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

胞上增殖的最佳培养条件为 血清 接毒量 Β 收毒时间为接毒后培养 ∀ 自制搅拌

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

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

× ≤ ⁄ 比传统转瓶生产方法至少提高 个毒价 可用于 ⁄∂ 规模化生产 ∀

关键词 传染性法氏囊病病毒 ⁄∂ 生物反应器 ∂ 细胞 滴度 规模化生产
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  传染性法氏囊病病毒 ∏ ∏

√ ∏ ⁄∂ 是双 病毒科 √ 禽双

病毒属 Αϖιβιρναϖιρυσ 的代表成员≈ 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 ∗ 周龄的雏鸡和青年鸡 破坏中枢免

疫系统法氏囊中的 淋巴细胞 导致免疫抑制 给

养鸡业造成严重危害≈ ∀目前 有关鸡传染性法氏

囊病 ⁄ 疫苗的生产主要是通过鸡胚和鸡胚成纤

维细胞 ≤∞ƒ 转瓶培养 ∀自从 年 • ≈ 用

⁄∞ ∞2≥ ¬ 2 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 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
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应器中 利用 ∂ 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≈ ∗ 等 ∀张立等≈ 在 生物反应器

中 利用 ≤∞ƒ 微载体培养技术已成功培养 ⁄∂ 病

毒滴度最高为 ∀目前 • 已批准用 ∂ 细

胞培养病毒生产疫苗 ∀为了改变传统生产方式 简

化生产 降低疫苗的生产成本 笔者进行了 ⁄∂ 的

∂ 细胞微载体生物反应器培养技术研究 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

1 1 1  种毒  本所保存 经鸡胚复壮 代 在

∂ 细胞连传 代获得 毒价 ×≤ ⁄ ∀

1 1 2  ∂ 细胞  由中国科学院化工冶金研究所

提供 试验用为 ∂ 细胞 ∗ 代 ∀

1 1 3  培养基  ∏ 除特别指明

外 细胞培养液为 ∏ 加 小牛血清 维

持液为 ∏ 加 小牛血清 ∗ ∀

1 1 4  ≥°ƒ 种蛋  购于中国兽药监察所 ∀

1 1 5  ≤∞ƒ 细胞悬液  取 ∗ 日龄 ≥°ƒ 鸡胚按

常规程序制备 ∀

1 1 6  小牛血清  杭州市四季青生物工程材料研

究所 批号 ∀

1 2  病毒滴定

用 孔平底微量细胞培养板 每孔加入

细胞数为 万 ∗ 万 的 ≤∞ƒ 细胞悬液 培

养液为 ∞ 氏盐液 内含 水解乳蛋白

血清 青链双抗 ∀将待测病毒样品用含

水解乳蛋白的 ∞ 氏盐液以 倍递增稀

释 每个稀释度接种 孔 每孔 病毒 ∀测定时

病毒与细胞同时加入 用涤纶胶带封好培养板后轻

轻振动 置 ε 培养 ∗ 观察结果 根椐

法≈ 计算 以半数细胞感染量

× ≤ ⁄ 表示 ∀

1 3  血清对 ⁄∂ 在 ∂ 细胞上增殖的影响试验

取 细胞培养瓶 个 分为 组 Β 传代

待 瓶细胞长满后 用胰酶消化下来后传成 瓶细

胞 ∀待细胞长满后 ! ! ! 组分别加入 ! !

和 小牛血清的 培养液 每瓶 按毒液与

培养液体积比 Β 接毒量接种 ε 培养 定时将

每组的 个培养瓶的毒液取出 混匀 取样 ≅

再将取样后剩余毒液均分到该组 个培养瓶中 继续

培养 如此反复取毒 测定毒价 ∀

1 4  对 ⁄∂ 在 ∂ 细胞上增殖的影响试验

取 细胞培养瓶 个 分为 组 ∀方法同

血清试验 为每天上午 !下午各调 次 ∀

1 5  不同接毒量和收毒时间对 ⁄∂ 增殖的影响

试验

取 大柯氏瓶 个 分为 组 Β 传代

待细胞长满后加 血清维持液 ∀ ! ! 组分

别按毒液培养液体积比 Β ! Β 和 Β

接毒 定时将每组 培养瓶的毒液取出 混

匀 取样 ≅ 再将取样后剩余毒液均分到该组

个培养瓶中 继续培养 如此反复取毒 测定毒价 ∀

1 6  微载体及其处理

≤ ¬2 购于 ≥ ≤ ≤ ∀使用时将

干微载体加入经二甲基二氯硅烷 ≥ ≤

≤ 硅化的容器中 用 ° ≥ 溶液在室温下充分浸

泡 弃去上清 用 ° ≥ 溶液洗涤 次 更换新的

° ≥ 在 ε 下灭菌 吸去上清 用含 血

清的培养基洗涤 次 更换新培养基 置培养箱中平

衡过夜 ∀

1 7  搅拌瓶和生物反应器细胞培养

在自制的经硅化处理的 搅拌瓶或 搅

拌式生物反应器中 按 加入经处理的微载体

接入 ∂ 细胞 补足培养基至所需体积 ε 培养 ∀

在开始 内 采用 !搅拌 !静止

的间歇搅拌方式进行培养 然后将搅拌速率保持在

进行培养 定时取样 !计数 ∀

1 8  搅拌瓶和生物反应器病毒培养

待 ∂ 细胞在 搅拌瓶或 搅拌式反应

器中微载体上均匀长满后 停止搅拌 使微载体沉

降 抽去上清 补足维持液 接种病毒 ε 培养 定

时取样 滴定病毒 ∀

2  结果与分析

2 1  病毒培养条件的优化

2 1 1  血清浓度对 ⁄∂ 增殖的影响  从图 结

果可以看出 血清浓度对病毒增殖影响很大 ∀血清

浓度为 对病毒增殖最快 滴度最高 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

血清时的值相同但到达最高值的时间延迟 血清

浓度为 和 时 病毒的滴度下降 到达最高值

的时间延迟 病毒的增殖明显受到血清的抑制 ∀从

本试验看 血清浓度生产病毒最为合适 ∀

2 1 2  对 ⁄∂ 增殖的影响  从图 结果可以

看出 偏碱性环境对病毒增殖不利 在 时 病

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

ƒ  ∞ ∏ ⁄∂

对病毒增殖最为有利 在 时病毒增殖速

度快 出现高滴度的时间较早 开始 且达到最

高滴度 酸性条件和碱性条件相比 在偏酸性环

境中病毒增殖较偏碱性环境中好 在 时病毒

的最高滴度为 要比 时值高 但与

相比最高滴度值要低一些 ∀综上所述 在法氏囊

病毒的增殖阶段 控制在 为宜 ∀

图 2  对 ⁄∂ 增殖的影响

ƒ  ∞ ⁄∂

2 1 3  不同接毒量和收毒时间对 ⁄∂ 增殖的影

响  由图 结果可以看出 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

病毒的接毒量减少 病毒的最高增殖滴度增加 但到

达最高滴度的时间推迟 ∀在本试验中 ⁄∂ 的接

毒量以 Β 接毒 以接毒后培养 收获病

毒毒价最高 为 ∀

综上所述 ⁄∂ 的最佳增殖条件为 血

清浓度 接毒量 Β 收毒时间为接种病毒

后培养 ∀

2 2  病毒在微载体 250 搅拌瓶培养系统中的增

殖

2 2 1  ∂ 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  ∞ ∏ √

⁄∂

可知 在 搅拌瓶中 ∂ 细胞接种密度为

≅ 时 ∂ 细胞在微载体上生长初

期比较缓慢 后开始迅速扩展 到达最高

值 ≅ 随后基本维持在这一水平 此

时细胞在微载体上已经长满 细胞进入对数生长后

期 接种病毒有利于病毒的增殖 ∀

图 4  ∂ 细胞在搅拌瓶中的生长

ƒ  ∂

2 2 2  ⁄∂ 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 利用

搅拌瓶进行了 ⁄∂ 在 ∂ 细胞微载体系

统的增殖研究 图 为 ⁄∂ 在微载体搅拌瓶悬浮

培养系统的增殖过程曲线 ∀由图 可知 在搅拌瓶

中 待 ∂ 细胞生长到对数后期 以 Β 接

毒 血清维持 培养 ⁄∂ 的增殖滴度在

∗ 之间都较高 毒价一直维持在 以

上 其中以 毒价最高 滴度达 ∀该试验

表明 在微载体 搅拌瓶悬浮培养系统中 2

⁄∂ 在 ∂ 细胞上可较快增殖到高的滴度水平 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  ° ⁄∂ ∂ 2

∏

2 3  病毒在微载体 5 搅拌式生物反应器培养系统

中的增殖

2 3 1  ∂ 细胞在微载体生物反应器系统的生长

曲线  由图 可知 在 搅拌式生物反应器中

∂ 细胞接种密度为 ≅ 时 ∂ 细

胞在微载体上生长在 前比较缓慢 后开始

迅速扩展 到达最高值 ≅ 随

后基本维持在这一水平 此时细胞在微载体上已经

长满 细胞进入对数生长后期 ∀

图 6  ∂ 细胞在 5 生物反应器中的生长

ƒ  ∂

2 3 2  ⁄∂ 在 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 在 搅拌式生物反应器中 待 ∂

细胞在微载体上生长到对数后期 以 Β 接

毒 血清维持 培养 由图 可知 在

搅拌式生物反应器悬浮培养过程中 ⁄∂ 的滴度

在 ∗ 之间都较高 毒价一直维持在 以

上 其中以 毒价最高 滴度达 比我们利用

和传统转瓶培养系统生产 ⁄∂ 的最高滴度

高 个滴度 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  ° ⁄∂ ∂ 2

∏

3  讨论

有关血清浓度对 ⁄∂ 在细胞上增殖的影响

于大海等人报道 小牛血清对 ⁄∂ 的增殖有抑制

作用≈ ∀他们用 ≤∞ƒ 证明血清中含有抑制因子

这些抑制因子附着于 ≤∞ƒ 表面 占据了细胞的病毒

受体 阻止了病毒附着于细胞 从而抑制了病毒的增

殖 这一结果与笔者的培养条件优化结果一致 ∀在

∂ 细胞上 血清浓度为 对 ⁄∂ 增殖最快 滴

度最高 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 血清时的值相同 但到达最高

值的时间延迟 血清浓度高达 和 时 病毒的

滴度下降 到达最高值的时间延迟 病毒的增殖明显

受到血清的抑制 ∀因此 在病毒生产中应降低血清

浓度 这一方面可降低血清对病毒增殖的抑制作用

提高病毒的产量 另一方面又可以避免细胞快速老

化 降低病毒收获液中杂蛋白的含量 提高疫苗的质

量 同时还可以降低生产成本 ∀

有关 ⁄∂ 的生物反应器培养 张立等人报道

在 ≤ 生物反应器中成功培养 ≤∞ƒ 使

⁄∂ 的滴度达到 × ≤ ⁄ 比转瓶培养

提高 个数量级≈ ∀我们利用微载体 ∂ 细胞培

养系统 在 生物反应器中 使 ⁄∂ 的最高滴度

达 × ≤ ⁄ 比传统的转瓶生产和 ≤∞ƒ 生

物反应器培养系统都高 个滴度 说明该系统优

于转瓶生产和 ≤∞ƒ 生物反应器培养系统 适用于

⁄∂ 的大规模生产 ∀

目前 限制利用生物反应器 ∂ 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 细胞不脱落 病毒较长时间维持一个

较高滴度水平 这就为以后连续收毒培养提供了可

能 ∀通过连续收毒培养 次培养可以收获 罐以

上的毒液 这样就可以大大降低生产成本 使 ⁄∂

的规模化生产更加可行 ∀

≈  ≠ ∏ Ανι μ αλ ςιρολογψ ∞ ≥ 2

× ° ≤

殷  震 刘景华 动物病毒学 第 版 北京 科学出版社

≈  ∏ ° ⁄ ≥ ≠ Δισεασεσ οφ Πουλτρψ

≥ √ °

≈  ∂ • 2

Νατυρε

≈  • • ∏ ≤ ∏√ ∞ ≤ ∞√ ∏

∏ 2 ∏ ⁄≥≥ ∏ √ ∏

∂ Χψτοτεχηνολογψ

≈  • ⁄ ÷ ≤ ≤ ∏ ≤ ≥ ∏

∏ √ ∂ Χηινεσε

ϑουρναλοφ Βιοτεχηνολογψ ≤

王佃亮 肖成祖 陈昭烈 黄子才 微载体高密度培养 ∂ 细

胞的研究 生物工程学报

≈  ƒ ≥ ∏ ≤ • ≥ ≠ ≥ ∏

∂ √ ςιρολογιχα Σινιχα

≤

曾蓉芳 宋家骊 顾  鸣 陈文兰 邵益斌 ∂ 细胞狂犬疫苗

的研制 中国病毒学

≈  ∞ 2 ∏ ∏

∏ √ √ ∏ √ Χψ2

τοτεχηνολογψ

≈  ≠ ÷ ≠ ≤ ≠∏ × × ∏ ∏

∏ ∏ ∏2

√ ∏ ϑουρναλ οφ Εαστ Χηινα Υνιϖερσιτψ οφ Σχιενχε

ανδ Τεχηνολογψ ≤

张  立 张元兴 严  春 俞俊棠 用微载体培养鸡胚细胞生产

法氏囊病病毒 华东理工大学学报

≈  °∏ ⁄ ∏ ≤ ° ∞ Α Λαβ2

ορατορψ Μανυαλ φορ Τηε Ισολατιον ανδ Ιδεντιφιχα2τιον οφ Αϖιαν

Πατηογενσ ∏ ∏ √ °

≤

°∏ ⁄ ∏ ≤ ° ∞ 禽病原

分离鉴定实验室手册 第 版 北京 北京农业大学出版社

≈  ≠∏ ⁄ ≤ ≤ • ÷ √ 2

√ ∏ ∏ ∏

√ ∏ Χηινεσε ϑουρναλ οφ ςιρολογψ

≤

于大海 陈冠春 王笑梅 小牛血清对鸡传染性法氏囊病病毒

增殖的抑制机制 病毒学报
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