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!摘!要"!为制备标定MI试验用的鸡新城疫阳性血清国家标准品!以鸡新城疫 =̂1BW=株病毒和

灭活疫苗免疫 13_鸡制备鸡新城疫高免血清" 将检验合格的鸡新城疫阳性血清以鸡阴性血清稀释

为MI效价与国际标准血清完全一致后!用于标准品制备" 对该标准品进行了物理性状'无菌检验'

真空度测定'剩余水分检验'均匀性检测和稳定性试验!检测结果均符合要求" 以国际标准品为参

比!测定了该标准品的MI效价为 $ p.# 与协作标定结果基本一致" 该标准品以国际标准品溯源的

国际单位含量为 %"# Ib)<̂ !为鸡新城疫的相关研究提供了物质基础"
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!!鸡新城疫"54#又称亚洲鸡瘟!是由禽副黏
#

毒

"54f#引起的一种主要侵害鸡)火鸡)野禽及观赏鸟

类的高度接触传染性)致死性疾病!其感染呈全球趋

势!给世界上很多国家和地区带来了严重的经济损
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& 世界动物卫生组织"gI;#将其列为0类动物

传染病'"(

!我国将其列为一类动物传染病'%(

&

目前!红细胞凝集抑制"MI#试验是鸡新城疫诊

断)流行病学调查及疫苗免疫效力评价的常用方

法'&(

& 为了促进鸡新城疫抗体MI试验的国际一体

化和抗原标准化!英国卫桥 fOWOZ>7=ZY =̂XBZ=WBZ>OE

08O7DY"f̂0#于 $:.. 年研制出国际标准血清'2(

!

可从 5=W>B7=?I7EW>WKWOGBZH>B?B8>D=?1W=7A=ZAE=7A

+B7WZB?"5IH1+#获得!也称之为基准标准品!各国

实验室用国际标准品溯源制备各自的国家标准品!

用于标定鸡新城疫抗体MI试验& 该国际标准品得

到国际上的普遍认可!广泛用于标化鸡新城疫抗体

的MI试验& 因此!以该国际标准品为溯源制备国

家标准品!对解决我国鸡新城疫血清学诊断中的实

际问题具有重要意义& 本实验以从 5IH1+获得的

鸡新城疫阳性血清国际标准品'.(为溯源!建立一批

国家清标准品!用于标定鸡新城疫抗体检测的 MI

试验&

;<材料与方法

$,$!材料

$,$,$!试验动物!购买于北京实验动物中心的 $"

周龄 13_鸡&

$,$,"!新城疫!54"检测用抗原!中国兽医药品

监察所生产!血凝价M0

"

$ p%"#!批号为 "##'#2&

$,$,%!免疫用鸡新城疫 =̂1BW=株病毒!54f"!

乾元浩公司制备的新城疫 =̂1BW=株生产用种毒

"湿毒#病毒!批号为 1"#'#"#2&

$,$,&!免疫用鸡新城疫 =̂1BW=株灭活疫苗!北

京市兽医生物药品厂生产!批号为 #'#&&

$,$,2!鸡新城疫阳性血清国际标准品!购买于

5=W>B7=?I7EW>WKWOGBZH>B?B8>D=?1W=7A=ZAE=7A +B7WZB?

"5IH1+# !代码为541!国际单位含量为 %"# Ib)<̂ &

$,$,.!减蛋综合症!;41"MI抗原!中国兽医药品

监察所!批号为 "#$#$$!血凝价M0

"

$ p$.#&

$,$,'!禽流感!0I"MI抗原!中国科学院哈尔滨

兽医研究所提供的禽流感 M25$ 亚型 *O/$ 株抗

原标准物质候选物!血凝价M0

"

$ p-#&

$,"!候选物的制备!从北京实验动物中心采购 $"

周龄的 13_鸡"全部为公鸡#"# 只!以 MI试验确定

"# 只鸡确为阴性后!以鸡新城疫 =̂1BW=株病毒和

灭活疫苗按照表 $ 进行免疫&

!!每次免疫后每隔一天翅静脉采血 $ <̂ 监测免

疫后抗体水平的变化情况&当抗体水体满足要求

表 ;<免疫程序

免疫次数 免疫时间 免疫方法

第一次 首次免疫
每只鸡肌肉注射鸡新城疫 =̂1BW=株病

毒 #,"2 <̂

第二次 首免后 " 周
每只鸡肌肉注射鸡新城疫 =̂1BW=株活

疫苗 #,2 <̂

第三次 二免后 " 周
每只鸡肌肉注射鸡新城疫 =̂1BW=株灭

活疫苗 #,2 <̂

时采用无菌心脏采血法取血!$#### Z)<>7 离心分

离血清& 每 $ <̂ 血清加入各 $### 个单位的青霉

素和链霉素& /"# a冷冻保存!备用''(

&

$,%!候选物的筛选(-)

!提取的 "# 只鸡的血清分

别进行物理性状和无菌检验!并以5IH1+国际标准

阳性血清为参比进行MI试验': /$#(检测抗体效价&

$,&!标准品的制备

$,&,$!血清稀释!将检验后符合要求的候选物混

合后以鸡阴性血清按照5IH1+鸡新城疫阳性血清国

际标准品的国际单位进行稀释!使稀释后的血清与

5IH1+鸡新城疫阳性血清国际标准品的效价一致&

$,&,"!分装#冻干#熔封!将稀释后的血清经无菌

检验和效价测定合格后用瓶颈分液器"分装精度为

q#,#$ <̂ #无菌分装至灭菌长安瓿中!每支装量

$ <̂ !按常规方法冻干后抽真空)熔封&

$,2!标准品的检验

$,2,$!物理性状!随机抽取 2 支样品!观察颜色

和状态!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#!记录溶解情况&

$,2,"!无菌检验#真空度测定#剩余水分测定! 随

机抽取规定数量的样品!按文献方法':(进行&

$,2,%!特异性检验!随机取 $ 支冻干阳性血清在

同一条件下分别与新城疫 "54#)减蛋综合症

";41#和禽流感"0I#MI抗原进行红细胞凝集抑制

试验&

$,2,&!效价测定!随机抽取规定数量的样品以

5IH1+鸡新城疫阳性血清国际标准品为参比!按文

献方法':(测定MI效价&

$,2,2!均匀性检验!随机抽取规定数量'$"(的样

品!以5IH1+鸡新城疫阳性血清国际标准品为参比

按文献方法':(测定MI效价&

$,2,.!稳定性试验$$%%

!本次试验随机选取规定

数量的样品分别放 %' a和 "2 a温箱及 /"# a冰

箱在规定时间取样品进行 MI效价测定!以分别进

行加速稳定性和长期稳定性试验&
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$,2,'!协作标定!组织 & 家协作标定单位按统一

的协作标定方案!以国际标准品为参比测定其 MI

效价!试验完成后统计数据'2(

!确定待检国家标准

品的国际单位含量&

=<结<果

",$!候选物制备与筛选!"# 只 13_鸡经 MI试验

检测后均为新城疫阴性!按免疫程序免疫后试验鸡

均未出现局部和全身不良反应!血清中新城疫 MI

抗体效价随着免疫次数增加都呈递增的趋势!三次

免疫后效价均达到 $&?B8" 以上"试验结果见表 "#&

表 =<鸡新城疫抗体水平监测结果#血清滴度&3@=$

免疫后

采血时间
第 " 天 第 & 天 第 . 天 第 - 天 第 $# 天 第 $" 天

首次免疫 $ /" & /2 ' /- - /: : /$# : /$#

第二次免疫 - /: ' /- ' /- - /: : /$# $# /$$

第三次免疫 $" /$% $" /$% $" /$% $% /$& $% /$& $& /$2

!!提取的 "# 只鸡的血清均为橙黄色或略带棕红

色的澄明液体!无菌检验结果为无菌生长!以5IH1+

国际标准阳性血清为参比测定 MI效价均达到 $&

?B8" 以上!可用于制备鸡新城疫血凝抑制试验用阳

性血清国家标准品&

","!标准品的制备!混合均匀的 "# 只鸡的血清

取小样以鸡新城疫阴性血清分别进行 $ p"2#)

$ p%##)$ p%2# 倍稀释!再以 5IH1+鸡新城疫阳性

血清国际标准品为参比!测定MI效价结果见表 %&

表 ><稀释后阳性血清效价测定

血清稀释 $ p"# $ p%# $ p&# $ p.# $ p-# $ p$"# $ p$.# $ p"&#

$ p"2# 倍血清 / / / / / k kk kkk

$ p%## 倍血清 / / / / kk kk kkk kkk

$ p%2# 倍血清 / / / k kk kkk kkk r

国际标准品 / / / / kk kk kkk kkk

!!试验结果表明!$ p%## 倍稀释的阳性血清与

5IH1+国际标准品的 MI效价一致!所以将混合均

匀的候选物以鸡阴性血清稀释 %## 倍用于制备国

家标准品&

",%!标准品的检验

",%,$!物理性状!所有冻干阳性血清为淡黄色疏

松团块!易与瓶壁脱离!加稀释液后迅速溶解!溶解

后为淡黄色澄明液体&

",%,"!无菌检验#真空度测定和剩余水分测定!

无菌检验和真空度测定结果均符合规定!剩余水分

测定结果分别为 $,.9)$,&9)$,"9和",.9!均低

于 &9!符合要求&

",%,%!特异性检验!随机取 $ 支冻干阳性血清在

同一条件下分别与新城疫 "54#)减蛋综合症

";41#和禽流感"0I#MI抗原进行红细胞凝集抑制

试验!54MI抗体效价应为阳性!;41和0IMI抗体

应为阴性!说明该血清的特异性检验合格&

",%,&!效价测定!随机选取 2 支冻干血清以5IH̀

1+鸡新城疫国际标准血清为参比测定其 MI效价

为 $ p.#!说明冻干血清与冻干前效价一致&

",%,2!均匀性检验!随机选取 $2 支冻干血清以

5IH1+鸡新城疫国际标准血清为参比测定其 MI效

价均为 $ p.#!说明该冻干血清的均匀性良好&

",%,.!稳定性试验!加速稳定性试验结果表明!

& 支冻干血清 %' a温箱保存!每周取 $ 支测定 MI

效价!保存 & 周时效价未发生变化%& 支冻干血清

"2 a温箱保存!每隔一周取 $ 支测定MI效价!保存

: 周时效价未发生变化& 在 /"# a冷冻储藏的冻

干阳性血清按照第 $ 年每 % 个月一次!第二年每 .

个月一次!以后每年一次的检测频率进行 MI试验

测定其效价!结果表明!保存至 & 年时MI效价均为

$ p.#!说明冻干血清/"# a条件下保存 & 年MI效

价未发生变化& 该稳定性试验结果表明!以致密性

很好的安瓿为分装容器冷冻干燥并抽真空的冻干

血清稳定性很高!保存时间较长!仅为使用者提供

参考!该标准血清的保存期需要以长期稳定性试验

进行考察&

",%,'!协作标定!汇总四家协作标定单位的试验

结果表明!其中三家单位测定该标准血清的MI效价

为 $ p.#!一家单位测定的MI效价为 $ p&#& 该标定

结果与研制该国家标准品时标定的结果基本一致&

",%,-!定值与国际单位计算!根据研制结果和协

作标定结果!该鸡新城疫血凝抑制试验用阳性血清

国家标准品MI效价定值为 $ p.#!使用时所得滴度

必须与预测滴度相当!允许误差在一个稀释滴度

内& 鸡新城疫阳性血清国际标准品国际单位含量

为 %"# Ib)安瓿!该国际标准品与本次试验研制的

*"$*
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鸡新城疫血凝抑制试验用阳性血清国家标准品的

MI效价相当!均为 $ p.#!所以以 5IH1+鸡新城疫

阳性血清国际标准品溯源该国家标准品的国际单

位含量也为 %"# Ib)安瓿&

><讨<论

本试验参照 UMg的要求'$&(和国家一级标准

物质技术规范'$2(中标准物质的制备程序!从候选

物制备和检验)标准品制备和检验)稳定性试验)均

匀性检验)协作标定和定值等程序以国际标准血清

为参比研制国家标准品& 为提高产品质量!本试验

采取了以下措施$一是对国家标准品的候选物进行

筛选!尽量保证候选物的质量%二是以国际标准血

清为参比测定冻干血清的 MI效价!尽量准确测定

血清的效价%三是对冻干血清进行了均匀性检验!

保证了冻干血清的均匀性%四是对冻干血清进行稳

定性试验!提供了其保存期监测数据%五是组织协

作标定!对不同协作标定单位的试验结果进行统

计!最终以国际标准品为溯源确定了国家标准品的

国际单位含量为 %"# Ib)<̂ !MI效价为 $ p.#!最小

反应国际单位含量为 2,% Ib!保证了其实际使用中

的国际统一性&

该国家标准血清的MI效价和国际单位已经确

定!可用于以下方式来标化鸡新城疫凝集试验!即

标化抗原$由于该标准血清在当地试验条件下 MI

凝集效价已明确!随后批次的鸡新城疫诊断用抗原

的最终滴度应当以该国家标准阳性血清来检测%常

规试验的对照$为了检测结果可信!试验条件保持

不变!每批鸡新城疫红细胞凝集抑制试验都应以该

标准品为参比进行滴度测定%结果表达$由于试验

时试验体系中各种变量同时影响标准血清和被检

血清的效价!所以以国际单位表达结果不依赖于所

采用的特殊试验体系!因此在每个不同实验室进行

鸡新城疫红细胞凝集抑制试验获得的结果可以以

一种有效的方式进行比较&
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