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［摘　要］　为研究热灭活、甲醛、β－丙内酯（ＢＰＬ）三种不同灭活方法对新城疫病毒（ＮＤＶ）血凝和

ＲＴ－ＰＣＲ试验结果的影响，将收获的ＮＤＶ鸡胚尿囊液分别用浓度为０．１％～０．５％的甲醛３７℃灭

活２４ｈ或４℃灭活４８ｈ、浓度为０．０２％～０．２％的ＢＰＬ３７℃灭活９ｈ、６０℃热灭活３０～９０ｍｉｎ，并

于灭活前后进行血凝试验和ＲＴ－ＰＣＲ检测。结果表明，用０．０２％的ＢＰＬ３７℃灭活９ｈ或０．１％的

甲醛４℃灭活４８ｈ，不影响ＮＤＶ的血凝价；采用热灭活３０ｍｉｎ或０．０２％的ＢＰＬ３７℃灭活９ｈ，不影

响ＮＤＶ核酸检测。本研究可为相关病原检测以及诊断制品制备过程中灭活方法的选择提供参考。
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　　在动物疫病检测时，为确保生物安全，常需

对临床样品或分离培养的病原微生物进行灭活

处理。灭活也是动物疫病诊断制品制备过程中

的重要环节，通过灭活可有效消除制品在使用过

程中潜在的病原扩散风险。常用的物理灭活方

法包括热、超声波、紫外线和 γ－射线等，化学灭

活方法包括甲醛、戊二醛、β－丙内酯（ｂｅｔａ－ｐｒｏ

ｐｉｏｌａｃｔｏｎｅ，ＢＰＬ）、二乙烯亚胺、盐酸聚六亚甲基

胍等［１］。不同处理方法的灭活原理不同，灭活

时对病原微生物组分（如蛋白、核酸等）造成的

破坏也有所差异。灭活后，进行疫病检测分析

时，其检测结果与灭活前相比会受到不同程度的

影响。本研究以新城疫病毒（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅ

ｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）为模型，分别研究热、甲醛及 ＢＰＬ这

３种常用灭活方法对其血凝（ＨＡ）和 ＲＴ－ＰＣＲ

试验结果的影响，以期为相关病原检测及诊断制

品制备过程中灭活方法的选择提供参考。

１　材料与方法

１．１　主要材料　ＮＤＶＬａＳｏｔａ株，由中国动物卫生

与流行病学中心提供；１０日龄 ＳＰＦ鸡胚，购于济南

斯帕法斯家禽有限公司；甲醛购自国药集团化学试

剂有限公司；ＢＰＬ购自 Ｓｅｒｖａ公司；病毒 ＲＮＡ提取

试剂盒购自康为世纪公司；ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＩＩＯｎｅ－Ｓｔｅｐ

ＲＴ－ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ检测试剂盒购自全式金公司。

１．２　病毒扩增　用灭菌生理盐水将 ＮＤＶＬａＳｏｔａ

种毒进行１０－４稀释，尿囊腔接种１０日龄ＳＰＦ鸡胚，

０．１ｍＬ／枚，接种后置３７℃继续孵化，弃去２４ｈ内

死亡鸡胚，取出随后死亡的鸡胚置４℃，１２０ｈ时取

出全部鸡胚，收获鸡胚尿囊液。４℃ ２５００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，取上清，测定血凝价。

１．３　病毒灭活

１．３．１　甲醛灭活　４０％的甲醛溶液经稀释后加入

到５份等量的１００ｍＬＮＤＶ病毒液中，充分混匀，使

甲醛终浓度分别为 ０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、

０．５％。将５份含有不同甲醛终浓度的 ＮＤＶ病毒液

分为两组，一组置３７℃灭活２４ｈ，另一组置４℃灭

活４８ｈ。

１．３．２　ＢＰＬ灭活　将ＢＰＬ溶液稀释后加入到５份

等量的１００ｍＬＮＤＶ病毒液中，充分混匀，使 ＢＰＬ

终浓度分别为 ０．０２％、０．０２５％、０．０５％、０．１％、

０．２％，置３７℃灭活９ｈ。

１．３．３　热灭活　将３等份ＮＤＶ病毒液（１００ｍＬ／份）

置６０℃水浴中，分别灭活３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、９０ｍｉｎ。

１．４　灭活检验　取上述灭活样品各 ５ｍＬ，参照

《兽用生物制品质量标准》［２］附录中灭活检验法。

将各灭活留样，接种１０日龄ＳＰＦ鸡胚，０．１ｍＬ／枚，

每个样品接种６枚。接种后置３７℃继续孵化，每

日照蛋２～４次，随时取出死亡鸡胚并置４℃，活胚

继续孵化至１２０ｈ时，然后取出所有鸡胚，置４℃过

夜，收获尿囊液并测定血凝价。将２４ｈ鸡胚死亡数

≤１，４８～１２０ｈ无死亡胚，且尿囊液 ＨＡ＝０的灭活

样品视为完全灭活。

１．５　血凝价测定　参照《兽用生物制品质量标

准》［２］附录中红细胞凝集试验法，测定各灭活留样

的血凝价，并与灭活前病毒液血凝价比较。

１．６　ＲＴ－ＰＣＲ测定　分别取灭活前病毒液以及

各灭活留样，采用无菌生理盐水１０倍递进稀释，从

１０－１稀释至１０－６。病毒 ＲＮＡ提取参照 ＲＮＡ提取

试剂盒说明书进行。引物参照《新城疫诊断技术》

（ＧＢ／Ｔ１６５５０－２００８）［３］所用的检测引物，由宝生

物工程 （大连）有限公司合成。反应体系按

ＲＴ－ＰＣＲ检测试剂盒说明书配制，反应条件为：

５０℃反转录３０ｍｉｎ；９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性

３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共３０个循环；

７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后，用１．５％琼脂糖凝胶

电泳分析结果，ＰＣＲ产物送宝生物工程（大连）有

限公司测序。测定各灭活留样可检出的病毒最高

稀释倍数，并与灭活前病毒液比较。

２　结 果

２．１　灭活检验　按所述方法检测各灭活留样的

灭活效果，采用浓度为 ０．１％ ～０．５％的甲醛灭

活时，无论３７℃灭活２４ｈ或４℃灭活４８ｈ，灭活

的病毒样品再次接种鸡胚后，收获的尿囊液血凝

价均为０，证明灭活完全；采用浓度为 ０．０２％ ～

０．２％的ＢＰＬ３７℃灭活９ｈ，经检测均灭活完全；

采用６０℃３０ｍｉｎ、６０ｍｉｎ、９０ｍｉｎ热灭活，经检
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测均灭活完全。

２．２　灭活前后血凝试验检测　结果见表１。病毒

灭活前，经测定病毒液血凝价为 ２１０。用甲醛灭活，

灭活温度为３７℃时，随着甲醛浓度从０．１％增加至

０．５％，灭活后的病毒液血凝价下降到２９～２６；灭活

温度为４℃时，在不同的灭活浓度下，灭活后的病

毒液血凝价与灭活前保持一致，均为２１０。用 ＢＰＬ

灭活时，灭活浓度从０．０２％增加至０．２％，灭活后

的病毒液血凝价与灭活前保持一致，均为２１０。采

用６０℃热灭活，灭活时间从３０ｍｉｎ增加至９０ｍｉｎ，

灭活后的病毒液均检测不到血凝价。

表１　不同灭活处理方法对ＮＤＶ血凝价的影响

灭活方法 灭活浓度 灭活条件／ＨＡ价 灭活条件／ＨＡ价

甲醛

０．１％ ３７℃２４ｈ／２９ ４℃ ４８ｈ／２１０

０．２％ ３７℃ ２４ｈ／２９ ４℃ ４８ｈ／２１０

０．３％ ３７℃ ２４ｈ／２８ ４℃ ４８ｈ／２１０

０．４％ ３７℃ ２４ｈ／２７ ４℃ ４８ｈ／２１０

０．５％ ３７℃ ２４ｈ／２６ ４℃ ４８ｈ／２１０

ＢＰＬ

０．０２％ ３７℃ ９ｈ／２１０ ／

０．０２５％ ３７℃ ９ｈ／２１０ ／

０．０５％ ３７℃ ９ｈ／２１０ ／

０．１％ ３７℃ ９ｈ／２１０ ／

０．２％ ３７℃ ９ｈ／２１０ ／

热灭活

／ ６０℃ ３０ｍｉｎ／０ ／

／ ６０℃ ６０ｍｉｎ／０ ／

／ ６０℃ ９０ｍｉｎ／０ ／

　“／”代表无数据；ＨＡ效价为“０”代表无凝集

２．３　灭活前后ＲＴ－ＰＣＲ检测　结果见表２。病毒
灭活前，ＲＴ－ＰＣＲ可检测到的病毒最高稀释倍数
为１０－３。甲醛灭活时，无论采用３７℃或４℃灭活，
或是灭活浓度从０．１％增加至０．５％，灭活后的病
毒液均检测不到病毒核酸。ＢＰＬ灭活时，灭活浓度
为０．０２％时，灭活后可检测到的病毒最高稀释倍数
与灭活前一致，仍为１０－３；随着灭活浓度从０．０２５％
增加至０．２％，灭活后可检测到的病毒最高稀释倍
数有所下降，但仍可检测到 １０－２稀释的病毒液。
６０℃热灭活时，灭活时间从３０ｍｉｎ增加至９０ｍｉｎ，
灭活后可检测到的病毒最高稀释倍数均和灭活前

一致，为１０－３。

表２　不同灭活方法处理后ＲＴ－ＰＣＲ可检测到
ＮＤＶ的最高稀释倍数

灭活方法 灭活浓度
灭活条件／可检测
稀释倍数

灭活条件／可检测
稀释倍数

甲醛

０．１％ ３７℃２４ｈ／－ ４℃４８ｈ／－

０．２％ ３７℃２４ｈ／－ ４℃４８ｈ／－

０．３％ ３７℃２４ｈ／－ ４℃４８ｈ／－

０．４％ ３７℃２４ｈ／－ ４℃４８ｈ／－

０．５％ ３７℃２４ｈ／－ ４℃４８ｈ／－

ＢＰＬ

０．０２％ ３７℃９ｈ／１０－３ ／

０．０２５％ ３７℃ ９ｈ／１０－２ ／

０．０５％ ３７℃ ９ｈ／１０－２ ／

０．１％ ３７℃ ９ｈ／１０－２ ／

０．２％ ３７℃ ９ｈ／１０－２ ／

热灭活

／ ６０℃３０ｍｉｎ／１０－３ ／

／ ６０℃ ６０ｍｉｎ／１０－３ ／

／ ６０℃ ９０ｍｉｎ／１０－３ ／

　“／”代表无数据；可检测稀释倍数“－”代表检测结果为阴性

３　讨 论

甲醛是传统的灭活剂［６－７］，通过对蛋白和核酸

的烷化作用使病毒或细菌丧失感染性［４］。本研究

中，３７℃或４℃条件下０．１％～０．５％甲醛灭活后，
ＮＤＶ核酸结构受损，ＲＴ－ＰＣＲ检测结果均为阴性。
３７℃灭活时，随甲醛浓度升高，ＮＤＶ血凝价呈下降
趋势，这可能与血凝素蛋白变性发生交联反应而致

抗原性破坏有关。采用４℃灭活，则可抑制上述交
联反应，有效保存血凝素蛋白的抗原性。不过，在

相关诊断制品（如新城疫抗原、禽流感抗原等）制备

过程中，甲醛灭活浓度、温度、时间，还需依据生物

材料的特性及具体工艺，灵活选择。

ＢＰＬ在国外广泛用于疫苗灭活，其作用于病原
体ＤＮＡ或ＲＮＡ，通过与核酸的嘌呤碱基（主要是鸟
嘌呤）反应破坏核酸结构，但不直接作用于蛋白质，

因此能保持良好的抗原活性。同时，ＢＰＬ灭活病原
时间短，且易水解为无毒性的人体脂肪代谢产物

β－羟基丙酸，故不必考虑在成品中的残留［８］。本

研究采用０．０２％～０．２％ＢＰＬ进行灭活，在ＮＤＶ完
全灭活的情况下，灭活前后血凝价保持不变，效果

较为理想。同时，ＢＰＬ虽然直接作用于核酸，当采
用０．０２％的浓度进行灭活时，灭活前后 ＲＴ－ＰＣＲ
检测结果未受影响；当浓度增加到０．０２５％～０．２％

·３１·
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时，ＲＴ－ＰＣＲ可检测病毒最高稀释倍数降低至
１０－２，但与甲醛相比，ＢＰＬ灭活对 ＲＴ－ＰＣＲ检测结
果影响相对较小。本研究表明，用 ０．０２％的 ＢＰＬ
３７℃９ｈ灭活效果较好，既保持了ＮＤＶ血凝素蛋白
的抗原性，又不会影响ＲＴ－ＰＣＲ检测。

热灭活简单易行，但容易造成病原体蛋白质

变性，进而使抗原活性受到影响。本研究采用热灭

活后，均检测不到血凝价，说明血凝素蛋白变性而失

去其抗原性。但热灭活对核酸检测影响较小，灭活

３０～９０ｍｉｎ，均不会影响ＲＴ－ＰＣＲ检测结果，该方法
较适用于分子检测试剂的质控品、对照品的制备。

本研究显示，３种灭活方法对ＮＤＶ血凝性的影
响，依次为热灭活

!

甲醛
!

ＢＰＬ；对 ＮＤＶ核酸检测
的影响，依次为甲醛

!

ＢＰＬ
!

热灭活。因此，新城

疫血凝和血凝抑制试验时，推荐采用０．０２％的ＢＰＬ
３７℃灭活９ｈ或０．１％的甲醛４℃灭活４８ｈ；ＮＤＶ
核酸检测时，建议热灭活３０ｍｉｎ，也可用０．０２％的
ＢＰＬ３７℃灭活９ｈ。实际应用中，可根据检测目的
以及病原微生物的种类和生物学特性，合理选择灭

活方法及灭活条件。
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