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摘要 比较灭活处理鸡新城疫疫苗株( La Sota 株，简称鸡新

城疫疫苗) 替代流感病毒疫苗株( H9N2 株，简称流感疫苗)

的血凝( HA) 及血凝抑制( HI) 试验在实验教学中的应用。
采用 0. 25%甲醛溶液灭活处理鸡新城疫疫苗后，分别对该

疫苗的安全性及稳定性进行逐一检测，并与流感病毒同时进

行 HA 及 HI 试验，以评价该灭活苗的相应 HA 及 HI 试验效

果及两种病毒株试验结果的符合率。灭活处理的鸡新城疫

疫苗安全性符合国家药典规定。该疫苗的血凝效价及其免

疫血清的血凝抑制实验效价稳定，通过分批次抽取样品进行

检验显示，抽检符合率为 100% ; 教学实践中教学符合率 ＞
90% ; 符合 替 代 流 感 病 毒 HA 及 HI 试 验 的 要 求。采 用

0. 25%甲醛溶液灭活处理后的鸡新城疫疫苗替代流感病毒

的 HA 及 HI 试验，具有安全、稳定、易保存的特征; 两者相应

HA 及 HI 试验结果一致，可作为相应微生物学实验教学替

代材料。
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血凝( hemagglutination assay，HA) 和血凝抑制

( hemagglutination inhibition assay，HI) 试验是目前我

国对流感和禽流感等病毒性疾病进行流行病学调

查、疫病诊断、防疫检测和免疫程序制定等工作进行

检测和监测的主要试验技术，是医学微生物学实验

课教学中本科生和研究生的常规性操作内容［1］。
由于流感病毒属于生物安全第二类病原微生物，具

有较高的生物危害风险，对研究者乃至公众健康都

会造成威胁。国家主管部门要求开展流感病毒相关

科学实验必须在生物安全三级实验室进行［2］，不准

在开放性实验室用于实验教学。研究［3］发现鸡新

城疫病毒也具有典型的 HA 和 HI 现象，而且该病毒

感染具有种属特异性，一般不感染人类。采用鸡新

城疫疫苗替代流感病毒进行 HA 及 HI 试验进行实

验教学，可有效降低感染风险，并解决后者不能直接

用于开放性实验室实验教学的难题。该研究采用国

家批准的低毒力鸡新城疫疫苗( La Sota 株) 替代流

感 H9N2 株疫苗株，并用 0． 25% 甲醛溶液再处理已

减毒的鸡新城疫 La Sota 株活疫苗; 经安全检验及对

比试验，已获得可靠可信的结果。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 疫苗株 鸡新城疫低毒力活疫苗( La Sota
株) 购自齐鲁动物保健品有限公司，批准文号: 兽药

生字 150252007; 流感病毒( H9N2 ) 疫苗株，扬州大学

兽医学院惠赠，作为试验对照病毒株。
1． 1． 2 鸡胚 SPF 鸡胚购自安徽天长威格尔科技

有限公司。
1． 1． 3 试剂 甲醛溶液购自上海国药集团化学试

剂公司，批号: 090918，含量 38% ～40%。
1． 1． 4 设备 BHC-1300HA2 型Ⅱ级生物安全柜

( 苏州安泰空气技术有限公司) ; 96 孔 V 形微量血

凝板( 康宁公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 安全检验［4］ 用鸡胚检验，将鸡新城疫低

毒力活疫苗 10 倍稀释后接种于 40 只鸡胚，每胚接

种 0． 1 ml，接种后密封针孔，置 37 ℃孵育，鸡胚接种

后，每日检卵照室观察 2 次。接种后 24 ～ 72 h 内鸡

胚死亡率≤20%，判为合格; 若 2 次检验结果均在接

种后 48 h 内全部死亡，则判为不安全，疫苗不可用。
收获鸡胚尿囊液病毒。流感 H9N2 疫苗株的检验方

法同上。
1． 2． 2 灭活处理稳定性试验 向上述收获的鸡胚

尿囊液中加入甲醛溶液，使甲醛的终浓度分别为

0. 1%和 0. 25%。置 4 ℃灭活处理 24 h。并分别在

灭活处理后的第 1、12、24、36、48、60、72 h 取样，测
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定各自标本的血凝效价。期间振摇 3 ～ 4 次，分别收

获鸡新城疫苗鸡胚尿囊液和流感疫苗鸡胚尿囊液。
无菌分装，4 ℃保存备用。
1． 2． 3 免疫血清制备 选用 5 月龄来航公鸡、体质

量 2 ～ 2. 5 kg /只、健壮无感染疾患 10 只，安徽医科

大学动物中心提供［SYXK( 皖) 2017 － 006］，分笼饲

养。采用制备的 0. 25% 甲醛灭活处理新城疫疫苗

免疫 5 只，流感疫苗免疫 5 只，每周肌注免疫 1 次，

每次 1 ml，共免疫 5 周后，心脏抽血，离心、分离血

清，收集灭活处理的新城疫疫苗免疫血清和流感疫

苗免疫血清，分装于无菌瓶内 4 ℃ 保存，在实验教

学替代流感疫苗 HI 试验使用。分别作微量 HA 及

HI 试验，检测灭活处理的鸡胚尿囊液中新城疫苗与

流感疫苗效价［5］。
1． 2． 4 微量 HA 试验 于 96 孔 V 形微量血凝板每

孔中滴加磷酸盐缓冲液( PBS) 50 μl，共滴 2 排，标记

为 A，0. 25%甲醛灭活处理鸡新城疫疫苗 1 ∶ 5 稀释

后加于第 1 列孔，每孔 50 μl，然后由左至右顺序倍

比稀释至第 11 孔，再从第 11 孔各吸取 50 μl 弃之，

最后一列作为 PBS 稀释液对照。于每孔加入 0. 5%
鸡红细胞悬液 50 μl，放室温静置 40 min，判定结果。
以出现鸡红细胞完全凝集的灭活处理新城疫疫苗最

大稀释度为该苗的血凝效价。作为阳性对照的流感

疫苗共滴 2 排，标记为 B，第 1 列孔为原液，方法同

上。
1． 2． 5 微量 HI 试验 首先配置 4 个血凝单位的鸡

新城疫疫苗悬液。据上述 HA 实验测得病毒的血凝

效价为 1 ∶ 640，根据此效价，计算并将上述鸡新城

疫疫苗悬液作 160 倍稀释后，即为该疫苗悬液稀释

液的 4 个血凝单位( 4 HAU) ，然后进行血凝抑制试

验。即分别在两排血凝板孔中第 1 ～ 11 孔各加入

25 μl PBS，第 12 孔加入 50 μl PBS。如在第 1 列孔

加入 25 μl 鸡新城疫疫苗免疫血清，充分混匀后，移

出 25 μl 加至第 2 孔，依次类推，倍比稀释至第 10
孔，第 10 孔弃去 25 μl; 第 11 孔设为病毒对照，第 12
孔为红细胞对照，共滴 2 排，标记为 A。在第 1 ～ 11
孔各加入 25 μl 4 HAU，混合均匀，依次向各孔加入

0. 5%鸡红细胞悬液 25 μl，室温静置 40 min 后观察

结果。在病毒对照孔的鸡红细胞出现完全凝集的情

况下，判读该血清的效价，即血清的最大稀释倍数孔

出现鸡红细胞凝集完全被抑制( 呈红色原点状) 的

现象即为该血清的血凝抑制效价。阳性对照的流感

疫苗鸡胚尿囊液共滴 4 排，标记为 B，1 ∶ 10 滴加于

第 1 列孔，方法同上。

1． 2． 6 实验教学与抽检符合率 灭活处理的鸡新

城疫疫苗替代流感病毒 HA 及 HI 试验作为本硕临

床医学及其他专业本科微生物实验教学用，测定

HA 及 HI 效价，并分别计算抽检符合率和教学符合

率。
1． 3 安全性评估 计算鸡新城疫疫苗与流感疫苗

接种鸡胚后两组的死亡率，并统计差异是否具有统

计学意义。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 22. 0 进行统计分析，

计量数据以 珋x ± s 表示，计数资料以频数表示，两组

比较采用 χ2 检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。鸡新城疫疫苗( La Sota 株) 与流感疫苗( H9N2

株) 安全性试验中，两组死亡率差异采用 χ2 检验。
灭活处理的鸡新城疫疫苗替代流感疫苗 HA 及 HI
试验中，本硕临床医学专业教学和其他本科专业教

学抽检符合率和教学符合率比较采用 χ2 检验。

2 结果

2． 1 安全检验结果比较 接种后第 24 ～ 72 h 内，

鸡新城疫苗鸡胚死亡率 5%，判为合格，流感疫苗鸡

胚死亡率 7. 5%，判为合格，两种疫苗死亡率比较，

差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 1。

表 1 鸡新城疫疫苗与流感疫苗( H9N2 ) 接种鸡胚

24 ～ 72 h 内死亡率比较( n)

疫苗株
鸡胚数

( 只)

死亡数

24 h 48 h 72 h
死亡率

( % )

疫苗 La Sota 株 40 0 0 2 5． 0
H9N2株 40 0 2 1 7． 5
χ2 值 0． 213 3
P 值 0． 644 2

2． 2 灭活处理稳定性实验结果比较 分别配置甲

醛终浓度为 0. 1% 和 0. 25% 鸡新城疫疫苗液，4 ℃
灭活处理 24 h。另取未灭活鸡新城疫疫苗液和流感

疫苗液，分别在第 1、12、24、36、48、60、72 h 共计 7
个时间点取样，同时进行 HA 试验，比较 4 种样品血

凝效价变化。0. 25%甲醛灭活处理鸡新城疫疫苗第

72 h 之内其血凝效价不变，始终保持 1 ∶ 640; 0. 1%
甲醛灭活处理其血凝效价在第 60 h 之内不变，第 72
h 下降为 1 ∶ 320。而未处理的鸡新城疫疫苗从第

36 h 开始下降，第 72 h 下降为 1 ∶ 160。流感疫苗从

第 24 h 开始下降，第 72 h 下降为 1 ∶ 160。见图 1。
2． 3 灭活鸡新城疫苗与流感疫苗微量 HA 及 HI
试验结果比较 测定灭活鸡新城疫苗 HA 试验的血
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图 1 四种不同样品 HA 效价随时间变化趋势图

凝效价为 1 ∶ 640，免疫血清 HI 滴度为 1 ∶ 512。对

照流感疫苗 HA 试验的血凝效价为 1 ∶ 640，免疫血

清 HI 滴度为 1 ∶ 512。见图 2、3。
2． 4 抽检符合率与实验教学符合率比较 不同年

份的灭活鸡新城疫疫苗 HA 和 HI 试验抽检符合率

均为 100%。实验教学符合率 ＞ 90%。灭活鸡新城

疫疫苗及其免疫血清用于本硕临床医学专业、其他

本科专业以及抽检的样品三组之间的符合率差异无

统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 2。

图 2 两种疫苗的 HA 试验结果

A: 行为灭活鸡新城疫疫苗; B: 行为流感疫苗; 1 ～ 11: HA 试验组; 12: 红细胞对照组

图 3 两种疫苗的 HI 试验结果

A: 行为鸡新城疫疫苗; B: 行为流感疫苗; 1 ～ 10: HI 试验组; 11: 病毒对照组; 12: 红细胞对照组

表 2 灭活鸡新城疫疫苗 HA 及 HI 试验抽检符合率与实验教学符合率比较

年份

本硕专业教学

实验数

( 份)

符合数

( 份)

符合率

( % )

本科专业教学

实验数

( 份)

符合数

( 份)

符合率

( % )

复检数

抽检数

( 份)

符合数

( 份)

符合率

( % )

χ2 值 P 值

2014 180 162 90． 0 880 811 92． 2 18 18 100 1． 986 0． 358
2015 210 193 91． 9 960 866 90． 2 18 18 100 1． 821 0． 358
2016 210 189 90． 0 1 024 922 90 18 18 100 1． 483 0． 511
2017 330 307 93． 0 1 120 1 030 92 18 18 100 1． 187 0． 495
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3 讨论

流感病毒主要通过其表面的血凝素蛋白感染宿

主易感细胞; 而血凝素蛋白可以与脊椎动物红细胞

表面的唾液酸受体结合，从而使红细胞之间发生凝

集。当足量的特异性抗体与病毒预先处理后，病毒

表面的血凝素蛋白被特异的抗体封闭，便失去 HA
活性，此种现象称之为 HI 现象［5］。近年来，国内外

曾经发生过人体“非典”病毒实验室内感染的事件，

使得实验室生物安全管理与控制显得尤为突出［6］。
我们经过多年来不断探索改良实验技术与方法，通

过向鸡新城疫低毒力活疫苗 ( La Sota 株) 中添加

0. 25%甲醛从而达到灭活低毒力活疫苗，使其失去

感染能力但是不损害病毒血凝素分子的血凝活性。
甲醛灭活可使活疫苗蛋白的高级结构受到破坏，失

去生物活性，病毒失去感染性和致病性。但灭活过

程不影响疫苗蛋白的一级结构，血凝素蛋白的序列

无变化［7 － 8］。本实验结果表明，0. 25% 甲醛溶液在

4 ℃灭活处理鸡新城疫低毒力活疫苗 24 h 后，血凝

效价稳定，安全检验鸡胚死亡率≤5%，试剂合格，达

到实验教学替代流感疫苗 HA 及 HI 试验用标准要

求。而且灭活处理鸡新城疫活疫苗 HA 及 HI 试验

直观、安全、可靠和稳定。从 2014 ～ 2017 年本硕临

床医学及其他专业本科专业和微生物实验教学中，

抽检符合率达 100%，教学符合率在 90%以上，效果

显著，从未发生过实验室感染事件。这种确保教学

质量和实验室生物安全的实验室试验材料的“替

代”，是微生物实验教学不可缺少的一部分，值得进

一步推广应用。
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Study on the effect of inactivated new Newcastle vaccine serving
as substitution of influenza virus on the hemagglutination assay
and hemagglutination inhibition assay in experiment teaching

Hu Tao，Zhang Wenchang，Cheng Zhengyang，et al
( School of Basic Medical Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Substitution of influenza virus vaccine with inactivated Newcastle disease virus vaccine( La Sota Strain)

in Hemagglutination assay and Hemagglutination inhibition assay，which were normal experiments in medical under-
graduate training． The safety and stability of incativated Newcastle disease virus was tested by inoculated chicken
embryonated eggs and hemagglutination assay respectively． The incativated Newcastle disease virus vaccine was
safety，stable and was consistent to influenza virus in Hemagglutination assay and Hemagglutination inhibition assay
with sampling compliance rate of 100% and teaching coincidence rate of more than 90% ． Inactivated Newcastle
disease virus with 0. 25% formalin is safety，stability，excellent result and easy to save． It is an important substitu-
tion of influenza virus in microbiology teaching experiment．
Key words flu virus; Newcastle vaccine strain; blood coagulation and hemagglutination inhibition test; formalde-
hyde inactivation; teaching effectiveness
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