
中国兽药杂志 ２０２０ 年 １２ 月第 ５４ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２０． １２． ９
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［摘　 要］ 　 采用微型生物反应器确定纸片载体上 Ｆ８１ 细胞最佳的接种密度和最佳接毒剂量，在
ＮＢＳ 反应器中验证温度对犬细小病毒 ＹＡ －１６ － Ｃ６６ 株增殖的影响。 经过三次重复试验，确定利用

ＮＢＳ 生物反应器培养犬细小病毒 ＹＡ －１６ － Ｃ６６ 株最佳工艺为：采用同步接毒法，培养基为含 １％新

生牛血清的１９９ 溶液，细胞接种密度为１． ５ ×１０７ ／ ｇ，接毒剂量为０． ０５ ＭＯＩ，在 ｐＨ ７． ２ 条件下，３７． ０ ℃培

养 ４８ ｈ 后降温到 ３５． ０ ℃继续培养 ７２ ｈ，细胞病变达到 ８０％ ～９０％时收获上清液。 三批次反应器与

转瓶工艺产品比较结果表明：反应器比转瓶收获液病毒含量高 １０１． １ ～ １０１． ９ ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ；相同培养

面积，反应器所得病毒总量是转瓶所得病毒总量的 ２． ８ ～ １８． ５ 倍；相同抗原含量的灭活苗，反应器与

转瓶工艺产品无显著性差异，血凝抑制效价均≥８９６。
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后 １００％感染，致死率高达 ７０％ ［１］。 该病既严重威

胁家养宠物的健康，又对我国养犬业和野生动物保

护业构成较大危害。 犬细小病毒病目前没有特效

药物，除依靠动物自身的免疫系统抵抗外，接种疫

苗是预防犬细小病毒感染的最有效方法。 活疫苗、
灭活疫苗、弱毒疫苗均有报道能一定程度预防犬细

小病毒病［２ － ４］，目前国内常用弱毒疫苗预防犬细小

病毒病，但弱毒疫苗通常因母源抗体干扰发生免疫

失败，接种后动物可长期排毒，存在毒力返强风险。
犬细小灭活疫苗具备免疫原性而不具有致病性，接
种后动物能产生免疫应答，达到保护作用，越来越

受到科研工作者的青睐，但制备灭活疫苗对抗原的

滴度要求很高，所以获得高产量、高质量的抗原是

实现犬细小灭活疫苗产业化的基础。

目前国内报道的获得犬细小病毒的方法主要

有转瓶法、鸡胚法，鲜见有利用生物反应器培养犬

细小病毒的报道。 传统培养工艺培养病毒普遍存

在病毒滴度低、批间差大、劳动力成本高、易污染等

问题［５ － ６］，因此找到一种新的培养犬细小病毒的方

法颇为急切。 本文利用微型生物反应器及 ＮＢＳ 反

应器摸索培养犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株最佳工

艺，并将利用该工艺生产的抗原同传统的转瓶工艺

产品做对比，以期为犬细小病毒的高产、高质培养

提供一种新的可行方法。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 细胞与病毒 　 Ｆ８１ 细胞，唐山怡安生物工

程有限公司驯化、保藏；犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６
株，唐山怡安生物工程有限公司筛选、保藏。
１． １． ２　 主要溶液与试剂　 １９９ 培养基，天信合生物

科技有限公司；新生牛血清，武汉三利生物科技
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有限公司； β － 丙 内 酯 （ ＢＰＬ ）， 德 国 ＳＥＲＶＡ；
ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ ＧＥＬ ０２，赛彼科（上海）特殊化学品有

限公司。
１． １． ３ 　 载体　 聚酯纤维纸片载体，上海楚怡生物

科技有限公司。
１． １． ４　 仪器设备　 微型转管生物反应器，杭州安普

生物工程有限公司；ＣＯ２ 培养箱，三洋 ＭＣＯ － １５ＡＣ；
ＢｉｏＦｌｏ ３１０ 型生物反应器（５Ｌ），美国 ＮＢＳ 生物工程

公司；ＳＢＡ 生化分析仪，济南延和生物科技有限

公司。
１． １． ５ 　 实验动物　 比格犬，北京玛斯生物技术有

限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 Ｆ８１ 细胞的最佳接种密度确定　 利用微型

生物反应器，内含 ０． ６ ｇ 聚酯纤维纸片载体。 培养

条件为：３７． ０ ℃ ５％ ＣＯ２ 培养箱，培养基为 １％ 新

生牛血清的 １９９ 培养基，分别按照 ０． ５ × １０７ ／ ｇ、
１． ５ × １０７ ／ ｇ、２． ５ × １０７ ／ ｇ 密度接种细胞。 每个密度

平行设置 ９ 支。 为了确保细胞增殖不受营养及代

谢产物的影响，培养基每 ２４ ｈ 更换一次，并测定残

糖浓度。 每 ２４ ｈ 取一支转管，将载体用 ０． ２５％ 胰

酶消化后计数，分析细胞密度与葡萄糖消耗之间的

关系。
１． ２． ２　 犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株最佳接种剂

量确定　 利用微型生物反应器，以 １． ５ × １０７ ／ ｇ 密

度接种细胞，同时以不同感染复数（ＭＯＩｓ：０． ０５、
０． １、０． ２、０． ４）接种病毒。 每个接毒剂量平行设置

９ 支，将微型反应器置于 ３７ ℃ ５％ＣＯ２培养箱培养。
接毒后每 ２４ ｈ 完全换液，测定葡萄糖消耗和上清

液的病毒含量 ＴＣＩＤ５０，ＴＣＩＤ５０ 测定方法参照《中国

兽药典》 ［７］。 每 ２４ ｈ 取一支转管，将载体用 ０． ２５％
胰酶消化后计数，直到纸片载体上细胞几乎全部脱

落时结束培养。 结合病毒含量和细胞病变情况，确
定犬细小病毒 ＹＡ －１６ － Ｃ６６ 株最佳接种剂量。
１． ２． ３　 犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株生物反应器

培养工艺优化　 按照工艺流程，将 １５０ ｇ 纸片载体

装入 ５Ｌ ＮＢＳ 生物反应器中，经高压蒸汽灭菌后备

用。 将生长成良好致密单层的 Ｆ８１ 细胞制成悬液，

以 １． ５ ×１０７ ／ ｇ 密度接种，犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６
株用培养基稀释后，以感染复数 ０． ０５ ＭＯＩ 接种。
培养基为含 １％ 新生牛血清的 １９９ 培养基，培养参

数设置为 ３７ ℃， ｐＨ７． ２， 溶氧 ５０％ ， 搅拌速度

５０ ｒ ／ ｍｉｎ，２４ ｈ 后开启灌流。 １＃反应器温度维持在

３７． ０ ℃；２＃反应器培养温度在接种细胞 ４８ ｈ 后降

至 ３５． ０ ℃。 ２４ ｈ 开始每天取样测定葡萄糖消耗，
根据糖耗及细胞病变清情况调整灌流速度，使反应

器内葡萄糖浓度控制在 ０． ５ ｇ ／ Ｌ 以上。 ４８ ｈ 开始

收获并每天测定病毒含量 ＴＣＩＤ５０，直到纸片载体上

细胞几乎全部脱落时结束培养，测定总病毒含量

ＴＣＩＤ５０。 经过 ３ 批次验证，比较两种不同温度培养

对犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株产毒质量的影响，
确定利用 Ｆ８１ 细胞生产犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６
株的纸片载体培养工艺。
１． ２． ４　 反应器与转瓶培养犬细小病毒 ＹＡ －１６ － Ｃ６６
株工艺比较　
１． ２． ４． １　 纸片载体培养工艺　 按照 １． ２． ３ 确定的

工艺，在 ５Ｌ 生物反应器中连续培养 ３ 批病毒。 当

糖耗降低，纸片载体上细胞几乎全部脱落时结束培

养，收获上清液，测定病毒含量 ＴＣＩＤ５０。
１． ２． ４． ２ 　 转瓶培养工艺 　 将生长成致密单层

的 Ｆ８１细胞消化成悬液，与稀释过的犬细小病毒

ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株同步接入 ３Ｌ 转瓶，每批次使用

１０ 个３Ｌ 转瓶。 病毒接种剂量为 ０． ０５ ＭＯＩ，培养温

度为 ３７ ℃，转瓶机转速设置为 １０ ｒ ／ ｈ。 当细胞病

变达到 ８０％ ～ ９０％ （ＣＰＥ）以上时，收获病毒液，测
定病毒含量 ＴＣＩＤ５０。
１． ２． ４． ３　 犬细小病毒 ＹＡ －１６ － Ｃ６６ 株 ＨＩ 效价测定

将反应器与转瓶获得的犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６
株分别经浓缩、β － 丙内酯灭活，加入 １０％ 比例的

ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ ＧＥＬ ０２，依据浓缩液 ＴＣＩＤ５０结果制成

抗原含量为 １０７． ０ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ、符合质量标准的犬

细小病毒灭活疫苗，产品名称依据抗原生产批次依

次命名为 ＣＰＶ － Ｃ１９１０ － ００１、ＣＰＶ － Ｃ１９１１ － ００２、
ＣＰＶ － Ｃ１９１２ － ００３。

将 ６ ～ ８ 周龄的犬细小病毒抗体阴性、健康的

比格犬分为 ６ 组，每组 ７ 只。 取 ５ 只按 ０、７ 日免疫

·１５·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 １２ 月第 ５４ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

程序免疫，每只 １ ｍＬ ／次，作免疫组；２ 只不免疫，作
对照组。 首免后 ２８ 日采血，依据《兽医微生物学实

验指导》 ［８］进行血清抗体效价测定。
２　 结　 果

２． １　 Ｆ８１ 细胞最佳接种密度 　 以不同密度接种，
Ｆ８１ 细胞最大密度差异较小，但达到最大密度

的时间不同，如图 １ 所示。 按 ０． ５ × １０７ ／ ｇ 接种时，
细胞增长较慢，到 １６８ ｈ 细胞达到最大量。 按

２． ５ × １０７ ／ ｇ 接种细胞比按 １． ５ × １０７ ／ ｇ 接种细胞提

前一天达到最大密度，但达到最大密度后糖耗下降

较快。 按 １． ５ × １０７ ／ ｇ 接种时，Ｆ８１ 细胞在纸片载体

上生长和糖耗关系如图 ２ 所示，细胞生长与糖耗呈

正相关，培养 １２０ ｈ 后，细胞从 ９． ０ × １０６ 增加到

８． ９２ × １０７，糖耗最大达到 ３． ５８ ｍｇ ／ ｍＬ。 因此，确定

Ｆ８１ 细胞最佳接种密度为 １． ５ × １０７ ／ ｇ。
２． ２　 犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株最佳接种剂量

不同感染复数（ＭＯＩｓ：０． ０５、０． １、０． ２、０． ４）接毒对

生物反应器中犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株扩增的

影响如图 ３ 所示，按 ０． ０５ ＭＯＩ 与 ０． １ ＭＯＩ 接毒，病
毒达最大增殖能力的时间分别为 ９６ ｈ 和 ７２ ｈ，且维

持时间较长；高于 ０． １ ＭＯＩ 接种病毒时，细胞病变

过快，细胞维持时间短，导致最终病毒滴度下降较

快。 由图 ４、图 ５ 可知，犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６
株病毒含量与糖耗呈正相关，四种接毒剂量的收获

液病毒含量均能达到 １０６． ０ ＴＣＩＤ ５０ ／ １００μＬ 以上。
综合考虑，确定犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株接毒

剂量为 ０． ０５ ＭＯＩ。
２． ３　 生物反应器培养工艺优化　 两种温度不同时

间收获液病毒含量 ＴＣＩＤ５０结果如图 ６ 所示，１＃反应

器收获液病毒含量在 ７２ ｈ 达到峰值， 为 １０７． ７

ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ，但病毒含量下降较快，９６ ｈ 降为

１０６． ８ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ。 ２＃反应器收获液病毒含量达

到峰值的时间为 ９６ ｈ，且到 １２０ ｈ 病毒含量仍能维

持在 １０７． ４ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ，温度适当降低能维持细胞

较长存活时间，对总病毒含量的提升更有利。 综合

分析，确定犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株反应器培

养工艺为：采用同步接毒法，培养基为含 １％新生牛

血清的 １９９ 溶液，细胞接种密度为１． ５ × １０７ ／ ｇ，接

毒剂量为 ０． ０５ ＭＯＩ，在 ｐＨ ７． ２ 条件下，３７． ０ ℃培

养 ４８ ｈ 后降温到 ３５． ０ ℃继续培养 ７２ ｈ，且待细胞

病变达到 ８０％ ～９０％时收获上清液。
２． ４　 反应器与转瓶培养犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６
株工艺比较 　 ３ 批次反应器与转瓶收获液病毒含

量和总量结果如表 １：接毒后反应器中细胞能维持

４ ～５ ｄ，收获液病毒含量在 １０７． ６ ～１０７． ８ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ
之间，收获液体积约为 １０． ５ Ｌ；转瓶系统能维

持 ４ ｄ，收获液产量约为 ３ Ｌ，收获液病毒含量在

１０５． ９ ～ １０６． ５ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ 之间。 反应器比转瓶收

获液病毒含量高 １． １ ～ １． ９ ｌｇＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ；相同培

养面积，反应器所得病毒总量是转瓶所得病毒总量

的２． ８ ～ １８． ５倍。
２． ５　 犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株 ＨＩ 抗体效价

测定　 ３ 批次反应器与转瓶工艺产品 ＨＩ 抗体效价

结果如表 ２：所有试验犬只免疫 ２８ ｄ 的血清凝集效

价均≥１∶ ８９６，能达到有效保护，同时对照组犬只的

血清 ＨＩ 效价均显示为 １∶ １０，即无抗体产生。
３　 分析与讨论

３． １　 Ｆ８１ 细胞培养载体 　 对于贴壁细胞而言，传
统的小型培养容器有培养瓶、细胞工厂、转瓶等，利
用反应器培养贴壁细胞一般借助于微载体和纸片

载体。 相比于培养瓶和细胞工厂的静置培养，转瓶

培养系统具有结构简单、技术成熟的特点，而且细

胞接种在旋转的圆柱状瓶中，培养过程中转瓶不停

旋转，使细胞交替接触营养液并进行空气交换，更
有利于细胞生长。 因为重复性好，放大只需要简单

的增加转瓶数量，转瓶培养系统常用于小量培养到

大规模培养的过渡阶段，或作为生物反应器接种细

胞的一种途径。
纸片载体是顺应反应器大规模培养而发展起

来的细胞培养载体，相对于转瓶培养系统，利用反

应器进行纸片载体培养细胞具有节省劳动力、占地

空间小，单位体积提供细胞生长的表面积大，细胞

生长密度高，培养时能实时监测并控制环境条件等

优点。 纸片载体多层张力结构能保证培养基与细

胞充分接触，培养基流过载体层，搅拌剪切力和

通气气泡对细胞生长不产生影响，更有利于细胞生

·２５·
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图 １　 不同接种密度葡萄糖消耗曲线

Ｆｉｇ １　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ

图 ２　 初始接种密度为 １． ５ ×１０７ ／ ｇ时的糖耗与细胞总量关系

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ

ｄｅｎｓｉｔｙ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ｗａｓ １． ５ ×１０７ ／ ｇ

图 ３　 按不同 ＭＯＩ 接种病毒的糖耗曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｖｉｒｕｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＯＩ

图 ４　 按 ０． ０５ ＭＯＩ 接种病毒时的糖耗与病毒含量关系

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ａｎｄ
ｌｇＴＣＩＤ５０ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ａｔ ０． ０５ ＭＯＩ

图 ５　 按不同 ＭＯＩ 接种时收获液的病毒含量

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｌｇＴＣＩＤ５０ ｉｎ ｈａｒｖｅｓｔ ｆｌｕｉｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＯＩ

图 ６　 不同温度下犬细小病毒 ＹＡ －１６ － Ｃ６６ 株增值曲线

Ｆｉｇ ６　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＹＡ －１６ － Ｃ６６ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ

Ｃａｎｉｎｅ Ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

表 １　 反应器与转瓶收获液病毒含量和产量

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｏｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｉｎｎｅｒ ｈａｒｖｅｓｔｅｒ

毒种 批次

病毒含量（ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ） ／ 收获液总量（Ｌ） ／ 病毒总量（ × １０６）

转瓶（总面积：１． ５ × １０４ ｃｍ２） 反应器（总面积：２． ２５ × １０５ ｃｍ２）

ＹＡ⁃１６⁃Ｃ６６ 株

ＣＰＶ⁃Ｆ１９１０⁃００１ １０５． ９ ／ ３． ０ ／ ２． ３８ １０７． ８ ／ １０． ５ ／ ６６３

ＣＰＶ⁃Ｆ１９１１⁃００２ １０６． ５ ／ ３． ２ ／ １０． １２ １０７． ６ ／ １０． ５ ／ ４１８

ＣＰＶ⁃Ｆ１９１２⁃００３ １０６． ０ ／ ２． ９ ／ ２． ９０ １０７． ８ ／ １０． ４ ／ ６５６
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表 ２　 反应器与转瓶工艺产品 ＨＩ 抗体效价

Ｔａｂ ２　 ＨＩ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｏｒ ａｎｄ

ｓｐｉｎｎｅｒ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

产品类别 组别
各犬只 ＣＰＶ
抗体效价
（１∶ Ｘ）

ＣＰＶ 抗体
效价平均值

（１∶ Ｘ）

反应器

ＣＰＶ － Ｃ１９１０ － ００１

对照

ＣＰＶ － Ｃ１９１１ － ００２

对照

ＣＰＶ － Ｃ１９１２ － ００３

对照

６４０
１２８０
１２８０
６４０
６４０
１０
１０
６４０
１２８０
６４０
１２８０
６４０
１０
１０

１２８０
１２８０
６４０
６４０
６４０
１０
１０

８９６

１０

８９６

１０

８９６

１０

转瓶

ＣＰＶ － Ｃ１９１０ － ００１

对照

ＣＰＶ － Ｃ１９１１ － ００２

对照

ＣＰＶ － Ｃ１９１２ － ００３

对照

１２８０
６４０
６４０
１２８０
６４０
１０
１０

１２８０
１２８０
６４０
６４０
６４０
１０
１０

１２８０
１２８０
６４０
６４０
６４０
１０
１０

８９６

１０

８９６

１０

８９６

１０

长［９］。 在 ５Ｌ ＮＢＳ 反应器中，１５０ ｇ 纸片载体能提供

细胞生长的表面积为 ２． ２５ × １０５ｃｍ２，相当于 １５０ 个

３Ｌ 转瓶提供的表面积，根据糖耗与细胞生长之间

的关系，Ｆ８１ 细胞在 ５Ｌ 反应器中生长的最大量能

达到 ３． ０２ × １０１０ ／ ｇ，而具有同样生长面积的转瓶中

Ｆ８１ 细胞最多能达 ４． ９０ × １０９，相差 ６ 倍。

３． ２　 Ｆ８１ 细胞培养犬细小病毒工艺　 利用转瓶培

养病毒属于劳动密集型方法，需要众多人员，步骤

繁琐，比较容易发生污染，而且转瓶单位体积产量

较低，培养过程中环境差异及人员操作误差常导致

不同批次毒价不稳定［１０］。

利用生物反应器培养 Ｆ８１ 细胞，可根据细胞生

长特性实时监测与调控温度、ｐＨ、溶氧等参数，细胞

密度和活力高于转瓶或者固定的平面等培养系统。
随着细胞灌流技术的发展，对于细胞培养与病毒生

产条件不一致的工艺，降低培养温度，提高代谢所

需物质，最终能有效提高病毒的产量与质量［１１ － １２］。

利用 ５Ｌ 反应器与 ３Ｌ 转瓶同时培养犬细小病毒

ＹＡ －１６ － Ｃ６６株，生物反应器收获液病毒含量均在

１０７． ０ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ 以上，而转瓶收获液病毒含量从

１０５． ９ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ 到 １０６． ５ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ；相同培养

面积，反应器所得病毒总量是转瓶所得病毒总量

的 ２． ８ ～ １８． ５ 倍；相同抗原含量的灭活苗，反应器

与转瓶工艺产品无显著性差异，血凝抑制效价

均为１∶ ８９６。
４　 结　 语

本试验确定了 ＮＢＳ 生物反应器培养 Ｆ８１ 细胞

生产犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株的工艺，属于该

毒株在 ＮＢＳ 生物反应器中培养的初步探索。 利用

该工艺培养的犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株，抗原

滴度达到 １０７． ８ＴＣＩＤ５０ ／ １００μＬ，工艺产品血凝抑制效

价 ＨＩ 在 １∶ ７６８ 以上，完全达到犬细小灭活苗制备

的要求［１３］，且比转瓶工艺抗原产量高，极大的节约

了生产成本，为犬细小病毒 ＹＡ － １６ － Ｃ６６ 株的产

业化提供了一种经济有效的方法。
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