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敏感性不同细胞系交替选育获得 

超高增殖率细小病毒株 

张 德 礼 

(北京军区后勤部军马蹄沿捡啦所病毒凫疫室．北京lD0D“ ) 

关一调：敏感性不同细胞系交替选育 最佳制苗用球貂肠典病毒株 超高 增 殖 

率细小病毒 

迄今为止未见国际上有组织培养水貂肠炎病毒(MEV)，猫泛白细胞减少症病毒 (FP— 

LV)，犬细小病毒(CPV)~TCID o高于l。g。o7．0或MEV的HA高于 32 或CPV的HA高于 

4096 的报道 ”。又据Geto(1986) 。 报道，TCIDBD为logl0‘一。的CPVI：~MEV。FPLV的HA 

高2O多倍， 故HA为4096 的CPV液比HA为32 的 MEV液中病毒含量还低。由此可见， 

PV培养效价低是 目前国际上急待解决的重大问题。 

材 料 和 方 法 
■ 

一

， 试验用一l株 Sll、S J a，S3 6、S3，株，Q“株MEV，是手永仁等分离鉴定株l 1I L¨、 

L金株 MEV， 是作者于大连新分离鉴定的毒株l 1； 美国标准株MEV， 是美国华盛顿州立大学提 

供。 

=、 试验JI}衄t株 C8l株 猫 肾细胞系 (ATCC)，亩中国 农业科学院哈尔滨瞢层研究所馈 

赠；F l株猫肾细胞系 (ATCC)，分别 由中国兽药监察所 和农业部青岛动物检疫所提供。 

三、 一l检耐 HA和TCID5 滴定按本试验建立的最佳条件进行，同时以微量HI试验、负染、 

免疫和超薄切片 电子显微镜观察为特异性监察手段。 

四、病毒培养 拄照张德札方法ll1进行MEV克氏瓶静置培养和大立瓶旋转培养。 

五、 ■l主翼生酱学特性鉴定 对新选育ME~株从增殖率、免疫原性及其稳定性等方 面进行 

鉴定。 

结 果 

有关敏感猫肾细胞株筛选，交替选育获得最高增殖率衄EV株，敏感性差异极显著细 

胞系交替选育大幅度提高MEV增殖率的实验结果见表 1— 5。 
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囊 j ME~~ECI I舞拦肾■胎幕上■诅■鞠t．代培．I的t羲■j|Ĥ 戴债一定培幕 

Table The rcprodactive HA tit re of 3 strains of MEV by forced—iafe~tiou 

Iti tIioa iⅡ F C iiⅡe of C aI strain 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


● 

膏●学杂志 2，lg90 
Vi．rolot~ic● Slt¨ - 

。  

_ 

呈 
： 

嚣 兰 

杠 笺 
酆 ‘； 

= 
忡 ： 

： 

程 

妊 山 

z  

· “  

z 

忙 ‘ 

供 z 

“  

z 

妊 

z 

垭 ‘ 

l 

专 
目 

量 
三 

鲻 星 
抽 目 

艇 

岩 

岳 莒 
摧 目 

非 

蝌 ： 

毒 

N f 1 

∞ 兰 ∞ 

= = ∞ 

；|三。 

__d ； tz 

．目 j 目 目 -_目 ‘目 目 ：  }  

目三 目 j 三日ll目 !  =! -。 l 枣 ● _【 i  _ ； _∞目 。  ̈。I1 。 d 

．鞋鲁限 蜒霖蝌幅琳 。 鞋目 ÷ 壤盆晕 一忙姐耳蜒阜} 惜 忙。 燃 

N N 

．

“ N 

N 

N x 

N 

N 

x 
． 

H 

H 9【 

∞ ∞ 

x∞目H 

x 

x x
∞ x∞ 

H 0 

x H ∞ x ∞ 

∞ x∞～H 

：： 『  言{ 5 I】； _ 鞋哑撇 

∞ ： 毛  ∞●  ： 

：： ∞ ：： i  ；  ∞● Ⅲ 

：； 。 三E|= 旦f1 0●鞋 

： ∞ Ⅱl： 毛  ∞ 举 ：∞ 

oj： ： ∞ Ⅱ1： 一∞ ∞●  = ∞ 
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囊 4 用喜量10Dml烹氏曩在F̈ 株娜盥上培养 3棒MEV的收获毒HA效倩涓定锗暴 

Table 4 The repr。d~ctiTe HA tit⋯ f 3 Bt⋯ ius f M EV by 。I‘ti 1Ii ‘Ii。 

in FKC llne of F a l strain with square flasks(csps~ity iDoml e~ph) 

注 ‘{’表示此稀释度以上有无血禳性未测定． 

Annotst[on． ● Ⅲ  it 4s not detected th=t there i s o g not HA titre of mⅢ thsn 

ilae HA ttt e MEV fluld Earvested from eelI~ul Lure日． 

囊 5 用窖量500ml竞氏鼍杰F̈ 鼍盥上无血清墙#3糠MEV 

的收获毒HA效愤翻定螬暴 

Ttble 5 The reproduetive HA tltre of 3 st zalns of MEV by 日er m。fr ee 

cultlvttl0n in FKC llne Of F¨ st rtln with square fltsh e 

(esptelty 5o0mlⅢ h、 

注： } 表示此稀释度以上有无血凝性未测定． 

Annot●Ii⋯  Ⅲ¨ ⋯ it ●日 not detect ed thlt there i日 G r not HA tit⋯ f M 。 th‘ 
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讨 论 

根据本研究结果，作者提出敏感性差异极显著细胞系交替选 育获得超高增殖率水貂 

肠炎病毒株的机制是t(1)病毒在任何 一株细胞上连续传代都是一 个筛 选和 培 育 的过 

程，不适者淘汰，适者生存，并得以定向驯化，直至最适于在此株细胞中增殖，(2)病 

毒在敏感细胞株上培养的头几代，由于选育的去劣存优作用，使得增殖滴度逐渐上升， 

(3)病毒在钝感细胞株中选育，去劣存优作用最为明显，在培养效价接近阴性的代次时 

仍存活并能复制增殖的病毒粒子，其生物学性状最为优良，(4)经饨感细胞株严格选育 

后的病毒，再回归于敏感细胞株上培养时，由于增殖条件显著改善，培养效价大幅度提 

高，选育几代后 (如选育至第21—22代 )增殖滴度出现跳跃式上升，(5)经钝感细胞株 

选育着千代的病毒，冻存较长时间 (如本试验冻存16—17个月 )而 捷其 生活 能力 下降 

后，再回归于敏感细胞株上选育，贝0增殖滴度上升幅度趋于乎缓。上述科学假说有待进一 

步通过实验证实。 

国内外研 究结果证明MEV、FPLY、cPy和RPY(浣熊细小病毒 )在抗原结椅、理化 

特性、血清 学反应、遗传性、致病性、免疫性等方面极度相似[6-1 0 。作者优选的MEV 

最佳培养条件 、营养液配方、无血清培养 方法移植于 CPV、FPLV的培养已取得成功， 

显著提高了PV效价。至此作者断言 敏感性不同期胞系交替选育 ，不仅可大幅度提高 

MEV增殖效价，也可望选育出超高增殖率的FPLV CPV和RPV株。 

本研究为大幅度提高细小病毒增殖率开辟了新的选育途径，为高效价细小病毒组织 

培养液的大批量培养提供了新方法。本研究新选育的SMEV Ⅲ 。株已在疫苗生产和 基 础 

研究中得到广泛应用，且产生了巨大的社会效益和经济效益。 

本论文承蒙兽医大学殷震教授和吉林农业大学王树志教授指导，谨此致谢 
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Selection of Super Reproductive Parvovirus Strains for 

Vaccine Preparation by Alternate Cultivation in Cell 

Lines with Very Different Susceptibiilty 

Zhang De-ll 

(Eco,omie Animal Virology and ImmunMogy Laboratory．Military Veterinary 

Science Institere i Beiii M iIitdrY Ar 口 of PLA．Bei『i ￡ l000 1) 

This study／aas succeeded in selecting two strains(SIB，SI B)of MEV with 

reproductive titre up to HA8192 一 32768 or TCID50 Logl 0。‘ ‘l。” from 6 stra— 

ins of M EV with the titre 2 一64 by alternate cultivation of 22 passages in 

two feline kidney cell(FKC)lines of susceptibility FBl strain and ineuscep— 

tihility C。I strain ever reported US yet
．
The systematic tests proved that 

SMEVle，3d strains selected at present by alternative cultivation e1"e super 

reproductive wit]l powerful and extensive immunogenieity and stable in 

character． 

Key W 0rds| Mink enteritis virns Alternate cultivation Parvovirus 

Super reproductive 
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