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［摘　 要］ 　 为了采用血凝抑制（ＨＩ）试验方法替代兔病毒性出血症灭活疫苗效力检验的免疫攻毒方

法，试验在制备了 ＨＩ 试验用兔出血症病毒血凝（ＨＡ）抗原、阳性血清、阴性血清的基础上，研究了免

疫攻毒保护与免疫血清 ＨＩ 效价之间的平行关系，并进行了替代方法的应用。 结果表明，当免疫血

清 ＨＩ 效价不低于 １ ∶ ３２ 时，两种方法的检验结果符合率为 １００％，证明了该替代方法的可行性，也
为下一步修订兔病毒性出血症灭活疫苗效力检验方法提供了数据支持。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｒｅｐｌａｃｅ ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｈａｅｍｏｒｒａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ （ ＲＨＤＶ） ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｖａｃｃｉｎｅ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ（ＨＩ） ｔｅｓｔ，ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ＨＩ ａｎｔｉｇｅｎ，ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｒｕｍ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，ａ ｐａｒａｌｌｅｌ ｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＩ ｔｉｔｒｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｒａｂｂｉｔｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｗｉｔｈ
ＲＨＤＶ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ；Ｗｈｉｌｅ ＨＩ ｔｅｓｔ ｗａｓ ａｌｓｏ ａｐｐｌｉｃａｔｅｄ ｔｏ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｃｃｉｎｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＨＩ
ｔｉｔｒｅ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｚａｔｅｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｎｏ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ∶ ３２，ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｓ １００％，
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＨＩ ｔｅｓｔ ｉｓ ｆｅａｓｉｂｌｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｄａｔａ ｆｏｒ ｒｅｖｉｓｉｎｇ Ｃｈｉｎａ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒａｂｂｉｔ ｈａｅｍｏｒｒａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓ ｖｉｒｕｓ； ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ； ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔ

　 　 兔 病 毒 性 出 血 症 （ Ｒａｂｂｉｔ Ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ

Ｄｉｓｅａｓｅ， ＲＨＤ）是由兔出血症病毒（ＲＨＤＶ）引起的

一种家兔高发病率、高死亡率的传染性疫病，临床

多表现为发热、精神不振、突然死亡，疫苗接种仍是

预防 ＲＨＤ 的最有效方法［１－２］。

在《中国兽药典》２０１５ 年版三部中［３］，ＲＨＤ 灭

活疫苗效力检验采用经典的家兔免疫攻毒方法来

评价家兔攻毒后的保护效果。 由于该方法需要配

备负压动物舍，攻毒后也需要较长观察时间，存在

试验成本高、周期较长、操作繁琐等缺点。 本试验
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在制备了 ＨＩ 试验用 ＲＨＤＶ 血凝（ＨＡ）抗原、阳性血

清、阴性血清的基础上，确认了免疫攻毒保护与免

疫血清 ＨＩ 抗体效价之间的平行关系，并采用免疫

血清 ＨＩ 效价测定方法进行了 ＲＨＤ 灭活疫苗的效

力检验应用。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 家兔　 ＲＨＤ 血清抗体阴性（ＨＩ 价＜１ ∶ ８）的
３ 月龄以上健康新西兰兔，由济源市阳光兔业科技

有限公司、济南西岭角养殖繁育中心、四川省实验

动物专委会养殖场购入。
１．１．２　 ＲＨＤＶ　 ＡＶ３４ 株肝脏组织毒，由齐鲁动物保

健品有限公司（毒价为 １０５．０ ＬＤ５０ ／ ｍＬ）、华派生物工

程集团有限公司（毒价为 １０５．１ ＬＤ５０ ／ ｍＬ）、山东绿都

生物科技有限公司（毒价为 １０６．１ ＬＤ５０ ／ ｍＬ）及中国兽

医药品监察所病毒室（毒价为 １０５．５ ＬＤ５０ ／ ｍＬ）提供。
１．１．３　 １％新鲜人“Ｏ”型红细胞　 由齐鲁动物保健

品有限公司、华派生物工程集团有限公司提供。
１．１．４　 ＲＨＤ 灭活疫苗　 规格为 ２０ ｍＬ（头份） ／瓶，
由齐鲁动物保健品有限公司 （ ９ 批，批号分别为

１７０２００７、 １７０２００８、 １７０４０１９、 １７０４０２０、 １７０６０２３、
１７０６０２４、１７０７０２９、１７０８０３７、１７０８０３８）、华派生物工

程集团有限公司 （ ８ 批，批号分别为 ２０１７００１ ～
２０１７００８）、山东绿都生物科技有限公司（２ 批，批号

分别为 １８０３００３、１８０４００４）提供。
１．１．５　 ＲＨＤＶ ＨＡ 抗原　 （ＨＡ 价为 １ ∶ １２８）、ＲＨＤ
阳性血清（ＨＩ 价为 １ ∶ １２８）、ＲＨＤ 阴性血清（ＨＩ 价＜
１ ∶ ８）、ＰＢＳ（０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ７．２）、硫乙醇酸盐流体

培养基、胰酪大豆胨液体培养基，均由中国兽医药

品监察所病毒室提供。
１．２　 方法

１．２．１　 ＲＨＤＶ ＨＡ 抗原制备 　 用 ＲＨＤＶ 南京株接

种 ３ 月龄以上的健康易感家兔，无菌采集接种后

２４～９６ ｈ 濒死或刚死兔的有典型病理变化的肝脏；
将肝脏组织用适量的 ＰＢＳ 进行捣碎，６０００ ｇ 离心

１５ ｍｉｎ，取上清液，制备成 ８ 倍稀释的病毒悬液；加
入 β－丙内酯溶液，使其含量为 １ ／ ４０００，混合均匀，
放入 ４ ℃冰箱作用 ２４ ｈ，再放入 ３７ ℃水浴水解２ ｈ，

放入 ４ ℃ 冰箱保存。 同时进行无菌检验［２］ 和 ＨＡ
效价测定［１］。 无菌检验结果应无菌生长，灭活病毒

ＨＡ 价应不低于 １ ∶ ６４。
１．２．２　 ＲＨＤ 阳性血清制备 　 采用常规微量 ＨＩ 试

验法［１］，选取 ＲＨＤ 抗体阴性（ＨＩ 价＜１ ∶ ８）的 ３ 月

龄以上的健康家兔，先用商品化的 ＲＨＤ 灭活疫苗

进行基础免疫，再用 ＲＨＤＶ 强毒加强免疫 ２ 次，中
间间隔 １４ ｄ，最后一次免疫后 ２１ ｄ，无菌采集血液，
提取血清，混合后进行无菌检验和 ＨＩ 效价测定。
无菌检验结果应无菌生长，ＨＩ 价应不低于 １ ∶ １２８。
１．２．３　 ＲＨＤ 阴性血清制备 　 采用常规微量 ＨＩ 试

验法，选取 ＲＨＤ 抗体阴性（ＨＩ 价＜１ ∶ ８）的 ３ 月龄

以上的健康家兔，无菌采集血液，提取血清，混合后

进行无菌检验和 ＨＩ 效价测定。 无菌检验结果应无

菌生长，ＨＩ 价应小于 １ ∶ ８。
１．２．４　 疫苗免疫攻毒与血清 ＨＩ 效价的平行关系　
采用常规微量 ＨＩ 试验法，选取 ＲＨＤ 抗体阴性（ＨＩ
价＜１ ∶ ８） 的 ３ 月龄以上的健康家兔 ３５ 只。 将

ＲＨＤ 灭活疫苗摇匀后进行家兔免疫，取 １ ／ ２ 头份、
１ ／ ４ 头份、１ ／ ８ 头份疫苗各皮下注射家兔 １０ 只，饲
养观察 １４ ｄ。 同时设立非免疫攻毒对照家兔 ５ 只。
家兔免疫 １４ ｄ 后，对所有试验家兔进行采血，每只

家兔采血 ４．０ ｍＬ，提取血清，５６ ℃灭活 ３０ ｍｉｎ，用
于血清 ＨＩ 价测定。 家兔采血后，对所有家兔进行

攻毒，每只家兔皮下注射 ＲＨＤＶ １ ｍＬ （含 １０００
ＬＤ５０ ／ ｍＬ）。 每日观察家兔健康情况，饲养观察 ７ ｄ，
记录家兔发病死亡情况；同时，无菌采集免疫攻毒

家兔肝脏组织，研磨并稀释 ４ 倍后，３０００ ｇ 离心

１５ ｍｉｎ后，取上清液测定血凝情况，以监测 ＲＨＤＶ
兔体内复制增殖情况。 攻毒对照家兔应至少死亡

４ 只，试验成立。 统计不同 ＨＩ 效价的攻毒保护情

况，当免疫攻毒保护家兔 ４ 倍肝脏组织液无血凝性

时，以免疫攻毒 １００％保护家兔的血清最低 ＨＩ 效价

作为免疫攻毒保护判定的最低标准。
１．２．５　 疫苗效力检验替代方法的应用　 与 ３ 家企

业 １９ 批 ＲＨＤ 灭活疫苗现行免疫攻毒法同步进行，
攻毒前无菌采集免疫家兔血液，提取血清，进行 ＨＩ
效价测定，根据 １．２．４ 中确定的免疫攻毒保护判定
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标准，比较两种方法的效力检验结果，评价 ＨＩ 效价

测定方法替代现行免疫攻毒法的可行性。
２　 结果与分析

２．１　 ＲＨＤＶ　 ＨＡ 抗原、阳性血清、阴性血清鉴定

结果见表 １。 ＨＩ 法的各组分鉴定结果均符合其质

量标准要求，可以满足 ＨＩ 效价测定的需要。
２．２　 疫苗免疫血清不同 ＨＩ 效价水平的免疫攻毒

保护情况统计结果　 见表 ２。

表 １　 ＨＩ 法组分鉴定结果

Ｔａｂ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＩ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
分组 无菌检验 ＨＡ 价 ＨＩ 价

ＨＡ 抗原 － １ ∶ １２８ ／

阳性血清 － ／ １ ∶ １２８

阴性血清 － ／ １ ∶ ２

　 “－”：检测结果为阴性； “ ／ ”：不涉及
　 “－”： ｎｅｇａｔｉｖｅ； “ ／ ”：ｕｎｃｏｎｃｅｒｎｅｄ

表 ２　 不同 ＨＩ 效价水平的攻毒保护结果

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＨＩ ｔｉｔｒｅ ｌｅｖｅｌｓ
分组 不同 ＨＩ 效价水平的攻毒保护比例

ＨＩ 效价 ＜１ ∶ ２ １ ∶ ２ １ ∶ ４ １ ∶ ８ １ ∶ １６ １ ∶ ３２ １ ∶ ６４ １ ∶ １２８ １ ∶ ２５６

保护比例 ０ ／ ５－ ０ ０ ０ ／ １－ ５ ／ ８－
（５ ／ ５ＨＡ－）

９ ／ ９－
（９ ／ ９ＨＡ－）

６ ／ ６－
（６ ／ ６ＨＡ－）

５ ／ ５－
（５ ／ ５ＨＡ－）

１ ／ １－
（１ ／ １ＨＡ－）

　 “－”代表保护；“ＨＡ－”代表无血凝
　 “－”ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ； “ＨＡ－”ｎｏ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ

　 　 攻毒对照家兔均发病死亡；免疫攻毒获得保护

家兔的 ４ 倍肝脏组织液均无血凝性，显示无明显病

毒增殖情况；ＲＨＤ 灭活疫苗免疫家兔血清 ＨＩ 效价

低于 １ ∶ １６ 时（６ 份），对应的攻毒家兔均发病死

亡；免疫家兔血清 ＨＩ 效价为 １ ∶ １６ 时（８ 份），对应

攻毒家兔 ５ 只获得保护，而另 ３ 只均发病死亡；

免疫家兔血清 ＨＩ 效价不低于 １ ∶ ３２ 时（２１ 份），对

应的攻毒家兔均获得保护。

２．３　 疫苗效力检验替代方法的应用　 疫苗效力检

验现行方法（免疫攻毒法）与替代方法（ＨＩ 效价测

定方法）的应用结果比较见表 ３。

表 ３　 ２ 种效力检验方法应用结果比较

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｐｐｌｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｐｏｔｅｎｃｙ ｔｅｓｔ

生产企业 疫苗批数 接种兔只数
效力检验结果

保护情况 ＨＩ 效价
符合率 ／ ％

齐鲁动保 ９ ４５ ４５ ／ ４５ 保护 ４５ ／ ４５≥１ ∶ ３２ １００

华派生物 ８ ４０ ４０ ／ ４０ 保护 ４０ ／ ４０≥１ ∶ ３２ １００

山东绿都 ２ １０ １０ ／ １０ 保护 １０ ／ １０≥１ ∶ ３２ １００

小计 １９ ９５ ９５ ／ ９５ 保护 ９５ ／ ９５≥１ ∶ ３２ １００

　 　 所有对照组家兔血清 ＨＩ 效价不高于 １ ∶ ８，且

在攻毒后均死亡；在 １９ 批 ＲＨＤ 灭活疫苗效力检验

的免疫攻毒方法与血清 ＨＩ 效价测定方法的比较应

用试验中，替代方法（ＨＩ 效价测定方法）与现行方

法（免疫攻毒法）检验结果符合率为 １００％。

３　 结　 论

ＲＨＤ 于 １９８４ 年由我国首次报道［４］，随后确认

该疫病由杯状病毒科杯状病毒属的 ＲＨＤＶ 引起。

由于 ＲＨＤＶ 只能在兔体内增殖，不能在任何组织细

胞上有效增殖［４］，因此，尚未建立在细胞上进行抗

体定量检测方法。 虽然发现存在无血凝性的毒

株［５］，但可以利用具有血凝性的 ＲＨＤＶ 毒株，通过血

清 ＨＩ 效价的测定对家兔血清抗体进行定量［１，６－７］。

同时，ＲＨＤ 灭活疫苗免疫血清 ＨＩ 效价与 ＲＨＤＶ 的
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攻毒保护密切相关，但免疫攻毒临床保护的 ＨＩ 效

价临界值缺少明确一致的数据［８－１０］。 目前，ＲＨＤ
灭活疫苗效力检验的国内外标准方法均为免疫攻

毒法［３，１１］，虽然攻毒剂量要求不同，但均是通过观

察免疫家兔攻毒后是否获得临床保护来判定免疫

效果。 为了采用免疫血清 ＨＩ 效价测定方法替代现

有的标准方法，按照《中国兽药典》２０１５ 年版三部

的攻毒剂量标准，明确了攻毒临床保护的免疫血清

ＨＩ 效价标准应不低于 １ ∶ ３２。 同时，与 １９ 批 ＲＨＤ
灭活疫苗效力检验免疫攻毒的标准方法进行比对

的应用表明，标准方法中免疫攻毒临床保护的家

兔，其免疫血清 ＨＩ 效价均未低于 １ ∶ ３２。 可见，只
要免疫血清 ＨＩ 效价不低于 １ ∶ ３２，就能够确保免疫

家兔攻毒后可获得临床保护，用免疫兔血清 ＨＩ 效

价均不低于 １ ∶ ３２ 作为 ＲＨＤ 灭活疫苗效力检验中

判定攻毒临床保护的标准确实可行。
在《中国兽药典》２０１５ 年版三部中，ＲＨＤ 灭活

疫苗的安全检验和效力检验均采用 ＨＩ 效价测定方

法筛选检验用敏感家兔，生产企业熟悉该检测方

法。 同时，通过免疫家兔血清 ＨＩ 效价来评价疫苗

免疫效果，疫苗生产企业可以避免使用负压动物

舍，缩短检验时间，也可节约检验成本。 该研究也

可为下一版《中国兽药典》的修订提供数据。
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