒复制有很大影响
[ 10]

,抑制率可达 80% ,其机理不

明。为减轻血清对病毒侵入和复制的影响同时又保证

CEF能够较快贴壁生长 , 要选择质量较好的小牛血

清 ,并采用适当的处理方法 ,消除非特异抑制因子的

影响 , 尽量降低小牛血清的使用浓度 , 一般以 3%～

5%为宜。

3　疫苗冻干

　　 IBDV弱毒疫苗在我国普遍应用的是冻干苗 , 湿

苗仅在部分地区小范围使用。冻干过程对疫苗效价的

影响很大 , 需加入适当的保护剂。保护剂的作用主要

是: 在冻干过程中减轻对病毒的损伤 , 提高存活率 ;

延长存活期 ; 增加疫苗的溶解性 , 保持适当的疫苗物

理形态。我国在现阶段还未开展 IBDV冻干保护剂的

研究 , IBDV冻干苗的制备仍沿用蔗糖和明胶或脱脂

奶作保护剂。为提高病毒效价 , 减少成品体积 , 常以

高浓度的明胶和蔗溏保护剂与数倍体积的病毒培养

液混合而成。由于病毒培养液温度一般较低 ,当与温

度较高的保护剂相遇时 ,极易形成凝块导致保护剂混

合不均 ,影响疫苗质量。如果预温病毒培养液又易造

成污染 ,解决办法是在不断搅拌病毒培养液的同时控

制加入保护剂的速度。

冻干曲线是获得合格疫苗产品的关键步骤之一。
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不同微生物均有对应的冻干曲线 ,以保持最高的生物

活性 ,但我国 IBDV冻干苗的制作还没有对应的冻干

曲线 ,仍使用其他疫苗的冻干曲线 , 对冻干效果还缺

乏必要的研究资料。通过对疫苗冻干前后病毒效价的

测定比较 ,冻干过程对病毒效价有比较大的影响。虽

然原因是多方面的 ,但不排除非对应冻干曲线对病毒

效价的影响。为提高产品质量 , 根本的解决办法是研

制新型的冻干保护剂 , 优化工艺。

4　疫苗效价的测定

　　目前对 IBDV效价的测定一般用噬斑技术或细

胞半数感染剂量测定 ( TCID50 )方法 , 以噬斑技术准

确可靠。但应明确 PFu与活病毒粒子数不是 1∶ 1的

对应关系 ,而只是呈正相关。规范噬斑测定技术是许

多试验室梦昧以求的事 ,但实验室内影响噬斑形成的

因素很多
[11 ]

,较难作到完全规范一致。如细胞质量和

密度、 培养时间和温度、 覆盖物 (琼脂等 ) 和培养液

种类、 不同的小牛血清、 浓度和处理方法、 中性红染

料的浓度和添加时间以及测定时产品的溶解程度和

稀释手法等。致使同一批产品重复检测可能出现不同

的结果 , 直接影响疫苗的免疫剂量的确定和免疫效

果。所以每次测定必须设立阴性对照和已知效价的阳

性对照 ,以校正误差。同一批产品应选 3个以上样品 ,

各设三个稀释度分别测定求均值。建议生产单位在确

定常规免疫剂量时应考虑实地使用可能使疫苗效价

降低的因素 ,预留出富余量。对其他项目的检查应附

合 《生物制品的检验规程》的要求 , 不合格者销毁处

理。

5　免疫

　　在疫苗应用过程中 ,足够的免疫剂量和周密的免

疫程序是建立坚强免疫力的基础。目前普遍应用的中

等毒力疫苗每只雏鸡的最小免疫剂量为 10万 PFu,

常规免疫剂量为 100万 PFu,这样才能有效地突破雏

鸡母源抗体的干扰。弱毒和中等毒力疫苗产生免疫的

时间从最早的 7天到 2～ 3周 , 强毒力、 中等毒力和

无毒力的病毒株突破母源中和抗体的效价分别是

1∶ 500、 1∶ 250和小于 1∶ 100, 用户在使用这些疫

苗之前应得到有关这方面的知识 ,了解免疫时应该注

意的事项以安排适宜的免疫程序。一般情况下 ,每种

疫苗的销售都附有一个适合该疫苗的免疫程序。但由

于雏鸡母源抗体、管理及操作条件的变化具体应用时

难以作到周密、完善。一般适用于大多数鸡场的免疫

程序是:对没有母源抗体或母源抗体不清的雏鸡应于

7日龄前开始首免 , 在 14和 25日龄前后再分别进行

二次免疫 ; 对有母源抗体的雏鸡应于 10～ 14日龄首

免 , 21日龄前后进行二免 ; 对流行严重地区可在 40

日龄前后加强免疫 1次。免疫方法以滴鼻、点眼为好 ,

为保证每只鸡能获得足量的病毒 , 首次免疫尤为重

要。另外应注意的是疫苗稀释最好选用加有 0. 5%脱

脂奶粉的凉开水 ,容器应选用无毒塑料制品 ,洁净并

数量充足。

6　讨论

　　 IBDV分类中各群毒株的致病力不同 , 标准血清

Ⅰ型首先在世界各地普遍流行 ,有不同程度的临床致

病力和免疫抑制作用 ;变异血清Ⅰ 型经确认仅报道于

美国 , 20年来仍未遍及全美 ,主要致亚临床感染和严

重的免疫抑制 ,但 3周龄以上雏鸡再感染变异株已不

再引起免疫系统广泛的损伤 ; 超强毒血清Ⅰ型 1987

年首发于欧洲
[12 ]

, 几年后遍及世界各地 , 呈急性暴

发 , 死亡率高、 传播力强 , 导致严重的法氏囊 (紫葡

萄样 )、 胸腺及骨髓病变、 全身炎性反应 ; 血清Ⅱ型

可致雏火鸡亚急性感染 , 对鸡无致病性。目前在我国

主要以标准血清Ⅰ 型病毒流行为主 ;数年前我国曾暴

发超强血清Ⅰ 型病毒的流行 ,经普遍使用中强毒力的

标准血清Ⅰ型活苗 , 加倍免疫剂量 , 并加强免疫 , 已

迅速控制流行 , 目前仅在部分地区呈散发流行 ; 变异

血清Ⅰ 型我国个别地区曾有过报道 [13 ] , 但未得到确

认。实验表明高滴度的标准血清Ⅰ 型活苗也能提供对

变异血清Ⅰ型病毒的完全保护力
[9 ]
。目前在我国生产

并普遍使用的 IBDV活苗主要是血清Ⅰ 型中等毒力

疫苗 , 包括单价、 二价和三价疫苗。虽然实际应用中

并不刻意强调疫苗株 “亚型” 的选择 , 但联用两个以

上 “亚型” , 可以拓宽抗原谱及二次免疫应答时的抗

体谱 , 一定程度上可提高免疫保护力。 实验表明

SAL、 D78和 S706等疫苗株不仅对变异血清Ⅰ 型毒株有

良好的攻击保护性 [9, 14 ] , 而且这些疫苗株性质较稳

定 , 不易返祖 , 免疫原性较好 , 较易克服母源抗体的

干扰 , 对新城疫疫苗的接种不产生免疫抑制现象
[15 ]
。

另外 ,油佐剂灭活疫苗已广泛用于加强和延长种鸡群

的免疫期。研究表明 ,任一亚型疫苗株制备的灭活疫

苗以标准强毒 STC效检 ,具有大致同等的保护力。但

这种疫苗对雏鸡进行首免的效果还不确实 ,如果同时

与活苗联合免疫能有效地突破母源抗体的干扰 ,较快

地建立主动免疫。

综上所述 ,对预防 IBD的暴发或散发流行 ,目前

国内已具备了必要条件。从理论和实际应用上看 ,目

前国内使用的疫苗株大多数是有效的。显然 ,只要能

保证疫苗毒种的低代次 ,免疫接种时的足量病毒和适
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宜方法 ,有能力抵抗不同类型野毒的攻击。但国内现

有生产 IBDV疫苗的条件或方法及疫苗保管或运输

过程中可能存在的问题 , 致使有效病毒剂量严重不

足 ,再加上可能存在的免疫程序或方法不当 ,最终导

致免疫失败 ,致使 IBD仍不断发生 ,形成一种 IBD难

以预防的假象。本文提出的在 IBDV疫苗制备及应用

中可能存在的问题和解决办法 ,希望能得到同行和使

用单位的重视。
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及水牛血清的强烈 , 这说明此抑制剂对 ALP的抑制

作用在一定范围内具有普遍性。
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