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摘　要：本文研究了在Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体悬浮培养系统中规模化培养鲫脑组织细胞（ＧｉＣＢ）和鲤疱疹病毒Ⅱ型
（ＣｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓⅡ，ＣｙＨＶ２）的工艺。结果表明，Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体适合ＧｉＣＢ细胞的贴壁培养，细胞贴壁
期培养基中血清浓度为１０％，微载体浓度为６ｇ／Ｌ；细胞初始接种密度为２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，以转速３５ｒ／
ｍｉｎ，每静置３０ｍｉｎ搅拌２ｍｉｎ的间歇搅拌条件贴壁率最佳，８ｈ后贴壁率可达９０％以上；增殖期以４５ｒ／ｍｉｎ
的连续搅拌速度可获得最佳的细胞生长效能。采用优化的工艺条件，以感染复数为０．２的ＣｙＨＶ２病毒接种
规模化培养的ＧｉＣＢ细胞５ｄ后，出现典型的细胞病变效应，病毒滴度（ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）可达１０

６．５０±０．３０。本项研究

为鲫造血器官坏死症疫苗的规模化制备技术研究奠定了前期基础。
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　　鲤疱疹病毒Ⅱ型（Ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ２，
ＣｙＨＶ２）感染养殖鲫引起的鲫造血器官坏死症是
近年来我国新发生与流行的高度传染性疾病，死

亡率高达９０％以上，给鲫鱼养殖业带来了巨大的
经济损失［１２］。目前，预防水产养殖动物传染性

疾病特别是病毒性疾病最为有效的方法是疫苗

免疫，而鱼类病毒性疾病疫苗研制与免疫预防技

术研究依赖于病毒病原敏感细胞系的建立。

２０１５年，ＭＡ等首次建立了支持鲤疱疹病毒Ⅱ型
稳定复制的异育银鲫脑组织细胞系（ＧｉＣＢ），为研
究鲤疱疹病毒Ⅱ型的感染机理与防治技术提供
了重要基础材料［３］。ＺＨＡＮＧ等在 ＧｉＣＢ细胞上
利用细胞瓶贴壁法制备了鲤疱疹病毒Ⅱ型灭活
疫苗［４］，研究了疫苗的免疫保护效果与应答规

律。但利用细胞瓶贴壁培养方式大规模培养细

胞和病毒，不仅耗时耗力，且产量有限，质量稳定

性控制困难。利用微载体规模化培养细胞与病

毒，是２０世纪九十年代发展起来的技术［５７］，其

具有细胞贴壁表面积大、产量高等优点，克服了

传统细胞与病毒大规模培养的缺陷，为细胞、病

毒大规模培养以及疫苗制备技术的进一步发展

作出了重要贡献。在鱼类细胞培养中，叶雪平

等［８］和陈志宏等［９］利用 ＧＴ２微载体和生物反应
器分别对草鱼的吻端细胞 ＺＣ７９０１和胚胎细胞
ＣＰ８０以及草鱼呼肠孤病毒的培养条件进行了研
究。刘秋凤等［１０］利用微载体细胞培养技术规模

化培养草鱼肾脏细胞和草鱼呼肠孤病毒并制备

了草鱼出血病疫苗，为草鱼出血病的有效防控奠

定了基础。

本文研究了微载体规模化培养鲫脑组织细

胞和鲤疱疹病毒Ⅱ型的工艺，确定了间歇搅拌条
件、血清浓度、微载体浓度、细胞接种密度以及搅

拌速度等最适培养条件或参数，并通过病毒感染

试验，利用微载体悬浮培养的 ＧｉＣＢ细胞规模化
培养了ＣｙＨＶ２，为规模化制备 ＣｙＨＶ２疫苗奠定
了基础。

１　材料与方法

１．１　细胞系与病毒
鲫脑组织细胞系（ＧｉＣＢ）由本实验室建立［３］。
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培养条件：含１０％ 新生牛血清的Ｍ１９９，ｐＨ７．０～
７．２，温度 ２８℃。鲤疱疹病毒Ⅱ型（Ｃｙｐｒｉｎｉｄ
ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ２，ＣｙＨＶ２）由本实验室分离鉴定［３］。

１．２　试剂与仪器
主要试剂与仪器：Ｍ１９９培养基（Ｓｉｇｍａ）；血

清（浙江省杭州四季青生物工程材料有限公司）；

胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ）；ＰＢＳ（Ｓｉｇｍａ）；Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载
体（山东省滨州贝尔凯瑞生物技术有限公司），直

径 １００～１５０μｍ；双侧臂细胞培养搅拌瓶
（Ｗｈｅａｔｏｎ，ＵＳＡ），容积为４Ｌ；ＭｉｃｒｏＳｔｉｒ低速磁力
搅拌器（Ｗｈｅａｔｏｎ，ＵＳＡ）；倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ，日
本）；离心机（Ｓｉｇｍａ３Ｋ１５，德国）。
１．３　种子细胞与病毒培养

Ｔ７５ｃｍ２细胞培养瓶（Ｃｒｏｎｉｎｇ，ＵＳＡ）以１∶２
传代培养种子细胞。以感染复数（Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆ
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为０．２的 ＣｙＨＶ２病毒接种 ＧｉＣＢ
细胞，当细胞病变效应（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）至
９０％左右时收获细胞培养物，－８０℃反复冻融３
次，４℃ ４５００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，去除细胞碎片，
将病毒上清置于－８０℃保存备用。

ＭＯＩ值的计算：
ＭＯＩ＝０．７×ＴＣＩＤ５０×ＶＶ／Ｘｍ （１）

式中：ＶＶ为接种病毒的体积；Ｘｍ为接种病毒时的
细胞量。

１．４　Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体预处理
工作体积为４００ｍＬ，分别按３、６、９ｇ／Ｌ的微

载体浓度称取后，置于盛有１５０ｍＬ无Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋

ＰＢＳ（５０～１００ｍＬ／ｇＣｅｐｈｏｄｅｘ）的洁净烧杯中，充
分搅拌使其在 ＰＢＳ中分散混悬，并用新鲜的１００
ｍＬＰＢＳ（３０～５０ｍＬ／ｇＣｅｐｈｏｄｅｘ）溶液重复清洗２
次，微载体经水化后于 １２１℃高压蒸汽灭菌 ３０
ｍｉｎ，置４℃冰箱备用。
１．５　间歇搅拌条件对ＧｉＣＢ细胞贴壁的影响

细胞在上球贴附阶段采用间歇搅拌方式进

行培养，贴附时间为８ｈ。实验分组见表１。
　　细胞贴壁率的计算公式［１１］：

Ｐ＝（１－Ｘ／Ｘ０）×１００％ （２）
式中：Ｘ为培养液中的游离细胞数；Ｘ０为细胞接
种数。

空球率的计算：取样至于载玻片上，显微镜

观察并计算１００个以上微载体中空球所占的比
例。

表１　贴壁期间歇搅拌条件
Ｔａｂ．１　Ａｇｉｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｄｕｒｉｎｇｃｅｌｌａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
搅拌条件

Ａｇｉｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

Ａ组

ＧｒｏｕｐＡ

Ｂ组

ＧｒｏｕｐＢ

Ｃ组

ＧｒｏｕｐＣ

Ｄ组

ＧｒｏｕｐＤ
培养体积／ｍＬ

Ｃｕｌｔｕｒｅｖｏｌｕｍｅ
４００ ４００ ４００ ４００

静置时间／ｍｉｎ

Ｓｔｉｌｌｉｎｇｔｉｍｅ
５０ ３０ ３０ ５０

搅拌速度／（ｒ／ｍｉｎ）

Ａｇｉｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ
３５ ３５ ４５ ４５

搅拌时间／ｍｉｎ

Ａｇｉｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ
２ ２ ２ ２

１．６　血清浓度对ＧｉＣＢ细胞贴壁的影响
细胞贴附期间，分别用含 ０％、５％、１０％、

１５％ ＦＢＳ浓度的 Ｍ１９９培养液进行培养，每 ３０
ｍｉｎ间歇搅拌２ｍｉｎ，贴附８ｈ后取样，测定细胞
贴壁率。

１．７　最适微载体用量的确定
微载体用量设置３个浓度，分别为３、６和９

ｇ／Ｌ，细胞接种密度为２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，血清浓
度为１０％，在２８℃培养箱中以转速３５ｒ／ｍｉｎ，每
静置３０ｍｉｎ搅拌２ｍｉｎ的间歇搅拌方式促进贴
壁，８ｈ后以４５ｒ／ｍｉｎ的转速连续搅拌生长，每天
取样观察ＧｉＣＢ细胞在微载体上的生长情况，并
进行细胞计数，绘制生长曲线。

１．８　最适细胞接种密度的确定
微载体用量为 ６ｇ／Ｌ，血清浓度为 １０％，以

１．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、４．０×１０５

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的密度接种细胞，培养总体积 ４００ｍＬ，
培养条件如１．７所述，每天取样观察 ＧｉＣＢ细胞
在微载体上的生长情况，并进行细胞计数，绘制

生长曲线。

１．９　最适搅拌速度的确定
微载体的用量为６ｇ／Ｌ，血清浓度为１０％，细

胞接种密度为２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，细胞经８ｈ间
歇搅拌后进行连续搅拌，转速分别为３５、４５、５５ｒ／
ｍｉｎ，每天取样，观察微载体上细胞生长和增殖情
况，并用台盼蓝计数法计数细胞，绘制生长曲线，

确定最适搅拌速度。

１．１０　细胞形态观察与计数
细胞贴附８ｈ后，在均匀悬浮状态下定时取

样２ｍＬ静置，去上清，ＰＢＳ清洗，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃上清后加入１ｍＬ０．２５％的胰酶溶液
消化细胞，并用等量的１０％的 Ｍ１９９培养基终止
消化，吸管吹打直至细胞从微载体上脱落，台酚

５８７
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蓝法计数细胞；同样方法取样，在倒置显微镜下

观察细胞在微载体表面的生长状态。

１．１１　病毒感染及电镜观察
采用最优的工艺条件培养 ＧｉＣＢ细胞，工作

体积为４００ｍＬ，待形成微载体细胞单层后，静置
３～５ｍｉｎ，弃培养液，以ＭＯＩ为０．２的ＣｙＨＶ２病
毒液接种细胞，每 １５ｍｉｎ摇晃一次促进病毒吸
附，１ｈ后，加入血清浓度２％的 Ｍ１９９维持液至
终体积４００ｍＬ，低速磁力搅拌器上以４０ｒ／ｍｉｎ的
转速连续搅拌。在接种病毒后２４、３６、４８、６０、７２、
９６和１２０ｈ取微载体细胞样，用 ＰＢＳ清洗两次
后，２．５％的戊二醛固定２ｈ，经脱水、干燥等处理
后，将制好的样品在扫描电子显微镜上观察微载

体细胞病变情况。

１．１２　病毒增殖曲线测定
在１．１１的培养条件下，分别在接种病毒后

１、１２、２４、４８、６０、８４、１０８和１２０ｈ时取细胞培养液
２ｍＬ，于－８０℃反复冻融３次，４℃ ５０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｍｉｎ去除细胞碎片，用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法进
行ＴＣＩＤ５０（半数组织培养感染剂量）的测定［１２］，

设３次重复测定试验，绘制病毒增殖动态曲线。
ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈＴＣＩＤ５０公式计算：

Ｐ＝（Ａ－５０）／（Ａ－Ｂ） （３）

ｌｇＴＣＩＤ５０／０．１ｍＬ＝ｌｇＤ＋Ｐ×ｌｇＣ （４）
式中：Ｐ为距离比例；Ａ为高于５０％ＣＰＥ率；Ｂ为
低于５０％ＣＰＥ率；Ｄ高于５０％的稀释度；Ｃ稀释
系数。

１．１３　病毒增殖曲线测定
所有的实验至少重复 ３次。数据以平均

值±标准偏差的形式表示，采用 Ｗｅｌｃｈ校正的非
配对 ｔ检验。Ｐ≥０．０５认为无显著性差异，用
“ｎｓ”表示；Ｐ＜０．０５认为差异显著，用“”表示；
Ｐ＜０．０１认为差异非常显著，用“”表示；Ｐ＜
０．００１认为差异极显著，用“”表示。

２　结果

２．１　ＧｉＣＢ细胞静置培养的形态及病变效应
正常ＧｉＣＢ细胞在培养瓶中静置培养，其轮

廓清晰，形态均一，为成纤维样细胞，传代后３～
５ｄ可长满单层，细胞单层稳定（图版Ⅰ１）。
ＣｙＨＶ２接种ＧｉＣＢ后２ｄ细胞开始病变，５ｄ左右
可见明显的细胞病变效应（ＣＰＥ）。与正常细胞
相比，病变的细胞收缩、变圆，折光度增加，细胞

碎片增多，细胞拉长，最后细胞单层崩解呈破渔

网状（图版Ⅰ２）。

图版Ⅰ　静置培养条件下ＣｙＨＶ２感染ＧｉＣＢ细胞的细胞病变效应
ＰｌａｔｅⅠ　ＣｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆＣｙＨＶ２ｉｎｆｅｃｔｅｄＧｉＣＢｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｓｔｉｌｌｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅ

１．正常ＧｉＣＢ细胞；２．病毒感染５ｄ后的ＧｉＣＢ细胞

１．ｎｏｒｍａｌＧｉＣＢｃｅｌｌｓ；２．ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｉｎＧｉＣＢｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＣｙＨＶ２ｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｔ５ｄｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２．２　间歇搅拌条件对ＧｉＣＢ细胞贴壁的影响
不同的间歇搅拌条件（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组）对细胞

的贴壁率的影响见图１。Ｂ组 ＧｉＣＢ细胞贴壁率
最高，为９０％左右，Ｄ组其次，Ｃ组细胞贴壁率最
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低。倒置显微镜下观察，Ｄ组 ＧｉＣＢ细胞在微载
体上分布很不均匀，与Ａ组均呈现部分细胞抱团
生长的现象，且间歇搅拌时微载体细胞不能均匀

的悬浮在培养基中；Ｃ组 ＧｉＣＢ细胞空球现象明
显，空球率近５０％；Ｂ组 ＧｉＣＢ细胞较均匀分布
在每个微载体上，细胞空球率最低，约５％左右。
因此确定Ｂ组为ＧｉＣＢ细胞贴附期的最适间歇搅
拌条件。

图１　间歇搅拌条件对ＧｉＣＢ细胞贴壁率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｔｉｒｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｎ
ｔｈｅａｔｔａｃｈｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＧｉＣＢｃｅｌｌｓ

Ｐ≥０．０５认为无显著性差异，用“ｎｓ”表示；Ｐ＜０．０５认为差异

显著，用“”表示；Ｐ＜０．０１认为差异非常显著，用“”表

示，图２同

ｎｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

（Ｐ≥０．０５）； ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）； ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｒｅｗａｓａｖｅｒｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１），ｔｈｅｓａｍｅｉｎ

ｆｉｇ．２

２．３　血清浓度对ＧｉＣＢ细胞贴壁的影响
细胞经过８ｈ的间歇搅拌贴附期后，不同血

清浓度对细胞贴壁率的影响见图２。血清浓度为
０％时，细胞贴壁率显著低于其他组；血清浓度为
５％时，细胞贴壁速度较慢且贴壁率相对较低；血
清浓度为１０％和１５％时，细胞贴壁率相近，均为
９０％左右，且在倒置显微镜下观察细胞在微载体
上的贴附状态和铺展状况无显著差异。考虑到

细胞在后期生长过程中对营养成分的需求以及

血清成本因素，选择细胞贴壁期合适的血清浓度

为１０％ 。
２．４　微载体浓度对细胞生长的影响

固定细胞接种浓度为２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，不
同的微载体浓度随时间的变化对细胞密度的影

响不同（图３）。随着微载体浓度的升高，最大细
胞密度也随之升高。当微载体浓度为３ｇ／Ｌ时，
细胞密度在７２ｈ时达到最大后随之下降。微载

体浓度为６ｇ／Ｌ和９ｇ／Ｌ时，６０ｈ内细胞的生长
趋势相近，在８４ｈ左右细胞密度达到最大，分别
是１．９３×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ和２．０５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ；但
８４ｈ后，浓度为９ｇ／Ｌ组细胞密度下降较６ｇ／Ｌ
组明显。综合考虑，最适微载体浓度选择６ｇ／Ｌ。

图２　不同血清浓度对ＧｉＣＢ细胞贴壁率的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＦＢＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎＧｉＣＢａｔｔａｃｈｍｅｎｔｅｆｆｉｃａｃｙ

图３　不同Ｃｅｐｈｏｄｅｘ浓度下ＧｉＣＢ细胞生长曲线
Ｆｉｇ．３　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＧｉＣＢｃｅｌｌｓｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣｅｐｈｏｄｅｘｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．５　接种密度对ＧｉＣＢ细胞生长的影响
不同的细胞接种密度对细胞在微载体上生

长曲线见图４。当接种密度为１．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
时，微载体的空载较高，细胞增殖速度缓慢，能达

到的最大细胞密度最低。细胞接种密度为４．０×
１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，倒置显微镜下观察微载体上分布
的细胞数量高，但在８４ｈ后出现了多个微载体聚
集、细胞团聚的现象，此后部分细胞开始出现脱

落，１０８ｈ细胞密度下降明显。在２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／
ｍＬ的接种密度下，细胞在微载体表面分布较均
匀，达到稳定期的时间与细胞密度和 ４．０×１０５

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的接种密度时相近，微载体上细胞单层
稳定。因此，选择微载体培养 ＧｉＣＢ细胞时的最
佳接种密度为２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。

７８７
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图４　不同细胞接种密度对ＧｉＣＢ细胞生长的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓ

ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＧｉＣＢｃｅｌｌｓ

２．６　搅拌速度对ＧｉＣＢ细胞生长的影响
固定细胞接种浓度为２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，不

同搅拌速度下对细胞在微载体上生长曲线见图

５。当转速为３５ｒ／ｍｉｎ时，细胞在培养液中不能
充分悬浮，易引发细胞团的聚结、汇合，显微镜下

观察细胞在微载体表面分布不均匀；当转速为５５
ｒ／ｍｉｎ时，８４ｈ后微载体上的细胞开始脱落，细胞
团崩解，上清液中可见有少量细胞团的存在，细

胞生长状态一般；当转速为４５ｒ／ｍｉｎ时，细胞的
生长密度有所增加，且在９６ｈ时细胞仍保持良好
的生长状态。因此选择 ＧｉＣＢ细胞生长期的最佳
搅拌速度为４５ｒ／ｍｉｎ。

图５　不同搅拌速度下ＧｉＣＢ细胞生长曲线
Ｆｉｇ．５　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＧｉＣＢｃｅｌｌｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄｓ

２．７　ＧｉＣＢ细胞在Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体上的形态观
察

按优化后的培养条件进行微载体细胞培养，

分别在接种后 １２、２４、４８和７２ｈ后取样，用倒置
显微镜和扫描电子显微镜进行观察（图版Ⅱ），结
果均显示ＧｉＣＢ细胞在Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体上生长良
好。在接种１２ｈ后细胞大部分贴附在微载体表
面（图版Ⅱ２），但只有部分细胞开始铺展；２４ｈ

后贴附的细胞迅速分裂增殖，在微载体空白表面

延伸包覆，以类似于方瓶培养的形式单层生长，

细胞开始在微载体之间迁移（图版Ⅱ４）；４８ｈ后
细胞已基本长满微载体表面，细胞的轮廓开始模

糊，部分细胞已贴附于首层细胞之上生长（图版

Ⅱ３，５）；７２ｈ后９０％以上的细胞在微载体上呈
现多层生长的状态，微载体之间出现了多“架桥”

的现象（图版Ⅱ６）。
２．８　病毒感染与电镜观察

在最优的工艺条件下接种 ＣｙＨＶ２，分别在
倒置显微镜与扫描电镜下观察微载体上细胞的

病变情况，可看到明显的ＣＰＥ（图版Ⅲ）。在病毒
感染后 ３６ｈ，微载体细胞单层被破坏（图版Ⅲ
１），微载体间的细胞“架桥”断裂，细胞出现皱缩
变圆凝集，病变细胞之间的空隙增大，此时６０％
的粘连微载体已解离成单个微载体，９６ｈ后细胞
裂解并从微载体表面脱落下来（图版Ⅲ４，５），在
微载体上留下因细胞脱落后膜碎片形成的痕迹

或细胞碎片，１２０ｈ时微载体上的细胞病变脱落
率达９０％（图版Ⅲ２，３），此时收集培养病毒。于
９６孔微量培养板（Ｃｏｍｉｎｇ，ＵＳＡ）上进行收集病毒
滴度的测定，按照 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ方法计算收获液
的病毒滴度为１０６．５０±０．３０ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。
２．９　病毒增殖曲线测定

微载体培养条件下ＣｙＨＶ２的增殖动态如图
６。病毒接种细胞１２ｈ后，病毒滴度开始上升，２４
ｈ后病毒增殖进入对数生长期，９６ｈ后病毒增殖
减慢，１０８ｈ左右病毒滴度达到最大，之后趋于稳
定，经计算病毒滴度（ＴＣＩＤ５０／ｍＬ）可达１０

６．５０±０．３０。

图６　ＣｙＨＶ２在微载体培养条件下的增殖动态
Ｆｉｇ．６　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＣｙＨＶ２

ｉｎｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

８８７



５期 王维玲，等：鲫细胞与病毒微载体规模化培养工艺研究

图版Ⅱ　ＧｉＣＢ细胞在Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体表面的形态观察
ＰｌａｔｅⅡ　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＧｉＣＢｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈｏｎＣｅｐｈｏｄｅｘｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ

倒置显微镜观察：（１）空载体，（２）１２ｈ，（３）４８ｈ；扫描电镜观察：（４）２４ｈ，（５）４８ｈ，（６）７２ｈ，细胞“架桥”

Ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：（１）Ｅｍｐｔｙｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ；（２）１２ｈ；（３）４８ｈ；Ｓｃａｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：（４）２４ｈ；（５）４８ｈ；（６）７２ｈ，ｃｅｌｌ“ｂｒｉｄｇｅ”

图版Ⅲ　ＧｉＣＢ细胞在Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体表面的细胞病变效应
ＰｌａｔｅⅢ　ＣｙｔｏｐａｔｈｉｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧｉＣＢｃｅｌｌｓｏｎｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣｙＨＶ２

扫描电镜观察：（１）３６ｈ，（２）６０ｈ，（３）１２０ｈ；倒置显微镜下观察：（４）４８ｈ，（５）９６ｈ

Ｓｃａｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：（１）３６ｈ，（２）６０ｈ，（３）１２０ｈ；Ｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ：（４）４８ｈ，（５）９６ｈ
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图６　ＣｙＨＶ２在微载体培养条件下的增殖动态
Ｆｉｇ．６　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＣｙＨＶ２ｉｎ

ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

３　讨论

微载体悬浮培养技术具有单位表面积大、细

胞培养密度高、成本低廉等优点，是疫苗规模化

生产工艺的发展方向［１３１４］。微载体细胞培养是

否成功很大程度上决定于细胞贴壁率的高

低［１５１６］。本研究发现间歇搅拌时的静置时间和

搅拌速度对细胞贴壁效率影响较大。静置时间

的长短影响细胞在微载体上分布的均匀性，静置

时间越长，分布越不均匀；反之细胞贴壁不牢或

未贴壁的细胞越多。搅拌速度的增加可提高微

载体表面细胞分布的均匀性，但当转速过大时

（＞６５ｒ／ｍｉｎ）细胞贴壁率却降低甚至造成细胞的
死亡，可能是高转速产生的剪切力和湍流涡旋力

对刚贴壁的细胞造成了破坏。经研究选择以转

速３５ｒ／ｍｉｎ，每静置３０ｍｉｎ搅拌２ｍｉｎ的间歇搅
拌方式贴壁效果最佳。比较在不同血清浓度

（０％、５％、１０％、２０％）下 ＧｉＣＢ细胞在微载体上
的贴壁情况，无血清（０％）浓度下细胞贴壁率低，
可能原因在于血清成分和生物学作用复杂，浓度

过小情况下黏附因子、扩展因子、结合蛋白等物

质缺失，贴附基本靠物理吸附作用［１７］，进而造成

细胞附着性降低、贴壁困难等［１８］，而 ５％、１０％、
１５％血清浓度对细胞均有较强的促进贴壁作用，
但其浓度与微载体细胞的贴壁率也并非成正比。

蒋丹丹等和杨琴等对不同微载体悬浮培养的研

究中却证实降低血清浓度有利于提高贴壁

率［１７，１９２０］，可见血清浓度的高低对不同微载体培

养细胞时的影响效果不同。因此，在微载体细胞

培养时，根据不同微载体的特性和细胞的生长状

态类型选择合适的血清浓度对于提高细胞的贴

壁率意义重大。

许多研究表明，合适的微载体浓度和细胞接

种密度对细胞微载体悬浮培养阶段的细胞生长

有密切的关系 ［２１２３］。３ｇ／Ｌ微载体浓度下最大细
胞密度仅为１．５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，且达到最大密度
后细胞数量迅速下降，可能是由于微载体表面贴

附面积有限，细胞生长空间不足导致；９ｇ／Ｌ微载
体浓度下达到的最大细胞密度为２．６×１０６ｃｅｌｌｓ／
ｍＬ，但相对较高的细胞密度下微载体利用率仅为
４５％，且过多的微载体用量并未使细胞密度成比
例的增加，这与何锡忠等［２４］在微载体培养 ＰＫ１５
细胞条件优化研究中有同样发现，微载体浓度与

最大细胞密度仅有一定程度的相关性［２５］，推测原

因可能与在转瓶系统中培养环境的溶氧性、ｐＨ、
细胞之间的碰撞摩擦、细胞毒性效应等因素有

关。１．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、２．５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、４．０×
１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的接种密度下，达到的最大细胞密度
比为１∶１．９∶２．２，说明提高接种密度后微载体的
表面利用率增加，扩增倍数增加，但高接种密度

仅使最大细胞密度提高了１３．６％，细胞间的接触
抑制作用明显。为提高载体利用率以及细胞培

养效率，选择 ６ｇ／Ｌ的微载体浓度，２．５×１０５

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的细胞接种密度培养细胞。
微载体悬浮培养时，当搅拌速度过低 （０～３０

ｒ／ｍｉｎ），微载体细胞悬浮不均匀，培养瓶底部有微
载体颗粒沉降堆积；当搅拌速度过大（＞６５ｒ／
ｍｉｎ）时，机械搅拌产生的湍流、层流和涡流等流
体作用力加大了对细胞的损伤，使细胞从微载体

上脱落，培养基中有大量可见的细胞团。因此本

研究选择４５ｒ／ｍｉｎ的搅拌转速，使微载体细胞恰
好均匀悬浮生长且增殖较好。

本文通过研究确定了规模化培养鲫脑组织

细胞ＧｉＣＢ及病毒的多项基本工艺参数，表明利
用微载体培养系统规模化制备鲤疱疹病毒Ⅱ型
疫苗具有极大的应用潜力。但因实验中尚未测

定细胞培养过程中代谢产物等是否会引起培养

液中血清蛋白、无机元素、细胞因子、ｐＨ等的变
化对细胞和病毒增殖的影响，因此仍需进一步深

入探索微载体悬浮培养 ＧｉＣＢ细胞和鲤疱疹病毒
Ⅱ型的的工艺条件。
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