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!摘!要"!为制备和标定兔体中和试验用猪瘟病毒阴&阳性血清国家参考品!本试验制备了猪瘟病

毒阴性&弱阳性和强阳性血清!通过过滤&分装&冻干&熔封!获得 % 亚批候选物!并进行了检验&协作

标定和定值% 结果显示(物理性状&无菌检验&安全检验&支原体检验&真空度测定&均匀性检验和保

存有效期试验均合格'剩余水分均小于 &h'特异性检验结果均为口蹄疫&伪狂犬病&猪繁殖与呼吸

综合征&猪细小病毒病&牛病毒性腹泻*粘膜病抗体阴性!并且弱阳性和强阳性血清能中和猪瘟兔化

弱毒而阴性血清不能中和'残余猪瘟病毒免疫荧光和套式 +,-./+核酸检测结果均为阴性'经协

作标定定值!其兔体中和效价分别为(阴性&$ n$#

#01"3 j#0$#%

&$ n$#

"01"3 j#0$#%

!表明该候选物可以作为国

家参考品%

!关键词"!猪瘟病毒'血清'国家参考品'兔体中和试验
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!!猪瘟"/K:GGFC:K4aF87f7_7\!/4f#是由猪瘟病

毒"/K:GGFC:K4aF87f7_7\>F\MG!/4f>#引起的一种

高度接触性)致死性的猪传染病!在世界上很多国

家和地区均有发生*$ -"+

!给畜牧业生产带来了严重

的经济损失& 世界动物卫生组织"VUI#将猪瘟列

为法定通报性疫病*%+

!我国将其划为一类动物传染

病*&+

!并纳入重大动物疫病防控计划& 兔体中和试

验是我国检测猪瘟病毒抗体检测的重要法定方法

之一!猪瘟兔化弱毒种毒特异性检验和猪瘟活疫苗

鉴别检验的法定方法也是兔体中和试验*) -5+

!但该

试验的敏感度)准确性易受人员)试剂)实验动物等

诸多因素的影响& 而兔体中和试验用猪瘟病毒阴)

阳性血清国家参考品则是控制和校准该试验的实

物,标尺-& 因此!需及时研制该国家参考品&

根据Y=V

*'+和国家一级标准物质技术规范*3+

规定!标准物质的定值方式有 & 种$绝对测量法)用

两种不同原理的可靠方法测量法)溯源法)多个实

验室协作标定定值法& 本研究按照相关程序和要

求制备兔体中和试验用猪瘟病毒阴)阳性血清国家

参考品!并进行了协作标定定值&

CD材料与方法

$0$!材料

$0$0$!种毒和细胞!/4f>石门株"f$$&#)猪瘟

兔化弱毒种毒"f&3##).c-$) 细胞"f$&)#!由中

国兽医药品监察所鉴定)保存&

$0$0"!主要试剂和耗材!猪瘟活疫苗"兔源#!由

乾元浩生物股份有限公司提供%猪瘟IHU42抗体检

测试剂盒!UP7gg公司%猪瘟荧光抗体!由中国兽医

药品监察所制备%,:? <A2聚合酶)PA,.G)+A:GF8)

+A:G7f\77Y:]7\)+A2提取试剂,+UbDK+7:O78])反

转录酶 44

$

! U8_F]\DO78公司%@I@培养基)胎牛血

清)胰酶! 6F̂FCD9+H公司% &3 孔细胞培养板!

/D4]:\公司&

$0$0%!实验动物!普通健康非免疫猪!"# ;O左

右!购于内蒙某猪场!经农业部兽医诊断中心检测

为口蹄疫)伪狂犬病)猪瘟)猪繁殖与呼吸综合征)

猪细小病毒病)牛病毒性腹泻*粘膜病病原抗体阴

性"病原用 ./+或 +,-./+方法检测!抗体用

IHU42方法检测#!饲养于隔离动物室内待用%$3 (

"" O小白鼠)$0) (% ;O日本大耳白兔)%)# (&## O

豚鼠!均为清洁级!北京维通利华实验动物技术有

限公司&

$0"!方法

$0"0$!免疫原制备!按文献方法*)+在强毒隔离动

物室制备! -"# e以下冻存备用&

$0"0"!候选物制备

$0"0"0$!阴)阳性血清制备!将非免疫猪颈动脉

采血致死!按常规方法分离制备阴性血清%将非免

疫猪免疫猪瘟兔化弱毒疫苗 " 头份!% 周后采血样

分离血清!经猪瘟病毒抗体IHU42检测试剂盒检测

抗体效价
%

$ n"!将其颈动脉采血致死!按常规方法

分离制备弱阳性血清%按文献方法*)+在强毒隔离动

物室强化免疫动物后!将其颈动脉采血致死!按常

规方法分离制备强阳性血清& 所有血清 -"# e以

下冻存备用&

$0"0"0"!血清过滤)分装)冻干)熔封!将 % 亚批

血清分别先经 #0&

!

J无菌滤膜加压过滤!再经

#0""

!

J无菌滤膜加压过滤%随后用瓶颈分液器

"分装精度为 j#0#$ JH#无菌分装至 $ JH灭菌长

安瓿!分装过程中用搅拌子低速搅拌血清%按常规方

法冻干)抽真空)熔封& 将阴性)弱阳性)强阳性血清

批号分别确定为 "##1#) -$)"##1#) -")"##1#) -%

$0%!候选物检验

$0%0$!物理性状!每亚批随机抽取 ) 支样品!观

察颜色和形状!再打开安瓿加去离子水"可以低速

涡旋或用移液器轻轻吹打#!记录溶解所需时间和

溶解后性状&

$0%0"!无菌检验!安全检验!支原体检验!真空度

测定!随机抽取规定数量的样品!按文献*5+中的相

应方法进行&

$0%0%!剩余水分测定!采用真空干燥法*5+

&

$0%0&!均匀性检验!每亚批随机抽取 $5 支血清复

溶!其中 $支取样 $# 次!其余各支取样 $ 次*1 -$#+

!用

猪瘟病毒抗体IHU42检测试剂盒一次检测所有取样

的IF

&)#

值!再进行3检验和J检验*$$ -$"+

&

$0%0)!保存有效期试验!按文献*$% -$)+方法进行!

随机抽取 &# 支血清样品!分别在 "))%')&)))5 e

下保温!分别于 # ("& 周随机抽取 $ 支样品!按照

$ n&##)$ n&)# ($ n3## 系列稀释!用猪瘟抗体

IHU42检测试剂盒检测其效价"最大阳性稀释倍

(&$(
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数#& 将不同温度下的加速稳定性数据按公式

"$#$K8<oK8<

#

-K3拟合线性回归方程!求出不同温

度下的K值%再将K值按公式""#$K8Ko-L&M!Ni

K8;拟合线性回归方程!求出 -"# e下的 K值%最

后根据-"# e下的K值及公式"$#!计算出样品效

价由初始效价降低到目标效价所需的时间!即贮存

有效期&

$0%05!特异性检测!每亚批随机抽取 ) 支样品!

同一亚批复溶混合后委托农业部兽医诊断中心进

行口蹄疫)伪狂犬病)猪繁殖与呼吸综合征)猪细小

病毒病)牛病毒性腹泻*粘膜病抗体检测 "均用

IHU42方法进行#& 另外!将 % 亚批血清加 $ JH生

理盐水复溶后!分别加入等量已稀释至 $## 兔体感

染量"+:̂^F]F8W7C]FD8 PDG7! +U<#*JH的猪瘟兔化

弱毒种毒!置 $) e中和 " T!期间振摇 % 次& 同时

设生理盐水和空白对照& 中和结束后!分别接种大

耳白兔 " 只!每只耳缘静脉接种 $ JH& 按文献方

法*5+测温和判定热反应&

$0%0'!残余 /4f>检测!将 "##1#) -" 和 "##1#)

-% 亚批血清各随机抽取 ) 支样品!同一批次复溶

混合后按文献方法*$5 -$'+分别进行免疫荧光和套式

+,-./+检测!以 /4f>兔化弱毒株作阳性对照!

以.94作阴性对照&

$0&!协作标定和定值!在本实验室进行 " 次独立

试验!同时将样品分发至 ) 家单位分别进行 " 次独

立试验& 将 "##1#) -$ 亚批血清不稀释!"##1#) -

" 亚批血清 $ n& ($ n$5 倍比稀释!"##1#) -% 亚批

血清 $ n&## ($ n$5## 倍比稀释!与等量稀释至 $##

+U<*JH的猪瘟兔化弱毒种毒混合!置 $) e中和

" T!期间振摇 % 次%同时设立种毒阳性对照

")# +U<*JH#)阴性对照"% 亚批血清的所有稀释

度#和空白对照"生理盐水#& 中和结束后!分别接

种大耳白兔 " 只!每只耳缘静脉接种 $ JH& 按文献

方法*5+测温和判定热反应!并计算血清的中和效

价& 回收所有数据!用狄克逊"<FgD8#法剔除数据

中的异常值*$$+

!再用 IgC7K"#$# 计算几何平均数

和标准差&

ED结D果

"0$!物理性状!所有安瓿内容物均呈灰白色团

块!加去离子水后在 $# JF8 之内溶解!溶解后为淡

黄色澄明液体&

"0"!无菌检验&安全检验&支原体检验&真空度测定&

均匀性检验&保存有效期试验!结果均符合规定&

"0%!剩余水分测定!采用真空干燥法对抽取样品

进行了剩余水分测定!结果水分含量均低于 &h

"表 $#&

表 CD血清剩余水分含量 TD

批号
测定次数

$ " % &

"##1#) -$ $03 $01 "0# "0"

"##1#) -" "0$ $05 $0" $0"

"##1#) -% "01 "0' "05 %01

"0&!特异性检验!% 亚批样品经农业部兽医诊断

中心检测!结果口蹄疫)伪狂犬病)猪繁殖与呼吸综

合征)猪细小病毒病)牛病毒性腹泻*粘膜病 IHU42

抗体均为阴性& 除 "##1#) -$ 血清与种毒中和后

引起家兔体温反应外!"##1#) -")"##1#) -% 血清

与种毒中和后均不引起家兔体温反应&

"0)!残余/4f>检测!将样品复溶后分别接种.c

-$) 细胞并盲传 % 代!再进行免疫荧光染色!结果

均为阴性%将样品复溶后进行套式 +,-./+核算

检测!结果均为阴性"图 $#&

@$<H"### J:\;7\% $ (%$样品% &$阳性对照

图 CD套式28F9:2扩增结果

"05!协作标定!回收所有数据!分别计算血清效

价!经狄克逊"<FgD8#检验!所有数据均保留"表 "#&

GD讨D论

兔体中和试验影响因素较多!试验结果易存在

较大误差!有时为获得满意结果不得不重复进行实

验& 兔体中和试验用猪瘟阴)阳性血清国家参考品

的使用!则有助于使用单位控制和校准该试验!分

析和查找各自试验的不稳定因素!提高该试验的能

力和水平&目前我国猪瘟活疫苗的效力检验是用

()$(
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表 ED协作标定结果

批次 协作单位
效价

$ "

"##1#) -$

中国兽医药品监察所 阴性 阴性

中国农业科学院哈尔滨兽医研究所 阴性 阴性

金宇保灵生物药品有限公司 阴性 阴性

广西丽原生物股份有限公司 阴性 阴性

福州大北农生物技术有限公司 阴性 阴性

南京天邦生物科技有限公司 阴性 阴性

"##1#) -"

中国兽医药品监察所
$ n$#

#01'3

$ n$#

#03"3

中国农业科学院哈尔滨兽医研究所
$ n$#

#01'3

$ n$#

#03"3

金宇保灵生物药品有限公司
$ n$#

#0')%

$ n$#

#0')%

广西丽原生物股份有限公司
$ n$#

#01'3

$ n$#

#01'3

福州大北农生物技术有限公司
$ n$#

$0#)&

$ n$#

#01'3

南京天邦生物科技有限公司
$ n$#

#01'3

$ n$#

$0#)&

"##1#) -%

中国兽医药品监察所
$ n$#

"01'3

$ n$#

"01'3

中国农业科学院哈尔滨兽医研究所
$ n$#

"03"3

$ n$#

"01'3

金宇保灵生物药品有限公司
$ n$#

"0')%

$ n$#

"01'3

广西丽原生物股份有限公司
$ n$#

%0#)&

$ n$#

%0#)&

福州大北农生物技术有限公司
$ n$#

"03"3

$ n$#

%0#)&

南京天邦生物科技有限公司
$ n$#

"03"3

$ n$#

"03"3

注$"##1#) -$ 血清为阴性%经统计计算!"##1#) -" 血清中和效价 $ n$#

#01"3 j#0$#%

%"##1#) -% 血清效价为 $ n$#

"01"3 j#0$#%

&

兔体实验测定兔体感染量来进行的!该试验同样易

受人员)环境)动物等因素影响而存在较大误差& 若

应用该参考品来测定疫苗的兔体感染量!则可以减

少误差或校准使用单位的检验体系& 此外!该参考

品也可以用于实验室能力验证或人员能力比对等&
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