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　　摘要：分析比较了３种不同微载体悬浮培养工艺———分批换液式、消化传代放大式、循环灌注培养式对 Ｍａｒｃ－
１４５细胞微载体培养效能及生理代谢的特点及差异，并实现了从５Ｌ至６０Ｌ反应器放大过程的 ＰＲＲＳＶ实际增殖应
用。结果表明，在５Ｌ动物细胞反应器中使用相同的微载体用量６ｇ／Ｌ，分批换液式培养和消化传代放大式培养仅获
得２７×１０５～２８×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的细胞密度，低于循环灌注培养式的培养能力（５９．４×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）。根据这３种不同
培养工艺的特点，设计并实施了可应用于实际生产的工艺流程，即Ｍａｒｃ－１４５种子细胞以循环灌注培养方式在５Ｌ反
应器中完成初级培养，经消化传代工艺，将种子细胞放大接种于６０Ｌ反应器中进行分批换液式的二级培养，用于
ＰＲＲＳＶ的大规模增殖，结果显示ＰＲＲＳＶ增殖滴度可达到１０８．３ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。该过程成功地模拟了Ｍａｒｃ－１４５细胞在工

业级水平上的放大培养操作工艺，其放大倍数达到１∶３的传代系数，具备实际应用价值。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是一种严重危害养猪业的传染病（猪蓝耳
病）［１］。控制猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）的主要办法
是使用疫苗进行免疫防控，而提高病毒增殖规模及滴度是疫

苗生产的一个重要目标。目前该疫苗的生产用细胞株为

Ｍａｒｃ－１４５细胞［２］，具体的生产工艺依然是实验室滚瓶培养

工艺的简单数量放大，其生产规模、产品质量都有待于进一步

提高。在生物反应器中完成细胞株的悬浮培养及病毒增殖，

并按照工业规模要求完成规模放大是亟待解决的难题。

自从１９７６年ｖａｎＷｅｚｅｌ开发出动物细胞微载体培养技
术［３］，生物制药领域进入了利用体外动物细胞培养工艺大规

模生产重组蛋白、抗体、细胞因子、疫苗等生物技术药物的高

速发展时期［４－５］。到目前为止，微载体悬浮培养技术已在多

种疫苗，如狂犬病疫苗［６］、人流感疫苗［７］、黄热病毒疫苗［８］等

大规模制备中起到关键性的作用。同时动物细胞的微载体悬

浮培养也逐步形成了一些独特的培养条件、放大工艺及病毒

增殖策略，以适用于不同的疫苗制备工艺需求。

本研究以 Ｍａｒｃ－１４５细胞为研究对象，在实验室５Ｌ动
物细胞反应器中考察了分批换液式、消化传代放大式、循环灌

注式３种不同培养工艺对该细胞在微载体（ｃｙｔｏｄｅｘ１）上生长
及代谢的影响，按照该疫苗工业生产要求，评价并设计出不同

培养工艺在细胞培养、病毒增殖过程中的具体应用模式，最终

在６０Ｌ培养体积中实现整个病毒增殖过程，为我国 ＰＲＲＳ疫
苗的规模化生产提供应用基础。

１　材料与方法

１．１　细胞及种毒
Ｍａｒｃ－１４５细胞为国家兽用生物制品工程技术研究中心

保藏细胞株。ＰＲＲＳＶ为国家兽用生物制品工程技术研究中
心保藏毒种。

１．２　材料及设备
１．２．１　微载体　ｃｙｔｏｄｅｘ１购自 ＧＥ公司。用无 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋

离子的磷酸缓冲液清洗并浸泡至少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。
１．２．２　试剂　细胞培养液ＤＭＥＭ购自默克密理博清大天一
科技有限公司。新生牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司。配制成含有
５％新生牛血清的 ＤＭＥＭ培养液，其中含有１００ＩＵ／ｍＬ青霉
素，１００μｇ／ｍＬ链霉素，经无菌０．２２μｍ膜过滤除菌，４℃冷
藏备用。胰蛋白酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，用无Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋离子
的磷酸缓冲液配制成０．２５％浓度的胰蛋白酶溶液，调整 ｐＨ
值至７．５～８．０，经无菌０．２２μｍ膜过滤除菌，４℃冷藏备用。
１．２．３　设备　５Ｌ动物细胞反应器由华东理工大学国家生
化工程技术研究中心（上海）制造，反应器培养体积范围

１．２～４．０Ｌ，具有溶解氧（ＤＯ）、ｐＨ值、温度、转速及四气（Ｎ２、
Ｏ２、ＣＯ２、空气）控制系统。
６０Ｌ动物细胞反应器由默克密理博北京清大天一科技

有限公司制造，反应器培养体积为４８Ｌ，具有 ＤＯ、ｐＨ值、温
度、转速及四气（Ｎ２、Ｏ２、ＣＯ２、空气）控制系统。
１．３　试验方法
１．３．１　５Ｌ生物反应器中Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养分
批换液式操作　ＤＯ电极、ｐＨ电极标定及罐体安装完毕，经
１２１℃高压灭菌 ４５ｍｉｎ及预培养 １ｄ（无菌检测）后，用于
Ｍａｒｃ－１４５细胞的微载体悬浮培养，微载体用量分别为３、６、
９ｇ／Ｌ，初始细胞接种密度均为３×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，培养体积为
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４Ｌ，利用分批换液式操作，即将培养液、细胞及微载体一次全
部投入进行细胞培养，培养过程中根据实际情况进行换液操

作。控制ＤＯ为５０％饱和度，ｐＨ值为７．０～７．１，搅拌转速为
２５～４０ｒ／ｍｉｎ，培养温度为３７℃。每天从反应器中吸取样品，
测定细胞密度和培养液中营养成分浓度、代谢副产物浓度等。

不同培养方式的反应器预备安装、灭菌流程及过程参数

的设定均同上所述，以下不再赘述。

１．３．２　５Ｌ生物反应器中Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养消
化传代放大式操作　初始培养时微载体用量分别２、３ｇ／Ｌ，初
始细胞接种密度为３×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，培养体积分别为４Ｌ。经
过初始培养后，对２、３ｇ／Ｌ的微载体培养物进行消化操作，使
细胞从微载体上消化脱落，将消化后的细胞和旧微载体一并

分别接种于１６ｇ和１２ｇ新微载体中，进行消化传代后放大再
培养，微载体的终浓度均为６ｇ／Ｌ，培养体积均为４Ｌ。每天从
反应器中吸取样品，测定细胞密度和培养液中营养成分浓度、

代谢副产物浓度等。

１．３．３　５Ｌ生物反应器中Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养循
环灌注式操作　微载体用量为６ｇ／Ｌ，初始细胞接种密度为
３．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，培养体积为４Ｌ。培养２４ｈ后，开始进行
循环灌注操作，操作前期进行每天１／２个培养体积的循环灌
注量，随着培养时间的延长及细胞生长的加快，将循环灌注的

速率逐步提高至每天１～３个培养体积的循环灌注量。循环
灌注操作需要安置１个大体积的贮液罐（贮液量１０～１２Ｌ），
通过２个变速蠕动泵及硅胶管道将反应器和贮液罐闭环连
接，形成培养液以一定流速从贮液罐中泵入反应器的同时，培

养液以相同的流速从反应器中泵回贮液罐。每天分别从反应

器和贮液罐中吸取样品，测定细胞密度和培养液中营养成分

浓度、代谢副产物浓度等。

通过上述３种操作方式，在５Ｌ动物细胞反应器中最终
实现的都是在６ｇ／Ｌ微载体用量下进行 Ｍａｒｃ－１４５细胞的微
载体悬浮培养，比较不同操作方式的培养效能。

１．３．４　消化后Ｍａｒｃ－１４５细胞在６０Ｌ生物反应器中微载体
悬浮培养操作及 ＰＲＲＳＶ接毒增殖操作　经消化处理后的
Ｍａｒｃ－１４５细胞检测细胞活率，按照初始细胞密度 ３．０×
１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ重新接种于新微载体中，微载体的使用浓度为
３ｇ／Ｌ，培养体积为４８Ｌ。设置细胞培养过程 ｐＨ值、ＤＯ及温
度为自动控制。培养过程中每天检测细胞密度、营养物浓度

及代谢副产物的浓度。视培养的具体情况选择换液或其他操

作辅助细胞生长。

待细胞密度增长至２×１０６～３×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ进行接毒操
作，ＰＲＲＳ种毒以ＭＯＩ＝０．０５接入微载体悬浮培养Ｍａｒｃ－１４５
细胞的 ６０Ｌ反应器中［９］，接毒后 ２４、４８、７２ｈ取样测定
ＰＲＲＳＶ的效价。
１．４　检测及计算方法

细胞密度的测定：均匀吸取微载体培养样品，经离心去除

培养上清后，用ＰＢＳ清洗３次，经０．２５％胰酶溶液于３７℃消
化１０ｍｉｎ后获得游离细胞，以台盼蓝染色法，用血球计数板
分别计死、活细胞数，计算细胞密度及存活率。每天取样测

定，绘制 Ｍａｒｃ－１４５细胞 的生长曲线。按下式计算
Ｍａｒｃ－１４５细胞的比生长速率μ（ｄ－１）：

μ＝１ｔ·ｌｎ
ｘｔ
ｘ０
。

式中：ｔ为时间（ｄ），ｘｔ为时间 ｔ时活细胞密度（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ），ｘ０
为初始接种活细胞密度（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）。

培养液中的葡萄糖、乳酸、氨、谷氨酰胺浓度及渗透压均

由Ｎｏｖａ４００全自动生化分析仪进行测定。葡萄糖、谷氨酰胺
比消耗速率（ｑＧｌｕ、ｑＧｌｎ），乳酸、氨比生成速率（ｑＬａｃ、ｑＡｍｍ），乳酸
生成对葡萄糖消耗的得率系数（ＹＬａｃ／Ｇｌｕ）以及 Ｍａｒｃ－１４５细胞
对营养物消耗的得率系数（Ｙｃｅｌｌ／Ｇｌｕ，Ｙｃｅｌｌ／Ｇｌｎ）按下列公式计算：

ｑＧｌｕ或ｑＧｌｎ＝－
１
Ｘ·

ｄＳ
ｄｔ；

ｑＬａｃ或ｑＡｍｍ＝
１
Ｘ·
ｄＰ
ｄｔ；

ＹＬａｃ／Ｇｌｕ＝－
ｄＰ
ｄＳ；

Ｙｃｅｌｌ／Ｇｌｕ或Ｙｃｅｌｌ／Ｇｌｎ＝－
ｄＸ
ｄＳ。

式中：Ｘ为活细胞密度（×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ），Ｓ为葡萄糖、谷氨酰胺的
浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｐ为乳酸、氨的浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ），ｔ为时间（ｄ）。

ＰＲＲＳＶ增殖滴度测定，含１０％血清正常培养的 Ｍａｒｃ－
１４５细胞在９６孔板上长至单层时，接入连续１０倍稀释的病
毒样品，每个稀释度接入８个孔，每孔２００μＬ。逐日观察接
毒后细胞与空白对照细胞形态，连续观察３ｄ，记录细胞病变
孔数。按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ方法计算病毒滴度，结果以
ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ表示。

试验结果用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件进行数据分析、统计计算及绘图。

２　结果与分析

２．１　Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养的分批换液式操作
一次性将细胞和微载体投入反应器进行悬浮培养是一种

常用的简单培养方式，增加微载体的用量即可增加细胞生长

表面，进而收获更多的细胞，但试验结果表明，采用相同的初

始细胞密度 ３．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ进行 Ｍａｒｃ－１４５细胞接种培
养，微载体的浓度直接影响最终的培养效果（图１）。３ｇ／Ｌ的
微载体用量可获得较好的细胞生长效果，培养３ｄ通过换液
操作使得 Ｍａｒｃ－１４５细胞在培养６ｄ获得最大活细胞密度
２３．８×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。而９ｇ／Ｌ的微载体用量条件下细胞不能
正常生长，虽然其提供了最大的细胞生长表面，但 ３．０×
１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初始接种密度过低，分配在每个微载体上的初
始细胞个数太少，细胞生长的延迟期维持了３ｄ之久，虽然在
培养３、６ｄ进行了２次换液操作，细胞仍然生长缓慢。此外
９ｇ／Ｌ的微载体浓度使得细胞培养液的流动性变差，气体及热
量的传递无法按照牛顿流体的线性控制完成，影响了最终的培

养效果，同时也说明该生物反应器的最大混合能力不能支持动

物细胞在９ｇ／Ｌ的微载体使用浓度上进行生长。通过２次换
液操作，６ｇ／Ｌ微载体在３．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初始接种密度下，
可以达到２７．２×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的最大活细胞密度；但通过显微
观察，微载体表面依然有较多的空隙，并没有达到细胞生长的

最大效能，这可能就是分批换液式培养工艺的局限性。

２．２　Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养的消化传代放大式
操作

Ｍａｒｃ－１４５细胞分别在２ｇ／Ｌ和３ｇ／Ｌ的微载体浓度下
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进行初始培养，分别在培养后３、４ｄ通过胰酶消化作用，使得
细胞从微载体上脱落，形成细胞与微载体的混悬液。该混合

物再重新接种于１６ｇ和１２ｇ新微载体中，培养体积均为４Ｌ，
进行消化传代后放大再培养，结果如图 ２所示。该试验的实
际目的就是利用消化传代的方式将Ｍａｒｃ－１４５细胞最终接种
在６ｇ／Ｌ的微载体用量上进行培养（便于在整个研究中作比
较），放大比例分别为１∶３和１∶２。结果表明，Ｍａｒｃ－１４５细
胞在经过消化操作后，细胞活力有不同程度的损伤，活细胞密

度降低，直接影响了细胞的重新爬球，使得细胞重新爬球后再

生长的延迟期时间延长，最终最大活细胞密度在２个放大比
例组别中没有明显差异，在２８×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ左右。该试验
说明，利用胰酶消化可以进行微载体培养的传代放大，但其消

化工艺需要进行优化，尽量避免细胞经消化后的活力损伤，影

响放大再爬球生长的效果。

２．３　Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养的循环灌注式操作
利用循环灌注的培养方式进行Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬

浮培养，结果如图３所示。根据前面试验的结果，适度提高初
始接种细胞密度达到３．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，微载体用量为６ｇ／Ｌ
（便于在整个研究中作比较），同时在培养１ｄ后开始进行连
续循环灌注操作，灌注速率为０．５个培养体积／ｄ，随着培养时
间的延长，灌注速率逐步在培养２～４ｄ提高到１．０～１．５个
培养体积／ｄ，在培养４～７ｄ提高到１．５～３．０个培养体积／ｄ。
通过这种方式，Ｍａｒｃ－１４５细胞获得比较好的培养效果，细胞
进入快速生长的时间缩短，培养过程中没有频繁的罐上操作，

利用变速蠕动泵将培养上清进行连续的密闭循环流动，为细

胞提供相对较好的生长环境，培养６～７ｄ活细胞密度达到
５９．４×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，观察微载体生长表面基本都被细胞所覆
盖，细胞层生长致密并维持较高的存活率。

２．４　３种培养方式条件下Ｍａｒｃ－１４５细胞在微载体上生长、
生理代谢的比较

３种培养方式对Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养的生

长、生理代谢产生不同结果（表１）。细胞在微载体上展开生
长的延迟期长短与初始接种密度和微载体用量的比例有关，

３．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初始细胞密度对于３ｇ／Ｌ的微载体用量
来说是比较适合的，表现为大致１３ｈ的延迟期，提高微载体
用量会造成延迟期的延长。如果适当提高初始细胞密度到

３．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，在６ｇ／Ｌ微载体用量下也可获得较快的初
始生长。

　　循环灌注培养的Ｍａｒｃ－１４５细胞平均倍增时间明显小于
其他２种培养方式，大致为１３ｈ。同时培养周期也仅为最少
的６～７ｄ，即可获得最大的细胞密度５９．４×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，平
均比生长速率０．４７９ｄ－１，高于其他组别。

随着培养时间的延长，考察培养液渗透压的变化，结果表

明，在经过较长时间的利用，虽然营养成分还没有利用完，换

液前 或 传 代 前 的 培 养 液 渗 透 压 已 经 达 到 或 接 近

４００ｍＯｓｍ／ｋｇ，这样的渗透压对细胞生长极为有害，这可能是
分批换液培养和消化传代放大培养不能获得高密度培养的原

因之一。而直到循环灌注培养结束，培养液的渗透压才达到

３９１．５ｍＯｓｍ／ｋｇ，因为利用循环灌注及时稀释了细胞代谢出
的副产物（乳酸和氨），同时也减少了培养过程中为了维持培

养ｐＨ值而进行的补碱用量（ＮａＨＣＯ３），为细胞生长提供了相
对较好的培养环境。

　　循环灌注培养为Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮生长提供了
较好的培养环境，使得细胞生长代谢较为旺盛。测定各组别

细胞的营养物和代谢副产物浓度，发现循环灌注培养的 Ｍａｒｃ－
１４５细胞对葡萄糖和谷氨酰胺的利用率高于其他组别，表现
为葡萄糖比消化速率为２．０６５ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ），谷氨酰
胺比消耗速率为０．１７４ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ），均高于其他组
别，同时乳酸对葡萄糖的得率系数为１．２２８ｍｍｏｌ／ｍｍｏｌ，低于
其他组别，说明Ｍａｒｃ－１４５细胞在循环灌注培养过程中能够
充分利用营养物，同时其代谢副产物乳酸的生成较少，葡萄糖

代谢途径部分减弱了乳酸生成的通量，而转向用于生理代谢

和细胞生物量的增加，进而表现为细胞对葡萄糖和谷氨酰胺

的得率系数提高，分别达到 ０．０８１×１０９ ｃｅｌｌｓ／ｍｍｏｌ和
０．９５８×１０９ｃｅｌｌｓ／ｍｍｏｌ，均高于其他组别。
２．５　Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体一级、二级悬浮培养及 ＰＲＲＳＶ
接毒增殖全过程

根据上述研究结果，设计出Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培
养、消化传代放大、ＰＲＲＳＶ接毒增殖的全过程：（１）Ｍａｒｃ－１４５
细胞冻存细胞复苏之后，经２～３代的滚瓶扩增，接种至５Ｌ动
物细胞反应器，提高微载体的用量为６ｇ／Ｌ，采用循环灌注的培
养方式进行一级培养，在短时间内获得高密度的Ｍａｒｃ－１４５细
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表１　３种培养方式条件下Ｍａｒｃ－１４５细胞在微载体上生长、生理代谢的比较

项目

Ｍａｒｃ－１４５细胞不同培养模式
分批换液培养 消化传代放大培养 循环灌注培养

３ｇ／Ｌ ６ｇ／Ｌ ２～６ｇ／Ｌ ３～６ｇ／Ｌ ６ｇ／Ｌ
延迟期持续时间（ｈ） １３ １８ ２２（消化后） ２２（消化后） １６
平均倍增时间（ｈ） １８ ２１ ２１ ２０ １３
接种细胞密度（×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ） ３．０ ３．０ ３．０ ３．０ ３．５
最大细胞密度（×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ） ２３．８±１．２ ２７．２±１．１ ２７．２±１．１ ２８．７±１．２ ５９．４±１．８
细胞平均比生长速率（ｄ－１） ０．３４６±０．０１４ ０．３１２±０．０１１ ０．２７１±０．０１２ ０．２８４±０．００９ ０．４７９±０．００８
培养周期（ｄ） ６～７ ７～８ ８～９ ８～９ ６～７
培养液总量（Ｌ） ８ １２ １２ １２ １６
渗透压（ｍＯｓｍ／ｋｇ） 换液前或传代前 ４１３．８ ３８７．３ ３９０．１ ３９５．４

培养结束 ４００．７ ４０９．４ ４０１．１ ４０５．８ ３９１．５
葡萄糖比消耗速率［ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ）］ １．７９１±０．００２ １．８８５±０．００６ １．８７２±０．００５ １．８９１±０．００７ ２．０６５±０．００５
谷氨酰胺比消耗速率［ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ）］ ０．１５７±０．０００５０．１４３±０．０００５０．１４２±０．０００６０．１５９±０．０００５０．１７４±０．０００６
乳酸比生成速率［ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ）］ ２．４７４±０．００４ ２．６２８±０．００３ ２．５８０±０．００５ ２．６１９±０．００９ ２．５３６±０．００４
氨比生成速率［ｍｍｏｌ／（１０９ｃｅｌｌｓ·ｄ）］ ０．１１６±０．００２ ０．１１５±０．００１ ０．１０５±０．００１ ０．１１８±０．００３ ０．０７８±０．００１
乳酸对葡萄糖的得率系数（ｍｍｏｌ／ｍｍｏｌ） １．３８１±０．００２ １．３９４±０．００３ １．３７８±０．００２ １．３８５±０．００２ １．２２８±０．００１
细胞对葡萄糖的得率系数（×１０９ｃｅｌｌｓ／ｍｍｏｌ） ０．０７９±０．００１ ０．０７６±０．００２ ０．０６７±０．００２ ０．０６６±０．００４ ０．０８１±０．００３
细胞对谷氨酰胺的得率系数（×１０９ｃｅｌｌｓ／ｍｍｏｌ） ０．９０９±０．００１ ０．８７４±０．００２ ０．８８０±０．００２ ０．７８９±０．００２ ０．９５８±０．００３

胞种子细胞，达到５０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，并保持较高的细胞存活
率。（２）采用消化传代操作工艺，使得种子细胞从旧微载体
上脱落、分散，直接接入６０Ｌ动物细胞反应器中，与新微载体
及新鲜培养液混合均匀，完成消化放大过程。整个消化及转

移放大过程在３０ｍｉｎ内完成。（３）在６０Ｌ动物细胞反应器
中，微载体用量为３ｇ／Ｌ，培养体积为４５～５０Ｌ，采用分批式培
养方式，根据细胞实际生长情况，适度更换培养液可完成

Ｍａｒｃ－１４５细胞的６０Ｌ反应器二级微载体悬浮培养过程，细
胞密度达到２５×１０５～３０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ即可进行 ＰＲＲＳＶ接
毒操作。以ＭＯＩ＝０．０５进行 ＰＲＲＳＶ接毒，完成 ＰＲＲＳＶ的增
殖过程，在接毒后 ２ｄ收毒，获得最大增殖毒价为
１０８．３ＴＣＩＤ５０／ｍＬ（图４）。整个５Ｌ→６０ＬＭａｒｃ－１４５细胞放大培
养及ＰＲＲＳ病毒增殖过程控制在１２ｄ左右，生产周期较短，操作
简单。接毒前和接毒后细胞在微载体上生长形态如图５所示。

３　讨论

动物细胞进行微载体悬浮培养，其贴壁型生长特性没有

改变，所以在分批式培养中提高微载体的用量，供应更大的细

胞生长表面，即可获得更高的细胞密度。但对于类似 Ｍａｒｃ－
１４５细胞这样对初始细胞密度有一定依赖性的细胞，过度提
高微载体用量会造成细胞无法正常启动生长，使得细胞生长

的延迟期大大延长，培养周期也随之延长，在培养后期无法获

得较好的培养效果。此外，每台搅拌式生物反应器的混合供

氧效能是基本一定的，即在细胞能够忍受的最大搅拌和通气

条件下，其搅拌混合微载体培养物的能力是一定的，盲目提高

微载体的用量会使得培养环境中搅拌混合的效果变差，直接

导致传氧、传质的效果变差，细胞无法正常生长。所以选用适

宜的微载体用量及与之相匹配的细胞初始接种密度，可以获

得较好的培养效果，同时也缩短培养周期。

消化传代放大培养方式模拟了工业生产中细胞培养放大

再培养的过程，如何让细胞从旧微载体表面有效脱落，并保持

再次“爬球生长”的能力，进一步在新微载体上黏附生长是微

载体培养工程放大的难点［１０］。文献表明，利用“球到球”的

传代方式，细胞不通过消化脱落，而是直接让细胞从旧微载体

以“细胞桥”的方式向新微载体上转移［１１］，虽然可以有部分

细胞能够完成此种放大过程，但其放大效率不高，放大比率有

限，一般是１∶１或１∶２进行放大［１２］，同时也造成较高的“空

球率”，培养效果不佳，浪费培养资源［１３］。采用胰酶消化的方
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式，将细胞从微载体上消化下来后，再与新微载体混合重新黏

附，可以使得传代后的细胞均匀黏附于新微载体表面，充分利

用生长空间，可获得较好的培养效果。

循环灌注培养方式是传统灌注培养方式的一种优化方

式［１４］。传统的灌注培养方式是指在新鲜培养液流入的同时，

用过的培养液以相同的速度流出。该方式虽然可以获得不错

的培养效果，但存在诸多弊端，如新鲜培养液的利用率不高，

细胞在没有完全利用完培养液中营养成分时可能已经被抽离

出反应器造成浪费；培养液预备量较大的同时，废液处理量也

较大，通常在传统灌注培养周期内会造成１０～２０倍培养体积
的液体处理量［１５］。而循环灌注方式完全克服了传统灌注方

式的缺点，灌注量仅为培养体积的３倍，通过控制灌注液的灌
注速率配合细胞的生长速率，供应充足的营养，并有效稀释代

谢副产物的浓度，细胞的培养效果在本研究３种培养工艺中
是最好的。

根据本研究中３种培养方式的特点及从５Ｌ反应器至
６０Ｌ反应器规模放大的实际应用结果，可以设计出如下工艺
流程：（１）Ｍａｒｃ－１４５细胞的种子培养可以在小规模的生物反
应器（１５～３０Ｌ）中进行高微载体用量的循环灌注培养，充分
利用微载体的生长表面，在较短的时间内能够获得最多的种

子细胞，为放大培养规模提供细胞准备。（２）利用胰酶消化
传代工艺进行种子细胞的传代放大，通过至少１∶３的放大比
例将种子接种于６０～１２０Ｌ动物细胞反应器中进行再培养。
（３）在传代放大后，控制Ｍａｒｃ－１４５细胞的接种细胞密度，维持
细胞与微载体之间合适的接触比例，采用分批换液的培养方

式，简化反应罐上操作及所需设备，使得细胞均匀分布在微载

体表面，迅速生长，达到接毒要求，进行病毒增殖。上述流程已

在该疫苗生产企业得到实际应用，企业生产过程数据未标出。

综上所述，本研究比较了３种培养方式对 Ｍａｒｃ－１４５细
胞微载体悬浮培养的实际效能，由此制定并实施可能的应用

流程，为我国ＰＲＲＳ疫苗的规模化生产提供了研究基础。
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