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摘要  运用B-微量血凝抑制法检测新城疫抗体水平具有简易、快速、重复性好的优点。运用 B-微量血凝抑

制法来监测不同疫苗,不同免疫程序, 免疫不同鸡群后的抗体水平, 然后进行数据分析并比较,从而为养殖场能

选用合适的疫苗、合理的免疫程序、正确的免疫时间提供依据。
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  近年来,随着农村形式的好转,养鸡业有了较快

发展,但由于免疫失时,免疫不当和疫苗失效等多种

原因, 致使鸡新城疫仍有流行。一些免疫力低下的

鸡群,遇到强毒侵袭时,有的引起急性暴发导致大批

死亡;有的造成隐性感染而使病毒继续潜留, 这不仅

给广大生产者带来损失, 也威胁着养鸡业的进一步

发展。

因此,在加强预防接种的同时, 使用一种快速、

简单、可靠的监测手段来了解鸡群免疫状态和是否

受病毒感染,以便掌握疫苗确切的免疫时机, 使用合

适的疫苗和正确的免疫程序。本研究运用B-微量血

凝抑制法来监测不同疫苗,不同免疫程序,免疫后的

抗体水平,以期为合理地应用疫苗预防鸡新城疫提

供依据。

1  材料与方法

1. 1  材  料

( 1)器材。96 孔 V 型凝集板、微量移液器、试

管、试管架、1mL 针管、平面皿、振荡器。

( 2)生理盐水、标准阳性血清。哈尔滨兽医研究

所, 生产批号: 20060125; 标准阴性血清: 哈尔滨兽

医研究所, 生产批号: 20060125; 浓缩抗原: 哈尔滨

兽医研究所, 生产批号: 20060215; Ñ系疫苗: 哈尔

滨兽医研究所, 生产批号: 20060208; Ô系疫苗哈尔

滨兽医研究所, 生产批号: 20060210。

( 3) 8倍抗原和 4倍抗原。购买的 0. 05 mL/只
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4. 2  流  产

本研究中, 1例流产是因为冬季大雪,妊娠牛应

激引起, 2例为注射疫苗引起的流产, 2例为注射激

素引起的流产, 其他可能为营养不足,缺乏某些维生

素、微量元素或者误食发霉、变质饲料引起的流产。

预防:营养要全面,尤其是维生素和微量元素要

适量,加强饲养管理,避免应激。加强妊娠检查, 避

免妊娠牛注射 PGF 类激素。

4. 3  助产及难产

助产、难产发病率较高,主要因为头胎牛难产率

较高, 其次因为进行胚胎移植, 有的胎儿过大。预

防:加强巡查力度,及时发现难产牛、及时助产,产犊

季节,尤其是对头胎牛要重点观察。

4. 4  卵巢囊肿

卵泡囊肿是由于发育中的卵泡上皮变性, 卵泡

壁结缔组织增生,卵母细胞死亡,卵泡液被吸收或者

增生形成。黄体囊肿是由于未排卵的卵泡壁上皮发

生黄体化,或者排卵后由于某些原因而黄体化不足,

在黄体内形成空腔并储积液体而形成。病因: 运动

不足,精料过多,牛体过肥, 维生素、矿物质不足, 大

量使用生殖激素; 继发于胎衣不下、子宫炎等。预

防:营养全面, 繁殖母牛保持中等体况,不要长期大

量使用激素。
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的浓缩抗原, 其血凝价为 5126。1支浓缩抗原配制

成 8倍抗原的计算方法为: 2156 @ 0. 05 A8= 32 , 即

每支浓缩抗原配制成 8倍抗原应该加 32 mL 生理

盐水。4倍抗原同理配制。

( 4) 0. 5%红细胞悬液。0. 5%的红细胞悬液的

制备过程要求无菌纯净, 应采集 3~ 4只健康成年鸡

的血液,放入生理盐水中混匀, 以 3 000 r/ m in 的速

度离心 3次,同时用生理盐水充分洗涤, 去净血浆、

白细胞、血小板等其他成分后,再行配制。凡出现溶

血现象的不能使用, 使用时应充分振荡均匀(但不可

用力振荡,防止红细胞破碎) , 否则影响与病毒的凝

集,使判断失误。

( 5)待检鸡蛋。对产蛋鸡进行监测时可以用破

壳蛋、畸形蛋、软壳蛋进行检测。处理的方法为: 取

试管先加入 1 mL 生理盐水, 然后把鸡蛋打到平面

皿中,用 1 mL 针管吸取蛋黄 1 mL 加入到试管中,

混合摇匀等待检验。

( 6)待检血清。监测鸡群抗体水平的时候,每群

鸡按 1%的比例随机采血样, 用 1次性针管翅静脉

采血 2~ 3 mL,然后放入试管中, 用胶布标明鸡群,

待血凝固析出血清以 1 000r/ min 离心 5 m in, 即可

取血清进行检测。

( 7)灭能油乳剂苗。以 94%的 7号白油加 6%

的司本- 80为油相,以 96%经福尔马林灭活的Ô系

弱毒苗(种毒由西安市畜牧兽医中心提供)尿囊液加

4%吐温- 80为水相, 并在油相中加入 2%的硬脂酸

铝做稳定剂, 然后油相 3 份加水相一份的比例, 在

1 000 r/ min下乳化 2 m in 制成油包水乳剂灭能苗。

1. 2  方  法

( 1) B-微量血凝抑制。先取生理盐水 0. 05 mL

加入到第 1孔, 再取 0. 05 mL 8倍抗原加入第 2孔,

再取 0. 05 mL 4倍抗原加入 3至 12孔。

用微量移液器吸取 0. 05 mL 待检血清(待检蛋

黄)于第 1 孔, 挤压 5次混匀后吸 0. 05 mL 于第 2

孔,依次倍比稀释至 12 孔, 最后弃去 0. 05 mL。置

室温( 18~ 20 e 作用 20 min)。

用微量移液器吸取 0. 05 mL 红细胞悬液于各

孔中,振荡 1 m in 混匀,室温下静置 3 0min, 判断结

果。

( 2)免疫方法。Ô系苗作 1 B 1000稀释, 每只雏

鸡滴眼或者滴鼻 1~ 2滴; Ñ系苗和油乳剂苗皮下或

者肌肉注射,雏鸡 0. 2 mL/只,成年鸡 0. 5 mL/只。

1. 3  结果判定标准

以完全抑制血球凝集的最大稀释度为该血清的

HI滴度,如以 2为底的对数( log2)表示,其中 HI 滴

度与平板上出现的最高空数一致。

以 4log2 为界, 4log2 以前为低效价, 4lo g2 ~

10lo g2为最好效价,再高可能是强毒感染。

2  结  果

2. 1  不同疫苗的免疫效果的比较

选择 50只抗体水平在 4 log2~ 5lo g2的 5月龄

开产蛋鸡分成 2组, 每组 25只。一组注射灭能油乳

剂苗,另外一组注射 Ñ系苗。从检测结果来看,免疫

后都获得了较高的抗体水平。但是使用灭能油乳剂

苗的试验组,根据统计分析可以看出,其个体抗体水

平的差异较小,其总体的作用效果要高于 Ñ系苗的

同期作用效果(表 1)。所以选择合适的疫苗可以提

高免疫效果。

2. 2  不同的的免疫程序效果的效果比较

不同的免疫程序产生的免疫应答不同,所以就

会产生不同的抗体水平。选 45只鸡分成 3组,每组

15只。第 1组在 7日龄用灭能乳剂苗和 Ö 系苗进

行免疫。第 2 组在 1~ 3日龄用 Ö 系免疫; 12 日龄

用Ö 系和灭能乳剂苗免疫。第 3组在 7日龄用Ô系

免疫; 14日龄用Ô系苗和灭能乳剂苗免疫。

不同日龄雏鸡在灭能乳剂苗免疫的同时采用弱

毒苗一次与二次免疫效果比较: 7 日龄一次组在 20

日龄下降到 4. 1lo g2, 35日龄上升到 6. 0log2。二次

活苗免疫组,尤其是 7日龄Ô系苗滴眼, 至 14 日龄

再次用Ô系苗滴眼同时注射灭能苗组:免疫后抗体

上升快,到 35日龄已达7log2,明显高于一次免疫组

(表 2)。可见,选择合适的免疫程序, 可以提高免疫

效果。

2. 3  不同 HI 抗体水平雏鸡灭能乳剂苗免疫前后

抗体水平比较

  随机抽取 45 只雏鸡, 先测其抗体水平, 然后注

射灭能乳剂苗,在测其抗体水平。不同的抗体滴度

的鸡用灭能苗后抗体的变化不完全一样, 但是从均

值来看,免疫后的抗体上升快慢, 与免疫前 HI 滴度

水平呈负相关(表 3)。可见选择合适的抗体水平进

行免疫,可以大大提高免疫效果。
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表 1 成年鸡注射新城疫灭能乳剂苗和Ñ系苗的抗体水平比较

组别 鸡龄/月 鸡数/只 疫苗 免疫量 免疫前抗体水平
免疫后不同天数 HI 抗体( log2)

7 d 14 d 21 d

1 5 25 灭能苗 0. 5 4. 8 ? 1. 20 8. 0 ? 1. 21 9. 2 ? 0. 94 8. 3 ? 1. 48

2 5 25 Ñ系苗 0. 5 4. 8 ? 1. 15 6. 2 ? 1. 30 8. 1 ? 1. 48 7. 4 ? 1. 86

表 2  不同日龄雏鸡采用不同免疫程序的效果比较

序号 免疫程序 试验鸡数/只
不同日龄鸡群的 HI 抗体水平( log2)

20 d 27 d 35 d

1 7日龄: Ô系+ 灭能苗 15 4. 1 ? 0. 51 4. 8 ? 1. 15 6. 0 ? 1. 21

2
1~ 3日龄: Ô系

15 5. 1 ? 1. 48 5. 8 ? 1. 37 6. 5 ? 0. 57
12日龄: Ô系+ 灭能苗

3
7日龄: Ô系

15 5. 2 ? 0. 88 5. 9 ? 1. 05 7. 0 ? 0. 47
14日龄: Ô系+ 灭能苗

表 3  雏鸡灭能乳剂苗免疫前后 H I抗体水平比较

免疫前 H I

抗体( Log2)
鸡数/只

免疫后不同天数的 HI 水平( log2)

14 d 24 d

4 9 7. 0 6. 0

5 9 4. 5 6. 2

6~ 8 9 3. 8 6. 3

9~ 10 9 3. 4 5. 4

11 9 3. 0 3. 2

2. 4  不同母源抗体雏鸡免疫后抗体水平的比较

选择 10只母源抗体在 5. 5 log2 左右的雏鸡为

第1组,选者 10只母源抗体 4. 3 log2左右雏鸡为第

2组。2组都在 7日龄注射灭能乳剂苗进行免疫。

通过监测结果和统计分析可以看出:第 2组的

免疫效果明显高于第 1组, 第 2 组的抗体水平上升

快,而且个体间的抗体水平差异小(表 4)。可见, 母

源抗体的水平影响免疫的效果,要提高免疫效果, 应

该选者合适的母源抗体水平的进行免疫。

表 4 不同母源抗体的雏鸡使用灭能乳剂苗效果的比较

序号
鸡数/

只

免疫日

龄/ d

免疫前

抗体

免疫后不同天数

HI 抗体水平( log2)

10 d 20 d

1 10 7 5. 5 3. 51 ? 0. 92 5. 2 ? 0. 98

2 10 7 4. 3 5. 1? 0. 88 6. 9 ? 0. 65

2. 5  巫山花竹坪鸡场新城疫抗体水平的监测

为了更好的监测新城疫, 提高产蛋率,巫山花竹

坪鸡场定期对鸡场的蛋鸡进行新城疫抗体水平的监

测。通过对新城疫抗体水平的监测了解蛋鸡新城疫

抗体的水平的高低,从而确定是否需要进行新一次

的新城疫免疫; 同时也可以通过抗体水平的监测, 了

解预防免疫达到的实际效果。

通过监测结果来决定是否需要进行新的免疫。

如果新城疫抗体总体水平低于 4log2 或者接近

5log2,则需要进行新一次的新城疫免疫; 如果抗体

总体水平高于 6log2, 则不需要进行免疫。如果抗

体的总体水平高于 10log2以上, 则需要对鸡群进行

仔细检测, 看是不是强毒感染。通过监测结果来了

解免疫效果。可以通过了解抗体保持水平的高低,

时间的长久来确定免疫效果。

表 5  鸡场新城疫抗体水平分布

品种
不同 H I 抗体水平( l og2)鸡只分布频数/只

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

产蛋鸡 0 3 9 21 40 28 4 3 4 2 1 2

青年鸡 0 2 3 14 13 19 2 0 4 3 7 2

  表 5是鸡场的一次抽样监测结果,通过结果可

以看出鸡群的抗体水平集中在 4~ 6log2之间,抗体

水平接近 5log2, 需要进行免疫来提高抗体水平。

以预防新城疫的发生。

表 6是通过Ô系饮水进行免疫后 1个月, 抽样

鸡群的抗体水平分布。从表中可以看到鸡群抗体水

平集中在 6log2~ 9lo g2, 经过免疫后鸡群保持着较

高的抗体水平,近期不需要进行免疫,免疫达到了很

好的效果。

表 6  进行免疫一个月后抗体水平分布

品种
不同 H I 抗体水平( l og2)鸡只分布频数/只

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

产蛋鸡 0 0 0 2 4 1 55 35 10 5 3 2

青年鸡 0 0 0 3 2 19 14 13 10 3 5 0

3  讨  论

( 1)从试验结果可以看出免疫后鸡群的抗体水
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平与使用疫苗种类, 免疫的方法,免疫前抗体水平等

有关。所以要提高免疫效果, 就应该选者合适的疫

苗,使用正确的免疫方法,选者合适的免疫时机进行

免疫。运用 B-微量血凝抑制法监测新城疫抗体水

平,能发现防疫中的问题并进行及时补救;也可以使

我们掌握确切的免疫时机避免重复和失误; 也可以

为制定合理的免疫程序, 改良免疫方法提供不可缺

少的手段。

( 2)关于新城疫免疫的误区, 在试验的过程中,

发现不少的养殖场对新城疫的免疫常常有些误区,

以致影响了免疫的效果, 导致新城疫的流行。第一:

关于首免日龄。有人主张根据雏鸡新城疫母源抗体

水平,在 7~ 12日龄进行首免,但是根据国内的新城

疫疫情,此时首免已晚。因为新城疫母源抗体的半

衰期为 4. 5 天, 7日龄时新城疫母源抗体已经逐渐

消失[ 1] ,此时首免一般需要 7 天左右鸡只才能建立

完善的免疫保护,以致在首免至建立完善的免疫力

的 7~ 14日龄期间因母源抗体消失而存在一个极度

危险的免疫空白期, 如果遇到新城疫病毒袭击,定会

发生新城疫。虽然有的鸡场在此日龄首免获得成

功,但是这里隐藏着爆发新城疫的极大潜在危险。

第二: 关于新城疫免疫失败问题。有的鸡场出现新

城疫免疫的失败,就片面的认为是疫苗不行, 随即采

取更换疫苗的简单方法, 而不追究导致免疫失败的

详细原因。其实, 影响免疫的因素很多, 除疫苗, 接

种日龄,接种方法外, 还有免疫抑制性疾病的存在,

鸡舍及环境消毒卫生等因素也有关
[ 2]
。即使再好的

疫苗也会因疫苗的贮存和使用不当而出现免疫失

败。

( 3)关于免疫鸡群抗体水平不同的原因, 运用B-

微量血凝抑制法检测新城疫抗体水平可以清楚的说

明鸡群新城疫的免疫情况,实际上,鸡只机体在新城

疫抗原的刺激下产生血凝抑制抗体, 而 H I 抗体水

平与免疫力有一定的相关性, 但却不能指实际的免

疫状况。一般认为高度, 持久, 一致的 HI的水平可

以有效防新城疫的发生。然而不仅不同鸡群之间的

HI抗体水平,且同一群不同个体之间的 HI 抗体水

平也有相当大的差异,为病毒的侵袭造成可乘之机,

致使发生非典型新城疫, 给鸡群带来一定的损失
[ 3]
。

首先,免疫程序不合理,不科学。有的养殖场所

采用的免疫程序中新城疫疫苗的首免放在 5~ 7 日

龄母源抗体较高时进行, 更有甚者把传染性法氏囊

病的免疫放在第 1次免疫, 对免疫器官的抑制作用

很大,影响免疫应答的产生
[ 5]
。

其次,疫苗的选者不当。正常鸡群首免时不应

该采用中等毒力或中强毒力的疫苗,而且所使用的

疫苗应该来源于正规厂家,而且在有效期内的疫苗。

第三,操作失误。如对 1周龄以内的雏鸡用新

城疫弱毒苗进行免疫时, 规定只能滴鼻, 点眼, 而有

人却采用了注射免疫, 结果雏鸡残留的母源抗体把

大部分的疫苗病毒中和了,又没有产生局部免疫
[ 4]
。

第四,各种疫苗的相互干扰。各种疫苗的接种

时间相近或同时使用,使抗原之间出现排他性反应,

导致竞争性干扰,引起免疫记忆应答紊乱,降低了免

疫效果[ 1]。

第五,免疫前后应激因素的干扰。如饲养管理

条件的突变,环境条件的恶劣,寄生虫的感染, 营养

不良,转群等不良应激作用,使鸡产生免疫应答的能

力减弱[ 10]。

第六,母源抗体的影响。母源抗体是从母体获

得被动性免疫抗体。它对外部病原有一定的防御能

力,但也有阻碍疫苗接种产生免疫力的作用,所以接

种疫苗最好选在母源抗体完全消失之后才获得最佳

效果,或者根据 HI 抗体水平的消长情况来选者疫

苗接种时间[ 9]。

( 4)关于合理的免疫程序的建立,运用B-微量血

凝抑制法检测新城疫抗体水平的过程中发现合理的

免疫程序可以获得较好的免疫效果,但是不合理的

免疫程序不但没有较好的免疫效果,而且有时候还

会损害鸡群的正常免疫力。所以建立合理的免疫程

序是非常重要的。

免疫后鸡群的抗体水平除与使用的疫苗, 免疫

的方法和免疫前抗体水平等有关外,还与鸡群的本

身的健康状况,有无其它疾病的流行,以及饲养管理

和鸡场的布局等条件有关 [ 7]。而这些因素往往是可

以变化的,所以很难预言在各种情况下某种疫苗和

免疫程序都有 100%的效果[ 8] 。另外, 由于免疫过

的鸡在抗体衰落后遇强毒侵袭可能耐过而在体力产

生极高的抗体水平,所以在病毒污染的鸡群中会出

现持续一定时间的高水平抗体,而且个体差异很大,

这就增加了免疫的困难。因此, 用固定不变的免疫

程序有时候不能获得预计的免疫效果,只有增加免

疫的监测,定期检查鸡群的 HI 抗体水平,摸清免疫

反应的规律,结合考虑当地的实际情况,才能制出合
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理的免疫程序。同时还应该考虑以下几点: ¹ 低日

龄免疫时,免疫器官发育不全,抗体产生有限, 应适

时加强免疫; º 根据本地发病的情况注意疫苗的选

者,如疫苗的毒力、疫苗的种类等; » 活疫苗与灭活

苗应该搭配使用 [ 6]。

( 5)关于影响鸡新城疫血凝抑制试验的因素, 在

本试验的过程中,用 B-微量血凝抑制法检测新城疫

抗体水平会出现这样的问题: 测量同一血清的抗体

水平时,有的会出现几个不同的结果。这是因为虽

然B-微量血凝抑制法简单、快速, 但是影响因素甚

多。

影响 B-微量血凝抑制法的因素有: 抗原、温度、

红细胞悬液、抗原与抗体作用时间、稀释液的 pH

值、试验器材等 [ 11]。

要使检测结果准确就需要尽量避免各种因素的

影响,所以就要求抗原、红细胞悬液的配制需要准

确;抗原和抗体的作用时间和温度应该有一定范围;

加样的量应该准确;试验器材在使用前应该洗干净

等等。还要求必须严格执行操作规程, 不断实践, 掌

握要领,才能得出接近鸡群实际免疫状况的正确数

据,将误差缩小到最低限度
[ 12-13]

。
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10月暴雨对海南生猪影响严重

2010年 10月初海南大暴雨持续 8天, 降雨主要集中在东南沿海地区,海口、琼海、文昌、定安、万宁

等地区; 10月 14日以来海南除西部地区外,继续普降大到暴雨, 海口、文昌、定安、琼海、万宁、澄迈、屯

昌等市县城区不同程度出现积水内涝情况。

海南岛年生猪出栏量达到 450万头左右,仅占我国生猪年出栏量的 0. 7%左右,对我国生猪市场的

影响较小, 但对岛内的生猪市场影响较大。

海南岛的生猪养殖集中在北部的儋州市和澄迈县、定安县,东部的文昌市, 琼海市、万宁市等地区。

儋州市、澄迈县和万宁市生猪年出栏量分别为 56. 7万头、22. 6万头和 33. 9万头,仅这三市(县)生猪年

出栏量占海南生猪生猪出栏量的比例超过 25%, 再加上定安、文昌、琼海等,生猪出栏量占海南岛生猪

出栏量的比例已经超过 50% ,将对岛内目前和后期的生猪供应造成一定的影响。

(摘自:中国畜牧兽医信息网)
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