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［摘　 要］ 　 为科学指导鸡新城疫基因Ⅶ型灭活标记疫苗（ＭＧ７ 株）的临床免疫剂量，通过测定免疫

鸡 ＨＩ 抗体滴度和攻毒保护试验，进行了 １０ 日龄和 ３０ 日龄 ＳＰＦ 鸡最小有效免疫剂量的研究。 动物

实验使用 １０ μＬ、２０ μＬ 和 ４０ μＬ 三种不同免疫剂量，免疫疫苗后 ２１ ｄ 检测 ＨＩ 抗体效价，１０ 日龄

ＳＰＦ 鸡 ００１ 批次疫苗 ＨＩ 抗体平均效价依次为 ４．８、６．２ 和 ６．５，攻毒保护率依次为 ８０％、１００％和

１００％，３０ 日龄 ＳＰＦ 鸡 ＨＩ 抗体平均效价依次为 ５．０、６．３ 和 ６．５，攻毒保护率依次为 ７０％、１００％和

１００％。 结果表明，新城疫灭活标记疫苗（ＭＧ７ 株）ＨＩ 抗体效价和保护效力呈正相关， 免疫剂量与

ＨＩ 抗体效价和保护效力也呈正相关。 用 ＮＤＶ 基因Ⅶ型强毒 Ｇ７ 株进行攻毒保护试验，两种日龄鸡

在 ２０ μＬ 的免疫剂量下，疫苗仍能达到良好的免疫保护效果。
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Ｔｈｅ ＮＤＶ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ＶＩＩ ｖｉｒｕｌｅｎｔ Ｇ７ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ． Ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ
ｇｏｏｄ ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｔ ２０ μＬ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒ ｖａｃｃｉｎｅ； ｇｅｎｏｔｙｐｅ ＶＩＩ； ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｅ ｄｏｓｅ

　 　 新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）是由新城疫病

毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）引起禽类的一种

高度接触性传染病，该病具有发病急、死亡快和死

亡率高等特点，给养鸡业造成了巨大的经济损失，

严重影响养禽业的发展。 不同 ＮＤＶ 分离株间的毒

力差异大，严维巍等［１］ 在 ２０００ 年首次报道了基因

Ⅶ型 ＮＤＶ 在中国大陆的存在。 ２００１ 年刘华雷等［２］

选取 １９９４ 年以来国内不同地区的代表株进行遗传

分析证实，所分离的毒株在裂解位点的氨基酸序列

均符合 ＮＤＶ 的强毒株特征，通过遗传进化树分析

表明，选取的 ８ 株病毒中有 ７ 株为基因Ⅶ型新城疫

病毒。 虽然基因Ⅶ型 ＮＤＶ 的毒力指标和其他强毒

株相似，但该型毒株感染鸡的脾脏、胸腺、法氏囊及

盲肠扁桃体的病变程度均明显高于 ＩＩ 型和 Ｖ 型毒

株［３］。 因此研制基因Ⅶ型 ＮＤＶ 疫苗十分必要。

兰州兽医研究所于 ２００８ 年在广东省某养鸡场

发病鸡只中分离得到一株 ＮＤＶ，命名为 ＮＤＶ ／

Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ／ ２００８ ／ Ｇ７（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ

Ｇ７，简称 ＮＤＶ Ｇ７），利用 ＮＤＶ Ｆ 基因 １ ～ ３７４ ｂｐ 核

苷酸分型发现，该分离株为 ＮＤＶ 基因Ⅶｄ 亚型［４］。

利用已建立的反向遗传操作平台，将基因Ⅶ型 ＮＤＶ

强毒 Ｇ７ 株的 ＮＰ 蛋白缺失 １８ 个氨基酸，并对 Ｆ 蛋

白裂解位点进行突变，获得 ＮＤＶ 低毒力标记疫苗

毒株 ＭＧ７ 株，该毒株毒力明显减弱，ＮＰ 蛋白缺失

１８ 个氨基酸可与野毒株有明显区分（可以做为标

记疫苗使用），对病毒的基因修饰不影响其在鸡胚

上的复制能力，该毒株适合于 ＮＤ 疫苗的大规模生

产，可用于制备基因Ⅶ型新城疫标记疫苗。 本研究

进行了鸡新城疫灭活标记疫苗（ＭＧ７ 株）对鸡的最

小有效免疫剂量的测定试验，为疫苗每羽份剂量的

确定提供依据。

１　 材　 料

１．１　 试验用疫苗 　 实验室制备的３批鸡新城疫灭

活标记疫苗（ＭＧ７株），批号为００１、００２、００３，２～８ ℃

保存。

１．２　 ＳＰＦ 鸡　 ＳＰＦ 鸡由广东温氏大华农生物科技

有限公司禽蛋分公司提供，动物房隔离器内按 ＳＰＦ

鸡饲养要求饲养，供试验使用。

１．３　 检验用试剂　 ＭＧ７ 抗原和阳性血清由兰州兽

医研究所制备保存。

１．４　 效检用鸡新城疫病毒　 鸡新城疫基因Ⅶ型强

毒 Ｇ７ 株由兰州兽医研究所分离纯化并保存。

２　 方　 法

２．１　 不同剂量疫苗免疫试验　 取１０日龄ＳＰＦ鸡１００

只随机分成１０组，每组１０只鸡。 编号１－１０组。 其中

第１－３组免疫批号为００１的鸡新城疫灭活标记疫苗，

免疫剂量依次为１０ μＬ、２０ μＬ和４０ μＬ每羽份，第

４－６组免疫批号为００２的鸡新城疫灭活标记疫苗，免

疫剂量依次为１０ μＬ、２０ μＬ和４０ μＬ每羽份，第７－９

组免疫批号为００３的鸡新城疫灭活标记疫苗，免疫

剂量依次为１０ μＬ、２０ μＬ和４０ μＬ每羽份，第１０组为

空白对照。 取３０日龄ＳＰＦ鸡１００只，免疫剂量和分组

情况均与１０日龄ＳＰＦ鸡相同。

２．２　 抗体水平测定 　 在鸡新城疫灭活标记疫苗

（ＭＧ７株）接种当天和接种后２１ ｄ，分别采血，分离

血清。 用ＭＧ７抗原检测免疫当天ＮＤ的ＨＩ抗体水平
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及免疫后２１ ｄ的ＮＤ ＨＩ抗体水平，求出几何平均值。

２．３　 攻毒保护试验 　 采取与 １．２．１ 同样的分组方

法，取 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡 １００ 只随机分成 １０ 组，每组

１０ 只鸡。 编号 １－１０ 组。 其中第 １－３ 组免疫批号

为 ００１ 的鸡新城疫灭活标记疫苗，免疫剂量依次为

１０ μＬ、２０ μＬ 和 ４０ μＬ 每羽份，第 ４－６ 组免疫批号

为 ００２ 的鸡新城疫灭活标记疫苗，免疫剂量依次为

１０ μＬ、２０ μＬ 和 ４０ μＬ 每羽份，第 ７－９ 组免疫批号

为 ００３ 的鸡新城疫灭活标记疫苗，免疫剂量依次为

１０ μＬ、２０ μＬ 和 ４０ μＬ 每羽份，第 １０ 组为空白对

照。 取 ３０ 日龄 ＳＰＦ 鸡 １００ 只，免疫剂量和分组情

况均与 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡相同。 免疫后 ２１ ｄ，免疫组

和攻毒对照组注射 Ｇ７ 强毒，肌肉注射 ０．５ ｍＬ 每羽

（含 １０５ ＥＬＤ５０），攻毒后观察有无新城疫临床症状，

观察 １４ ｄ，测定雏鸡对新城疫强毒攻击的被动免疫

保护效力。 攻毒后 ５ ｄ 采集泄殖腔拭子接种 ＳＰＦ

鸡胚进行病毒分离，对病毒分离阴性的，应在 ＳＰＦ

鸡胚盲传一代后进行判定。

３　 结 果

３．１　 抗体水平测定　 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡使用不同剂量

免疫鸡新城疫灭活标记疫苗（ＭＧ７ 株），２１ ｄ 时进

行 ＨＩ 抗体测定，免疫试验结果显示 ３ 批次实验室

试制的疫苗在 ４０ μＬ 免疫组的 ＨＩ 抗体效价大于

６．５，２０ μＬ 免疫组的 ＨＩ 抗体效价大于 ６．２，１０ μＬ 免

疫组的 ＨＩ 抗体效价不高于 ５．５，结果表明 ＮＤ 灭活

疫苗 ＨＩ 抗体效价与免疫剂量呈现正相关（表 １）。

表 １　 不同日龄 ＳＰＦ 鸡免疫后 ２１ ｄ ＨＩ 抗体效价（ ｌｏｇ２）（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ １　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ （ ｌｏｇ２） ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ ｏｎ ２１ ｄｐｉ（ｘ±ｓ）
鸡日龄 免疫剂量 ／ μＬ 疫苗批号 ＨＩ 抗体 鸡日龄 免疫剂量 ／ μＬ 疫苗批号 ＨＩ 抗体

１０ 日龄

１０

００１ ４．８±０．５４

００２ ５．５±０．５３

００３ ５．１±０．３９

２０

００１ ６．２±０．５９

００２ ６．４±０．３９

００３ ６．２±０．３５

４０

００１ ６．５±０．４１

００２ ６．８±０．３５

００３ ６．６±０．３９

空白对照 ／ １±０．４７

３０ 日龄

１０

００１ ５．０±０．３３

００２ ５．３±０．４８

００３ ５．６±０．５

２０

００１ ６．３±０．５４

００２ ６．４±０．３９

００３ ６．１±０．４６

４０

００１ ６．５±０．３３

００２ ７．０±０．３７

００３ ６．８±０．５４

空白对照 ／ １．１±０．３２

　 ／ 空白对照组鸡全部健活
　 ／ Ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｌ ａｌｉｖｅ

３．２　 攻毒保护试验 　 攻毒试验结果表明，免疫剂

量与 ＨＩ 抗体效价和抗攻毒保护效果呈正相关。

２０ μＬ免疫组即可有效抵御新城疫强毒 Ｇ７ 株的攻

击，攻毒对照组 ５ ｄ 内全部死亡，２０ μＬ 及以上免疫

剂量组全部获得保护。 攻毒后 ５ ｄ 采集泄殖腔拭

子进行病毒分离，４０ μＬ 免疫组均未分离到病毒；２０

μＬ 免疫组有 １ 只鸡可以分离到病毒；１０ μＬ 免疫组

有 ３ 只鸡可以分离到病毒（表 ２）。

３０ 日龄 ＳＰＦ 鸡以不同剂量免疫鸡新城疫灭活

标记疫苗（ＭＧ７ 株），２１ ｄ 时进行ＨＩ抗体测定，ＮＤ

灭活疫苗ＨＩ抗体效价与免疫剂量呈现正相关，３ 批

次实验室试制的疫苗在 ４０ μＬ 免疫组的ＨＩ抗体效

价均大于 ６．５，２０ μＬ 免疫组的ＨＩ抗体效价均大于

６．１，１０ μＬ 免疫组的ＨＩ抗体效价不高于 ５．６。 攻毒

试验结果表明，免疫剂量与ＨＩ抗体效价和抗攻毒保

护呈正相关。 ２０ μＬ 免疫组，能有效抵御新城疫强

毒 Ｇ７ 株的攻击，攻毒对照组 ５ ｄ 内全部死亡，

２０ μＬ及以上免疫剂量组全部获得保护。 攻毒后

·３·
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５ ｄ采集泄殖腔拭子进行病毒分离，４０ μＬ 免疫组均

未分离到病毒；２０ μＬ 免疫组有 ２ 只鸡可以分离到

病毒；１０ μＬ 免疫组有 ２ 只鸡可以分离到病毒

（表 ２）。

上述结果表明，１０ 日龄和 ３０ 日龄 ＳＰＦ 鸡，在

２０ μＬ 免疫剂量下，接种后 ２１ ｄ ＨＩ 抗体效价达到 ６

以上，利用新城疫基因Ⅶ型强毒 Ｇ７ 株攻毒后，可以

获得 １００％保护，病毒分离阳性率不高于 ２０％。

表 ２　 不同日龄 ＳＰＦ 鸡攻毒保护试验

Ｔａｂ ２　 Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ＳＰＦ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

鸡日龄
免疫剂量

／ μＬ 疫苗批号
攻毒保护率

／ ％ 病毒分离 鸡日龄
免疫剂量

／ μＬ 疫苗批号
攻毒保护率

／ ％ 病毒分离

１０ 日龄

１０

００１ ８０ ３ ／ １０

００２ ８０ ２ ／ １０

００３ ７０ ４ ／ １０

２０

００１ １００ １ ／ １０

００２ １００ １ ／ １０

００３ １００ １ ／ １０

４０

００１ １００ ０ ／ １０

００２ １００ ０ ／ １０

００３ １００ ０ ／ １０

攻毒对照组 ／ ０ ／ －

３０ 日龄

１０

００１ ７０ ３ ／ １０

００２ ８０ ３ ／ １０

００３ ８０ ２ ／ １０

２０

００１ １００ １ ／ １０

００２ １００ １ ／ １０

００３ １００ ２ ／ １０

４０

００１ １００ ０ ／ １０

００２ １００ ０ ／ １０

００３ １００ ０ ／ １０

攻毒对照组 ／ ０ ／ －

　 ／ 攻毒对照组在攻毒后 ５ ｄ 内全部死亡
　 ／ Ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｉｓｏｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｄｅａｄ ｗｉｔｈｉｎ ５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ａｔｔａｃｋ

４　 讨　 论

目前国内外使用的疫苗株 ＬａＳｏｔａ 为基因 ＩＩ 型，

距今已有 ７０ 多年的历史。 ＮＤＶ 持续进化过程中出

现了多个基因型，在临床使用中常发生疫苗株与流

行毒株基因型不一致的情况，这也是免疫鸡群中发

生非典型 ＮＤ 的主要原因。 使用与流行毒株相同

基因型的疫苗株可有效预防 ＮＤＶ 流行强毒株的感

染［５］。 疫苗的好坏能直接影响免疫保护期的长短

及免疫效果，而疫苗里边抗原含量是疫苗质量的重

要指标，进入动物机体的抗原需要有一定的数量才

能刺激机体产生免疫应答，这个量的大小取决于抗

原的抗原性强弱，好的抗原少量即可刺激机体产生

强烈的免疫反应，产生高水平的免疫抗体，提供良

好的免疫保护。 提高抗原量能增强免疫效力，过量

则引起免疫副反应也增加成本，确定最小有效免疫

剂量为疫苗使用给用户提供理论依据，做到既确保

免疫有效，又不增加副反应和成本。

本研究利用不同日龄（１０ 日龄和 ３０ 日龄）的

ＳＰＦ 鸡进行了鸡新城疫灭活标记疫苗（ＭＧ７ 株）的

最小有效免疫剂量研究，结果表明，疫苗免疫剂量

与 ＨＩ 抗体效价和攻毒保护效果呈正相关。 对于两

种日龄的 ＳＰＦ 鸡，鸡新城疫灭活标记疫苗 （ＭＧ７

株）免疫 ２０ μＬ 及以上剂量时，ＨＩ 抗体效价均大于

６，攻毒保护效率 １００％。 同期利用 ＬａＳｏｔａ 疫苗（与

ＭＧ７ 疫苗采用相同工艺制备）２０ μＬ 免疫组，２１ ｄ

后的 ＨＩ 抗体效价（利用 ＬａＳｏｔａ 抗原测定）仅为４～５

（待发表数据），表明研制的 ＭＧ７ 株疫苗可以诱导

更高的 ＮＤ 抗体效价。

攻毒试验结果显示，免疫剂量为 ２０ μＬ，不同日

龄鸡群均能抵抗流行的基因Ⅶ型强毒 Ｇ７ 的攻击，

而对照组最终全部发病死亡，显示出了该疫苗在控

制我国新城疫的流行中具有广阔的应用前景。 通

过对鸡新城疫灭活标记疫苗（ＭＧ７ 株）的最小有效

免疫剂量研究，我们在临床使用中可以更加科学合

·４·
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理的使用免疫剂量，以确保疫苗安全有效。
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