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中国兽药典委员会办公室关于凡例等19个标准修订稿的公示
各相关机构、企业、组织：

根据《中国兽药典》（2015年）版编制方案，2015年版兽药典三部部分增修订内容已经中国兽药典委员会生物制品专业委员会审查通过。现将凡例等19个兽药国家标准的修订稿予以公示，公示期为一个月。如有意见，请在公示期间及时向中国兽药典委员会办公室反馈。
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凡例

《中华人民共和国兽药典》（简称《中国兽药典》）三部是国家监督管理兽用生物制品质量的法定技术标准。
兽用生物制品系指以天然或人工改造的微生物、寄生虫、生物毒素或生物组织及代谢产物等为材料，采用生物学、分子生物学或生物化学、生物工程等相应技术制成的，用于预防、治疗、诊断动物疫病或改变动物生产性能的药品。
《中国兽药典》一经农业部颁布实施，同品种的上版标准或其原国家标准即同时停止使用。除特别声明版次外，《中国兽药典》均指现行版《中华人民共和国兽药典》。
“凡例”是解释和使用《中国兽药典》三部及正确进行兽用生物制品质量检验的基本原则，并把与品种正文、附录及质量检验有关的共性问题加以规定，避免在全书中重复说明。“凡例”中的有关规定具有法定约束力。
凡例和附录中采用“除另有规定外”这一用语，表示存在与凡例或附录有关规定不一致的情况时，在正文品种中另作规定，并按此规定执行。
1  本版兽药典收载品种的中文通用名均为产品的法定名称。
2  通则中记载兽用生物制品检验等一般规定。正文品种的中文名称按制品的性质分为灭活疫苗、活疫苗、抗体和诊断制品四类，每一类内按汉语拼音顺序排列。附录中记载相关检验方法、原材料标准、检验用的培养基、细胞单层的制备、细胞培养的营养液、溶液配制等。索引分列为：按汉语拼音排序的中文名索引、英文名和中文名对照索引。
3  每一品种项下，根据制品类别和剂型不同，按顺序分别列有下列项目中的部分项目：品名（包括中文通用名称、汉语拼音名和英文名），概述，性状，装量检查，重量差异限度，无菌检验，纯粹检验，支原体检验，外源病毒检验，鉴别检验，活性检验，变异检查，荚膜检查，运动性检查，芽孢计数，病毒含量测定，活菌计数，蚀斑计数，安全检验，效力检验，效价测定，内毒素测定、特异性检验，敏感性检验，缓冲能力测定，型特异性鉴定，克分子比值测定，剩余水分测定，真空度测定，甲醛、苯酚或汞类防腐剂残留量测定，作用与用途，用法与用量，用法与判定，注意事项，规格，贮藏与有效期，附注等。
4  各个检验项下规定的标准是制品在有效期内应达到的最低要求。
5  标准品、参考品系指用于鉴别、检查、效价或含量等测定的标准物质。标准品与参考品均由农业部指定的单位制备、标定和供应。
6  本版药典采用的计量单位
6.1  法定计量单位名称与单位符号如下：
长度      米（m）           厘米（cm）   毫米（mm）  微米（µm）  纳米（nm）
体积      升（L）           毫升（ml）   微升（µl） 

质量      千克（kg）      　克（g）       毫克（mg）  微克（µg）  纳克（ng） 

压力      兆帕（MPa）      千帕（kPa）   帕（Pa） 

转速      转／分（r/min） 

溶液浓度  摩尔／升（mol/L）  毫摩尔／升（mmol/L）
黏度      厘泊（cP）
6.2  温度以摄氏度（℃）表示
冷冻温度  除另有规定外，系指－15℃以下。
冷藏温度  系指2～8℃。
室温      系指15～25℃。
冷或凉    系指8～15℃。
6.3  溶液的百分比用“％”符号表示，系指溶液100 ml（g）中含有溶质若干克（ml）。
根据需要可采用下列符号：
％（g/g）   表示溶液100 g中含有溶质若干克；
％（ml/ml） 表示溶液100 ml中含有溶质若干毫升；
％（ml/g）  表示溶液100 g中含有溶质若干毫升；
％（g/ml）  表示溶液100 ml中含有溶质若干克。
6.4  液体的滴，除另有规定外，系指在20℃时，以1.0 ml水为20滴进行换算。
6.5  稀释时使用的“1→10”或“1:10”或“10倍”等符号和文字，系指固体溶质1.0 g或液体溶质1.0 ml加溶剂使成10 ml的溶液。
7  本药典规定取样量的准确度和试验精密度。
7.1  检验中样品与试剂等“称重”或“量取”的量，均以阿拉伯数字表示，其精确度可根据数值的有效数位来修约。
7.2  检验时的温度，除另有规定外，系指在室温下进行。
8  凡是能用法定的体外试验方法取代动物试验进行兽用生物制品质量检验的，应尽量采用体外试验方法，以减少动物试验。
9  本药典用的英文缩写名词解释如下：
LD50 （半数致死量）  经一定途径在一定时间内能使半数试验动物致死的微生物（或毒素）剂量。
ELD50 （半数胚致死量）  经一定途径在一定时间内能使半数试验胚致死的微生物（或毒素）剂量。
MLD （最小致死量）  经一定途径在一定时间内能使一组试验动物全部致死的微生物（或毒素）的最小剂量。
MID （最小感染量）  经一定途径在一定时间内能使一组试验动物或组织培养物全部感染的最小微生物（或毒素）剂量。
ID50 （半数感染量）  经一定途径在一定时间内能使半数试验动物或组织培养物出现感染的微生物（或毒素）剂量。
EID50 （半数胚感染量）  经一定途径在一定时间内能使半数试验胚出现感染的微生物（或毒素）剂量。
TCID50 （半数细胞培养物感染量）  在一定时间内能使接种的半数细胞培养物产生病变的病毒（或毒素）剂量。
PD50 （半数保护量）  经一定途径在一定时间内能使半数试验动物获得保护的剂量。
CPE  致细胞病变效应。
PFU  蚀斑形成单位。
CFU  菌落形成单位。
CCU  颜色变化单位。
IU   国际单位。
SPF  无特定病原体。
修订说明：

1. 第3条：删除“非特异性检验”；增加“内毒素含量测定、缓冲能力测定，型特异性鉴定，克分子比值测定，作用与用途，用法与用量，用法与判定，注意事项，”——根据本药典实际收载的检验项目进行删减或补充。

3001

兽用生物制品检验的一般规定

1  抽样和留样  按照国家有关规定进行抽样和留样。同批疫苗分为若干个亚批时，必须按亚批进行抽样、留样和检验。
2  性状检验    各种生物制品必须符合其【性状】项下的要求。矿物油佐剂疫苗的黏度应不超过200 cP。

3  无菌检验    除另有规定外，每批制品均应按规定进行无菌检验，且应无菌生长。
4  真空度测定  包装前测定真空度，无真空的制品，应予剔除报废。
5  剩余水分测定  每批干燥制品任抽4个样品，各样品剩余水分均应不超过4.0％。如果有超过时，可重检１次，重检后如果有1个样品超过规定，该批制品应判为不合格。
6  支原体检验  除另有规定外，每批病毒类活疫苗均应按规定进行支原体检验，且应无支原体生长。在对被细菌污染的制品进行支原体检验时，如因细菌覆盖而无法检出支原体，可不进行支原体检验，在检验报告中将该项检验结果报告为“未检（NT）”。对同时含有细菌组份和病毒组份的活疫苗进行成品检验时，可不进行支原体检验，检验单位在检验报告中将该项结果报告为“未检（NT）”；但生产单位应在半成品检验中对病毒组份进行支原体检验，并将该检验结果收入成品检验报告。
7  甲醛、苯酚或汞类防腐剂残留量测定
7.1  含梭状芽孢杆菌的制品中，甲醛残留量不得超过0.50％的甲醛溶液（含40％甲醛）量；其他制品中不应超过0.20％甲醛溶液（含40％甲醛）量。
7.2  制品中的苯酚残留量应不超过0.50％。
7.3  制品中的汞类防腐剂残留量应不超过0.010％。
8  活菌计数  每批制品取样3个，分别计数，以其中最低菌数核定制品的每头份菌数或头份数。
9  安全检验
9.1  各种制品的安全检验，除另有规定外，每批任抽3瓶，混合后，按照各产品质量标准中的规定进行检验和判定。使用的动物必须符合其产品质量标准中规定的要求。如果安全检验动物有死亡时，须明确原因，确属意外死亡时，本次检验作无结果论，可重检1次；如果检验结果可疑，难以判定时，应以增加一倍数量的同种动物重检；如果安全检验结果仍可疑，难以判定时，则该批制品应判为不合格。
9.2  凡规定用多种动物进行安全检验的制品，如果有一种动物的安全检验结果不符合该产品质量标准中的规定者，则该批制品应判为不合格。
9.3  安全检验应在专用的动物舍或隔离器内进行，不得在其他设施内或野外进行。
9.4  凡生产口蹄疫疫苗的生物制品企业，对其所生产的猪用活疫苗，均须用乳鼠进行安全检验；凡使用猪瘟病毒强毒的生物制品企业，对其所生产的猪用活疫苗，均须用无猪瘟抗体的敏感猪进行安全检验。方法见下表。
  检验口蹄疫及猪瘟病毒方法
	检验病毒
	疫苗处理
	检验用动物、注射途径、剂量
	观察天数及结果

	口蹄疫
	用含适量抗生素的稀释液将疫苗作适当稀释，在15℃以下处理2小时，离心，吸取上清液。
    
	2～3日龄乳鼠1窝（至少5只，带母鼠饲养），各皮下注射0.1 ml（含0.5头份）。
	7日，应全部健活。

	猪  瘟
	
	断奶仔猪。检验猪瘟活疫苗或猪瘟、猪丹毒、猪多杀性巴氏杆菌病三联活疫苗时用4头猪，其他猪用疫苗用2头猪，各肌注5.0 ml（含30头份）。  
	21日，应全部健活。


   10  效力检验
10.1  各种制品的效力检验，除另有规定外，每批任抽1瓶，按照各产品质量标准的规定进行检验和判定。
10.2  检验用动物应选同品种、体重大致相同并符合实验动物标准的动物。外购动物应要求同来源并必须经过隔离饲养，观察适当时间证明符合实验动物标准要求后方可使用。
10.3  凡攻击强毒的动物，必须在负压环境下饲养。强毒舍必须有严格的消毒设施，动物尸体、废弃物及废水应作无害化处理，排出的空气需经高效滤过处理，并有专人管理。
10.4  效力检验中的免疫动物，应在专用动物舍内饲养。在免疫中有意外死亡时，如果存活数量仍能达到规定的保护数量以上，可以进行攻毒。攻毒后，如果能达到质量标准中规定的保护数量，可判为合格。攻毒后不合格者，应作为一次检验计算。
10.5  在效力检验中攻击强毒时，免疫动物与对照动物必须同时进行。对免疫动物攻毒时，不应在接种疫苗的同一部位进行。
10.6  效力重检
10.6.1  必须对前次检验结果作详细分析，当检验结果受到其他因素影响，不能正确反映制品质量时，除另有规定外，可用原方法重检1次。
10.6.2  规定可用本动物免疫攻毒法或其他方法（任择其一）进行效力检验时，可从所列的几种方法中任意选择一种方法进行检验。
10.6.3  对不规律的效力检验结果，高稀释度（或低剂量）合格，低稀释度（或高剂量）不合格，判定为无结果。
10.6.4  效力检验中，攻毒后对照动物的发病数达不到规定数而免疫动物保护数达到规定数时，该次检验判为无结果；当对照动物发病数和免疫动物保护数均达不到规定数时，判制品为不合格。
11  其他
11.1  用同一批生产种子和同一批原材料（动物、组织、胚胎、细胞培养物）制造的同批病毒性活疫苗，可任抽一亚批做外源病毒检验以代表全批。
11.2  对照组的设立  应按规定设立对照组。对照组的结果必须符合规定，试验才成立。对照组动物的各项状态指标（如品种、年龄、来源、体重等）和饲养管理条件应与试验组动物一致。
11.3  制品的有效期计算  灭活制品自分装日开始；抗血清自分离血清日开始；液体活疫苗自分装日开始；冻干制品自冻干完成日开始。
修订说明：

1. 第1条：增加“同批疫苗分为若干个亚批时，必须按亚批进行抽样、留样和检验。”——明确按照亚批进行抽样、留样和检验。

2. 第2条：改为“2  性状检验    各种生物制品必须符合其【性状】项下的要求。矿物油佐剂疫苗的黏度应不超过200 cP。”；删除了原第2.1条中“凡含有异物、摇不散的凝块、絮状物、霉团、变质和冻干制品形成干缩、瓶破裂者，必须废弃，同时注意封口是否严密、瓶签有无差错、不清等。”和原2.2条的内容。——因每个制品【性状】项已有明确规定，因此不再重复规定。

3. 增加第3条无菌检验的内容。以下条款序号顺延。

4. 原第3条改为第4条，并删除“，不得重抽真空出厂”——前面的描述已经非常明确，不用重复，以免误导企业。

5. 原第5条改为第6条，第一句话：“成品”改为“病毒类活疫苗”；“符合规定”改为“无支原体生长”——更明确。

6. 原第6条改为第7条：各百分数的小数点后增加一位0。——便于修约后的数据更为规范。

7. 原第8.1条改为第9.1条：增加了对重检次数的规定“可重检1次”；并对重检后仍为可疑的情况进行了不合格判定。——提高标准要求，规范检验次数。

8. 原第8.4条改为第9.4条，表检验口蹄疫及猪瘟病毒方法，疫苗处理项：将“将疫苗作10倍稀释”改为“将疫苗作适当稀释”——由于目前产品的品种及规格多样化，原疫苗处理描述不够准确，无法涵盖多种规格产品的处理情况。
9. 原第8.4条改为第9.4条，表检验口蹄疫及猪瘟病毒方法，检验用动物、注射途径、剂量项：在接种剂量后补充了头份数——表述更规范。

10. 原第9.1条改为第10.1条：删除“同批疫苗分为若干个亚批时，效力检验必须按亚批进行。”——删除的内容已在第1条中体现，因为不仅是效力检验，其他检验也需按照亚批进行。
11. 原第9.4条改为第10.4条：将“头数”改为“数量”——规范文字表述。

12. 原第9.6.1条改为第10.6.1条：将“可进行重检”改为“除另有规定外，可用原方法重检1次”——规范文字表述，并限定了重检的次数和方法，明确只能用原来选定的方法重检，且只能重检1次。

13. 原第9.6.2条改为第10.6.2项：明确了重检需要按照原方法进行。由于规定效力检验仅可重检1次，因此删除了与此规定不符的相关文字表述。

14. 删除了原9.6.3项和9.6.4项——与“效力检验仅可重检1次”的规定不符或重复表述。

15. 将原9.6.5项变为10.6.3项。

16. 将原9.6.6项变为10.6.4项，并规定对照动物发病数和免疫动物保护数均达不到规定数时，也判为不合格的规定。——更细化，更明确。

3004
兽用生物制品的组批与分装规定

1  除另有规定外，所有兽用生物制品成品均应按本规定组批。
    2  兽用生物制品的批号由生产管理部门编制。
    3  兽用生物制品按品种进行批号的编码原则为年-（月）-流水号。
    4  用相同生产种子批和相同原材料生产，并在同一容器内混匀后分装的生物制品称为一批，其所含内容物完全一致，即同一批中任何一瓶制品的来源与质量必须与其他任何一瓶完全相同，抽检其中任何一瓶的结果，即能代表整批制品。
    5  同一批制品如在不同冻干柜中进行冻干，或分为数次冻干时，应按冻干柜或冻干次数划分为亚批，并标明亚批号。
    6  待分装的制品，须经半成品检验合格，并有各阶段的生产和检验记录，核对无误后方可进行分装。
    7  分装制品应在规定的空气净化条件下和适宜的温度下进行（必要时应采取措施，避免分装过程中有效成分的活性降低）。在分装过程中应随时搅动，以保持均匀。按规定的头（羽）份定量分装（应加一定附加量），分装量务必准确。
修订说明：
1. 第3条：将“批号的编码”改为“按品种进行批号的编码”——进一步规范批号的编码，防止造成歧义，避免个别企业将不同品种的制品混在一起编制流水号。
3005
生产和检验用菌（毒、虫）种管理规定

1  用于兽用生物制品生产和检验的菌（毒、虫）种须经国务院兽医主管部门批准。

2  兽用生物制品的生产用菌（毒、虫）种应实行种子批和分级管理制度。种子分三级：原始种子、基础种子和生产种子，各级种子均应建立种子批，组成种子批系统。

2.1  原始种子批必须按原始种子自身特性进行全面系统检定，如培养特性、生化特性、血清学特性、毒力、免疫原性检定和纯粹（净）性检验等，应符合规定；分装容器上应标明名称、代号、代次和冻存日期等；同时应详细记录其背景，如名称、时间、地点、来源、代次、菌（毒、虫）株代号和历史等。

2.2  基础种子批必须按菌（毒、虫）种检定标准进行全面系统检定，如培养特性、生化特性、血清学特性、毒力、免疫原性和纯粹（净）性检验等，应符合规定；分装容器上应标明名称、批号（代次）识别标志、冻存日期等；并应规定限制使用代次、保存期限和推荐的繁殖方式。同时应详细记录名称、代次、来源、库存量和存放位置等。

2.3  生产种子批必须根据特定生产种子批的检定标准逐项（一般应包括纯粹（净）性检验、特异性检验和含量测定等）进行检定，合格后方可用于生产。生产种子批应达到一定规模，并含有足量活细菌（或病毒、虫），以确保用生产种子复苏后传代增殖以后的细菌（或病毒、虫）培养物数量能满足生产一批或一个亚批制品。

生产种子批由生产企业用基础种子繁殖，、制备并检定，应符合其标准规定；同时应详细记录繁殖方式、代次、识别标志、冻存日期、库存量和存放位置等。用生产种子增殖获得的培养物（菌液或病毒、虫培养液），不得再作为生产种子批使用。

    3  检验用菌（毒、虫）种应建立基础种子批，并按检定标准进行全面系统检定，如培养特性、血清学特性、毒力和纯粹（净）性检验等，应符合规定。

4  凡经国务院兽医主管部门批准核发生产文号的制品，其生产与检验所需菌（毒、虫）种的基础种子均由国务院兽医主管部门指定的保藏机构和受委托保藏单位负责制备、检定和供应；供应的菌（毒、虫）种均应符合其标准规定。

5  用于菌（毒、虫）种制备和检定的实验动物、细胞和有关原材料，应符合国家颁布的相关法规的规定。 

    6  生产用菌（毒、虫）种的制备和检定，应在与其微生物类别相适应的生物安全实验室和动物生物安全实验室内进行。不同菌（毒、虫）种不得在同一实验室内同时操作；同种的强毒、弱毒应分别在不同实验室内进行。凡属于一、二类兽医微生物菌（毒、虫）种的操作应在规定生物安全级别的实验室或动物实验室内进行；操作人畜共患传染病的病原微生物菌（毒、虫）种时，应注意操作人员的防护。

7  菌（毒、虫）种的保藏与管理

    7.1  保藏机构和生产企业对生产、检验菌（毒、虫）种的保管必须有专人负责；菌（毒、虫）种应分类存放，保存于规定的条件下；应当设专库保藏一、二类菌（毒、虫）种，设专柜保藏三、四类菌（毒、虫）种；应实行双人双锁管理。

7.2  各级菌（毒、虫）种的保管应有严密的登记制度，建立总帐及分类帐；并有详细的菌（毒、虫）种登记卡片和档案。

7.3  在申报新生物制品注册时，申报单位应同时将生产检验用菌（毒、虫）的基础种子一份（至少5个最小包装）送交国务院兽医主管部门指定的保藏机构保藏。

7.4  基础种子的保存期，除另有说明外，均为冻干菌（毒）种的保存期限。

8   菌（毒、虫）种的供应

8.1  生产企业获取生产用基础菌（毒、虫）种子时，有制品生产批准文号者，持企业介绍信直接到国务院兽医主管部门指定的保藏机构和受委托保藏单位获取并保管。

8.2  新建、无制品生产批准文号企业获取生产基础菌（毒、虫）种子时，须填写兽医微生物菌（毒、虫）种申请表，经国务院兽医主管部门审核批准后，持企业介绍信和审核批件直接向国务院兽医主管部门指定的保藏机构和受委托保藏单位获取并保管。

8.3  生产企业与菌（毒、虫）种知识产权持有者达成转让协议的，可直接向保藏单位获取菌（毒、虫）种。

8.4    除国务院兽医主管部门指定的保藏机构和受委托保藏单位外，其他任何生产企业和单位不得分发或转发生产检验用菌（毒、虫）种。运输菌（毒、虫）种时，应按国家有关部门的规定办理。

9  生产企业内部应按照规定程序领取、使用生产菌（毒、虫）种，及时记录菌（毒、虫）种的使用情况，在使用完毕时要对废弃物进行有效的无害化处理并填写记录，确保生物安全。

修订说明：
1. 标题：将“生产用”改为“生产和检验用”——增加对检验用菌种的规范。

2. 第2.1、2.2、3条：将“纯粹检查”改为 “纯粹（净）性检验”——文字修订，更符合实际情况。

3. 第6条：将“兽医”改为“动物病原”——文字修订，更符合实际情况。

4. 第7.3条：将“原始种子”改为“基础种子”；对“一份”进行进一步说明为“（至少5个最小包装）”——文字修订，更符合实际情况。

3006

兽用生物制品生物安全管理规定

1  兽用生物制品研究、生产和检验单位必须遵守《兽药管理条例》、《病原微生物实验室安全管理条例》、《兽医实验室生物安全管理规范》、《高致病性动物病原微生物实验室生物安全管理审批办法》等规定，防止散毒，确保生物安全。
2  应根据产品性质制定相应的生物安全规则和标准操作程序，并配备相应的人员安全防护设备设施。所有员工须经生物安全知识培训，持证上岗。

3  开展病原微生物活动应严格履行审批手续。未经农业部批准和未取得相应实验室资格证书的，不得从事高致病性动物病原微生物或者疑似高致病性动物病原微生物的操作。

4  做好动物病原微生物菌（毒）种、样本进出和储存记录，并指定专人管理。强毒菌（毒）种、样本设专库或专柜单独储存。未经批准，任何单位不得保存一类、二类动物病原微生物和样本。

5  未经农业部审批，不得跨省运输高致病性病原微生物菌（毒）种，不得从国外进口菌（毒）种或者将菌（毒）种运出国外。

6  强毒灭活疫苗、活疫苗和诊断液的生产应设置独立的生产车间或生产线和独立的空气净化系统。用一类病原微生物生产疫苗的，必须单独设置生产车间，不得与其他产品共用生产车间。

7  灭活疫苗、诊断液生产车间的强毒抗原生产部分必须设计有单独的负压空气净化系统，并设淋浴间，人、物流出入口应设置气闸室，负压区排出的空气必须经高效或双高效过滤，污物应在原位消毒后才能移出，污水必须经过无害化处理。

8  检验动物室应根据检验性质划分不同的检验区，即安全检验区、效力检验免疫区和效力检验攻毒区，效力检验攻毒区必须设计负压系统和淋浴间，排出的空气必须经高效或双高效过滤，人、物的出入口应设置气闸室，动物尸体和污物必须原位灭菌或消毒处理，并配备污水无害化处理系统。
修订说明：
1. 第7条：将“强毒灭活疫苗、诊断液生产车间的抗原生产部分”改为“灭活疫苗、诊断液生产车间的强毒抗原生产部分”——文字修订，更符合实际情况。
2. 第8条：将“动物实验室”改为“检验动物室”；删除“和使用微生物的类别不同”；将几个区域均改为“XX区”；将“负压净化系统”改为“负压系统”；将“配备空气高效过滤系统”改为“排出的空气必须经高效或双高效过滤”——规范文字表述，明确从强毒检验动物室排出的空气需要经高效过滤，与第7条中相应表述一致。
3007
兽用生物制品国家标准物质的制备与标定规定

1  定义

兽用生物制品国家标准物质系指经国务院兽医行政管理部门指定的国家兽药检验机构负责标定和供应，按照国家标准制备，用于检验的国家标准品和国家参考品。

2  分类

2.1  兽用生物制品国家标准物质分为国家标准品和国家参考品两类。

2.2  兽用生物制品国家标准品，系指经国际标准品校准和量值传递标定或在尚无国际标准品溯源时，由我国自行研制和定值，且用于测定兽用生物制品的效价、活性、含量或特异性、敏感性等生物特性值的标准物质，其生物学特性值以国际单位（IU）、特定活性值单位（U）或以重量单位（g，mg等）表示。

2.3  兽用生物制品国家参考品，系指经国际参考品比对标定或在尚无国际参考品时，由我国自行制备和标定，用于兽医微生物及其产物的定性检测或动物疫病诊断的生物试剂、生物材料或特异性抗血清等；或指用于定量测定兽用生物制品生物效价等特性值或验证检验和诊断方法准确性的参考物质,其生物特性值一般不定国际单位（IU），而以国际参考品比对值或以效价、含量等特定活性值单位表示。

2.4  兽用生物制品国家标准物质系提供给各生产单位标定其工作标准品或直接用于检验。

3  制备和标定

3.1  兽用生物制品国家标准物质制备用实验室、洁净室应符合现行《兽药生产质量管理规范》或《病原微生物实验室生物安全管理条例》的要求。

3.2  兽用生物制品国家标准物质的制备和标定由农业部指定的兽药检验机构负责。

3.3  新建兽用生物制品国家标准物质的研制

3.3.1  候选物的筛选    候选物系指可直接用于制备兽用生物制品国家标准物质的原（材）料，其材料性质可以是天然或人工制备, 其来源可以是向国内外有生产能力的单位购买、委托制备或自行制备。但其特性应与供试品同质。原（材）料的均匀性、稳定性、纯净性、特异性、一致性以及特性量值范围等应适合该标准物质的用途，每批原（材）料应有足够数量，以满足供应的需要。
3.3. 2  标准物质的配制、分装、冻干和熔封 

3.3.2.1  候选物筛选、确定后,应根据各种兽用生物制品国家标准物质的预期用途进行配制、稀释或加入适当的保护剂等物质。所加物质应事先检验,并证明对所制兽用生物制品国家标准物质的特性值和测定与标定过程均无影响和干扰作用。

3.3.2.2  经质量检验合格和配制好的兽用生物制品国家标准物质应精确分装。分装的实际装量与标示装量应符合规定的允差要求。固体、液体原（材）料的装量应不低于标示装量；需冻干保存者，冻干前分装精度应在±2％以内。

3.3.2.3  标准物质的分装容器应能保证内容物的稳定性。安瓿主要用于易氧化及冻干的标准物质，液体标准物质可采用玻璃瓶或塑料瓶（管）包装。

3.3.2.4  标准物质的配制、分装环境应符合相应洁净度要求，室温为18℃～26℃，相对湿度控制在30%～65%，并应符合相应品种标准物质的特殊要求。

3.3.2.5  需要冷冻干燥保存者，分装后应立即进行冻干和熔封。冻干的标准物质应进行剩余水分测定，其含量应不高于3.0%。其中，抽真空者要进行真空度检测，充惰性气体者要进行残氧量测定。

3.3.2.6  分装、冻干和熔封过程中，应密切关注能造成各分装容器之间标准物质特性值发生差异变化的各种影响因素，并采取有效措施，确保各分装容器之间标准物质特性值的一致性。

3.3.3  标准物质的标定

3.3.3.1  研制单位的标定

3.3.3.1.1  标准物质分装、冻干后，研制单位应按照相应标准物质质量标准进行不少于2人，每人不少于3次独立的测定，每种标准物质的测定至少应包含效价／含量、特异性、均匀性和稳定性等主要特性值。此外，还应按《中华人民共和国兽药典》中同种产品的质量标准做性状、无菌、真空度和剩余水分等一般性质量检验。当有同种国际标准物质时，还应同时进行比对标定。

3.3.3.1.2  将测定的标准物质特性值的有效结果进行生物学统计和分析，初步计算出该标准物质特性值，以供协作标定时参考。
3.3.3.2    协作标定

3.3.3.2.1  新建兽用生物制品国家标准物质的协作标定由中国兽医药品监察所负责组织。采用协作标定定值时，原则上应由2个以上（含2个）具有资质或标准物质定值经验的外部实验室协作进行。负责组织协作标定的实验室应制定明确的协作标定方案并进行质量控制。每个协标实验室应采用统一的设计方案、协作标定人数、测定方法和数据统计分析方法及记录格式。每个协作标定实验室至少应取得2次独立的有效测定结果。

3.3.3.2.2  各协作标定单位应按时将各自测定的兽用生物制品国家标准物质特性值的原始数据及数据分析报告报农业部指定的兽药检验机构。农业部指定的兽药检验机构负责对各协作标定单位提供的原始数据进行整理、统计，并计算出该标准物质协作标定的最终特性值。

3.3.4  特性值的认定

3.3.4.1  一般用各协作单位结果的均值±标准差表示，标准物质技术小组负责整理新建兽用生物制品国家标准物质研制报告等相关材料，提出拟定的标准物质特性值，并负责上报标准物质技术小组审核。

3.3.4.2  标准物质技术小组负责对新建兽用生物制品国家标准物质的特性值和所有研制资料进行全面技术审核，并做出可否作为兽用生物制品国家标准物质的推荐结论和推荐特性值。

3.4  标准物质的换批制备与标定

3.4.1  农业部指定的兽药检验机构负责组织国家兽用生物标准物质的换批制备与标定。

3.4.2  兽用生物制品国家标准物质换批制备的侯选物或原材料，其材质和生物学特性值应尽可能与上批兽用生物制品国家标准物质一致或相近。

3.4.3  兽用生物制品国家标准物质的换批制备和标定应按已批准的标准物质制备程序及质量标准实施。

4  标签及说明书

4.1  农业部指定的兽药检验机构负责核发兽用生物制品国家标准物质的标签及说明书。

4.2  标签内容一般包括：中英文名称（注明用途）、代码、批号、规格／装量、标准值、贮存条件、制造分发单位名称、兽医专用标识。

4.3  兽用生物制品国家标准物质应附有使用说明书，其内容应包括：中英文名称、代码、批号、组成和性状、标准值、规格／装量、、保存条件、用途、最小取样量、使用方法及注意事项、定值日期、制备和分发单位等信息。

5   标准物质的审批

    新建或换批的兽用生物制品国家标准物质由农业部指定的兽药检验机构审查批准。
6  持续稳定性监测

6.1  研究期间稳定性监测。研制过程中应进行加速破坏试验，根据制品性质放置不同温度 （一般为4℃、25℃、37℃、─20℃）、不同时间，做生物学活性测定，以评估其稳定情况。
6.2  保存期间稳定性监测。兽用生物制品国家标准物质建立后，其保存期间的持续稳定性监测应定期与国际标准物质或─70℃保存零天时的兽用生物制品国家标准物质的特性值进行比对测定，观察生物学特性值是否下降。

6.3  标准物质更换的信息发布。当出现换代或换批标准物质，或者经持续稳定性监测发现在用标准物质特性值已偏离规定的标准时，应立即停止该批兽用生物制品国家标准物质发放和使用，并在农业部指定的兽药检验机构相关网站上发布更换或启用新建兽用生物制品国家标准物质的代码和批号等信息。

7  标准物质的有效期

7.1  依据国际标准物质管理方式惯例，兽用生物制品国家标准物质不设有效期。

7.2  标准物质有效性的控制，应根据其生物学特性值持续稳定性监测结果的符合性具体确定。

7.3  标准物质有效性的查询和确认，应以农业部指定的兽药检验机构相关网站发布的中国兽医微生物菌种保藏管理中心标准物质目录为准。

8  标准物质的保管和供应 

8.1  农业部指定的兽药检验机构负责兽用生物制品国家标准物质的统一保管和供应。

8.2  兽用生物制品国家标准物质应有专用设备和专人保管，并在规定的条件下贮存，其保存条件应定期检查并记录。 

8.3  兽用生物制品国家标准物质在获得批准后，方可对外供应使用。

8.4  兽用生物制品国家标准物质的供应和发放应有专人负责，并有明确、详细的供应记录。
修订说明：新增

3008
动物源性原材料的一般要求

1  动物源性原材料系指制备兽用生物制品所涉及的来源于动物的原材料，包括动物组织、细胞及其衍生物，具体为：
1.1  动物组织、体液、直接来源于动物的物质，包括鸡胚、血清等。

1.2  细胞，包括原代细胞、传代细胞。
1.3  衍生物：通过制造过程从动物材料中获得的物质，包括透明质酸、胶原、明胶、单克隆抗体、壳聚糖、白蛋白、胰酶、水解乳蛋白等。
2  动物源性原材料应符合以下标准：
2.1  动物组织
2.1.1  用于禽类生物制品菌（毒、虫）种制备、病毒活疫苗生产的SPF鸡胚，应符合中华人民共和国国家现行标准，用于禽病毒灭活疫苗生产的鸡胚应不携带相应特异性病原和抗体。

2.1.2  用于兽用生物制品生产、鉴定和检测的血清应符合附录《生物制品生产和检验用新生牛血清质量标准》的规定。
2.2  动物细胞    用于制备兽用生物制品的细胞应符合附录《生产用细胞标准》的规定。

2.3  衍生物    制备兽用生物制品使用的动物衍生物如明胶、单克隆抗体、胰酶、水解乳蛋白等应符合药用原辅材料的相关标准，或符合国内、外已有相关标准的规定。

3．动物组织、细胞及其衍生物等原材料不得来源于口蹄疫、疯牛病等疫病流行区域、存在风险区域及国家禁止进口区域。

修订说明：新增

3106

布氏菌菌落结晶紫染色法

将布氏菌划线或10倍系列稀释后，取适宜稀释度，接种胰蛋白琼脂平板培养基上，置37℃培养72～96小时，长出菌落后，用稀释的染色液覆盖全部菌落表面，染色15～20秒，弃去染色液后，立即用放大镜或显微镜检查菌落。

光滑型菌落不着色，边缘整齐、圆润，呈黄绿色；粗糙型菌落被染成红、蓝或紫等不同颜色，边缘不整齐，粗糙，有时有裂纹。
附注：结晶紫原液配制

A液  结晶紫2.0 g溶于无水乙醇20 ml中。

B液  草酸铵0.8 g溶于纯化水或蒸馏水80 ml中。

将A液和B液混合即为原液。使用前，用纯化水或蒸馏水将原液作40倍稀释。

修订说明： 

1. 第一句话：增加“取适宜稀释度，”——更符合实际操作。

2. 第一句话：将“长出若干单个菌落后”改为“长出菌落后”——不是单个菌落也可以继续试验。

3. 第一句话：将“染色15～20秒后，将染色液倒入消毒剂中，”改为“染色15～20秒，弃去染色液后，”——规范文字表述，更符合实际操作。

4. 附注：将“注射用水”改为“纯化水或蒸馏水”——纯化水或蒸馏水可以满足试验，且易获得标准溶液。
3107

丁基橡胶瓶塞质量标准

1  物理性质

1.1  硬度  邵氏A硬度应不超过规定值的±5度。

1.2  针刺落屑  瓶塞针刺落屑不超过5粒。

1.3  穿刺力  穿刺瓶塞所需的力应不超过10N。

1.4  瓶塞与容器密合性  瓶塞与所配套的瓶子应密合。

1.5  自密封性  瓶塞经3次穿刺，应符合自密封性试验，亚甲蓝溶液不应渗入瓶内。

2  化学性能  应符合下表的规定。

	项    目
	指标

	 挥发性硫化物（以Na2S/20 cm2橡胶表面计），µg
	不高于50

	 紫外吸光度（220～360 nm）
	不高于0.2

	 还原物质（20 ml浸取液消耗0.01 mol/L的1/5KMnO4的量）/ml
	不高于7.0

	 电导率/mS/m
	不高于4.0

	 混浊度/级
	不高于3.0

	 pH变化值
	不高于1.0

	 重金属（以Pb2+计）/mg/L
	不高于1.0

	 铵（以NH4+计）/mg/L
	不高于2.0

	 锌（以Zn2+计）/mg/L
	不高于3.0

	 不挥发物（每100 ml浸取液）/mg
	不高于4.0


3  生物性能

3.1  致热原  按下列方法检测，应无致热原。

3.1.1  样品的预处理  取本品，放入一无菌具塞器皿内，按表面积每3.0 cm2加入0.9％氯化钠注射液1.0 ml，振摇数分钟，使本品完全浸没为止，已灭菌的本品置37℃ 2小时，未灭菌的本品置60℃ 2小时。

3.1.2  试验用兔  体重1.7～2.5 kg的健康兔。测温前至少3日应用同一饲料喂养。在此期间内，体重应不减轻，精神、食欲、排泄等不得有异常。

3.1.2.1  未曾用于热原试验兔，应在试验前1～3日内预检体温挑选一次，挑选条件与检查供试品相同，但不注射供试品。测温探头插入肛门内深度约6.0 cm，间隔1小时测温1次 ，连测4个小时。4小时内各兔体温均在38.0～39.8℃，且最高最低温差不超过0.5℃者，方可供试验用。

3.1.2.2  凡供试品判为符合规定的热原试验用兔，休息48小时后可重复使用。

3.1.3  试验前准备

3.1.3.1试验用的注射器、针头及一切与供试品接触的器皿，洗净后应经250℃至少30分钟或180℃至少2小时干烤灭热原。

3.1.3.2 测温探头的精确度应为±0.1℃。

3.1.3.3 热原检查前1～2日，供试验用兔尽可能处于同一温度环境中。实验室温度保持在15～25℃。试验全过程室温变化不得大于3℃，并应保持安静，避免强阳光照射和噪声干扰。空气中氨含量应低于20 µl/L。

3.1.4  试验

3.1.4.1  供试品或稀释供试品的无热原注射液，在注射前应预热至38℃。供试品的注射剂量为每1.0 kg体重不得少于0.5 ml和不得大于10 ml。

3.1.4.2  每批供试品初试用3只兔，复试用5只兔。

3.1.4.3  试验前兔应禁食2小时以上再开始测量正常体温，共测两次，间隔30～60分钟，两次温差不得大于0.2℃，以此两次体温的平均值为该兔的正常体温，同组兔间正常体温之差不得大于1.0℃。兔固定30～60分钟后开始检测体温。

3.1.4.4  测兔正常体温后15分钟内，按规定剂量自耳静脉缓缓注入预热至38℃的供试品，每隔30分钟测量体温1次，连测6次。

3.1.4.5  如果第6次较第5次升温超过0.2℃并超过正常体温时，应连续测量，直至与前一次相比升温不超过0.2℃。

3.1.5  结果判定  供试品注射后最高升温与各兔的正常体温之差，为该兔的应答。出现负值以0计算。

3.1.5.1  初试结果判定

3.1.5.1.1  符合下列情况者，判为合格：3只兔升温均低于0.6℃，并且3只兔升温总和不超过1.4℃。

3.1.5.1.2  有下列情况之一者，复试一次：3只兔中1只体温升高0.6℃或0.6℃以上；3只兔升温总和超过1.4℃。

3.1.5.1.3  有下列情况之一者，判为不合格：3只兔中2只体温升高0.6℃或0.6℃以上；3只兔升温总和为1.8℃或超过1.8℃。

3.1.5.2  复试结果判定

3.1.5.2.1  符合下列情况者，判为合格：初、复试8只兔中，2只或2只以下升温

0.6℃或0.6℃以上，并且升温总和不超过3.5℃。

3.1.5.2.2  有下列情况之一者，判为不合格：初、复试8只兔中，3只或3只以上升温0.6℃或0.6℃以上；初、复试8只兔升温总和超过3.5℃。

3.2  急性毒性  将本品放入一无菌具塞器皿内，按表面积每3.0 cm2加入0.9％氯化钠注射液1.0 ml，振摇数分钟，使本品完全浸没为止，置60℃ 8小时。取体重17～23 g小鼠5只，将供试液经尾静脉接种，小鼠每1.0 g体重注射剂量为50 µl，观察3日，应全部健活。

3.3  溶血作用  取本品15 g，切成0.5 cm×2.0 cm条状或块状。

供试品组3支试管，每管加入本品5.0 g及0.9％氯化钠注射液10 ml；阴性对照组3支试管，每管加入0.9％氯化钠注射液10 ml；阳性对照组3支试管，每管加入注射用水10 ml。全部试管放入恒温水浴中37℃保温30分钟后，每支试管加入0.2 ml稀释兔血（由健康兔心脏采血20 ml，加2％草酸钾1.0 ml，制备成新鲜抗凝兔血。取新鲜抗凝兔血8.0 ml，加0.9％氯化钠注射液10 ml稀释），轻轻混匀，置37℃水浴继续保温60分钟。倒出管内液体，以2500 r/min离心5分钟。吸取上清液，移入比色皿内，按照紫外-可见分光光度法（《中国兽药典》一部附录  页）在545 nm波长处测定吸收度。供试组和对照组吸收度均取3支试管的平均值。阴性对照管的吸收度应不高于0.03；阳性对照管的吸收度应为0.8 ± 0.3。

溶血率（％）按下式计算：

溶血率=（A－B）/（C－B）×100％

式中 A — 供试品组吸收度；

     B — 阴性对照组吸收度；

     C — 阳性对照组吸收度。

溶血率应小于5.0％。

4  外观  应符合下列规定。

4.1  表面不应有污点、杂质。

4.2  表面不应有气泡、裂纹。

4.3  表面不应有缺胶、粗糙。

4.4  表面不应有胶丝、胶屑、海绵状、毛边。

4.5  不应有除边造成的残缺或锯齿现象。

4.6  不应有模具造成的明显痕迹。

4.7  表面的色泽应均匀。

修订说明：
1. 第3.1.5.2.2条：将“2只以上”改为“3只或3只以上”——进一步明确数量，减少歧义。
3115

甲醛残留量测定法

1  对照品溶液的制备  取已标定的甲醛溶液适量，配成每1.0 ml含甲醛1.0 mg的溶液，精密量取5.0 ml置50 ml量瓶中，加水至刻度，摇匀，即得。如果被测样品为油乳剂疫苗，则精密量取上述稀释溶液5.0 ml置50 ml量瓶中，加20％吐温-80乙醇溶液10 ml，再加水至刻度，摇匀，即得。

2  供试品溶液的制备

2.1  油乳剂疫苗  用5.0 ml刻度吸管量取被检品5.0 ml，置50 ml量瓶中，用20％吐温-80 乙醇溶液10 ml，分次洗涤吸管，洗液并入50 ml量瓶中，摇匀，加水稀释至刻度，强烈振摇，静止分层，下层液如果不澄清，滤过，弃去初滤液，取澄清续滤液，即得。

2.2  其他疫苗  用5.0 ml刻度吸管量取本品5.0 ml，置50 ml量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，溶液如果不澄清，滤过，弃去初滤液，取澄清续滤液，即得。

3  测定法  精密吸取对照品溶液和被检品溶液各0.5 ml，分别加醋酸-醋酸铵缓冲液10 ml，乙酰丙酮试液10 ml，置60℃恒温水浴15分钟，冷水冷却5分钟，放置20分钟后，按紫外-可见分光光度法（《中国兽药典》一部附录  页），在410 nm的波长处测定吸收度，计算即得。

甲醛溶液（40％）含量％（g/ml）＝0.0025×
[image: image1.wmf]对照品溶液的吸收度

供试品溶液的吸收度


附注：

1  醋酸-醋酸铵缓冲液（pH值6.25）的配制

醋酸液  取醋酸（AR）12.9 ml，加水至100 ml。

醋酸铵液  取醋酸铵（AR）173.4 g，加水至l000 ml，使溶解。

取醋酸液40 ml，与醋酸铵液1000 ml混合，置冷暗处保存。

2  乙酰丙酮试液的配制  乙酰丙酮（AR）7.0 ml，加乙醇14 ml混合，加水至1000 ml。

3  甲醛溶液含量标定  取甲醛溶液约1.5 ml，精密称定，置锥形瓶中，加水10 ml，与溴麝香草酚蓝指示液2滴，滴加氢氧化钠滴定液（1.0 mol/L）至溶液呈蓝色，加过氧化氢试液25 ml，再精密加入氢氧化钠滴定液（1.0 mol/L）25 ml，瓶口置一玻璃小漏斗，在水浴上加热15分钟，不时振摇，冷却，用水洗涤漏斗，加溴麝香草酚蓝指示液2滴，用盐酸滴定液（1.0 mol/L）滴定至溶液显黄色，并将滴定结果用空白试验校正。每1.0 ml的氢氧化钠滴定液（1.0 mol/L）相当于30.03 mg的甲醛。

修订说明：未修订。

1. 删除“本法仅适用于不含酚红的产品。”——含酚红的产品可通过样品处理后再进行检验。
3116
检验用培养基配制法

1  普通肉汤

有新鲜培养基和干粉培养基两个配方，可任选其一。该培养基用于细菌类疫苗的检验。

配方一：

	蛋白胨
	10 g

	氯化钠
	5.0 g

	牛肉汤[注1]
	1000 ml


将上述成分混合，微热溶解后放至室温，调整pH值至7.4～7.6，滤清，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基的pH值应为7.2～7.4。

配方二：

	蛋白胨
	10 g

	牛肉浸粉
	5.0 g

	酵母浸出粉
	5.0 g

	氯化钠
	5.0 g

	纯化水
	1000 ml


将上述成分混合，微热溶解，如需调pH值，将加热的培养基放至室温，调整pH值至7.4～7.6，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基pH值为7.2～7.4。

2  普通琼脂

	蛋白胨
	10 g

	氯化钠
	5.0 g

	琼脂
	12 g

	牛肉汤[注1]
	1000 ml


除琼脂外，将上述成分混合，调整pH值至7.4～7.6。加入琼脂，加热溶解，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基的pH值应为7.2～7.4。该培养基用于细菌类疫苗的检验。
3  马丁肉汤

	氯化钠
	2.5 g

	猪胃消化液[注2]
	500 ml

	牛肉汤[注1]
	500 ml


将上述成分混合，调节pH值至7.6～7.8，煮沸20分钟后，必要时加入纯化水，使培养基恢复至原体积，滤清，滤液应为澄清淡黄色，分装，116℃灭菌30～40分钟，灭菌后培养基的pH值应为7.2～7.6。该培养基用于细菌类疫苗的检验。
4  马丁琼脂

	氯化钠
	2.5 g

	琼脂
	13 g

	猪胃消化液[注2]
	500 ml

	牛肉汤[注1]
	500 ml


除琼脂外，将上述成分混合，调节pH值至7.6～7.8，加入琼脂，加热溶解，用卵白澄清法滤过，分装，116℃灭菌30～40分钟，灭菌后培养基的pH值应为7.2～7.6。该培养基适用于细菌类疫苗的检验。

附：卵白澄清法
（1）取鸡蛋白2个，加等量纯化水约20 ml，充分搅拌，加至50℃左右的1000 ml培养基中，搅匀。

（2）置流通蒸汽锅内，加热1小时，使蛋白充分凝固。

（3）取出，在蒸汽加温下以脱脂棉或滤纸滤过。

5  缓冲肉汤

	蛋白胨
	20 g

	氯化钠
	2.0 g

	磷酸氢二钠
	1.0 g

	碳酸氢钠
	2.0 g

	牛肉汤[注1]
	1000 ml

	葡萄糖（含1个结晶水）
	2.0 g


除葡萄糖、磷酸氢二钠和碳酸氢钠外，将上述成分混合，加热至80～90℃，调节pH值至7.2左右，徐徐加入磷酸氢二钠和碳酸氢钠，煮沸90分钟，静置1小时，滤清，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基pH值为7.6～8.0。同时，将葡萄糖配成50%溶液，116℃灭菌15～30分钟，在使用前加入。该培养基用于链球菌病疫苗安全检验等项目的检验。

6  含1%醋酸铊普通肉汤

	蛋白胨
	10 g

	氯化钠
	5.0 g

	醋酸铊
	10.0 g

	牛肉汤[注1]
	1000 ml


除醋酸铊外，将上述成分混合，微热溶解，将加热的培养基放至室温，调节pH值至7.4～7.6，滤清，加入醋酸铊，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基pH值为7.2～7.4。该培养基用于沙门氏菌马流产活疫苗鉴别检验等项目的检验。

7  4%甘油琼脂

	蛋白胨
	10 g

	氯化钠
	5.0 g

	甘油
	40 g

	琼脂
	11～13 g

	牛肉汤[注1]
	1000 ml


    除琼脂外，将上述成分混合，调节pH值至6.8～7.0，加入琼脂，加热溶解，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基pH值为6.6～6.8。该培养基用于鼻疽毒素效价测定等项目的检验。

8  明胶培养基

	明胶
	230 g

	蛋白胨
	10 g

	氯化钠
	5.0 g

	牛肉汤[注1]
	1000 ml


取明胶加入牛肉汤中，蒸汽加温溶解，待明胶完全溶解后，加入蛋白胨和氯化钠，调节pH值至7.8～8.0。用卵白澄清法（同前）滤过，分装，116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基pH值为7.6～7.8，置2～8℃保存。该培养基用于猪丹毒活疫苗鉴别检验等项目的检验。

9  厌气肉肝汤

	牛肉
	250 g

	肝（牛、羊、猪）
	250 g

	蛋白胨
	10 g

	氯化钠
	5 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	2 g

	纯化水
	1000 ml


    取牛肉除去脂肪及筋膜，绞碎，与肝混合，加入纯化水充分搅拌，冷浸20～24小时。煮沸50分钟，用滤布粗滤，取出肝块待用。在滤液中加入蛋白胨和氯化钠加热溶解，调节pH值至8.0～8.2，加热煮沸20分钟。静置、滤清，加入葡萄糖，搅拌溶解。将煮过的肝块洗净，切成小方块。用纯化水充分冲洗后，称量，重量约为分装肉肝汤量的1/10。将滤液分装于含有肝块的适宜容器中（试管类容器，加入适量液体石蜡；非试管类容器，不需加入液体石蜡），116℃灭菌30分钟，灭菌后培养基pH值为7.0～7.2。该培养基用于肉毒梭菌（C型）中毒症灭活疫苗无菌检验等项目的检验。

10  胰蛋白䏡琼脂

	胰蛋白䏡
	20 g

	氯化钠
	5.0 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	1.0 g

	琼脂
	11～13 g

	纯化水
	1000 ml


除葡萄糖外，将上述成分混合，加热溶解后加入葡萄糖，调节pH值至6.8～7.0。分装，116℃灭菌30～40分钟，灭菌后培养基pH值为6.6～6.8。该培养基用于布氏菌病疫苗变异检验、活菌计数及布氏菌菌落结晶紫染色法等项目的检验。
11  沙门、志贺菌属琼脂（SS）

	牛肉浸粉
	5.0 g

	䏡蛋白胨
	5.0 g

	蛋白胨
	10g

	胆盐
	2.5 g

	乳糖
	10 g

	硫代硫酸钠
	8.5 g

	柠檬酸钠
	8.5 g

	柠檬酸铁
	1.0 g

	1％中性红溶液
	2.0 ml

	0.01％煌绿溶液
	3.3 ml

	琼脂
	12 g

	纯化水
	1000 ml


除乳糖、1％中性红溶液、0.01％煌绿溶液和琼脂外，将上述成分混合，微热溶解，调节pH值至7.1～7.3。加入琼脂，加热溶解后，再加入其他成分，混匀，分装，116℃灭菌20～30分钟，灭菌后培养基pH值为6.9～7.1。该培养基用于禽沙门氏菌检验法等项目的检验。

12  麦康凯琼脂

	蛋白胨
	20 g

	乳糖
	10 g

	氯化钠
	5.0 g

	胆盐
	5.0 g

	1%中性红溶液
	7.5 ml

	琼脂
	11～13 g

	纯化水
	1000 ml


除乳糖、1%中性红溶液和琼脂外，将上述成分混合，微热溶解，调节pH至7.2～7.6，加入琼脂，加热溶解，再加入其余成分，混匀，分装，116℃灭菌20～30分钟，灭菌后培养基pH值为7.0～7.4。该培养基用于禽沙门氏菌检验法等项目的检验。

13  蛋白胨水

	蛋白胨
	1.0 g或10 g

	氯化钠
	5.0 g

	纯化水
	1000 ml


将上述成分混合，加热溶解，放至室温，调节pH值至pH7.0～7.4，分装，116℃灭菌30～40分钟，灭菌后培养基pH值为6.8～7.2。1%蛋白胨水（含蛋白胨10 g）用于细菌类疫苗活菌计数等项目的检验，0.1%蛋白胨水（含蛋白胨1.0 g）用于检验稀释液。

附注1：牛肉汤

	牛肉
	500 g

	纯化水
	1000 ml


将牛肉切除脂肪、筋腱，绞碎，放入适宜容器中，加入纯化水，搅匀，置2～8℃浸泡18～20小时。加热搅拌，至煮沸，并维持煮沸60分钟，用滤布粗滤，分装，116℃灭菌30分钟，冷却后置2～8℃保存备用。

附注2： 猪胃消化液

	猪胃
	300 g

	盐酸
	10～11 ml

	纯化水
	1000 ml


将猪胃冲洗干净（清洗时注意保护胃膜），切除脂肪，绞碎，放入适宜容器中，加入65℃左右纯化水混匀，用盐酸消化，调节pH值至1.7～2.0，使消化液维持在52～54℃，消化18～24小时。前12小时搅拌6～10次，静置消化。以胃组织溶解，液体澄清为消化完全，如消化不完全，可适当延长消化时间。除去脂肪和浮物，吸取中间清液，煮沸10～15分钟，静置沉淀，冷却至80～90℃，调节pH值至4.0～5.0，静置1～2小时，滤清，分装，116℃灭菌30分钟，冷却后置2～8℃保存备用。

修订说明：
1. 删除了原1-8项，其中原第1、3项放入了“无菌检验或纯粹检验法”中；第4、5、6、7、8项放入了“支原体检验法”中。这些项目的内容均作了修订，具体情况见“无菌检验或纯粹检验法”和“支原体检验法”。
2. 新增第1、4、5、6、7、9、13、附注1和附注2项——为现版《兽药典》正文标准的检验项目中需要使用的培养基。对培养基配方中的一些成分复杂、难以标准化的组分采用二级结构的形式给出明确的配方，保证了培养基中营养成分的含量相对准确。

3. 新增“1 普通肉汤”项——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/HYM/027无荚膜炭疽芽孢疫苗、CVP3/2010/HYM/018牦牛副伤寒活疫苗、CVP3/2010/HYM/023沙门氏菌马流产活疫苗（C39株）、CVP3/2010/HYM/040仔猪副伤寒活疫苗（2）新鲜培养基和干粉培养基并存。
4. 将原“9普通琼脂（营养琼脂）”改为“2普通琼脂”，删除了澄清和沉淀的步骤及其方法，增加了该培养基的适用范围“该培养基适用于细菌类疫苗的检验”。——目前所用的蛋白胨质量较好，无需再进行沉淀。
5. 将原“10 马丁肉汤”改为“3 马丁肉汤”。
6. 新增“4 马丁琼脂”项——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/HYM/020
禽多杀性巴氏杆菌病活疫苗（B26-T1200株)、CVP3/2010/HYM/021
禽多杀性巴氏杆菌病活疫苗（G190E40株)、CVP3/2010/HYM/022
沙门氏菌马流产活疫苗（C355株）、CVP3/2010/HYM/031
猪败血性链球菌病活疫苗（ST171株）、CVP3/2010/HYM/032
猪丹毒活疫苗、CVP3/2010/HYM/033
猪多杀性巴氏杆菌病活疫苗（679-230株）、CVP3/2010/HYM/034
猪多杀性巴氏杆菌病活疫苗（C20株）、CVP3/2010/HYM/035
猪多杀性巴氏杆菌病活疫苗（EO630株）、CVP3/2010/HYM/038
猪瘟、猪丹毒、猪多杀性巴氏杆菌病三联活疫苗。
7. 新增“5 缓冲肉汤”项——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/HYM/030
羊败血性链球菌病活疫苗、CVP3/2010/HYM/031
猪败血性链球菌病活疫苗（ST171株）。
8. 新增“6 含1%醋酸铊普通肉汤”项——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/HYM/022
沙门氏菌马流产活疫苗（C355株）。
9. 新增“7  4%甘油琼脂”——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/ZDZP/002
鼻疽毒素
10. 将原“13 明胶培养基”改为“8 明胶培养基”。
11. 新增“9  厌气肉肝汤”项——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/MHYM/022
肉毒梭菌（C型）中毒症灭活疫苗。
12. 将原“12胰蛋白䏡琼脂”改为“10胰蛋白䏡琼脂”。
13. 将原“14  SS琼脂”改为“11  SS琼脂”。
14. 将原“15 麦康凯琼脂”改为“12  麦康凯琼脂”。
15. 新增“13  蛋白胨水”项——《兽药典》中以下标准的检验使用了该培养基：CVP3/2010/HYM/002
布氏菌病活疫苗（A19株）、CVP3/2010/HYM/003
布氏菌病活疫苗（M5株或M5-90株）、CVP3/2010/HYM/040
仔猪副伤寒活疫苗、CVP3/2010/HYM/004
布氏菌病活疫苗（S2株）。
16. 新增 “附注1牛肉汤”——是下列培养基配方中的复杂、难以标准化的组分：普通肉汤、普通琼脂、马丁肉汤、马丁琼脂、缓冲肉汤、含1%醋酸铊普通肉汤、4%甘油琼脂、明胶培养基。
17. 新增“附注2  猪胃消化液”——是下列培养基配方中的复杂、难以标准化的组分：马丁肉汤、马丁琼脂。
18. 删除“11 肝汤琼脂”项——该培养基主要用于布氏菌的培养，因不稳定，已被“胰蛋白䏡琼脂”替代，后者已被药典收录。
3118
黏度测定法

黏度系指流体对流动的阻抗能力，本法以动力黏度或运动黏度数表示，用于检测注射用白油及疫苗黏度。

流体分牛顿流体和非牛顿流体两类。牛顿流体流动时所需剪应力不随流速的改变而改变，纯液体和低分子物质的溶液属于此类，如生产矿物油佐剂灭活疫苗所使用的注射用白油；非牛顿流体流动时所需剪应力随流速的改变而改变，高聚物的溶液、混悬液、乳剂和表面活性剂的溶液属于此类，如矿物油佐剂灭活疫苗。
液体以1.0 cm/s的速度流动时，在每1.0 cm2平面上所需剪应力的大小，称为动力黏度（
[image: image2.wmf]h

），以Pa·s为单位。在相同温度下，液体的动力黏度与其密度（kg/m3）的比值，再乘10-6.0，即等于该液体的运动黏度（
[image: image3.wmf]n

），以mm2/s为单位。
黏度的测定用黏度计。黏度计有多种类型，本法采用毛细管式和旋转式两类黏度计。毛细管黏度计因不能调节线速度，不便测定非牛顿流体的黏度，但对高聚物的稀薄溶液或低黏度液体的黏度测定较方便，如检测注射用白油的运动黏度；旋转式黏度计一般适用于非牛顿流体的黏度测定，如检测矿物油佐剂灭活疫苗黏度。
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图 1  平氏黏度计                                图2  旋转式黏度计
1—主管；2—宽管；3—弯管；                                             1-电动机；2-离合器；3-指针；4-轴承外壳；
A—测定球；B—储器；C—缓冲球；                                          5-轴承；6-转子；7-外壳；8-变速器；
E—毛细管； F—支管；m1，m2—环形测定线                                   9-拨号器；10-校正弹簧；11-测试样品
1.  本法测定所需仪器用具
1.1  恒温水浴  可选用直径30 cm以上、高40 cm以上的玻璃缸或有机玻璃缸，附有电动搅拌器与电热装置，除说明书另有规定外，在20℃
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0.1℃测定运动黏度或动力黏度。

    1.2  温度计  分度为0.1℃。 

    1.3  秒表  分度为0.2 秒。 

    1.4 黏度计

    1.4.1  平氏黏度计（见图1）  可用于注射用白油的检测，根据需要分别选用毛细管内径为0.8±0.05 mm、1.0±0.05 mm、1.2±0.05 mm、1.5±0.1 mm或2.0±0.1 mm的平氏黏度计。在规定条件下测定供试品在平氏黏度计中的流出时间（s），与该黏度计用已知黏度的标准液测得的黏度计常数（mm2/s2）相乘，即得供试品的运动黏度。
    1.4.2  旋转式黏度计（见图2）    旋转式黏度计通过一个经校验过的合金弹簧带动一个转子在流体中持续旋转，旋转扭矩传感器测得弹簧的扭变程度即扭矩，它与浸入样品中的转子被黏性拖拉形成的阻力成比例，扭矩因而与液体的黏度也成正比。旋转式黏度计测定黏度范围与转子的大小和形状以及转速有关。对于一个黏度已知的液体，弹簧的扭转角会随着转子转动的速度和转子几何尺寸的增加而增加，所以在测定低黏度液体时，使用大体积的转子和高转速组合，相反，测定高黏度液体时，则用细小转子和低转速组合。液体黏度变化取决于测量条件的选择,旋转式黏度计目前多采用液晶显示，显示信息包括黏度、温度、剪切应力/剪切率、扭矩、转子号/转速等，数字显示输出为cP或mPa·s，1 cP相当于1 mPa·s。
2.  方法 

    2.1  第一法（用平氏黏度计测定运动黏度或动力黏度）  选择合适的转子，取毛细管内径符合要求的平氏黏度计1支，在支管F上连接一橡皮管，用手指堵住管口2，倒置黏度计，将管口1插入供试品（或供试品溶液，下同）中，自橡皮管的另一端抽气，使供试品充满球C与A并达到测定线m2处，提出黏度计并迅速倒转，抹去黏附于管外的供试品，取下橡皮管使连接于管口1上，将黏度计垂直固定于恒温水浴中，并使水浴的液面高于球C的中部，置置15分钟后，自橡皮管的另一端抽气，使供试品充满球A并超过测定线ml，开置橡皮管口，使供试品在管内自然下落，用秒表准确记录液面自测定线ml下降至测定线m2处的流出时间。依法重复测定3次以上，每次测定值与平均值的差值不得超过平均值的±5％。另取一份供试品同样操作，并重复测定3次以上。以先后两次取样测得的总平均值按下式计算，即为供试品的运动黏度或供试品溶液的动力黏度。
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式中  K为用已知黏度的标准液测得的黏度计常数，mm2/s2；

      t 为测得的平均流出时间，s；

      ρ为供试溶液在相同温度下的密度，kg/m3。

    2.2  第二法（用旋转式黏度计测定动力黏度）  用于测定液体动力黏度旋转式黏度计，通常都是根据在旋转过程中作用于液体介质中的切应力大小来完成测定的，并按下式计算供试品的动力黏度。

                           (＝K（T/
[image: image7.wmf]w

） 

式中  K为用已知黏度的标准液测得的旋转式黏度计常数；

      T为扭力矩；
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为角速度。

常用的旋转式黏度计有以下几种：

（1）单筒转动黏度计   在单筒类型的黏度计中，将单筒浸入供试品溶液中，并以一定的角速度转动，测量作用在圆筒表面上的扭力矩来计算黏度。

（2）锥板型黏度计   在锥板型黏度计中，供试品注入锥体和平板之间，平板不动，锥体转动，测量作用在锥体或平板上的扭力矩或角速度以计算黏度。

（3）标准转子型旋转黏度计  按品种项下的规定选择合适的转子浸入供试品溶液中，使转子以一定的角速度旋转，测量作用在锥体的扭力矩再计算黏度。

常用的旋转式黏度计有多种类型，可根据供试品的实际情况和黏度范围适当选用。

按照各检验品种项下所规定选用所需使用的仪器，并按照仪器说明书操作，测定供试品的动力黏度。

修订说明：
1. 第1段：增加“用于检测注射用白油及疫苗黏度”——明确检测对象。

2. 第2段：增加“，如生产矿物油佐剂灭活疫苗所使用的注射用白油”和“，如矿物油佐剂灭活疫苗”————明确检测对象。

3. 原第4段前半部分改为第3段——规范文字表述。

4. 原第3段前改为第4段，并增加“，如检测注射用白油的运动黏度”和“，如检测矿物油佐剂灭活疫苗黏度”————明确检测对象。

5. 对用具和方法编辑了序号——规范文字表述。

6. 将原第4段后半部分加入1.4.1项中，并在1.4.1项中增加“用于注射用白油的检测，”——规范文字表述，明确检测对象。

7. 第1.4.2项：增加了对旋转黏度计的具体描述和相应的图2——规范文字表述。

8. 常用黏度计中：删除原（1）同轴双通黏度计部分，并重新排列序号——根据近年的检验统计数据和试验结果进行修改。

9. 第2.1项：将“照个品种项下的规定”改为“选择合适的转子”。

10. 第2.2原（3）项改为（2）项，并将“锥体和平板可同轴转动”改为“锥体和平板可同轴转动”——根据近年多家企业所使用的检测仪器说明书、检验统计数据和试验结果进行修改。

11. 第2.2原（4）项改为（3）项，增加“标准”，并将“转子上”改为“锥体”——文字规范；根据近年多家企业所使用的检测仪器说明书、检验统计数据和试验结果进行修改。

3119
禽白血病病毒检验法
1  细胞制备  鸡胚成纤维细胞制备，按附录    页进行。
2  样品的处理及接种
2.1  毒种和疫苗样品的处理  除另有规定外，每批毒种或病毒性活疫苗均用无血清M-199培养基复原，2～8℃，以10000～12000 g离心10～15分钟，取上清备用。
2.1.1  含鸡新城疫病毒（低毒力弱毒株）的制品  取0.8 ml（含200羽份）疫苗，加入等体积的鸡新城疫病毒特异性抗血清置37℃左右中和60分钟，全部接种到CEF单层。
2.1.2  含鸡马立克氏病细胞结合毒的制品  取1000（或以上）羽份制品，加无菌注射用水，使每4.0 ml溶液中含500羽份制品；置2～8℃1小时，冻融3次；按10％体积加10倍浓度的M-199浓缩培养液；2～8℃，5000 g离心10分钟，取上清液经0.22 μm滤器过滤1次，取滤液4.0 ml接种CEF单层。如果含有鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒时，取滤液与等体积的鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒特异性抗血清混匀，置37℃作用60分钟，全部接种于CEF单层。
2.1.3  含鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒的制品  取1000（或以上）羽份制品，用4.0 ml（或适量）不含血清的M-199培养液溶解，使最终为500羽份/2.0 ml；2～8℃，10000 g离心15分钟；上清液经0.45 μm滤器过滤1次，0.22 μm滤器过滤2次，取滤液2.0 ml与等体积的鸡马立克氏病火鸡疱疹病毒特异性抗血清混匀，置37℃作用60分钟，全部接种于CEF单层。
2.1.4  含鸡痘病毒的制品  取1000（或以上）羽份制品，用4.0 ml（或适量）不含血清的M-199培养液溶解，使最终为500羽份/2.0 ml；2～8℃，12000 g离心15分钟；上清液经0.8 μm、0.45 μm、0.22 μm和0.1 μm滤器各过滤1次，取滤液2.0 ml接种于CEF单层。
2.1.5 含鸡传染性法氏囊病病毒的制品  取1000（或以上）羽份制品，用4.0 ml（或适量）不含血清的M-199培养液溶解，使最终为500羽份/2.0 ml；2～8℃，10000 g离心10分钟；取上清液2.0 ml与等体积的鸡传染性法氏囊病病毒特异性抗血清混匀，置37℃作用60分钟，全部接种于CEF单层。
2.1.6 含禽脑脊髓炎病毒的制品  取稀释的疫苗2.0 ml（含500 羽份），加入等体积的禽脑脊髓炎病毒特异性抗血清进行中和（禽脑脊髓炎病毒-鸡痘病毒二联苗，则先按含鸡痘病毒的制品进行滤过处理），接种于CEF单层。
2.1.7  鸡传染性支气管炎病毒和传染性喉气管炎病毒的制品  不中和，直接取稀释后的制品2.0 ml（含500 羽份）接种于CEF单层。
2.1.8  含呼肠孤病毒的制品  取1000（或以上）羽份制品，用4.0 ml（或适量）不含血清的M-199培养液溶解，使最终为500羽份/2.0 ml；2～8℃，10000 g离心10分钟；取上清液经0.45 μm 滤器过滤，取2.0 ml滤液与等体积的鸡呼肠孤病毒特异性抗血清混匀，置37℃作用60分钟，全部接种于CEF单层。
2.1.9 含重组病毒的活疫苗  按疫苗载体病毒方法进行处理。
2.1.10 细胞液  取最后的细胞悬液5.0 ml，反复冻融3次；2～8℃，5000 g离心10分钟，取上清液用于接种CEF。
2.2  接种与培养  处理好的样品接种2个25 cm2左右的CEF单层，置37℃吸附45～60分钟，弃去接种液，加入细胞生长液，次日换成维持液。同时设立正常细胞作对照。
3  细胞培养的传代与处理
3.1  待细胞培养5～7日后，按常规方法消化、收获细胞，将其中1/2细胞，置－60℃以下作检验用（P1），其余细胞分散到2个瓶中。培养5～7日后，按同样方法收获细胞，留样（P2）。如此继续传第3代，收获（P3）。所有对照组按相同方法处理。
3.2  处理  将P1、P2和P3的细胞培养物（包括样品和所有对照组）冻融3次，5000 g离心3分钟，待用。
4  病毒对照  去掉细胞生长液，分别加入RAVl和RAV2 0.5 ml，置37℃下吸附45～60分钟，直接加入培养液，同样品连传3代，传代时病毒对照应在最后进行。
5 样品检测  所有样品用COFAL试验或ELISA试验进行禽白血病病毒检测
5.1 COFAL试验（两日试验）
5.1.1  第一日试验
5.1.1.1  在96孔微量板中，按下表所示加入缓冲液0.025 ml，对照孔A、B各0.025 ml，C、D、E各0.05 ml，F加0.1 ml。
5.1.1.2  样品的加入与稀释  在A、D、E和H各孔中分别加入0.025 ml样品，并用微量吸管从A(B(C和E(F(G进行连续稀释，最后C孔和G孔中弃去0.025 ml，D和H孔中混合后弃去0.025 ml；其他对照孔中B、G各加病毒对照0.025 ml。
5.1.1.3  在D和H排各孔中加入缓冲液0.025 ml。
5.1.1.4  在A、B、C和E、F、G排各孔中加入灭活抗血清0.025 ml，其他对照孔中A、G各加入0.025 ml，混匀包板后，置室温下作用30～45分钟（其间配制补体）。
5.1.1.5  所有孔中均加入适当浓度的补体（全量） 0.05 ml，对照孔中A、B、C、G各加入0.05 ml（全量）补体，D孔加0.05 ml（1/2浓度）的补体，E孔加入0.05 ml（1/4浓度）的补体，轻摇平板，混匀密封后，置2～8℃过夜。
表1　第一日试验（96孔板）反应术式
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	1：2
	NCP1
	NCP2
	NCP3
	S1P1
	S1P2
	S1P3
	S2P1
	S2P2
	S2P3
	标
准
比
色
板
孔
	
	其
他
对
照
孔

	B
	1：4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	C
	1：8
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	1：2
	──────
	──────
	──────
	
	
	

	E
	1：2
	S3P1
	S3P2
	S3P3
	RAV1

P1
	RAV1

P2
	RAV1

P3
	RAV2

P1
	RAV2

P2
	RAV2

P3
	
	
	

	F
	1：4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	G
	1：8
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	H
	1：2
	──────
	──────
	──────
	
	
	


注：NC，代表正常细胞对照。P1、P2、P3，分别代表第1代、第2代、第3代。S1、S2、S3，分别代表样品1、样品2、样品3。
5.1.2  第二日试验
5.1.2.1  配制2.8％绵羊红细胞悬液。
5.1.2.2  致敏红细胞悬液的制备  在2.8％的绵羊红细胞悬液中缓缓加入等量经适当稀释（如1:2000）的溶血素，磁力搅拌混合10分钟后，置37℃水浴30分钟，其间搅动2～3次。
5.1.2.3  制备标准比色板
5.1.2.3.1  将2.8％绵羊红细胞悬液用缓冲液稀释成0.28％绵羊红细胞悬液。
5.1.2.3.2  取2.8％绵羊红细胞悬液1.0 ml，加无菌纯化水7.0 ml，再加5×缓冲液
2.0 ml，即为溶解红细胞液。
5.1.2.3.3  按表2术式的顺序加入下列试剂，第12管只加缓冲液1.0 ml。
表2　第二日试验反应术式         单位：ml

	试管号  
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	溶血率（％）
	0
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	70
	80
	90
	100
	－

	溶解红细胞液
	0
	0.1
	0.2
	0.3
	0.4
	0.5
	0.6
	0.7
	0.8
	0.9
	1.0
	－

	0.28％绵羊红细胞悬液
	1.0
	0.9
	0.8
	0.7
	0.6
	0.5
	0.4
	0.3
	0.2
	0.1
	0
	－

	缓冲液
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	－
	1.0


5.1.2.3.4  在标准比色板中，从0溶血率开始，在11列的A(H和10列的H(F相应孔内加入上述红细胞悬液0.125 ml。
5.1.2.4  其余各孔内加入致敏红细胞悬液0.025 ml，并用胶带密封好，置37℃水浴
30分钟，再以1500 r/min离心5分钟，或置2～8℃3～6小时。
5.1.2.5  判定  以50％为反应终点，任何孔溶血率高于50％时判为阴性，低于50％时判为阳性。
5.2 ELISA试验
5.2.1 加样  每孔加100 (l被检样品，设阳性、阴性对照孔，每个样品加两孔，用封口膜封板后，放置37℃作用1小时。
5.2.2 洗涤  弃去样品，每孔加300 (l洗涤液，放置1分钟，弃去洗涤液，每孔再加300 (l洗涤液，共洗涤4～5次。
5.2.3 加酶标抗体  每孔100 (l，用封口膜封板后，放置37℃作用60分钟。
5.2.4  洗涤  同5.2.2。
5.2.5 加显色液  每孔加100 (l显色液，室温避光作用10分钟。
5.2.6 加终止液  每孔加100 (l。
5.2.7 读数  置酶联读数仪读取各孔OD650nm值。
5.2.8 结果判断
5.2.8.1 当阴性对照OD650nm值小于0.2，阳性对照OD650nm值大于0.4时，ELISA试验结果成立。
5.2.8.2当正常细胞对照OD650nm值小于0.3，病毒对照OD650nm值均高于0.5时，检验结果成立。
5.2.8.3 被检样品OD650nm值大于或等于0.3判为阳性，OD650nm值小于0.3判为阴性。
修订说明：
1. 第2.1项：将“（除另有规定外）”改为“除另有规定外，”并放在句首。

2. 第2.1.2、2.1.3、2.1.6、2.1.7、2.1.8、2.1.9项，小标题统一为“含XX的YY”。——统一文字表述。

3. 将“3.1  待细胞培养5～7日后，按常规方法消化、收获细胞，将其中1/2细胞，置－60℃以下作检验用（P1），其余细胞分散到2个瓶中。培养7日后，按同样方法收获细胞，留样（P2）。如此继续传第3代，收获（P3）。所有对照组按相同方法处理”。修改为：“3.1  待细胞培养5～7日后，按常规方法消化、收获细胞，将其中1/2细胞，置－60℃以下作检验用（P1），其余细胞分散到2个瓶中。培养5～7日后，按同样方法收获细胞，留样（P2）。如此继续传第3代，收获（P3）。所有对照组按相同方法处理”。——根据多年的检测数据，检测为阳性的样品一般在第2代即呈现阳性。而且因为CEF是原代细胞，经过传代后，第2代和第3代的CEF细胞生长状态不如第1代的细胞，常出现难以维持7天的现象，所以建议将第2，3代细胞培养7日后传代改为培养5～7日后传代，整体培养15～21天是符合禽白血病病毒特性的，期间禽白血病病毒的增殖能达到峰值。
4. 将“3.2  处理  将P1、P2和P3的细胞培养物（包括样品和所有对照组）冻融3次，待用”。修改为 “3.2  处理  将P1、P2和P3的细胞培养物（包括样品和所有对照组）冻融3次，5000 g离心3分钟，待用”。——将P1、P2和P3的细胞培养物（包括样品和所有对照组）冻融3次，5000 g离心3分钟，以沉淀细胞碎片，从而减少非特异性反应。常规操作就是如此进行的，此步骤较为重要，建议添加。
5. 将整个文字进行规范性修改。如，将加入“等量”，“2.0 ml”的血清统一为加入“等体积的血清”；将“接种于细胞瓶”“接种CEF”“接种于CEF单层” 统一为“接种于CEF单层”。
6. 将“2.2  接种与培养  接种后，置37℃下吸附45～60分钟，弃去接种液，加入细胞生长液，次日换成维持液。同时设立正常细胞和培养液作对照”。修改为：“2.2  接种与培养  处理好的样品接种2个25cm2左右的CEF单层，置37℃吸附45～60分钟，弃去接种液，用培养液洗CEF单层 2次，加入细胞生长液，次日换成维持液。同时设立正常细胞作对照。”——与禽网状内皮组织增生症病毒检验法的描述相呼应，此也为多年的常规操作步骤。
7. 将“5.2.8.1 当阴性对照OD650nm值小于0.2，阳性对照OD650nm值大于0.4时，试验结果成立。修改为“5.2.8.1 当阴性对照OD650nm值小于0.2，阳性对照OD650nm值大于0.4时，ELISA试验结果成立。5.2.8.2当正常细胞对照OD650nm值小于0.3，病毒对照OD650nm值均高于0.5时，检验结果成立。”——细胞培养中，设立了正常细胞对照和病毒对照，建议添加对这些对照样品的判定要求。只有对照成立，才能证明系统没问题，检验结果才成立。
8. 将5.2.8.2 被检样品OD650nm值大于0.3判为阳性，0.2 ≤OD650nm 值≤ 0.3判为可疑，OD650nm值小于0.2判为阴性。对可疑样品应进行重检，重检仍为可疑判为阴性。修改为：“5.2.8.3被检样品OD650nm值大于或等于0.3判为阳性，OD650nm值小于0.3判为阴性。”——根据多年的检测数据，样品OD650nm值处于可疑值范围内的比例相对较高，而且对可疑样品采用COFAL法方法进行验证时，结果均为阴性。2014年4～7月，试验承担人选取9家企业采用不同来源及批次的SPF鸡胚制备CEF对不同品种疫苗（74批）包含ND、MD、IBD、IB、ILT等疫苗品种进行检验从而对禽白血病病毒ELISA检验法质量标准进行了确认并提供了《禽白血病病毒ELISA检验法再确认研究报告》。
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生产、检验用动物标准

1  用于兽用生物制品菌（毒、虫）种的制备与鉴定、制品生产与检验的实验动物中，兔、豚鼠、仓鼠、犬应符合国家普通级动物标准，大、小鼠应符合国家清洁级动物标准。

    2  用于禽类制品菌（毒、虫）种的制备与鉴定、病毒活疫苗生产与检验、灭活疫苗检验的鸡和鸡胚应符合国家无特定病原体（SPF）级动物标准。

3  所有制品生产与检验用动物，除符合以上各项规定外，还应无本制品的特异性病原和抗体，并符合该制品规程和质量标准规定的有关动物标准的要求。

    4  除另有规定外，病毒毒种的制备、制品的生产用猪、羊、牛、马的标准和推荐方法见下表。检验用动物的标准和检测方法应符合制品标准规定。
猪、羊、牛、马微生物检测项目与方法

	检测项目
	动物种类
	检测方法

	
	猪
	
	羊
	牛
	马
	

	猪瘟病毒
	Δ
	
	
	
	
	FA  ELISA  FAVN  RT-PCR

	猪细小病毒
	Δ
	
	
	
	
	FAVN  HA  HI  PCR

	猪繁殖与呼吸综合征病毒
	Δ
	
	
	
	
	ELISA  RT-PCR

	伪狂犬病病毒
	Δ
	
	
	
	
	FA  SN  ELISA

	口蹄疫病毒
	Δ
	
	
	Δ
	
	RIHA  SN  ELISA  RT-PCR

	猪链球菌2型
	Δ
	
	
	
	
	SPA  TA  PCR

	山羊/绵羊痘病毒
	
	
	Δ
	
	
	临床检查  SN

	小反刍兽疫病毒
	
	
	Δ
	
	
	SN  ELISA  RT-PCR

	蓝舌病病毒
	
	
	Δ
	Δ
	
	AGID  ELISA  PCR  SN

	布氏杆菌
	
	
	Δ
	Δ
	
	SPA  TA  CF

	梨形虫
	
	
	
	Δ
	Δ
	镜检

	伊氏锥虫
	
	
	
	
	Δ
	镜检

	牛病毒腹泻-黏膜病病毒
	
	
	
	Δ
	
	FA  SN  ELISA

	牛疱疹病毒1型
	
	
	
	Δ
	
	SN  ELISA

	牛型结核分枝杆菌
	
	
	
	Δ
	
	结核菌素试验

	牛白血病病毒
	
	
	
	Δ
	
	AGID

	马传染性贫血病毒
	
	
	
	
	Δ
	AGID

	马鼻疽伯氏菌
	
	
	
	
	Δ
	马来因试验  CF

	皮肤真菌
	
	
	Δ
	Δ
	
	真菌培养鉴定

	体外寄生虫
	Δ
	
	Δ
	Δ
	Δ
	肉眼检查  镜检


注：Δ＝检测  AGID＝琼脂扩散试验  CF＝补体结合试验  ELISA＝酶联免疫吸附试验  FA＝免疫荧光试验   HA=血凝试验  HI＝血凝抑制试验  PCR=聚合酶链反应  RIHA＝反向间接血凝试验  SN＝血清中和试验  SPA＝血清平板凝集试验  TA＝试管凝集试验  RT-PCR＝反转录聚合酶链反应  FAVN＝荧光抗体病毒中和试验 
5  各等级的啮齿类动物和SPF鸡的质量检测，按照相应实验动物的国家标准进行。

6  饲喂实验动物的配合饲料应符合各自实验动物饲料国家标准。

7  实验动物生产和动物试验的环境设施应符合国家实验动物环境和设施标准。

8  引入生产和检验实验动物时，应进行必要的隔离观察，检疫合格后，才能用于生产和检验。治疗后的动物不得用于生产和检验。

修订说明： 

1. 第1条：增加“犬”——目前犬已有实验动物国家标准（GB14922.2-2011、GB14922.1-2001）；全国大部分地区均有标准化实验犬生产单位；在兽用生物制品检验以及产品研发过程中大部分都使用标准化的实验犬。
2. 将原来第4条改为第3条，并将“规程规定”改为“规程和质量标准规定”——规范文字表述。
3. 将原第3条改为第4条，并修订为“除另有规定外，病毒毒种的制备、制品的生产用猪、牛、羊、马的标准和推荐方法见下表。检验用动物的标准和检测方法应符合制品标准规定。”——删除犬的表述，并明确表格的规定仅与毒种和制品生产相关，不再适用于检验用动物，更符合目前检验的实际情况。

4. 第4条，表格中：增加“猪链球菌2型”和“小反刍兽疫病毒”——按照实验动物微生物学分类要求，实验动物首先应排除人兽共患病病原和动物烈性传染病病原，猪链球菌2型是人兽共患病病原，小反刍兽疫病毒是动物烈性传染病病原，这两种病原在我国近年都暴发流行过。经流行病原调查发现，目前猪群中猪链球菌2型感染率达20%～30%。且目前这两种病原的检测方法均有国家标准，相关试剂均可从市场上采购。
5. 第4条，表格中：“羊痘 ”改成“山羊/绵羊痘病毒”；将“布氏菌”改成“布氏杆菌”；将“锥虫”改成“伊氏锥虫”；将“粘膜病病毒”改成“牛病毒性腹泻-粘膜病病毒”；将“牛传染性鼻气管炎病毒（IBR）”改成“牛疱疹病毒1型”；将“牛结核”改成“牛型结核分枝杆菌”。——因表格标题为“猪、羊、牛、马微生物项目与方法”，为保证检测项目的统一性、科学性、规范性，参照兽医专业公认病原名称，分别做了相应的修改。
6. 第4条，表格中检测方法列：经查阅最近几年的相关资料，同时参考有关国家标准和OIE标准，对检测方法进行了相应修改或增加检测方法，例如根据《猪瘟诊断技术》（GB/T 16551-2008） 、《猪瘟病毒实时荧光RT-PCR检测方法》（GB/T 27540-2011）和OIE标准， 将“猪瘟病毒”中的“SN”改成“FAVN”，并增加“RT-PCR”、“PCR” 等检测方法；对一些方法的英文翻译进行了规范，例如将“AGP”统一规范为“AGID”；删除“体外寄生虫”中“逆毛刷虫”法，因为该方法为肉眼检查的一部分；删除备注内的“IHA＝间接血凝试验”，因为检测方法未涉及“IHA”，故无须注释。
7. 第5条：将“各自”改为“相应实验动物”——规范文字表述。

8. 第6条：将“各自实验动物”改为“相应实验动物”——规范文字表述。

9. 第8条：将“普通级和无等级”改为“生产和检验”；将“确定符合标准”改为“检疫合格”——规范文字表述。
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生物制品生产和检验用牛血清质量标准

用于生物制品生产和检验的新生牛血清应为从出生14小时内未进食初乳的新生小牛采血，分离血清，经滤过除菌制成；胎牛血清为经心脏采集230～240日的胎牛全血分离血清，经滤过除菌制成。主要用于细胞培养。

【性状】  淡黄色澄清稍黏稠的液体，无溶血或异物。

【无菌检验】  按附录     页进行检验，应无菌生长。

【支原体检验】  按附录     页进行检验，应无支原体生长。
【外源病毒检验】  将被检血清按10%浓度加入MEM培养基中，按附录   页进行检验，应无外源病毒污染。

【特异性抗体测定】  根据血清的用途确定测定的抗体种类，测定方法采用血清学方法。如用于生产口蹄疫疫苗的血清不得含有口蹄疫病毒抗体，用于生产猪瘟疫苗的血清不得含有BVDV抗体等。

【细菌内毒素测定】 按《中国兽药典》一部附录进行检验，每毫升血清的内毒素含量应低于10 EU。

【细胞增殖试验】  取生长良好的Sp2/0小鼠骨髓瘤细胞，弃营养液，用无血清MEM配成每毫升30万～50万细胞悬液，计数细胞后，用无血清MEM在96孔细胞板上作1:200、1:400、1:800、1:1600稀释，每稀释度加8孔，每孔0.1 ml，每孔再分别补加0.1ml含20%标准血清或20%被检血清MEM营养液，置5％CO2培养箱37℃培养至48小时，倒置显微镜下计数，取每孔克隆数均在30～50之间的稀释度的8个孔，求和计为总克隆数。计算被检血清和标准血清的绝对克隆形成率和相对克隆形成率。

	绝对克隆形成率
	＝
	该稀释度形成的细胞克隆总数
	×100%

	
	
	该稀释度接种Sp2/0悬液细胞总数
	


	相对克隆形成率
	＝
	被检血清的绝对克隆形成率
	×100%

	
	
	对照血清的绝对克隆形成率
	


判定标准：对照血清的绝对克隆形成率应不低于20%

              胎牛血清的相对克隆形成率应不低于80%

              新生牛血清相对克隆形成率应不低于50%

附注：对照血清细胞增殖试验标准：对照血清为胎牛血清，按细胞增殖试验培养Sp2/0小鼠骨髓瘤细胞，单位体积细胞液的克隆绝对形成率不低于20%。

修订说明：
1. 名称：删除“新生”——目前生产和检验用牛血清包括了新生牛血清和胎牛血清两种。
2. 前言：增加“和生产”、“新生”；增加胎牛血清制备过程的简要描述。
3. 【外源病毒检验】项：删除了具体方法，改为“按附录   页进行检验，应无外源病毒污染”。——统一试验方法为药典方法。
4. 【特异性抗体测定】项：删除“生产企业应”；将“使用对象”改为“用途”；将中和抗体测定法、ELISA方法等改为血清学方法。——规范文字表述。
5. 【细菌内毒素测定】项：删除了具体方法，改为“按《中国兽药典》一部附录   页进行检验，”。——统一试验方法为药典方法。
6. 【细胞增殖试验】项：将“标准血清”均改为“对照血清”——规范文字表述。
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外源病毒检验法
    1  鸡源细胞及其制品和其他鸡源制品的检验

通常情况下，采用鸡胚检查法和细胞检查法进行，如果检验无结果或结果可疑时，用鸡检查法进行检验。也可直接用鸡检查法进行检验。
1.1 样品处理  取样品2～3瓶。对毒种或活疫苗进行检验时，将样品混合，用相应的特异性抗血清中和后作为检品（另有规定除外）；对细胞进行检验时，经3次冻融后混合作为检品；用鸡检查法检验时，样品不处理。

如果对检品中的病毒中和不完全，可用效价更高的血清重做，或用制品使用对象进行检验。
1.2  鸡胚检查法

1.2.1  选9～11日龄SPF鸡胚20个，分成2组，第1组10枚鸡胚，经尿囊腔内接种0.1～0.2 ml（如果为疫苗，至少含10羽份），第2组10枚鸡胚，经绒毛尿囊膜接种0.1～0.2 ml（如果为疫苗，至少含10羽份），置37℃下培养7日。弃去接种后24小时内死亡的鸡胚，但每组鸡胚应至少存活8只，试验方可成立。

1.2.2  判定  胎儿应发育正常，绒毛尿囊膜应无病变。取鸡胚液作血凝试验，应为阴性。

1.3  细胞检查法

1.3.1  细胞观察  取2个已长成良好鸡胚成纤维细胞单层的（培养24小时左右）细胞培养瓶（面积不小于25 cm2），接种中和后的疫苗0.2 ml（2～20 羽份），培养5～7日，观察细胞，应不出现CPE。

1.3.2  红细胞吸附试验  取上述培养的细胞，弃去培养液，用PBS洗涤细胞面3次，加入0.1％（V/V）鸡红细胞悬液覆盖细胞面，置2～8℃ 60分钟后，用PBS轻轻洗涤细胞1～2次，在显微镜下检查红细胞吸附情况。应不出现由外源病毒所致的红细胞吸附现象。

1.3.3  禽淋巴白血病病毒检验  COFAL试验或ELISA试验  见附录  页。

1.3.4  禽网状内皮增生症病毒检验  间接免疫荧光试验（IFA） 见附录  页。

1.4  鸡检查法  用适于接种本疫苗日龄的SPF鸡20只，每只同时点眼、滴鼻接种10 羽份疫苗，肌肉注射100 羽份疫苗，21日后，按上述方法和剂量重复接种1次。第1次接种后42日采血，进行有关病原（见下表1）的血清抗体检测在42日内，不应有疫苗引起的局部或全身症状和呼吸道症状或死亡。如果有死鸡，应进行病理学检查，以证明是否由疫苗所致。进行血清抗体检测时，除本疫苗所产生的特异性抗体外，不应有其他病原的抗体存在。

表  用鸡检查法检验外源病毒时检查的病原及其检验方法

	病原
	检验方法

	鸡传染性支气管炎病毒
	HI/ELISA

	鸡新城疫病毒
	HI

	禽腺病毒（有血凝性）
	HI

	禽A型流感病毒
	AGP/HI

	鸡传染性喉气管炎病毒
	中和抗体/ELISA

	禽呼肠孤病毒
	AGP/ELISA

	鸡传染性法氏囊病病毒
	AGP/ELISA

	禽网状内皮组织增生症病毒
	IFA/ELISA

	鸡马立克氏病病毒
	AGP

	禽淋巴白血病病毒
	ELISA

	禽脑脊髓炎病毒
	ELISA

	鸡痘病毒
	AGP/临床观察


2  非禽源细胞及其制品的检验

2.1  样品处理

    活疫苗    除另有规定除外，取样品至少2瓶混合，用相应的特异性抗血清中和，中和后使1.0 ml样品中至少含疫苗10头份，如试验证明无法中和10头份的，可适当减少中和的头份数，但不能少于1头份。如试验证明待检疫苗毒在检验用细胞上不增殖的，可不进行中和。
    种毒    除另有规定除外，取至少2支种毒混合后，取1.0 ml（含10头份）用相应的特异性抗血清中和后作为检品。如试验证明待检病毒在检验用细胞上不增殖的，可不进行中和。
    细胞    经3次冻融后，以3000 g离心10分钟，取上清液作为检品，无须进行中和。

2.2  细胞的选择与样品的培养

2.2.1 细胞的选择
2.2.1.1  猪用活疫苗、种毒和细胞检查采用的细胞  

2.2.1.1.1  致细胞病变检查和红细胞吸附性检查采用的细胞：Vero细胞、PK-15细胞（或ST细胞）、Marc-145细胞。

2.2.1.1.2  荧光抗体检查采用的细胞：检查牛病毒性腹泻/黏膜病病毒（BVDV）采用MDBK细胞（或BT细胞）；检查猪瘟病毒(CSFV)采用PK-15细胞（或ST细胞）；检查猪圆环病毒2型（PCV2）采用PK-15细胞。
2.2.1.2  牛、绵羊、山羊用活疫苗、种毒和细胞检查采用的细胞  
2.2.1.2.1  致细胞病变检查和红细胞吸附性检查采用的细胞：Vero细胞、绵羊睾丸细胞。

2.2.1.2.2  荧光抗体检查采用的细胞：检查牛病毒性腹泻/黏膜病病毒（BVDV）采用MDBK细胞（或BT细胞）。

2.2.1.3  犬科、猫科或鼬科动物用活疫苗、种毒和细胞检查采用的细胞  
2.2.1.3.1  致细胞病变检查和红细胞吸附性检查采用的细胞：Vero细胞、MDCK、CRFK细胞（或F81细胞）。

2.2.1.3.2  荧光抗体检查采用的细胞：检查牛病毒性腹泻/黏膜病病毒（BVDV）采用MDBK（或BT）细胞；检查狂犬病病毒（RV）采用Vero（或BHK21）细胞；检查犬细小病毒（CPV）采用CRFK细胞（或F81细胞）。

2.2.1.4   马用活疫苗、种毒和细胞检查采用的细胞 

2.2.1.4.1  致细胞病变检查和红细胞吸附性检查采用的细胞：Vero细胞。

2.2.1.4.2  荧光抗体检查采用的细胞：检查牛病毒性腹泻/黏膜病病毒（BVDV）采用MDBK（或BT）细胞。

2.1.2  样品的接种与培养   

取至少1.0 ml（疫苗制品至少含10头份）已处理被检样品应接种到已长成良好单层的所选细胞上，另至少设一瓶正常细胞对照，培养5～7天，冻融细胞培养物。取经3000 g离心10分钟的冻融培养物的上清液，以相同的方式至少继代1次。最后一次继代的培养物冻融后上清液作为外源病毒检查的被检材料。
如样品传代培养期间，任何一代培养细胞出现细胞病变，而正常细胞未出现病变，则判为不符合规定，即不必进行其它项目的外源病毒检查。

2.3 检查方法 
2.3.1  致细胞病变检查法   将最后一次继代的细胞培养物冻融后，经3000 g离心10分钟，取上清液，分别接种已长成良好单层的所选细胞，每种细胞单层均不小于6.0 cm2，培养5～7日后进行检验。同时，设条件相同的正常对照细胞。显微镜下观察细胞病变情况，作好记录。若未观察到明显的细胞病变，再用适宜染色液对细胞单层进行染色。观察细胞单层，检查包涵体、巨细胞或其他由外源病毒引起的CPE的出现情况。当正常对照细胞成立时，方可进行判定。如果被检样品出现外源病毒所致的CPE，则判为CPE检查阳性。否则，为阴性。

当致细胞病变检查法检查结果为阳性时，判为不合格，可不进行其他项目的检验；为阴性时，则需要进行其它项目的检验。
2.3.2  红细胞吸附性外源病毒的检测   将最后一次继代的细胞培养物冻融后， 3000 g离心10分钟，取上清液，分别接种已长成良好单层的所选细胞，每种细胞单层均不小于6.0 cm2，培养5～7日后进行检验。同时，设条件相同的正常对照细胞。以PBS洗涤细胞单层2～3次。加入适量红细胞悬液以覆盖整个单层表面为准。选2个细胞单层，分别在2～8℃和20～25℃放置30分钟，用PBS洗涤，检查红细胞吸附情况。当正常对照细胞成立时，方可进行判定。如果出现外源病毒所致的红细胞吸附现象，则判为红细胞吸附性检查阳性。否则，为阴性。

当红细胞吸附性法检查结果为阳性时，判为不合格，可不进行其他项目的检验；为阴性时，则需要进行其它项目的检验。
2.3.3  荧光抗体检查法

最后一次继代的细胞单层应培养3～5日后用于荧光抗体检查。对每一种特定外源病毒的检测应至少包含三组细胞单层：（1）被检样品细胞培养物；（2）在最后一次继代时接种100～300 FAID50特定病毒的阳性对照；（3）正常细胞对照。每一组细胞单层检查面积应不小于6.0 cm2。

细胞单层样品经丙酮固定后，用适宜的荧光抗体进行染色，检查每一组单层是否存在特定外源病毒的荧光。当阳性对照出现特异荧光，正常细胞无荧光时，方可进行判定。如果被检样品出现外源性病毒特异性荧光，判为荧光检查阳性。如果阳性对照组荧光不明显，或者正常细胞出现不明显荧光，判为无结果，应重检。

当荧光抗体法检查结果为阳性时，判为不合格，可不进行其他项目的检验；为阴性时，则需要进行其它项目的检验。
附注：红血球悬液配置方法

用灭菌生理盐水将豚鼠红细胞、鸡红细胞等量混合，制成红细胞终浓度为0.2％的悬液。

修订说明：
1. 原第2项改为第1项：将“禽源”改为“鸡源”；增加“也可直接用鸡检查法进行检验。”——细化文字表述。
2. 原第1项改为第1.1项。——非禽源制品的样品处理与禽源样品的处理有差异，所以将原“样品处理”改为禽源制品的样品处理，并在“非禽源细胞及其制品的检验”另行增加非禽源制品的样品处理部分。
3. 将原第3项改为第2项，并增加了2.1样品处理项。——原因同第2条。

4. 将原3.1项改为2.2项，并明确了每一种检验所使用的细胞，在确定细胞时，从以下几个因素确定：（1）荧光抗体检查法所要检查的病毒是明确的，因此所选用的敏感细胞也是确定的；（2）考虑到每一种主要病毒都要有一种方法能够检测到，对于没有细胞病变、没有红细胞吸附现象的病毒，只能考虑利用荧光抗体的检测方法进行检测。为此，对于猪源材料中，荧光抗体方法中删除了PPV、增加了PCV2；为能检测到PRRSV，在细胞病变法和红细胞吸附法检查中，增加了Marc-145细胞；（3）与上一版药典尽量小的改变和工作量不能增加太大方面考虑。同时，从培养和取样对下一步的影响和可操作性上，也做了些规定；考虑到该阶段样品的繁殖与传代，与致细胞病变（CPE）检查法操作是一样的，如果此时出现CPE，应该同样按照CPE检查法判定。
5. 将原3.2项改为2.3项。

6. 原3.2.2项改为2.3.1项；增加了对照细胞；将培养日期由7日修改为5～7日，以便判定和操作；规定CPE检查为阳性时，判为不合格，并可不必进行其他项目检验。

7. 将原3.2.3项改为2.3.2项；增加了对照细胞；将培养日期由7日修改为5～7日，以便的判定和操作；规定红细胞吸附性检查为阳性时，判为不合格，并可不必进行其他项目检验。
8. 将原3.2.1项改为2.3.3项；将病毒传代培养日期由5～7日修改为3～5日；以便判定和操作；规定荧光抗体法检查为阳性时，判为不合格，并可不必进行其他项目检验。 
9. 增加附注，说明红血球悬液的配置方法。
3130
无菌检验或纯粹检验法

1 抽样  应随机抽样并注意代表性。
1.1  制造疫苗用的各种原菌液、毒液和其他配苗组织乳剂、稳定剂及半成品的无菌或纯粹检验，应每瓶（罐）分别抽样进行，抽样量为2～10 ml。
1.2  成品的无菌检验或纯粹检验应按每批或每个亚批进行，每批按瓶数的百分之一抽样，但不应少于5瓶，最多不超过10瓶，每瓶分别进行检验。
2 检验用培养基
2.1  无菌检验
2.1.1培养基及配方
硫乙醇酸盐流体培养基（Fluid Thioglycollate Medium，简称TG）用于厌氧菌的检查，同时也可以用于检查需氧菌。葡萄糖蛋白胨培养基（Glucose PeptoneMedium，简称GP）或胰酪大豆胨液体培养基（Trypticase Soy Broth，简称TSB；亦称大豆酪蛋白消化物培养基Soybean-Casein Digest Medium）用于真菌和需氧菌的检查。
2.1.1.1硫乙醇酸盐流体培养基
	胰酪蛋白胨
	15 g

	酵母浸出粉
	5.0 g

	无水葡萄糖
	5.0 g

	硫乙醇酸钠
或硫乙醇酸
	0.5 g

0.3 ml

	L-半胱氨酸盐酸盐（或L-胱氨酸）
	0.5 g

	氯化钠
	2.5 g

	新配制的0.1％刃天青溶液
	1.0 ml

	琼脂
	0.75 g

	纯化水
	1000 ml


（灭菌后pH值为7.1±0.2）
除葡萄糖和0.1%刃天青溶液外，将上述成分混合，微热溶解，然后加入葡萄糖和0.1%刃天青溶液，摇匀，如需调pH值，将加热的培养基放至室温，用1.0 mol/l氢氧化钠溶液调整pH值，使灭菌后的培养基pH值为7.1±0.2，分装，116℃灭菌30分钟。若培养基氧化层（粉红色）的高度超过培养基深度的1/3，需用水浴或自由流动的蒸汽加热驱氧，至粉红色消失后，迅速冷却，只限加热1次，并防止污染。
2.1.1.2葡萄糖蛋白胨培养基
	无水葡萄糖
	20 g

	胰酪蛋白胨
	5.0 g

	酵母浸出粉
	2.5 g

	磷酸氢二钾（含3个结晶水）
	1.0 g

	硫酸镁（含7个结晶水）
	0.5 g

	琼脂
	0.4 g

	纯化水
	1000 ml


（灭菌后pH值为6.4±0.2）
除葡萄糖外，将上述成分混合，微热溶解，然后加入葡萄糖摇匀，如需调pH值，将加热的培养基放至室温，调节pH值，使灭菌后培养基pH值为6.4±0.2，分装，116℃灭菌30分钟。
2.1.1.3胰酪大豆胨液体培养基
	葡萄糖（含1个结晶水）
	2.5 g

	胰酪蛋白胨
	17 g

	大豆粉木瓜蛋白酶消化物（大豆胨）
	3.0 g

	磷酸氢二钾（含3个结晶水）
	2.5 g

	氯化钠
	5.0 g

	纯化水
	1000 ml


（灭菌后pH值为7.3±0.2）
将上述成分混合，微热溶解，如需调pH值，将加热的培养基放至室温，调节pH值，使灭菌后的培养基pH值为7.3±0.2，分装，116℃灭菌30分钟。
2.1.2培养基的质量控制
使用的培养基应符合以下检查规定，可与制品的检验平行操作，也可提前进行该检测。
2.1.2.1性状
2.1.2.1.1硫乙醇酸盐流体培养基：淡黄色流体，氧化层的高度（上层粉红色）不超过培养基深度的1/3。
2.1.2.1.2葡萄糖蛋白胨培养基：淡黄色流体。
2.1.2.1.3胰酪大豆胨液体培养基：淡黄色澄明液体。
2.1.2.2 pH值
2.1.2.2.1硫乙醇酸盐流体培养基的pH值为7.1±0.2。
2.1.2.2.2葡萄糖蛋白胨培养基的pH值为6.4±0.2。
2.1.2.2.3胰酪大豆胨液体培养基的pH值为7.3±0.2。
2.1.2.3无菌检验
每批培养基随机抽取10支（瓶），5支（瓶）置35～37℃，另5支（瓶）置23～25℃，均培养7日，逐日观察。培养基10/10无菌生长，判该培养基无菌检验符合规定。
2.1.2.4微生物促生长试验
2.1.2.4.1质控菌种
	需氧菌（Aerobic bacteria）

	金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）
	CVCC2086
	ATCC6538

	铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) 
	CVCC 2000
	/

	厌氧菌（Anaerobic bacteria）

	生孢梭菌（Clostridium sporogenes）
	CVCC1180
	CMCC(B)64941

	真菌（Fungi）

	白假丝酵母（亦称白色念珠菌）
（Candida albicans）
	CVCC3597
	ATCC10231

	巴西曲霉（黑曲霉）
（Aspergillus brasiliensis（Aspergillus niger））
	CVCC3596
	ATCC16404


2.1.2.4.2培养基接种：用0.1%蛋白胨水将金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、生孢梭菌、白假丝酵母的新鲜培养物制成每1.0 ml含菌数小于50CFU的菌悬液；用0.1%蛋白胨水将巴西曲霉的新鲜培养物制成每1.0 ml含菌数小于50CFU的孢子悬液。取每管装量为9.0 ml的硫乙醇酸盐流体培养基10支，分别接种1.0 ml含菌数小于50 CFU/ml金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌和生孢梭菌，每个菌种接种3支，另1支不接种，作为阴性对照，置35～37℃培养3日；取每管装量为7.0 ml的葡萄糖蛋白胨培养基或胰酪大豆胨液体培养基10支，分别接种1.0 ml含菌数小于50 CFU/ml白假丝酵母、巴西曲霉，每个菌种接种3支，另1支不接种，作为阴性对照，置23～25℃培养5日，逐日观察结果。
2.1.2.4.3结果判定：接种管3/3有菌生长，阴性对照管无菌生长，判该培养基微生物促生长试验符合规定。
2.2  活菌纯粹检验  用适于本菌生长的培养基。
3 检验方法及结果判定
3.1半成品的检验
3.1.1  细菌原液（种子液）、细菌活疫苗半成品的纯粹检验   取供试品接种TG小管及适宜于本菌生长的其他培养基斜面各2管，每支0.2 ml，1支置35～37℃培养，1支置23～25℃培养，观察3～5日，应纯粹。
3.1.2  病毒原液和其他配苗组织乳剂、稳定剂及半成品的无菌检验   取供试品接种TG小管2支，每支0.2 ml，1支置35～37℃培养，1支置23～25℃培养，另取0.2 ml, 接种1支GP小管或TSB小管，置23～25℃培养，均培养7日，应无菌生长。
3.1.3  灭活抗原的无菌检验  

3.1.3.1  灭活细菌菌液的无菌检验 细菌灭活后，用适于本菌生长的培养基2支，各接种0.2 ml，置35～37℃培养7日，应无菌生长。
3.1.3.2  灭活病毒液的无菌检验 病毒液灭活后，接种TG小管2支，每支0.2 ml，1支置35～37℃培养，1支置23～25℃培养，另取0.2 ml, 接种1支GP小管或TSB小管，置23～25℃培养，均培养7日，应无菌生长。
3.1.3.3  类毒素的无菌检验 毒素脱毒过滤后，接种TG小管2支，每支0.2 ml，1支置35～37℃培养，1支置23～25℃培养，另取0.2 ml, 接种1支GP小管或TSB小管，置25℃培养，均培养7日，应无菌生长。
3.2 成品检验
3.2.1 无菌检验 

3.2.1.1 样品的处理 

3.2.1.1.1 液体制品样品的处理    当样品装量大于1.0 ml时，不做处理，直接取样进行检验；当样品的装量小于1.0 ml时，其内容物全部取出，用于检验。
3.2.1.1.2  冻干制品样品的处理   当样品的原装量大于1.0 ml时，用适宜的稀释液恢复至原量，取样进行检验；当样品的原装量小于1.0 ml时，用适宜的稀释液复溶后，全部取出用于检验。
3.2.1.2 检验   样品（原）装量大于1.0 ml的，取处理好的样品1.0 ml，样品（原）装量小于1.0 ml的，取其处理好的样品的全部内容物，接种 50 ml TG培养基，置35～37℃培养，3日后吸取培养物，接种TG小管2支，每支0.2 ml，1支置35～37℃培养，1支置23～25℃培养，另取0.2 ml，接种1支GP小管或TSB小管，置23～25℃培养，均培养7日，应无菌生长。
如果允许制品中含有一定数量的非病原菌，应进一步做杂菌计数和病原性鉴定。 

3.2.2 纯粹检验 

3.2.2.1  样品的处理 

3.2.2.1.1  液体制品样品的处理   当样品装量大于1.5 ml时，不做处理，直接取样进行检验；当样品的装量小于1.5 ml时， 适宜的稀释液稀释至1.5 ml 。
3.2.2.1.2  冻干制品样品的处理   当样品的原装量大于1.5 ml时，用适宜的稀释液恢复至原量，取样进行检验；当样品的原装量小于1.5 ml时，用适宜的稀释液复溶至1.5 ml，取样进行检验。
3.2.2.2 检验  取处理好的样品，接种TG小管和适于本菌生长的其他培养基各2支，每支0.2 ml，1支置35～37℃培养，1支置23～25℃培养，另用1支GP小管或TSB小管，接种0.2 ml，置23～25℃培养，均培养5日，应纯粹。
4结果的判定  每批抽检的样品必须全部无菌或纯粹生长。如果纯粹检验发现个别瓶有杂菌生长或无菌检验发现个别瓶有菌生长或结果可疑，应抽取加倍数量的样品重检，如果仍有杂菌生长或有菌生长，则作为污染杂菌处理。如果允许制品中含有一定数量非病原菌，应进一步作杂菌计数和病原性鉴定。
修订说明：
将原2010年版《兽药典》部分的内容和 “关于勘误2010年版《中国兽药典》的通知”（药典委〔2012〕1号）整合后，又进行了如下修订：
1. 第3.2成品检验项：根据不同样品的特性，在不改变原检验标准的前提下，将成品检验部分按样品处理和检验两部分别编写，对样品的处理做了具体的描述，增加检验的可操作性、标准化和文字描述的逻辑性。成品的无菌检验不再根据制品中是否含有防腐剂和抗生素进行制品的分类，所有制品均采用原标准中“3.2.1  含有的甲醛、苯酚、汞类等防腐剂和抗生素的制品的无菌检验”的方法和标准进行检验和判定。其理由为标准中“含有的甲醛、苯酚、汞类等防腐剂和抗生素的制品的无菌检验”方法是最严格方法，其所采用的方法包括了预先增菌的程序，提高检验的敏感性，将此方法用于现标准中其他两类制品的检验，不仅统一了成品的无菌检验方法和判定标准，而且提高了其他两类制品的无菌检验的标准，更有利于产品质量的控制和保证产品的安全性。
2. 原第3.4项改为第4结果的判定项，增加了小标题，并要求对允许含有一定数量非病原菌的制品进行杂菌计数和病原性鉴定。
3. 第2.1无菌检验项：更改编写体例；将原2.1.1项和2.1.2项有关所需培养基名称的内容改为现“2.1.1推荐培养基及配方”项的内容，增加了培养基的具体配方；增加了“2.1.2培养基的质量控制”项的内容，并在附录“检验用培养基配制法”中删除这几个培养基的相关内容。——内容分布更加科学。美国药典、欧洲药典、英国药典和日本药典无菌检验方法及培养基配制、质控方法均已统一，中国药典的TG培养基、质控方法也已于2005年与国际通用标准接轨，而现版兽药典无菌检验配方仍沿用1985年版中国药典的方法。结合实际情况，在提高标准的可操作性的同时，参照外国药典和中国药典的编写体例，将培养基的配制和质量控制加入检验方法中。
4. 第2.1无菌检验项：培养基部分删除了“酪胨培琼脂”。—— “酪胨培琼脂”仅是在纯粹检验时，在必要情况下对T.G的补充，且可被其他适宜培养菌生长的培养基所替代，可操作性较差，因此外国药典和中国药典的通用无菌检验培养基中没有“酪胨培琼脂”。
5. 第2.1无菌检验项：对TG配方优化、增加质控菌种溯源、增加了“大豆酪蛋白消化物培养基”的内容——用于真菌和需氧菌的检查，已通过试验予以确认，并提交了试验报告。
6. 在成品检验中将相应培养基替换，并将温度点改为温度范围，如“25℃”改为“23～25℃”；“37℃”“35～37℃”。
7. 将T.G中琼脂含量由“0.5～0.75g”改为“0.5 g”——与美日欧和中国药典配方统一。
8. 将TSB的中文名称由“胰酪胨大豆肉汤培养基”改为“胰酪大豆胨液体培养基”——与中国药典的名称统一。
3135
支原体检验法

1  培养基

1.1培养基及配方

改良Frey氏液体培养基和改良Frey氏固体培养基用于禽源性支原体检验，支原体液体培养基和支原体固体培养基用于非禽源性支原体检验，无血清支原体培养基用于血清检验。

1.1.1改良Frey氏液体培养基

	氯化钠
	5.0 g

	氯化钾
	0.4 g

	硫酸镁（含7个结晶水）
	0.2 g

	磷酸氢二钠（含12个结晶水）
	1.6 g

	无水磷酸二氢钾
	0.2 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	10 g

	乳蛋白水解物
	5.0 g

	酵母浸出粉
	5.0 g

	或25％酵母浸出液 
	100 ml

	1％辅酶I
	10 ml

	1％Ｌ-半胱氨酸溶液
	10 ml

	2％精氨酸溶液
	20 ml

	猪（或马）血清
	100 ml

	1％酚红溶液
	1.0 ml

	8万单位/ml青霉素
	10 ml

	1%醋酸铊溶液
	10 ml

	注射用水
	加至1000 ml


将上述成分混合后微热溶解，用1.0 mol/l氢氧化钠溶液调节pH值至7.6～7.8，定量分装，置—20℃以下保存。

1.1.2改良Frey氏固体培养基

固体培养基基础成分
	氯化钠
	5.0 g

	氯化钾
	0.4 g

	硫酸镁（含7个结晶水）
	0.2 g

	磷酸氢二钠（含12个结晶水）
	1.6 g

	无水磷酸二氢钾
	0.2 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	10 g

	乳蛋白水解物
	5.0 g

	酵母浸出粉
	5.0 g

	或25％酵母浸出液
	100 ml

	琼脂
	15 g

	1%醋酸铊溶液
	10 ml

	注射用水
	加至1000 ml


上述成分混合后微热溶解，用1.0 mol/l氢氧化钠溶液调节pH值至7.6～7.8，定量分装，以116℃灭菌20分钟后，置2～8℃保存。使用前将100 ml固体培养基加热溶解，当温度降到60℃左右时，添加辅助成分。

注：辅助培养基成分

	猪（或马）血清
	10 ml

	2％精氨酸溶液
	2.0 ml

	1％辅酶I 溶液
	1.0 ml

	1％ L-半胱氨酸溶液
	1.0 ml

	8万单位/ml青霉素
	1.0 ml


上述成分混合后，滤过除菌，置—20℃以下保存。
1.1.3 支原体液体培养基

	PPLO肉汤粉
	21 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	5.0 g

	10％精氨酸溶液
	10 ml

	10倍浓缩MEM培养液
	10 ml

	酵母浸出粉
	5.0 g

	或25％酵母浸出液
	100 ml

	8万单位/ml青霉素
	10 ml

	1%醋酸铊溶液
	10 ml

	猪（或马）血清
	100 ml

	1％酚红溶液
	1.0 ml

	注射用水
	加至1000 ml


将上述成分混合溶解，用1.0 mol/l氢氧化钠溶液调节pH值至7.6～7.8，滤过除菌，定量分装，置—20℃以下保存。

1.1.4 支原体固体培养基

固体培养基基础成分

	PPLO肉汤粉
	21 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	5.0 g

	酵母浸出粉
	5.0 g

	或25％酵母浸出液
	100 ml

	琼脂
	15 g

	1%醋酸铊溶液
	10 ml

	注射用水
	加至1000 ml


上述成分混合后微热溶解，用1.0 mol/l氢氧化钠溶液调节pH值至7.6～7.8，定量分装，以116℃灭菌20分钟后，置2～8℃保存。使用前将100 ml固体培养基加热溶解，当温度降到60℃左右时，添加辅助成分。

注：辅助培养基成分

	血清
	10 ml

	10％精氨酸溶液
	1.0 ml

	10倍浓缩MEM培养液
	1.0 ml

	8万单位/ml青霉素溶液
	1.0 ml


  上述成分混合后，滤过除菌，置-20℃以下保存。

1.1.5无血清支原体培养基
	PPLO肉汤粉
	21 g

	葡萄糖（含1个结晶水）
	5.0 g

	10％精氨酸溶液
	10 ml

	10倍浓缩MEM培养液
	10 ml

	酵母浸出粉
	5.0 g

	或25％酵母浸出液
	100 ml

	8万单位/ml青霉素
	10 ml

	1%醋酸铊溶液
	10 ml

	1％酚红溶液
	1.0 ml

	注射用水
	加至1000 ml


将上述成分混合溶解，用1.0 mol/l氢氧化钠溶液调节pH值至7.6～7.8，滤过除菌，定量分装，置—20℃以下保存。

1.2 培养基的质量控制

1.2.1 性状

1.2.1.1 改良Frey氏液体培养基：澄清、无杂质，呈玫瑰红色的液体。

1.2.1.2 改良Frey氏固体培养基：基础成分呈淡黄色，加热溶解后无絮状物或沉淀。

1.2.1.3 支原体液体培养基：澄清、无杂质，呈玫瑰红色的液体。

1.2.1.4 支原体固体培养基：基础成分呈淡黄色，加热溶解后无絮状物或沉淀。

1.2.1.5 无血清支原体培养基：澄清、无杂质，呈玫瑰红色的液体。

1.2.2 pH值

1.2.2.1 改良Frey氏液体培养基的pH值为7.6～7.8。

1.2.2.2 改良Frey氏固体培养基的pH值为7.6～7.8。

1.2.2.3 支原体液体培养基的pH值为7.6～7.8。

1.2.2.4 支原体固体培养基的pH值为7.6～7.8。

1.2.2.5 无血清支原体培养基的pH值为7.6～7.8。

1.2.3 无菌检验 按附录   页进行，应无菌生长。

1.2.4 灵敏度检查和微生物促生长试验

1.2.4.1 质控菌种及培养基
	质控菌种
	CVCC菌种编号
	ATCC菌种编号
	培养基

	滑液支原体

（Mycoplasma synoviae）
	CVCC2960
	/
	改良Frey氏液体培养基

改良Frey氏固体培养基

	猪鼻支原体

（Mycoplasma hyorhinis）
	CVCC361
	ATCC17981
	支原体液体培养基

支原体固体培养基

无血清支原体培养基


1.2.4.2 灵敏度检查

改良Frey氏液体培养基、支原体液体培养基、无血清支原体培养基采用灵敏度试验进行质量控制试验。将质控菌种恢复原量后接种待检的液体培养基小管2组，每组作10倍系列稀释至10－10，同时设2支未接种的液体培养基小管作为阴性对照，置35～37℃培养5～7日。以液体培养基呈现生长变色的最高稀释度作为其灵敏度，如果2组液体培养基灵敏度均达到10－8及以上，且阴性对照不变色，判定该液体培养基灵敏度试验符合规定，其他情况判为不符合规定。

1.2.4.3 微生物促生长试验

改良Frey氏固体培养基和支原体固体培养基采用微生物促生长试验进行质量控制试验。将不大于50 CFU/0.2 ml质控菌液培养物接种2个待检的固体培养基平板，同时设2个未接种的固体培养基平板作为阴性对照，均置35～37℃、含5％CO2培养箱中培养5～7日。如果接种的固体培养基平板上有支原体菌落生长且个数在1～50个之间，且阴性对照没有任何菌落生长，判定该固体培养基微生物促生长试验符合规定，其它情况判为不符合规定。

2  检查法

2.1  样品处理  每批制品取样5瓶。液体制品混合后备用；冻干制品，则加液体培养基或生理盐水复原成混悬液后混合；检测血清时，用血清直接接种。

2.2  疫苗与种毒的检测

2.2.1  接种与观察   每个样品需同时用以下两种方法检测。

2.2.1.1  液体培养基培养   将疫苗混合物5.0 ml接种装有20 ml液体培养基的小瓶，摇匀后，再从小瓶中取0.4 ml移植到含有1.8 ml培养基的2支小管（1.0 cm×10 cm），每支各接种0.2 ml，将小瓶与小管置35～37℃培养，分别于接种后5日、10日、15日从小瓶中取0.2 ml培养物移植到小管液体培养基内，每日观察培养物有无颜色变黄或变红，如果无变化，则在最后一次移植小管培养、观察14日后停止观察。在观察期内，如果发现小瓶或任何一支小管培养物颜色出现明显变化，在原pH值变化达±0.5时，应立即将小瓶中的培养物移植于小管液体培养基和固体培养基，观察在液体培养基中是否出现恒定的pH值变化，及固体上有无典型的“煎蛋”状支原体菌落。

2.2.1.2  琼脂固体平板培养   在每次液体培养物移植小管培养的同时，取培养物0.1～0.2 ml接种琼脂平板，置含5%～10%二氧化碳、潮湿的环境、35～37℃下培养。在液体培养基颜色出现变化，在原pH值变化达±0.5时，也同时接种琼脂平板。每3～5日，在低倍显微镜下，观察检查各琼脂平板上有无支原体菌落出现，经14日观察，仍无菌落者时，停止观察。

2.2.2  每次检查需同时设阴、阳性对照，在同条件下培养观察。检测禽类疫苗时用滑液支原体作为对照，检测其他疫苗时用猪鼻支原体作为对照。

2.3  血清的检测   取被检血清10 ml接种90 ml的无血清支原体培养基，培养基按2.2.1.2项稀释、移植、培养，观察小管培养基的pH值变化情况和琼脂平板上有无菌落。

3  结果判定

3.1  接种样品的任何一个琼脂平板上出现支原体菌落时，判疫苗或血清不合格。

3.2  阳性对照中至少有一个平板出现支原体菌落，而阴性对照中无支原体生长，则检验有效。

修订说明：

1. 第1培养基项：更改编写体例；将原第1.1、1.2和1.3项有关所需培养基名称的内容改为现“1.1培养基及配方”项的内容，增加了培养基的具体配方；增加了“1.2培养基的质量控制”项的内容，并在附录“检验用培养基配制法”中删除这几个培养基的相关内容。——内容分布更加科学。结合实际情况，在提高标准的可操作性的同时，参照外国药典和中国药典的编写体例，将培养基的配制和质量控制加入检验方法中。

2. 第1培养基项：将原1.1项中“改良Frey氏培养基”分成“1.1.1  改良Frey氏液体培养基”和“1.1.2  改良Frey氏液体培养基”两部分；将原1.2项中“支原体培养基”分成“1.1.3 支原体液体培养基”和“1.1.4 支原体固体培养基” 两部分，并对上述4种培养基的配方进行了改良，并增加质控菌种溯源、删除了一些不适用的检验方法等——更细化了培养基，参考外国药典和中国药典的相关内容。已通过试验予以确认，并提交了试验报告。

3. 在成品检验中将温度点改为温度范围，如“37℃”改为“35～37℃”。
4. 第2.2项，将“疫苗的检测”改为“疫苗与种毒的检测”。
3137
最低装量检查法

本法适用于剂型为液体的以容积为计量单位的预防、治疗用生物制品的装量检查。除另有规定外，应符合下列规定。

取供试品5个（装量在50 ml以上者取3个），使之恢复至室温，开启时注意避免损失。参照最低装量检查使用量具参考表，用经检定吸管（或注射器）或/和量筒进行装量检查。

对仅需使用吸管或注射器进行装量检查的样品，直接用干燥并预经标化的吸管或注射器（含针头），尽量吸尽，读数。

对仅需使用量筒进行装量检查的样品，直接将检验瓶中所有内容物全部倒入适宜的量筒中，将检验瓶倒置15分钟，尽量倾净，读数。

对需使用量筒和吸管（或注射器）进行装量检查的样品，将检验瓶中的内容物倒入适宜的量筒中，接近量筒的最大容量时，用干燥并经标化的吸管（或注射器）将额外的量加入量筒，直至量筒的最大容量。对剩余的内容物，直接用干燥并经标化的吸管（或注射器）检查。根据量筒和吸管中的总量计算装量。

每个供试品的装量，均应不低于瓶签的标示量。如果有1个容器装量不符合规定，则另取5个（或3个）复查，应全部符合规定。
表 最低装量检查使用量具参考表
	标示装量
	吸管/量筒

	小于等于1 ml
	1 ml或2 ml吸管（或注射器）

	2 ml
	5 ml吸管（或注射器）

	4 ml
	5 ml吸管（或注射器）

	5 ml
	10 ml吸管（或注射器）

	6 ml
	10 ml吸管（或注射器）

	10 ml
	15 ml吸管（或注射器）

	20 ml
	25 ml量筒或吸管（或注射器）

	40 ml
	50 ml量筒

	50 ml
	100 ml量筒

	100 ml
	100 ml量筒＋10 ml吸管

	150 ml
	200 ml量筒＋10 ml吸管

	200 ml
	200 ml量筒＋10 ml吸管

	250 ml
	250 ml量筒＋10 ml吸管

	500 ml
	500 ml量筒＋10 ml吸管

	1000 ml
	1000 ml量筒＋10 ml吸管


修订说明：

1. 最低装量检查使用量具参考表第2行：根据诊断试剂盒中部分组分的装量小于1 ml的实际情况，为了使测量更加准确，将标示装量栏中的“小于等于1 ml”所对应的吸管/量筒由“2ml 吸管（或注射器）”改为“ 1 ml或2 ml吸管（或注射器）”。
2. 最低装量检查使用量具参考表第3、4、7行：：根据被测量的物质与测量容器的容量应小于40%的一般原则，将标示装量为2 ml、4 ml和10 ml所对应的吸管/量筒分别由原来的 “10 ml吸管（或注射器）、10 ml吸管（或注射器）和25 ml吸管（或注射器）”相应改为“5 ml吸管（或注射器）、5ml吸管（或注射器）和15ml吸管（或注射器）”，使其最大限度地接近一般原则的要求。
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