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摘要　以 SPF鸡抗新城疫病毒 ( NDV ) IgG为包被抗体 ( 5μg /m L) , 兔抗 NDV Vero细胞培养纯化毒 IgG为

第二抗体 ( 1∶ 200～ 600) , 酶标记羊抗兔 IgG ( 1∶ 5000) 为指示抗体建立间接夹心 ELISA, 检测实验免疫鸡、

攻毒鸡及现地免疫鸡口腔或泄殖腔外分泌物。结果表明: 新城疫无毒力 V4疫苗免疫后 2 d, 口腔内病毒抗原随

机检出率为 4 /10, 第 10天为 10 /10; 泄殖腔为 0～ 1 /10, 并持续 18 d以上。 滴鼻攻毒后 1 d, 口腔和泄殖腔内

病毒抗原检出率分别是 8 /10和 6 /10; 第 13天 , 泄殖腔内病毒抗原检出阴性。 NDV灭活疫苗免疫 60 d后攻毒 ,

第 2天有 7 /20口腔和 8 /20泄殖腔检出阳性 , 并一直到攻毒后第 14天。 非免疫对照鸡攻毒后第 3天直到死亡

时 , 口腔和泄殖腔均可检出病毒抗原。对各地临床上无任何症状的 NDV免疫鸡群检测发现 , 泄殖腔 NDV抗原

阳性率 0% ～ 9. 3% , 分离到 8株 NDV流行毒株 , 生物学试验证实这些毒株的毒力属中等毒力偏强或强毒。
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Abstract　 An indirect sandwich enzyme-linked immunoso rbent assay ( IS-ELISA) w as de-

scribed fo r detecting the v iral antig ens in the oral cavi ty o r /and clo aca of N DV infected chicken

by using the antibody ( 5μg /mL) o f SPF chicken against N DV as captor, the antiserum ( 1∶ 200

～ 600) of rabbi t anti-puri fied NDV reproduced w ith Vero cel l as the second antibody , and the

goa t anti-rabbit IgG ( 1∶ 5000) conjugated w ith peroxidase as indicator. The po si tiv e ra te of the

v iral antig en in the cavi ty w as 4 /10; but low er ( 0～ 1 /10) in the cloaca a t the second day post-

vaccination wi th av irulent N DV 4 , and lasted 18 day s. Whi le the immunized chicken was droped

in nosal route, the protectiv e ef ficiency w as 100% . The vi ral antigens in the o ral cavity and clo a-

ca w ere posi tiv e a t 8 /10 and 6 /10 respectiv ely , but eliminated at only 13 day s po st-challenged

in the o ral cloaca. Fo r 60 day immunized chicken wi th N DV oi l emulsion of inactiv ed vaccine,

the posi tiv e rate of v iral antig en in the o ral cavi ty and cloaca w as 7 /20 and 8 /20 respectiv ely at

the second day post-challenged, and lasted 14 days. But the non-immunized chicken w as po sitiv e

f rom the fi rst day detecting to dead . The vi ral antig en in the cloaca f rom several chicken farms

in dif ferent a reas w as posi tiv e ranging f rom 0% to 9. 3% by IS ELISA, and eight strains of

NDV were isolated and distinguished. The biolog ical studies show ed thei r v irulences belonging

to mesogenic o r v elo genic st rains.
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　　鸡新城疫 ( ND)始终是困绕我国养鸡业发展的一

种高度接触性传染病 ,危害很大。对 ND的防制一直

受到各级部门及养殖者的高度重视 ,虽然各类型疫苗

的普遍长期使用遏制了 ND的爆发流行 ,但在全国范

围的免疫鸡群内仍不断发生非典型 ND, 临床表现及

病理变化与早期的 ND典型症状明显不同 ,出现了新

的特点 , 新的规律和新的变化 , 持续周期长 , 发病率
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及死亡率并有逐年上升的趋势。

对非典型 ND的发生原因 ,国内专家学者有不同

的看法。在排除疫苗本身质量 , 保管运输环节可能存

在的偶发因素外 ,概括起来还有: 雏鸡高母源抗体的

干扰 ; 免疫接种程序和方法不当 ; 其它疫病或 /和疾

病的干扰 ; 营养不良 ; 恶劣的环境因素等。但对引发

非典型 ND的根本原因—— ND流行野毒本身却缺

乏应有的认识和研究。 本文通过对实验免疫和攻毒

鸡 , 以及现地免疫鸡群外分泌物中病毒抗原的检测 ,

旨在说明新城疫流行野毒能够在免疫鸡群长期持续

存在这一事实 , 并提出新的防制方法供同行商榷。

1　材料和方法

1. 1　种毒和疫苗

NDV4冻干疫苗由哈尔滨兽医研究所制备 ,

EID50为 109 /0. 1 mL, HA效价为 22 ; ND油乳剂灭活

疫苗采用常规方法制备 , 内水相 NDV 4 HA效价为

22; F48 E7强毒由中国兽药监察所提供 ,对雏鸡最小致

死量为 107 /0. 1 mL, 分装后于- 20℃冻存。

1. 2　试验材料

某种鸡场提供的伊沙雏公鸡 ,饲养于负压隔离器

中 , 免疫时和攻毒前后分别测定 HI抗体效价。非免

疫鸡胚由郊区鸡场提供。 SPF鸡抗 NDV标准阳性血

清的制备参阅文献 [1 ]。

1. 3　试验鸡外分泌物的采集和处理

1. 3. 1　新城疫 V 4免疫组　 NDV4冻干疫苗经灭菌

生理盐水适当稀释 ,用定量滴管直接送入鸡食道下部

0. 5 mL, 免疫接种 35只母源抗体为零的 50日龄鸡 ,

每只鸡接种常规免疫剂量 2. 5× 106
EID50。 免疫后第

2天开始采样 , 隔日随机采样 10只鸡 , 直到第 18 d,

共 9次。此为第Ⅰ 组。

1. 3. 2　 NDV4免疫鸡攻毒组　 NDV4免疫后第 21

天 , 使用 NDV F48 E7 滴鼻攻毒 , 每只鸡剂量为

105 ELD50× 50μL。攻毒后第 1 d开始 ,隔日随机取 10

只鸡采样 , 直到第 13天 , 共 7次。 此为第Ⅱ组。

1. 3. 3　 NDV灭活苗免疫鸡攻毒组　取 12日龄雏鸡

40只 , 每只皮下注射 NDV灭活苗 0. 2 mL, 免疫后

2个月 ,用强毒 F48 E7滴鼻攻毒 ,剂量同上。在攻毒后

第 1天开始 , 隔日取 20只鸡采样 , 直到第 13天 , 共

7次 , 此为第Ⅲ组。

1. 3. 4　非免疫鸡攻毒对照组　取 12只 35日龄抗体

阴性雏鸡 ,用上述剂量滴鼻攻毒后作为对照。在攻毒

后第 1天开始 , 隔日逐只鸡采样 , 直到死亡 , 共采 4

次。此为第Ⅳ组。

1. 3. 5　样品处理　每次采样用无菌棉试子分别沾取

口腔和泄殖腔样品放入 1 mL盐水内 , 测定前至少冻

融 1次 , 离心取上清待测。口腔和泄殖腔阴性对照样

品在免疫前采集 , 各 35份。

1. 4　现地鸡群泄殖腔样品的采集和处理

泄殖腔样品取自国内不同地区的 9个鸡场

的蛋种鸡 , 共 1 056份 , 直接放入灭菌的小瓶中

低温保存并立即送往实验室 ,然后加入含有青霉

素 1000 IU /m L和链霉素 1000μG /mL的生理盐水 1

mL, - 20℃冻存。测定前融化 , 离心取上清。采样的

同时 ,随机采血分离血清 ,采用 β -微量法测定各鸡群

的 HI抗体。

1. 5　检测方法

采用双抗体间接夹心 ELISA , 以方阵法测

定各抗体的最佳使用浓度 , SPF鸡抗 NDV、 IgG为

5μG /mL, 兔抗 Vero细胞培养提纯病毒阳性血清为

1∶ 200～ 600稀释 , 酶标记羊抗兔 IgG为 1∶ 5 000

稀释 , 具体的操作程序参阅文献 [1]。 ELISA阳性临

界值的确定参阅文献 [2 ]。

1. 6　现地鸡群 NDV的分离和鉴定

选出 ELISA阳性的泄殖腔上清样品 , 于 4℃放

置 6 h, 每个样品接种 5只 9日龄非免疫鸡胚 , 逐只

收集接种 24 h后的死胚尿囊液 ,无菌检验 ,用 β -微量

法测定血凝价 ( HA)。用 SPF鸡抗 NDV标准阳性血

清进行病毒的特异性鉴定。病毒对鸡胚的最小致死剂

量 ( M LD) 和平均致死时间 ( MD T) 测定采用常规

方法 [3 ]。

2　结果

2. 1　免疫感染鸡血清 HI抗体的变化

NDV 4免疫后 7d,雏鸡开始产生抗体 ,滴鼻攻毒

时 HI抗体平均值为 24. 8 ,攻毒后 7d HI升至 29. 75 ,第

14天时达 210以上 , 全部健活。第Ⅲ组灭活苗免疫时

HI抗体为 22. 75 , 7d后 HI抗体开始上升 , 第 60天攻

毒时 HI抗体分布在 2
3～ 7
之间 , 滴鼻攻毒后 12 d HI

抗体升至 2
7～ 11

,免疫鸡全部健活。12只非免疫对照鸡

攻毒后第 3天死亡 2只 , 第 6天死亡 6只 , 第 8天死

亡 4只。 剖检为典型 ND病变。

2. 2　试验鸡外分泌物中病毒抗原的检测

首先以免疫前采集的口腔、 泄殖腔样品各 35份

为阴性对照 ,确定阳性结果临界值。以待检样品平均

OD值≥阴性对照平均 OD值+ 2. 2标准差者判为阳

性。

　　检测结果见表 1, NDV4免疫后第 2天就从鸡口

腔检出 4 /10的病毒抗原 , 第 6天、 第 8天时分别下

降至 1 /10和 2 /10, 到第 10天又升至 10 /10, 并一直
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持续到第 18天。表明 NDV4在雏鸡气管处增殖有一

个过程 ,当饲养环境充满 NDV4时 , V4就可在鸡气管

处长期持续存在。造成这种现象的原因可能与封闭式

的隔离器饲养 , 较高的鸡群密度和 V4病毒的耐热特

性使病毒长期存活于隔离器内有关 ,使病毒反复感染

免疫鸡的呼吸系统。相反 , 泄殖腔中病毒抗原检出率

一直较低 , 仅为 1 /10, 这可能 与免疫鸡一次性接受

的病毒量较低有关 ,这已得到有关试验证实
[ 4]
。V 4免

疫鸡在攻毒后第 1天就可从 8 /10口腔和 6 /10泄殖

腔中查到病毒抗原 , 至第 7天达到高峰后逐渐降低。

在第 13天时泄殖腔中即查不到病毒抗原 , 但仍能从

7 /10口腔中查到。说明 V4免疫鸡能很快清除强毒在

鸡肠道中的存在 ,但不能完全抑制强毒的复制。口腔

中较高的病毒抗原检出率可能与鸡群中普通存

在的 V4病毒有关。 第Ⅲ组灭活苗免疫鸡攻毒后第 1

天 7 /20口腔和 8 /20泄殖腔检出阳性 ,并一直持续到

攻毒后第 14天 , 仍能检出病毒抗原。说明灭活苗免

疫鸡不能有效的清除强毒在鸡口腔和泄殖腔内的存

在 ,非免疫对照鸡攻毒后第 1天就可从口腔、泄殖腔

中查到病毒抗原 , 并一直持续到死亡。

2. 3　现地鸡群泄殖腔中病毒抗原的检测

据调查 ,各采样鸡群在临床上表现正常 ,全期未

曾发生非典型 ND, 并已分别有 2～ 10个月的正常产

蛋记录 , 种蛋孵化率正常。在开产前 2周～ 4周均用

NDV油乳苗注射免疫 , 其中除 E鸡场为新建场地 ,

从未使用过 NDVⅠ系疫苗外 , 其它鸡场均已有数年

以上的养鸡和曾发生非典型 ND的历史 ,并多年使用

NDVⅠ 系疫苗。本研究从 9个鸡场共采集泄殖腔样

品 1 056份 , 病毒抗原阳性总检出率约为 4. 0%。各

鸡场的阳性检出率如表 2, 从表 2可看出 , 各鸡群的

HI抗体滴度随鸡龄增加呈明显下降趋势 , 离散度也

增加 , 但与病毒抗原的阳性检出率无明显相关性。而

阳性检出率却与饲养方式直接相关 , 平养的 C和 F

鸡群阳性率明显偏高 , 而其他笼养鸡群却较低。
表 1　试验鸡外分泌物中病毒抗原的检测结果

Table 1　 Number of viral antigens in the oral and cloaca of

chekens used in the trials

采样次数

No.

Sampling

病毒抗原阳性数*

Number of chickens with v ira l antigens positive

口　腔 Oral cavit y 泄殖腔 Cloaca

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

1 4 /10 8/ 10 7 /20 3/ 12 0 /10 6 /10 8 /20 11 /12

2 6 /10 6/ 10 20 /20 8/ 10 1 /10 7 /10 20/ 20 10 /10

3 1 /10 8/ 10 20 /20 10 /10 0 /10 5 /10 15/ 20 10 /10

4 2 /10 9/ 10 11 /20 4 /4 0 /10 10 /10 18/ 20 4 /4

5 10 /10 4/ 10 10 /20 - 1 /10 5 /10 16/ 20 -

6 9 /10 4/ 10 14 /20 - 0 /10 3 /10 19/ 20 -

7 9 /10 7/ 10 9 /20 - 1 /10 0 /10 12/ 20 -

8 10 /10 - - - 1 /10 - - -

9 10 /10 - - - 1 /10 - - -

* 分母为试验鸡数 The denomi nat ors are numbe r o f chickens used in the tr ia ls.

2. 4　病毒的分离和鉴定

基于本研究目的是分离代表各免疫鸡群的病毒

并测定它的毒力 ,因此为提高病毒分离的成功率 ,本

试验将 ELISA检测的阳性样品等量混合后再接种敏

感鸡胚 ,结果如表 2,除 E鸡群未进行病毒分离外 ,其

他鸡群均分离到病毒 , SPF鸡抗 NDV标准阳性血清

能特异抑制各病毒分离物的血凝性 ,证实各分离物为

NDV。 各分离病毒对敏感鸡胚的平均致死时间处于

41. 9 h～ 68. 6 h之间 , 根据 NDV的毒力标准 ( 30 h

～ 60 h为强毒株 , 60 h～ 90 h为中等毒力株 ) 判定 ,

这些毒力主要为中等毒力偏强和强毒株。

表 2　各鸡场病毒检出率和分离结果

Table 2　 Detection and isolation of newcastle disease virus ( NDV ) f rom nine

chicken farms

鸡　场
Chicken
farm

周　龄
Age

( w eek)

HI

( log 2)

样品数
No.

samples

阳性数

No.
posi tive
chickens

检出率 Rate
of NDN
chick ens

(% )

HA

( log 2)

M LD

( lg 10)

MD T

A 20 8～ 11 100 6 6 8 6. 8 68. 6

B 75 3～ 8 90 4 4. 4 4 7. 5 54. 0

C 70 2～ 8 150 14 9. 3 6 6. 5 61. 6

D 43 7～ 10 225 5 2. 2 5 7. 0 64. 8

E 61 5～ 10 135 0 0 * - -

F 26 7～ 11 60 5 8. 3 7 7. 2 60. 8

G 31 7～ 11 100 3 3 6 7. 6 41. 9

H 62 4～ 8 100 3 3 6 7. 0 51. 2

I 52 4～ 10 96 2 2. 1 6 7. 2 54. 6

* 　未进行病毒分离 The is olation of vi rus h asnt been done.

3　讨论

　　目前在我国非典型 ND的发生已

是普遍现象 , 有关非典型 ND发生的

流行病学研究也时有报道 [ 5, 6]。

　　对实验室内 NDV弱毒苗免疫鸡

和攻毒鸡、 NDV油乳苗免疫攻毒鸡以

及非免疫攻毒鸡外分泌物中病毒抗原

的检测表明 , NDV强毒可以在免疫鸡

机体内长期持续存在 , 此为非典型

ND的发生提供了必备的条件。同时

也能看到 , NDV弱毒苗免疫鸡能很快

清除强毒感染 , 而灭活苗却不能 , 充
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分说明了局部免疫在消除和防制非典型 ND中具有

重要的作用。

选择临床上 NDV灭活苗免疫的蛋种鸡开展流

行野毒的流行病学调查有其内在的原因 ,在目前尚无

可靠的快速鉴定 NDV强弱毒的有效办法条件下
[ 7]

,

主要目的还是为了尽量避免疫苗病毒对检测和分离

结果的干扰。已有报告 [ 8]指出 , NDV弱毒苗免疫鸡泄

殖腔不会检测到病毒抗原 , 我们的结果也说明 NDV

弱毒苗免疫鸡泄殖腔即使有病毒抗原存在 ,其检出率

也很低 ( 1 /10)。而 NDV强毒实验感染鸡泄殖腔却有

100%的病毒抗原检出率 , 因此 , 对现地蛋种鸡群泄

殖腔的阳性检出结果 , 客观上可以认为是 NDV流行

野毒所致。

本研究从 9个临床上健康的免疫鸡群分离出 8

株 NDV流行野毒 , 说明 NDV野毒在各地区免疫鸡

群内的污染已相当严重。毒力测定表明 ,这些分离株

对鸡胚的平均致死时间为 41. 9 h～ 68. 6 h,属于中等

毒力偏强 ,而又比标准强毒偏弱的毒株。出现如此毒

力 , 数量又众多的 NDV野毒源的原因? 可能是一

NDV自身的特性 , 它众多的自然宿主使 NDV能够

快速扩散 ; 二是饲养管理体制的问题 ,对饲养环境的

保护重视不够 ,缺乏有效的防疫隔离措施 ,致使 NDV

野毒污染日益严重 ; 三是本文提出的有关 NDVⅠ系

疫苗的使用问题 , 这也是长期被人们忽视的一个问

题。NDVⅠ系疫苗株为中等毒力 ,在我国大规模应用

已达 20年。 从生物进化的角度讲 , 所有生物都是在

与外界环境相互作用过程中向着适于自己生存的方

向不断演变 ,以求与环境或宿主达到某种平衡 ,长期

存在 , NDV也不例外。早在 1984年以前已有报告 [9 ]

指出 , NDV病毒株是一个异质性群体 ,通过蚀斑技术

发现同一病毒株可以形成大小不一 ,蚀斑类型也不同

的新病毒株 ,表现出对宿主的致病力差异很大 ,并处

于不断的演变之中。可以预料 , 在国内 NDV免疫普

遍且强大的免疫压力下 , 由异质性群体构成的 NDV

Ⅰ 系疫苗 ,在机体内会向着不同的方向演变 ,那些毒

力较弱且繁殖能力差的个体在免疫压力下很快被机

体清除 ,临床上表现出疫苗免疫效力下降和持续期明

显缩短。其余那些毒力较强且繁殖能力也强的个体在

与免疫压力的斗争中会有部分能够突破机体的防御

得以生存 , 继续进化 , 表现出更能适于机体生存 , 毒

力较原始毒株也有所增强且更具多变性 ,最终达到与

较高免疫水平相平衡的状态 ,使这些毒株能长期持久

地存在于免疫鸡群中 ,而一旦鸡群受到应激或其他因

素干扰致使鸡群体质或免疫水平下降时 ,这些潜伏的

毒株就会大量增殖 , 突破机体的防御系统 , 临床上表

现出非典型 ND。如此循环 , 必然导致饲养和自然环

境中这些新毒株在数量上和毒力上都有明显的提高

逐步演变成流行野毒 ,此时也相应要求免疫鸡群的免

疫水平也要不断提高 ,才能抵御这些毒株的侵袭 ,否

则非典型 ND的发生就不可避免。可以说目前国内非

典型 ND的不断发生 ,强度不断增大的根本原因主要

源于此。当然 ,如能在核苷酸水平上阐明 NDVⅠ 系疫

苗株与目前免疫鸡群流行野毒的遗传相关性 ,将对非

典型 ND的防制具有重大的现实意义。

根据研究结果和推断 ,对非典型 ND的防制需要

制订一个长远的规划和全国协调一致 ,具体来讲就是

分二步走。 首先就是停止使用 NDV中等毒力疫苗 ,

用缓发性疫苗和油乳苗联合应用 ,或寻找免疫效果相

当的替代疫苗 , 虽然这样作会增加防疫费用 ,但从长

远来看是值得的。 目前我们正在这方面做有益的尝

试 ,也获得了较好的结果。其次视国内非典型 ND防

制现状 ,即根据采取第一步措施的效果 ,决定何时停

止使用缓发性疫茵 , 用无毒力疫苗取而代之。彻底杜

绝任何可演变成野毒的疫苗株的使用 ,最终达到净化

环境的目的。
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