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摘要 }通过对血清 !³� !接毒量和收毒时间等培养条件的优化 o确定鸡传染性法氏囊病病毒k��⁄∂ l在 ∂ µ̈²细

胞上增殖的最佳培养条件为 }血清 u h o³� z qs o接毒量 xΒts sss o收毒时间为接毒后培养 ts{« ∀uxs °̄ 自制搅拌

瓶和 x�搅拌式生物反应器研究结果表明 o在 uªr �微载体的 ∂ µ̈²细胞悬浮培养系统中 o待细胞刚长满微载体时 o

按照确定的 ��⁄∂ 最佳增殖条件换液培养 o病毒可在较长一段时间维持高的病毒滴度 o最高滴度分别可达 { q{zx和

{ qx{k p ª̄× ≤�⁄xsl o比传统转瓶生产方法至少提高 t个毒价 o可用于 ��⁄∂ 规模化生产 ∀
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  传染性法氏囊病病毒k¬±©̈ ¦·¬²∏¶¥∏µ¶¤̄ §¬¶̈¤¶̈

√¬µ∏¶o��⁄∂ l是双 � �� 病毒科k�¬µ±¤√¬µ¬§¤̈ l禽双

� �� 病毒属k Αϖιβιρναϖιρυσl的代表成员≈t  o主要引

起鸡和火鸡的一种急性 !高度接触性传染病 ∀该病

主要侵害 v ∗ tu 周龄的雏鸡和青年鸡 o破坏中枢免

疫系统法氏囊中的 �淋巴细胞 o导致免疫抑制 o给

养鸡业造成严重危害≈u  ∀目前 o有关鸡传染性法氏

囊病k��⁄l疫苗的生产主要是通过鸡胚和鸡胚成纤

维细胞k≤∞ƒl转瓶培养 ∀自从 t|yz 年 • ½̈̈ ¯≈v 用

⁄∞�∞2≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2xs 作载体成功实现兔原代细胞 !

人二倍体细胞等的悬浮培养以来 o世界各国都把注

意力集中到细胞的微载体培养研究方面 ∀在生物反

中国农业科学  ussu ovxk|l }ttvw p ttv{
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应器中 o利用 ∂ µ̈²细胞微载体系统已成功培养了脊

髓灰质炎病毒 !狂犬病毒 !乙型脑炎病毒和牛呼吸道

合包体病毒≈w ∗ z 等 ∀张立等≈{ 在 t qx�生物反应器

中 o利用 ≤∞ƒ 微载体培养技术已成功培养 ��⁄∂ o病

毒滴度最高为 z qxs ∀目前 o• � � 已批准用 ∂ µ̈²细

胞培养病毒生产疫苗 ∀为了改变传统生产方式 o简

化生产 o降低疫苗的生产成本 o笔者进行了 ��⁄∂ 的

∂ µ̈²细胞微载体生物反应器培养技术研究 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

1 q1 q1  种毒  ��{vyk本所保存l经鸡胚复壮 {代 o在

∂ µ̈²细胞连传 u代获得 o毒价 z qzxk p ª̄×≤�⁄xsl ∀

1 q1 q2  ∂ µ̈²细胞  由中国科学院化工冶金研究所

提供 o试验用为 ∂ µ̈²细胞 tys ∗ tzs代 ∀

1 q1 q3  培养基  � §̈¬∏° t||k�¬¥¦²l o除特别指明

外 o细胞培养液为 � §̈¬∏° t|| 加 y h 小牛血清 o维

持液为 � §̈¬∏° t||加 u h小牛血清 o³� z qs ∗ z qu ∀

1 q1 q4  ≥°ƒ 种蛋  购于中国兽药监察所 ∀

1 q1 q5  ≤∞ƒ 细胞悬液  取 | ∗ tt日龄 ≥°ƒ 鸡胚按

常规程序制备 ∀

1 q1 q6  小牛血清  杭州市四季青生物工程材料研

究所 o批号 |us|uu ∀

1 q2  病毒滴定

用 |y孔平底微量细胞培养板 o每孔加入 s qt °̄

细胞数为 tss 万 ∗ tus 万r °̄ 的 ≤∞ƒ 细胞悬液 o培

养液为 ∞¤µª̄¨氏盐液 o内含 s qx h 水解乳蛋白 ou h

血清 ot h青链双抗 o³� z qu ∀将待测病毒样品用含

s qx h水解乳蛋白的 ∞¤µª̄¨氏盐液以 ts 倍递增稀

释 o每个稀释度接种 w孔 o每孔 s qt °̄ 病毒 ∀测定时

病毒与细胞同时加入 o用涤纶胶带封好培养板后轻

轻振动 u°¬±o置 vz ε 培养 w ∗ x§o观察结果 o根椐

�̈ «µ̈±¶p �¤¥̈µ法≈|  计算 o以半数细胞感染量

k× ≤�⁄xsl表示 ∀

1 q3  血清对��⁄∂ 在 ∂ µ̈²细胞上增殖的影响试验

取 tss°̄ 细胞培养瓶 tu个 o分为 w组 otΒv传代

k待 t瓶细胞长满后 o用胰酶消化下来后传成 v瓶细

胞l ∀待细胞长满后 ot !u !v !w组分别加入 s !u h !y h

和 { h小牛血清的 �t||培养液 o每瓶 tv°̄ o按毒液与

培养液体积比 xΒt sss接毒量接种 ovz ε 培养 o定时将

每组的 v个培养瓶的毒液取出 o混匀 o取样 u ≅ s qw°̄ o

再将取样后剩余毒液均分到该组 v个培养瓶中 o继续

培养 o如此反复取毒 o测定毒价 ∀

1 q4  ³�对��⁄∂ 在 ∂ µ̈²细胞上增殖的影响试验

取 tss °̄ 细胞培养瓶 | 个 o分为 v 组 ∀方法同

血清试验 o³� 为每天上午 !下午各调 t次 ∀

1 q5  不同接毒量和收毒时间对 ��⁄∂ 增殖的影响

试验

取 xss °̄ 大柯氏瓶 y 个 o分为 v 组 otΒv 传代 o

待细胞长满后加 u h血清维持液 xs °̄ ∀t !u !v组分

别按毒液培养液体积比 xΒt sss !tΒt sss 和 xΒ

ts sss接毒 o定时将每组 u 培养瓶的毒液取出 o混

匀 o取样 u ≅ s qw°̄ o再将取样后剩余毒液均分到该组

u个培养瓶中 o继续培养 o如此反复取毒 o测定毒价 ∀

1 q6  微载体及其处理

≤¼·²§̈ ¬2v购于 ≥¬ª°¤≤«̈ °¬¦¤̄ ≤²q∀使用时将

干微载体加入经二甲基二氯硅烷k≥¬ª°¤ ≤«̈ °¬¦¤̄

≤²ql硅化的容器中 o用 °�≥ 溶液在室温下充分浸

泡 o弃去上清 o用 °�≥ 溶液洗涤 u 次 o更换新的

°�≥ o在 ttx ε 下灭菌 us°¬±o吸去上清 o用含 y h 血

清的培养基洗涤 t次 o更换新培养基 o置培养箱中平

衡过夜 ∀

1 q7  搅拌瓶和生物反应器细胞培养

在自制的经硅化处理的 uxs °̄ 搅拌瓶或 x�搅

拌式生物反应器中 o按 uªr�加入经处理的微载体 o

接入 ∂ µ̈²细胞 o补足培养基至所需体积 ovz ε 培养 ∀

在开始 v«内 o采用 ysµr°¬± !搅拌 x°¬± !静止 ux°¬±

的间歇搅拌方式进行培养 ~然后将搅拌速率保持在

{sµr°¬±进行培养 o定时取样 !计数 ∀

1 q8  搅拌瓶和生物反应器病毒培养

待 ∂ µ̈²细胞在 uxs °̄ 搅拌瓶或 x�搅拌式反应

器中微载体上均匀长满后 o停止搅拌 o使微载体沉

降 o抽去上清 o补足维持液 o接种病毒 ovz ε 培养 o定

时取样 o滴定病毒 ∀

2  结果与分析

2 q1  病毒培养条件的优化

2 q1 q1  血清浓度对 ��⁄∂ 增殖的影响  从图 t 结

果可以看出 o血清浓度对病毒增殖影响很大 ∀血清

浓度为 u h对病毒增殖最快 o滴度最高 o且到达最高

值的时间最早 ~不加血清病毒滴度的最高值与加

u h血清时的值相同但到达最高值的时间延迟 ~血清

浓度为 y h 和 { h 时 o病毒的滴度下降 o到达最高值

的时间延迟 o病毒的增殖明显受到血清的抑制 ∀从

本试验看 ou h血清浓度生产病毒最为合适 ∀

2 q1 q2  ³� 对 ��⁄∂ 增殖的影响  从图 u结果可以

看出 o偏碱性环境对病毒增殖不利 o在 ³�z qy 时 o病

毒增殖很慢 o且病毒滴度不高 o最高值为z qs ~中性
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图 1  血清浓度对 ��⁄∂ 增殖的影响

ƒ¬ªqt  ∞©©̈ ¦·²©¶̈µ∏° ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²± ³µ²³¤ª¤·¬²± ²©��⁄∂

³� 对病毒增殖最为有利 o在 ³�z qs 时病毒增殖速

度快 o出现高滴度的时间较早kw{«开始l且达到最

高滴度 { qs ~酸性条件和碱性条件相比 o在偏酸性环

境中病毒增殖较偏碱性环境中好 o在 ³�y qy 时病毒

的最高滴度为 z qzx o要比 ³�z qy 时值高 o但与 ³�

z qs相比最高滴度值要低一些 ∀综上所述 o在法氏囊

病毒的增殖阶段 o³� 控制在 z qs为宜 ∀

图 2  ³�对 ��⁄∂ 增殖的影响

ƒ¬ªqu  ∞©©̈ ¦·²©³� ²± ³µ²³¤ª¤·¬²± ²©��⁄∂

2 q1 q3  不同接毒量和收毒时间对 ��⁄∂ 增殖的影

响  由图 v结果可以看出 o病毒的接毒量和收获时

间对病毒的增殖滴度影响较大 ∀在一定的范围内 o

病毒的接毒量减少 o病毒的最高增殖滴度增加 o但到

达最高滴度的时间推迟 ∀在本试验中 o��⁄∂ 的接

毒量以 xΒts sss 接毒 o以接毒后培养 ts{«收获病

毒毒价最高 o为 { qux ∀

综上所述 o��⁄∂ 的最佳增殖条件为 }³�z qs o血

清浓度 u h o接毒量 xΒts sss o收毒时间为接种病毒

后培养 ts{«∀

2 q2  病毒在微载体 250 °̄ 搅拌瓶培养系统中的增

殖

2 q2 q1  ∂ µ̈²细胞在搅拌瓶系统的生长曲线  由图

图 3  接毒量和收毒时间对 ��⁄∂ 增殖的影响

ƒ¬ªqv  ∞©©¦̈·²©¬±²¦∏̄¤·¬²± ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ¤±§«¤µ√ ¶̈··¬°¨²±

³µ²³¤ª¤·¬²± ²©��⁄∂

w可知 o在 uxs °̄ 搅拌瓶中 o∂ µ̈²细胞接种密度为

u qw ≅ tsx¦̈¯̄¶r°̄ 时 o∂ µ̈²细胞在微载体上生长初

期比较缓慢 ow{«后开始迅速扩展 otww«到达最高

值 t qu{ ≅ tsy¦̈¯̄¶r °̄ o随后基本维持在这一水平 o此

时细胞在微载体上已经长满 o细胞进入对数生长后

期 o接种病毒有利于病毒的增殖 ∀

图 4  ∂ µ̈²细胞在搅拌瓶中的生长

ƒ¬ªqw  �µ²º·«²© ∂ µ̈² ¦̈¯̄¶²± °¬¦µ²¦¤µµ¬̈µ¶¬± ¶³¬±±̈ µ¥²··̄̈

2 q2 q2  ��⁄∂ 在搅拌瓶系统的增殖  按照病毒培

养条件优化所确定的最佳 ��⁄∂ 增殖条件 o利用

uxs °̄ 搅拌瓶进行了 ��⁄∂ 在 ∂ µ̈²细胞微载体系

统的增殖研究 o图 x 为 ��⁄∂ 在微载体搅拌瓶悬浮

培养系统的增殖过程曲线 ∀由图 x 可知 o在搅拌瓶

中 o待 ∂ µ̈²细胞生长到对数后期 o以 xΒts sss 接

毒 ou h血清维持 o³� z qs培养 o��⁄∂ 的增殖滴度在

ys ∗ tus«之间都较高 o毒价一直维持在 z q{zx 以

上 o其中以 ts{«毒价最高 o滴度达 { q{zx ∀该试验

表明 }在微载体 uxs °̄ 搅拌瓶悬浮培养系统中 o��2

⁄∂ 在 ∂ µ̈²细胞上可较快增殖到高的滴度水平 o并

在较长一段时间内维持这一高滴度水平 ∀
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图 5  ��⁄∂ 在搅拌瓶中的增殖

ƒ¬ªqx  °µ²³¤ª¤·¬²± ²©��⁄∂ ²± ∂ µ̈² ¦̈¯̄¶¬± ¶³¬±±̈ µ¥²··̄̈ ¤©2

·̈µ¬±²¦∏̄¤·¬²±

2 q3  病毒在微载体 5�搅拌式生物反应器培养系统

中的增殖

2 q3 q1  ∂ µ̈²细胞在微载体生物反应器系统的生长

曲线  由图 y 可知 o在 x�搅拌式生物反应器中 o

∂ µ̈²细胞接种密度为 u q{ ≅ tsx¦̈¯̄¶r°̄ 时 o ∂ µ̈²细

胞在微载体上生长在 uw«前比较缓慢 ouw«后开始

迅速扩展 otww«到达最高值 t qvw ≅ tsy¦̈¯̄¶r°̄ o随

后基本维持在这一水平 o此时细胞在微载体上已经

长满 o细胞进入对数生长后期 ∀

图 6  ∂ µ̈²细胞在 5�生物反应器中的生长

ƒ¬ªqy  �µ²º·«²© ∂ µ̈² ¦̈¯̄¶²± °¬¦µ²¦¤µµ¬̈¶¬± x�©̈µ° ±̈·²µ

2 q3 q2  ��⁄∂ 在 x�搅拌式生物反应器系统的增殖

 按照培养条件优化及搅拌瓶培养确定的 ��⁄∂ 最

佳增殖条件 o在 x�搅拌式生物反应器中 o待 ∂ µ̈²

细胞在微载体上生长到对数后期 o以 xΒts sss 接

毒 ou h血清维持 o³�z qs 培养 o由图 z 可知 o在 x�

搅拌式生物反应器悬浮培养过程中 o��⁄∂ 的滴度

在w{ ∗ t|u«之间都较高 o毒价一直维持在 { qs 以

上 o其中以 zu«毒价最高 o滴度达 { qx{ o比我们利用

��{vy和传统转瓶培养系统生产 ��⁄∂ 的最高滴度

kz qxsl高 t qs{个滴度 o表明该技术可用于 ��⁄∂ 大

规模生产 ∀

图 7  ��⁄∂ 在 5�生物反应器中的增殖

ƒ¬ªqz  °µ²³¤ª¤·¬²± ²©��⁄∂ ²± ∂ µ̈² ¦̈¯̄¶¬± x�©̈µ° ±̈·²µ¤©2

·̈µ¬±²¦∏̄¤·²±

3  讨论

有关血清浓度对 ��⁄∂ 在细胞上增殖的影响 o

于大海等人报道 o小牛血清对 ��⁄∂ 的增殖有抑制

作用≈ts  ∀他们用 ≤∞ƒ 证明血清中含有抑制因子 o

这些抑制因子附着于 ≤∞ƒ 表面 o占据了细胞的病毒

受体 o阻止了病毒附着于细胞 o从而抑制了病毒的增

殖 o这一结果与笔者的培养条件优化结果一致 ∀在

∂ µ̈²细胞上 o血清浓度为 u h对 ��⁄∂ 增殖最快 o滴

度最高 o且到达最高值的时间最早 ~不加血清病毒滴

度的最高值与加 u h 血清时的值相同 o但到达最高

值的时间延迟 ~血清浓度高达 y h 和 { h 时 o病毒的

滴度下降 o到达最高值的时间延迟 o病毒的增殖明显

受到血清的抑制 ∀因此 o在病毒生产中应降低血清

浓度 o这一方面可降低血清对病毒增殖的抑制作用 o

提高病毒的产量 ~另一方面又可以避免细胞快速老

化 o降低病毒收获液中杂蛋白的含量 o提高疫苗的质

量 o同时还可以降低生产成本 ∀

有关 ��⁄∂ 的生物反应器培养 o张立等人报道 o

在 t qx�≤¨̄ ¬̄� ±̈ 生物反应器中成功培养 ≤∞ƒ o使

��⁄∂ 的滴度达到 z qxsk p ª̄× ≤�⁄xsl o比转瓶培养

提高 t 个数量级≈{  ∀我们利用微载体 ∂ µ̈²细胞培

养系统 o在 x�生物反应器中 o使 ��⁄∂ 的最高滴度

达 { qx{k p ª̄× ≤�⁄xsl o比传统的转瓶生产和 ≤∞ƒ 生

物反应器培养系统都高 t qs{个滴度 o说明该系统优

于转瓶生产和 ≤∞ƒ 生物反应器培养系统 o适用于

��⁄∂ 的大规模生产 ∀

目前 o限制利用生物反应器 ∂ µ̈²细胞系统生产
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��⁄∂ 的主要因素是微载体和血清的成本高 ∀在研

究过程中发现 o细胞不脱落 o病毒较长时间维持一个

较高滴度水平 o这就为以后连续收毒培养提供了可

能 ∀通过连续收毒培养 ot 次培养可以收获 t 罐以

上的毒液 o这样就可以大大降低生产成本 o使 ��⁄∂

的规模化生产更加可行 ∀
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