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　　摘要：为考察ＢＨＫ－２１悬浮细胞增殖伪狂犬病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）工艺参数及病毒增殖过程中代谢动力
学，将ＰＲＶ接种于ＢＨＫ－２１悬浮细胞，考察接毒时细胞密度、病毒感染复数（ＭＯＩ）及收毒时间对病毒效价的影响，测
定培养过程中葡萄糖（Ｇｌｕｃ）、乳酸（Ｌａｃ）和谷氨酰胺（Ｇｌｎ）浓度，计算病毒增殖过程中各参数代谢速率。结果显示，将
ＭＯＩ为０．０１的ＰＲＶ病毒接种ＢＨＫ－２１悬浮细胞，其病毒滴度在４２ｈ达最高８．５ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ。代谢参数检测结果表

明，ＢＨＫ－２１细胞在接毒３６ｈ后细胞开始出现死亡。ＰＲＶ在ＢＨＫ－２１悬浮细胞中的增殖特性为伪狂犬病毒的规模
化培养及疫苗开发提供了技术基础。
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　　伪狂犬病是一种由伪狂犬病毒（ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）诱发的急性传染病［１－２］。该病具有传播

速度快、病死率高、病原体顽固等特点［３－４］。世界范

围内已有几十个地区报道过该病，约有３５种动物可
感染此病，猪是主要的病毒储存宿主和传染源［５］。

中国自从在１９４７年第一次发现该病，现已扩展到多
个地区，给我国养猪产业带来沉重的经济损失，并

且该病具有不断蔓延的趋势［６－７］。防治和消灭ＰＲＶ
的主要手段是接种疫苗［８－９］。目前，国内的伪狂犬

病疫苗生产工艺沿用传统技术，采用 Ｖｅｒｏ、
ＢＨＫ－２１等贴壁细胞培养，其操作要求高、工艺复
杂、病毒效价不稳定，实际应用有限［１０］。因此，建立

高效的病毒悬浮培养体系尤为重要［１１］。幼地仓鼠

肾细胞（ｂａｂｙｈａｍｓｔｅｒｋｉｄｎｅｙ，ＢＨＫ－２１）可进行体外
增殖ＰＲＶ，是ＰＲＶ增殖的最优宿主细胞之一［１２－１３］。

利用生物反应器连续悬浮生产具有操作简单、易放

大、易控制、产品纯度高、稳定性好等特点［１４－１５］，可

提高病毒制备效率。因此，反应器悬浮培养是当今

生物医药、兽用医药行业的核心技术。

本研究以伪狂犬病毒为对象，对其在 ＢＨＫ－２１
悬浮细胞上的生长、代谢及 ＰＲＶ增殖能力进行研
究，建立了最佳病毒培养工艺，以期为大规模工业

制备伪狂犬病疫苗奠定技术基础。

１　材料与方法

１．１　细胞及毒株
ＢＨＫ－２１细胞、ＢＨＫ－２１悬浮细胞和 ＰＲＶ毒

种，均由江苏省农业科学院动物免疫工程研究所提供。

１．２　主要试剂及设备
ＤＭＥＭ 培养基，新生牛血清 （ｎｅｗｂｏｒｎｃａｌｆ

ｓｅｒｕｍ，ＮＢＳ），购自Ｇｉｂｃｏ公司；悬浮培养基，购自内
蒙古金源康公司；二氧化碳培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）；生物
反应器（Ａｐｐｌｉｋｏｎ）；－８０℃超低温冰箱（Ｔｈｅｒｍｏ）；
倒置显微镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）；二氧化碳摇床等。
１．３　不同细胞密度接毒对病毒滴度影响

调整 ＢＨＫ－２１悬浮细胞密度为 ０．５×１０６、
１．０×１０６、２．０×１０６、３．０×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，按ＭＯＩ００１
接毒 ＰＲＶ，置于 ３７℃、５．０％ 二氧化碳摇床中

１７０ｒ／ｍｉｎ培养，分别在接毒后２４ｈ和４８ｈ取样，测
定病毒滴度。

１．４　不同ＭＯＩ和收毒时间对病毒滴度影响
调整ＢＨＫ－２１悬浮细胞密度为１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，

分别接种ＭＯＩ为０．０００１、０．００１、０．０１、０．１ＰＲＶ，置
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于３７℃、５．０％ 二氧化碳摇床中１７０ｒ／ｍｉｎ培养，分
别在接毒后不同时间取样，测定病毒滴度。

１．５　营养物、代谢物检测及代谢速率计算
ＢＨＫ－２１细胞比生长速率μ（ｈ－１）计算公式：

μ＝１ｔ·ｌｎ
Ｃｔ
Ｃ０
。 （１）

式中：ｔ为时间，ｈ；Ｃｔ为在时间 ｔ时活细胞的密度，
个／ｍＬ；Ｃ０为初始活细胞密度，个／ｍＬ。

采用Ｎｏｖａ４００生化分析仪测出葡萄糖、谷氨酰
胺及乳酸浓度。葡萄糖比消耗速率（ｑＧｌｕ）、谷氨酰
胺比消耗速率（ｑＧｌｎ）、乳酸比生成速率（ｑＬａｃ），乳酸
对葡萄糖消耗的得率系数（ＹＬａｃ／Ｇｌｕ）分别按公式
（２）～（４）进行计算：

ｑＧｌｕ或ｑＧｌｎ＝
１
ｘ·
ｄＳ
ｄｔ； （２）

ｑＬａｃ＝
１
ｘ·
ｄＰ
ｄｔ； （３）

ＹＬａｘ／Ｇｌｕ＝－
ｄＰ
ｄＳ。 （４）

式中：Ｘ为活细胞密度，１０６个／ｍＬ；ｔ为时间，ｈ；Ｓ为
葡萄糖浓度或谷氨酰胺浓度，ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｐ为乳酸浓
度，ｍｍｏｌ／Ｌ。

摄氧率［ＯＵＲ，ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）］及比耗氧速率
［ＳＯＵＲ，ｍｍｏｌ／（ｇ·ｈ）］测定：以进气和尾气中惰性
气体Ｎ２维持恒定建立平衡方程

［１６－１７］，计算ＯＵＲ和
ＳＯＵＲ：

ＯＵＲ＝
Ｆｉｎ
Ｖ ＣＯ２ｉｎ－

Ｃ惰ｉｎ·ＣＯ２ｉｎ
１－（ＣＯ２ｏｕｔ＋ＣＣＯ２

[ ]
ｏｕｔ

·ｆ；（５）

ｆ＝ ２７３
２７３＋Ｔｉｎ

·Ｐｉｎ·
１
１＋ｈ×１０

－５； （６）

ＳＯＵＲ＝ＯＵＲＸ 。 （７）

式中：Ｆｉｎ表示进气流量，ｍｉｎ；Ｖ表示反应器细胞总体
积，Ｌ；Ｃ惰ｉｎ表示进气中惰性气体质量分率；ＣＯ２ｉｎ表示
进气中Ｏ２质量分率；ＣＣＯ２ｉｎ表示进气中 ＣＯ２质量分
率；ＣＯ２ｏｕｔ表示排气中 Ｏ２质量分率；ＣＣＯ２ｏｕｔ表示排气
中ＣＯ２质量分率；Ｔｉｎ表示进气温度，℃；Ｐｉｎ表示进
气压强，Ｐａ；ｈ表示进气相对湿度，％；Ｘ表示活细胞
密度，１０６个／ｍＬ。
１．６　ＰＲＶ在ＢＨＫ－２１悬浮细胞中增殖培养方法

溶氧（ＤＯ）电极和 ｐＨ标定完后，与１Ｌ罐体一
起用１２１℃高压灭菌４０ｍｉｎ，ＢＨＫ－２１悬浮细胞以
初始细胞密度为 ５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，ＤＯ为 ５０％，ｐＨ
值为７．２，搅拌速度为１５０ｒ／ｍｉｎ，培养温度为３７℃

进行培养。细胞密度达４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ后分配至４
个平行生物反应器中，不同时间取样细胞计数，测

定病毒效价以及葡萄糖、乳酸、谷氨酰胺等浓度。

１．７　病毒滴度的测定
含１０％牛血清正常培养的ＢＨＫ－２１细胞在９６

孔板上长至单层时，弃上清，接入１０倍连续梯度稀
释的病毒样品，每孔加入１００μＬ，病毒稀释液采用
含２％牛血清ＤＭＥＭ培养基，设正常细胞对照仅加
维持液１００μＬ；放置于３７℃、５．０％ ＣＯ２培养箱中
培养，每天观察接毒后细胞与空白对照细胞形态，

连续观察４～５ｄ直至细胞病变不再增加，记录最终
结果，按Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ两氏法计算病毒滴度，结果
以ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ表示。

２　结果与分析

２．１　不同细胞密度接毒对病毒滴度的影响
ＢＨＫ－２１不同细胞密度增殖ＰＲＶ病毒滴度结果

见图１。由图１可知，ＭＯＩ为０．０１时，ＰＲＶ在ＢＨＫ－
２１细胞密度分别为０．５×１０６和３×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ接毒
时４８ｈ病毒滴度明显低于１×１０６和２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
接毒时滴度，１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ细胞密度接毒时病毒
滴度最高。从培养基、种子培养时间与产品效价综

合考虑，降低接毒时细胞密度可节约培养基用量和

细胞培养时间，降低疫苗生产成本，因此生产中最

佳接毒细胞密度为１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。

２．２　不同ＭＯＩ和收毒时间对病毒滴度的影响
不同ＭＯＩ接种ＢＨＫ－２１悬浮细胞后的病毒增

殖滴度结果见图２。由图２可知，ＰＲＶ在 ＢＨＫ－２１
细胞中增殖速度较快，即使ＭＯＩ为０．０００１时，２４ｈ
病毒滴度仍能达 ６．０ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ以上，ＭＯＩ为
００１和０００１时最高病毒滴度在４２ｈ和４６ｈ无明
显差异，均达８．５ｌｇＴＣＩＤ５０／ｍＬ，优于其他病毒接毒
指数。因此，以ＭＯＩ为０．０１接毒４２ｈ后收获最佳。
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２．３　ＰＲＶ接毒后细胞存活率变化
ＢＨＫ－２１悬浮细胞以 ＭＯＩ为０．０１接毒 ＰＲＶ，

在整个细胞生长增殖过程中，每２４ｈ进行取样。由
图３可知，ＰＲＶ病毒增殖过程中细胞存活率
（ｖｉａｂｉｌｉｔｙ）结果表明，ＰＲＶ感染３６ｈ前对照细胞和

接毒细胞存活率差异不显著，均维持在９５％ 以上，
这可能是由于在初始阶段病毒还未大量增殖裂解。

接毒４２ｈ后细胞存活率急剧下降，说明大量病毒已
经释放到胞外。

２．４　ＰＲＶ增殖过程中代谢分析
摄氧速率（ｏｘｙｇｅｎｕｐｔａｋｅｒａｔｅ，ＯＵＲ）及比耗氧

速率（ｓｐｅｃｉｆｉｃｏｘｙｇｅｎｕｐｔａｋｅｒａｔｅ，ＳＯＵＲ）可以反映细
胞的耗氧能力及生理状态，由图４、图５可知，ＯＵＲ

和ＳＯＵＲ在接毒后１２ｈ前保持较高的水平，说明细
胞依然处于高速生长代谢状态，而接毒后２４～３６ｈ
２组细胞耗氧能力略有下降，３６ｈＯＵＲ和 ＳＯＵＲ明
显下降，说明细胞开始出现死亡现象。

　　病毒增殖后通过对胞外游离氨基酸的测定，由
图６可知，发现天冬氨酸、苏氨酸和丝氨酸浓度随时
间逐渐降低，而甘氨酸和脯氨酸则上升，说明在病

毒增殖过程中对不同氨基酸有不同需求，可根据代

谢分析对培养基进行优化。由接毒细胞和对照细

胞各代谢参数结果（表１）可知，接毒后ＢＨＫ－２１细
胞μ、ｑｇｌｕｃ及 ｑＧｌｎ明显低于对照组细胞，而 ｑＬａｃ结果与
对照组相当，表现为ＹＬａｃ／Ｇｌｕ系数升高，这可能是接毒
后，在葡萄糖代谢过程中，仅有部分糖酵解产生的

丙酮酸进入三羧酸循环，进而导致丙酮酸在细胞质
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表１　ＢＨＫ－２１细胞感染伪狂犬病毒后代谢速率参数比较

ＢＨＫ－２１细胞生长代谢参数　　　　 接毒细胞 对照细胞

平均细胞比生长速率μ（ｈ－１） ０．００９７６ ０．０１９９７

葡萄糖比消耗速率ｑＧｌｕ［ｍｍｏｌ／（１０６ｃｅｌｌｓ·ｈ）］ ０．１３４７２ ０．１６８０６

谷氨酰胺比消耗速率ｑＧｌｎ［ｍｍｏｌ／（１０６ｃｅｌｌｓ·ｈ）］ ０．０２１９４ ０．００３００

乳酸比生成速率ｑＬａｃ［ｍｍｏｌ／（１０６ｃｅｌｌｓ·ｈ）］ ０．２０９７２ ０．１９１６７

乳酸对葡萄糖的得率系数ＹＬａｃ／Ｇｌｕ（ｍｍｏｌ／ｍｍｏｌ） １．５５６７３ １．１４０４７

中积累，并通过乳酸脱氢酶转化为乳酸［１８－１９］。

３　结论与讨论

本研究考察了 ＢＨＫ－２１悬浮细胞增殖伪狂犬
病毒工艺参数及病毒增殖过程中代谢速率变化。

病毒增殖过程中受到诸多因素影响，如病毒接毒时

细胞密度、ＭＯＩ、收毒时间、培养液组成及 ｐＨ值
等［２０］，结果显示，ＢＨＫ－２１接毒时细胞密度为１×
１０６病毒滴度略高于２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，随着ＭＯＩ增加
病毒最佳收毒时间逐渐缩短，从接毒量与产品效价综

合考虑，用ＭＯＩ为０．０１接毒４２ｈ收毒最佳。因此，
该病毒最佳接毒时细胞密度为１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，ＭＯＩ
指数为０．０１，收毒时间为４２ｈ左右。ＭＯＩ低于相关
文献［２１］，可能是由于本研究采用悬浮 ＢＨＫ－２１细
胞进行接毒培养，增殖能力优于贴壁细胞。

细胞的摄氧率（ＯＵＲ）直接反映了细胞代谢底

物碳源（如葡萄糖）能量的生理状况，而比耗氧速率

（ＳＯＵＲ）反映单位细胞消耗氧的快慢速率，它主要
与细胞所利用的碳源还原度及细胞内代谢途径有

关［２２－２４］。在大规模培养过程中，ＯＵＲ可作为活细
胞密度等参数的“预警”指标［２５］。本研究中ＰＲＶ接
毒后３６ｈ，ＯＵＲ不断下降表明细胞耗氧减少，表明
ＢＨＫ－２１细胞开始出现死亡现象。

在许多情况下，体外培养细胞的新陈代谢可能会

发生变化，包括营养浓度的变化、培养形式的变化、代

谢产物的累积和环境的改变等［２６－２７］。葡萄糖和谷氨

酰胺是细胞培养基中的主要碳源和能源，葡萄糖可以

采用糖酵解途径为细胞供应物质和能量，进而产生乳

酸，仅仅有少部分进入磷酸戊糖途径和三羧酸循环

（ＴＣＡ）［２８－２９］。本研究 ＰＲＶ接毒后乳酸对葡萄糖的
得率系数升高（表１），说明接毒后很多葡萄糖采用糖
酵解方式为细胞提供碳源和能源，从而引起氨基酸代

—９６１—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１０期



谢通量发生改变（图６）。本研究获得ＢＨＫ－２１悬浮
细胞增殖ＰＲＶ的最佳培养条件，为获得伪狂犬病毒
的规模化培养及疫苗开发提供了技术基础。
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