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［摘　 要］ 　 为了解鸡球虫活疫苗不同卵囊计数方法对检测结果的影响，分别采用血细胞计数板 ４

角方格法和 ９ 方格法以及麦氏计数板法对 ３ 种鸡球虫活疫苗各进行了 ６ 次卵囊计数，然后采用 ｔ 检

验和 Ｚ 比分值方法比较筛选出最适宜的计数方法，并对检测方法进行了验证和变异系数统计。 结

果显示：采用每批检品抽检 １ 瓶，通过血细胞计数板 ４ 角方格法重复计数 ６ 次，去除最大值和最小值

后取平均值作为该瓶检品卵囊计数结果，如果首次检验结果不符合规定可重检一次的方法，人员误

差最小。 该方法提高了鸡球虫活疫苗卵囊计数结果的可重复性和准确性，增强了疫苗质量控制的

可靠性。
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　 　 鸡球虫活疫苗中孢子化卵囊数直接关系到疫

苗的安全及效力。 我国已批准的 ９ 个鸡球虫活疫

苗中有 ７ 个质量标准中有卵囊计数检验项目，但均

未规定具体的计数方法，以上产品注册检验时提

供的检验操作规程均采用血细胞计数板 ４ 角方格

计数法进行［１ － ３］ 。 《欧洲药典》也要求对球虫活疫

苗进行卵囊计数检验，规定选用适宜的计数板进

行卵囊计数，也未明确具体的计数方法［４］ 。 有些

国外产品，如捷克共和国 ＢＩＯＰＨＡＲＭ 生物制品

与兽药研究所生产的鸡球虫活疫苗采用麦氏计

数板进行卵囊计数。 美国国内球虫活疫苗无卵

囊计数检验项 ［５］ ，如我国批准进口的由英特威

美国分公司生产的肉鸡球虫活疫苗和种鸡球虫

活疫苗 ［６］ 。

目前，鸡球虫活疫苗在采用血细胞计数板 ４ 角

方格计数法进行卵囊计数检验时，由于方法误差较

大，常遇到检验结果不在标准规定范围内的情况，

即使同一名检验员检测同一份样品，几次检验的结

果间也不稳定，同时会出现低于下限和高于上限的

情况，给结果判定造成了困扰。 为了解鸡球虫活疫

苗常用的不同卵囊计数方法对检测结果准确性的

影响，进行了血细胞计数板 ４ 角方格法和 ９ 方格法

以及麦氏计数板法对 ３ 种鸡球虫活疫苗卵囊计数

结果的统计分析，从而筛选出更为稳定、准确、可

靠、易操作的球虫卵囊计数方法，为鸡球虫活疫苗

卵囊计数提供可靠的技术参考。

１　 材料与方法

１． １　 疫苗　 疫苗Ⅰ鸡球虫病四价活疫苗（柔嫩艾

美耳球虫 ＥＴＧＺ 株 ＋ 毒害艾美耳球虫 ＥＮＨＺ 株 ＋

堆型艾美耳球虫 ＥＡＧＺ 株 ＋巨型艾美耳球虫 ＥＭＰＹ

株），疫苗Ⅱ鸡球虫病三价活疫苗（柔嫩艾美耳球虫

ＰＴＭＺ 株 ＋ 巨型艾美耳球虫 ＰＭＨＹ 株 ＋ 堆型艾美

耳球虫 ＰＡＨＹ 株），疫苗Ⅲ鸡球虫病四价活疫苗（柔

嫩艾美耳球虫 ＰＴＭＺ 株 ＋ 毒害艾美耳球虫 ＰＮＨＺ

株 ＋ 巨型艾美耳球虫 ＰＭＨＹ 株 ＋ 堆型艾美耳球虫

ＰＡＨＹ 株），均为已注册上市产品。

１． ２　 样品处理　 样品 Ａ 为疫苗原液，样品 Ｂ 为疫

苗用饱和食盐水稀释后的稀释液。

１． ３　 卵囊计数　 疫苗Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ样品 Ａ 用血细胞计

数板进行计数；样品 Ｂ 用麦氏计数板进行计数。

１． ３． １　 血细胞计数板与麦氏计数板计数结果比较

由中国兽医药品监察所（简称“中监所”）的 ４ 名检

验员用血细胞计数板 ４ 角方格法、血细胞计数板 ９

方格法和麦氏计数板法分别重复计数 ３ 种疫苗中

孢子化卵囊数 ６ 次，用 ６ 次计数结果平均值计算每

羽份疫苗中含有的孢子化卵囊数作为统计值进行 ｔ

检验，分析 ３ 种计数方法的差异显著性。 Ｐ ＜ ０． ０５

表示存在显著性差异，Ｐ ＜ ０． ０１ 则存在极显著性

差异。

１． ３． ２　 Ｚ 比分值计算 　 选择 １． ３． １ 项中差异小的

两种方法，由来自中监所和全国 ４ 家球虫疫苗生产

企业的共１６ 名检验员分别重复计数３ 种疫苗中孢子
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化卵囊数 ６ 次。 以第 １ ～３ 次计数结果的平均值和 ６
次计数结果去除极大值和极小值后剩余 ４ 次计数结

果的平均值分别作为统计值，进行 Ｚ 比分值计算。
根据 ＣＮＡＳ － ＧＬ０２：２０１４ 《能力验证结果的统

计处理和能力评价指南》 ［７］ 中稳健统计方法，测定

Ｚ 比分值，用于分析各检验员在总体检测结果中所

处的位置。 Ｚ 比分值采用 Ｘ、 ＸＭ、 Ｎｏｒｍ ＩＱＲ 来

确定［８］。
Ｚ 比分值计算公式：Ｚ ＝ （Ｘ － ＸＭ） ／ Ｎｏｒｍ ＩＱＲ
式中：Ｚ 为稳健比分值；Ｘ 为检验数据；ＸＭ 为

中位值；Ｎｏｒｍ ＩＱＲ 为标准化四分位距，Ｎｏｒｍ ＩＱＲ ＝
０． ７４１３ ×四分位间距（ ＩＱＲ）。

判定标准为：︱Ｚ︱≤２ 为满意结果；２ ＜︱Ｚ︱
＜３ 时，表示结果可疑；︱Ｚ︱≥３ 为不满意结果。
１． ３． ３　 不同人员之间变异系数的计算　 将 １． ３． ２
项中出现可疑或不满意结果的人员数据剔除，用
满意结果的人员数据进行不同人员之间变异系数

的计算，分析不同人员之间计数结果的差异性。
变异系数 （ Ｃ． Ｖ） ＝ 标准差 （ ｓ） ／平均值 （ ｘ－ ） ×
１００％ 。 计数结果的变异系数越小说明计数结果

的重复性越好。
１． ３． ４　 不同方法计数结果比较　 用 １． ３． ３ 项中变

异系数最小的方法，与血细胞计数板 ４ 角方格 ３ 次

平均值法对 １６ 名参比人员的检验结果进行判定，
计算检验结果低于标准下限、符合标准和高于标准

上限的概率，分析检验结果符合标准规定概率最高

的检验方法。 再由中监所的 ９ 名检验员对疫苗Ⅰ
采用新建立的计数方法与血细胞计数板 ４ 角方格 ３
次平均值法进行检验，分析检验结果是否符合标准

规定。
１． ３． ５　 同一人员计数结果变异系数的计算　 对中

监所 ９ 名检验员的计数结果进行人员内变异系数

的计算，根据 １． ３． ４ 项中的判定结论，确定检验成

立的变异系数范围。
２　 结果与分析

２． １　 血细胞计数板与麦氏计数板比对结果及统计

分析　 每种样品均由 ４ 名参比人员在相同条件下，
分别采用血细胞计数板 ４ 角方格法、血细胞计数板

９ 方格法和麦氏计数板法进行测试。 从表 １ 可见，
麦氏计数板法计数结果明显低于血细胞计数板法，
统计学分析表明血细胞计数板 ４ 角方格法和 ９ 方

格法计数结果差异不显著（Ｐ ＝ ０． ９９６９），但均显著

高于麦氏计数板法计数结果（Ｐ ＜ ０． ０５），故采用血

细胞计数板 ４ 角方格法和 ９ 方格法进行人员比对。

表 １　 ３ 种计数方法计数结果平均值

Ｔａｂ １　 Ａｖｅｒａｇｅ ｏｏｃｙｓｔ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３ ｍｅｔｈｏｄｓ

人员编号

卵囊计数结果平均值 ／ 羽份∗

４ 角方格法 ９ 方格法 麦氏计数板法

疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ 疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ 疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ

１３ １４７９ ３６５ １０４２ １５１２ ３４５ １０１３ ９５２ ２９２ ９１０
１４ ２０９４ ４５６ １１０６ ２０８２ ４６６ １０９０ ８９８ １５８ １１３０
１５ １８２６ ４０４ １１２０ １９４４ ４０２ １０８０ ３６９ ３１６ ６９７
１６ １８２３ ４０３ １２９９ １８３５ ３７０ １２６６ ８６１ ２５５ ８３１

　 　 ∗检测值为用 ６ 次重复计数结果的平均值计算的每羽份疫苗中含有的孢子化卵囊数

２． ２　 Ｚ 比分值计算 　 根据 Ｚ 比分值计算公式，计
算 １６ 名参比人员每种样品测定结果的 Ｚ 值（血细

胞计数板 ４ 角方格法结果见表 ２，血细胞计数板

９ 方格法结果见表 ３）。 结果显示，１６ 名参比人员

中有 １０ 名出现可疑或不满意的计数结果，将此 １０
人的计数结果剔除，用剩余 ６ 名参比人员（编号

０１、０２、１１、１３、１４、１５）的计数结果进行人员间变异

系数的统计分析。
２． ３　 不同人员间计数结果变异系数计算 　 将

２ ． ２项中个别检验员可疑及不满意的检验结果剔

除，计算剩余 ６ 名检验员之间计数结果的变异系

数，结果见表 ４、表 ５，可知采用血细胞计数板 ４

·５２·
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角方格法进行卵囊计数，同一样品重复计数 ６
次，取 ６ 次计数结果去除极大值和极小值后剩余

４ 次计数结果的平均值进行判定的方法变异系

数（１０ ． ９４％ ）相对较低，说明采用这种方法进行

卵囊计数，不同人员的检验结果差异性相对

较小。

表 ２　 ４ 角方格法参比人员 Ｚ 比分值统计处理结果汇总

Ｔａｂ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｚ － ｓｃｏｒｅ ｖａｌｕｅｓ ｂｙ ４ － ｃｏｒｎｅｒ ｓｑｕａｒｅ ｍｅｔｈｏｄ

人员编号
疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ

Ｚ 值 １∗ Ｚ 值 ２∗ Ｚ 值 １∗ Ｚ 值 ２∗ Ｚ 值 １∗ Ｚ 值 ２∗

０１ ０． １３００ ０． ４１６７ ０． ０７３８ － ０． ８４７９ ０． ３１５３ － ０． １７１８

０２ １． １４３６ ０． ９５８６ ０． ９１６９ － ０． ０３３０ ０． ６６５７ ０． ４９２６

０３ １． ３１７０ １． ０５２８ － １． １５９３ － １． ８１７０ － ０． １８３０ － ０． ０３４４

０４ － ０． ７９３２ － １． ０５０５ － ０． ７１６６ ０． ０９９１ － ４． ８７８１ － ３． ４７７０

０５ ０． ２７１３ ０． １７５７ － ０． ６９５６ － ０． ２９７３ ４． ８５４８ ２． ４４５９

０６ － ０． ６３６８ － ０． ７４７４ １． ４１２２ ２． ７６４０ － ０． ０３５０ ０． ５４４２

０７ － １． ２６４２ － １． ６０８４ ０． ４５３２ ０． ２０９２ ２． ８１４８ １． ２６０２

０８ － ０． １１３０ ０． ６８７７ ０． ８８５３ １． ４８６６ － ０． ２２９７ － １． ３８０５

０９ － ０． ３９１９ － ０． ３０１９ １． ７７０５ ７． ６３１４ － １． ４２８８ － ０． ４４６８

１０ － １． ８４０７ － ２． ２９５０ － ０． ６３２３ － １． ３９８５ － ２． ４７９９ － ２． ０９６５

１１ － ０． ８６２９ － ０． ９４０３ ０． ５６９１ ０． ２０９２ １． １１７３ ０． ３７８１

１２ － ０． ３５８０ － ０． １２５１ － １． ０９６０ － １． ９４９１ － ２． ５２６７ － ２． ２３４０

１３ ０． １１３０ － ０． ４３７４ － ０． ８４３１ － ０． ９１４０ ０． ３９３２ － ０． ６６４５

１４ ０． ８９８７ １． １２８６ ０． ４００５ １． ３１０４ － ０． ２８４２ ０． １３１７

１５ ０． ７０２８ ０． １２５１ － ０． ０７３８ ０． ０１１０ ０． ０３５０ ０． ０３４４

１６ ０． ６６３２ ０． ５０８６ － ０． １２６５ － ０． ０１１０ ３． ０２５０ １． ３２８９

　 　 ∗Ｚ 值 １ 为以第１ 次至第３ 次计数结果的平均值作为统计值计算的 Ｚ 比分值；Ｚ 值２ 为以６ 次计数结果去除极大值和极小值后剩余４ 次
计数结果的平均值为统计值计算的 Ｚ 比分值；加下划线为可疑或不满意的计数结果

表 ３　 ９ 方格法参比人员 Ｚ 比分值统计处理结果汇总

Ｔａｂ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｚ － ｓｃｏｒｅ ｖａｌｕｅｓ ｂｙ ９ － ｃｏｒｎｅｒ ｓｑｕａｒｅ ｍｅｔｈｏｄ

人员编号
疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ

Ｚ 值 １∗ Ｚ 值 ２∗ Ｚ 值 １∗ Ｚ 值 ２∗ Ｚ 值 １∗ Ｚ 值 ２∗

０１ ０． ３５６２ ０． １６７７ ０． １４８９ － ０． ００９３ ０． ２４８８ － ０． ０５１５
０２ １． ２２１５ ０． ６９６２ ０． ４３７３ ０． ０４６４ ０． ６４１３ ０． ７０１６
０３ １． ９５５８ １． １９５７ － １． ２３７３ － ２． ０６７５ ０． ２３２２ ０． １２１９
０４ － ０． ３９５９ － １． １５９５ － １． ０９７８ － ０． ７１３９ － ３． ５１６２ － ３． １７７４
０５ ０． ８７０２ ０． １９６７ － ０． ７０７１ － ０． １５７６ ３． ２７２９ ２． ２２９３
０６ － ０． １６７７ － ０． ６８９０ １． ３１１８ ２． ７３５０ ０． ０６０８ ０． ９７７９
０７ － ０． ９９９２ － １． ５９１５ ０． ２４１９ ０． ００９３ １． ９５１６ ０． ９７７９
０８ ０． ０３６７ ０． ６５０４ １． １２５７ ２． ０６７５ ０． ５８０５ － ０． ５７１６
０９ － ０． １８３６ － ０． ５８５２ ２． ７９１０ ８． ３５３５ － ０． ７１３２ ０． ０１９０
１０ － １． ９０６１ － ２． ６５５７ － ０． ８１８７ － １． ４９２７ － ２． １７８３ － ２． １５８９
１１ － ０． ４３５６ － １． ０６７８ ０． ４１８６ ０． ２３１８ ０． ５６３９ ０． ４０９０
１２ － ０． ０３６７ － ０． １６７７ － １． ０５１３ － １． ９３７７ － ２． １６１７ － ２． ４１３５
１３ ０． ６４７９ － ０． ６０２１ － ０． ８５５９ － １． ２７０２ － ０． １９９０ － ０． ５９８６
１４ １． １６１９ １． ０３４１ ０． ４６５２ １． ２８８７ － ０． ３８１５ － ０． ０１９０
１５ １． ２６１２ ０． ５３６９ － ０． １４８９ ０． ００９３ － ０． ０６０８ － ０． ３３８６
１６ － １． １７３８ ０． ４９８３ － １． ４１４１ － ０． ６２１２ － ０． ９８４１ １． ０２６６

　 　 ∗Ｚ 值 １ 为以第１ 次至第３ 次计数结果的平均值作为统计值计算的 Ｚ 比分值；Ｚ 值２ 为以６ 次计数结果去除极大值和极小值后剩余４ 次
计数结果的平均值为统计值计算的 Ｚ 比分值；加下划线为可疑或不满意的计数结果

·６２·
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表 ４　 ４ 角方格法参比人员卵囊计数结果变异系数

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｏｃｙｓｔ ｃｏｕｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ４ － ｃｏｒｎｅｒ ｓｑｕａｒｅ ｍｅｔｈｏｄ

人员编号
疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ

值 １∗ 值 ２∗ 值 １∗ 值 ２∗ 值 １∗ 值 ２∗

０１ １７３１ １７９９ ４１７ ３６７ １０９６ １０９６

０２ ２２６９ ２０３５ ４９７ ４０４ １１４１ １２１２

１１ １２０４ １２０８ ４６４ ４１５ １１９９ １１９２

１３ １７２２ １４２７ ３３０ ３６４ １０６６ １０１０

１４ ２１３９ ２１０９ ４４８ ４６５ １０１９ １１４９

１５ ２０３５ １６７２ ４０３ ４０６ １０６０ １１３２

平均值 １８５０ １７０８ ４２７ ４０４ １０９７ １１３２

标准差 ３５１ ３１８ ５３ ３４ ５９ ６６

变异系数 １９． ００％ １８． ６１％ １２． ４０％ ８． ３５％ ５． ３６％ ５． ８７％

　 　 ∗值 １ 为第 １ 次至第 ３ 次计数结果的平均值；值 ２ 为 ６ 次计数结果去除极大值和极小值后剩余 ４ 次计数结果的平均值

表 ５　 ９ 方格法参比人员卵囊计数结果变异系数

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｏｃｙｓｔ ｃｏｕｎｔ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ９ － ｃｏｒｎｅｒ ｓｑｕａｒｅ ｍｅｔｈｏｄ

人员编号
疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ

值 １∗ 值 ２∗ 值 １∗ 值 ２∗ 值 １∗ 值 ２∗

０１ １６７１ １７１０ ４２７ ４０２ １０９１ １１０７

０２ ２１０７ １９２９ ４５８ ４０５ １１６２ １２４６

１１ １２７２ １１９８ ４５６ ４１５ １１４８ １１９２

１３ １８１８ １３９１ ３１９ ３３４ １０１０ １００６

１４ ２０７７ ２０６９ ４６１ ４７２ ９７７ １１１３

１５ ２１２７ １８６３ ３９５ ４０３ １０３５ １０５４

平均值 １８４５ １６９３ ４１９ ４０５ １０７１ １１２０

标准差 ３０６ ３０６ ５０ ４０ ６９ ８０

变异系数 １６． ５８％ １８． ０８％ １２． ０４％ ９． ８９％ ６． ４３％ ７． １７％

　 　 ∗值 １ 为第 １ 次至第 ３ 次计数结果的平均值；值 ２ 为 ６ 次计数结果去除极大值和极小值后剩余 ４ 次计数结果的平均值

２． ４　 不同方法计数结果比较　 疫苗用血细胞计数

板 ４ 角方格法重复计数 ６ 次后，将计数结果分别用

第 １ ～ ３ 次求平均值法，以及 ６ 次计数结果去除极

值后剩余 ４ 次平均值法进行统计计算，结果见表 ６。
疫苗Ⅰ的判定标准是每羽份疫苗中含有的孢子化

卵囊数位于 １５３０ ～ １８７０ 之间为合格，疫苗Ⅱ的判

定标准是每羽份疫苗中含有的孢子化卵囊数位于

３６０ ～ ４４０ 之间为合格，疫苗Ⅲ的判定标准是每羽份

疫苗中含有的孢子化卵囊数位于 ９９０ ～ １２１０ 之间

为合格，从图 １ 可知采用血细胞计数板 ４ 角方格法

进行卵囊计数，同一样品重复计数 ６ 次，取 ６ 次计

数结果去除极大值和极小值后剩余 ４ 次计数结果

的平均值进行判定，计数结果的总体符合率要高于

目前使用的 ４ 角方格法重复计数 ３ 次取平均值进

行判定的检验方法。

·７２·
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表 ６　 不同取值方法计算结果

Ｔａｂ ６　 Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｌｕｅ ｃｈｏｓｅｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

人员编号
疫苗Ⅰ 疫苗Ⅱ 疫苗Ⅲ

方法 １∗ 方法 ２∗ 方法 １∗ 方法 ２∗ 方法 １∗ 方法 ２∗

０１ １７３１ １７９９ ４１７ ３６７ １０９６ １０９６

０２ ２２６９ ２０３５ ４９７ ４０４ １１４１ １２１２

０３ ２３６１ ２０７６ ３００ ３２３ １０３２ １１２０

０４ １２４１ １１６０ ３４２ ４１０ ４２９ ５１９

０５ １８０６ １６９４ ３４４ ３９２ １６７９ １５５３

０６ １３２４ １２９２ ５４４ ５３１ １０５１ １２２１

０７ ９９１ ９１７ ４５３ ４１５ １４１７ １３４６

０８ １６０２ １９１７ ４９４ ４７３ １０２６ ８８５

０９ １４５４ １４８６ ５７８ ７５２ ８７２ １０４８

１０ ６８５ ６１８ ３５０ ３４２ ７３７ ７６０

１１ １２０４ １２０８ ４６４ ４１５ １１９９ １１９２

１２ １４７２ １５６３ ３０６ ３１７ ７３１ ７３６

１３ １７２２ １４２７ ３３０ ３６４ １１０６ １０１０

１４ ２１３９ ２１０９ ４４８ ４６５ １０１９ １１４９

１５ ２０３５ １６７２ ４０３ ４０６ １０６０ １１３２

１６ ２０１４ １８３９ ３９８ ４０５ １４４４ １３５８

　 　 ∗方法 １ 为取第 １ 次至第 ３ 次计数结果的平均值；方法 ２ 为取 ６ 次计数结果去除极大值和极小值后剩余 ４ 次计数结果的平均值

图 １　 两种方法卵囊计数结果比较

Ｆｉｇ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｏｏｃｙｓｔ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｒｅｓｕｌｔｓ

ｂｅｔｗｅｅｎ Ｔｗｏ Ｍｅｔｈｏｄｓ

　 　 中监所 ９ 名检验员用血细胞计数板 ４ 角方格

法对疫苗Ⅰ进行卵囊计数，每人重复计数 ９ 次，用 ４

角方格 ３ 次平均值法和 ４ 角方格 ６ 次去除极值后

剩余 ４ 次计数结果平均值法分析计数结果，对于 ４

角方格 ３ 次平均值法，以第 １ ～ ３ 次的平均值作为

首检结果，如不符合规定，以第 ４ ～ ６ 次的计数结果

作为重检结果。 对于 ４ 角方格 ６ 次去除极值后剩

余 ４ 次计数结果平均值法，以第１ ～ ６ 次去除极值后

剩余 ４ 次计数结果的平均值作为首检结果，如不符

合规定，以第 ４ ～ ９ 次去除极值后剩余 ４ 次计数结

果的平均值作为重检结果。 从表 ７ 可见，采用每批

检品抽检 １ 瓶，每瓶使用血细胞计数板 ４ 角方格法

重复计数 ６ 次，６ 次计数结果中去除极大值和极小

值后剩余 ４ 次计数结果的平均值作为该瓶检品卵

囊计数结果，如首次检验不符合规定可重检一次的

方法，可以最大程度统一不同人员的检验结论。

２． ５　 同一人员多次计数结果变异系数计算　 对中

监所 ９ 名检验员采用血细胞计数板 ４ 角方格法重

复计数 ６ 次，６ 次计数结果去除极值后剩余 ４ 次计

数结果的变异系数进行计算，结果见表 ８，可见 ６ 次

计数结果中去除极大值和极小值后剩余 ４ 次计数

结果的变异系数可作为检验成立的条件，当变异系

数≤２０％时检验成立。
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表 ７　 不同卵囊计数方法计数结果比较

Ｔａｂ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｏｃｙｓｔ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

人员编号
３ 次平均值法 ６ 次去除极大值和极小值后剩余 ４ 次平均值法

首检 重检 结论 首检 重检 结论

１３ １６１７ ／ 符合规定 １５４４ ／ 符合规定

１４ １４８３ １６７５ 符合规定 １５４４ ／ 符合规定

１５ ２００８ １８５８ 符合规定 １８２５ ／ 符合规定

１６ １９００ １４８３ 不符合规定 １５８８ ／ 符合规定

１７ ２０４２ ２０００ 不符合规定 ２０４４ １６５０ 符合规定

１８ １５１７ ２３８３ 不符合规定 １８２５ ／ 符合规定

１９ １８７５ １４６７ 不符合规定 １６５６ ／ 符合规定

２０ １８９２ １２８３ 不符合规定 １５５６ ／ 符合规定

２１ １４４２ １６００ 符合规定 １５４４ ／ 符合规定

　 　 ∗判定标准为每羽份疫苗中含有的孢子化卵囊数位于 １５３０ ～ １８７０ 之间。

表 ８　 去除极值后剩余 ４ 次计数结果变异系数统计

Ｔａｂ ８　 Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ４ ｔｉｍｅｓ ｗｈｉｌｅ ｔｏｔａｌ ６ ｔｉｍｅｓ ｒｅｍｏｖｅｄ ｔｈｅ

ｍａｘｉｍｕｍ ａｎｄ ｍｉｎｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ ｍｅｔｈｏｄ

人员编号 变异系数 ／ ％

１３ １４． ０９

１４ ３． ８６

１５ ８． １６

１６ １２． ６２

１７ 首检 ２０． ５８

１７ 重检 １９． ０５

１８ １６． １２

１９ ８． ９５

２０ ７． ８５

２１ ６． １０

３　 讨论与结论

使用血细胞计数板可以直接进行疫苗检品卵

囊计数，不需要进行稀释或浓缩。 而麦氏计数板，

由于计数室位于计数板的上层，需要使用大量饱和

食盐水使卵囊漂浮于液体表面，和上层的计数室处

于同一界面才可计数，用饱和食盐水对疫苗进行处

理的过程会引入误差，龚振兴等发现不同浓度、不

同体积的饱和食盐水对卵囊的漂浮回收率为

５５％ ～９７％ ［９ － １０］，本研究结果也表明使用麦氏计数

板的计数结果显著低于血细胞计数板。 而且，疫苗

充分混匀后卵囊在疫苗中进行布朗运动，吸取的样

品更能代表整瓶检品的质量，而加入饱和食盐水

后，卵囊不断上浮，很难将其充分混匀，可见，不适

宜用麦氏计数板代替血细胞计数板进行疫苗的卵

囊计数检验。

血细胞计数板可以用于球虫卵囊的定量检测，

但这种方法也存在一定的误差，这些误差包括技术

误差和固有误差。 技术误差包括加样量不准确、误

把未孢子化卵囊计作孢子化卵囊、误把疫苗中的杂

质计作卵囊等。 研究结果也表明不同检验员卵囊

计数的熟练程度有差别，１６ 名参比人员中有 １０ 人

均出现了可疑或不满意的计数结果。 技术误差可

以通过规范检验操作和提高检验人员的熟练程度

来避免或纠正，需要加强对检验员培训，统一行业

操作方法。 此外，固有误差包括计数板的精密度误

差、方法自身存在的误差、卵囊在计数池内分布不

均匀带来的误差等，也是导致计数结果不稳定的关

键因素。 研究结果表明，采用血细胞计数板 ４ 角方
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格法重复计数 ６ 次，取 ６ 次计数结果中去除极大值

和极小值后剩余 ４ 次计数结果的平均值计算每羽

份疫苗中含有孢子化卵囊数的方法最能降低误差

对检验结果的影响，使不同人员检验结论的一致性

更高。 从试验数据看，血细胞计数板 ４ 角方格法与

９ 方格法在计数结果上没有显著差异，但血细胞计

数板 ４ 角方格法较 ９ 方格法于操作上更简便。 变

异系数提示对同一瓶疫苗采用血细胞计数板 ４ 角

方格法重复计数 ６ 次，取 ６ 次计数结果中去除极大

值和极小值后剩余 ４ 次计数结果的平均值计算每

羽份疫苗中含有孢子化卵囊数的方法较目前使用

的重复计数 ３ 次取平均值进行计算的方法，人员间

的差异更小，是较为理想的一种卵囊计数法。 在今

后的工作中应针对此方法建立标准操作规程，统一

操作细节，规范操作手法，开展长期的、多次的比对

活动，获取更多实验数据，从而提升球虫类活疫苗

卵囊计数结果的准确性。

目前国内鸡球虫病活疫苗卵囊计数质量标准

制定得较为严苛，王鹏等人与第三方检测机构对 ８

批鸡球虫病疫苗进行了卵囊计数，自检与第三方机

构检测结果均仅有 ２５％ 的结果处于疫苗参考标

准 ± １０％的范围内［１１］。 疫苗计数结果的变异系数

只有限定在 １０％以内才能保证计数结果处于疫苗

参考标准 ± １０％的范围内，而目前所使用的采用血

细胞计数板 ４ 角方格法重复计数 ３ 次求平均值的

检验方法，不同人员间的变异系数为 １２． ２５％ ，高于

１０％ ，以致会出现不同人员采用这种方法对同一产

品进行检验，检验结果不稳定的情况。 即使在改进

方法后，采用血细胞计数板 ４ 角方格法重复计数 ６

次，取 ６ 次计数结果中去除极大值和极小值后剩余

４ 次计数结果的平均值计算每羽份疫苗中含有孢

子化卵囊数的方法进行卵囊计数，把不宜作为统计

数据的偏离结果去掉，不同人员间的变异系数

（１０􀆰 ９４％ ）有所降低，但仍要高于 １０％ 。 国外产

品，如捷克共和国 ＢＩＯＰＨＡＲＭ 生物制品与兽药研

究所生产的鸡球虫病三价活疫苗，其质量标准要求

每羽份含有每种球虫卵囊数为 ３００ ～ ５００，即每羽份

含有的球虫卵囊数是 ９００ ～ １５００，标准变异系数约

为 ２５％ 。 在和企业检验员沟通过程中也发现，其在

检验过程中如出现较高或较低的数据会进行舍弃，

在本研究中不进行数据的挑选，１６ 名参比人员采

用血细胞计数板 ４ 角方格 ３ 次平均值法，检品一次

检验合格率仅为 ３３． ３％ ，改用血细胞计数板 ４ 角方

格法重复计数 ６ 次，取 ６ 次计数结果中去除极大值

和极小值后剩余 ４ 次计数结果的平均值法后检品

一次检验合格率提升为 ４３． ７％ 。 中监所 ９ 名检验

员方法改进前后一次检验合格率可由 ４４． ４％ （４ ／

９）提升到 ８８． ９％ （８ ／ ９），必须进行重检才可达到

１００％ （９ ／ ９）的检验合格率。 可见，检验方法对检验

结论有着决定性影响，为提升检验结论的可重复

性，建议把卵囊计数方法收录至中国兽药典中，以

便统一方法和操作，提升卵囊计数的准确性。 同

时，进一步修订我国鸡球虫病活疫苗卵囊计数质量

标准 （如参考标准 ± ２０％ ），增加其科学性和合

理性。
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［８］ 　 ＧＢ ／ Ｔ １５４８３． １ － １９９９． 利用实验室间比对的能力验证． 第一

部分：能力验证计划的建立和运作［Ｓ］．

ＧＢ ／ Ｔ １５４８３． １ － １９９９． Ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ． Ｐａｒｔ Ｉ： ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ

ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌａｎ ［Ｓ］ ．

［９］ 　 龚振兴， 魏红梅， 刘百林， 等． 饱和食盐水漂浮鸡球虫卵囊

的用量和处理时间研究 ［ Ｊ］ ． 湖南农业科学， ２０１９ （ ６ ）：

７７ － ７９．

Ｇｏｎｇ Ｚ Ｘ， Ｗｅｉ Ｈ Ｍ， Ｌｉｕ Ｂ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ

ｏｆ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ｓａｌｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｆｌｏａｔｉｎｇ ｃｏｃｃｉｄｉａ ｏｏｃｙｓｔｓ［ Ｊ］ ． Ｈｕｎａｎ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１９（６）： ７７ － ７９．

［１０］ 魏红梅， 龚振兴， 刘百林， 等． 几种常见试剂对柔嫩艾美耳

球虫卵囊的漂浮效果［Ｊ］ ． 湖南农业科学， ２０１９（７）： ７８ － ８０．

Ｗｅｉ Ｈ Ｍ， Ｇｏｎｇ ＺＨ Ｘ， Ｌｉｕ Ｂ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｏａｔｉｎｇ

ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｏｍｍｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｎ Ｅｉｍｅｒｉａ ｔｅｎｅｌｌａ ｏｏｃｙｓｔｓ［ Ｊ］ ．

Ｈｕｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１９（７）： ７８ － ８０．

［１１］ 王 鹏， 李海娟， 罗伟光， 等． 西北地区高床平养模式下 ５ 种

球虫疫苗免疫效果的对比分析［ Ｊ］ ． 现代农业科技， ２０２２

（５）： １７８ － １８４．

Ｗａｎｇ Ｐ， Ｌｉ Ｈ Ｊ， Ｌｕｏ Ｗ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｉｍｍｕｎｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｃｏｃｃｉｄｉａ ｖａｃｃｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｂｅｄ ａｎｄ ｆｌａｔ

ｆｅｅｄｉｎｇ ｍｏｄｅ ｉｎ Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔ Ｃｈｉｎａ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｄｅｒｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０２２（５）： １７８ － １８４．
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