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年版三

部#"以下简称为-中国兽药典."#$# 年版三部#已

于 "#$# 年 $" 月 "' 日由农业部公告第 $2"$ 号颁

布!并于 "#$$ 年 ' 月 $ 日起施行& 在贯彻执行

"#$# 年版-中国兽药典. +外源病毒检验法,过程

中!非禽源细胞及其制品的外源病毒检验一直是困

扰各兽用生物制品生产企业检验人员的难点内容!

为帮助企业检验人员理解和掌握相关内容!本文结

合实际检验工作!对非禽源细胞及其制品外源病毒

检验法进行了梳理和解读!为规范非禽源外源病毒

检验工作提供了参考&

;<(中国兽药典)=K;K 年版三部非禽源细胞及其

制品外源病毒检验的新变化!; O="

$,$!明确了外源病毒检验时细胞种类的选择原则

!与-中国兽药典."##2 年版三部相比!-中国兽药

典."#$# 年版三部明确了检测时应选择的细胞种

类!即每一种样品应至少接种 " 种细胞$一种为绿

猴肾"fOZB#传代细胞!为所有制品外源病毒必选细

胞!另一种为疫苗靶动物的细胞"胚胎细胞或新生

动物细胞#或细胞系& 在非禽源外源病毒检验时一
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般可采用规定的 " 种细胞进行检验& 但在具体检

验时!往往都需要采用 " 种以上的细胞进行检验&

例如在荧光抗体检测时需要选择该病毒最敏感的

细胞或细胞系"病毒敏感可能是规定的 " 种细胞之

外#进行培养!才能保证外源病毒污染检出的可能

性最大& 因此!针对某个具体的样品在检验时应选

择几种细胞!应在-中国兽药典."#$# 年版三部规定

的细胞选择原则基础上!再依据具体情况灵活掌握&

$,"!明确了应接种检测样品的剂量!与-中国兽

药典."##2 年版三部相比!-中国兽药典."#$# 年版

三部明确应接种到选择的细胞单层或敏感动物的

已处理样品"用特异性血清中和或其他方法#的最

少剂量!即至少 $,# <̂ "疫苗制品至少含 $# 头

份#!增加了检验的可操作性&

$,%!明确了样品接种后细胞的最少培养时间和最

少继代次数!与-中国兽药典. "##2 年版三部相

比!-中国兽药典."#$# 年版三部明确规定了样品

接种细胞后总培养时间应不少于 $& A!培养期间应

至少继代 $ 次!在满足总原则的基础上!规定了采

用不同方法最终检验时所用的细胞应培养的最少时

间!即荧光抗体检查法使用的细胞应培养 2 (' A!致

细胞病变和红细胞吸附性外源病毒检验使用的细

胞应至少培养 ' A!从而解决了 "##2 年版-中国兽

药典.实施时对该条款理解和执行上的偏差& 鉴于

以上原则和要求!外源病毒检验时采用传代细胞应

该是首选!但具体的细胞传代过程"培养时间)传代

次数#应根据细胞的生长特性而定&

$,&!调整明晰了非禽源外源病毒检验三种检验方

法的层次关系!"#$# 年版-中国兽药典.三部将

"##2 年版-中国兽药典.三部中+致细胞病变检查

法和红细胞吸附性外源病毒检验,一项拆分为两个

并列的检验项目!保留了荧光抗体检查法!删除了

+绿猴肾"fOZB#传代细胞检查法,! 而在细胞选择

项中明确了 fOZB细胞为必选细胞!使得非禽源外

源病毒检验的层次关系更趋清晰!避免了检验项目

间的交叉!便于理解和执行&

$,2!调整了荧光抗体检测法每种细胞应选择的荧

光抗体类别!与-中国兽药典. "##2 年版三部相

比!-中国兽药典."#$# 年版三部规定牛病毒性腹

泻病毒"Hf4f#为所有细胞及其制品均应检验的

病毒!犬源细胞增加了犬细小病毒"+3f#的检验!

猪源细胞删除了伪狂犬病毒"3*f#的检验!原因为

3*f具有泛嗜性!能在多种组织细胞内繁殖并产生

明显细胞病变!特别在猪肾细胞及其细胞系上很敏

感!可通过致细胞病变检查法检出!减少了检验的

重复&

$,.!调整了红细胞吸附性外源病毒检验中所使用

红细胞的类别!与 "##2 年版-中国兽药典.相比!

"#$# 年版-中国兽药典.中红细胞吸附外源病毒检

验用红细胞的数量由原来的 % 种减少为 " 种!删除

了人+g,型红细胞成分!保留了豚鼠红细胞和鸡红

细胞&

=<(中国兽药典)=K;K 年版三部非禽源细胞及其

制品外源病毒检验关键点解析

",$!样品处理!待检样品必须以适当方法进行处

理!可以分为四种情况$"$#对毒种或活疫苗进行检

验时!样品应取 " (% 瓶混合后!用特异性抗血清进

行中和"特异性血清使用前应经灭活处理#%""#对

细胞进行检验时!应进行 % 次冻融" /'# a#处理%

"%#如果特异性抗血清不能完全中和病毒样品!可

采用效价更高的抗血清重做!也可以将样品接种使

用对象动物!接种剂量应满足 $," 项要求!然后采

用测特定病毒的抗体"中和试验);̂I10等#或抗原

"3+*)_0或I_0等#的方法进行结果判定%"&#如

待检样品不感染选用的细胞或不使选用的细胞产生

细胞病变且不引起红细胞吸附时!可不用血清中和&

","!细胞的选择!应符合 $,$ 项& 非禽源细胞及

其制品外源病毒检验法选用的细胞列表见表 $&

表 ;<不同非禽源细胞及其制品外源

病毒检验法选用的细胞

制苗用非禽源细胞来源或疫苗靶动物 选用细胞

所有靶动物 fOZB

猪 3R$2 或 1[

牛 P4HR或牛睾丸细胞

绵羊和山羊 绵羊睾丸细胞

犬 P4+R)+*_R或_-$

马 马源敏感细胞

",%!疫苗接种与培养!应符合 $,")$,% 项和 ",$

项& 在进行细胞传代时!应将上一代细胞培养物

/'# a冻融三次!然后 $### 8离心 $# <>7!取上清液

接种新的相应细胞单层"剩余的上清液应置/'# a保

存#!每次继代均应设立正常细胞对照& 最后一次

继代的细胞单层数量)面积和培养时间应符合荧光

抗体检查法)致细胞病变检查法和红细胞吸附性外

源病毒检验的要求&

*:&*
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",&!检查方法

",&,$!荧光抗体检查法!荧光抗体检查法为检测

特定病毒的方法!应选择该病毒的最敏感细胞进行

病毒增殖和检测!同时设立病毒阳性对照和细胞对

照& 通常用 -#9的冷丙酮进行细胞固定!可选择直

接免疫荧光或间接免疫荧光检查法进行检测& 结

果判定$当阳性对照出现特异性荧光!细胞对照无

荧光时!如果被检样品出现荧光!判为不合格& 如

果阳性对照组荧光不明显!或者正常细胞出现荧

光!判为无结果!应重检& "#$# 年版-中国兽药典.

采用荧光抗体检查法所要求检测的外源性病毒的

敏感细胞和阳性对照参考毒株见表 "&

表 =<荧光抗体检查法选择的细胞及阳性对照参考毒株

制苗细胞来源或

疫苗靶动物

待检外源

病毒
选用细胞 阳性对照参考毒株

所有靶动物 Hf4f P4HR或牛睾丸细胞 0f.:)0f.'

猪
33f 3R$2 或 1[ 0f%#)0f%$

+1_f 3R$2 或 1[ 0f.2

牛)绵羊和山羊 H[f fOZB或绵羊睾丸细胞 )

犬
*f fOZB或HMR +f1 /$$ 株

+3f +*_R或_-$ +3f/44株

马源细胞 ;I0f fOZB或驴白细胞 0f$#:)0f$$#

",&,"!致细胞病变检查法$%%

!选用细胞见表 $!

应设立细胞对照& 通常用姬姆萨染色来检验外源

病毒引起的细胞病变!该方法可对 450和 *50核

蛋白进行鉴别染色!其中450核蛋白为紫红色!而

*50核蛋白染为蓝色& 用显微镜检查单层细胞!观

察包涵体)巨细胞数量异常和其他由病毒引起的细

胞病变是否存在& 接种的单层细胞与细胞对照相

比较!如发现外源性病毒引起的特异性病变!判为

不合格&

",&,%!红细胞吸附性外源病毒检验$%%

!选用细胞

见表 $!应设细胞对照& 通常用其第二代的单层细

胞来做!常在 "2 D<

" 塑料瓶中培养!检测时可向每

一细胞培养瓶中加入 2 <̂ #,"9的豚鼠红细胞和

鸡红细胞的等量混合物!将培养瓶同时在 " (- a

和 "# ("2 a 放置 %# <>7!然后用无钙镁离子的

3H1"可防止大部分非特异性吸附现象#洗涤 " (%

次!可用肉眼"如利用照明手套式无菌箱#或 %# (

.# 倍显微镜检查吸附情况& 如发现外源性病毒引

起的特异性红细胞吸附!则判为不合格& 常见的能

产生血凝现象的动物病毒及红细胞见表 %&

表 ><产生血凝现象的常见动物

病毒及红细胞!I"

病毒名称 产生血凝的红细胞
产生红细胞吸附

最适温度

正粘病毒 鸡)人)豚鼠 & (%'a!最适 ""a

副粘病毒 鸡)豚鼠)人或猴 & (%'a

黄病毒 鹅)鸡)母绵羊
&a或 %'a!

VM.,& (',#

腺病毒 猴)大鼠 %'a

呼肠孤病毒 人)牛 &a

弹状病毒 鹅 &a

冠状病毒 鸡)大鼠)小鼠 &a

细小病毒 豚鼠)猪)$ 日龄鸡雏 &a

杯状病毒"兔出

血症病毒#

人 &a (%'a

痘病毒
%#9 (2#9的

鸡呈阳性

""a (%'a!

最适 %'a

小*50病毒"主要指

其中的肠道病毒#

人

><讨论与建议

%,$!非禽源细胞及其制品外源病毒检验时的细胞

选择!适宜的细胞选择是检出可能污染的外源病

毒的基础& gI;-陆生动物诊断试验和疫苗手册.

"哺乳动物)禽鸟与蜜蜂#) 欧洲药典)美国兽用生

物制品质量标准"$::&#等均将基础种子细胞和毒

种外源病毒检验时需要使用的检验细胞种类作了

明确规定'%!2 /'(

!而在 "#$# 年版及之前的-中国兽

药典.中毒种)细胞与其制品的外源病毒检验时规

定的需要选择的细胞相同!在实际操作中可能存在

一定的缺陷和不足& 按照-中国兽药典."#$# 年版

三部现行规定!对毒种和待检细胞进行外源病毒检

测时!仅选择fOZB和疫苗靶动物来源的两类细胞!

不能全面地检出潜在的其他病原& 如对细胞的外

源病毒检验而言!可能因为没有选择来自细胞来源

动物的其他细胞!可能无法检出来自细胞来源动物

的一些外源病毒污染%对种毒而言!若毒种采用非

使用对象动物细胞培养!可能无法检出来自毒种增

殖所用细胞来源动物的一些病原& 因此!建议在

"#$2 年版-中国兽药典.编纂时!应明确并完善对

毒种)细胞以及细胞制品进行外源病毒检验时应当

选择哪些细胞的详细规定"针对非特定病毒的检测

部分#!并同时修订附录 %. +生产用细胞标准,的

*#2*
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+外源病毒检验,相关内容& 也可考虑将中华人民

共和国农业部 .-% 号公告中+生产用细胞系,和+基

础种毒,的外源病毒检测相关规定在-中国兽药

典.附录中独立成章 !规定其他细胞和毒种的外源

病毒检验参照基础细胞和基础种毒的外源病毒检

测执行!而将现行-中国兽药典.附录中的+外源病

毒检验,限定在成品检验使用!从而可切实提高疫

苗生产企业或科研机构应对基础细胞和基础种毒

的外源病毒检验力度!转变目前我国+重成品检验!

轻基础细胞和种毒检验,的不良倾向&

%,"!个别特殊产品的外源病毒检测!-中国兽药

典."#$# 年版三部中主要有三类特殊产品的外源

病毒检测容易引起检验人员的困惑& 一是采用禽

源材料制备的非禽用活疫苗"如伪狂犬活疫苗#该

按禽源还是非禽源外源病毒检验方法进行检验的

问题& 考虑到中华人民共和国农业部 .-% 号公告

-兽用生物制品生产用细胞系试验指导原则.中已

规定了基础种毒和基础细胞的系统鉴定方法!因成

品使用对象为猪)牛和绵羊!建议该产品外源病毒

检验可按非禽源细胞及其制品外源病毒检验方法

执行& 二是采用非禽源非靶动物细胞生产的非禽

用活疫苗!如狂犬活疫苗"fOZB细胞#)猪繁殖与呼

吸综合征活疫苗"P=ZD/$&2 细胞#等& 此类产品

在进行外源病毒检测时!建议参考文献'%(的细胞选

择原则! 除-中国兽药典."#$#年版三部中规定的细

胞外!增加制造产品用的动物传代或原代细胞& 以

猪繁殖与呼吸综合征活疫苗为例!外源病毒检测时!

除选用fOZB) P4HR或牛睾丸细胞"用于荧光检查

法检测Hf4f#)1[或3R$2 外!还应增加P=ZD/$&2

进行致细胞病变检查和红细胞吸附性外源病毒检

查& 三是产品质量标准中已采用其他方法作为非

禽源外源病毒检测& 此类产品如研发单位在产品

申报注册时!采用其他方法进行外源病毒检测!并

经农业部兽药评审委员会评定)认可的!仍可作为

该产品认可的外源病毒检测方法& 例如!猪伪狂犬

病活疫苗"MH/:- 株#除采用-中国兽药典.中规

定方法外!还增加了3+*方法对鄂 0野毒的检测!

水貂犬瘟热活疫苗中外源病毒检测采用了鸡胚接

种试验和水貂接种试验等& 针对以上情况!建议在

-中国兽药典."#$2 年版三部编纂时!有必要在+外

源病毒检验,相关内容中增加对此类特殊产品如何

进行外源病毒检验的具体规定!以增加新版-中国

兽药典.的可操作性&

%,%!荧光抗体检查法的改进建议!荧光抗体检查

法是非禽源外源病毒检验中的一种检测特定病毒

的方法& "#$# 年版-中国兽药典.规定了所有非禽

源细胞及其活疫苗除均应检测 Hf4f之外!还规定

了各类细胞应检测的特定病毒种类$即猪源细胞

" 种"33f和 +1_f#%牛)绵羊和山羊细胞 $ 种

"H[f#%犬源细胞 " 种"*f和 +3f#以及马源细胞

$ 种";I0f#& 这些需荧光抗体检测法进行检测的

特定必检病毒的确定是基于国内动物疫病流行状

况)相关生物制品外源病毒检测的实际情况以及国

内相关诊断试剂的供应情况所作的科学的判断!基

本符合中国现阶段非禽源活疫苗外源病毒检测的

实际& 但随着我国动物疫病流行性情况的变化!如

猪圆环病毒病)猪流行性腹泻)猪繁殖与呼吸综合

征)猪腺病毒病等的发生!建议 "#$2 年版-中国兽

药典.三部编纂时应当考虑这些情况!有必要将猪

圆环病毒)猪繁殖与呼吸综合征病毒)猪流行性腹

泻病毒等逐步纳入外源病毒检测范围& 此外!为进

一步提高荧光抗体检查法的可操作性!建议可参考

国外有关经验!针对每种细胞及其制品不应检出的

特定病毒!可明确规定其应接种的具体敏感细胞及

做阳性对照时应选用的参考病毒毒株& 如美国兽

用生物制品中心发布的-减毒活疫苗中外源性牛病

毒性腹泻病毒的补充检测方法.就明确规定!在用

荧光抗体检测法进行外源性 Hf4f检测时!应选择

的敏感细胞为牛鼻甲"H[#次代细胞或其他许可的

细胞!应选择的阳性对照病毒有 & 种$即非致细胞

病变型Hf4f$ 型毒株"5ONJBZ] /$ 株#)非致细

胞病变 " 型毒株"-:# 株#)致细胞病
!

Hf4f$ 型

毒株"1>78OZ株#以及致细胞病变 Hf4f" 型毒株

"$"2 株#&

%,&!红细胞吸附性外源病毒检验中使用的红细胞

种类!红细胞吸附性病毒的检测是利用某些病毒

感染细胞后!能在细胞表面产生能与动物血红细胞

吸附的物质!在一定温度及适宜的 VM条件下!与动

物血红细胞吸附!从而检查是否有外源性病毒的存

在& 不同的病毒!甚至同种病毒的不同毒株!能结

*$2*
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合的血红细胞种类)结合时需要的温度和 VM不完

全相同& 有的红细胞能被多种病毒吸附!如鸡)豚

鼠等!许多病毒也能吸附多种细胞"表 %#& -中国

兽药典."#$# 年版三部规定在进行红细胞吸附性

外源病毒检验时使用的鸡红细胞和豚鼠红细胞的

混合体!基本可以检测出绝大部分常见的红细胞吸

附性动物病毒!但对于呼肠孤病毒)杯状病毒"兔出

血症病毒#等对人红细胞更敏感的红细胞吸附性病

毒而言!漏检的可能较大& 因此!在红细胞吸附性

外源病毒检验中!应根据不同的病毒!选用相应的

动物红细胞!若选用多种红细胞!则检测阴性结果

的可靠性将增加!放置多个温度进行检查!也能增

加检测的可靠性& 建议在-中国兽药典."#$2 年版

三部编纂时应当考虑这些特殊情况!鉴于在实际检

验过程中购买人的 g型红细胞困难及可能存在的

生物安全隐患!可考虑通过建立检测这些特殊病毒

的特定方法!以弥补红细胞吸附性病毒检测时可能

漏检的情况!增加检测结果的可靠性和准确性&

%,2!外源病毒检测用试剂问题!单特异抗血清以

及敏感)特异的荧光抗体检测试剂是外源病毒检验

的重要物质基础& 与国外先进国家相比!目前我国

提供的非禽源标准抗血清和诊断用试剂种类还比

较少!质量参差不齐!且兽用生物制品行业使用的

抗血清大都是多克隆抗体!单克隆抗体较少& 这些

日益成为制约我国兽用生物制品行业持续)健康发

展的瓶颈!应进一步加大我国兽用标准物质研制工

作!同时积极拓展渠道加大引进力度!尽快解决困

扰兽用生物制品行业的基础性物质短缺问题& 建

议可由国家兽药监管部门牵头!整合国内诊断试剂

研制和生产单位现有资源!以建立我国兽用生物制

品检测用单克隆抗体试剂库为切入点!指定生产单

位定点生产!由中监所统一鉴定并对外供应!实现

资源和利益共享!并逐步建立和完善其他检测用标

准物质的生产/供应新模式&

%,.!分子生物学等新型检测方法在外源病毒检测

中的应用!目前!gI;以及美国)欧盟等发达国家

尚未将3+*等分子生物学方法确定为法定的外源

病毒检测方法& 但在国际贸易指定试验或各国的

农业国家标准中!3+*已作为一种快速)灵敏)便宜

的诊断方法被广泛使用!特别是在取代传统方法不

易或不能培养或检测的病原体的检测方面具有重

要的意义& 如gI;已将检测蓝舌病病毒"H[f#)非

洲猪瘟病毒 "01_f#)牛传染性鼻气管炎病毒

"IH*f#等病毒的3+*方法列为国际贸易指定试验

方法'%(

!我国已将检测猪瘟病毒"+1_f#)猪圆环病

毒"3+f#)猪繁殖与呼吸综合征病毒"3**1f#等病

毒的3+*方法列为国家标准& 目前!我国部分兽

用生物制品在外源病毒检测及其他项目检测方面

已经开始使用 3+*等方法& 因此!-中国兽药典.

作为我国兽药行业的最高技术法典!不管是从与国

际接轨的角度!还是从提升我国兽用生物制品行业

整体检测水平的角度!都有必要考虑尽早引入分子

生物学等新型检测方法!特别是针对目前尚缺或质

量不理想的检测试剂!如 H[f荧光抗体& 当然!在

确定相应的 3+*方法时!可优先考虑 gI;指定的

方法或国家标准!并做必要的验证!同时加强对相

关试剂定点生产企业的质量管理和监督&

致谢%感谢中国兽医药品监察所病毒制品检测室李
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