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［摘　 要］ 　 通过向无外源病毒污染的鸡痘病毒活疫苗中添加不同剂量的禽网状内皮组织增生症

病毒（ＲＥＶ），然后用间接免疫荧光法（ ＩＦＡ）进行检测，确定了该 ＩＦＡ 方法的最低检出量为每 ５００
羽份疫苗中污染 ２０ ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ。 使用该方法对国内 １６ 家企业生产的 ６０ 批鸡痘病毒活疫苗

进行了检验，结果显示 ２ 个企业生产的 ４ 批疫苗 ＲＥＶ 检测为阳性。 随机选取 ５ 批 ＩＦＡ 检测阴

性样品和 ４ 批 ＩＦＡ 检测阳性样品，按鸡检查法进行外源病毒检验，结果两种方法对 ＲＥＶ 污染

的检测结果的符合率为 １００％。
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　 　 禽网状内皮组织增生病是由反转录病毒科的

网状内皮组织增生病病毒 （ Ｒｅｔｉｃｕｌｏｅｎｄｏｔｈｅｌｉｏｓｉｓ
Ｖｉｒｕｓ，ＲＥＶ）引起的一种禽类肿瘤性疾病［１－２］。 鸡

痘的免疫防控主要使用鸡痘弱毒活疫苗，免疫的成

功与否主要取决于疫苗的抗原效价、纯净性及特定

的使用条件。 外源病毒污染是目前影响我国鸡痘

活疫苗质量的严峻问题。 国内外已有多例关于禽

用活疫苗中污染 ＲＥＶ 并造成严重损失的报道［３－４］。
目前，国内外已建立了多种用于检测 ＲＥＶ 的

血清学和分子生物学方法［５－６］，这些方法常用于进

行 ＲＥＶ 的流行病学调查，或比较不同 ＲＥＶ 毒株间

的核苷酸序列差异，分析其遗传进化规律等。 也有

很多研究者使用 ＰＣＲ 的方法从禽用疫苗中检测出

ＲＥＶ 的污染［７－８］。 美国 ＣＶＢ 实验室已经建立了

ＲＥＶ 的 ＰＣＲ 检测方法并将其作为种毒的标准检验

方法，欧洲药典中则规定使用免疫染色法对种毒中

是否含有 ＲＥＶ 进行检验。
根据 《兽用生物制品规程》 （ 二〇〇〇年

版） ［９］、《中华人民共和国兽药典》三部（二〇〇五

年版） ［１０］ 规定，鸡痘活疫苗必须进行外源病毒检

验，确保疫苗使用的有效性和安全性。 在进行外源

病毒检验时，鸡胚检查法和细胞检查法均无法有效

检出 ＲＥＶ，只有通过鸡检查法才能检测到 ＲＥＶ 污

染，但鸡检查法成本高、检验周期长。 李俊平等［１１］

在国内首次通过系统的研究建立了禽用活疫苗中

污染 ＲＥＶ 的间接免疫荧光法 （ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ Ｉｍｍｕｎｏ⁃
ｉｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ａｓｓａｙ， ＩＦＡ）检测方法，并被《中国兽

药典》三部（二〇一〇年版）收录，作为禽用活疫苗

检测 ＲＥＶ 污染的国家标准。 为进一步确定该方法

对不同疫苗产品的检测灵敏度并与传统鸡检查法

进行比较，开展了鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的 ＩＦＡ
检测研究，以期为鸡痘活疫苗质量控制提供更有效

的技术手段。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 鸡痘活疫苗　 已知无外源病毒污染的样品

１ 批；待检样品 ６０ 批来源于 １６ 个生产企业。
１．１．２　 ＲＥＶ ＨＡ９９０１ 株 　 山东农业大学动物科技

学院家禽肿瘤病实验室惠赠。
１．１．３　 ＳＰＦ 鸡胚　 购自北京维通利华实验动物技

术有限公司。
１．１．４ 　 试剂 　 Ｍ１９９ 营养液、新生牛血清均购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；鸡抗 ＲＥＶ 特异性血清，中国兽医药

品监察所病毒制品检测室制备［１２］；兔抗鸡 ＩｇＹ 荧光

抗体，购自 ＳＩＧＭＡ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 样品处理　 取 １０００（或以上）羽份鸡痘活疫

苗样品，用 ４ ｍＬ（或适量）不含血清的 Ｍ１９９ 营养液

溶解，使最终为 ５００ 羽份 ／ ２ ｍＬ；４ ℃，１２０００ ｇ 离心

１５ ｍｉｎ；上清液经 ０．８ μｍ、０．４５ μｍ、０．２２ μｍ、０．１ μｍ
滤器各过滤 １ 次，取滤液 ２ ｍＬ（相当于 ５００ 羽份）
用于接种鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）。
１．２．２ 　 样品接种与传代 　 按常规方法制备 ＣＥＦ；
将处理好的样品接种于 １ 个 ２５ ｃｍ２ 的 ＣＥＦ 单层，
置 ３７ ℃吸附 １ ｈ，弃去接种液，用含 ３％牛血清的

Ｍ－１９９培养液洗 ＣＥＦ 单层 ２ 次，２ ｍＬ ／次，每瓶细胞

加 ７～ ８ ｍＬ 含 ３％牛血清的 Ｍ１９９ 培养液，３７ ℃培

养 ７ ｄ。 培养到期，按照常规方法消化，取消化后

１ ／ １０的细胞用 ２ ｍＬ 含 ３％新生牛血清的Ｍ１９９ 营养

液悬浮，接种 ４ 孔 ４８ 孔板，每孔接种 ０．５ ｍＬ。 剩余

细胞做好标记，－１５ ℃以下保存备用。 接种细胞的

４８ 孔板置 ５％ ＣＯ２，３７ ℃继续培养 ５ ｄ。
１．２．３　 荧光染色　 按照常规方法进行间接免疫荧

光染色，在倒置荧光显微镜下观察。
１．２．４　 ＩＦＡ 法检测鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的最低

检出量　 向每 ５００ 羽份鸡痘活疫苗样品（外源病毒

检测为阴性） 中分别添加 ０ ＴＣＩＤ５０、 ５ ＴＣＩＤ５０、
１０ ＴＣＩＤ５０、２０ ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ，按 １．２．１、１．２．２、１．２．３
步骤用 ＩＦＡ 方法进行检测。
１．２．５　 商品化鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的检测　 由

１６ 家企业生产的 ６０ 批鸡痘活疫苗样品用《中国兽

药典》 ［１３］规定的 ＩＦＡ 方法进行外源病毒 ＲＥＶ 的

检测。
１．２．６　 ＩＦＡ 法与鸡检查法的符合率比较 　 随机选

取 ５ 批 １．２．５ 中检测结果为阴性的样品和全部阳性

样品，按照《中国兽药典》 ［１３］ 规定的鸡检查法进行
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检验，比较两种方法的符合率。
２　 结　 果

２．１　 ＩＦＡ 法检测鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的最低检

出量　 表 １ 结果显示，每 ５００ 羽份鸡痘活疫苗中污

染 ２０ ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ 即可检出，即 ＩＦＡ 检测方法对

鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的最低检出量为每羽份疫

苗中含 ０．０４ ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ。
２．２　 商品化鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的检测　 表 ２
结果显示，２ 家企业生产的 ４ 批活疫苗样品中 ＲＥＶ
检测为阳性。

表 １　 鸡痘活疫苗中不同 ＲＥＶ 添加量的 ＩＦＡ 检测结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＥＶ ｉｎ ｆｏｗｌｐｏｘ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ＲＥＶ
试验组

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
０ ＴＣＩＤ５０ ／ ５００ 羽 ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ５００ 羽 １０ ＴＣＩＤ５０ ／ ５００ 羽 ２０ ＴＣＩＤ５０ ／ ５００ 羽

鸡痘活疫苗
ｆｏｗｌｐｏｘ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ／ １ ／ ４ 阳性 ３ ／ ４ 阳性 ４ ／ ４ 阳性

病毒对照
ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ４ ／ ４ 阳性 ／ ／ ／

正常细胞
ｃｅｌｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ４ ／ ４ 阴性 ／ ／ ／

表 ２　 ＩＦＡ 法检验商品鸡痘活疫苗中 ＲＥＶ 污染结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＲＥＶ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｆｏｗｌｐｏｘ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ＩＦＡ ｍｅｔｈｏｄ
企业编号

ｎａｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｍｐａｎｙ
产品名称

ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ
检验批数

ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＲＥＶ 阳性率

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＲＥＶ

１ 鸡痘活疫苗（Ⅰ） ３ ０ ／ ３

２ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ７ ０ ／ ７

３ 鸡痘活疫苗 ９ ３ ／ ９

４ 鸡痘活疫苗（细胞苗） ３ ０ ／ ３

５ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

６ 鸡痘活疫苗 ３ ０ ／ ３

７ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

８ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ４ ０ ／ ４

９ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ４ １ ／ ４

１０ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

１１ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

１２ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

１３ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

１４ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

１５ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

１６ 鸡痘活疫苗（鹌鹑化弱毒株） ３ ０ ／ ３

总计
ｔｏｔａｌ ／ ６０ ４ ／ ６０
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２．３　 ＩＦＡ 法与鸡检查法的符合率比较 　 表 ３ 结果

显示，ＩＦＡ 法检测阳性的 ４ 批鸡痘活疫苗，鸡检查

法均为阳性；ＩＦＡ 法检测阴性的 ５ 批鸡痘活疫苗，

鸡检查法也均为阴性，表明两种检测方法对 ９ 批临

床疫苗中污染 ＲＥＶ 的检测结果符合率为 １００％。

表 ３　 ＩＦＡ 法与鸡检查法的符合率比较

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＩＦＡ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ
产品名称

ｎａｍｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ
试验批数

ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＩＦＡ 法检测结果

ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＩＦＡ ｍｅｔｈｏｄ
鸡检查法检测结果

ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ
符合率

ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ

鸡痘活疫苗
ｆｏｗｌｐｏｘ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ

４ ４ ／ ４ 批阳性 ４ ／ ４ 批阳性 １００％

５ ５ ／ ５ 批阴性 ５ ／ ５ 批阴性 １００％

总计
ｔｏｔａｌ ９ ／ ／ １００％

３　 讨　 论

李俊平等［１１］ 建立的 ＩＦＡ 方法自收入《中国兽

药典》以来，已经广泛应用于禽用活疫苗外源病毒

ＲＥＶ 的检验工作，该方法与传统鸡检查法相比具有

快速、准确、成本低的优点。 通过检验，从商品化鸡

痘活疫苗中检测出了 ＲＥＶ 阳性样品，并进一步确

定了运用 ＩＦＡ 法检测鸡痘活疫苗中污染 ＲＥＶ 的敏

感性及其与鸡检查法的符合率。
研究通过向外源病毒检测为阴性的鸡痘活疫

苗中 添 加 不 同 病 毒 含 量 （ ０ ＴＣＩＤ５０、 ５ ＴＣＩＤ５０、

１０ ＴＣＩＤ５０、２０ ＴＣＩＤ５０）的 ＲＥＶ，模拟 ＲＥＶ 的污染，并

用 ＩＦＡ 法进行检验，确定了其检测鸡痘活疫苗污染

ＲＥＶ 的最小检出量为每 ５００ 羽份污染 ２０ ＴＣＩＤ５０的

ＲＥＶ。 Ｌｕａｎ Ｈ［８］等通过人工添加不同剂量的 ＲＥＶ

到鸡马立克氏病活疫苗和鸡痘活疫苗中，再用建立

的 ｑＰＣＲ 方法进行检测，结果表明 ｑＰＣＲ 法最低可

检出每 ５００ 羽份污染 ０．５ ＴＣＩＤ５０的 ＲＥＶ。 虽然 ＩＦＡ

法与 ｑＰＣＲ 法比较敏感性略低，但是其检测为阳性

的样品中可以确定含有感染性的 ＲＥＶ 病毒粒子，
而 ｑＰＣＲ 法与其他 ＰＣＲ 方法检测的是 ＲＥＶ 的某段

核苷酸序列，并不能确定是否含有感染性病毒粒子。

王景燕等［１４］ 将禽痘活疫苗接种 ７ 日龄雏鸡，

采血浆接种 ＣＥＦ 进行传代培养，并分别用 ＩＦＡ 法和

ＰＣＲ 法进行检测，最终获得 １ 株 ＲＥＶ 游离病毒。

Ａｗａｄ 等［１５］用 ＰＣＲ 方法对 ３０ 批鸡痘病毒疫苗样品

检测 ＲＥＶ 污染情况，在 １ 批样品中检测到 ＲＥＶ 核

酸阳性。 同时，该疫苗样品接种 ５ 日龄 ＳＰＦ 鸡，定
期采集血清用 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ＲＥＶ 抗体均为阳

性，定期采集肝脏、脾脏和法氏囊，通过组织病理学

检查，在这些器官中均存在肿瘤细胞，说明该疫苗

样品确实污染了 ＲＥＶ。 应用 ＩＦＡ 法对 １６ 家企业生

产的 ６０ 批商品化鸡痘活疫苗进行了 ＲＥＶ 检测，结
果 ２ 家企业生产的 ４ 批活疫苗 ＩＦＡ 检测为阳性，说
明我国鸡痘活疫苗中存在污染 ＲＥＶ 的情况。

目前，对鸡痘活疫苗污染 ＲＥＶ 的检测仅限于

血清学和分子生物学方法，很少用鸡检查法进行验

证。 Ａｗａｄ 等［１５］将 １ 批污染了 ＲＥＶ 的鸡痘活疫苗

接种 ＳＰＦ 鸡，最终检测出 ＲＥＶ 的抗体，对 ＰＣＲ 法

进行了验证。 国内学者尚无系统的使用鸡检查法

与鸡痘活疫苗污染 ＲＥＶ 的检测方法进行比较验

证。 鸡检查法是我国现行合法的能够有效地检测

出禽用活疫苗中污染 ＲＥＶ 的方法。 研究选取 ＩＦＡ
法检测 ＲＥＶ 为阳性的 ４ 批鸡痘活疫苗样品通过鸡

检查法都检测到了 ＲＥＶ 的特异性抗体，而 ５ 批阴

性样品检测均为阴性，二者检测结果的符合率为

１００％，再次确证了 ＩＦＡ 方法检测的可靠性。 鸡痘

活疫苗污染 ＲＥＶ 的 ＩＦＡ 检测方法具有较高的敏感

性，该方法的建立进一步完善了禽用活疫苗外源病

毒的检验体系，为有效防控禽用活疫苗污染外源病

毒提供了更可行有效的检验手段。

·７２·
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