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　　摘要：猪瘟疫苗真空冷冻干燥工艺，可减少冻干对制品活性的影响，降低制品冻干过程的耗能，缩短冻干周期，故
研制安全、耐热、节能的猪瘟减毒冻干疫苗极为重要。选用甘露醇、甘氨酸等成分设计猪瘟耐热保护剂配方，通过间接

免疫荧光法比较制品在３７℃、１０ｄ的冻干和耐热损失，并用兔体热反应法复核。检测优化配方的共晶点和塌陷温度
设计冻干程序，比较不同预冻方式对猪瘟耐热疫苗冻干的影响，调整冻干周期。猪瘟耐热保护剂配方Ａ－４的冻干和
耐热损失最小，分别为０．３０ｌｇ和０．４５ｌｇ。根据制品的共晶点－２７．５１℃，对预冻方式筛选，发现快冻冻干和耐热损失最
小，分别为０．１７ｌｇ和０．３８ｌｇ，根据塌陷温度－２４．３℃，成功将冻干曲线缩短至２４ｈ。调整后的配方可使猪瘟活苗在
３７℃ 保存１５ｄ、４５℃保存７ｄ；内毒素和动物试验表明该疫苗安全、无副反应。上述结果表明，试验成功筛选出猪瘟耐
热保护剂配方Ａ－４，在保证疫苗质量的前提下优化冻干曲线，调整后的保护剂配方保证疫苗耐热性能，安全无副反应。
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　　猪瘟（ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是由猪瘟病毒
（ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）引起的急性、接触
性传染病，在各国均有暴发疫情，尤其是东南亚地

区，呈散发性且流行范围广的特点［１］。猪瘟作为我

国重大动物疫病，已经在国家中长期动物疫病防治

规划中被列为优先防治的动物疫病［２］。

疫苗是控制猪瘟的重要手段，我国相继用４株
猪瘟病毒诱导猪瘟发病，并成功筛选出能够减少对

猪的致病能力但能保存免疫原性的猪瘟病毒，即猪

瘟兔化弱毒疫苗 Ｃ株。ＣＳＦＶ增殖方法多样，目前
在生产上多在猪睾丸细胞和牛睾丸原代细胞上扩

繁，生产工艺成熟。但是该疫苗的耐热性差，极易

失活［３］，在生产后期必须要添加一些保护剂，并进

行真空冷冻干燥。但是，目前市场上的猪瘟冻干活

疫苗在传输中仍无法脱离冷链环境，需要在
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－１５℃ 以下保存［４］，现有疫苗的冻干工艺周期较

长，一般在４２～５０ｈ，极大增加生产的成本［５］。在

近期研究中，有报道指出，蔗糖、甘氨酸、表面活性

剂等复合组方能够延长腺病毒在４℃和室温的保存
期［６－７］；使黄热病毒在４℃下可保存１１周左右［８］。

该复合组方在猪瘟活疫苗上也有应用，使用甘氨

酸、聚乙烯吡咯烷酮、蔗糖等能够使疫苗在２～８℃
保存２年，在３７℃保存１０ｄ耐热损失在０．９ｌｇ，该
复合组方安全、无副反应，避免了外源蛋白给动物

带来的过敏反应［９－１０］，但目前这些配方对不同细胞

培养的ＣＳＦＶ保护效果报道较少。
耐热保护剂配方与冷冻干燥工艺相互配套，保

护剂是冻干工艺的基础，合理的保护剂配方和适宜

的冻干曲线是制品顺利冻干的保证。在保证质量

的前提下需要减少能耗、降低成本。冻干工艺主要

分为预冻阶段和干燥阶段，在不同阶段需要通过参

考制品的热参数，如共晶点、塌陷温度等进行设计。

其中，塌陷温度是在真空冷冻的过程中测得的，能

够真实反映制品的特性［１１］。当温度超过塌陷温度

会造成制品底部熔融、塌陷、萎缩，损害干燥制品的

多孔结构，增加残余水分，降低生物制品的效价［１２］。

因此，以塌陷温度作为临界温度，可以提高升华干

燥速度，缩短冻干时间。

本研究针对猪瘟冻干工艺周期长、耗能高及猪

瘟耐热保护剂配方通用性等问题，以吕芳等的无明

胶、无蛋白的猪瘟耐热保护剂配方［８］为基础，添加

甘露醇、甘氨酸等成分，通过间接免疫荧光法筛选

耐热保护组方。将筛选的配方分别和猪睾丸、牛睾

丸细胞冻干，初步对配方的通用性进行探索。并根

据共晶点和塌陷温度科学设计冻干程序，获得耗能

低、冻干周期短的冻干曲线，研制安全、耐热、节能

的猪瘟减毒冻干疫苗冻，为猪瘟耐热保护剂配方在

实际生产上的应用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
猪瘟兔化弱毒株（猪睾丸原代细胞毒）和 ＳＴ细

胞，均由成都天邦生物制品有限公司提供；猪瘟兔

化弱毒株（牛睾丸原代细胞毒），由南京天邦生物制

品有限公司提供；甘露醇、甘氨酸等，购自北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司；ＤＭＥＭ培养基、谷氨
酸钠等其他试剂耗材，均购自 Ｓｉｇｍａ公司；鲎试剂
盒、细菌内毒素标准品（０．２５ＥＵ／ｍＬ）和检查用水，

均购自湛江安度斯生物有限公司。

１．２　试验仪器
冻干机（美国 Ｖｉｒｔｉｓ，ＡｄｖａｎｔａｇｅＰｌｕｓ型号）；

３７℃ 和４５℃恒温干燥箱（上海新苗医疗器械制造
有限公司）；荧光显微镜（德国蔡司）、磁力搅拌器

（金坛荣华仪器制造有限公司）、低温冻干显微镜

（英国林肯，型号 ＦＤＣＳ１９６）、ＤＳＣ热分析仪（美国
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司）。
１．３　猪瘟耐热保护剂活疫苗配制

以无明胶、无蛋白的猪瘟耐热保护剂配方 Ａ为
基础［８］，添加甘露醇、甘氨酸等成分，设计出组方

Ａ（１）～Ａ（６）。配制时，根据配方成分的性质将其
分为Ａ、Ｂ部分制备，其中 Ａ为不耐热成分，超纯水
溶解后用０．２２μｍ的滤膜过滤除菌；Ｂ为耐热成分，
采用高温高压法灭菌。耐热保护剂配方与 ＣＳＦＶ病
毒液等比例混合，进行冷冻干燥，冻干程序参照文

献［８］。
１．４　加速热稳定性试验

将不同配方配制的猪瘟耐热冻干活苗置于

３７℃ 保存１０ｄ，每组取５瓶样品进行加速耐老化
试验。根据参考文献［１３－１４］，通过间接免疫荧光
法检测猪瘟ＴＣＩＤ５０，比较不同保护剂配方对猪瘟的
耐热效果。为比较耐热保护剂配方对不同细胞下

扩繁的猪瘟病毒的通用性，采用牛睾丸原代细胞培

养的猪瘟兔化弱毒 Ｃ株与筛选出来的耐热保护剂
配方进行冻干，３７℃保存１０ｄ，采用《中国兽药典
（２０１５年版）》兔体感染量（ｒａｂｂｉｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｄｏｓｅ，
ＲＩＤ）方法进行复核［１５］。

１．５　耐热保护剂配方热参数的测定
将筛选的猪瘟耐热保护剂与猪瘟病毒等比例

混合，测定混合液的共晶点和塌陷温度。共晶点采

用ＤＳＣ热分析仪测定，检测条件为：对液体状态疫
苗以１０℃／ｍｉｎ升温速率，从 －５０℃升至３０℃，通
过记录热焓变化曲线，分析得到共晶点温度。

塌陷温度采用低温冻干显微镜测定，检测指标

为：起始温度 －４５℃，真空为 ２０．０Ｐａ，升温速率
２℃／ｓ，最终温度２０℃；由上海东富龙科技股份有
限公司进行检测。

１．６　疫苗预冻方式的筛选
预冻环节是冷冻干燥的起始环节，也是冻干技

术的基础，不同类型的药品成分其理化性质存在差

异，在预冻方式上也存在差异［１６］。根据“１．５”节方
法测定的热参数指标，确定预冻温度和主干燥温
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度，并设计快速冷冻、慢速冷冻和退火３种方式对猪
瘟耐热疫苗进行冻干。冻干样品采用“１．４”节方法
进行加速耐老化试验，根据《中国药典》第３部通则
０８３２检测残水分，残水率应不高于３％［１７］。

１．７　疫苗冻干时长的优化
在保证猪瘟疫苗耐热性能的前提下，降低制品

冻干过程的能耗，节约成本是冷冻干燥工艺研究生

产中必须考虑的因素。物料的性质是影响冻干效

率和时长的关键因素。需要提高一次干燥阶段疫

苗的干燥速率，缩短冻干时长。根据“１．５节”检测
的塌陷温度和“１．６”节筛选预冻方式，对冻干时长
进一步优化，将缩短冻干程序至２４ｈ。冻干样品采
用“１．４”节方法进行加速耐老化试验。
１．８　猪瘟耐热活疫苗耐热性能检测

根据筛选出的猪瘟耐热保护剂配方和冻干程

序，重新制备３批次猪瘟耐热冻干活苗，置于 ３７℃
和４５℃保存，在不同时间点取出，检测猪瘟耐热疫
苗效价，以保存期内病毒滴度下降 １．０ｌｇ为判定
终点。

１．９　内毒素含量检测
猪瘟耐热活疫苗中内毒素含量过高是引起动

物产生过敏反应的主要原因之一，为检测猪瘟耐热

配方和猪瘟耐热活疫苗的内毒素限制，试验参考

《中国兽药典（２０１５年版）》［１５］中的鲎试剂方法进行
检测，根据参考文献［１８］，用内毒素标准用水分别
将耐热保护剂和猪瘟耐热活苗稀释１０、５０、１００倍，
用标示灵敏度为０．２５ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂进行比较。
１．１０　猪瘟耐热活疫苗安全性能检测

参照《中国兽药典（２０１５年版）》对疫苗进行安
全检验［１５］。选用３０日龄三元仔猪，将筛选的猪瘟
耐热冻干活疫苗用灭菌生理盐水稀释成１ｍＬ含２０

头份和３０头份，１ｍＬ／头，每个剂量组肌肉注射猪
１０头，对照组不免疫。接种后隔离观察，主要观察
接种后仔猪的精神、采食、排泄等临床情况，按质量

标准判定疫苗合格情况。

１．１１　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行单因素方

差分析处理，以ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５表示组间差异显
著，Ｐ＜０．０１表示组间差异极显著。

２　结果与分析

２．１　耐热保护剂的初步筛选
将耐热保护剂配方Ａ（１）～Ａ（６）分别与猪瘟病

毒混合后冻干，于３７℃放置１０ｄ进行加速耐老化
试验。由表１可知，与基础配方 Ａ进行对比，在冻
干损失方面，配方 Ａ（４）的冻干损失最小，仅为
０．３ｌｇ，显著低于其他试验配方（Ｐ＜０．０５）。在耐热
损失方面，配方Ａ（４）的耐热损失为０．４５ｌｇ，显著低
于基础配方Ａ（Ｐ＜０．０５）。综合冻干损失和耐热损
失２个指标，配方 Ａ（４）的冻干耐热保护效果最好。
将Ａ和 Ａ（４）配方分别与牛睾丸原代细胞扩繁的
ＣＳＦＶ冻干，通过兔体热试验检测耐热效果，结果发
现，Ａ（４）配方的耐热损失为０．４４ｌｇ，显著优于基础
配方Ａ（Ｐ＜０．０５）。Ａ（４）配方对不同细胞培养的
ＣＳＦＶ均具有耐热效果。
２．２　热参数

根据筛选出来的猪瘟耐热保护剂配方 Ａ（４）与
猪瘟混合，进行热参数的测定。由表２可知，混合液
的共晶点为－２７．５１℃，塌陷温度为－２４．３０℃。根
据共晶点参数，将预冻的温度设置为 －４２．００℃，保
证样品在该阶段充分冻实。在主干燥阶段，由于隔板

温度比样品温度高１０℃左右［１９］，为防止样品发生熔

表１　猪瘟耐热保护剂配方筛选

配方代码
病毒含量（ｌｇ） 病毒滴度损失（ｌｇ）

原毒 冻干０ｄ ３７℃ １０ｄ 冻干损失 耐热损失

兔体反应热复核ＲＩＤｃｈｅｃｋ耐热损失
（ｌｇ）

Ａ ６．０ ５．５３±０．０７ ４．９２±０．０４ ０．４２±０．０２ＡＣ ０．６８±０．０４ＡＣ ０．６３±０．０３Ａ

Ａ（１） ５．３４±０．０４ ４．３５±０．０５ ０．６６±０．０４ＢＤ １．０５±０．０５Ｂ

Ａ（２） ５．３９±０．０２ ４．５８±０．０４ ０．６１±０．０１Ｂ ０．８２±０．０４Ｃ

Ａ（３） ５．５３±０．０７ ５．０８±０．０８ ０．５３±０．０７ＢＣ ０．６２±０．０７Ａ

Ａ（４） ５．７±０．０５ ５．３±０．０５ ０．３±０．０５Ａ ０．４５±０．０５Ｄ ０．４４±０．０４Ｂ

Ａ（５） ５．３４±０．１４ ４．７４±０．０８ ０．６６±０．０４ｂＤ ０．５６±０．０４ＡＤ

Ａ（６） ５．２２±０．０３ ４．５８±０．０４ ０．７９±０．０４ＢＤ ０．６７±０．０４ＡＣ

　　注：猪瘟兔化弱毒株Ｃ株（猪睾丸细胞）冻干前病毒含量≥１０５．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ；猪瘟兔化弱毒株 Ｃ株（牛睾丸原代细胞）冻干前含量 ＞５０×

１０４ＲＩＤ／ｍＬ；同列数据后不同小写、大写字母分别表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）。表３同。
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表２　配方Ａ（４）的热参数

配方
共晶点

（℃）
塌陷温度

（℃）

Ａ（４） －２７．５１ －２４．３０

融、塌陷、萎缩，要将制品温度控制在塌陷温度以下。

２．３　疫苗冻干程序筛选
参考“２．２”节热参数性能指标，设定预冻温度

为－４２．００℃，主干燥温度为－１５．００℃。在冻干过
程中，预冻程序是影响冻干效率的关键步骤，物料

不同，预冻的速率也存在差异，降温速度影响冻结

快慢从而影响冰晶颗粒的大小和冻干时间。为筛

选合适的预冻程序，分别采用快冻（图１－程序１），
慢冻（图１－程序２）和退火（图１－程序３）对Ａ（４）
配制的猪瘟耐热疫苗进行冻干，冻干时长在 ３２～
３５ｈ。

将３种程序冻干的疫苗在３７℃放置１０ｄ，进行
加速热稳定试验。由表３可知，快冻和退火程序下
猪瘟苗的冻干损失约０．２ｌｇ，冻干效果显著优于慢
冻程序（Ｐ＜０．０５）。由表３可知，快冻程序下的耐
热损失为０．３８ｌｇ，极显著低于慢冻和退火程序（Ｐ＜
０．０１）。在快冻程序下，猪瘟苗的冻干损失和耐热
损失最小。因此，选择快冻方式作为猪瘟耐热配方

Ａ（４）的预冻方式，对冻干程序继续进行优化。

表３　不同预冻方式对猪瘟疫苗效价的影响

程序
病毒含量（ｌｇ） 病毒滴度损失（ｌｇ）

原毒 冻干０ｄ ３７℃１０ｄ 冻干损失 耐热损失

１ ５．７５ ５．５０±０．０３ ５．３７±０．０１ ０．１７±０．０４Ａ ０．３８±０．０１ａ

２ ５．５０ ４．９０±０．１５ ４．４０±０．０５ ０．６５±０．１５Ｂ ０．７１±０．０５ｂ

３ ５．７５ ５．３０±０．１２ ４．７０±０．１７ ０．２２±０．０７Ａ ０．８７±０．０３ｃ

２．４　冻干时长缩短
作为冷冻干燥工艺研究的重要任务之一，需要

对冻干时长进行缩短、降低能耗，以节约成本。根

据制品的塌陷温度，程序 ４（图 ２－Ａ）以程序 １
（图１－程序１）为基础，提高主干燥温度，将冻干时
长缩短至２４ｈ。在程序４中将主干燥温度提高，缩
短主干燥时长，观察程序４的制品冻干实时曲线，发
现在主干燥阶段，制品的温度仍维持在塌陷温度以

下；在２０℃左右，制品线与隔板重合，制品干燥完
全，残水率检测合格。程序４在保证冻形同时提高
缩干燥效率，缩短冻干时长（图２）。对程序４冻干
的疫苗检测冻干损失和耐热损失，与原冻干程序２
无明显差异（Ｐ＞０．０５），冻干损失在０．５ｌｇ，耐热损
失在 ０．３ｌｇ（表４）。

２．５　猪瘟冻干疫苗的耐热性能
将３批次猪瘟耐热冻干疫苗分别放置于３７℃

和４５℃保存，在指定时间点取出，检测样品的耐热
性能。图３－Ａ显示，冻干苗在３７℃放置１５ｄ时耐
热损失在０．８ｌｇ左右；２０ｄ时耐热损失在１．１ｌｇ左
右。图３－Ｂ显示，冻干苗在４５℃保存７ｄ，耐热损
失在１．０ｌｇ左右。
２．６　猪瘟耐热保护剂活疫苗内毒素含量

内毒素是引起仔猪发生过敏反应的原因之一，

本研究将内毒素含量作为判断配方副作用的指标。

对耐热保护剂和耐热保护剂活疫苗进行１０、５０、１００
倍稀释后，在阴性和阳性对照组成立的条件下，各

稀释倍数下的样品组均对灵敏度为０．２５ＥＵ／ｍＬ的
鲎试剂无干扰（表５），说明其内毒素含量低于
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表４　不同冻干程序对猪瘟疫苗效价的影响

程序
病毒含量（ｌｇ） 病毒滴度损失（ｌｇ）

原毒 冻干０ｄ ３７℃ １０ｄ 冻干损失 耐热损失

残水率

（％）

１ ６ ５．７±０．０５ ５．３±０．０７ ０．３５±０．０５ ０．４８±０．０７ １．６±０．１４

４ ６ ５．５±０．０５ ５．３±０．０５ ０．５０±０．０６ ０．３０±０．０５ １．８±０．１１

表５　耐热保护剂内毒素含量

配方
内毒素含量

（ＥＵ／ｍＬ）

Ｓ５ ＜１

猪瘟耐热冻干疫苗 ＜１

１ＥＵ／ｍＬ，耐热保护剂和耐热保护剂活疫苗是安
全的。

２．７　猪瘟耐热冻干疫苗的安全性
将筛选的猪瘟冻干活苗复溶，颈部肌肉注射，

观察仔猪的采食、体温、精神状态等，发现所有仔猪

均无不良反应，体温及精神状态正常，根据兽用生

物制品质量标准判定疫苗对猪体是安全，筛选的配

方无不良反应。

３　讨论

选用合适的保护剂对疫苗的质量和长期保存

的稳定性至关重要。市场上现有的猪瘟活疫苗通

常会添加蔗糖、脱脂奶粉和明胶等保护剂，组方简

单、保护功能差，脱脂奶粉和明胶作为外源性蛋白

容易引起猪，尤其是仔猪的过敏反应［２０］。试验前

期，吕芳等成功筛选出无明胶、无蛋白的耐热保护

配方能够使猪瘟疫苗在３７℃保存１５ｄ，且安全无副
反应，但是冻干耗时长在４０～４２ｈ［９］。本试验在该
配方基础上进一步优化，缩短冻干时长，提高干燥

效率［８］。

在对疫苗进行冷冻干燥处理时，起始环节是预

冻阶段，在该阶段要保证制品充分冻实，制品温度

要低于共晶点温度１０℃左右。不同类型的药品成
分理化性质不同，对预冻阶段程序的设定也存在差

异。预冻速率是影响冰晶大小、兽用疫苗存活率和

升华速率的关键因素［２１］。根据预冻速率将其分为

快冻、慢冻和退火。本次试验对预冻程序进行筛选
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优化，结果发现在快冻程序下猪瘟的冻干和耐热损

伤最小。这可能是降温速率影响冰晶成核大小，快

冻形成的冰晶颗粒更小，对病毒造成的机械损伤

较轻［２２］。

在冷冻过程中，一次干燥是整个冻干工艺中耗

时最长的阶段，一次干燥周期与制品的塌陷温度有

关。塌陷温度是指制品干燥过程中失去刚性，开始

变黏，发生类似塌方的崩解、融化或产生发泡现象

的临界温度，在冻干过程发生塌陷会严重影响冻干

制品品质，因此制品在一次干燥的温度必须要低于

塌陷温度。塌陷温度取决于制品本身的性质和保

护剂的种类。制品的塌陷温度提高，有利于提高主

干燥温度，提高干燥效率，节省冻干能耗和时长［２３］。

氨基酸是常用的蛋白保护剂之一，有研究指出，甘

氨酸能提高生物制品的可塑性，提高制品的塌陷温

度［２４］。此外，甘露醇是常用的赋形剂，杨智等发现

２％甘露醇在升华过程中未发生崩解，能够提高配方
的塌陷温度［１１］。本次试验通过添加甘露醇、甘氨酸

等成分，将制品塌陷温度从－３１℃提高至 －２４℃。
基于制品塌陷温度的提高，在一次干燥阶段，提高

板层设置温度，提高干燥效率，将冻干时长缩短至

２４ｈ，残水率合格，猪瘟耐热疫苗冻干损失０．５ｌｇ，
耐热损失０．３ｌｇ，极大地减少了冻干能耗、时长，降
低了经济成本。在耐热性能方面，研究报道的猪瘟

活苗３７℃能保存７～１０ｄ［２５］，本研究中猪瘟活苗在
３７℃可保存１５ｄ左右，在４５℃可保存７ｄ左右。
内毒素和动物试验均显示该配方是安全、无副反应

的，本研究成功筛选出耐热性能好、无副作用、低耗

能的猪瘟耐热保护剂配方，成功将冻干时长缩短至

２４ｈ，初步探索了配方对不同细胞扩繁的猪瘟病毒
的通用性，可为猪瘟耐热冻干保护剂配方在实际生

产中的应用提供科学依据。
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