
中国兽药杂志 ２０１９ 年 ８ 月第 ５３ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０１９． ０８． ０３

水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗

（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）安全性评价

冯二凯１，易 立１，罗国良１，王振军１，郭 利１，陈立志２，程世鹏１，程悦宁１∗

（１． 中国农业科学院特产研究所，长春 １３０１１２； ２． 吉林特研生物技术有限责任公司，长春 １３０１２２）

［收稿日期］ ２０１９ － ０５ － ３１　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０１９） ０８ － ００１５ － ０８　 ［中图分类号］Ｓ８５２． ６５

［摘　 要］ 　 为考察新研制的水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）的安全性，分

别以一次单剂量（１ 头份）、单剂量重复和一次超剂量（１０ 头份）接种动物，对疫苗进行全方位安全性

评价，试验动物涉及水貂幼崽、育成水貂以及妊娠水貂等，重点观察注射动物的体温、食欲，生产性

能是否发生改变、注射部位是否出现炎症反应以及实验动物接种部位组织病变等，连续观察 １５ ｄ，

结果发现，实验动物没有发生炎症反应，动物体温变化也处于正常范围内，证明疫苗是安全的，从而

为疫苗的推广奠定基础。
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　 　 犬瘟热（ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ，ＣＤ）是犬瘟热病毒

（Ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）感染引起的、可导致

多种食肉动物患病的一种急性、接触性传染病［１］，

可感染所有的犬科、鼬科以及水生哺乳动物，且感

染宿主范围正在不断扩大［２ － ３］。 不同动物对 ＣＤＶ

的易感性和致死率各不相同，从 ３０％ ～ ８０％ 不等，

对我国的养犬业，毛皮动物养殖业和野生珍稀动物

保护造成了很大危害。

犬瘟热临床防治没有治疗药物，只能通过疫苗

接种免疫预防。 中国农业科学院特产研究所先后

研究了我国第一代和第二代水貂犬瘟热活疫苗，疫

苗的成功研制为有效控制我国毛皮动物犬瘟热疫

情的发生和流行奠定了基础。 为了适应毛皮动物

饲养业对高品质生物制品的需求，提升企业产品的

市场竞争力，中国农业科学院特产研究所又开展了

水貂犬瘟 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培

养）的悬浮培养工艺的开发工作。

本研究在前期建立犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗

（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）悬浮培养生产工艺的基

础上［４ － ６］，利用建立的疫苗悬浮制备工艺生产 ３ 批

疫苗半成品，实验室根据《新兽药研制管理办法》、

《兽用生物制品注册分类及注册资料要求》的有关

规定，制备了三批水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗

（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养），在疫苗检验合格的基

础上对疫苗的安全性进行了系统评价。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 种毒与细胞 　 非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏ），由

中国农业科学院特产研究所保存；犬瘟热ＣＤＶ３ － ＣＬ

毒株第 １５ 代（基础毒种），由中国农业科学院特产

研究所鉴定和保存。

１． １． ２　 试验用疫苗 　 安全性试验用 ３ 批犬瘟热

Ｖｅｒｏ 活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）冻干品（批

号：２０１７０１、２０１７０２、２０１７０３），由吉林特研生物技术

有限责任公司生产，规格为 １５ 头份 ／瓶，２０１７ 年 １

月份制备，疫苗在 － ２０ ℃以下条件下保存。

１． １． ３　 微载体混悬液（５ ｇ ／ Ｌ） 　 取已硅化蓝盖瓶，

称 ５ ｇ 微载体，按照 １００ ｍＬ ／ ｇ 微载体的比例加入无

Ｃａ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 的 ＰＢＳ，于 ４ ℃浸泡过夜；次日弃 ＰＢＳ 和

漂浮微载体，按 ２００ ｍＬ ／ ｇ 微载体的比例加入无

Ｃａ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 的 ＰＢＳ，１２０ ℃高压灭菌 ３０ ｍｉｎ，冷却至

室温备用。

１． １． ４　 细胞维持液　 含有 ２％ 小牛血清的 ＤＭＥＭ

培养基，用于接毒后病毒增殖。

１． １． ５　 试验动物　 品系：美国短毛黑；２ ～ ４ 月龄和

８ ～ １０ 月龄水貂以及妊娠 ３０ ～ ３５ ｄ 水貂（中和抗体

ＳＮ≤１∶ ４），由吉林中特农业科技有限公司异兽路

分公司提供。 安全试验动物选择健康，未接种任何

疫苗的水貂。

１． ２　 方法

１． ２． １ 　 疫苗检验　 参照农业部第 ２２１５ 号公告［７］

要求，对 ３ 批疫苗进行质量检验，质量检验由吉林

特研生物技术有限责任公司质量管理部完成。

１． ２． ２　 试验动物　 本试验对 ２ ～ ４ 月龄水貂幼崽、

８ ～ １０月龄育成水貂和妊娠 ３０ ～ ３５ ｄ 水貂进行安全

性测试。 试验动物管理按正常条件进行饲养管理；

水貂均为单笼饲养，分组试验。

１． ２． ３　 疫苗安全性评价指标　 包括全身性和局部

安全检查。 全身性检查包括体温监测、精神状态、

食欲变化、幼兽生长性能、妊娠水貂是否流产等；局

部检查包括注射部位有无炎症或破溃、局部吸收情

况等。
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１． ２． ４　 单剂量皮下接种安全性试验　 ３ 批疫苗分

别接种 ２ ～ ４ 月龄和 ８ ～ １０ 月龄水貂，１０ 只 ／组，后

肢内侧皮下接种，１ 头份 ／只，接种后连续观察 １４ ｄ，

观察全身和接种局部变化；接种后 １０ ｄ 内每日记

录体温变化。 第 １５ ｄ 剖杀水貂，检查接种部位有

无病理变化。

１． ２． ５　 单剂量重复皮下接种安全性试验　 ３ 批疫

苗分别接种 ２ ～ ４ 月龄水貂进行单剂量重复接种试

验，１０ 只 ／组，后肢内侧皮下接种，１ 头份 ／只，两次

接种时间间隔 １４ ｄ，二次接种后继续观察全身和接

种局部变化；重复接种后 １０ ｄ 内，每日记录体温

变化。

１． ２． ６　 超剂量皮下接种安全性试验　 ３ 批疫苗分

别接种 ２ ～ ４ 月龄水貂进行试验；１０ 只 ／组，后肢内

侧皮下接种，１０ 头份 ／只，分四点注射，接种后连续

观察 １４ ｄ，观察全身和接种局部变化，接种后 １０ ｄ

内，每日记录体温变化。 第 １５ 天剖杀水貂，检查接

种部位有无病理变化。

１． ２． ７　 微载体安全性试验　 将制备的微载体混悬

液（５ ｇ ／ Ｌ）接种水貂幼崽和育成水貂，考察微载体

对水貂的安全性，５ 只 ／组，后肢内侧皮下接种，

１． ０ ｍＬ ／只，分两点注射，接种后连续观察１４ ｄ，观

察全身和接种局部变化，并在接种后 １０ ｄ 内，每日

记录体温变化。 第 １５ 天剖杀水貂，检查接种部位

有无病理变化。

１． ２． ８ 　 妊娠水貂安全性试验　 ３ 批疫苗分别接种

妊娠 ３０ ～ ３５ ｄ 水貂进行安全性试验。 每组试验接

种水貂 １０ 只，后肢内侧皮下接种，１ 头份（毫升） ／只，

接种后观察至产仔后 １ 个月，记录妊娠水貂是否出

现流产。

１． ２． ９ 　 对照组　 每个实验组设置对照组，水貂注

射细胞维持液，５ 只 ／组，注射剂量、方式与上述试

验同步进行。

１． ２． １０　 组织病理切片分析　 在每组试验的末期

（第 １５ 天），剖杀 ２ 只水貂，观察接种部位有无炎症

或破溃；取接种部位肌肉，甲醛固定后，经 ＨＥ 染色

后，观察各实验组动物接种部位组织病理变化。

２　 结果与分析

２． １　 犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮

培养）质量检验结果 　 三批犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫

苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）无菌检验、外源病毒

检验均为阴性，表明 ３ 批疫苗质量均符合标准，可

以用于临床安全性评价试验；疫苗冻干后每头份病

毒含量为 １０３． ８０ ～ １０４． ００ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ（表 １）。

表 １　 三批犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）检验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈ ｏｆ ＣＤＶ ｖａｃｃｉｎｅ（ＣＤＶ３ － ＣＬ ｓｔｒａｉｎ，ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ）

疫苗批号

常规检验 安全性检验 效力检验

物理性状
无菌
检验

支原体
检查

外源
病毒

鉴别
检验

水分
测定

真空度 水貂 每头份病毒含量

２０１７０１

２０１７０２

２０１７０３

呈微黄白色海绵状
疏松团块，易与瓶壁

脱离，稀释后为
乳黄色液体

－ － － 合格 合格 合格 ５ ／ ５ １０３． ９４

－ － － 合格 合格 合格 ５ ／ ５ １０３． ８８

－ － － 合格 合格 合格 ５ ／ ５ １０３． ９４

“ － ”表示检测结果阴性

２． ２　 一次单剂量皮下接种安全性试验结果　 ３ 批疫

苗接种水貂幼崽（２ ～ ４ 月龄）及育成水貂（８ ～ １０ 月

龄），通过 １４ ｄ 观察，接种 １０ ｄ 内各组水貂平均体温

变化正常（未连续 ２ ｄ 超过 ４０． ５ ℃）（图 １ 和图 ２）；
水貂食欲、粪便及精神状态均正常，接种局部无肿胀

和炎症，未出现局部和全身炎症反应（表 ２ 和表 ３）。

·７１·
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图 １　 疫苗对水貂一次单剂量接种后

体温变化图（２ ～ ４ 月龄）

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ

ｍｉｎｋ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｎｅ ｄｏｓｅ ｖａｃｃｉｎｅ（２ ～ ４ ｍｏｎｔｈ）

图 ２　 疫苗对水貂一次单剂量接种后

体温变化图（８ ～ １０ 月龄）

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ

ｍｉｎｋ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｎｅ ｄｏｓｅ ｖａｃｃｉｎｅ（８ ～ １０ ｍｏｎｔｈ）

表 ２　 疫苗对水貂一次单剂量接种安全性试验统计结果（２ ～ ４ 月龄）

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｏｎｅ ｄｏｓｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ （２ ～ ４ ｍｏｎｔｈ）

疫苗批号 水貂数 ／ 只 水貂年龄 接种途径 体温变化 精神食欲 接种局部变化 生长性能 发病和死亡 ／ 只

２０１７０１ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

２０１７０２ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

２０１７０３ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

对照 ５ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

表 ３　 疫苗对水貂一次单剂量接种安全性试验统计结果（８ ～ １０ 月龄）

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｏｎｅ ｄｏｓｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ （８ ～ １０ ｍｏｎｔｈ）

疫苗批号 水貂数 ／ 只 水貂年龄 接种途径 体温变化 精神食欲 接种局部变化 生长性能 发病和死亡 ／ 只

２０１７０１ １０ ８ ～ １０ 月龄 皮下 正常 正常 无 － ０

２０１７０２ １０ ８ ～ １０ 月龄 皮下 正常 正常 无 － ０

２０１７０３ １０ ８ ～ １０ 月龄 皮下 正常 正常 无 － ０

对照 ５ ８ ～ １０ 月龄 皮下 正常 正常 无 － ０

“ － ”代表水貂被打皮，未统计

２． ３　 单剂量重复皮下接种安全性试验结果　 ３ 批

疫苗接种 ２ ～ ４ 月龄水貂幼崽，间隔 １４ ｄ 重复接种

１ 次，通过 １４ ｄ 观察，接种水貂 １０ ｄ 内平均体温未

超过 ４０． ５ ℃（图 ３）；水貂食欲、粪便和精神状态均

正常，接种局部无肿胀和炎症，未出现局部和全身

反应（表 ４）。

２． ４　 超剂量皮下接种安全性试验结果 　 ３ 批疫苗

超剂量接种 ２ ～４ 月龄水貂幼崽，通过 １４ ｄ 观察，实验

组水貂 １０ ｄ 内平均体温未超过 ４０． ５℃；３ 批疫苗接种

后 ２ ～３ ｄ 内，水貂会出现体温短暂升高到 ４０． ５ ℃以

上情况（图 ４）；水貂粪便和精神正常，疫苗接种局部无

肿胀和炎症，未出现局部和全身反应（表 ５）。

·８１·
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图 ３　 疫苗单剂量重复接种水貂体温变化图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｎｋ

ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｒｅｐｅａｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ

图 ４　 疫苗超剂量接种水貂后体温测定结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ

ｍｉｎｋ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｖｅｒｄｏｓｅ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ

表 ４　 疫苗单剂量重复接种安全性试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｄｏｓｅ ｒｅｐｅａｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ
疫苗批号 水貂数 ／ 只 水貂年龄 接种途径 体温变化 精神食欲 接种局部变化 生长性能 发病和死亡 ／ 只

２０１７０１ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

２０１７０２ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

２０１７０３ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

对照组 ５ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

表 ５　 疫苗超剂量接种水貂安全性试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｏｖｅｒｄｏｓｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
疫苗批号 水貂数 ／ 只 水貂年龄 接种途径 剂量 ／ 头份 体温变化 精神、食欲变化 接种局部反应 发病和死亡 ／ 只

２０１７０１ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下，分四点 １０ 正常 正常 无 ０

２０１７０２ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下，分四点 １０ 正常 正常 无 ０

２０１７０３ １０ ２ ～ ４ 月龄 皮下，分四点 １０ 正常 正常 无 ０

对照 ５ ２ ～ ４ 月龄 皮下，分四点 １０ 正常 正常 无 ０

２． ５　 单剂量妊娠水貂安全性试验结果　 ３ 批试验

疫苗皮下接种 ３０ ～ ３５ 日龄妊娠水貂，通过临床

观察，接种水貂食欲、粪便和精神状态均正常，观察

至产仔，未出现流产，产后胎儿发育未发现异常

（表 ６），说明疫苗对妊娠水貂具有较好的安全性。

２． ６　 微载体安全性评价试验结果　 微载体接种水

貂幼崽（２ ～ ４ 月龄）后，接种 １０ ｄ 内各组水貂平均

体温变化正常，与对照组没有显著区别 （图 ５）；
水貂食欲、粪便及精神状态均正常，接种局部无肿

胀和炎症，未出现局部和全身炎症反应（表 ７）。

表 ６　 疫苗对妊娠水貂安全性试验结果

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｍｉｎｋ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｎｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ
疫苗批号 水貂数 ／ 只 妊娠时间 接种途径 精神、食欲变化 水貂流产 ／ 只 胎儿发育

２０１７０１ １０ ３１ ～ ３５ 日龄 皮下 正常 ０ 正常

２０１７０２ １０ ３１ ～ ３５ 日龄 皮下 正常 ０ 正常

２０１７０３ １０ ３１ ～ ３５ 日龄 皮下 正常 ０ 正常

对照 ５ ３１ ～ ３５ 日龄 皮下 正常 ０ 正常
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图 ５　 微载体接种水貂后体温测定结果

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｆｌｕｃｔｕａｔｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｎｋ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ

表 ７　 微载体对水貂幼崽安全性试验结果

Ｔａｂ ７　 Ｔｈｅ ｓｅｃｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｃｏｒｄ ｏｆ ｐｒｅｇｎａｎｃｙ ｍｉｎｋ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｏｎｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ
组别 水貂数 ／ 只 水貂年龄 接种途径 体温变化 精神食欲 接种局部变化 生长性能 发病和死亡 ／ 只

微载体 ５ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

对照 ５ ２ ～ ４ 月龄 皮下 正常 正常 无 正常 ０

２． ７　 疫苗接种部位组织病理切片观察　 疫苗接种

后，无论是对照组还是实验组，接种部位皮下均无

异常变化，仅见颜色与周围皮肤略有不同，未见炎

症反应。 病理切片观察发现，接种部位的肌肉组织

排列规整、肌纤维整齐、横纹肌明显，未见变性、坏
死及炎性细胞浸润（图 ６）。

图 ６　 接种部位组织病理切片观察

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｏｆ ｍｉｎｋ
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３　 讨论与结论

无论是人用疫苗，还是兽用疫苗，安全和有效

是其两大基本特性。 因此，任何一个新疫苗在研发

阶段或者推向市场之前，必须要开展疫苗的安全性

评价。 例如在我国发生小反刍兽疫（ Ｐｅｓｔｅ ｄｅｓｔｉｔｓ
ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＶ）疫情后，为了确保疫区外动

物安全，我国批准利用 ＰＲＲ Ｎｉｇｅｒｊａ ７５ ／ １ 疫苗株制

造疫苗，并接种羊和豚鼠、小鼠进行了免疫接种，评
价疫苗安全性［８ － ９］。 崔艳丽等［１０］ 在研制了鸡新城

疫、传染性支气管炎、减蛋综合征、禽流感（Ｈ９ 亚

型）四联灭活疫苗（ＬａＳｏｔａ 株 ＋ ＨＳ２５ 株 ＋ ＨＺ 株）
后，也在本动物上开展了安全性评价。 本研究为了

尽快将利用悬浮培养工艺研制的水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ
细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）推向市场，
在本动物上（水貂）开展了疫苗的安全性评价。

根据农业部 ４４２ 号［１１］ 公告中兽药变更注册事

项及申报资料要求，改变兽药生产工艺，其生产工

艺的改变不应导致药用物质基础的改变。 因此需

要对新工艺研发的疫苗临床试验。 为了全面评价

犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培

养） 的 安 全 性， 参 照 农 业 部 ６８３ 号［１２］ 公 告 中

《兽用生物制品实验室安全试验技术指导原则》
要求，本研究选择不同年龄的水貂 （包括幼崽

（２ ～ ４ 月龄）、育成水貂（８ ～ １０ 月龄）、妊娠水貂

（３０ ～ ３５ ｄ））进行安全性实验。 实验分 ３ 组进行，
每组 １０ 只水貂，采用单剂量（１ 头份）皮下接种、单
剂量重复皮下接种（１ 头份）、超剂量（１０ 头份）皮

下接种动物进行安全性试验。 结果表明，接种水貂

全身和局部未见异常临床反应，对幼貂发育无不良

影响，体温波动范围处于正常范围，说明疫苗具有

较好的安全性。 疫苗接种妊娠水貂未见有流产和

死亡发生，进一步说明了疫苗的安全性。 此外，为
了验证培养介质（微载体）在动物体内的安全性，在
单剂量安全性实验组中设置微载体安全性评价组，
通过观察动物临床表现、监测体温变化，未发现异

常，说明微载体对实验动物安全性无明显影响，这
也是微载体悬浮培养技术被广泛应用于人和动物

新工艺开发的重要原因［４，１３ － １４］。

综上所述，基于悬浮工艺制备的水貂犬温热

Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株，悬浮培养）冻干

品，具有很高的安全性，可以用于临床防治水貂犬

瘟热疾病。
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Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１８（２４）：１９４ － １９７，

２６４．

［２］ 　 周 莉， 刘志杰， 曾智勇， 等． 犬瘟热病毒贵州分离株 Ｎ 基因

的克隆及序列分析 ［ Ｊ］ ． 中国畜牧兽医， ２０１１， ３８ （ ８ ）：

６３ － ６６．

Ｚｈｏｕ Ｌ， Ｌｉｕ Ｚ Ｊ， Ｚｅｎｇ Ｚ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆ Ｎ ｇｅｎｅ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｕｉｚｈｏｕ ［ Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎａ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１１， ３８

（８）： ６３ － ６６．

［３］ 　 Ｂｅｉｎｅｋｅ Ａ， Ｂａｕｍｇäｒｔｎｅｒ Ｗ， Ｗｏｈｌｓｅｉｎ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｃｒｏｓｓ － ｓｐｅｃｉｅｓ

ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ—ａｎ ｕｐｄａｔｅ ［ Ｊ ］ ．

Ｏｎｅ Ｈｅａｌｔｈ， ２０１５， １： ４９ － ５９．

［４］ 　 盛程程， 冯二凯， 任飞， 等． Ｖｅｒｏ 细胞生物反应器微载体悬

浮培养工艺的建立［Ｊ］ ． 黑龙江畜牧兽医， ２０１８ （１）： １８６ －

１８９， ２５７ － ２５８．

Ｓｈｅｎｇ Ｃ Ｃ， Ｆｅｎｇ Ｅ Ｋ， Ｒｅｎ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｉｎ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ［ Ｊ］ ． Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉ⁃

ｅｎｃｅ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１８ （１）：１８６ － １８９， ２５７ － ２５８．

［５］ 　 盛程程． 水貂犬瘟热弱毒疫苗微载体悬浮培养工艺参数的初

步探索［Ｄ］． 吉林农业大学， ２０１８．

Ｓｈｅｎｇ Ｃ Ｃ． Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ｏｆ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｎｋ Ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ ｖａｃｃｉｎｅ

［Ｄ］． Ｊｉｌｉｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１８．

［６］ 　 冯二凯， 程悦宁， 罗国良，等． 生物反应器悬浮培养 Ｖｅｒｏ 细

胞制备水貂犬瘟热活疫苗［Ｊ］ ． 中国兽药杂志，２０１９， ５３（６）：

４１ － ４７．

Ｆｅｎｇ Ｅ Ｋ， Ｃｈｅｎｇ Ｙ Ｌ， Ｌｕｏ Ｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ

Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｋ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ

ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ，

２０１９， ５３（６）： ４１ － ４７．

［７］ 　 中华人民共和国农业部公告第 ２２１５ 号［ＥＢ／ ＯＬ］． （２０１５ －０２ －１０）

［２０１９ － ０５ － ３１］． ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｇｋ ／ ｔｚｇｇ ＿１ ／ ｇｇ ／

２０１５０２ ／ ｔ２０１５０２１０＿４４０３０８７． ｈｔｍ．
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中国兽药杂志 ２０１９ 年 ８ 月第 ５３ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ｔｈｅ ２２１５ ａｎｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ

Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． （２０１５ － ０２ － １０） ［２０１９ － ０５ －

３１ ］． ｈｔｔｐ： ∥ ｗｗｗ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｇｋ ／ ｔｚｇｇ ＿ １ ／ ｇｇ ／ ２０１５０２ ／

ｔ２０１５０２１０＿４４０３０８７． ｈｔｍ．

［８］ 　 薛青红， 印春生， 李 宁， 等． 小反刍兽疫活疫苗的安全性评

价试验［Ｊ］ ． 中国兽药杂志， ２０１０， ４４（９）： ４ － ６．

Ｘｕｅ Ｑ Ｈ， Ｙｉｎ Ｃ Ｓ，ＬｉＬ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｃｕｒｉｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ

ｐｅｔｉｔｉｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ｖａｃｃｉｎｅ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｄｒｕｇ， ２０１４， ４４（９）：４ － ６．

［９］ 　 杨鲜银． 活疫苗用于小反刍兽疫防控的安全性评价试验［Ｊ］ ．

中国畜牧兽医文摘， ２０１５， ３１（５）： １０３ － １０４．

Ｙａｎｇ Ｘ Ｙ． Ｓａｆｅｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ

ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｐｅｓｔｅ ｄｅｓ ｐｅｔｉｔｓ ｒｕｍｉｎａｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｂｓｔｒａｃｔｓ

ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１５， ３１ （５）：

１０３ － １０４．

［１０］ 崔艳丽． 鸡新城疫、传染性支气管炎、减蛋综合征、禽流感

（Ｈ９ 亚型）四联灭活疫苗（ＬａＳｏｔａ 株 ＋ Ｍ４１ 株 ＋ ＨＳ２５ 株 ＋ ＨＺ

株）安全性评价［Ｊ］ ． 中国动物保健， ２０１７， １９（３）： ８９ － ９１．

Ｃｕｉ Ｙ Ｌ． Ｎｅｗ Ｃａｓｔｌｅ Ｄｉｓｅａｓｅ， Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｂｒｏｎｃｈｉｔｉｓ， Ｅｇｇ Ｄｒｏｐ

Ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ａｖｉａｎ Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ （Ｈ９ Ｓｕｂｔｙｐｅ） Ｑｕａｄｒｕｐｌｅ Ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

Ｖａｃｃｉｎｅｓ （ＬａｓｏｔａＳｅｅｄｌｉｎｇｓ ＋ Ｍ４１ Ｓａｐｌｉｎｇ ＋ ＨＳ２５ Ｓａｐｌｉｎｇ ＋ ＨＺ

Ｓａｐｌｉｎｇ） Ｓａｆｅｔｙ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｚｈｏｎｇｇｕｏ Ｄｏｎｇｗｕ Ｂａｏｊｉａｎ，

２０１７， １９（３）：８９ － ９１．

［１１］ 中华人民共和国农业部公告第 ４４２ 号［ＥＢ／ ＯＬ］． （２００４ －１２ －２２）

［２０１９ － ０６ － ２５］． ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｇｏｖｐｕｂｌｉｃ ／ ＳＹＪ ／

２０１００６ ／ ｔ２０１００６０６＿１５３５３０３． ｈｔｍ．

Ｔｈｅ ４４２ ａｎｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ

Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． （２００４ － １２ － ２２） ［２０１９ － ０６ － ２５］．

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｇｏｖｐｕｂｌｉｃ ／ ＳＹＪ ／ ２０１００６ ／ ｔ２０１００６０６ ＿

１５３５３０３． ｈｔｍ．

［１２］ 中华人民共和国农业部公告第 ６８３ 号［ＥＢ／ ＯＬ］． （２００６ －０７ －１５）

［２０１９ － ０６ － ２５］． ｈｔｔｐ：∥ｊｉｕｂａｎ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｚｗｌｌｍ ／ ｔｚｇｇ ／ ｇｇ ／

２００６０８ ／ ｔ２００６０８０４＿６６１９７２． ｈｔｍ．

Ｔｈｅ ４４２ ａｎｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ

Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ［ＥＢ ／ ＯＬ］． （２００６ － ０７ － １５） ［２０１９ － ０６ －

２５ ］． ｈｔｔｐ： ∥ ｊｉｕｂａｎ． ｍｏａ． ｇｏｖ． ｃｎ ／ ｚｗｌｌｍ ／ ｔｚｇｇ ／ ｇｇ ／ ２００６０８ ／

ｔ２００６０８０４＿６６１９７２． ｈｔｍ．

［１３］ 夏德镇， 杨志建， 周 正， 等． 生物反应器培养 Ｖｅｒｏ 细胞生产

肠道病毒 ７１ 型［ Ｊ］ ． 中国生物制品学杂志， ２０１３， ２６（２）：

２５６ － ２５９．

Ｘｉａ Ｄ Ｚ， Ｙａｎｇ Ｚ Ｊ， Ｚｈｏｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１

ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ ｉｎ ａ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ， ２０１３， ２６（２）： ２５６ － ２５９．

［１４］ Ｔｒａｂｅ ＬＳ Ｉ， Ｒｏｕｒｏｕ Ｓ， Ｌｏｕｋｉｌ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ

ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｂｙ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ

ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ ｉｎ ａ ２ － ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ［ Ｊ］ ． Ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ

Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２００５， ３６（４）： ５１４ － ５１９．

（编 辑：李文平）
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