
中国兽药杂志 ２０１９ 年 １２ 月第 ５３ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０１９． １２． ０２

一种猪瘟兔化弱毒活疫苗效力检验方法的研究

郑朝朝１，２， 刘云涛１，２，李 倬３，邹立宏１，２，郁宏伟１，２∗

（１． 瑞普（保定）生物药业有限公司，河北保定 ０７１０００；

２． 河北省兽医生物技术工程技术研究中心，河北保定 ０７１０００； ３． 吉林省进出口检验检疫局，长春 １３００６２）

［收稿日期］ ２０１９ － ０７ － ２６　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０１９） １２ － ０００７ － ０５　 ［中图分类号］Ｓ８５２． ６５

［摘　 要］ 　 为克服兔体定型热反应法（ＲＩＤ）检验猪瘟活疫苗效力的过程中存在的缺陷，建立了一

种快速、准确、稳定检测猪瘟病毒含量及疫苗效力的间接免疫荧光法（ ＩＦＡ）。 该方法以出现特异性

荧光作为检测标准，通过添加促细胞感染剂聚乙二醇 １００００（ＰＢ）增加特异性荧光数量，可以在 ４ ｄ
内检测出猪瘟活疫苗成品或半成品效力。 该方法检验周期短、结果准确、重复性好，为猪瘟活疫苗

效力检验方法的完善提供了数据支持。
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　 　 猪瘟病毒和猪瘟疫苗效力检验主要依靠兔体

定型热反应方法（ＲＩＤ） ［１］，试验成本较高、操作繁

琐、试验周期较长，且受实验动物个体差异和环境

因素等多方面影响，检测结果不够准确，造成疫苗

成品质量不稳定［２ － ３］，甚至免疫失败。
相关文献中有很多关于免疫荧光检测法

（ＦＡ） ［４］、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ） ［５ － ６］、聚合酶链

式反应法（ＰＣＲ） ［７］ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 法（Ｒｅａｌ －
ｔｉｍｅ ＰＣＲ） ［８ － ９］等检测猪瘟活疫苗效力的报道［１０］，
但都有各自的缺陷，如不能有效区分活病毒与失活

病毒、重复性差、操作复杂等，最终未能全面推广。
本研究建立了一种快速、准确、稳定检测猪瘟病毒

含量及疫苗效力的间接免疫荧光法（ ＩＦＡ），以便能

更加准确评价猪瘟活疫苗效力和猪瘟半成品病毒

含量，满足规模化生产的需求。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 试剂 　 猪瘟抗体阳性血清（一抗），购自

中国兽医药品监察所，批号 ２００９００２；ＦＩＴＣ 标记的

兔抗猪荧光抗体（二抗），购自 ＳＩＧＭＡ 公司，批号

２０１５００２；甲醇、丙酮、ＰＢ、氯化钾、氯化钠等试剂，均
为分析纯，购自北京益利化学试剂公司。
１． １． ２　 细胞　 猪睾丸细胞（ＳＴ），由瑞普（保定）生
物药业有限公司种毒室提供。
１． １． ３ 　 样品 　 瑞普 （保定） 生物药业有限公司

２０１３ － ２０１４ 年生产的猪瘟活疫苗成品 ２０ 批、半成

品 ９０ 批。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞复苏、培养 　 常规方法复苏 ＳＴ 细胞，
培养至细胞长成良好单层后用 ０． ２５％ 胰酶消化分

散，并用细胞生长液重悬，接种于 ９６ 孔细胞培养板，
置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养 ２４ ｈ，备用。
１． ２． ２　 效价检测

１． ２． ２． １　 兔体定型热反应检测　 按照国标中猪瘟

活疫苗效力检验方法对被检疫苗进行稀释，用 ＲＩＤ
法检测被检样品的效力。
１． ２． ２． ２ 　 荧光检测　 倍比稀释各被检样品，制备

成不同稀释度的病毒液备用。 弃去 ９６ 孔板内细胞

生长液，用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ 冲洗一遍后将 ０． １ ｍＬ

病毒液与 ＰＢ 液（１∶ １）混匀加入 ９６ 孔培养板，每个

稀释度设 ６ 个复孔。 同时设置不加 ＰＢ 液的对照孔

及阴性、阳性对照孔。 接毒后细胞培养板置于

３７ ℃孵育 ２． ５ ｈ，孵育结束后弃去病毒液，用 ０． ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ 冲洗一遍，补充维持液继续培养 ３ ｄ，
采用 ＩＦＡ 法检测样品的 ＴＣＩＤ５０。
１． ２． ３ 　 重复性试验　 随机抽取猪瘟活疫苗成品、
半成品样品各 ５ 批次，应用本研究中建立的检测方

法和 ＲＩＤ 法进行效力检测，均重复两次，统计检测

结果。
２　 结果与分析

２． １　 与常规荧光检测方法对比　 本研究中 ＩＦＡ 法

检测猪瘟病毒效力时加入了 ＰＢ，明显提高了猪瘟

病毒对细胞的感染率：本法中样品稀释 １６０００ 倍接

种 ９６ 孔细胞培养板，培养 ３ ｄ 后，特异性荧光孔数

多，单孔荧光广泛（图 １），较常规免疫荧光法（图 ２）
明显提高。 ＰＢ 单独处理空白细胞不会产生特异性

荧光（图 ３）。

图 １　 本研究 ＩＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ

图 ２　 常规 ＦＡ 检测结果

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＦＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
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图 ３　 ＰＢ 处理空白细胞 ＩＦＡ 结果

Ｆｉｇ ３　 ＩＦＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＢ

２． ２　 与兔体定型热反应检测法的相关性　 通过对

２０ 个猪瘟活疫苗成品、９０ 个猪瘟活疫苗半成品的

效力检测结果进行统计得出了 ＩＦＡ 法与 ＲＩＤ 法对

应关系图（图 ４ 和图 ５）。
图 ４ 显示，兔体检测 ７５００ ＲＩＤ ／ ｍＬ 的样品，荧

光检测 ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 集中在 ２８． ８ 以上；兔体检测

１． ５ × １０４ ＲＩＤ ／ ｍＬ 的样品 ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 集中在

２８． ８至 ２９． ８之间；兔体检测 ３． ０ × １０４ ＲＩＤ ／ ｍＬ 的样品

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 集中在 ２９． ７以上。

图 ５ 表明，兔体检测 １． ０ ×１０５ ～３． ０ ×１０５ＲＩＤ／ ｍＬ
的半成品样品，ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 集中在 ２１２． １１ 以上，

３． ０ × １０５ ～ ５． ０ × １０５ ＲＩＤ ／ ｍＬ 样品 ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ

集中在 ２１３． ０３至 ２１３． ９６；兔体检测 ５． ０ × １０５ ～ ８． ０ × １０５

ＲＩＤ ／ ｍＬ 样品， 荧光检测 ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 集中在

２１３． ３４至 ２１４． ４６；兔体检测 ８． ０ × １０５ ＲＩＤ ／ ｍＬ 以上合格

样品，荧光检测 ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 集中在 ２１４． ４以上。

图 ４　 成品检测结果

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 ５　 半成品检测结果

Ｆｉｇ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｅｍｉ － ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ

２． ３　 重复性试验结果　 应用本研究 ＩＦＡ 法和 ＲＩＤ
法分别对猪瘟活疫苗成品、半成品进行效力检测，
统计两次检测结果见表 １ 和表 ２。

表 １　 两种方法检测成品结果比较

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ｔｗｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

样品批次

ＩＦＡ 方法
（ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ）

一检 二检

ＲＩＤ 方法（ＲＩＤ ／ ｍＬ）

７５００ １． ５ × １０４ ３． ０ × １０４

一检 二检 一检 二检 一检 二检

１３１２０７ ２８． ８９ ２８． ８９ √ √ × × × ×

１４０５０２ ２９． ７５ ２９． ７９ × √ √ √ × ×

１４０７０３ ２８． ８９ ２８． ８９ × × √ √ √ √

１４１００７ ２９． ７８ ２９． ７３ √ √ √ × √ √

１４１２０９ ２９． ７９ ２９． ７９ √ √ √ √ √ ×

复核率 １００％ ８０％

·９·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 １２ 月第 ５３ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 ２　 两种方法检测半成品结果比较

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｅｍｉ － ｆｉｎｉｓｈｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｙ ｔｗｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

样品批次

ＩＦＡ 方法
（ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ）

一检 二检

ＲＩＤ 方法（ＲＩＤ ／ ｍＬ）

３． ０ × １０５ ５． ０ × １０５ ８． ０ × １０５

一检 二检 一检 二检 一检 二检

１３１１０１ ２１３． １１ ２１３． ３４ √ √ × × × ×

１４０３０４ ２１４． ５ ２１４． ４ × × √ √ × ×

１４０５０１ ２１４． ５８ ２１４． ４９ × × √ × × √

１４０９０１ ２１５． ５５ ２１５． ４４ × × √ × √ √

１４１１０２ ２１５． ３２ ２１５． ３３ √ √ √ √ √ ×

复核率 １００％ ７３％

　 　 如表 １ 所示，用 ＩＦＡ 和 ＲＩＤ 两种效力检测方法

对 ５ 个批次的成品进行复核检验，ＩＦＡ 法两次结果

复核率为 １００％，而 ＲＩＤ 法两次结果复核率为 ８０％。

如表 ２ 所示，用 ＩＦＡ 和 ＲＩＤ 两种效力检测方法

对 ５ 个批次的半成品进行复核检验，ＩＦＡ 法两次结

果复核率为 １００％ ，而 ＲＩＤ 法两次结果复核率

为 ７３％ 。

３　 讨论与结论

　 　 通过上述实验结果可以看出，本研究中所建立

的 ＩＦＡ 法与 ＲＩＤ 法有良好的对应关系，能够准确、

快速检测猪瘟疫苗成品、半成品效力。
本研究所建立的 ＩＦＡ 法较常规免疫荧光法敏

感性更高，通过在病毒液中增加促细胞感染剂 ＰＢ

定向增加猪瘟病毒与寄主细胞接触面积，从而提高

了病毒对细胞的感染率，提高了疫苗检测的敏感

性。 解决了常规免疫荧光法因细胞感染率不高所

导致的不稳定、重复性差的问题，同时避免了 ＲＩＤ

法中因兔体差异、环境因素、操作繁复所造成的

误差。

本研究中 ＩＦＡ 法的建立是以 ＲＩＤ 法为基础，而

检测准确度、可重复性高于 ＲＩＤ 法。 如 ＲＩＤ 法检测

１４０７０３ 批成品疫苗时，出现了 ７５００ ＲＩＤ ／ ｍＬ 两次

检测均不合格，而 １． ５ × １０４、３． ０ × １０４ＲＩＤ ／ ｍＬ 检测

均合格的情况；检测半成品疫苗时，也多次出现了

低倍数稀释半成品疫苗效力检验不合格，而高倍数

稀释效力检验合格的情况。 而 ＩＦＡ 法检测结果更

为准确，两次检测结果复核率可达到 １００％ 。
本研究将 ＩＦＡ 法应用于检测猪瘟活疫苗成品、

半成品效力，理论上来说其检测结果（ＴＣＩＤ５０）与疫

苗效力应当有良好的直线对应关系，但实际成品检

测结果各检测梯度间 ＴＣＩＤ５０相差不大，而半成品检

测结果中相邻的检测梯度间也有较大的重叠区，这
可能是 ＲＩＤ 法检测各样品时并未检测至终点（疫苗

实际效力高于检测值），导致与之对应的 ＴＣＩＤ５０偏

高。 因此本研究仍需要更多数据建立 ＩＦＡ 检测结

果与疫苗实际效力的直线对应关系，进一步提高检

测的准确性。
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