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　　禽流感已在多个国家和地区发生 ,据报道在我国鸡群流

行的高致病性禽流感病毒主要为 H5亚型 ,能引起急剧发病

和 100 %的死亡 ,严重威胁着禽业生产。目前综合防治技术

措施仍以预防免疫为主。在基层家禽免疫工作实践中发现 ,

长日龄规模养殖的群鸡 ,为有效预防 HPAI、ND、IB、IBD等

主要疫病 ,在其饲养期内特别是雏仔鸡阶段 ,需要经多种途

径、多次接种各种疫苗 ,因而会有多次抓鸡打针带来的麻烦、

应激反应损失、成本增加等问题。为探索既能避免上述因

素 ,又可达到良好免疫效果的预防接种程序和方法 ,本试验

采用二免时同步异点接种 AI - H5和 ND灭活油乳剂疫苗方

法 ,经对鸡群现场应用、观察调查、跟踪开展免疫监测 ,为科

学地预防控制禽流感、新城疫取得科学依据。

1　材料与方法
1. 1　材料
1.1. 1 　试验动物来源 : 480 羽 , 1 日龄 ,梅黄肉用雏鸡 (土

鸡) ,购于浙江光大种禽业有限公司。

1. 1. 2　试验疫苗 :AIH5 亚型 , Re - 1 株禽流感油乳剂灭活

疫苗由哈尔滨维科生物技术开发公司生产 ,批准文号 :兽药

生字 (2005) 080012098。新城疫灭活疫苗由吉林正业生物制

品有限公司生产 ,批准文号 :兽药生字 (2006) 070222008。

1. 1. 3　试剂 : H5禽流感、新城疫标准抗原、血清由哈尔滨兽

医研究所制 ,浙江省畜牧兽医局动物疫病监测实验室提供。

测序结果

图 4 :核苷酸序列测定结果

1 :本实验室保存毒株 ;2 : Genbank中 O型 FMDV毒株

图 5　氨基酸序列

1 :本实验室保存毒株 (1) ;2 : Genbank中 O型 FMDV毒株

表 1　FMDV株 (1) VP1区核苷酸和氨基酸序列与参考毒株的比较

差异核
苷酸数

差异氨
基酸数

T - A
转换数

A - C
转换数

G- C
转换数

T - C
转换数

A - G
转换数

T - G
转换数

75 20 2 6 0 37 24 6

3　讨论
早期的研究表明 ,结构蛋白 VP1 是诱导中和抗体的主

要成分 ,它暴露在病毒颗粒的表面 ,对胰蛋白酶敏感 ,经胰蛋

白酶处理的病毒粒子失去对敏感细胞的感染性。因 VP1大

部分暴露于核衣壳表面 ,参与构成病毒粒子的主要中和抗原

位点 ,能单独诱导豚鼠、牛等动物的中和抗体应答。受寄主

免疫系统选择压力的影响 ,VP1基因变异频率最高 , 尤其是

VP1的 140～160和 200～213 氨基酸残基。另外序列分析

表明 ,VP1基因的核苷酸易发生变异 ,而 VP1基因中关键氨

基酸的点突变可以改变病毒的抗原性 , 在分子流行病学调

查中 ,趋向于分析 VP1 基因的核苷酸序列差异作为建立遗

传变异系谱树。因此 VP1基因的研究具有较重要的学术价

值和现实意义。特别是出现新的毒株流行而没有获得病毒

实物时 ,通过序列资料进行遗传分析 ,选择出其亲缘关系最

近毒株制造疫苗 ,进行免疫预防 ,可起到事半功倍的效果。

本实验应用 RT - PCR方法 ,自行设计一对引物 ,用于扩

增 FMDV 主要结构蛋白基因 VP1 区段 ,引物间跨度为

838 bp ,含完整的 VP1 基因。扩增产物经 T - A克隆、测序

及基因序列分析表明该扩增片段为 VP1基因 ,与 Genbank中

所报道的 O型 FMDV序列的同源性为 (88 %)。四种碱基中

以 T - C间转换率最高 ,达 37/ 75 ,其次为 A - G ,占 24/ 75。

VP1的 132～157位和 200～213位集中了 O型 FMDV

重要表位 ,是病毒抗原变异的关键所在 ,144、148、154和 208

位氨基酸是关键氨基酸 ,这些氨基酸的改变会程度不同地影

响抗原位点与相应单克隆抗体的反应性。所测毒株 VP1基

因中 144 (V)、148 (L)、154 ( K)和 208 ( P)位等关键氨基酸均

未变化 , 44位关键氨基酸 ( P)也未发生变化。据报道 ,VP1

的 145～147位氨基酸由精氨酸、甘氨酸、天冬氨酸 (R GD)组

成 ,该区段参与构成病毒的细胞吸附位点 ,所有血清型的毒

株该区段氨基酸匀保守 ,以保持病毒对细胞的侵染性。对毒

株的 VP1基因进行分析发现 ,该毒株符合这一规律 ,存在由

R GD组成的细胞吸附位点。
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1. 1. 4　试验仪器 :25～50μl的 8道移液器 ,96孔 V型血凝板。

1. 1. 5　检测地点 :区动物防疫监督所动物疫病监测实验室。

1. 1. 6　试验场所及其他 :王店三园鸡专业合作社 (国家认定

的无公害农产品生产基地)。试验鸡的饲养管理、消毒卫生

防疫、投入品管理按相关标准要求进行。

1. 2　方法
1. 2. 1　试验分组 :将 480羽试验鸡按性别不同分为 3组。1

组为公鸡组 ,2组为母鸡组 ,3组为同群饲养公鸡非免疫对照

组 (空白血清抗体监测组)。

1. 2. 2　免疫程序 : 1 组和 2 组的基础免疫相同 : 1 日龄 MD

免疫接种 ,8日龄新支灵弱毒疫苗滴鼻 (眼) ,12 日龄法倍灵

弱毒疫苗饮水 , 15 日龄 AI - H5 灭活疫苗颈部皮下注射

0. 3 ml。AIH5和 ND的第二次免疫 :第 1组 54日龄时 AIH5

和 ND油乳剂灭活疫苗同步异点肌肉注射 ,每羽各 0. 5 ml。

第 2组 54日龄时接种 AIH5油乳剂灭活疫苗 ,间隔 7 d后接

种 ND油乳剂灭活疫苗。

1. 2. 3　二免时 ,使用黄芪多糖盐酸左旋咪唑复方制剂 (批准

文号 :粤兽药字 (2002) F137301) ,常规剂量拌料喂服 3 d。

1. 2. 4　采血检测 :采用随机抽样检测血清 HI抗体的方法 ,

跟踪至鸡群 124 d出栏。免疫前采血 ,免疫后每隔 10 d采血

1次 ,每次各组 10～ 15 份。每羽试验鸡于翅静脉采 1～

1. 5 ml 血 ,分离血清保存待检。实验室用微量红细胞凝集抑

制试验 ( HI)检测 AI - H5、NDHI抗体效价。按组别得出 HI

效价几何平均值 (log2)。

1.2. 5 　HI 抗体监测、结果判定 :按照国家标准 GB/

T18936—2003高致病性禽流感诊断技术、GB 16550—1996

新城疫检疫技术规范 /附录 B 的规定进行。

2　监测结果与比较

图 1　试验组 AIVH5HI抗体消长情况

图 2　试验组 NDHI抗体消长情况

　　非免疫对照鸡血清未检出 AIVH5 和 ND 的 HI抗体。

二免前 , 检测 2 个组的 AIVH5 和 ND 的 HI 抗体分别为

5. 33 和 3. 67。

表 1　试验鸡群二免后 70 d(124日龄出栏前) AIVH5/ NDHI抗体效价分布 (log2)

效价
分布
数量
组别 ≤3 4 5 6 7 8 9 10 11 ≥12 N

均值

≥1∶16

检出
份数
占

( %)

AIV - H5
HI

1组 1 1 4 2 2 0 0 0 0 0 5. 30 9 90. 0

2组 1 1 4 2 4 2 1 0 0 0 6. 13 14 93. 33

ND
HI

1组 0 0 2 0 3 2 2 1 0 0 7. 5 10 100

2组 0 0 0 0 2 2 5 4 1 1 9. 2 15 100

2. 1　AI - H5疫苗二免
1组免后 AIHI抗体水平 10 d开始上升 ,于 20 d达到峰

值 7. 87 , 并维持 10 d , 之后呈缓降趋势 ,于二免后 70 d (124

日龄出栏前)仍能测到 5. 3。且分布均匀 ,水平较为齐整 ,

90 %达免疫保护水平 (见图 1、表 1)。

2组免后 AIHI抗体水平 10 d 开始上升 ,于 30 d 达到

7. 67 峰值 , 并维持 10 d ,之后呈缓降趋势 , 于二免后 70 d

(124日龄出栏前)仍能测到 HI均值 6. 13。且分布均匀 ,水

平较为齐整 ,93. 33 %达免疫保护水平 (见图 1、表 1)。

2. 2　1组和 2组比较
相同点 :二免后 10 d抗体水平开始上升 ,峰值维持 10 d

后缓降 ;免后 40 d时处于同一水平 7. 33 ,免后 70 d 124日龄

90 %以上仍维持保护抗体效价水平。

不同点 :抗体效价消长到达峰值和缓降时间 1组 (雄鸡)

先于 2组 (雌鸡) 10 d ,峰值 1组高于 2组 0. 20。124日龄出

栏前 1组均值又低于 2组 0. 80。

2. 3　ND疫苗二免
1组和 2组比较相同点 :免后 10 d左右抗体水平即上升

至 11. 4和 10. 33 , 都是 20 d达峰值 11. 73和 11. 4。各组维

持 10 d后 ,抗体开始缓降 ,至二免后 70 d和 62 d ,两组抗体

仍处于 7. 5和 9. 2。且分布均匀整齐 ,群鸡 100 %处于保护

抗体水平 (见图 2、表 1)。

不同点 :抗体效价消长到达峰值和缓降时间 1组 (雄鸡)

先于 2组 (雌鸡) 10 d ,峰值 1组高于 2组 0. 33。124日龄出

栏前 1组均值低于 2组 1. 70。

3　讨论与小结
3. 1　试验期间未发生疾病。药物应用情况 :雏鸡开食开饮

时曾用预防白痢药、20 d后曾用预防球虫药。二免和采血时

曾用黄芪多糖免疫增强制剂。

3. 2　出栏个体平均体重 :雄鸡 1. 95 kg ,雌鸡 1. 65 kg。

3. 3　此试验监测结果初步说明 ,针对园地生态养鸡的实际

情况 ,在制定适宜免疫程序时 ,除了雏鸡适时进行基础免疫

外 ,第二次加强免疫时 ,采取同步异点 (肌肉)接种 AI - H5和

ND灭活油乳剂疫苗方法 ,每羽各 0. 5 ml ,能够同时诱导机体

产生良好的免疫应答 ,并维持有效保护抗体水平直至 124 d ,

符合当地按标准生产生态放养优质鸡对主要疫病的预防和

饲养龄期的要求。因此认为 ,为减少抓鸡应激反应、省工省

力、降低成本 ,采取此种方法是可行的。

3. 4　两组试验鸡性别不同 , HI抗体出现峰值时间和开始

下降时间有先后 ,雄鸡先于雌鸡消长。此现象在 2005 年笔

者曾做的同步异点接种疫苗试验中未出现。但当时试验分

组是按雄鸡和阉鸡分组 ,二免同时也未使用黄芪多糖复方制剂。
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