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［摘　 要］ 　 根据正交试验对大熊猫犬瘟热病毒（ＣＤＶ － ＰＡ － １４２１ 株）在生物反应器中的培养工艺

进行优化，确定关键技术参数。 结果表明，大熊猫犬瘟热病毒悬浮培养最佳组合条件为：Ｖｅｒｏ 细胞

长成单层后，接种到生物反应器，细胞接种浓度为 ０． ２ × １０６ ／ ｍＬ ～ ０． ４ × １０６ ／ ｍＬ，微载体浓度为

８． ０ ｇ ／ Ｌ，加入 ＭＳＶＰ 培养基至工作体积。 按 ０． ０１ ～ ０． １ 感染复数（ＭＯＩ）接种病毒，在 ３７ ℃ ｐＨ７． ２
条件下培养 ９６ ～ １２０ ｈ，细胞病变（ＣＰＥ）达 ７０％ ～８０％时收获病毒上清液，即可获得高滴度病毒液。
３ 批培养结果显示病毒培养工艺稳定，收获液病毒含量均在 １０７． ０ ～ １０７． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 之间。
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ｗａｓ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ － ｔｉｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｖｅｎｏｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅ
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　 　 犬瘟热（Ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ，ＣＤ）是由犬瘟热病

毒（Ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）引起的一种急性、

高度接触性传染病，有较高发病率和病死率，临床

上以厌食、双相热、结膜炎、严重的胃肠炎和神经症

状为典型特征。 大熊猫是我国重点保护濒危珍稀

野生动物，随着犬瘟热感染宿主范围的日益扩大，

从 １９８３ 年开始，享有“活化石”之称的国宝大熊猫

也相继有感染犬瘟热死亡的报道。 ２０１４ 年 １２ 月至

２０１５ 年楼观台秦岭大熊猫繁育基地，６ 只被 ＣＤＶ

感染的大熊猫中有 ５ 只死亡，幸存的 １ 只因早前接

种过 ＣＤＶ 疫苗，体内存在 ＣＤＶ 中和抗体，未表现

临床症状，这表明中和抗体可以使大熊猫免受 ＣＤＶ

强毒的致死性攻击［１ － ２］。 因此，及时进行疫苗免疫

是防控犬瘟热病的关键措施，可提高大熊猫的

抵抗力［３ － ４］。

目前，国内外用于大熊猫 ＣＤＶ 免疫预防的疫

苗主要有三类：（１）弱毒疫苗。 弱毒疫苗已在国内

外普遍应用并取得了一定的效果，但弱毒疫苗接种

后保护效果较弱或安全性不足［５］。 （２）基因工程

疫苗。 基因工程疫苗相对而言比较安全，仅能在哺

乳类动物机体发生复制，不能产生感染［６］，但免疫

持续期短，不能产生足够的记忆细胞维持长期免疫

力［７］。 （３）灭活疫苗。 国内部分动物园使用该苗

作为大熊猫的预防疫苗，多年来未发现任何临床

ＣＤＶ 病例，也未出现疫苗源性的安全问题，但目前

还没有熊猫源性的犬瘟热灭活疫苗，多联苗在疫病

防控上效果欠佳，因此，研发大熊猫犬瘟热专用灭

活疫苗迫在眉睫。 本研究采用正交试验确定 Ｖｅｒｏ

细胞培养、ＭＯＩ、ｐＨ 值、温度、收获时间等工艺参

数，建立大熊猫犬瘟热灭活疫苗（ＣＤＶ － ＰＡ － １４２１

株） 的悬浮培养工艺，制备高质量的大熊猫犬瘟热

灭活疫苗。

１　 材料和方法

１． １　 试验材料　 Ｖｅｒｏ 细胞，批号 Ｖｅｒｏ － Ｂ０４０２ －００２，

１３０ 代，由唐山怡安生物工程有限公司制备并贮

存。 大熊猫犬瘟热病毒（ＣＤＶ － ＰＡ －１４２１ 株），保

存于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物

中心（保藏号：１８１７９）。 ＭＳＶＰ 培养基购于上海源

培生物科技股份有限公司，胰蛋白酶购于ＧＩＢＣＯ，

新生牛血清购于兰州民海生物公司，谷氨酰胺购于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，微载体 Ｃｙｔｏｄｅｘ １ 购于 ＧＥ。 生物反应器

（Ｃ － １０ － ２ ＣＣ 型）购自德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ。 实验动物，

１８ ～ ２２ ｇ 小鼠 １０ 只，购自北京华阜康生物科技股

份有限公司。

１． ２　 方法

１． ２． １ 　 Ｖｅｒｏ 细胞微载体培养参数 　 采用正交试

验，选择细胞接种浓度、微载体浓度、细胞生长液

３ 个影响细胞增殖的因素，每个因素设置 ３ 个水平

条件（表 １）。 通过选择的条件进行 Ｖｅｒｏ 细胞培养，

３７ ℃培养 ９６ ～ １６８ ｈ 后进行计数，根据最高细胞密

度，比较不同因素对细胞增殖的影响。

表 １　 Ｖｅｒｏ 细胞微载体培养正交试验设计表

Ｔａｂ １　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ ｔａｂｌｅ ｏｆ

Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ

水平
（条件）

因素

细胞接种浓度 微载体浓度 细胞生长液

１ ０． １ × １０６ ～ ０． ２ × １０６ ６． ０ ｇ ／ Ｌ ＭＳＶＰ

２ ０． ２ × １０６ ～ ０． ４ × １０６ ８． ０ ｇ ／ Ｌ ＭＳＶＰ ＋ ０． ５％牛血清

３ ０． ４ × １０６ ～ ０． ６ × １０６ １０． ０ ｇ ／ Ｌ ＭＳＶＰ ＋ １％牛血清

１． ２． ２　 病毒培养条件　 采用正交试验确定病毒培

养条件，选择不同ＭＯＩ、ｐＨ 值、温度、收获时间４ 个因

素，每个因素分别设置不同水平（表 ２）。 根据最高病

毒含量，比较不同因素和水平对病毒增殖的影响。

表 ２　 大熊猫犬瘟热病毒正交试验设计表

Ｔａｂ ２　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ ｔａｂｌｅ ｏｆ

ｇｉａｎｔ ｐａｎｄａ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ

水平
因素

ＭＯＩ ｐＨ 值 温度 收获时间

１ ０． ０１ ７． ２ ３４． ０ ℃ ７２

２ ０． ０３ ７． ４ ３７． ０ ℃ ９６

３ ０． １ ／ ／ １２０

４ ０． ３ ／ ／ １４４

·０４·
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１． ２． ３　 １０Ｌ 反应器病毒培养工艺验证　 根据确定

培养条件，将长成单层的 Ｖｅｒｏ 细胞消化，接种到

１０Ｌ 反应器中，加入细胞生长液至工作体积。 待细胞

长成单层后，接种大熊猫犬瘟热（ＣＤＶ － ＰＡ － １４２１

株）毒种，在 ３７ ℃ ｐＨ７． ２ 条件下培养 ９６ ～ １２０ ｈ，

观察细胞病变（ＣＰＥ）。 ＣＰＥ 达到 ７０％ ～ ８０％ 时收

获上清液，按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算其半数细胞感

染量（ ＴＣＩＤ５０ ），检测病毒含量。 连续培养 ３ 批病

毒，验证工艺的稳定性。

１． ２． ４　 疫苗制备及检验　 将收获液过滤去除细胞

碎片后，经澄清、浓缩、灭活、配比、分装等工序，获得

大熊猫犬瘟热病毒灭活疫苗（ＣＤＶ － ＰＡ －１４２１ 株），

参照《中国兽药典》（２０１５ 年版）进行性状、装量、无

菌、ｐＨ 值、安全检验。

２　 结果与分析

２． １　 Ｖｅｒｏ 细胞微载体培养条件　 对正交试验结果

进行极差分析可知（表３），影响细胞增殖的因素细胞

接种浓度 ＞ 微载体浓度 ＞ 细胞生长液，优水平组合

为 Ａ２Ｂ２Ｃ３，即细胞接种浓度 ０．２ ×１０６ ～０． ４ ×１０６ ／ ｍＬ、

微载体浓度 ８． ０ ｇ ／ Ｌ、细胞生长液 ＭＳＶＰ。 方差分析

结果显示（表 ４），细胞接种浓度、微载体浓度对试验

结果的影响高度显著，细胞生长液无显著影响。
表 ３　 Ｖｅｒｏ 细胞微载体培养极差分析

Ｔａｂ ３　 Ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ

试验号
细胞接种浓度

Ａ
微载体浓度

Ｂ
细胞生长液

Ｃ
最高细胞

密度

１ １ １ １ ３９４ × １０４

２ １ ２ ２ ４２３ × １０４

３ １ ３ ３ ４３２ × １０４

４ ２ １ ２ ４５９ × １０４

５ ２ ２ ３ ４８２ × １０４

６ ２ ３ １ ４６９ × １０４

７ ３ １ ３ ４５７ × １０４

８ ３ ２ １ ４６７ × １０４

９ ３ ３ ２ ４６９ × １０４

ｋ１ ４１６． ３３３ ４３６． ６６７ ４４３． ３３３ ／

ｋ２ ４７０． ０００ ４５７． ３３３ ４５０． ３３３ ／

ｋ３ ４６４． ３３３ ４５６． ６６７ ４５７． ０００ ／

极差 Ｒ ５３． ６６７ ２０． ６６６ １３． ６６７ ／

表 ４　 Ｖｅｒｏ 细胞微载体培养方差分析

Ｔａｂ ４　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 显著性

细胞接种浓度 ５２１６． ２２２ ２ １７６． ４８６ １９． ０００ ＜ ０． ０５

微载体浓度 ８２７． ５５６ ２ ２８． ０００ １９． ０００ ＜ ０． ０５

细胞生长液 ２８０． ２２２ ２ ９． ４８１ １９． ０００ ＞ ０． ０５

２． ２　 病毒培养条件　 对正交试验结果进行极差分

析可知（表 ５），优水平组合为 Ａ１Ｂ１Ｃ２Ｄ３，即 ＭＯＩ
０． ０１、温度 ３７ ℃、ｐＨ ７． ２、收获时间 ９６ ～ １２０ ｈ，影
响病毒增殖的因素，收获时间 ＞ ＭＯＩ ＞ 温度 ＞ ｐＨ
值。 方差分析结果显示（表 ６），ＭＯＩ、温度、收获时

间对试验结果高度显著，ｐＨ 值无显著影响。

表 ５　 大熊猫犬瘟热病毒培养极差分析

Ｔａｂ ５　 Ｒａｎｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｉａｎｔ ｐａｎｄａ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ

试验号
ＭＯＩ
Ａ

ＰＨ 值
Ｂ

温度
Ｃ

收获时间
Ｄ

病毒滴度
ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ＭＬ

１ １ １ １ １ １０５． ４

２ １ ２ ２ ２ １０６． ５

３ １ １ １ ３ １０７． １

４ １ ２ ２ ４ １０６． ２

５ ２ １ ２ ３ １０７． ３

６ ２ ２ １ ４ １０５． ５

７ ２ １ ２ １ １０６． ３

８ ２ ２ １ ２ １０６． １

９ ３ １ １ ４ １０５． ６

１０ ３ ２ ２ ３ １０６． ７

１１ ３ １ １ ２ １０６． ３

１２ ３ ２ ２ １ １０５． ５

１３ ４ １ ２ ２ １０６． ２

１４ ４ ２ １ １ １０４． ８

１５ ４ １ ２ ４ １０５． ８

１６ ４ ２ １ ３ １０５． ２

Ｋ１ ６． ３００ ６． １００ ５． ６００ ５． ５００ ／

Ｋ２ ６． ２７５ ５． ８７５ ６． ２５０ ６． ２７５ ／

ｋ３ ６． ０２５ ／ ／ ６． ５５０ ／

ｋ４ ５． ５００ ／ ／ ５． ７７５ ／

极差 Ｒ ０． ８００ ０． ６２５ ０． ７５０ １． ０５０ ／
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表 ６　 大熊猫犬瘟热病毒培养方差分析

Ｔａｂ ６　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｉａｎｔ ｐａｎｄａ ｃａｎｉｎｅ

ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅ
因素 偏差平方和 自由度 Ｆ 比 Ｆ 临界值 显著性

ＭＯＩ １． ６５５ ３． ０００ １４． ３９１ ９． ２８０ ＜ ０． ０５

ＰＨ ０． ９０５ １． ０００ ７． ８７０ ９． ２８０ ＞ ０． ０５

温度 １． ４１０ １． ０００ １２． ２６１ ９． ２８０ ＜ ０． ０５

收获时间 ２． ７０５ ３． ０００ ２３． ５２２ ９． ２８０ ＜ ０． ０５

２． ３　 工艺重复性验证　 如图 １ 所示，３ 批收获液病

毒含量达到 １０７． ０ ～ １０７． ５ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ。

图 １　 大熊猫犬瘟热疫苗工艺重复性验证

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｒａｆｔ ｆｏｒ

ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖａｃｃｉｎｅ ｏｆ ｇｉａｎｔ ｐａｎｄａｓ

２． ４　 疫苗检验 　 经检验，大熊猫犬瘟热灭活疫苗

（ＣＤＶ － ＰＡ － １４２１ 株）性状为乳白色至淡红色液

体，静置后底部有白色沉淀，轻轻振摇，呈均匀悬

液，ｐＨ 值为 ７． ２。 使用 １８ ～ ２２ ｇ 小鼠 １０ 只，腹腔

注射，每只 ０． ５ ｍＬ，观察 ２１ ｄ，小鼠全部健活，没有

出现任何的局部和全身不良反应。

３　 结论与讨论

犬瘟热病毒自 １８０９ 年报道以来，在世界范围

内广泛流行［８］。 随着 ＣＤＶ 毒株基因的不断变异，

宿主范围已由犬和猫扩大到其他哺乳动物，尤其

是濒危的大熊猫［９］。 犬瘟热已经成为威胁大熊猫

种群数量和生命安全的第一大烈性传染病［１０ － １１］，

然而现有犬瘟热疫苗的免疫效果有所降低，针对

熊猫源的专用疫苗更是欠缺，迫切需要研发更为有

效的疫苗制剂。 本研究所用大熊猫犬瘟热病毒

（ＣＤＶ － ＰＡ － １４２１ 株）是陈德坤团队 ２０１５ 年提取

分离的大熊猫犬瘟热病毒陕西株，属强毒株，与已

发表 ＣＤＶ ＳＤ（１４）１１ 毒株（亚洲 － １ 型）同源性为

９８％ ［１２］，毒株十分宝贵。 本试验基于已有的大熊

猫犬瘟热搅拌瓶工艺参数，利用正交试验对培养

基、细胞接种浓度、微载体浓度、ｐＨ 值、病毒 ＭＯＩ 等
关键参数进行研究，从而确定大熊猫犬瘟热病毒

（ＣＤＶ － ＰＡ －１４２１ 株）微载体悬浮培养工艺。
Ｖｅｒｏ 细胞微载体培养方差分析结果显示：微载

体浓度、细胞接种密度对试验结果影响高度显著，
但并不是细胞接种密度及微载体浓度越高越好。
微载体浓度低时，细胞增殖受限，最高细胞密度较

低。 微载体浓度过高，搅拌速度较大，对细胞造成损

伤，不仅不利于细胞生长，微载体成本也较高。
此外，细胞接种密度为 ０． ４ × １０６ ／ ｍＬ ～ ０． ６ × １０６ ／ ｍＬ
反而比 ０． ２ × １０６ ／ ｍＬ ～ ０． ４ × １０６ ／ ｍＬ 的最高细胞密

度低。 这是由于过高的接种密度，会造成营养物质

过快耗竭，影响细胞增殖，更不利于后期的病毒繁

殖。 细胞生长液优选条件为 ＭＳＶＰ ＋１％血清，但是

否添加血清对最高细胞密度影响较小，方差分析也

显示细胞生长液对细胞增殖的影响不显著。 此外，
血清的添加也存在诸多问题：无论是进口或国产血

清均可能存在外源病毒污染的风险，影响疫苗产品

的安全性；血清白蛋白易吸附在微载体表面，细胞

贴附率明显下降；杂蛋白、激素、多肽等多种杂质增

大下游分离纯化的难度。 因此，本试验选择 ＭＳＶＰ
无血清培养基作生产培养基。

病毒培养方差分析显示：ＭＯＩ 对病毒增殖影响

显著，但 ０． ０１、０． ０３、０． １ 结果差异较小，显著性主

要来自 ０． ３ ＭＯＩ 水平与其他水平的差距。 当 ＭＯＩ
大于 ０． ３ 时，细胞病变过快，细胞维持时间短，影响

病毒增殖，最终收获液的病毒含量偏低，从而确定

最适 ＭＯＩ 为 ０． ０１ ～ ０． １。 温度对病毒增殖影响显

著，３７ ℃条件下的病毒含量明显高于 ３４ ℃。 收获

时间对病毒增殖影响高度显著，培养 ９６ ～ １２０ ｈ 病

毒滴度高于 １０７． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，与水貂犬瘟热

（ＣＤＶ３ － ＣＬ 株）在 １００ ～ １２０ ｈ 获得高滴度病毒液

一致［１３］。
本研究确定大熊猫犬瘟热病毒（ＣＤＶ － ＰＡ －１４２１

株）培养工艺为：将长成单层的 Ｖｅｒｏ 细胞消化，接种到

·２４·
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１０Ｌ 生物反应器中，细胞接种浓度为 ０． ２ × １０６ ／ ｍＬ ～
０． ４ × １０６ ／ ｍＬ，微载体浓度为 ８． ０ ｇ ／ Ｌ，细胞生长液

为 ＭＳＶＰ 培养基。 按 ０． ０１ ～ ０． １ＭＯＩ 接毒，３７ ℃
ｐＨ 值 ７． ２ 条件下培养 ９６ ～ １２０ ｈ 收获上清液，即可

获得高于 １０７． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 的收获液。 连续进行

３ 批重复性验证结果显示，病毒培养工艺稳定，收
获液病毒含量在 １０７． ０ ～ １０７． ５ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，批间差

异小，为大熊猫犬瘟热灭活疫苗的研究奠定良好基

础。 由于大熊猫的保护限制，无法对其进行犬瘟热

攻毒试验研究，难以确定大熊猫犬瘟热特异性抗体

保护效价，本研究将继续利用制备的灭活疫苗免疫

其他动物，进行异源精制抗体的研究，以期为大熊

猫犬瘟热的治疗提供更多的解决方案。
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