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摘要：应用新型ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ微载体悬浮培养ＳＴ细胞增殖猪瘟病毒（ＣＳＦＶ），并与常规单层静置培养法进行比较。新

型微载体悬浮培养的ＳＴ细胞密度７２ｈ可达１８．９×１０５　ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，是单层静置培养工艺的２倍以上；病毒滴度最高可

达７．５×１０５　ＲＩＤ／ｍＬ，较单层静置培养法提高了５０％；在一个生产流程中，能比传统培养工艺多收获２次合格病毒

液。而且，采用新型微载体悬浮培养工艺生产的ＣＳＦＶ，能够刺激猪体产生特异性的中和抗体，对猪的保护率达

１００％，具有很好的免疫原性。因此，新型微载体悬浮培养工艺较单层静置培养法更有技术优势，在ＣＳＦＶ大规模生

产领域具有重要的应用价值。
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　　猪瘟是猪瘟病毒（ｃｌａｓｓｉｃａｌ　ｓｗｉｎｅ　ｆｅｖｅｒ　ｖｉｒｕｓ，

ＣＳＦＶ）引起的猪的一种急性、高度接触性传染病。
该病防控仍以疫苗接种为主，疫苗产品的质量已成
为该病防控的重要保障。目前猪瘟ＳＴ细胞源疫苗
的生产仍以传统的转瓶培养为主，存在效率低、批间
差异大、质量稳定性差等诸多缺点［１］。细胞微载体
培养技术以其兼有贴壁培养和悬浮培养２种技术优
势，是目前贴壁依赖性细胞大规模高密度培养领域
最为重要的技术之一［２］。该技术具有生产效率高、
生产工艺稳定、产品批间差异小等众多优点，已成为
未来生物制药细胞培养工艺的发展方向［３］。近年
来，微载体悬浮培养技术在ＣＳＦＶ的大规模生产领
域已逐渐得到应用和发展。漆世华等［４］将微载体悬
浮培养技术与细胞反应器技术相结合，建立了一套
稳定高效的猪ＳＴ细胞活疫苗生产工艺。王延辉
等［５］采用微载体悬浮培养技术规模化高密度培养对

ＣＳＦＶ疫苗株高敏感的ＳＴＫ 克隆化细胞株增殖

ＣＳＦＶ，可使病毒滴度达到１０７．０　ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。本研
究采用滨州贝尔凯瑞生物技术有限公司最新研发的

ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ型细胞培养微载体培养ＳＴ细胞增殖

ＣＳＦＶ，并与同等条件下的单层培养法进行比较，研
究建立适用于大规模生产高品质、高效力猪瘟疫苗
的技术工艺。

１　材料与方法

１．１　细胞与病毒株　ＳＴ细胞传代细胞系中筛选出
的适合ＣＳＦＶ增殖的克隆细胞株；经典猪瘟兔化弱
毒疫苗中国Ｃ株。以上种子用细胞和病毒株由山
东省滨州畜牧兽医研究院生物技术重点实验室保

存。

１．２　主要试剂与仪器　ＭＥＭ培养基干粉购自南京
三生生物公司；ＣＳＦＶ培养专用双阴牛血清购自南
京三生生物公司；细胞培养级葡萄糖购自Ｓｉｇｍａ公
司；台盼蓝购自国药集团化学试剂有限公司；Ｍｉｎｉ－
ｔｒｏｎ　ＣＯ２ 细胞培养摇床购自瑞士伊孚森生物技术
有限公司；ＳＢＡ－４０Ｅ生物传感分析仪购自山东省科
学院生物研究所；ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ型细胞培养微载体为
滨州贝尔凯瑞生物技术有限公司产品；５０ｍＬ螺旋
盖玻璃三角瓶为德国肖特公司产品；ＣＳＦＶ 抗体

ＥＬＩＳＡ检测试剂盒为美国爱德士公司（ＩＤＥＸＸ）产
品。
培养基：ＳＴ细胞生长液，ＭＥＭ培养液加入６％

（ｖ／ｖ）的ＣＳＦＶ培养专用双阴牛血清；ＳＴ细胞维持
液，ＭＥＭ 培养液加入２％（ｖ／ｖ）的ＣＳＦＶ培养专用

双阴牛血清。

１．３　ＳＴ细胞复苏与常规扩增　从种子库中取出ＳＴ
细胞１支，于３７℃水浴中融化后常温１　０００ｒ／ｍｉｎ的
转速离心５ｍｉｎ。弃去上清，用ＳＴ细胞生长液重悬
细胞。将重悬的ＳＴ细胞无菌转移至Ｔ７５方瓶中，
补充生长液至１５ｍＬ，然后置于３７℃、５％ ＣＯ２的培
养箱中静置培养。待生长７２ｈ后，细胞汇合度达

８０％以上，用０．２５％的胰酶－ＥＤＴＡ消化液消化后，
按１∶３的比率进行传代扩增。每２４ｈ取１瓶观察
细胞生长状态，测定培养液中葡萄糖含量，进行细胞
计数，进一步把握细胞生长情况。

１．４　微载体培养　
１．４．１　微载体准备　称取４×０．０４ｇ　ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ型
细胞培养微载体置于４只５０ｍＬ三角摇瓶中，每瓶
用５～１０ｍＬ细胞培养级超纯水浸泡４８ｈ以使载体
充分膨胀，期间每隔８～１２ｈ用超纯水清洗１次，抽
干并换水。将膨胀好的微载体用等体积的无Ｃａ２＋、

Ｍｇ２＋的ＰＢＳ清洗２次，抽干。用适量（半量培养体
积）的ＰＢＳ后混悬微载体，１１５℃高压蒸汽灭菌３０
ｍｉｎ。灭菌后，待温度降至８０℃左右充分摇匀混悬，
以防止载体结团。将灭菌好的微载体更换无菌ＰＢＳ
溶液，并向微载体ＰＢＳ混悬液中加入适量的细胞生
长液，３７℃孵育２４～７２ｈ进行无菌检验。

１．４．２　ＳＴ细胞接种与上球　将无菌检验合格后的
微载体，弃去检验液，持留微载体，备用。将Ｔ７５瓶
中长成完好单层的ＳＴ细胞用胰酶消化、吹打分散，
按３×１０６个／瓶的细胞量接种入摇瓶中，补充ＳＴ细
胞生长液至１０ｍＬ，放入ＣＯ２细胞培养摇床中培养。

接种后０～６ｈ为间歇低速振荡［６］，每３０～６０ｍｉｎ
振荡１次，每次１～２ｍｉｎ，摇床参数设定如表１。

表１　 间歇振荡阶段时的摇床参数

ｔ／℃ ＣＯ２／％ 转速／（ｒ·ｍｉｎ－１） Ｓｈａｋｅｒ　Ｏｎ／Ｏｆｆ／ｍｉｎ

３７　 ５　 ５５　 ３×（１／３０） ４×（１／６０）

１．４．３　微载体悬浮培养　间歇振荡６ｈ后，ＳＴ细胞
进入细胞－微载体悬浮培养阶段。进行连续振荡模
式，以充分悬浮细胞－载体复合物，防止细胞－载体成
团。ＣＯ２细胞培养摇床控制参数设定如表２所示。

表２　 连续振荡阶段摇床参数

ｔ／℃ ＣＯ２／％ 转速／（ｒ·ｍｉｎ－１） Ｓｈａｋｅｒ　Ｏｎ／Ｏｆｆ（ｍｉｎ）

３７　 ５　 ６０ ＯＮ

在ＳＴ细胞－载体生长阶段，每２４ｈ取１摇瓶对
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细胞进行取样，观察细胞生长状态，测定各摇瓶培养
液中葡萄糖含量，进一步把握细胞生长情况。测定

ＭＥＭ培养液中葡萄糖的起始质量浓度为１．０ｇ／Ｌ，
当培养液中葡萄糖含量低于０．５ｇ／Ｌ时，及时向培
养液中流加１９０ｇ／Ｌ的葡萄糖溶液５２．６μＬ，以满足
细胞高密度生长时的营养需求。

１．５　ＣＳＦＶ增殖与收获　
１．５．１　病毒接种　取Ｔ７５方瓶和三角摇瓶ＳＴ细胞
各２瓶，ＳＴ细胞汇合度达７０％时可进行病毒接种。

ＳＴ细胞在摇瓶或Ｔ７５方瓶内培养４８ｈ，取样观察，
其中１瓶细胞计数，测定培养液中的细胞密度。通
过测培养液葡萄糖含量，观察细胞生长状态弃去细
胞生长液，按培养体积的３％（ｖ／ｖ）接种ＣＳＦＶ病毒
液。并将摇瓶和方瓶放入３７℃吸附３０ｍｉｎ后，摇
瓶补加ＳＴ细胞维持液至１０ｍＬ，方瓶补加维持液
至１５ｍＬ，然后将摇瓶和方瓶分别置于摇床和５％
ＣＯ２培养箱中培养。

１．５．２　病毒增殖　病毒增殖培养阶段，摇床各项控
制参数不变（表２）。在病毒接种后每２４ｈ取样测糖
含量，观察细胞生长状态，计算出各培养时间段的糖
耗量。按１．４．３及时补充葡萄糖，以满足细胞生长
和病毒增殖的营养需求。

１．５．３　病毒收获　ＣＳＦＶ接种后第５天分别对摇瓶
和方瓶进行首次病毒收获，此后每４ｄ收获１次，直
至第５收（即病毒接种后第２１天）病毒收获结束。
每次收获病毒前观察细胞生长状态，取样测培养液
中糖质量浓度，取样测病毒效价。

１．６　ＣＳＦＶ效价测定　本研究做的ＣＳＦＶ病毒含量
测定采用对兔的最小感染量计算。取各收次ＣＳＦＶ
收获液按规定倍数稀释，分别接种家兔２只，然后测
体温。其中定型热反应以“＋＋”表示，轻热反应以
“＋”表示，无反应以“－”表示，具体按中华人民共和
国农业部第１７１９号公告附件２所述的猪瘟活疫苗
（传代细胞源）制造及检验试行规程中１．２毒种标
准、３．４半成品检验及４．７效力检验规定的方法进
行［７］。兔体反应热型测定亦按照该规程要求的方法
来操作，按时做好观察和记录，根据兔体温反应与攻
毒结果综合判定病毒效价。

１．７　免疫原性测定　将微载体培养工艺的２，３，４　３
个收次的ＣＳＦＶ收液等量混匀后稀释７５万倍，单层
静置培养的２，３，５　３个收次的ＣＳＦＶ收液等量混匀
稀释５０万倍，分别肌肉注射无猪瘟中和抗体的健康
猪各５头，每头１．０ｍＬ。同时，设对照组猪５头，每

头接种含２％ＦＢＳ的细胞培养液１．０ｍＬ。并于接种
后１４ｄ采血，测定各试验组和对照组猪的猪瘟抗体
水平。采血后连同对照猪５头，各注射含量为１０５．０

ＭＬＤ（最 小 致 死 量）的 ＣＳＦＶ 石 门 系 血 毒

１．０ｍＬ／头，观察１６ｄ。记录猪只临床症状、体温状
况、发病情况、死亡头数，具体按中华人民共和国农
业部第１７１９号公告附件２所述的猪瘟活疫苗（传代
细胞源）制造及检验试行规程中１．２毒种标准进
行［７］。

２　结果

２．１　２种不同工艺培养的ＳＴ细胞　分别对单层培
养和微载体培养的ＳＴ细胞每２４ｈ取样，台盼兰活
细胞计数法做细胞计数［８］，结果如表３。各个时间
阶段ＳＴ细胞在ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ微载体上的生长状态如
图１所示。

表３　２种不同培养方法ＳＴ细胞在不同培养时间的细胞密度

培养方法 ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
静态单层培养／（×１０５　ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１） ３．０　 ３．９　 ６．８　 ７．６
微载体悬浮培养／（×１０５　ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１） ３．０　 ５．１　 １４．３　 １８．９

　　ＳＴ细胞在方瓶中静置培养时，７２ｈ细胞长成
致密单层，最高密度达７．６×１０５　ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，微载体悬
浮培养条件下，由于表面积的增加，７２ｈ细胞密度
可达１８．９×１０５　ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。因此，同等条件下细胞密
度后者是前者的２倍以上。

２．２　２种不同工艺条件下ＳＴ细胞的糖耗水平　在
微载体摇瓶悬浮培养和 Ｔ７５方瓶单层静置培养条
件下，接种ＣＳＦＶ病毒以及无病毒空白对照组ＳＴ
细胞，各组细胞的葡萄糖消耗水平均存在明显差异。
在每个收获周期，微载体悬浮培养组的糖耗最高，而
空白对照组糖耗则最低。其中糖耗以每个收获周期
所产生的葡萄质量浓度（ｇ／Ｌ）变化量之和计算，具
体如图２所示。

　　由于微载体悬浮培养组细胞量大于单层静置培
养组，再加上病毒增殖所需的能量物质也较多，因此
前者葡萄糖消耗明显高于后者。而单层培养病毒增
殖组的糖耗高于空白对照组应该源于前者病毒增殖

产生的葡萄糖消耗，这些从图２显示的实际结果基
本与理论水平相符。
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图１　２种不同工艺培养的ＳＴ细胞　ａ，ｂ，ｃ．单层静置培养的ＳＴ细胞；ｄ，ｅ，ｆ．微载体悬浮培养的ＳＴ细胞；ａ，ｄ．２４ｈ；ｂ，ｅ．４８ｈ；ｃ，

ｆ．７２ｈ

图２　不同工艺条件下ＳＴ细胞单次病毒收获的糖耗水平

２．３　２种不同工艺的病毒增殖　由于ＣＳＦＶ对ＳＴ

细胞无致细胞病变效应（ＣＰＥ），因此在ＣＳＦＶ感染
增殖的整个过程中并没有特征性病毒蚀斑或病灶产

生。但由于培养时间延长，细胞数量仍有一定增长，
且会出现自然凋亡，因此在单层静置培养模式下会
有少量细胞局部堆积。而在微载体悬浮培养模式
下，由于细胞密度过大和病毒增殖导致培养液中营
养物质的过快消耗及代谢产物的大量积累，且不能
及时得到补充和清除，因此加速了ＳＴ细胞的凋亡
过程，导致细胞碎片过多，甚至培养后期有少量空球
现象［９］。尽管如此，贴壁或附球生长的ＳＴ细胞状
态和活力都较好，能耗仍维持在较高的水平，具体如
图２，３所示。

图３　２种不同工艺的病毒增殖　ａ，ｂ，ｃ．单层静置培养的ＳＴ细胞感染ＣＳＦＶ后的１，３，５收细胞状态；ｄ，ｅ，ｆ．微载体悬浮培养的

ＳＴ细胞感染ＣＳＦＶ后的１，３，５收细胞状态

８６１ 　中 国 兽 医 学 报　２０１８年１月　第３８卷　第１期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｊａｎ．　２０１８　Ｖｏｌ．３８　Ｎｏ．１　



　　将不同收次收获的ＣＳＦＶ悬液分别按５０万和

７５万倍稀释，耳静脉注射家兔２只，记录兔体热型

反应结果如表４。微载体悬浮培养收获的ＣＳＦＶ除

１收和５收稀释７５万倍不合格外，其余均合格。而

单层静置培养仅２，３，５　３个收次的５０万倍稀释的

热型反应合格。因此，可以判定单层静置培养的病

毒效价最高为５０万ＲＩＤ／ｍＬ，其中第１收和第４收

低于５０万ＲＩＤ／ｍＬ。而微载体悬浮培养法收获的

ＣＳＦＶ各个收次的效价均在５０万ＲＩＤ／ｍＬ以上，且

２，３，４　３个收次均达到７５万ＲＩＤ／ｍＬ以上，具体如

表５所示。

表４　２种不同培养方法收获的ＣＳＦＶ效力检验

收　次
稀释因子／

（×１０４　ＲＩＤ·ｍＬ－１）

１ｔｈ

５０　 ７５

２ｔｈ

５０　 ７５

３ｔｈ

５０　 ７５

４ｔｈ

５０　 ７５

５ｔｈ

５０　 ７５

单层静置培养 －／－ －／－ ＋＋／＋＋ －／－ ＋＋／＋＋ －／－ －／－ －／－ ＋＋／＋＋ －／－

微载体悬浮培养 ＋＋／＋ －／－ ＋＋／＋＋ ＋＋／＋＋ ＋＋／＋＋ ＋＋／＋＋ ＋＋／＋＋ ＋／＋＋ ＋＋／＋ －／－

　　通过对不同收次收获的ＣＳＦＶ 悬液的病毒效

价测定，比较了２种不同技术工艺条件下培养的

ＣＳＦＶ滴度水平，显示了２种工艺之间ＣＳＦＶ增殖

效果存在明显差异。按照现行的有关国家标准［７］，

低于５０×１０４　ＲＩＤ／ｍＬ的收获液不合格，微载体悬

浮培养法不仅比传统单层静置培养多收获２个收次

的合格病毒液，而且中间２，３，４这３个收次的病毒

效价较后者高出５０％。显然，前者在ＣＳＦＶ培养方

面具有更好的增殖效果、更高的生产效率和更稳定

的技术优势。

表５　２种不同培养方法收获的ＣＳＦＶ滴度

试验组别
１ｔｈ　 ２ｔｈ　 ３ｔｈ　 ４ｔｈ　 ５ｔｈ

病毒效价／（×１０４　ＲＩＤ·ｍＬ－１）

单层静置培养 ＜５０　 ５０　 ５０ ＜５０　 ５０

微载体悬浮培养 ５０　 ７５　 ７５　 ７５　 ５０

２．４　免疫原性分析　对微载体培养细胞毒和静置

培养细胞毒试验组以及对照组各５头猪１４日采血，

进行血清中和抗体检验。其中，阳性对照１．４４９、阴

性对照０．１１１；按临界值（Ｃ．Ｏ．）的计算方法，临界值

＝０．１９＋阴性对照孔均值；检测样品Ｄ４５０值≥０．３０１

血清抗体即为阳性；检测样品Ｄ４５０值＜０．３０１判定

该检测样品为阴性。ＥＬＩＳＡ检测结果如表６，试验

组猪血清样 Ｄ４５０均高于０．３０１，对照组猪血清样

Ｄ４５０均低于０．３０１。可知，微载体培养的ＣＳＦＶ与单

层静置培养的ＣＳＦＶ均能产生很好的ＣＳＦＶ特异

性中和抗体，而无细胞毒的对照组明显呈ＣＳＦＶ抗

体阴性。因此，微载体悬浮培养的ＣＳＦＶ与传统的

单层静置培养工艺生产的ＣＳＦＶ同样具有良好的免

疫原性。

表６　ＥＬＩＳＡ检测ＣＳＦＶ特异性中和抗体

试验组别
１　 ２　 ３　 ４　 ５

Ｄ４５０

单层静置培养 ０．３６５　３　０．３９６　９　０．４２１　３　０．４２７　１　 ０．４０８　２

微载体悬浮培养 ０．４４３　０　０．４０７　９　０．４５０　０　０．４４１　６　 ０．４６１　５

对照组 ０．１０９　５　０．２２７　１　０．１０１　３　０．２１３　６　 ０．１８７　２

表７　攻毒后动物临床症状及保护率

试验组别 动物数／只 发烧数／只 死亡数／只 保护率／％

单层静置培养 ５　 １　 ０　 １００

微载体悬浮培养 ５　 ０　 ０　 １００

对照组 ５　 ５　 ５　 ０

从表７可以看出，接种微载体培养组细胞毒的

试验猪没有明显的临床症状和发热反应，接种静置

培养组细胞毒的试验猪除１头产生一过性发热外，

其余都表现正常。而未接种细胞毒的对照组各猪都

有明显的发热症状，且都在攻毒后以死亡转归。而

试验组没有猪只死亡，保护率均达１００％，进一步验

证了微载体培养工艺生产的ＣＳＦＶ具有很好的免疫

原性。

３　讨论

本研究采用ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ型细胞微载体在摇瓶
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中进行了ＳＴ细胞悬浮培养增殖ＣＳＦＶ的技术工艺

研究，并与Ｆｌａｓｋ瓶的单层静置培养法进行了比较。

微载体悬浮培养法的细胞密度是单层静置培养的２
倍以上，病毒效价较后者能高５０％，而且１个工艺

流程微载体悬浮培养法能多收获２个收次的合格产

品，大大提高了生产效率，具有明显的技术优势。然

而，整个试验过程中对培养条件的调控仍很有限，在

细胞生长和病毒增殖过程中对ｐＨ、ＤＯ等基本没有

调控，病毒检测仍不能做到快速而准确。因此，要想

微载体悬浮培养工艺的技术优势得到应有的发挥，

仍需要做大量的深入研究工作。微载体培养法收获

的ＣＳＦＶ具有很好的免疫原性，而与传统工艺生产

的ＣＳＦＶ相比，免疫猪抗体产生是否更快，抗体滴度

水平是否更高，持续时间能否更长，将有待进一步研

究。

尽管如此，本研究的意义在于初步掌握ＳＴ细

胞在ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ微载体上的生长特性，了解ＣＳＦＶ
的微载体悬浮培养工艺中ＣＳＦＶ的感染规律和增殖

水平，把握好病毒培养过程中的葡萄糖流加量与培

养时间的关系，掌握病毒接种方法与收获规律等，这

些重要的技术资料可以为应用ＣｅｐｈｏｄｅｘＤ型微载

体在细胞生物反应器中大规模悬浮培养ＳＴ细胞生

产ＣＳＦＶ等后续研究提供重要的试验依据。
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