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T8 .D> U5?D 法与寇氏法测定破伤风毒素 NU

'&

的比较
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#摘要$!目的!比较研究 T8 .D> U5?D 法与寇氏法测定破伤风毒素 NU

'&

值) 方法!KIR小鼠皮下注射破伤

风毒素#分别使用寇氏法和 T8 .D> U5?D 法计算 NU

'&

值) 结果!同一破伤风毒素经寇氏法计算得 NU

'&

值为 *3#)D;9

b;体重#T8 .D> U5?D 法计算 NU

'&

值为 *3#$ D;9b;体重##'k置信区间为%*3)" S'3"$& D;9b;体重) 结论!应用

T8 .D> U5?D 法可测出与寇氏法相同结果的 NU

'&

值#且动物使用数量仅用 G 只)

#关键词$!寇氏法$T8 .D> U5?D 法$破伤风毒素$NU

'&
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!!半数致死量%-F>/.D 0F76.0>5<F# NU
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&表示在

规定时间内#通过指定感染途径#使一定体重或年

龄的某种动物半数死亡所需最小细菌数或毒素量)

在毒理学中#半数致死量#简称 NU

'&

%即 0F76.0>5<F#

'&k&#是描述有毒物质或辐射的毒性的常用指标)

传统的测定方法有寇氏法(改良寇氏法(R5CD5<法

等方法使用动物较多#造成人力物力的浪费 -".

) 由

U/E5D 和 Z55> 提出上下增减剂量法 % B8,.D>,>5?D

8C54F>BCF# TUQ&经济合作与发展组织%a+LU&经多

次修订 -%.

#于 %&&" 年正式采纳 TUQ法 %OPa*%'&

以评价受试物的急性经口毒性)

在破伤风疫苗检验检定实验中有一项是用小

鼠进行 的 体 内 效 价 实 验# 需 测 定 破 伤 风 毒 素 的

NU

'&

) 现行的体内效价测定方法使用小鼠数量较

多#本实验依据/$M0原则#采用 TUQ法测定破伤风

毒素 NU

'&

#与传统寇氏法进行比较研究#优化实验

条件#减少实验动物使用数量#提高在生物医药领

域内实验动物福利)



表 J!破伤风毒素稀释浓度及单只小鼠注射剂量
0;<RJ!P6F>/0B7/5D 45D4FD7C.7/5D .D> >5<F5Y7F7.DB<75E/D /DAF47/5D 8FC-5B<F

剂量分组 U5<.;F< " 组 VC5B8 " % 组 VC5B8 % $ 组 VC5B8 $ * 组 VC5B8 * ' 组 VC5B8 ' ( 组 VC5B8 (

稀释浓度 L5D4F7C.7/5D% D;9-0& &@$%# &@$"" &@%#' &@%G& &@%() &@%'(

注射体积 W50B-%-0& &@' &@' &@' &@' &@' &@'

注射剂量 U5<F% D;& &@"(' &@"'( &@"*G &@"*& &@"$* &@"%G

J3材料和方法

JRJ3实验动物

KIR小鼠 *( 只#雌性#体重 $& ;#来源于华兰生

物实验动物中心#生产许可证号'JLfb%豫& %&"&,

&&&"#质量合格证编号'&&&*G)%) 实验动物使用许

可证号'J f̂b%豫&%&"%,&&&%)

分组' 寇 氏 法 实 验 组 $( 只# TUQ法 实 验 组

"& 只)

JRH3破伤风毒素

破伤风毒素来源于中国药品生物制品检定所#

批号'"'#规格'""' -;9支)

JRP3实验方法

"@$@"!寇氏法'将 $( 只小鼠分为 ( 个剂量组#每组

( 只) 根据中国药品生物制品检定所给出的指导意

见将 破 伤 风 毒 素 稀 释 为 &3$%#( &3$""# &3%#'(

&3%G&(&3%() 和 &3%'( D;9-N共 ( 个稀释度#每只小

鼠皮下注射 &3' -N#注射后观察 ' >#分别记录小鼠

死亡数和存活数#将实验数据输入统计软件计算

NU

'&

值) 破伤风毒素稀释浓度及注射剂量见表 ")

"@$@%!TUQ法'破伤风毒素稀释浓度及注射剂量

与寇氏法中相同%表 "&) 选择一只小鼠注射一个剂

量后观察#根据其死亡或者存活情况选择下一只小

鼠的注射剂量#经多次增加或降低注射剂量后得到

动物存活和死亡的结果#将结果输入 OaP*%' 程

序#计算出 NU

'&

值)

H3结果

HRJ3寇氏法实验组破伤风毒素 ,2

SI

结果

寇氏法实验组小鼠存活和死亡结果见表 %#将

表 % 中数据输入统计软件后计算得出破伤风毒素在

KIR小鼠实验 NU

'&

值为 *@#) D;9b;体重)

HRH3)2/法实验组破伤风毒素 ,2

SI

结果

TUQ法实验组小鼠存活和死亡结果见表 $#将

表 $ 中数据输入 OaP*%' 程序#得出破伤风毒素在

KIR小鼠实验 NU

'&

值为 *@#$ D;9b;体重##'k置信

区间为 *@)" S'@"$ D;9b;体重)

表 H!寇氏法实验组小鼠存活和死亡结果
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b.C1FC7F<7;C5B8

剂量分组

VC5B8<

稀释浓度

L5D4FD7C.7/5D

% D;9-0&

注射剂量

IDAF47F>

>5<F% D;&

存活数%只&
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死亡数%只&
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表 P!TUQ法实验组小鼠存活和死亡结果
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>5?D 8C54F>BCF;C5B8

小鼠编号
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注射剂量% D;&
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P3讨论

U/E5D 和 Z55> 提出的 TUQ法#毒理学家一直在

探讨其最佳的实验条件和实验程序) N/8D/4c 等 -".

曾通过实验比较得出 TUQ法应用最少的动物就能

得到与传统方法相似的 NU

'&

值和一致的毒性分级)

本实验基于上述实验理论#比较研究了 TUQ法与寇

氏法检测生物制剂破伤风毒素 NU

'&

值#实验结果与

N/8D/4c 等的结论一致)

TUQ法 -$. 的最大优点是应用最少的动物得出

相同结果) 本实验研究中寇氏法共使用 $( 只小鼠#

而 TUQ法则使用 G 只小鼠即作出与寇氏法相同的

实验结果#减少使用近 G&k的实验动物#可有效地

实现 $M原则中减少实验动物使用数量的要求#提

高实验动物福利)

生物制品生产企业#尤其是生产破伤风疫苗和
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破伤风免疫球蛋白的企业#其检测破伤风毒素 NU

'&

实验贯穿始终#根据本实验结果可以看出 TUQ法检

测破伤风毒素 NU

'&

可以最大限度的减少实验动物

使用数量) 因本实验使用破伤风毒素注射剂量是

根据中国药品生物制品检定所给出参考值而定#所

以并未做预实验和限度试验) a+LU推荐使用 TUQ

法是检测经口急性毒性试验法#且多用于化学制

剂) 对于生物制剂及注射给药的 NU

'&

值测定报道

较少) 本实验研究也是基于此做出的探索性实验#

因实验用标准品主要用于疫苗制品的检验检定#未

做重复实验和不同剂量实验#实为不足#但此法不

失为一种有效的替代方法) 然而能够应用在生产

实践中仍需进一步的研究和摸索优化实验条件)
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