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传染性法氏囊病免疫保护试验中3种评定指标的比较 
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摘要：100只 SPF鸡均分为 5组，A、B、c 3组免疫后攻毒，接种 3批次自制的IBD基因工程重组亚单位油乳剂疫 

苗；D组不免疫不攻毒，E组不免疫而攻毒。免疫后第 22天，感染IBDV强毒株 BC一6／85。攻毒后第 4天，将所有存 

活 的鸡只 以颈脱 臼致 死 ，收 集法 氏囊，以 3种 方法和指标 (法氏囊眼观病 变；法氏囊显微病 变；法 氏囊中 IBDV抗原 

检测 )进行 分析，以评定免疫保护率 。结果显示 ，以这 3种 方法和 指标评定 ，A组免疫保护率为 9O ，B、C组免疫保 

护率均为 95 ；试验鸡 A3、A14、B7、C1 6、E1～E2O，法氏 囊眼观病 变明显 ，法 氏囊显微 病理损伤评分为 3～5分 ，琼 

脂免疫扩散试验检测法 氏囊中 IBDV 抗原均为 阳性 ；其他试验鸡 ，法氏囊眼观 无明显异常 ，法氏囊显微病理损伤评 

分在 3分以下，琼脂免疫扩散试验检测法氏囊中IBDV抗原均为阴性。结果表明，这 3种方法和指标在 IBD疫苗免 

疫保护试验评定 中具有很好的一致性 。 
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Abstract．．One hundred SPF chickens were divided equally into 5 groups．The chickens of 3 groups(A，B，C) 

were infected after being immunized with infectious bursa1 disease(IBD)recombinant subunit double emulsion vac— 

cine．The group D were not vaccinated and infected．The group E were neither vaccinated nor infected．The chick— 

ens were infected with IBDV virulent strain BC一6／85 at 22 days after vaccination，and at 4 days post infection．the 

surviving chickens were killed by cervica1 dislocation．Their bursa1 were collected and examined．and immune pro— 

tection rate were evaluated with the three judging indices (the macro pathological changes；micropatho1。gica1 

changes；IBDV antigen at bursa1)．The results showed that the immune protection rate is 90％ in group A and 95 

in group B and C．IBDV antigen is positive in all their bursal by the agar gel immunodiffuion test(AGID)． 
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传染性法 氏囊病 (infectious bursal disease， 

IBD)是强毒力 IBDV引起的一类免疫抑制性传染 

病，主要侵害幼龄鸡。为防制 IBD，已经开发出了多 

种弱毒疫苗、中等毒力疫苗及灭活疫苗，还在研制和 

开发活病毒载体疫苗_1。j、DNA疫苗[4j及基因工程 

亚单位疫苗 ]。在各种疫苗研制过程中，要确定某种 

疫苗的免疫效力高低，必须进行免疫攻毒试验。免疫 

攻毒试验是选用 SPF鸡，以某一种疫苗进行免疫， 

间隔一段时间，以IBDV标准强毒株感染试验鸡。判 
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定试验鸡受到免疫保护的方法和指标有：(1)依据法 

氏囊的眼观病理变化，出现明显的肿大、变黄、胶冻 

样渗出物等眼观病理变化的，为未受到免疫保护；无 

明显眼观病理 变化 的，为受到免疫保 护；(2)Shaw 

等 制定的法氏囊显微病理损伤程度评定系统。上 

述 2种判定方法和指标对 IBD疫苗的免疫保护试 

验的分析具有很好的客观性和实用性。我们在做 

IBD基因工程重组亚单位油乳剂疫苗的免疫保护试 

验时 ，采用了这 2种判定方法和指标 ，同时还采用了 

另外一种判定方法和指标，即以琼脂免疫扩散试验 

(AGID)检测鸡法氏囊中的IBDV抗原，将这 3种判 

定方法和指标结合起来对 IBD疫苗的免疫保护试 
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验进行综合分析。本试验旨在比较这 3种判定方法 

和指标对 IBD疫苗的免疫保护试验评价的差异性。 

1 材料与方法 

1．1 疫苗和 IBDV强毒株 IBD基 因工程重组亚 

单位油乳剂疫苗实验室试制品，由我们课题组研制。 

IBDV强毒株 BC一6／85，购 自中国兽医药品监察所。 

1．2 试验动物及处理 100只 SPF鸡，白来航品 

种，购 自北京梅里亚维通实验动物技术有限公司。分 

为 A、B、C、D、E 5个组，每组 20只。A、B、C 3组为 

免疫 攻毒 组，在 21日龄 时，分 别 接 种批 号 为 

040410、040420、040521的试验疫苗 ，肌肉注射 0．25 

mL／只；D组，不免疫不攻毒；E组，不免疫攻毒。同 

样条件下分开隔离饲养。免疫后第 22天，将 A、B、 

C、E组的鸡移至强毒舍 ，以灭菌 PBS稀释 IBDV 强 

毒株 BC一6／85至 10 mL，每只鸡经点眼接种 0．1 mL 

毒 液，接种量为 1OO个法 氏囊感染 剂量(bursal in— 

fective dose，BID)。攻毒后，每天观察鸡的临床表现 

和死亡情况。攻毒后第 4天，将所有存活的鸡致死， 

进行剖检，观察并记录法氏囊眼观病变。将每只鸡的 

法氏囊组织剪成 2部分，1份放人盛有组织保存液 

的小玻璃瓶中，供做组织切片，另 1份放人空的小玻 

璃瓶中，一20 C保存，供作AGID。 

1．3 以法氏囊眼观病变评定免疫保护的标准 攻 

毒后第 4天，剖检所有试验鸡 ，以肉眼仔细观察法氏 

囊。法氏囊明显肿大、变黄、外表有胶冻样渗出物或 

有出血，则判定为未受到免疫保护，鸡受到感染 ；法 

氏囊不肿大、色泽正常或淡黄、外表无胶冻样渗出物 

或出血，则判定为受到免疫保护，或鸡没受到感染。 

1．4 法氏囊病理切片制作及法氏囊显微病理损伤 

的评分标准 按文献[7]制作石蜡切片，采用苏木素 

一 伊红(HE)染色，在光学显微镜下观察每只试验鸡 

的法氏囊显微病理损伤情况，按表 1进行评分 。法 氏 

囊显微病理损伤程度评分依据来自文献[6]，分为 6 

级，由轻至重分别记为 0、1、2、3、4、5分。得 3分以下 

的鸡记为受到免疫保护，得 3分的鸡记为未受免疫 

保护。 

1．5 法氏囊中 IBDV抗原 的检测 AGID诊断抗 

原和阳性血清，购自中国兽医药品监察所。 

将每只鸡的法氏囊组织进行研磨，加 2倍灭菌 

PBS或 生理 盐水 ，注 入离 心管 ，冻融 3次 。6 000 

r／rain离心 15 min，取上清液作AGID，按文献[81进 

行，中心孔加阳性血清，周围 6个孔中，1、4孔加诊 

断抗原 ，2、3、5、6孔加待测抗原 。 

判断标准为待测抗原孔和阳性血清之间形成的 

沉淀线与诊断抗原孔和阳性血清孔之间形成的沉淀 

线发生融合，判为阳性；其他情形均判为阴性。 

表 1 鸡感染 IBDV强毒株后法氏囊显微病理损伤的评 

分标准 

损伤记分 病理组织学特征 

滤泡没有任何损伤，皮质和髓质问界限清晰 

整个法氏囊结构正常，偶见滤泡的轻微坏死 

<5O 滤泡有严重的淋巴细胞缺失 

≥5O 滤泡有严重的淋巴细胞缺失 

仅残留滤泡的轮廓，结缔组织增生，包囊形成 

所有的滤泡结构消失，纤维组织形成 

2 结果 

2．1 依据法 氏囊眼观病变的评定标 准对疫苗免疫 

效力的评定结果 见表 2。 

2．2 法氏囊显微病理损伤 的评定结果及显微病理 

变化 见图 1和表 3。 

2．3 法 氏囊组织 中 IBDV抗原的检测结果 见表 

4。 

表 2 法氏囊眼观病 变的评定 结果 
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表 3 法氏囊显微 病理损 伤的评 分结果 和疫 苗的免 疫保护 

盎  

法氏囊显微病理损伤各级 

2．4 依据 3种评定方法和指标对每只试验鸡进行 

评定所获全部结果的比较 见表 5。 

组别 死亡 查!! 竺兰查 兰兰竺兰竺兰竺 竺 

表 4 法氏囊组织 中IBDV抗 原的琼脂免 疫扩散 试验 的检 测 

结 果 

注：I表示法氏囊眼观病变；Ⅱ表示法氏囊显微病理损伤评分 

Ⅲ表示法氏囊组织中IBDV抗原的检测；Y表示法氏囊肿大、色泽变 

黄、外表面有胶冻样炎性渗出物；z表示法氏囊眼观变化正常 

图 1 法氏囊组织学变化(100×) 图中数字表示组织学损伤评分。0分(D组)、1分(B组)、2分((‘组)、3分(E组)、4分 

(A组 )、5分 (E组 ) 

3 讨论 

在表 2中，D组鸡只法氏囊均正常，未见到肿 

大、变黄、胶冻样渗出物；而 E组，部分鸡只精神差、 

食欲减少，死亡 1只，每只鸡的法氏囊都出现肿大、 

变黄、胶冻样渗出物。这～结果表明，对试验鸡的攻 

毒剂量适当 ，免疫保护试验可成立 。因此，依据法氏 

囊眼观病变的评定标准 ，得到 A、B、C 3组 的免疫保 

护率分别为 90 、95 、95 ，结果是真实的。从 D 

组和E组的显微病理损伤的评分结果看，本次试验 

对鸡的攻毒剂量是适当的，免疫保护试验也可成立。 

那么，由此得到 的 A、B、C 3组的免疫保护率也是真 

实的。但从得分情况看，法氏囊的显微病理损伤程度 

是不 同的。在表 4中，D组 阴性 20只，E组阳性 20 

只，表明本次试验对鸡的攻毒剂量是适当的，免疫保 

护试验也可成立 。那么，由此得到的 A、B、C 3组的 

免疫保护率也是真实的。 

试验鸡 A3、A14、B7、C16、E1～E20法 氏囊 眼 

观病变明显肿大、变黄、外表有胶冻样渗出物，显微 

病理损伤评分为 3～5分，以 AGID检测法氏囊中 

IBDV抗原均为阳性；其他试验鸡，法氏囊无明显眼 

观异常病变，显微病理损伤评分均在 3分以下，以 
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AGID检测法氏囊中IBDV抗原均为阴性。结果表 

明，①这 3种评定方法和指标在本次 IBD疫苗的免 

疫保护试验评定上具有很好的一致性；②这 3种评 

定方法和指标在本次 IBD疫苗的免疫保 护试验评 

定上同时应用，相互印证，都具有很高的真实性。 

以这 3种方法和指标来评定 IBD疫苗免疫保 

护试验 ，至关重要的是 IBDV毒株毒力和攻毒剂量 

及试验鸡只。应选用 IBDV强毒株 ，不可选用超强毒 

株 ，因为超强毒株 的致病性和感染鸡出现 的病变与 

强毒株的有显著差异。攻毒剂量不适宜，偏高或偏 

低，会导致试验结果失真及试验失败。在该试验中， 

我们选用 IBDV强毒株 BC一6／85，使用由中国兽医 

药 品监察所推荐的攻毒剂量(1oo BID)，而 Shaw 

等[6 在他们的试验中选用 IBDV 强毒株 F52／70，攻 

毒剂量为 10 ～10 EID．。。试验鸡只应当选择 SPF 

鸡，非 SPF鸡由于带有 IBD母源抗体及其他不明的 

病原体或非病原体，这些因素会干扰疫苗在鸡体内 

的免疫应答反应 ，会 导致空 白对照组鸡 只对 IBDV 

强毒株敏感性的异常变化(增高或降低)，最终导致 

试验结果失真及试验失败。 
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