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［摘　 要］ 　 安全检验是判定疫苗安全性的重要检验项目，涉及实验动物的筛选、不同免疫方法的选

取以及免疫后的观察等方面。 从免疫方法、实验动物两方面对细菌类动物疫苗安全检验方法进行

综述，以期为动物疫苗安全检验提供参考。
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　 　 疫苗的安全检验是指通过特定剂量接种实验

动物，根据实验动物的反应来确定疫苗是否安全的

方法。 目前我国动物疫苗的安全检验采用的是接

种实验动物法。 在常规的注册检验、复核检验和监

督检验中，安全检验只需要按照质量标准中安全检

验项目进行。 而在产品研发过程中，针对特定产

品，还需要进行特殊项目的安全性评价。 如对部分

活疫苗，需要评价其水平传播对其他易感动物和环

境的影响；对于以基因工程技术研制的动物疫苗产

品，要按照农业农村部有关规定，进行转基因生物

安全评价等。 本文重点阐述常规安全检验中涉及

的技术方法。

１　 安全检验概述

１． １　 免疫剂量　 在细菌类动物疫苗产品安全检验

质量标准对免疫剂量的叙述中，灭活疫苗主要以体

积为计量单位，如免疫 ２ ｍＬ、３ ｍＬ 等。 活疫苗多为
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冻干苗，主要以头份 ／羽份数为计量单位，同时规定

稀释液体积。 ２０２０ 版《中国兽药典》中，对个别产

品进行了规范，如沙门氏菌马流产活疫苗（ Ｃ３５５
株），从以菌落形成单位为计量单位变更为体积同

时标注头份数的方式。 虽然计量单位不同，但安全

检验的接种剂量都与使用剂量遵循一定的比例原

则。 在使用本动物进行安全检验时，接种剂量一般

活疫苗不少于 １０ 个使用剂量，灭活疫苗不少于２ 个

使用剂量［１］。 疫苗研发安全试验有一次单剂量接

种、单剂量重复接种和一次超剂量接种三个过

程［２］，而在安全检验中以一次超剂量接种为主。 对

于需要多次接种的产品，安全检验需要进行多次超

剂量接种，如猪支原体肺炎灭活疫苗（ＣＪ 株） ［３］。
１． ２ 免疫方法　 在细菌类动物疫苗的安全检验中，
免疫方法以皮下注射和肌肉注射为主。 部分产品

的要求更加细化，如对小鼠规定背部皮下、腿部

皮下或腿部肌肉，对鸡规定颈背部皮下或腿部

肌肉等。 除皮下注射和肌肉注射以外，在特定产品

中还有其他的免疫方法。 如沙门氏菌马流产活疫

苗用腹腔注射的方法接种小鼠，鸡毒支原体活疫苗

用点眼的方法接种 ＳＰＦ 鸡，鸡毒支原体活疫苗

（ＭＧ ６ ／ ８５ 株）用喷雾方法接种 ＳＰＦ 鸡［４］，猪多杀

性巴氏杆菌病活疫苗（Ｃ２０ 株）用口服疫苗稀释液

的方法接种猪。 安全检验的接种方法与疫苗使用

方法一致，在安全检验实验中，应严格按照质量标

准规定的接种方法操作。
１． ３ 　 实验动物的替代 　 １９５９ 年，英国动物学家

Ｗｉｌｌｉａｍ 和 Ｒｅｘ 提 出 在 动 物 实 验 中 的 减 少

（ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）、替代（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）、优化（Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）
三个原则（简称 ３Ｒ 原则），后来逐渐成为现今动物

替代方法的核心内容［５］。 使用替代动物可以从根

本上减少动物实验成本，同时也是保障动物福利的

重要内容。 但随着疫苗产品安全标准不断提高，不
使用替代动物成为一种趋势。 美国联邦法规第九

卷（９ＣＦＲ）中对于动物疫苗安全检验要求必须使用

本动物进行，部分对小鼠有天然毒性的疫苗还需要

以小鼠进行安全检验［６］。 我国农业部 ２００６ 年发布

的《兽用生物制品实验室安全试验技术指导原则》

也在这方面进行了补充，要求禽类制品安全检验使

用本动物，其他制品除了使用靶动物以外，还须用

敏感小动物进行试验，从本动物和小动物两个不同

的角度把控疫苗产品的质量安全。
１． ４　 实验动物的筛选　 在实验动物应用中，禽类

要求为 ＳＰＦ 级，小鼠、大鼠为清洁级，兔、豚鼠要求

为普通级。 ＳＰＦ 猪饲养成本较高，且目前在国内尚

未形成完整的质量控制体系，在实际中很少应用。
大动物在实际应用中通常使用普通级，所以需要对

动物进行筛选。 质量标准中带有“健康易感”的则

认为需要进行筛选，部分产品质量标准中没有附加

具体的动物筛选方法，需要根据抗原或抗体特性选

取合适的方法进行筛选。 筛选实验动物一般以抗

原或抗体阴性为原则，具体有以下几种方法：
１． ４． １　 背景追溯　 背景追溯是筛选实验动物的基

本方法。 具体要求为未使用过同种类型的疫苗产

品，无相关病史。 背景追溯是对实验动物进行初筛

的最简单、有效的方法，但只能从动物的饲养历史

上进行初步判断。 无清洁级别实验动物筛选都要

进行背景追溯，但多数产品还需要辅以其他筛选

方法。
１． ４． ２ 　 凝集反应　 凝集反应分为平板凝集、试管

凝集和微量凝集。 三种凝集方法的原理本质上

都是抗原抗体产生的凝集反应。 平板凝集只需要

２ ～ ４ ｍｉｎ即可根据凝集情况判定结果，代表产品

有副猪嗜血杆菌病二价灭活疫苗（１ 型 ＬＣ 株 ＋ ５ 型

ＬＺ 株）等［７］。 试管凝集与微量凝集方法的区别在

于反应体系的大小，均需要反应 ６ ｈ 以上，但是灵

敏性要高于平板凝集方法。 试管凝集在近几年的

产品中已经很少应用，以微量凝集为主。 微量凝集

可以对实验动物进行批量筛选，提高工作效率。 如

仔猪大肠杆菌病基因工程灭活疫苗（ＧＥ － ３ 株）就
是使用微量凝集的方法进行实验动物筛选［８］。
１． ４． ３　 间接血凝（ ＩＨＡ） 　 间接血凝是将可溶性抗

原或抗体吸附在具有载体和指示功能的红细胞上，
借助抗原抗体反应将红细胞凝集进行观察的方法。
同凝集方法相比，间接血凝的灵敏度更高，如猪支

原体肺炎灭活疫苗（ＮＪ 株）就是采用的间接血凝的
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方法来筛选实验动物［９］。
１． ４． ４　 ＥＬＩＳＡ　 ＥＬＩＳＡ 是目前应用最为广泛的实

验动物筛选方法，以检测抗体为主。 ＥＬＩＳＡ 方法的

敏感性高于凝集反应和 ＩＨＡ。 通过借助酶标仪对

反应结果 ＯＤ 值进行读数，根据公式计算结果，可
以减少因人为观察所造成的误差。
１． ４． ４ 　 ＰＣＲ　 ＰＣＲ 方法一般用来检测抗原，如副

猪嗜血杆菌病二价灭活疫苗（４ 型 ＪＳ 株 ＋ ５ 型 ＺＪ
株） 是进行鼻拭子采样后通过 ＰＣＲ 方法进行实验

动物筛选［１０］。 在目前已有的检测方法中，ＰＣＲ 的

敏感性最高。 但是 ＰＣＲ 方法操作相对复杂，在采

样后需要进行增菌培养，然后离心将菌体重悬作为

模板，按规定体系反应后通过琼脂糖凝胶电泳确定

结果。 且在整个实验过程中需用到 ＰＣＲ 仪、摇床、
电泳系统和凝胶成像系统，对实验室硬件设施要求

较高。
在实际实验动物筛选的过程中，有时也会同

时用到多种筛选方法。 如副猪嗜血杆菌病三价

灭活疫苗 （ ４ 型 ＳＨ 株 ＋ ５ 型 ＧＤ 株 ＋ １２ 型 ＪＳ
株） ［１１］，由于筛选要求需要抗原抗体双阴性，所以

同时采用了 ＰＣＲ 和凝集两种方法。
１． ４． ５　 群体筛选　 上述几种方法均为针对动物个

体进行筛选。 除个体筛选以外，部分产品也会应用

到群体筛选方法。 在猪萎缩性鼻炎灭活疫苗

（ＴＫ － ＭＢ６ 株 ＋ ＴＫ － ＭＤ８ 株）安全检验实验动物

筛选过程中，选取 ３ ～ ５ 头符合标准的猪进行剖检，
观察肺部和鼻甲骨，以此来确定备选猪群是否符合

要求［１２］。 鸭传染性浆膜炎三价灭活疫苗 （１ 型

ＹＢＲＡ０１ 株 ＋ ２ 型 ＹＢＲＡ０２ 株 ＋ ４ 型 ＹＢＲＡ０４ 株）
以不低于使用鸭数量 ２０％的比例对鸭群抽样，通过

采取收集血清筛选合格后来确定本批鸭是否符合

要求，最后选取未采血鸭作为实验动物［１３］。
产品质量标准中尚未明确“群体筛选”这一概

念，只在实际应用中以样品代表群体。 在进行群体

筛选的过程中，应注意检测样品背景和来源相同，
如多个来源，应对不同来源背景的动物群体分别抽

样进行筛选。
１． ５　 实验动物的观察 　 在接种疫苗前，需要对实

验动物进行为期 １ ～ ３ ｄ 的观察，使其充分适应新环

境。 在接种疫苗后需观察 ６ ～ ２１ ｄ，以 １０ ｄ、１４ ｄ 居

多。 观察 ６ ｄ 的如布氏杆菌活疫苗，２１ ｄ 的如仔猪

副伤寒活疫苗。 ２０２０ 版《中国兽药典》中对免疫后

实验动物的观察时间做了规定，如小鼠、豚鼠、兔等

观察时间不低于 ６ ｄ，禽类和大动物观察时间不低

于 ７ ｄ。 大部分产品观察指标为健活，即动物存活

且保持健康。 健活的具体要求包括“注射部位无炎

症”、“未出现疫苗引起的局部或全身不良反应”
等。 “健活”是最基本简便的观察指标，对于部分以

本动物进行安全检验的产品，还需要用到其他

方法。
１． ５． １　 剖检法　 剖检法多数针对不致死但感染动

物特定部位的病原，通过剖检后观察病原感染部位

的病变程度来确定产品是否安全。 如鸡毒支原体

活疫苗安全检验，需要对实验鸡气囊进行剖检，应
无临床损伤。 剖检法有时候还需要辅以记分法，根
据分值进行更精确的判定。
１． ５． ２　 测温法 　 测温法一般需要在接种疫苗前

３ ～ ５ ｄ 进行体温测定，取其平均值作为基础体温。
然后在疫苗接种后进行体温测定。 一般体温升高

不超过一定值或者升高后在规定天数内恢复即为

正常。 不同产品的体温具体观测方法略有不同，
如猪败 血 性 链 球 菌 病 活 疫 苗 （ ＳＴ１７１ 株） 是 在

１４ ～２１ ｄ进行观察，体温超过正常 １ ℃不应超过３ ｄ。
而猪链球菌病灭活疫苗（马链球菌兽疫亚种 ＋ 猪链

球菌 ２ 型）则是在前三日进行观察，体温不超过

１ ℃。 测温法可以根据动物的体温反应来确定疫

苗的安全性，一般以本动物、大动物为主。
１． ５． ３　 记分法　 记分法是根据动物接种疫苗后反应

或剖检后感染部位的病变程度来赋予分值，根据分值

来确定动物是否符合要求。 如猪大肠杆菌病、Ｃ 型

产气荚膜梭菌病、诺维氏梭菌病三联灭活疫苗就是

根据动物的临床反应判定分值，进而确定产品是否

符合要求［１４］。 在动物剖检观察方面，应用记分法较

多的是寄生虫类产品。 如鸡球虫病四价活疫苗，在
接种疫苗后剖检，分别在几种寄生虫适宜寄生部位

进行观察记分，根据分值来确定产品是否符合要求。
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２　 欧美相关法规概述

美国 ９ＣＦＲ 中，对细菌类动物疫苗安全检验免

疫剂量的规定与《中国兽药典》略有不同，根据不同

实验动物制定安全检验方法。 对于小鼠和豚鼠等

替代动物，以体积为单位进行免疫；对于非替代动

物，按一倍或多倍使用剂量进行免疫。 禽用疫苗的

安全检验则是与效力检验合并进行，通过观察效力

检验接种后动物的反应来检验疫苗的安全性［１５］。
美国 ９ＣＦＲ 还对细菌类疫苗和病毒类疫苗的免疫

剂量上加以区分，如猪和绵羊安全检验，细菌疫苗

接种 ２ 头份，病毒疫苗接种 １０ 头份，但对活疫苗和

灭活疫苗并没有明确接种剂量的不同。
针对国内外差异，可在后期的修订工作中有针

对地进行研究论证。 比如，以小鼠动物替代猪等大

动物时，由于动物体重相差巨大，以猪的使用剂量

做为接种小鼠的参考单位是否具有实际意义。 美

国 ９ＣＦＲ 禽用疫苗安全检验效力检验合并，节省了

实验动物数量，但是在安全检验免疫剂量即使用剂

量的前提下。 对于安全检验高于使用剂量的接种

剂量对产品质量控制的必要性论证，也可以作为一

个研究方向。 值得注意的是，《欧洲药典》在对实验

动物的要求中规定了最小使用日龄［１６］，而《中国兽

药典》在实验动物中规定了日龄或体重范围，却没

有明确规定使用最小使用日龄或体重的实验动物。
针对这方面的差异，也可作为后期药典修订工作中

的一个研究方向。
３　 安全检验中存在的问题

３． １　 替代动物的使用 　 在安全检验过程中，小鼠

操作简便且成本较低，是优先考虑的替代动物。 但

因替代动物与本动物易感性和体重差异巨大，建立

对比关系难以准确把握。 猪丹毒活疫苗 Ｇ４Ｔ１０ 株

是经历市场考验的经典产品，但在近些年的安全检

验项目中，以小鼠为实验动物不合格率较高。 由于

使用猪进行安全检验结果合格，故推断当前小鼠的

集约化饲养方式可能导致了小鼠敏感性的变化，具
体原因还需要进一步实验来验证。
３． ２　 实验动物筛选方法有待进一步研究和规范　
近些年通过新兽药注册的产品一般附加了详细的

动物筛选方法，但对于同种产品，不同研发单位的

筛选方法不同，评价方法也不同，缺少针对同类产

品的统一标准。 部分收录在《中国兽药典》中的产

品，没有明确动物筛选方法。 根据常规的实验室方

法进行抗原或抗体的检测虽然可以达到筛选目的，
但缺少具体依据。 应不断规范和完善实验动物筛

选方法，针对同类产品，建立统一的评价标准，为安

全检验结果提供依据。
３． ３　 检测技术有待进一步加强　 目前企业自主研

发的疫苗产品，质量标准参考农业农村部公告。 在

监管过程中，缺少现实可行的统一标准，依赖企业

提供的菌毒种、试剂和方法等。 特别是对于进口产

品，难以做到有效监管。 针对这种情况，应对特定

病原加强通用检验方法研究，完善质量控制方法，
为实际监管提供技术支撑。
４　 展　 望

在养殖业中，针对细菌感染，往往使用抗生素

即可达到治疗的目的，这使细菌类动物疫苗在很长

时间内占国内市场比重不大。 但是，近年来，农业

农村部大力推进兽药“减抗”，细菌类动物疫苗的重

要性在一定程度上有所提升。 同时，这也对细菌类

动物疫苗的技术评价和监管提出了新的要求。 随

着我国经济的不断发展，兽用生物制品领域技术也

是日新月异。 疫苗在生产、检验过程中涉及的原辅

材料工艺不断更新的同时对疫苗本身和检验过程

可能有潜在影响，从而影响最终检验结果。 一些历

经考验的经典产品标准是上一代兽医学者留下的

宝贵财富，应不断研究和完善，使其可以适应新的

技术环境。
虽然在动物疫苗安全检验中还存在诸多问题，

但是随着兽药质量控制体系的不断完善，安全检验

整体在不断往规范化前进。 在检验技术的不断提高

和标准的不断完善的背景下，相信动物疫苗安全检

验的标尺会在产品质控中发挥越来越重要的作用。
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［１４］ 农业农村部公告第 ７０ 号． 猪大肠杆菌病、Ｃ 型产气荚膜梭菌

病、诺维氏梭菌病三联灭活疫苗质量标准［Ｓ］ ．

Ｎｏｔｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｒｕｒａｌ Ａｆｆａｉｒｓ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｎｏ． ７０．

Ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐｏｒｃｉｎｅ

ｃｏｌｉｂａｃｉｌｌｏｓｉｓ， Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ ｔｙｐｅ Ｃ ａｎｄ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ［Ｓ］ ．

［１５］ 美国联邦法规第九卷［Ｓ］． ２００７： ６７ － ６９．

Ｃｏｄｅ ｏｆ Ｆｅｄｅｒａｌ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｓ］ ． ２００７： ６７ － ６９．

［１６］ 欧洲药典 ８． ０［Ｓ］ ． ２０１１： ８４７ － ８５７．

Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ８． ０［Ｓ］ ． ２０１１： ８４７ － ８５７．

（编 辑：李文平）
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