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不同环境条件下的交替选育作用 [1  6 ]虽已有成
功的应用, 但在恶劣环境下筛选后再回归到同类优
越环境下培育, 并反复循环选育的优良生物品种,
特别是选育强毒高免疫原性的超高增殖病毒株, 经
体内外环境交替培育获得高变异率肿瘤细胞系并
实现异类肿瘤在体实验转化的现象,尚未见报道。
我们在进行水貂肠炎细小病毒( MEV)灭活疫苗

研制中,偶然利用敏感与钝感猫肾细胞系交替选育
MEV获得超高增殖率毒株 [7  10];在将鸭乙型肝炎病
毒( DHBV)正义与反义重组质粒经脂质体包被后转
染痘苗病毒感染的人类143细胞系时,无论大大推迟
或提前接种重组质粒均收到了良好的转染效果,获
得重组病毒蚀斑并使之得以纯化。这一远离最适时
机转染的技术策略不同于传统观点:在143细胞培养
感染痘苗病毒以在特定时间转染重组质粒为宜;而
我们在进行细胞系致癌毒理学安全性评价时 [11  21],
意外发现与体外培养相比,动物与人类肿瘤细胞系
高变异率株均可在裸鼠体内成功地快速选育,进而
证实可发育为极高变异率的恶性横纹肌样瘤
( MRT) ,发现并确认了这种异类肿瘤的在体实验转
化现象,并从比较医学角度初步澄清了 MRT的组织
细胞起源。这是因裸鼠具有轻微体液免疫机能和自
然杀伤细胞活性 [22]而去劣存优定向培育的结果。这
一动物病毒细胞系体外培养体系规律后来在不同实
验体系的基因与染色体水平分别得到验证,特别是
在人类病毒细胞系体外培养体系以及动物或人类肿
瘤细胞系裸鼠体内成瘤体系得到实际应用,还分别
提供了基因和染色体水平的遗传证据。
据此, 我们提出了这种优劣环境交替性生物循

环选育作用的理论与技术体系和相关机制假说。它
正是联系我们自己在不同时期取得相关成果的纽
带与桥梁,具有广泛的科学指导意义。同时,本文详
细介绍了水貂细小病毒疫苗研制和细胞系致癌毒
理研究成果, 重点阐述了高效水貂细小病毒疫苗研
制、痘苗病毒重组质粒转染技术创新、细胞系致癌
毒理学安全性评价、异类肿瘤在体实验转化现象确
立与 MRT起源之谜初步揭示等创新内容。

一、病毒疫苗制备用细胞系染色体组型
分析与致癌安全性评价和横纹肌样瘤起源

1. 国内外发展现状
制备疫苗所用传代细胞系( CCL)的致癌毒理是

关系到疫苗安全和人畜生命健康的关键问题之一
[23  29]。制苗用人二倍体细胞系( HDC)的安全性检定
国外已有标准, 而 CCL能否安全用于病毒活疫苗制
备已争议了 44年, 用于制造与检验的专门规程仍
未正式出台, 致癌安全性检定尚无标准。制苗用细
胞系应无传染因子污染、应符合细胞遗传学要求,
尤其应缺乏致癌/ 致瘤性, 这已基本为国际同行所
公认。为解决犬五联和猫三联疫苗报批国家生产文
号所必须解决的这一首要关键问题 [30  48], 为我国制
苗用 CCL的致癌安全性检定规程的制定提供科学
依据, 特进行了该项毒理实验。本研究是我国生物
制品领域, 特别是兽医生物制品研制方面亟待解决
的空白点,也是难点。

弄清恶性横纹肌样瘤 ( MRT) 的组织细胞起源
是进行诊断和攻克防治问题的基础。1978年首例
MRT发现于肾脏。近 10年来, 在女性生殖道出现
MRT病例发生的报道。自 1978年首例报道以来,有
关 MRT的报道逐年增多。业已研究发现, MRT广泛
存在于不同年龄和性别的人体多种组织器官中, 并
有同时发现于不同组织器官或与其它恶性肿瘤并
存的病例报道。肾内外MRT的临床特征和病变特点
基本一致, 主要是侵袭力极强、恶性程度很高、生长
迅速、成瘤巨大、易经血路扩散转移、对多药物综合
疗法有抗性, 只能采取切除疗法并配合化疗和放疗
延长生命, 且预后极差、死亡率极高。但迄今为止,
所发现的 MRT均难以复制成功, MRT的起源问题
仍是医学上尚未解决的难题 [49  75]。目前尚无关于高
变异率染色体核型和 MRT关系的研究报道。

2. 创新点与科学论述
在建立国内首家犬、猫、猴、鼠传代细胞种子库

与工作库基础上, 我们对研制生产犬五联和猫三联
病毒活疫苗所用 7种动物肾细胞系 ( F- 81, CRFK,
MDCK, Vero, Vero- 2, MA- 104, BHK- 21)在 700余
只裸鼠上进行了致癌 (瘤) 试验, 并完成染色体变异
率、克隆形成率、细胞凝集性与肿瘤形成的相关性
研究,取得以下创新性成果。

( 1) 恶性横纹肌样瘤 ( MRT) 的起源研究取得突
破。研究发现将高变异率细胞系移植于裸鼠皮下多
呈 MRT细胞形态生长, 这是 MRT在模型动物体内
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的首次发现和成功复制。它使阐明 MRT的起源问题
成为可能。同时, 从比较医学角度发现并证实了
MRT的肾上皮起源, 子宫颈上皮可能是 MRT的起
源组织之一。

( 2) 对 MRT病因 (高变异率细胞染色体核型)、
产生条件、生长规律、临床特点进行了开创性研究,
对建立 MRT裸鼠模型进行了有效探索。从染色体遗
传变异角度初步阐明了 MRT的发生、发展规律, 初
步筛选出可致 MRT的 BHK- 21、Vero和 Hela细胞
株以及可产生 MRT的裸鼠实验模型,并掌握了高变
异率细胞系皮下接种裸鼠产生 MRT的实验条件。

( 3) 发现异类肿瘤在体内实验转化现象。高变
异率上皮细胞系移植于裸鼠皮下, 可在体内快速选
育出更高变异率的细胞系, 并可发育为 MRT。肿瘤
细胞系高变异率株可在裸鼠体内快速选育成功, 瘤
体细胞染色体数目变异显著加快, 染色体条数明显
增加。

( 4) 筛选出无致癌/ 致瘤、无传染因子、符合遗
传学要求的细胞系 ( F- 81, CRFK, Vero, Vero- 2) 及
极低致癌性的几株 MDCK犬肾细胞系用于制苗, 建
立了国内首家犬五联疫苗制备用犬、猫、猴、鼠传代
细胞种子库与工作库。

( 5) 发现 BHK- 21细胞系不论核型如何, 始终
具有强致癌性, 不能用作病毒活疫苗培养基质。筛
选出替代致癌性 BHK- 21细胞培养狂犬病弱毒疫
苗的多株 Vero细胞系和 JC株 Vero- 2细胞系。

( 6) 发现 MDCK细胞系不论核型如何, 始终具
有致癌性, 至少具极低致癌性, 即实际上并不存在
非致癌性的 MDCK株细胞系。这有可能打破学术界
长期以来认为存在非致癌性 MDCK细胞系的观点,
从而对有关生物制品和基因工程产品的安全性提
出新的要求和标准。

( 7) 证实冻融裂解细胞系的致癌性相应降低,
非致癌性细胞系不会因冻融裂解而增加致癌性。发
现 MDCK细胞系冻融裂解物不致癌, 降低制苗毒液
中细胞系基因含量, 完全可以将亚二倍体 MDCK细
胞系用于犬五联苗生产。

( 8) 发现猫肾细胞系为亚二倍体核型, 不具致
癌性, CRFK猫肾细胞系 M株、F- 81猫肾细胞系 JA
株与 KA株可安全用于制苗; 发现 Vero- 2和 MA-
104猴肾细胞系无致癌性, Vero- 2细胞 JC株为亚
二倍体核型,可用作病毒活疫苗培养基质。

( 9) 发现高变异率 Vero非洲绿猴肾细胞系 JA
株与 KA株具有强致癌性, 不能用作病毒活疫苗培
养基质, 但可用作恶性肿瘤阳性对照细胞; 这充分
证实亚二倍体 Vero细胞 YB, JC, M和 JB无致癌性,
可用作病毒活疫苗培养基质。

( 10) 特别是得到了一些 100%成瘤和 100%不
成瘤的细胞株, 并从中探讨了与染色体组型的关
系。这对于肿瘤的发病机理及实验治疗, 都是非常
好的模型,一些细胞系(致 MRT的细胞株)不仅成瘤
而且还转移, 从而建立了很好的肿瘤遗传生物学特
性的实验模型。

( 11) 发现犬、猫、猴、鼠肾细胞系的染色体变异
率、软琼脂中克隆形成率、在植物凝集素作用下的
凝集性和在裸鼠体内形成癌肿的潜力之间具有相
关性。这为细胞系的致癌性检定提供了科学、简易、

经济的手段。
( 12)通过对 7种动物肾细胞系进行的大量系统

的致癌毒理实验, 揭示了遗传变异率与致癌/ 致瘤
性的关系, 为选择病毒活疫苗培养基质的细胞系和
国家审批细胞制剂提供了科学依据, 为生物制品生
产安全性检定提出了指标。

( 13)发现犬、猫、猴、鼠肾细胞系染色体遗传特
征决定致瘤性质并具有种属特异性, 细胞染色体数
目变异大小和致癌/ 致瘤性强弱相关, 染色体结构
畸变率特别高可能会增加致癌性。鉴于此, 不同生
物制品研制单位必须建立自己强大的传代细胞库,
并须经检定合格方可启用。
我们选择了一些源于美国典型培养物保藏中

心 ( ATCC) 权威认定的起源清楚的肾上皮传代细胞
系 (引自国内外 10多个单位的 30多株 7种动物细
胞系) , 已在生物医药及其产业广泛应用, 因而本研
究实际上是对现代生物制品和生物技术产品制备
用传代细胞系的大规模系统深入的致癌安全性评
价研究, 特别是经反复多次实验证明高变异率
BHK- 21、Vero或 Hela细胞系移植于裸鼠皮下多呈
MRT细胞形态生长或致 MRT样恶性肿瘤, 揭示了
肾上皮是 MRT的重要起源组织,人类子宫颈上皮可
能是 MRT的起源组织之一, 从而使阐明 MRT的起
源问题成为可能。用起源清楚的细胞系导致 MRT,
自然得出起源的结论, 这一思路简捷的技术路线具
有原始创新性,为 MRT肿瘤起源研究独辟蹊径。
光镜下 MRT瘤细胞的特征为胞浆丰富、嗜酸

性, 核周常有界限相对清楚的淡染区域。在实验肿
瘤的诊断上, 根据 MRT的典型镜下特征, 在国际上
首次采用高变异率的染色体遗传本质和皮下接种
裸鼠产生恶性程度极高的肿瘤临床特征相结合的
方法, 并以大量模型动物的实验结果为依据, 使诊
断结果具有较高的先进性。2002年 12月,澳大利亚
Shannon等 [ 76]在! 成人横纹肌样肾细胞癌∀ 一文中认
为, 成人横纹肌样肾细胞癌在某些情况下来源于常
规肾瘤细胞, 这应当被看作肾细胞癌在临床上的一
种重要形式, 不同于但类似于肉瘤变化 ( sarcomatoid
change)。这对我们横纹肌样瘤的肾上皮起源是有力
的佐证,同时又不排斥其他可能的起源。
我们有关 MRT起源的研究成果有助于 MRT的

实验诊断并能指导对这一高恶性、高死亡率、暂无
良策予以根治的肿瘤的临床防治, 因而具有潜在的
社会效益和经济效益。

3. 科学价值和应用前景
本课题立项解决重要实际问题, 对人类医学和

兽医学具有同等的重要作用。
对起源不明的恶性横纹肌样瘤 ( MRT) , 采用来

源清楚的肾上皮细胞系 [国际典型培养物保藏中心
( ATCC) 提供] 皮下接种裸鼠, 不仅在模型动物体内
发现产生了 MRT(种植瘤而不是诱发瘤, 移植细胞
系原种动物染色体核型而不是裸鼠核型) , 而且反
复复制均取得成功。MRT在模型动物体内的首次发
现和成功复制, 使阐明其起源问题成为可能。我们
从染色体遗传变异角度初步阐明了 MRT的发生、发
展规律,从比较医学角度揭示了 MRT的组织细胞起
源。对肿瘤学而言, 揭示遗传变异率与致癌 (瘤) 的
关系, 建立 MRT裸鼠模型的新思路,不仅对 MRT本
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身的深入研究, 而且对肿瘤防治、发生机理与遗传
生物学特性的研究,均具有重要指导意义。
建立了国内首家犬五联、猫三联疫苗制备用的

无传染因子污染、符合细胞遗传学要求、没有致癌/
致瘤性的传代细胞种子库与工作库, 解决了犬五联
和猫三联疫苗安全制备和报批国家生产文号所必
须解决的关键问题, 以及传代细胞致癌毒理实验的
难题, 为选择病毒活疫苗培养基质的细胞系和国家
审批细胞制剂提供了科学依据, 为生物制品生产安
全性检定提出了新指标。有关新发现为国际生物制
品和基因工程产品的安全性检定提出了新的要求
和标准。制备犬五联活病毒疫苗的细胞系致癌毒理
实验研究结果已被国家有关部门认可 (农业部兽药
审评委员会办公室和中国兽药监察所) 并通过抽测
核实 (农业部指定的上海市肿瘤生物技术研究所) ,
疫苗批号的致癌安检已通过权威部门审核 (农业部
兽药审评委员会办公室)。
本项目既是基础理论研究, 又是生物制品应用

研究。应用筛出的传代细胞系制备了军犬五联疫苗
及利用免疫关中驴制备的犬猫用浓缩精制抗多病
IgG,已在全国广泛推广应用,产生了显著的社会、经
济效益。为犬科动物养殖业的发展, 为保护猫科动
物大熊猫、虎和雪豹等珍稀资源, 提供了有力的疫
病防治技术保障,同时还拓宽了关中驴的用途。

4. 存在的问题与后续研究方向
( 1) 就制苗用细胞系致癌毒理研究而言, 在基

因型上再多做一些工作, 可能会更有理论深度。此
外, 可根据目前的结果, 对应用于牲畜方面的疫苗
进行跟踪性或回顾性观察, 以探讨用致瘤细胞株生
产的疫苗可能带来的实际危害, 中国农大动物医学
院病理学教授佘锐萍对此就有切实的体会。

( 2)我们有关 MRT起源研究成果突破了长期以
来该研究领域的停滞状态, 如能进一步系统克隆出
几乎可以致MRT产生高变异率 BHK- 21、Vero、Hela
或其它起源清楚的细胞株,并建立起良好的 MRT裸
鼠或其它无菌实验动物模型,对应用于 MRT的临床
诊断、治疗和预防, 特别是对 MRT细胞株的基因组
序列的研究和鉴定以及对瘤苗和恶性肿瘤基因的
治疗研究, 必将开辟出新的交叉学科研究领域, 对
恶性肿瘤的诊断和防治做出重要贡献。

二、水貂细小病毒超高增殖的
交替选育和灭活疫苗的研制与应用

1. 国内外发展现状
20世纪 80年代初我国水貂养殖业就出现了集

约化、规模化的发展趋势, 1987年全国已有种兽 500
多万只, 每年可提供出口高档裘皮用貂皮 1 000多
万张。但水貂病毒性肠炎 ( MVE)、犬瘟热和阿留申
病这三大疫病困扰着水貂养殖业的发展。MVE系由
水貂肠炎细小病毒 ( MEV) 所引起的急性、烈性、高
度接触性传染病, 其发病率和死亡率可高达 60% ~
90%以上。多年来 MVE广泛流行于世界各养貂业发
达国家。由于经常从国外引进种貂而将貂病输入,
80年代以来水貂病毒性肠炎在养貂业密集地区不
断暴发、流行,造成了巨大的经济损失。我国 1984年
虽然研制出MVE同源脏器灭活疫苗,但因水貂价格
昂贵, 只能在取皮期或用淘汰貂来生产脏器苗, 而

不能常年生产疫苗。水貂同源脏器苗应用福尔马林
作为灭活剂, 虽然能够灭活 MEV, 但为了保持病毒
抗原的高效性, 所用福尔马林的浓度比较低, 对
ADV和传染性水貂脑病类病毒, 很难达到彻底灭活
的目的。我国阿留申病病毒 ( ADV) 的污染率很高,
若制苗用水貂带有 ADV或传染性水貂脑病类病毒,
这些病毒将会因灭活不完全而由接种疫苗散播, 造
成严重后果。由于水貂价格昂贵, 疫场往往采用现
地死亡水貂的脏器制作疫苗进行紧急预防接种, 更
易造成广泛的 ADV污染。研制水貂病毒性肠炎细胞
培养灭活疫苗在当时已成迫切需要。
国外早有猫肾原代细胞( FKC)培养的 MEV 弱

毒疫苗及其多联疫苗。弱毒疫苗比相应灭活疫苗的
免疫期要长。然而,有的 MEV 弱毒疫苗接种水貂后
数天内排毒,用弱毒疫苗配制的 MEV三联疫苗免疫
过的地方有 MVE暴发的报道,一些养貂业发达国家
有 MVE蔓延的趋势,这可能与弱毒疫苗返祖有关。
国外用 FKC培养 MEV灭活疫苗,并未传入我国,但
从有限文献报道看其免疫指标明显比本疫苗的低。
与原代细胞和二倍体细胞相比, 使用传代细胞

库可保障安全有效疫苗的标准化、低成本和大规模
生产, 特别是能避免细胞来源动物病毒的污染与传
播。疫苗制备用细胞系染色体组型分析与致癌毒理
实验研究是安全有效疫苗研制与安全性评价标准
制定的基础问题。尚未发现国内外有关猫肾细胞系
的致癌毒理研究。

2. 创新点与科学论述
基因工程疫苗前景美好, 然而迄今只有乙型肝

炎苗得到实际应用, 其它疫病目前还是实际依靠安
全有效的致弱病毒活疫苗和/ 或灭活疫苗进行免疫
预防。的确,在水貂病毒性肠炎免疫预防方面,目前
主要还是依靠细胞培养灭活疫苗。创新点如下。( 1)
在国内首次研制成功水貂病毒性肠炎 ( MVE) 细胞
培养灭活疫苗, 能大批量常年生产应用, 具速效、高
效和长效等特点。( 2) 敏感性差异极显著细胞系交
替选育获得超高增殖率 MEV 株, 为最佳制苗用毒
株,提出了有关机制的假说。( 3)从疫场病貂新排出
的肉眼观为粉红色肠粘膜圆柱病料中, 直接分离鉴
定并获得高增殖率MEV株,为最佳制苗用与攻击用
的强毒株。( 4)建立了 MEV组织培养与灭活的最适
方法及高效价无血清 MEV抗原大批量生产和检验
的最新工艺, 研制成功 MVE特异性快速诊断盒和
MEV疫苗质量快速检验盒。( 5) 实验表明 F- 81和
CRFK猫肾细胞系为亚二倍体核型, 无致癌性, 可安
全用于疫苗生产。
已发现细小病毒超高增殖的交替选育规律, 并

在不同实验体系的基因与染色体水平得到验证。
水貂病毒性肠炎疫场的典型发病貂, 排出的新

鲜粉红色肠粘膜圆柱病料中, 直接用 F81株猫肾细
胞系分离鉴定, 可获得高增殖率 MEV株( L12) , 为最
佳制苗用与攻击用MEV强毒株。这是该疫苗研制成
功后深入疫区貂场的独特收获。这种肠粘膜圆柱病
料不是常规套管, 本项目主持人在现场只见到两
例。这与已有文献报道排除肠粘膜套管明显不同,
教科书上只有可排除肠粘膜套管的记载。迄今未见
文献资料报道水貂病毒性肠炎典型发病貂排出肠
粘膜圆柱。
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在国内首次研制成功 MVE细胞培养灭活疫苗,
已将其与水貂犬瘟热鸡胚系或绿猴肾细胞培养弱
毒疫苗和肉毒梭菌类毒素首次配制成联合疫苗在
国内使用。为该疫苗的研制和批量生产找到了一种
比氢氧化铝胶理想、经济、效能更佳的新佐剂    
矿物油。本研究用自己分离选育的毒株在猫肾细胞
系上培养增殖, 按自己筛选的最佳条件灭活后制备
疫苗。国内后来普遍生产使用或报道的 MVE细胞培
养灭活疫苗, 实际都采用了我们公开发表的技术资
料或种毒。
通过系统实验证明 HA 是检测水貂肠炎病毒组

织培养液中病毒含量及毒力的可靠指标, 肠鼠、家
兔或水貂接种疫苗后 11~ 40天的血清HI抗体水平
是检定水貂病毒性肠炎疫苗 (矿油苗和铝胶苗) 对
水貂的体液免疫效力和免疫保护率的可靠指标, 并
确定制苗用 MEV 液的效价达 HA 64# 或 TCID 50

log 107. 6, 疫苗免疫水貂、豚鼠、家兔血清HI抗体效价
达 32 #, 作为病毒含量和疫苗效力检验的合格标准,
这就为大批量生产水貂病毒性肠炎细胞苗提供了
经济、简便、可靠的质量检定新手段;
过去我国以 !水貂肠炎病毒福尔马林灭活脏器

抗原∀ 作为标准诊断液在野外现场进行水貂病毒性
肠炎特异性血凝( HA)  血凝抑制( HI)试验诊断。本
研究于 1986年首次发现了水貂肠炎病毒经过福尔
马林灭活后血凝( HA)性消失。这一事实说明, !水貂
肠炎病毒福尔马林灭活脏器抗原∀ 中的病毒实际上
并没有被灭活, 这个发现修正了我国原来使用的水
貂病毒性肠炎特异性HA  HI试验规程, 并缩小了
其使用范围, 结束了我国以HA  HI试验在野外貂
场进行水貂病毒性肠炎诊断的历史, 避免了后来的
野外现场诊断时散毒的严重危险性。

3. 科学价值与应用前景
该疫苗于 1998年 11月和 1999年 12月先后获

得国家二类新药证书, 能大批量地常年生产应用。
所用 F- 81猫肾细胞系已通过中国科学院上海细
胞生物所的无致癌性鉴定。实验室和临床试验结果
证明, MEV细胞苗接种貂、貉、狐、犬、猫等珍贵动物
后无任何不良反应, 消除了水貂病毒性肠炎同源组
织灭活疫苗中易于潜在水貂阿留申病毒( ADV)和传
染性水貂脑病类病毒的严重危险性等一系列缺点,
且作为无血清灭活苗接种动物后不发生" 再次注射
血清病"。疫苗免疫效力和量效关系试验结果证明,
MEV细胞苗的免疫效力极强, 可与强毒感染貂的免
疫水平相比。貂、猫、犬、浣熊细小病毒在抗原结构、
理化特性、血清学反应、遗传性、致病性、免疫性等
方面高度相似。本试验证明安全高效的 MEV矿油苗
和铝胶苗可有效地用于其它珍稀动物(如貉、狐、军
警犬、灵猫、波氏猫、狮、虎、豹、熊猫等)细小病毒性
肠炎的免疫预防和紧急控制。
该研究各项技术指标齐全, 疫苗各项质量和经

济技术指标居国际同类产品先进水平。该疫苗免疫
产生期 3天,免疫期和保存期均在 9个月以上,免疫
保护率 100% , 作为产品苗的制备可将高效价抗原
稀释使用。一般无需制备 MEV高免血清用于紧急治
疗, 接种免疫产生期为 3~ 7天的特制高效疫苗即
可。而在 1986年秋末该疫苗最初研制成功时,国内
一致认为疫苗只有预防作用, 无治疗作用。虽然当

时不能明确指出该疫苗的治疗作用, 但本研究项目
在当时发表文章时仍设法记录该疫苗治疗作用 (注
释: 实际上, 接种疫苗后 3天快速产生免疫力, 从生
物制品免疫专业角度严格地讲是被动免疫保护作
用)的实际数据。90年代后,特别是现在!治疗性疫
苗∀ 与预防性疫苗一样已被普遍接受, 尽管机制不
同。无论如何, 这一具有防治双重作用的高效细小
病毒灭活疫苗的广泛临床应用, 对严重威胁养貂业
的急性病毒性肠炎起到了很好的控制作用。而一般
认为灭活疫苗的缺点就是免疫力较差, 抗原需浓缩
使用。
在我国毛皮动物养殖业发展受到 MVE毁灭性

打击的危急时刻, 该疫苗应运而生并迅速广泛应
用, 16年来产销单位获纯利润 2 240万元,创造直接
经济效益 4 480万元, 间接经济效益 36. 05亿元, 可
增收节支外汇 4. 574亿美元。这在我国兽医新疫苗
发展史上是不多见的。该疫苗安全可靠、效果确实,
既可用于发生疫情时假定健康貂的紧急预防接种,
又可接种隐性感染貂和发病水貂以达到治疗病毒
性肠炎的目的。该疫苗成本十分低廉(技术含量高、
生产工艺先进) , 非常适于在国内广泛推广应用, 历
经长期考验仍不用更新换代, 一直 (至今) 广泛用于
控制我国水貂、貉子、狐狸等野生经济动物细小病
毒性肠炎的广泛流行, 已产生并将继续产生巨大的
社会效益和经济效益。

三、优劣环境交替性生物循环选育
的理论与技术体系的建立和实际应用

1. 细小病毒超高增殖的交替选育获得最佳制
苗用水貂肠炎病毒株

( 1) 简要说明 本研究用敏感性不同细胞系交
替选育获得了超高增殖率的水貂细小病毒株, 这是
创新性核心技术之一。细小病毒( PV)性肠炎是对珍
贵动物养殖业危害和威胁最大的烈性传染病。迄今
为止, 尚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( FPLV)、TCID 50高于
log 107 .0或 MEV 的 HA 高于 32 #或 CPV 的 HA 高于
4 096 #的犬细小病毒( CPV)的报道。又据 Goto( 1986)
报道, TCID50为 log 104- 6的 CPV比 MEV、FPLV的HA高
20多倍, 故 HA为 4 096 #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
是目前国际上亟待解决的重要问题 [ 77]。

( 2) 技术内容 采用钝感 C- 81株猫肾细胞系
和敏感 F- 81株猫肾细胞系交替选育 22代,从 6株
MEV(效价仅有 HA 2 #- 64 #) 中筛选出增殖滴度高
达 HA 8 192 #- 32 768 #或 TCID 50log 109. 7- 10 .3的两株
MEV( S 18株, S36株) , 美国株 MEV标准毒的 HA 效价
也由 8 #提高到 2 048 #,流程示意图见图 1。病毒在钝
感 C- 81株猫肾细胞系上正常连传 5代后不再增殖
(滴度逐代下降直至最低) , 此时实施强迫感染传代
(即每次盲目传代的同时接种收获有效价的上一代
病毒细胞培养物) , 这样传 3代后也不再增殖 (滴度
逐代下降直至最低)。经这样严格选育的增殖滴度
接近阴性的 C- 81株猫肾细胞系培养病毒物, 再接
种于敏感 F- 81株猫肾细胞系传代培养。据 S 18株、
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S 36株、美国株 MEV经 C- 81株细胞严格筛选后回
归于 F- 81株细胞连传 7代的 HA 效价, 按照配对
资料 t检验, S 18株较 S 36株 MEV的增殖能力强 ( P
< 0. 01) , S 36株较美国株 MEV 的增殖能力强 ( P
< 0. 01)。系统试验证明, 新选育的 S 18株和 S 36株
MEV的增殖率超高、免疫原性异常强、免疫谱广、生
物学性状稳定, S 18株 MEV是最佳制苗用强毒株。6
年来, 以新选育的 S 18株和 S36株 MEV为种毒, 用大
立瓶旋转单层培养法批量生产了约 600万份灭活疫
苗, 病毒增殖滴度一直保持在 HA64 #- 4 096 #或
TCID 50log 107 .6- 9 .4, 一般稳定在 HA 256 #- 1 024# 或
TCID50log 108 .2- 8 .8, 此滴度大大超过了国内外文献所载
组织培养 MEV的最高效价 HA32 #或 TCID50log107 .0。
根据本研究结果, 笔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 MEV株的机制是:
∃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; %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; &病毒在敏感性较差
的细胞株中选育初期, 去劣存优, 定向驯化作用比
较明显; ∋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; (经敏感性较差的细胞株或钝感细胞株严格选
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) 增殖滴度出现跳跃上
升; )经钝感细胞株选育若干代的病毒, 冻存较长
时间 (如本试验冻存 16~ 17个月) 而使其生活能力
下降后, 再回归于敏感细胞株上选育, 则增殖滴度
上升幅度趋于平缓。此假说有待进一步证实。
国内外研究结果证明, MEV、FPLV、CPV和浣熊

细小病毒 ( RPV) 在抗原结构、理化特性、血清学反
应、遗传性、致病性、免疫性等方面高度相似。根据
有关文献资料推断, MEV、CPV和 RPV均可能是
FPLV的突变株, 且 MEV和 CPV 可能是在集约化
貂、犬养殖业发展的情况下, 由于广泛使用的 FPLV
弱毒疫苗经机体自然传代后变异而来的。笔者优选
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。因此,敏感性差异极显著的细胞系交替
选育, 不仅可大幅度提高 MEV增殖滴度, 也可望选
育出超高增殖率的 FPLV、CPV和 RPV株。
本研究新选育的 S 18株与 S 36株MEV已在灭活

疫苗生产和基础研究中得到广泛应用, 产生了极大
的社会、经济效益及巨额利润。于病毒微量 TCID50滴
定研究时还发现, 将通过 C18株和 F- 81株细胞交替
选育 23代的 S18株、S36株和美国株 MEV的混合毒按
高倍稀释度 (如 10- 8) 接种于 F- 81株细胞培养时,
单层细胞病变 ( CPE) 很不明显, 但收获毒效价却达
HA8X以上。可见, MEV经交替培育可能加快了致弱
进程,从而为弱毒疫苗的选育成功奠定了基础。
敏感与钝感猫肾细胞系交替选育出了超高增

殖率 MEV株, 新选育的 S18株 MEV是最佳制苗用毒
株; 敏感性不同的细胞系的交替选育, 对提高猫泛
白细胞减少症病毒 ( FPLV)、犬细小病毒( CPV) 和浣

熊细小病毒( RPV) 等存在高度抗原交叉性和基因同
源性的同一血清型细小病毒的增殖效价有显著效
果; 本试验规律的机制很可能与生物学自然选择规
律相一致, 可谓自然选择学说的又一佐证。我们的
最新发现为大幅度提高细小病毒增殖率开辟了新
的选育途径,为大批量生产高效价的 MEV细胞培养
液提供了新方法, 为高效的细小病毒组织培养疫苗
的研制成功奠定了坚实基础。
总之,我们采用对MEV敏感性显著不同的两株

猫肾细胞系交替选育的手段,从 6株 MEV中筛选出
增殖率超高、免疫原性好、免疫原性广、生物学性状
稳定的两株( S 18, S 36) MEV作为最适制苗用种毒,疫
苗病毒含量大大超出了文献所载国外同类产品的
水平。这项研究为高增殖率细小病毒株的选育开辟
了新的途径, 为高效价水貂肠炎病毒液的大批量培
养提供了新方法, 使得制备细胞灭活苗用细小病毒
抗原的生产成本降低了数十倍乃至百倍, 从而研制
出了免疫保护率达 100%的高效疫苗, 并能大批量
生产。该成果所获 MEV毒株已经被国内研究人员应
用于相关基础理论研究。

2. 此病毒水平规律已在不同实验体系基因与
染色体水平上分别得到验证
在病毒选育的手段上, 采用敏感性不同的细胞

系交替培育的方法, 经 22代从 6株 MEV(HA2 #-
64 #) 中筛选出了增殖滴度为 HA8 192 #- 32 768 #或
TCID50log 109 .7- 10 .3的两株 MEV( S 18, S 36) , 从而为高增
殖率 MEV的选育开辟了新途径。病毒在钝感 C81株
猫肾细胞系上正常连传 5代后不再增殖 (滴度逐代
下降直至最低) , 此时实施强迫感染传代 (即每次盲
目传代的同时接种收获有效价的上一代病毒细胞
培养物) , 这样传 3代后也不再增殖 (滴度逐代下降
直至最低)。此外,我们用 MDCK株犬肾细胞系完全
代替 C81株猫肾细胞系传代培养 MEV也取得了一
致的结果。经这样严格选育的增殖滴度接近阴性的
C81株猫肾细胞系培养病毒物, 再接种于敏感 F-
81株猫肾细胞系传代培养。发现敏感性差异极显著
细胞系交替选育可大幅度地提高水貂肠炎病毒
( MEV) 增殖率, 从而选育出最佳制苗用毒株, 最终
获得了病毒含量大大超出文献记载的国外同类产
品的水平, 使疫苗的免疫保护率达到了 100%。∗细
小病毒超高增殖的交替选育+ 论文提出了有关该机
制的假说。据此假说, 1992~ 1993年本项目主持人
在病毒基因工程国家重点实验室对痘苗病毒重组
质粒转染技术的探索性研究取得良好结果, 首次简
化了基因转染技术。一般认为在 143细胞培养感染
痘苗病毒后的特定时间转染重组质粒为宜; 而本项
目主持人则逆向思维, 实验中无论大大推迟或提前
接种重组质粒均收到了良好的转染效果, 这一远离
最适时机转染的成功机制可能同上。这不仅打破了
传统方法, 而且在技术上使后来者居上。又据此假
说, 1997~ 1998年本项目主持人在第四军医大学发
现肿瘤细胞系高变异率株可在裸鼠体内快速选育
成功, 这无意中成为恶性横纹肌样瘤裸鼠实验模型
初步建立的关键技术基础之一。裸鼠虽缺失细胞免
疫机能, 但作为活体动物仍具有轻微体液免疫机能
或天然抵抗力。高代次细胞系在裸鼠体内成瘤后,
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图 1 S 18株和 S 36株 MEV 在敏感性差异极显著的
F- 81株和 C- 81株猫肾细胞系( FKC)上

交替选育的流程示意图

发现瘤体细胞染色体数目变异大大加快, 与体外培
养相比, 在裸鼠体内快速选育成功了肿瘤细胞系高
变异率株。这可能是因为! 优胜劣汰∀作用导致染色
体数目变异较小的细胞在裸鼠体内增殖处于劣势
或被淘汰, 相反染色体数目变异较大的细胞在裸鼠
体内增殖处于优势而明显增多的缘故, 而细胞染色
体遗传特征则决定着致瘤性质。简言之, 本项目主
持人后来筛选出高变异率上皮细胞系移植于裸鼠
皮下, 进而在体内环境下快速选育出更高变异率细
胞系, 从而发现肿瘤细胞系高变异率株可在裸鼠体
内快速选育成功, 进而证实可发育为恶性横纹肌样
瘤( MRT ) ,确立了这种异类肿瘤的在体实验转化现
象。这一病毒水平规律后来又在不同实验体系基因
与染色体水平上分别得到了验证。因此, 这种优劣
环境交替性生物循环的选育机制与方法正是联系
细小病毒疫苗、重组质粒转染、细胞系统癌毒理、异
类肿瘤在体实验转化与横纹肌样瘤起源之迷的纽
带与桥梁,具有广泛的科学指导和实用意义。

3. 优劣环境交替性生物循环选育的理论与技
术体系的初步建立和实际应用

( 1) 理论体系 在历经逆境筛选培育后, 由于
去劣存优、定向培育自然选择规律的作用, 生物群
体的整体遗传基础与表观性状可发生根本转变, 成
为潜在优势群体, 再回归优厚环境继续选育, 逐渐
会表现出明显的目标遗传性状。

( 2) 技术体系 要求逆境选育完全彻底, 反复
回归优厚环境复壮, 实现优劣环境交替性生物循
环, 可选育出具有优势目标遗传性状的生物或组织
细胞群体。适用于病毒或细胞群体等复制增殖能力
强的生物细胞选育, 有客观准确的检测指标, 甚至
有基因或染色体遗传指标。

( 3) 实际应用 ∃利用敏感与钝感细胞系交替
选育获得超高增殖率细小病毒株, 研制成功高效水
貂肠炎灭活疫苗, 生产应用了 17年不曾更新换代,
控制了全国疫病的广泛流行, 已产生并将继续产生
明显的社会经济效益。%在将重组质粒转染痘苗病

毒感染人类 143细胞系时, 无论大大推迟或提前接
种重组质粒, 即远离最适时机转染, 均收到了良好
的转染效果, 获得重组病毒蚀斑并使之得以纯化。
此方法被他人实际采用, 证明行之有效。& 在进行
细胞系致癌毒理学的安全性评价时, 发现与体外培
养相比, 动物与人类肿瘤细胞系高变异率株均可在
裸鼠体内快速选育成功, 瘤体细胞染色体数目变异
显著加快, 染色体数目明显增加, 进而证实可发育
为极高变异率的 MRT , 确立了这种异类肿瘤的在
体实验转化现象。这是裸鼠具有轻微体液免疫机能
和自然杀伤细胞活性而去劣存优定向培育的结
果。∋上述细胞系致癌毒理学的安全性评价研究结
果, 验证了检测永生性传代细胞系可能具有的轻微
致癌性的巨大难度。使我们深刻认识到需要培育比
裸鼠更灵敏的癌症监测实验动物模型, 或严格控制
实验条件、加大细胞系接种数量, 延长实验裸鼠观
测时间。只有这样, 轻微致癌性才可能通过动物体
内选育作用而最终显现, 取得深入细致的科学观察
结果。(发现 MDCK 细胞系不论核型如何,至少具
极低致癌性,即实际上并不存在非致癌性的 MDCK
株细胞系。这有可能打破学术界长期以来认为的存
在非致癌性 MDCK 细胞系的观点, 从而对有关生
物制品和基因工程产品的安全性提出新的要求和
标准。筛出无致癌 (瘤) 性的几株细胞系 ( F- 81,
CRFK , Vero, Vero- 2) , 发现高变异率 Vero 细胞
有强致癌性; 不论核型如何, BHK- 21亦具有强致
癌性。)得到 100%成瘤和 100%不成瘤的细胞株
并探讨了与染色体核型的关系, 一些细胞株不仅成
瘤而且还转移, 初步筛出在裸鼠体内导致 MRT 的
细胞株( BHK- 21, Vero, Hela) ,掌握了高变异率细
胞系皮下接种建立 MRT 裸鼠模型的实验条件, 用
比较医学方法揭示了 MRT 的组织细胞起源。MRT
在模型动物体内的首次发现和成功复制, 为阐明其
起源提供了机会。,发现犬、猫、猴、鼠肾细胞系的
染色体遗传特征决定了致瘤性质并有种属特异性,
细胞染色体数目变异大小和致癌 (瘤) 强弱相关, 染
色体结构畸变率高可能会增加致癌性。发现犬、猫、
猴、鼠肾细胞系的染色体变异率、软琼脂克隆形成
率、植物凝集素作用下的凝集性和裸鼠体内成瘤潜
力间的相关性。−应用筛出的传代细胞系建立了细
胞库, 制备了犬五联疫苗及利用免疫关中驴制备的
犬猫用浓缩精制抗多病 IgG , 在全国 1 600多个应
用观察点大范围推广应用, 已产生显著的社会经济
效益。
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进的钻探船,正式海上活动将从 2004年开始。
IODP总的科学目的是: 地球、大洋与人类生

存。其主要科学目标如下。
( 1) 有关地壳与上地幔液体流动深度、拓展以

及与物理化学生物过程相关的问题, 搞清岩石圈与
大洋之间热和物质之间的辐射交换, 试图通过大量
的工作予以量化, 以接受未来时空的考验, 并带动
深部生物圈、天然气水合物的研究与开发。

( 2) 其最终目标是了解全球环境变化系统的动
力学并探索未来气候变化及其过程, 预测极端的与
可能的气候变化。

( 3)探讨固体地球旋回与相关地质力学问题。
要通过从地心到地幔的动力学, 以及卷流活

动、板块活动对环境与生物圈的影响, 来重建地球
系统的历史, 取得迄今从未取得的信息, 如深部上
地幔和地幔卷流的样品。为此, 用隔水管系统钻井
船达到以上许多目的是极合适与重要的, 因这条船
是全世界最新设计的第一艘多功能钻探船。附带还
能寻找深海震源带, 即所谓 ! 动力带∀ ( Dynamic

Zone) ; 对大陆断裂与沉积盆地的形成、洋底大量火
山岩聚集等问题,亦将会有重要发现。
目前, 已经有 12个国家参加了这一计划, 参加

国将有权分享获得的资料。笔者认为这是一次为我
国培养地质、航海、海上超深钻探、地球物理、现场

化验测试等高科技专门人才的大好机会, 并可为解
决开发可燃冰的难题培养人才。据了解, 目前北京
地质大学只派了 1位女专家参加, 这是远远不够
的。从长远看, 这亦是一次极好的提高我国地质大
国科技研究水平的大好机会。
第二项: 筹划开发西北太平洋我国专署经济区

海底的固体结核矿产资源。
处于西北太平洋水深 6 000米处的固体结核矿

产资源, 其矿物丰度极高。国土资源部广州海洋地
质局勘探的 15万平方公里的矿产储量,按合同我国
政府已将一半交还给了联合国, 余下的 7. 5万平方

公里是属于我国的专署经济区, 可由我国自行开
采,估计可能开采 11年,经济效益极高。目前,我国
国土资源部已经有全套海上采矿技术, 如射流反循

环法等, 中国科学院已研制了适应水深 6 000米的
无缆自治机器人, 海洋地质局还测绘了该地区的海
底地形图和矿产分布图, 我国应积极、尽快地试采
与开采,以维护我国海上权益。
射流反循环法和泵吸反循环采矿与钻井, 我国

已应用多年。若用于水深 6 000米处,要事先作一些

基础研究, 以求得深水射流与泵吸参数的规律, 进
一步加强应用。目前我国已经掌握 10多种海底耙矿
设备的设计图纸,可以自行生产应用。
第三项: 加速制定开发天然气水合物的技术方

针,积极研制有关设备,确定科学的工艺和方法。
国土资源部广州海洋地质调查局在我国南海、

东海海域,用海上 BSR法(海床模拟反射法)勘探出
储量非常丰富、面积巨大的天然气水合物资源, 这
将是我国一种非常宝贵的清洁、可替代性能源, 引
起全国的关注。中国科学院汪集 院士为首的科学
家们正在进行其基础研究。但对海上天然气水合物
(以下简称水合物) 资源的勘探与开发却不能贸然

进行, 否则可能造成水合物气体大量遗漏, 使海水
汽化, 造成海啸、海底滑坡、钻船翻倾等恶性事故。
因此, 勘探与开发可燃冰的关键是, 根据我国的实
际情况, 积极稳妥地制订勘探与开发的战略方针:
第一步, 应藉助修建青藏铁路之机, 快速勘探开发
铁路沿线永冻层里的可燃冰, 这样一能解决铁路沿
线的能源需求、积累开发经验, 二是勘探开采技术
也比较容易; 第二步, 在海边钻大位移水平定向井,
从海滨开发水合物; 第三步, 积累陆地开发经验后,
再试采海洋中的天然气水合物。!三步走∀ 即是: 陆
地永冻层  滨海钻大位移井  海洋开发天然气水
合物。!三步走∀ 的循序渐进的勘探开发方针, 既安
全又可靠。
第四项: 继续提高我国深部地球科学研究水

平,积极筹划青藏高原的科学钻探工程。
应在中国工程院赵文津院士与美国地质界合

作完成的 ! 青藏高原深部地震地球物理勘探研究成
果∀ ( INDEPTH) 的基础上, 由中国工程院、中国科学
院、国土资源部等单位牵头组成筹备组织, 与国内
外有关地球科研部门共同筹划、实施青藏高原国际
大陆科学钻探计划。
青藏高原隆起、印度板块与珠穆朗玛峰形成的

关系等等, 是世界地球科学界十分关注的重大地学
问题, 我国可考虑出面组织一次重大地球科学问题
的国际研讨会。
青藏高原科学钻探工程, 即国内外所说的 ! 地

球科学的奥林匹克∀ , 亦可由我国来组织, 吸引国内
外来投资, 甚至可以委托 ICDP(国际大陆科学钻探
计划组织,设在德国波斯坦)来出面组织。我国目前
在江苏东海施工的 CCSD大陆科学钻探工程, 就是
在该组织从选址、部分设备和管材等方面的支持下
进行的。 (责任编辑 王宏章)
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