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　　摘要：为了获得用生物反应器无血清培养基微载体悬浮培养 Ｖｅｒｏ细胞增殖传染性法氏囊病毒（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌ
ｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＩＢＤＶ）的工艺参数，通过驯化Ｖｅｒｏ细胞适应无血清微载体悬浮培养后，再优化传染性法氏囊病毒在此细
胞上的增殖工艺参数，包括初始细胞密度、微载体浓度、ＩＢＤＶ的感染复数（ＭＯＩ）、接种时间和病毒收获时间。结果表
明：获得适应无血清培养的细胞株———Ｖ０株，建立细胞库。获得３Ｌ反应器中培养Ｖ０细胞增殖ＩＢＤＶ工艺参数，其初

始接种密度为３×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ、微载体浓度为３ｇ／Ｌ、细胞培养１ｄ后按ＭＯＩ为０．２接种ＩＢＤＶ，接毒后１２０ｈ收获病毒，
可达最高病毒效价１０９．３０７ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。本研究获得的Ｖｅｒｏ细胞、ＩＢＤＶ以及各项工艺参数为后续大规模悬浮培养制备

法氏囊疫苗提供了生物材料和技术支持。
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　　鸡传染性法氏囊病（ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｂｕｒｓａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ），是由
传染性法氏囊病毒（ＩＢＤＶ）引起的鸡的一种高度接触性传染
病［１］。１９８０年以后该病传入我国并大面积暴发和持续流行，
严重影响了我国养鸡业的发展，当前对于该病采用接种疫苗

进行预防［２］。目前，国内生产 ＩＢＤＶ疫苗大部分采用鸡胚成
纤维细胞增殖病毒，在培养过程中需添加一定量胎牛血清或

小牛血清，以提供细胞生长增殖所必需的各种生长因子。随

着动物细胞无血清培养技术的不断进步，无血清培养已成为

包括疫苗在内的生物技术药物生产的总趋势［３－４］。当前国内

疫苗生产方式延用了传统的实验室滚瓶培养方式，由于每个

转瓶的细胞质量、病毒产量和滴度都不同，导致疫苗的批间差

很大。随着生物反应器的发展，大规模转瓶培养动物细胞疫

苗工艺技术向生物反应器培养动物细胞疫苗工艺技术的转变

成为必然［５－６］。本研究对从美国组织细胞标准菌种保藏中心

（ＡＴＣＣ）引进的１０％小牛血清培养的 Ｖｅｒｏ细胞进行无血清
驯化，最终获得无血清培养 Ｖｅｒｏ细胞株；在实验室小规模微
载体悬浮培养无血清 Ｖｅｒｏ细胞，并优化 ＩＢＤＶ的增殖条件，
病毒能够高效增殖且免疫原性好，为后期大规模微载体悬浮

培养无血清Ｖｅｒｏ细胞增殖ＩＢＤＶ提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　细胞和病毒
Ｖｅｒｏ细胞由国家兽用生物制品工程技术研究中心（简称

“中心”）购自 ＡＴＣＣ，以 １０％ ＦＣＳＤＭＥＭ传代培养，并建立
Ｖｅｒｏ细胞原始库；ＩＢＤＶ为中心保藏毒种。

１．２　试剂与仪器
无血清培养基：不含血清，也不含任何动物来源成分的无

血清培养基，购于ＧＩＢＣＯ公司，设计用于数种肾脏来源细胞
系的生长。笔者所在实验室通过培养基成分优化，添加适量

的生长因子使该培养基更加适合细胞生长［７］。

微载体购自ＧＥ公司。用无 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋离子的磷酸缓冲
液清洗并浸泡３ｈ后，经１２１℃高压蒸汽灭菌２５ｍｉｎ，冷却后
储于４℃密封待用。使用前用３７℃的细胞培养液清洗２遍。
３Ｌ动物细胞反应器购于荷兰 ＡｐｐｌｉｋｏｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公

司，反应器培养工作体积０．５～２．７Ｌ，具有溶氧（ＤＯ）、ｐＨ值、
温度、转速及四气（Ｎ２、Ｏ２、ＣＯ２及空气）控制系统。

１．３　Ｖｅｒｏ细胞无血清适应培养［８］

将ＡＴＣＣ引进Ｖｅｒｏ细胞，采用无血清直接适应法培养。
简述如下：Ｖｅｒｏ细胞在含１０％ 胎牛血清（ＦＣＳ）的 ＤＭＥＭ中
培养至对数生长期，用胰酶消化后，离心，用无血清培养基重

悬后计数，按照１×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ细胞量，以无血清培养基培
养，每天观察细胞形态和细胞活性，及时换液，去除死亡细胞，

最终获得无血清培养Ｖｅｒｏ细胞株Ｖ０，并冻存。
１．４　细胞接种量和微载体浓度的优化

将驯化后的 Ｖ０细胞消化后以 １×１０
５、３×１０５、５×

１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ的初始接种密度分别接种到含有１、３、５ｇ／Ｌ微载
体中。细胞在３Ｌ反应器中培养，ｐＨ值７．０～７．２、ＤＯ饱和度
５０％、搅拌转速６０～８０ｒ／ｍｉｎ、温度３７℃。每天取样观察细
胞生长状态并计数。采用 Ｎｏｖａ４００全自动生化分析仪检测
细胞培养基中的葡萄糖（Ｇｌｕｃ）、谷氨酰胺（Ｇｌｎ）、乳酸（Ｌａｃ）
和铵离子（ＮＨ４

＋）等营养成分及代谢产物的含量，试验结果

用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．０软件进行数据分析。
１．５　病毒接种量和收获时间的优化

在３Ｌ反应器中，Ｖ０细胞接种量为３×１０
５ｃｅｌｌ／ｍＬ、微载

体浓度为３ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２、ＤＯ饱和度５０％、搅拌转速
６０～８０ｒ／ｍｉｎ、温度３７℃。培养１ｄ后，将ＩＢＤＶ病毒分别以
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不同的病毒感染复数（ＭＯＩ）０．２、０．５、１感染Ｖ０细胞，３７℃培
养，分别于感染后的２４、４８、７２、９６、１２０、１４４ｈ取样收获病毒，
反复冻融３次后，取上清在ＣＥＦ细胞上检测病毒的５０％组织
细胞感染量（ＴＣＩＤ５０），筛选出合适的病毒接种量和收获时间。

２　结果与分析

２．１　获得适应无血清培养的Ｖｅｒｏ细胞

经直接无血清适应，筛选获得能在无血清培养基中生长

的Ｖｅｒｏ细胞。在适应过程中，细胞外观表现为逐渐拉长，但
仍为上皮样细胞样特性（图１－Ａ）。细胞生长速度较有血清
条件下缓慢，一般需２ｄ才能达到对数生长期。经逐步传代
适应后，无血清培养细胞对数生长期提前至１ｄ，与正常有血
清培养的Ｖｅｒｏ细胞生长接近。

２．２　最佳初始接种密度为３×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ
采用３ｇ／Ｌ的微载体，Ｖ０细胞的初始接种量分别为１×

１０５、３×１０５、５×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ，每天取样观察细胞状态、计数及
培养基营养成分分析。细胞初始接种密度过低（１×
１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ）时，细胞生长缺乏初始密度效应而造成生长相对
缓慢，细胞终密度也相对较低。细胞初始接种密度为 ３×
１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ时，接种后６ｈ细胞贴附到微载体上，细胞黏球率
（每个微载体上黏附的细胞表面积占微载体总面积比例）为

２５％，培养２ｄ后细胞开始进入对数生长期，细胞黏球率为
５０％，培养至４ｄ，细胞达到最大密度１．１８×１０６ｃｅｌｌ／ｍＬ，黏球率
９５％以上（图１－Ｂ）。细胞密度过高（５×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ），初始
占球率就比较高，约５０％左右，细胞生长空间有限。

对不同初始密度接种的细胞培养条件进行取样检测，主

要检测细胞培养基中的Ｇｌｕｃ、Ｇｌｕ、Ｌａｃ和ＮＨ４
＋营养成分及代

谢产物的含量。检测结果（图２）表明，较高的初始接种密度
（５×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ）会导致细胞生长液中的 Ｇｌｕｃ、Ｇｌｕ消耗过
快，在生长过程中累积较多的Ｌａｃ和ＮＨ＋４。细胞初始密度为
３×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ时，细胞均匀分布于每个微载体表面，同时也
为后续预留了充裕的生长空间，细胞生长良好，最终获得较高

细胞终密度。

２．３　最佳微载体浓度为３ｇ／Ｌ
采用细胞的初始接种量３×１０５ｃｅｌｌ／ｍＬ，微载体浓度分别

为１、３、５ｇ／Ｌ，取样观察细胞状态、计算细胞数量，绘制细胞生
长曲线，结果（图３）表明，微载体浓度偏低（１ｇ／Ｌ）时，细胞相对
微载体偏多，导致初始黏球率高，在５０％以上，细胞后期缺乏
生长空间。微载体浓度为３ｇ／Ｌ时，接种后６ｈ细胞贴附到微
载体上，黏球率约为２５％；培养２ｄ后细胞生长进入对数生长
期，黏球率约为５０％，培养至４ｄ，细胞达到最大密度１．１８×
１０６ｃｅｌｌ／ｍＬ，黏球率 ９５％以上（图 ４）。微载体浓度偏高
（５ｇ／Ｌ）时，会导致初始黏球率偏低，约１０％以下，与微载体
数量相比，细胞数量相对较低，细胞生长因缺乏初始密度效应

而造成生长相对缓慢。

２．４　最佳病毒接种量为０．２ＭＯＩ和收获时间为１２０ｈ
Ｖ０细胞微载体悬浮培养，初始接种密度３×１０

５ｃｅｌｌ／ｍＬ、
微载体浓度３ｇ／Ｌ，培养２４ｈ后，细胞１００％贴附微载体，分别
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按照０．２、０．５和１的ＭＯＩ感染Ｖｅｒｏ细胞，３７℃培养５ｄ后收
获病毒液，反复冻融３次后，取上清在 ＣＥＦ细胞上检测病毒
的ＴＣＩＤ５０。检测结果表明，接种０．２ＭＯＩ的ＩＢＤＶ，感染Ｖ０细
胞１２０ｈ后，收获病毒，病毒效价可达 １０９．３６８ＴＣＩＤ５０／ｍＬ（表
１）。ＩＢＤＶ病毒感染２４ｈ后，取样观察细胞，细胞数量增多，
无脱落现象，病毒效价没有增长；感染７２ｈ后，细胞开始出现
部分脱落现象，病毒效价开始增长；感染９６～１２０ｈ，病毒效价
明显增长，大部分细胞从微载体上脱落；感染１４４ｈ后，病毒
效价开始降低（表１）。

表１　不同感染复数（ＭＯＩ）、病毒收获时间对
ＩＢＤＶ增殖效价的影响

ＭＯＩ
ｌｇ（不同培养时间后的ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ １２０ｈ １４４ｈ
０．２ ５．６９８ ８．１９８ ８．６９８ ９．３０７ ９．３６８ ９．２０１
０．５ ６．３６０ ７．６９８ ８．６９８ ８．５３３ ８．３６８ ８．３６８
１．０ ６．１９８ ７．１９８ ７．３６８ ７．０３９ ７．０３９ ７．０３９

３　讨论与结论

在生物反应器中以持续搅拌的方式用微载体悬浮培养动

物细胞，与滚瓶培养细胞方式相比，前者营养物质、气体及热

量的传递更加充分均匀，为细胞生长及病毒增殖提供相对优

质、恒定的培养环境，整个生物过程控制精确，易于重复。所

以采用生物反应器微载体悬浮培养细胞，制备抗原，更有利于

保证疫苗产品质量稳定，并有利于规模化放大［９］。以生物反

应器微载体悬浮培养 Ｖｅｒｏ细胞增殖 ＩＢＤＶ技术将成为我国
兽用疫苗生产的趋势。

本研究驯化获得无血清培养的Ｖｅｒｏ细胞株，并对其在实
验室小规模培养条件下增殖 ＩＢＤＶ的条件进行优化。采用３
种不同细胞接种量分别接种３种不同浓度的微载体，结果表
明，细胞接种量在３×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、微载体浓度在３ｇ／Ｌ时，
细胞增殖状态良好，细胞最终密度达到１．１８×１０６ｃｅｌｌ／ｍＬ。
本次结果与贾涵婧等的结果［１０］一致，即当１个微载体周围的
细胞数控制在一定范围之内，能够使细胞生长获得一个较为

稳定的平台期。葡萄糖、谷氨酰胺等营养物不会消耗过多以

致耗竭，而乳酸、铵等代谢副产物的累积对培养环境造成的压

力较小，有利于细胞生长，最终获得一个比较高的细胞密度。

病毒接种量过高，会产生大量的不完全病毒；病毒接种量

过低，又会影响病毒的产量［８］。本研究结果亦提示，ＭＯＩ为

０．２时，接毒后９６～１２０ｈＩＢＤＶ的 ＴＣＩＤ５０最高。ＩＢＤ病毒感
染Ｖｅｒｏ细胞后７２～９６ｈ，病毒效价开始上升，１２０ｈ后病毒效
价达到峰值，１４４ｈ后病毒效价有所下降，故确定 ＩＢＤ病毒适
宜的收获时间为１２０ｈ。

综上所述，本试验优化了无血清微载体培养Ｖｅｒｏ细胞和
增殖 ＩＢＤ病毒的实验室小规模培养的适宜条件，采用
Ａｐｐｌｉｋｏｎ的３Ｌ生物反应器对无血清 Ｖｅｒｏ细胞进行培养，控
制细胞培养的温度、溶氧、ｐＨ值，进行不同细胞量、微载体浓
度、病毒接种量和收毒时间的优化，为应用大型生物反应器大

规模制备ＩＢＤＶ疫苗奠定了基础。
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