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摘 要：鸡新城疫是由新城疫病毒引起的鸡的一种急性、烈性、高度接触性传染病，是危害养禽业的最严重疫病之

一。控制新城疫最根本的措施是进行有效的疫苗接种，目前常用的疫苗是弱毒活疫苗和灭活疫苗，但二者在实际

应用中均存在一定的局限性。口服微球疫苗可以诱导较强的粘膜免疫；同时还能够诱导产生系统的体液免疫和细

胞免疫，已成为 FG 疫苗研究的热点。以壳聚糖为囊材，新城疫 H7 I?-7 抗原液为芯材，戊二醛为交联剂，制备出新

城疫壳聚糖微球疫苗，通过了实验室安全检验和效力检验。将新城疫壳聚糖微球疫苗与 H7 I?-7 活疫苗和新城疫油

乳剂灭活苗分别免疫 IJK 鸡，利用 L00、血凝抑制法（MN）和 5HNI) 等分别检测不同疫苗免疫后的细胞免疫、体液免

疫和粘膜免疫抗体 N+)，并在当免疫鸡 MN 抗体降到 #. 的情况下进行了攻毒试验。结果表明，新城疫壳聚糖微球疫

苗安全性好，免疫后可刺激机体产生较强的细胞免疫、体液免疫和局粘膜免疫，具有较好的保护作用。
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鸡新城疫（F1P>7,-21 A8,17,1，FG）是由新城疫病

毒（F1P>7,-21 A8,17,1 Q8D*,，FGR）引起的鸡的一种急

性、烈性、高度接触性传染病，是危害养禽业的最严

重疫病之一。控制新城疫最根本的措施是进行有效

的疫苗接种，目前常用的疫苗是弱毒活疫苗和油剂

灭活疫苗，但二者在实际应用中均存在一定的局限

性。油剂灭活疫苗通过注射免疫鸡体后能够产生高

水平的体液抗体，但不能有效阻止 FGR 经粘膜侵入

体内；FG 弱毒活疫苗虽然可以产生一定的粘膜免疫

和体液免疫，但受免疫方法和途径影响，且疫苗激发

机体产生的免疫水平通常较低。饮水免疫很容易造

成疫苗被消化道降解，导致疫苗吸收效率低，滴鼻点

眼也只能使疫苗在鼻腔内存在 /468:，不能激发较

高的粘膜免疫［/］，气雾免疫产生的粘膜免疫效果较

好，但容易诱导慢性呼吸道疫病，且弱毒活疫苗均不

能产生较高的血清抗体等。因此，研制出既能产生

较强的体液免疫抗体又能产生高效的局部粘膜免疫

的新型疫苗已成为 FG 疫苗研究的焦点。

壳聚糖是一种优良的天然载体，具有良好的生

物相容性和生物降解性，制备的微球（68>D?,SE1D1，
LI）具有控制释放、靶向作用等特点，已被广泛地用

作药物、酶等的载体［#，.］。国内外尚未有利用 FGR

进行微球疫苗研究的报告。本试验利用壳聚糖微球

做载体，以 H7 I?-7 为芯材，对 FGR 微球疫苗进行了

研制，并按照兽医生物制品规程对其免疫效果和常

规疫苗进行了比较试验。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试剂：壳聚糖脱乙酰度 ’$T，粘度 U /$$>S,；
#4T戊二醛水溶液 VW，石油醚（&$ ( ’$X），.&T乙酸

等试剂为分析纯，淋巴细胞分离液，均购自中国医药

集团 上 海 化 学 试 剂 公 司；L00，WJL/&!$ 培 养 基，

Y?:) 均购自 I8+67 公司。新城疫灭活疫苗，购自南

京天邦，批号为 #$$&$!；H7 I?-7 活疫苗，购自齐鲁动

物保健品厂，批号为 $&$4$$!。新城疫强毒 K!%5% 购

自中国兽药监察所；新城疫诊断抗原为自制［!］，M)
效价为 #/$；N+) 试剂盒由 V50MZH 生产。

!"!"# 实验动物：" 日龄 IJK 鸡由山东省农科院家

禽所 IJK 种鸡场提供。

!"!"$ #=4T壳聚糖 #T乙酸溶液的配制：称取壳聚

糖 4+ 分散于 /%%6H 灭菌蒸馏水中，在磁力搅拌下，

缓慢加入 /#6H .&T乙酸，继续搅拌 /$68:，静置 /E，

待气泡消去即可。



!"# 新城疫壳聚糖微球的制备

在壳聚糖乙酸溶液中加入 !"# 吐温$!%，磁力搅

拌下使其融解，再加入 &’(的戊二醛 &)%"#，快速搅

匀 &"*+（控制反应温度为 ’ , -%.），立即将壳聚糖

溶液倒入高速搅拌的 ’%%"# 液体石蜡中，经 -)’/ 微

球化后，倒人砂芯漏斗真空抽干，然后用石油醚洗涤

0 , ’ 次，无菌蒸馏水洗涤 0 , ’ 次，再次真空干燥得

空白微球［’，1］。将新城疫病毒加入稍高浓度的壳聚

糖乙酸溶液中混匀，按空白微球法制备微球疫苗，然

后加入一定量的处理好的 #2 3452 尿囊液，6.吸附

6!/ 后调整 78 值至 !)%，真空干燥。

取冻干微球疫苗 -%%!9，加入至 -%"# 78:)&;<3
中，加入适量胰酶处理，置 6.冰箱放置 :&/，取上清

液做 -% 倍系列稀释，取 -%= 6、-%= ’、-%= 1、-%= :共 6 个

稀释度各接种 -% 日龄 3;> 鸡胚 ’ 个，置 0:.温箱继

续孵化，弃去 &6/ 内死亡的鸡胚，此后每 1/ 照蛋一

次，及时将死亡鸡胚取出置 & , !.保存，至 -&%/ 将

鸡胚全部取出，逐个检测鸡胚尿囊液的 8? 效价，然

后按 @AAB$CDA+E/ 法计算 FGH’%。

!"$ 壳聚糖微球的粒径及形态观察

观察壳聚糖微球外观物理性状，将微球制片用

导电胶固定喷金，用扫描电镜观察微球；在带标尺的

光学显微镜下观察微球形状和分散性，选取有代表

性的区域，计数 6%% 个微球的粒径大小，用 3;33 软

件进行平均粒径、大小分布范围及正态分布曲线的

分析。

!"% 壳聚糖微球疫苗的安全性检验

将疫苗接种 6 周龄左右 3;> 鸡 -% 只，每只鸡口

服 -%%!9（-% 羽份），观察 0 周鸡只有无异常变化。

!"& 壳聚糖微球疫苗的免疫效果检测

将制备的新城疫壳聚糖微球疫苗（口服）、#2
3452 活疫苗（滴鼻、点眼）、#2 3452 油剂灭活疫苗（肌

肉注射）同等剂量（- 羽份）分别免疫 6% 只 0% 日龄

3;> 鸡，同时设 -% 只未免疫对照。

!"&"! 鸡细胞免疫功能检测：CII 法检测淋巴细胞

转化率，免疫组每组随机取 ! 只鸡，对照组取 & 只。

无菌心脏采血 ’"#，加肝素钠 %)’"#，加入 ’"# @C;G
-16% 培养基，混匀平分为 & 份。血样沿离心管壁轻

轻加于 6"# 淋巴细胞分离液上层，&%%%JK"*+ 离心

&%"*+，取中间白色淋巴细胞层，移入另一无菌离心

管，加 @C;G-16% 完全营养液 & , 0"#，吹散淋巴细

胞，&%%%JK"*+ 离心 &%"*+。淋巴细胞再用营养液洗

涤 & 遍，计数，调整细胞浓度为 6 L -%1 个K"#。取

@C;G-16% 完全营养液（含 M4+? &%!9K"#）加入 N1 孔

无菌细胞培养板中，再加淋巴 细 胞 液’%!#K孔，置

0:.，MO& 培 养 箱，培 养 66/ 后 取 出，加 入 ’"9K"#
CII -’!#K孔，继续培养 6/ 后取出，加 -%( 3H3$8M#
-%%!#K孔，继续培养 &/ 后取出，室温放置 ’"*+ 后，用

酶标仪测 !"’1%处的吸光值，计算各组的平均值［:］。

!"&"# 鸡血清抗体 G9P 检测：免疫后每周用常规 8G
方法检测血清中新城疫 G9P 抗体。

!"&"$ 哈德氏腺中 G9? 抗体检测：免疫后每周自免

疫组取下 & 只鸡的哈德氏腺，匀浆离心取上清。用

G9? 试剂盒检测哈德氏腺中新城疫 G9? 抗体。

!"&"% 气管中 G9? 抗体检测：免疫后每周自免疫组

取下 & 只鸡中段约 -E" 的气管，匀浆离心取上清。

用 G9? 试剂盒检测气管中新城疫 G9? 抗体。

!"&"& 免疫攻毒试验：为了检验不同疫苗免疫后所

产生的粘膜免疫对机体的保护力，选择在各免疫组

QH 血清抗体降至 &0 左右时随机取 -% 只鸡进行攻

毒，用 >6!F! 毒株 -%!FGH’% K%)-"#，口服 %)&"#K只，同

时设 ’ 只 3;> 鸡口服对照攻毒组，观察 -6B。

图 ! 壳聚糖微球的形态

>*9R - C4J7/4S49T 4U E/*54V2+ "*EJ4V7/AJAVR ?：3E2++*+9 ASAE5J4+

"*EJ4VE47A 7/4549J27/ 4U E/*54V2+ "*EJ4V7/AJAV（0%%% L ）；<：#*9/5

"*EJ4VE47A 7/4549J27/ 4U E/*54V2+ "*EJ4V7/AJAV（-%%% L ）R

# 结果

#"! 新城疫壳聚糖微球的制备结果

制备的新城疫壳聚糖微球疫苗 -%%!9 经以上处

理后接种鸡胚，逐个检测鸡胚尿囊液的 8? 效价，

8?! !S49& 判 为 阳 性。 按 @AAB$CDA+E/ 法 计 算

FGH’%，结果为 -)%! L -%1 FGH’% K"#，与 #2 3452 活疫苗

每羽份病毒含量一致。

#"# 壳聚糖微球形态观察

制备的壳聚糖微球为黄褐色微粒，在带标尺的

光学显微镜下观察微球形状和分散性，选取有代表

性的区域，计数 6%% 个微球的粒径，用 3;33 软件进

行平均粒径及正态分布曲线的分析：壳聚糖微球的

分布呈正态分布，& , -%!" 微球占 N6):(，微球平均

粒径为 ’)!0!"（图 -）。
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电子显微镜扫描显示，壳聚糖微球呈完整球形，

表面光滑无明显孔洞；通过空白壳聚糖微球与包载

!"# 抗原微球粒径大小比较结果表明，对微球表面

结构无明显影响，粒径大小基本无差异。

!"# 安全性检验结果

观察 $ 周，免疫鸡精神、采食、饮水及粪便均正

常，证实大剂量口服是安全的。

!"$ 血清抗体检测结果

表 % 为特异性血清抗体检测结果。用 &’&&%()*
对以上数值进行成对比较，结果 !" 微球疫苗组与

+, &-., 活疫苗组和新城疫油剂灭活疫苗组 . 值分别

为：/)/01、0)2$1 3 .（*)*%，%%）4 $)%*5，有极显著差异，说

明 !" 微球疫苗的免疫效果显著好于 +, &-., 活疫苗

组和新城疫油剂灭活疫苗组。

表 % 不同 &’ 疫苗免疫后各组鸡血清中 ()* 抗体效价（+,)!）

6,789 % :;< .=.9>? -@ !" =A .B9 ?9>CD -@ .B9 EB=EF9A ;>-CG? =DDCA=H9I J=.B I=@@9>9A. K,EE=A9 >9?G9E.=K98L（8-;(）

<>-CG
6=D9 G-?. =DDCA=H,.=-A

%M (M $M 0M 1M 5M NM /M 2M %*M %%M %(M

!" D=E>-?GB9>9 K,EE=A9 0)* 1)( /)( /)5 /)$ N)1 N)$ 5)2 5)5 5 1)1 1)N
+, &-., 8=K9 K,EE=A9 $)/ 0)1 1)5 1)N 1)1N 0)1 0)1 0)% $)N $)0 $)( $)$

:A,E.=K9I !"# K,EE=A9 $)( 1)1 5)/5 N)1 N)( N)% 5)/ 5)0 5)* 1)2 0)2 0)1
O-A.>-8 * * * * * * * * * * * *

!"- 淋巴细胞转化率

P66法检测各组淋巴细胞转化率，结果显示

（表 (），用 &’&&%()* 对以上数值进行成对比较，结果

!"微球疫苗组与其它各组的 . 值分别为：()0((、

()$N 和 ()/$2 3 .（*)*1，N）4 ()$51，有显著差异；+, &-.,

活疫苗组与新城疫油剂灭活疫苗组及对照组的 . 值

为 ()$($ 和 %)%%0 Q .（*)*1，N）4 ()$51，差异不显著，以

上结果显示壳聚糖具有增强 6 淋巴细胞免疫功能的

作用。

表 ! 不同疫苗免疫对 ./0 鸡淋巴细胞转化率的影响

6,789 ( R@@9E.? -A .B9 >,.9 -@ 8LDGB-EL.9 .>,A?@->D,.=-A -@ &’S EB=EF9A =A I=@@9>9A. K,EE=A9 ;>-CG?

<>-CG
6=D9 G-?. =DDCA=H,.=-A

%M (M $M 0M 5M /M %*M %(M

!" D=E>-?GB9>9 K,EE=A9 *)%$$ *)N1 *)(0 *)$5 *)$%/ *)$$ *)$*0 *)$$%
+, &-., 8=K9 K,EE=A9 *)%(( *)%0N *)%20 *)(% *)(*% *)(( *)(*$ *)(

:A,E.=K9I !"# K,EE=A9 *)%(1 *)12% *)(2N *)(2$ *)(12 *)(N1 *)(// *)(N
O-A.>-8 *)%*2 *)%/% *)(5( *)%5$ *)%5$ *)%0 *)%1/ *)%N

!"1 免疫鸡哈德氏腺中 &’2 ()3 抗体的动态变化

表 $ 为免疫鸡哈德氏腺中 !"# :;T 抗体的动态

变化。+, &-., 活疫苗组的哈德氏腺 :;T 抗体上升速

度在免疫后两周内较微球疫苗组略快，二者均在免

疫 $ 周后达最高峰，但微球疫苗组的抗体高于 +,
&-., 活疫苗组，且下降速度较慢，维持期较长，而新

城疫 油 剂 灭 活 疫 苗 基 本 不 产 生 粘 膜 抗 体。 用

&’&&%()* 对以上数值进行成对比较，结果微球疫苗

组与 +, &-., 活 疫 苗 组 的 . 值 为 ()(/% Q .（*)*1，N） 4
()$51，二者差异不显著，与新城疫油剂灭活疫苗组

的 . 值为 2)515 3 .（*)*%，N）4 ()/$1，差异显著。

表 # 不同 &’ 疫苗免疫后各组鸡哈德氏腺中 ()3 抗体效价

6,789 $ :;T .=.9>? -@ !" =A .B9 ;8,AI -@ U,>I9> -@ .B9 EB=EF9A ;>-CG? =DDCA=H9I J=.B I=@@9>9A. K,EE=A9 >9?G9E.=K98L

<>-CG
6=D9 G-?. =DDCA=H,.=-A

*M %M (M $M 0M 5M /M %*M %(M

!" D=E>-?GB9>9 K,EE=A9 *)*10 *)/1( %)10 ()$$ ()%N2 ()**5 %)2N %)55 %)((/
+, &-., 8=K9 K,EE=A9 *)*10 *)2N %)N$N ()%( %)2N/ %)5N% %)0$% %)((5 %)**%

:A,E.=K9I !"# K,EE=A9 *)*10 *)*5( *)*N$ *)*21 *)*15 *)*00 *)*5$ *)*1/ *)*12
O-A.>-8 *)*10 *)*10 *)*10 *)*10 *)*10 *)*10 *)*10 *)*10 *)*10

!"4 免疫鸡气管中 &’2 ()3 抗体的动态变化

免疫鸡气管中 !"# :;T 抗体的动态变化为表

0。+, &-., 活疫苗组在免疫后 ( 周即可达到最高值，

尽管微球疫苗组气管中 :;T 抗体在免疫后 $ 周达最

高峰，但其峰值比 +, &-., 高，且下降速度较慢，维持

期较长，而 !" 油剂灭活疫苗基本不产生粘膜抗体。

025 VUT: W-A;X8=A; !" #$ Y Z%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（(**N）0N（0）



用 !"!!#$%& 对以上数值进行成对比较，结果微球疫

苗组与 ’( !)*( 活疫苗组的 * 值为 #%++, - *（&%&.，/）0
$%,1.，微球疫苗组抗体略高于 ’( !)*( 活疫苗组，但

二者没有显著差异；微球疫苗组与 23 油剂灭活疫

苗组 的 * 值 为 4%/+5 6 *（&%&#，/） 0 $%+/.，二 者 差 异

显著。

表 ! 不同 "# 疫苗免疫后各组鸡气管中 $%& 抗体效价

7(89: 5 ;<= *>*:?@ )A 23 >B *C: *?(DC:( )A *C: DC>DE:B <?)FG@ >HHFB>I:J K>*C J>AA:?:B* L(DD>B: ?:@G:D*>L:9M

N?)FG
7>H: G)@* >HHFB>I(*>)B

&O #O $O ,O 5O 1O +O #&O #$O

23 H>D?)@GC:?: L(DD>B: &%&++ &%.+4 #%&$, #%&4. &%4/ &%4,1 &%+,4 &%11/ &%./
’( !)*( 9>L: L(DD>B: &%&++ &%/1/ #%&,. #%&$ &%451 &%// &%1#1 &%51# &%$.1

;B(D*>L:J 23P L(DD>B: &%&++ &%# &%&4. &%&+4 &%&/ &%&4+ &%&+/ &%&4# &%#,
Q)B*?)9 &%&++ &%&++ &%&++ &%&++ &%&++ &%&++ &%&++ &%&++ &%&++

’() 攻毒保护试验结果

攻毒保护试验结果表明，口服免疫新城疫壳聚

糖微球疫苗后产生了较强的粘膜免疫，导致口服攻

毒后病毒更难以侵入机体而发病。分述如下：!23
微球疫苗组，在攻毒后无一死亡，采食、饮水及精神

无异常，剖检气管、泄殖腔无出血，仅在十二指肠的

肠道淋巴滤泡密集区、盲肠扁桃体等部位有少量轻

微出血；"’( !)*( 活疫苗组，#& 只鸡有 # 只死亡，剖

检部分活鸡腺胃出血，肠道出血严重；#灭活新城疫

疫苗组，#& 只鸡有 , 只死亡，剖检部分活鸡腺胃出

血，肠道出血严重；$对照组，在攻毒后 $ R .J 内全

部死亡，病死鸡鸡冠紫黑，剖检为 23 典型病变：气

管、喉头出血、腺胃乳头间出血、腺胃周围脂肪出血、

十二指肠以至整个肠道黏膜、出血。

* 讨论

;<N、;<S 是鸡 23 体液免疫反应的重要抗体，分

泌型 ;<=（@;<=）是参与粘膜免疫反应的主要效应因

子。泪液是 @;<= 存在的主要效应部位［+，4］，哈德氏

腺是禽特有的局部免疫器官［#& R #$］。通过以上试验

证实：壳聚糖微球疫苗通过口服方式免疫后，可显著

增强 7 细胞的免疫效果，产生较强的体液免疫（血清

抗体）和局部的粘膜免疫。

23 油剂灭活疫苗可产生较高的血液循环抗体，

但在抵抗呼吸道和消化道病原感染的粘膜系统中却

有局限性，很难阻止病毒通过粘膜组织侵入动物体

内，且对已经进入细胞的病毒很难发挥作用；而传统

的活疫苗尽管产生一定的粘膜抗体，但产生的循环

抗体较低，维持期短。本研究中，尽管进行攻毒试验

时所有组别的鸡血清中的 23 抗体均降到 $,，但壳

聚糖微球疫苗组却表现出很好的保护率，其次是 ’(
!)*( 活疫苗组，最差的是 23 油剂灭活疫苗组，这是

由于不同疫苗免疫后所产生的粘膜免疫效果不同，

导致病毒通过消化道和呼吸道等途径侵入机体的难

易程度不同。这表明，壳聚糖微球疫苗不仅弥补了

油乳剂灭活疫苗和传统的活疫苗的不足，而且还能

够同时刺激机体产生高效而持久的全身免疫和局部

粘膜免疫。

壳聚糖微球疫苗中的壳聚糖具有免疫佐剂功能

和载体功能，可诱导小鼠脾细胞产生相当水平的 ;’T
$［#,］，增加肠道淋巴细胞中 ;<=、;<N 的水平［#5］，激活

补体，刺激巨噬细胞活化，增强吞噬能力，促进粘膜

中抗原递呈细胞对抗原的摄取［#.］，具有良好的开发

潜力。由于壳聚糖微球疫苗具有无毒、生物相容性

和可降解性，可改变和控制抗原的释放，提高抗原生

物利用度，以及增加抗原局部滞留性等优点［#1］，因

而是一种具有广阔应用前景的新型载体疫苗。尽管

如此，微球疫苗还处于实验阶段，其作用机理急待深

入研究，在制备工艺中如何减少各环节对病毒抗原

的破坏，延长抗原在体内控释时间等，仍需进行大量

的实验工作。
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