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［摘　 要］ 　 疫苗保护剂及其冻干工艺是影响疫苗效果的重要因素，对疫苗保存、运输及免疫效果有

很大影响。 为提高疫苗质量，在常规保护剂（明胶、蔗糖）基础上添加卡波姆、聚乙二醇和聚乙烯吡

咯烷酮等基质，组成新型保护剂，分别在病毒液保存和疫苗冻干过程添加，并评价其病毒保护效果。
结果表明：在半成品病毒液储存时加入 １０％新型保护剂，可使半成品保存期由原来的 ２ 个月延长至

１２ 个月。 采用新型保护剂制备的猪传染性胃肠炎、猪流行性腹泻二联活疫苗，溶解性显著优于常规

保护剂活疫苗，保存期由原来 － ２０ ℃保存 １８ 个月提高到 ２ ～ ８ ℃保存 ３６ 个月，且病毒活性及攻毒

保护效力均优于原工艺产品，实现了储运过程中疫苗的冷藏储运，提升了疫苗的应用效果。
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ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

　 　 猪传染性胃肠炎（Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｏｆ
ｓｗｉｎｅ， ＴＧＥ） 和猪流行性腹泻 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｐｉｄｅｍｉｃ
ｄｉａｒｒｈｅａ， ＰＥＤ）是常见的主要侵染猪肠道的高度接

触性传染病，常发生在冬春季，是猪的常见病，尤其

对仔猪危害严重［１ － ２］，临床表现为哺乳仔猪的急性

肠炎、呕吐、腹泻和高死亡率［３］。
目前，疫苗免疫仍是防控该类疫病的主要手

段［４］。 市场化的猪传染性胃肠炎、猪流行性腹泻二

联弱毒冻干活疫苗，其毒力稳定、安全，对仔猪免疫

效力确实［５］，但在疫苗生产和使用中仍存在一些问

题：一是半成品病毒液保存时间短（ － ２０ ℃保存期

仅 ２ 个月）；二是冻干活疫苗保存条件高 （需在

－ ２０ ℃保存，保存期 １８ 个月），疫苗储运过程不稳

定，影响免疫效果［６］。 疫苗保护剂的成分及其制

备、冻干工艺是影响疫苗效果的重要因素，对疫苗

保存、运输及免疫效果有很大影响，本研究拟开发

一种新型病毒保护剂，提高对病毒保护效果，提升

疫苗质量。
本试验通过在常规保护剂（明胶、蔗糖）基础上

添加卡波姆、硫酸锌、聚乙二醇、聚乙烯吡咯烷酮等

基质，组成新型保护剂，分别在病毒液保存和疫苗

冻干过程添加，通过对病毒液保存效果和疫苗常规

检验以及病毒含量、安全性、免疫攻毒保护效果及

耐老化试验等项目的对比研究，评价了新型保护剂

病毒保护效果。
１　 材 料

１． １　 病毒液 　 疫苗毒株为猪传染性胃肠炎病毒

（ＴＧＥＶ）ＨＢ０８ 株、猪流行性腹泻病毒（ＰＥＤＶ）ＺＪ０８ 株。
猪传染性胃肠炎半成品病毒液 ５００ ｍＬ、猪流行性腹

泻半成品病毒液 ５００ ｍＬ，均由瑞普公司生产部提供。

１． ２　 疫苗保护剂成分　 蔗糖、聚乙二醇购自天津

市科密欧化学试剂有限公司；明胶、聚乙烯吡咯烷

酮、卡波姆、硫酸锌购自默克公司。
１． ３　 试验动物　 ５ 日龄猪传染性胃肠炎和猪流行性

腹泻病毒抗体阴性健康仔猪，购自河北省某养殖场。
２　 方　 法

２． １　 疫苗制备

２． １． １ 　 保护剂的制备　 试验用新型保护剂配方：
１０％明胶、５０％蔗糖、５％卡波姆、１％硫酸锌、５％ 聚

乙二醇、５％ 聚乙烯吡咯烷酮；常规保护剂配方：
１０％明胶、５０％蔗糖。
２． １． ２　 病毒液制备　 猪传染性胃肠炎半成品病毒

液、猪流行性腹泻半成品病毒液均由瑞普公司生产

部按照《中华人民共和国农业部公告第 ２３２３ 号》
（下文简称《公告 ２３２３ 号》）半成品操作规程制备，
病毒含量符合公告质量标准。
２． １． ３ 　 配苗、分装及冻干　 按表 １ 分组及操作方

法进行配苗、分装及冻干。
２． ２　 保护剂保存及冻干效果评估

２． ２． １　 新型保护剂对病毒液保存效果的影响　 按

照表 ２ 分组方法进行病毒液保存效果试验。
２． ２． ２　 冻干活疫苗常规项目及纯净性检验　 按照

《中华人民共和国兽药典 ２０２０ 年版三部》 （下文

简称《中国兽药典》）标准进行检验。
２． ２． ３　 冻干活疫苗效力检验（病毒含量测定） 　 按

照《公告 ２３２３ 号》标准进行检验。
２． ２． ４ 　 冻干活疫苗免疫攻毒保护试验（测定攻毒

保护效果）　 按表 ３ 分组方法进行攻毒保护试验。
２． ２． ５　 冻干活疫苗安全试验　 按表 ４ 分组方法进

行安全试验。
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表 １　 疫苗分装、冻干试验操作

Ｔａｂ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｄ ｌｙｏｐｈｉｌｉｚａｔｉｏｎ

组别 病毒液保存 配苗分装 冻干

ＮＬＶ

ＣＬＶ

病毒液和保护剂按照 １０∶ １
比例添加后置 － ２０ ℃冻存

病毒液置 － ２０ ℃冻存

－ ２０ ℃ 取出用于冻干的病毒液，融化
后加入冻存剩余的 ９ ／ １０ 保护剂，再按
照病毒液与保护剂 １ ∶ １． ２ 的比例充分
混合，分装后冻干

－ ２０ ℃ 取出用于冻干的病毒液，按照
病毒液与保护剂 １ ∶ １． ２ 的比例充分混
合，分装后冻干

同一冻干机中采用同一冻干
程序 冻 干。 每 瓶 分 装 量 ２
ｍＬ，每组配方分别冻干 ３ 批，
每批次 ３００ 瓶。

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组

表 ２　 病毒液保存效果试验

Ｔａｂ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｎ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｅｎｏｍ

组别 病毒液 保护剂
病毒液病毒含量 ／ （ＴＣＩＤ５０·ｍＬ － １）

０ 个月 ２ 个月 ４ 个月 １２ 个月

ＮＶＦ
ＴＧＥＶ 病毒液

ＰＥＤＶ 病毒液
病毒液∶ 保护剂 １０∶ １

ＣＶＦ
ＴＧＥＶ 病毒液

ＰＥＤＶ 病毒液
不添加保护剂

　 　 ＮＶＦ 代表添加新型冻干保护剂病毒液组；ＣＶＦ 代表未添加任何保护剂常规病毒液组

表 ３　 攻毒保护试验

Ｔａｂ ３　 Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别 动物类别 动物数量 疫苗免疫 攻毒 判定标准

ＮＬＶ

ＣＬＶ

ＮＣ

健康易感母猪
所产的 ５ 日龄
抗体阴性仔猪

５ 头 ／ 组 肌肉注射 ＴＧＥＶ 疫苗 １ 头份
　 　 口服 １０００ × ＭＩＤ ／ ｍＬ 的 ＴＧＥＶ
　 　 组织强毒（Ｖ － ＨＢ０８ 株）

５ 头 ／ 组 肌肉注射 ＰＥＤＶ 疫苗 １ 头份
　 　 口服 １０００ × ＭＩＤ ／ ｍｌ 的 ＰＥＤＶ
　 　 组织强毒（Ｖ － ＺＪ０８ 株）

５ 头 ／ 组 肌肉注射 ＴＧＥＶ 疫苗 １ 头份
　 　 口服 １０００ × ＭＩＤ ／ ｍＬ 的 ＴＧＥＶ
　 　 组织强毒（Ｖ － ＨＢ０８ 株）

５ 头 ／ 组 肌肉注射 ＰＥＤＶ 疫苗 １ 头份
　 　 口服 １０００ × ＭＩＤ ／ ｍｌ 的 ＰＥＤＶ
　 　 组织强毒（Ｖ － ＺＪ０８ 株）

５ 头 ／ 组 肌注灭菌生理盐水
　 　 口服 １０００ × ＭＩＤ ／ ｍＬ 的 ＴＧＥＶ
　 　 组织强毒（Ｖ － ＨＢ０８ 株）

５ 头 ／ 组 肌注灭菌生理盐水
　 　 口服 １０００ × ＭＩＤ ／ ｍｌ 的 ＰＥＤＶ
　 　 组织强毒（Ｖ － ＺＪ０８ 株）

观察 ７ 日，攻
毒对照仔猪
应至少 ４ 头
发病，免疫仔
猪应 至 少 ４
头保护。

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组；ＮＣ 代表攻毒对照组

表 ４　 安全试验

Ｔａｂ ４　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｓａｆｅｔｙ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ
组别 动物类别 动物数量 攻毒方式 攻毒剂量 判定标准

ＮＬＶ

ＣＬＶ

ＣＫ

健康易感母猪所产的
５ 日龄抗体阴性仔猪

２ 头 ／ 组

２ 头 ／ 组

２ 头 ／ 组

肌肉注射
１０ 头份 ／ ｍＬ

１ ｍＬ 灭菌生理盐水

连续观察 １４ 日，仔猪
均应无不良反应。

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组；ＣＫ 代表空白对照组

２． ２． ６　 冻干活疫苗耐老化试验　 冻干后各组疫苗

随机抽取 ３０ 支，分别置 ３７ ℃保存 １５ ｄ，分别测定

病毒含量。
２． ２． ７　 冻干活疫苗保存期试验　 疫苗保存条件由

原来 － ２０ ℃保存改为 ２ ～ ８ ℃保存，常规保护剂冻

干活疫苗和新型保护剂冻干活疫苗保存 ０、６、１２、２４
和 ３６ 个月，分别测定病毒含量。
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３　 结果与分析

３． １　 病毒液添加新型保护剂冻存效果验证　 如表 ５
所示，未添加保护剂的病毒液 －２０ ℃仅保存 ２ 个月。
添加新型保护剂的病毒液在 －２０ ℃保存 １２ 个月后，
病毒含量均无明显变化，ＴＧＥＶ 病毒含量仅下降０． ３４
个滴度，ＰＥＤＶ 病毒含量仅下降 ０． ５４ 个滴度。
３． ２　 冻干后常规项目及纯净性检验结果　 如表 ６
所示，两种冻干保护剂活疫苗，物理性状、真空度、
剩余水分和无菌检验结果均符合《中国兽药典》质
量标准。 在溶解性方面新型冻干保护剂活疫苗明

显优于常规保护剂活疫苗。
３． ３　 冻干活疫苗效力试验（病毒含量测定） 　 如表

７ 所示，新型保护剂活疫苗 ＴＧＥＶ 部分效力较常规

保护剂活疫苗高 ０． ４３ 个滴度，ＰＥＤＶ 部分效力高

０． ６ 个滴度。

表 ５　 病毒液保存效果试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ

病毒液类别 ０ 月 ２ 月 ４ 月 １２ 月

ＮＶＦ － Ｔ １０７． ５７ １０７． ４３ １０７． ３ １０７． ２３

ＣＶＦ － Ｔ １０７． ４３ １０６． ６７ １０５． ８ １０４． ６７

ＮＶＦ － Ｐ １０７． ５７ １０７． ５ １０７． ２３ １０７． ０３

ＣＶＦ － Ｐ １０７． ３ １０６． ９７ １０５． ７３ １０５． ０７

　 　 ＮＶＦ 代表添加新型保护剂病毒液组；ＣＶＦ 代表未添加任何保
护剂常规病毒液组；Ｔ 表示 ＴＧＥＶ，Ｐ 表示 ＰＥＤＶ

３． ４　 冻干活疫苗免疫攻毒保护试验、安全试验

结果　 如表 ８ 所示，新型保护剂疫苗保护效果优于

常规保护剂。 新型保护剂活疫苗可提供 ９． ６７ ／ １０
保护，常规保护剂活疫苗免疫攻毒保护为 ８． ３３ ／ １０；
对照组 ０ ／ １０ 保护。

表 ６　 常规项目及纯净性检测结果

Ｔａｂ ６　 Ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｅｓｔｓ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

疫苗类别 冻干后物理性状 真空度 剩余水分 无菌检验

ＮＬＶ 海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加稀释液后迅速溶解 合格 合格 ―

ＣＬＶ 海绵状疏松团块，易与瓶壁脱离，加稀释液后充分摇晃后溶解 合格 合格 ―

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组；“―”表示无菌检验为阴性

表 ７　 效力试验结果

　 　 　 Ｔａｂ ７　 Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ

疫苗类别
效力检验结果

ＴＧＥＶ ＰＥＤＶ

ＮＬＶ １０６． ８６ １０６． ６６

ＣＬＶ １０６． ４３ １０６． ０６

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组

表 ８　 攻毒保护及安全试验结果

Ｔａｂ ８　 Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｆｅｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
疫苗类别 免疫攻毒保护结果 安全试验结果

ＮＬＶ ９． ６７ ／ １０

ＣＬＶ ８． ３３ ／ １０
无疫苗引起的任何不良反应

对照组 ０ ／ １０ ―

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组；
“―”代表未测

３． ５　 冻干活疫苗耐老化试验结果　 如表 ９ 所示，

新型保护剂活疫苗 ３７ ℃保存 １５ ｄ，其 ＴＧＥＶ 部分

病毒含量降低 ０． ８ 个滴度，ＰＥＤＶ 部分病毒含量降

低 ０． ９ 个滴度；而常规保护剂活疫苗病毒含量迅速

下降，３７ ℃保存期不足 ５ ｄ。

表 ９　 耐老化试验结果（３７ ℃保存）

　 　 　 Ｔａｂ ９　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｇｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ

疫苗类别 ０ ｄ ５ ｄ １０ ｄ １５ ｄ

ＮＬＶ － Ｔ １０６． ７３ １０６． ５ １０６． １７ １０５． ９３

ＮＬＶ － Ｐ １０６． ６７ １０６． ３７ １０６． ０７ １０５． ７７

ＣＬＶ － Ｔ １０６． ４３ １０５． １ １０４． １７ １０３． ２３

ＣＬＶ － Ｐ １０６． ０７ １０４． ９７ １０３． ９７ １０２． ８３

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组；
Ｔ 代表 ＴＧＥＶ，Ｐ 代表 ＰＥＤＶ
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３． ６　 冻干活疫苗保存期试验结果　 如表 １０ 所示，

新型耐热保护剂活疫苗 ２ ～ ８ ℃ 保存 ３６ 个月，

ＴＧＥＶ 部分病毒含量降低 ０． ３ 个滴度，ＰＥＤＶ 部分

病毒含量降低 ０． ５ 个滴度，且病毒含量高于农业部

公告质量标准（≥５． ０ ｌｇ（ＴＣＩＤ５０ ／头份），在冷藏条

件下保存期可长达 ３６ 个月；常规保护剂活疫苗 ２ ～

８ ℃保存期仅为 ６ 个月。

表 １０　 保存期试验结果（２ ～ ８ ℃保存）

Ｔａｂ １０　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＴＣＩＤ５０ ／ 头份

疫苗类别 ０ 个月 ６ 个月 １２ 个月 ２４ 个月 ３６ 个月

ＮＬＶ － Ｔ １０６． ７３ １０６． ７７ １０６． ６３ １０６． ５７ １０６． ４３

ＮＬＶ － Ｐ １０６． ６７ １０６． ５ １０６． ５７ １０６． ３７ １０６． １７

ＣＬＶ － Ｔ １０６． ４３ １０５． ８３ １０４． ７ １０４． １７ —

ＣＬＶ － Ｐ １０６． ０７ １０５． ４３ １０４． ７３ １０４． １３ —

　 　 ＮＬＶ 代表新型保护剂疫苗组；ＣＬＶ 代表常规保护剂疫苗组；
Ｔ 代表 ＴＧＥＶ，Ｐ 代表 ＰＥＤＶ；“―”代表未测

４　 结论与讨论

高效价的半成品病毒液是生物制品稳定生产

的基础。 多年的生产实践证明， － ２０ ℃左右低温

保存的猪传染性胃肠炎、猪流行性腹泻半成品的

效价保存期仅为 ２ 个月，对后期成品生产及质量

影响很大。 近年来本课题组试图查阅文献，寻找

解决办法。 所阅文献多为 －２０ ℃以下保存， －１５ ℃
及以上保存的研究鲜有报道。 本试验通过在半成

品保存环节添加新型冷冻保存液，使半成品保存

期在 － １５ ℃ ～ － １８ ℃环境下由原来的 ２ 个月延

长到 １２ 个月，确保实现常温化苗，提升了病毒稳

定性和活性、为生产调度赢得了时间。
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［７］ 。 市场上现有的腹泻二联活

疫苗通常为蔗糖、明胶等保护剂，组方简单、保护

功能差，２ ～ ８ ℃可以冷藏运输、但 － １５ ℃以下保

存期是其两倍［８］ ，说明其冷藏保存稳定性尚待进

一步研究。
本研究在原有明胶、蔗糖基础上添加了 ＰＥＧ、

聚乙烯吡咯烷酮等基质，可有效减小病毒在冻干

过程中冻干损失，较常规保护剂提升了 ０． ４ ～ ０． ６
个滴度，大分子冷冻保护剂与小分子冷冻保护剂

联合使用，显著提升了病毒活性与稳定性。 同时，
医药级 ＰＥＧ［９ － １０］ 和聚乙烯吡咯烷酮溶解性能良

好，可与多种药物相溶，提高生物利用度。 聚乙烯

吡咯烷酮还具有优异的热稳定性，在医药、食品等

领域被广泛应用［１１］ 。 本试验保护剂中通过添加

ＰＥＧ 和聚乙烯吡咯烷酮，充分利用了二者优异的

溶解性和热稳定，加速了疫苗溶解度，保护了病毒

的抗原性，提高了产品在保存和使用中的稳定性。
本研究在组方中添加 ＰＥＧ、卡波姆和硫酸锌

等制备的疫苗具有良好的耐热效果，在 ２ ～ ８ ℃环

境保存 ３６ 个月，效价仅下降 ０． ３ 个滴度。 研究者

认为，卡波姆与 ＰＥＧ 对冠状病毒具有良好的保护

作用，二者在冻干过程中可形成独特的双层结构，
包裹在病毒表面形成一种天然屏障，有效阻隔冷

冻过程冰晶对病毒囊膜的损伤，另一方面内侧的

疏水区结构与病毒嵌合增加病毒自身的稳定性，
有效保存病毒的活性。 李晏［１２］ 表明卡波姆作为

一种高分子聚合物，可促进冷冻干燥过程中的

升华，使悬浮于耐热保护剂中的病毒在冷冻干燥

过程中能保持存活状态；硫酸锌也具有增强病

毒自身稳定性的功能。 侯若鑫等［１３ － １４］ 表明锌是

机体多种酶的重要组成成分和激活因子，能够

参与细胞内信号传导和代谢增殖，在细胞生长、
免疫功能和营养代谢等生理或病理过程中起着关

键作用。
综上所述，本试验在半成品病毒液储存时

加入含卡波姆等基质的新型保护剂， 可有效延长

半成品保存期，保证半成品病毒在常温状态下生

物学活性的维持，实现了常温直接融化疫苗半成

品，生产工序更简化，且降低了能耗。 同时降低了

病毒保存和冻干过程中的损伤，采用新型保护剂

制备的猪传染性胃肠炎、猪流行性腹泻二联活疫

苗，实现了储运过程中疫苗冷藏保存，提升了疫苗

运输过程中的稳定性；且保存期由原来 － ２０ ℃保

存 ２４ 个月延长到 ２ ～ ８ ℃保存３６ 个月。
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