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　　摘要：高滴度的抗原是制备优质疫苗的首要条件。对６株伪狂犬病病毒在仓鼠肾（ｂａｂｙｈａｍｓｔｅｒｋｉｄｎｅｙ，简称
ＢＨＫ）细胞和猪睾丸细胞（ｓｗｉｎｅｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ，简称ＳＴ）细胞上的增殖效率进行了比较，同时测定不同保存温度和冻融条件
对病毒滴度的影响。结果表明，几株伪狂犬病病毒在ＢＨＫ细胞和ＳＴ细胞上增殖效率均很高，可达到生产要求。相较
于ＳＴ细胞，各毒株在ＢＨＫ细胞上出现病变时间更早。然而，所有毒株在ＳＴ细胞上的病毒滴度都高于同期在ＢＨＫ细

胞上的滴度。强毒株ＡＨ０２ＬＡ株在２种细胞上滴度可达１０８．０ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ以上，表现为发生病变早，病毒增殖快，

峰值到来早的特性。通过强毒株ＡＨ０２ＬＡ株获得的基因缺失株ＬＡ－Ａ株和自然传代缺失致弱株ＬＡ２０１７株峰值均达

１０８．０ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，展现出优良疫苗株的潜质。保存条件试验表明，ＰＲＶ在－７０℃保存３０ｄ和４℃保存１２ｄ内滴

度相对稳定，而－２０℃保存的病毒滴度下降明显。多次冻融后，滴度有所下降，相较于－７０℃，－２０℃条件下冻融病
毒滴度下降更为显著，建议避免多次冻融。本试验结果可为ＰＲＶ疫苗抗原在实际生产中制备与保存提供科学依据。
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　　伪狂犬病是由伪狂犬病病毒（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ，简称ＰＲＶ）引起的以家畜发热、奇痒（猪除外）
和脑脊髓炎为主要特征的烈性传染病，又称

Ａｕｊｅｓｚｋｙ病［１］。该病毒可感染不同日龄的猪，妊娠

母猪感染后引起流产、产木乃伊胎或死胎，初生仔

猪感染死亡率可达１００％，成年猪一般为隐性感染，
不表现临床症状，但长期带毒和排毒。在我国该病

已涉及包括香港、台湾在内几乎所有地区［２］。美洲

和欧洲许多国家通过应用基因缺失弱毒苗免疫，配

合鉴别诊断等综合防控措施，成功将该病从家养猪

场根除［３］，我国许多猪场也应用类似方法有效控制

了该病。但自２０１１年以来，在我国一些Ｂａｒｔｈａ株疫
苗免疫的猪场又有该病的发生［４－６］，其特征为母猪

产弱仔、死胎，流产，仔猪出现神经症状等临床症

状，且死亡率较高，其地域包括黑龙江省、吉林省、

天津市、河北省、湖北省、四川省、江苏省、广东省

等，给我国养猪业造成极大的经济损失［４－６］，分析表

明疫情由ＰＲＶ变异株所引起。
疫苗接种是控制猪伪狂犬病最重要的措施，而

免疫效果很大程度取决于抗原滴度。目前市场上

所售的猪伪狂犬病疫苗在制备抗原时所用的细胞

主要是鸡胚成纤维细胞，仓鼠肾（ｂａｂｙｈａｍｓｔｅｒ
ｋｉｄｎｅｙ，ＢＨＫ）细胞和猪睾丸细胞（ｓｗｉｎｅｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ，简
称ＳＴ）细胞，后２种细胞便于利用微载体培养和悬浮
培养提高抗原滴度，是制备猪伪狂犬病疫苗的首选。

　　本试验将６株 ＰＲＶ在 ＢＨＫ和 ＳＴ细胞上的增
殖效率进行了比较，并且对不同保存条件下ＰＲＶ的
滴度变化进行了初步研究，以期为筛选疫苗候选株

提供依据，同时为猪伪狂犬病疫苗生产工艺的研究

提供基础。

１　材料与方法

１．１　病毒、细胞和主要试剂
病毒：ＢａｒｔｈａＫ６１株，购自西班牙海博莱生物大

药厂，产品批次为６６ＨＰ［７］；ＡＨ０２ＬＡ株为笔者所在
实验室分离的 ＰＲＶ变异株［６］，保藏号码为：ＣＧＭＣＣ
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Ｎｏ．１０８９１；Ｂ－ｇＤ＆ｇＣＳ株是以 ＢａｒｔｈａＫ６１株为母
本，将其ｇＤ和ｇＣ基因替换为流行变异株 ＡＨ０２ＬＡ
株的 ｇＤ和 ｇＣ基因的重组病毒株［８］；ＬＡ２０１７株是
以ＡＨ０２ＬＡ株为母本经连续传代获得的致弱疫苗
株，该毒株缺失了从ｇＩ基因第１１８位核苷酸至２８Ｋ
基因第２５１位核苷酸的共３６８６碱基，包括 ｇＩ部分
基因、ｇＥ全部基因、１１Ｋ全部基因和２８Ｋ部分基因，
保藏号码为：ＣＧＭＣＣＮｏ．１８１７０；ＬＡ１２０６株，是以
ＡＨ０２ＬＡ株为母本，人工缺失 ｇＥ和 ＴＫ基因，再经
连续传代 ８０代获得的弱毒疫苗株，保藏号码为：
ＣＧＭＣＣＮｏ．１４３２９［９］；ＬＡ－Ａ株，是以ＡＨ０２ＬＡ株为
母本，人工缺失ｇＥ而得，用作ＰＲＶ基因缺失灭活疫
苗的种毒［１０］。

　　细胞：ＢＨＫ细胞和ＳＴ细胞，由笔者所在单位细
胞工程组提供。

　　主要试剂：新生牛血清（ｎｅｗｂｏｒｎｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
简称ＮＢＳ）和ＤＭＥＭ培养基为Ｇｉｂｃｏ公司产品。
１．２　病毒的培养与收获
　　取 ＰＲＶ各毒株，按０．０１感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
ｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，简称 ＭＯＩ）接种长满单层的 ＢＨＫ或 ＳＴ
细胞，吸附１ｈ后，吸去病毒液，应用无菌 ＰＢＳ液洗
涤３次，加２％ ＮＢＳ的ＤＭＥＭ培养液３７℃培养，待
细胞病变达８０％后，将上清与细胞混合物收集，在
－７０℃和３７℃冻融，经８０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清
分装置－７０℃保存。
１．３　病毒含量的测定
　　ＢＨＫ和ＳＴ细胞传至９６孔板长满单层，将ＰＲＶ
各毒株倍比稀释至１０－１～１０－９，每一稀释度接种８
孔，每孔 １００μＬ，对照组加 １００μＬ细胞营养液，

３７℃ 孵育 １ｈ后加入 ２％ ＮＢＳ的 ＤＭＥＭ培养液
１００μＬ，每日观察细胞病变，观察５ｄ，记录细胞病变
情况，按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算细胞半数感染量
（ｍｅｄｉａｎｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｏｓｅ，简称ＴＣＩＤ５０）。
１．４　病毒蚀斑形成特性
　　ＢＨＫ和 ＳＴ细胞传至六孔板长满单层，接种病
毒稀释液，每孔１００μＬ，含５０～１００ＴＣＩＤ５０，对照组
加１００μＬ细胞营养液，３７℃孵育 １ｈ后加入 ２％
ＮＢＳ的ＤＭＥＭ培养液１００μＬ，每隔３～５ｈ观察细
胞病变情况。

１．５　生长曲线测定
　　将ＰＲＶ各病毒株分别以０．０１ＭＯＩ接种长满单
层的６孔板上的ＢＨＫ或ＳＴ细胞，３７℃孵育１ｈ，吸
去上清，ＰＢＳ洗涤 ３次，添加含 ２％ ＮＢＳ的 ＤＭＥＭ
培养液，每孔２ｍＬ，３７℃培养，分别于接种后６、１２、
２４、３６、４８、７２ｈ测定培养物中病毒含量，统计所有时
间点的病毒滴度，绘制生长曲线。

１．６　不同温度和多次冻融对病毒滴度的影响
　　将相同滴度的ＢａｒｔｈａＫ６１株和ＡＨ０２ＬＡ株分别
放置在３７、４、－２０、－７０℃一段时间后，检测其病毒
的滴度，如“１．３”节所述。并且在－２０℃和－７０℃
条件下，短时间内（７２ｈ完成７次冻融）反复冻融，
检测其病毒的滴度，如“１．３”节所述。

２　结果与分析

２．１　病毒含量
从表１可以看出，各毒株在 ＳＴ和 ＢＨＫ细胞上

适应性良好，滴度达１０６．５７ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ以上，可
满足生产需要。

表１　ＰＲＶ各毒株在ＳＴ和ＢＨＫ细胞上的病毒滴度

细胞类型
ｌｇ病毒滴度［ｌｇ（ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）］

ＢａｒｔｈａＫ６１ Ｂ－ｇＤ＆ｇＣＳ， ＬＡ２０１７ ＬＡ１２０６ ＬＡ－Ａ ＡＨ０２ＬＡ

ＳＴ细胞　 ８．２０ ７．５０ ６．６６ ７．５０ ７．５０ ７．６６

ＢＨＫ细胞 ７．８０ ６．８０ ６．５７ ７．５０ ７．２０ ７．４０

２．２　病毒蚀斑特性
６种ＰＲＶ毒株在 ＳＴ和 ＢＨＫ细胞上病变明显。

接种相同剂量的病毒，病变发生的进度不完全一

致，ＢａｒｔｈａＫ６１和Ｂ－ｇＤ＆ｇＣＳ在ＳＴ细胞上的病变
时间明显滞后于其他毒株，且病变形态表现为细胞

堆积，颗粒增多。ＡＨ０２ＬＡ强毒株以及由 ＡＨ０２ＬＡ
株衍生出来的 ＬＡ２０１７株、ＬＡ１２０６株和 ＬＡ－Ａ株，

在ＳＴ细胞上产生病变的形态基本一致，空斑明显，
出现多数大小不一的融合细胞，ＡＨ０２ＬＡ强毒株病
变进展最快，大小空斑连成一片，融合细胞多且大。

ＡＨ０２ＬＡ强毒株在ＢＨＫ细胞上也出现明显的融合细
胞，而其他毒株在ＢＨＫ上的融合细胞不明显，主要出
现空斑和细胞变圆等现象（图１）。相对于ＳＴ细胞，
所有ＰＲＶ在ＢＨＫ细胞上出现病变的时间更早。
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２．３　生长动力学测定
从图２、图３可以看出，各毒株滴度峰值出现在

３６～４８ｈ之间。对于ＢＨＫ细胞，大多数毒株的峰值
出现在３６ｈ。而在ＳＴ细胞上，除ＡＨ０２ＬＡ毒株的峰
值出现在３６ｈ外，其余毒株的峰值都出现在４８ｈ。
ＢａｒｔｈａＫ６１株、基因缺失株 ＬＡ－Ａ以及由强毒株
ＡＨ０２ＬＡ自然传代致弱的 ＬＡ２０１７株其滴度峰值
都能达到１０８．０ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ，这十分有利于疫苗

的研发。综上所述，强毒株在 ２种细胞上增殖滴
度均能达到 １０８．０ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ以上，表现为发
生病变早，病毒增殖快，峰值到来早。各毒株在 ＳＴ
细胞上的滴度峰值均大于同期在 ＢＨＫ细胞上
的值。

２．４　不同保存温度对病毒滴度的影响
　　将相同滴度（１０６．０ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）的 Ｂａｒｔｈａ

Ｋ６１株和ＡＨ０２ＬＡ株样品分别放置在３７、４、－２０、
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－７０℃，一段时间后检测病毒滴度。结果发现病毒
液在３７℃保存３～１２ｄ，其滴度下降趋势十分明显。
－７０℃保存３０ｄ，滴度变化不大；４℃保存３～１２ｄ，

滴度基本无变化；而－２０℃保存７ｄ，病毒滴度下降
非常明显（表２）。说明ＢａｒｔｈａＫ６１株和ＡＨ０２ＬＡ株
在 －７０℃ 和４℃保存１２ｄ内稳定性较好。

表２　不同保存温度对ＢａｒｔｈａＫ６１株和ＡＨ０２ＬＡ株滴度的影响

保存温度

（℃） 菌株
ｌｇ病毒滴度［ｌｇ（ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）］

３ｄ ４ｄ ５ｄ ７ｄ １２ｄ３０ｄ

－７０ ＢａｒｔｈａＫ６１ ６．００ ５．８８ ６．００ ５．７１ ５．６６ ５．８８

ＡＨ０２ＬＡ ６．００ ６．００ ６．００ ５．８８ ６．００ ５．８８

－２０ ＢａｒｔｈａＫ６１ ５．７１ ５．５０ ５．５０ ５．３３ ４．２９ ４．２０

ＡＨ０２ＬＡ ５．８８ ５．６１ ５．５０ ５．５０ ４．７１ ４．４０

４ ＢａｒｔｈａＫ６１ ５．６６ ５．８８ ５．８０ ５．７１ ５．５０ ５．００

ＡＨ０２ＬＡ ５．８８ ５．６６ ５．７１ ５．８８ ５．６６ ５．２０

３７ ＢａｒｔｈａＫ６１ ５．２０ ４．８８ ４．１２ ３．３３ ２．４０ ０．６６

ＡＨ０２ＬＡ ５．４０ ５．００ ４．５０ ３．８８ ２．７１ ０．５０

２．５　多次冻融对病毒滴度的影响
将相同滴度的ＢａｒｔｈａＫ６１株和ＡＨ０２ＬＡ株样品

分别放置在 －２０、－７０℃，短时间内（７２ｈ完成７
次）反复冻融，检测滴度变化。结果表明，Ｂａｒｔｈａ
Ｋ６１株与ＡＨ０２ＬＡ株－２０、－７０℃冻融多次后滴度
有降低趋势。 －２０℃冻融 ７次后滴度下降接近
９０％，－７０℃ 条件下，３次冻融滴度下降较低。多

次冻融后，效价有所下降，－２０℃条件下冻融比
－７０℃ 条件下冻融滴度下降趋势明显（表３）。

３　讨论与结论

ＰＲＶ可在多种细胞上增殖，如猪肾细胞、非洲
绿猴肾细胞、ＳＴ细胞、ＢＨＫ细胞、牛肾细胞和鸡成
纤维细胞［１１－１５］。基于对ＰＲＶ的敏感性和增殖效率
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表３　多次冻融对ＢａｒｔｈａＫ６１株和ＡＨ０２ＬＡ株滴度的影响

冻融次数

ｌｇ病毒滴度［ｌｇ（ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ）］

ＢａｒｔｈａＫ６１ ＡＨ０２ＬＡ

－２０℃ －７０℃ －２０℃ －７０℃

１ ５．８８ ６．００ ６．００ ６．００

２ ５．６１ ５．８８ ５．８８ ５．８８

３ ５．４０ ５．８８ ５．５７ ５．８８

４ ５．５０ ５．８０ ５．５７ ６．００

５ ５．４０ ５．７１ ５．４０ ５．７１

６ ５．４０ ５．７１ ５．４０ ５．６６

７ ５．００ ５．５０ ５．２０ ５．６６

以及规模化生产等因素，通常选取 ＢＨＫ细胞与 ＳＴ
细胞作为最终的生产用细胞。本试验将６株 ＰＲＶ
在ＢＨＫ和ＳＴ细胞上的增殖效率进行了比较。试验
中所有毒株均能在 ＢＨＫ和 ＳＴ细胞上产生明显病
变，强弱毒株病变的形态存在明显差异，强毒株表

现出巨融合细胞的出现以及病变时间超前等特性，

本结论与程晓霞等报道的结果［１３］一致。观察体外

生长特性发现病毒增殖的整个过程经历增殖期和

高峰期，而后出现下滑期。对于 ＢＨＫ细胞，多数毒
株的峰值出现在３６ｈ，而在 ＳＴ细胞上峰值出现在
４８ｈ（强毒株 ＡＨ０２ＬＡ除外），说明 ＰＲＶ在 ＢＨＫ细
胞上增殖速度较快。此外，研究发现基因缺失株

ＬＡ－Ａ株、由强毒株 ＡＨ０２ＬＡ自然传代致弱的
ＬＡ２０１７株和经典的弱毒株ＢａｒｔｈａＫ６１株在ＢＨＫ和
ＳＴ细胞上的滴度峰值都能达到１０８．０ＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ
以上，这十分有利于ＰＲＶ疫苗抗原的制备。在实际
的生产中，ＳＴ细胞可用于活疫苗与灭活疫苗的生
产，本研究发现 ＰＲＶ在 ＢＨＫ细胞上出现病变的时
间较早，病毒含量较高，在节省时间的同时，又能获

得较高的抗原浓度，因此，ＢＨＫ细胞也可作为 ＰＲＶ
增殖的理想细胞，考虑到其致瘤性的隐患，一般用

于灭活疫苗抗原的制备。

此外，在 ＰＲＶ抗原实际的生产中，在抗原收获
后需要进行短时间保存，并且需要冻融离心去除细

胞碎片，因此，本试验研究了抗原在 －７０、－２０、４、
３７℃ 温度条件下短期保存对病毒滴度的影响。结
果表明，病毒不宜 －２０℃保存，－７０℃是理想的保
存温度，但是实际生产中抗原产量较大，－７０℃保
存需要消耗大量能源，因此可选择 ４℃短期保存
（不超过１２ｄ）。病毒冻融试验结果显示，ＰＲＶ抗原
－２０、－７０℃条件下冻融多次后滴度均有所下降，
为维持抗原稳定，应避免多次冻融，必要时可选择

－７０℃条件下冻融３次以内。
　　综上所述，本研究从实际生产出发，开展的
ＰＲＶ生长特性以及不同保存温度和反复冻融对病
毒滴度的影响，其目的是提高抗原滴度，保护抗原

活力，为疫苗的生产提供科学依据。
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