
中国兽药杂志 ２０１４，４８（１２）：３８～４２ ／袁良玉，等　

不同细胞进行牛血清中牛源病毒检测的比较试验

袁良玉１，黄 敏１，户美玲１，吕冰凌１，潘海龙１，孟 丽２∗

（１．成都生物制品研究所有限责任公司，成都 ６１００２３；２．中国生物技术股份有限公司，北京 １０００２９）
［收稿日期］ ２０１４－１０－１３　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１４）１２－００３８－０５　 ［中图分类号］Ｓ８５２．６５３

［摘　 要］ 　 对不同细胞进行牛血清中牛源病毒检测的比较实验，选出用于牛血清中病毒检测的最

适合外源病毒增殖的细胞，从而提高血清中病毒的检出率，以确保用于疫苗生产的牛血清安全可

靠。 将牛腹泻病毒、牛腺病毒、牛细小病毒、牛副流感病毒、呼肠孤病毒和狂犬病毒接种到培养好的

ＭＤＢＫ 细胞、ＶＥＲＯ 细胞、ＢＴ 细胞中，逐日观察细胞的病变情况，待观察到 １０％细胞出现病变或者培

养 ７ ｄ 后，进行免疫荧光染色，选出适合用于六种病毒增殖的细胞系。 结果显示，ＢＴ 细胞对所有病

毒敏感，ＶＥＲＯ 细胞对 ＢＡＶ、ＢＶＤＶ 病毒不敏感，ＭＤＢＫ 对 ＲＥＯ、ＢＶＤＶ、ＲＶ 三种病毒不敏感。 综合

比较后，选择 ＢＴ 细胞为 ＢＰＩＶ、ＢＰＶ、ＢＡＶ、ＢＶＤＶ 的增殖及实验用细胞，ＶＥＲＯ 细胞为 ＲＥＯ、ＲＶ 的增

殖及实验用细胞。
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器，经峰纯度检测能确认 ２ 种药物出峰处无杂质干

扰，经光谱相似度检查锁定非法添加物，通过保留

时间与对照品进行比对的方法确定非法添加物，具
有较好的准确度和精密度，重复性良好，可以用于

兽药中非法添加氨茶碱和二羟丙茶碱的检测。
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　 　 生物制品的出现对人类的健康和生活质量的

提高有非常特殊的意义。 生物制品的生产，尤其是

病毒性疫苗的生产，大多数都需要经过细胞的培

养［１］。 牛血清是疫苗生产的重要原材料，在培养体

系中加入一定量牛血清可以补充细胞生长所需的

生长因子、激素、细胞黏附因子等［２］，但是，各种外

源因子很容易污染牛血清［３－４］，所以牛血清的质量

与疫苗的质量息息相关。 目前，已知有多种病毒可

通过胎盘进入胎牛血清，而且血清中还可能存在某

些人畜共患疾病的病毒，如狂犬病毒［５］，因此对牛

血清中病毒的检测尤为重要。 ２０１０ 版《中华人民

共和国药典》规定［６］，细胞培养用的牛血清至少要

检测牛腹泻病毒（ＢＶＤＶ）、牛细小病毒（ＢＰＶ）、牛
副流感病毒（ＢＰＩＶ）、呼肠孤病毒（ＲＥＯ）、牛腺病毒

（ＢＡＶ）和狂犬病毒（ＲＶ）六种病毒。 在进行病毒检

测时，选择合适的敏感细胞，可以提高对病毒的检

出率，因此，本研究选用 ＭＤＢＫ 细胞、ＶＥＲＯ 细胞、
ＢＴ 细胞分别对六种病毒进行了检测，选出用于牛

血清中病毒检测的最适合外源病毒增殖的细胞，从
而提高牛血清中病毒的检出率。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 细胞 　 ＢＴ 细胞、ＶＥＲＯ 细胞和 ＭＤＢＫ 细胞

由成都生物制品研究所有限责任公司提供。
１．１．２　 荧光抗体　 抗 ＢＶＤＶ（批号：Ｐ１１１２２２－００２）、
ＢＰＩＶ（批号：Ｐ１１１２２２－００３） 、ＢＰＶ（批号：Ｐ１００４３０－
００１）、ＢＡＶ（Ｐ０８０４２１－００１）、ＲＥＯ（批号：Ｐ１００１１８－
００１）的荧光抗体，均购自美国的 ＶＭＲＤ；抗 ＲＶ 的

荧光抗体（批号：３０８３７２）购自日本 ＦＵＪＩＲ。
１．１．３ 　 病毒 　 ＢＶＤＶ、ＢＰＩＶ、ＢＰＶ、ＢＡＶ、ＲＥＯ 病毒

从 ＡＴＣＣ 购买，接种 ＶＥＲＯ 细胞或 ＢＴ 细胞进行增

殖，待细胞出现 ＣＰＥ 时收获，于－７０ ℃条件下保存

备用。 ＲＶ 病毒由成都生物制品研究所病毒性疫苗

研究室提供。
１．１．４　 高糖 ＤＭＥＭ　 批号：ＮＺＧ１１６８，购自 ＡＴＣＣ。
１．１．５　 牛血清　 批号：ＤＸＪ０４４０，购自 Ｈｙｃｌｏｎｇ。
１．１．６　 牛血清白蛋白（ＢＳＡ）　 批号：２６２，购自ＳｅａＳｋｙＢｉｏ。
１．２　 方法

１．２．１　 细胞浓度和血清浓度的确定　 取长满单层的

细胞，制备成 ０．５×１０５ ／ ｍＬ、１．０×１０５ ／ ｍＬ、２．０×１０５ ／ ｍＬ ３
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个不同浓度的细胞悬液，分别使用 ５％和 １０％的血

清浓度配制细胞生长液来传代，挑选出合适的细胞

浓度和血清使细胞生长 ７ ｄ 后，能够长满，但不出

现脱落情况。
１．２．２　 细胞板制备及病毒接种　 将制备好的 ＢＴ 细

胞、ＶＥＲＯ 细胞和 ＭＤＢＫ 细胞悬液加入到 ９６ 孔细

胞板中，每种细胞至少制备 １４ 孔。 待细胞完全贴

壁后，弃去细胞培养液。 将六种病毒的病毒悬液加

入到铺制了细胞的 ９６ 孔板中，５０ μＬ ／孔，每种细胞

接种 ２ 孔，剩余的 ２ 孔细胞加入 ５０ μＬ 的 ＤＭＥＭ，
作为阴性对照，放置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２培养箱中吸

附，吸附 １．５ ｈ 后，抽去各孔的液体，补加入相应的

５％血清浓度的细胞培养液。 置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２培

养箱中培养，逐日观察。
１．２．３　 结果判定　 待观察到 １０％细胞出现病变或

者培养 ７ ｄ 后，进行免疫荧光染色，取出培养好的

９６ 孔板，用甲醇对细胞进行固定， － ２０ ℃，固定

２０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，加 ３％的 ＢＳＡ 在 ３７ ℃孵

箱中封闭 ３０ ｍｉｎ，加适宜浓度的荧光抗体，避光放

入 ４ ℃染色，次日取出，先用 ＰＢＳ 清洗三次，然后于

荧光显微镜下用蓝光观察结果。 显示特异性的黄

绿色荧光，可判定为阳性，即感染了病毒；没有显示

特异性的黄绿色荧光，可判定为阴性。
２　 结 果

２．１　 最佳细胞浓度和血清浓度　 实验结果显示，
选用 ５％的血清浓度，ＶＥＲＯ 细胞选择 ０．５×１０５的浓

度，ＢＴ 细胞选择 １．０×１０５的浓度，ＭＤＢＫ 细胞选择

０．５×１０５的浓度为最佳方案（表 １）。
２．２　 病变结果　 六种病毒分别接种三种细胞后的

结果如表 ２、图 １ 所示。

表 １　 不同细胞浓度和血清浓度培养的细胞生长情况结果表

细胞 细胞浓度 培养条件 ５ ｄ ６ ｄ ７ ｄ

ＶＥＲＯ

０．５×１０５

１．０×１０５

２．０×１０５

５％血清浓度 ８０％～９０％ 长满 未脱落

１０％血清浓度 长满 很满 未脱落

５％血清浓度 长满 很满 未脱落

１０％血清浓度 长满 很满 脱落

５％血清浓度 长满 脱落 脱落

１０％血清浓度 长满 脱落 脱落

ＢＴ

０．５×１０５

１．０×１０５

２．０×１０５

５％血清浓度 ５０％～６０％ ７０％～８０％ ９０％～１００％

１０％血清浓度 ５０％～６０％ ７０％～８０％ ９０％～１００％

５％血清浓度 ７０％～８０％ ９０％～１００％ 长满、未脱落

１０％血清浓度 ７０％～８０％ ９０％～１００％ 长满、未脱落

５％血清浓度 ８０％～９０％ 长满 未脱落

１０％血清浓度 ８０％～９０％ 长满 未脱落

ＭＤＢＫ

０．５×１０５

１．０×１０５

２．０×１０５

５％血清浓度 ５０％～６０％ ８０％～９０％ 长满、未脱落

１０％血清浓度 ６０％～７０％ ８０％～９０％ 长满、未脱落

５％血清浓度 长满 很满 未脱落

１０％血清浓度 长满 很满 脱落

５％血清浓度 长满 脱落 脱落

１０％血清浓度 长满 脱落 脱落

　 　 ＢＰＩＶ 接种 ＢＴ 细胞 ３ ～ ４ ｄ，感染细胞呈拉网

状， ＢＰＶ 细胞感染 ＢＴ 细胞在 ２ ～ ３ ｄ，细胞圆缩，
ＢＡＶ 接种 ＢＴ 细胞在 ３～４ ｄ，感染细胞病变典型，呈
圆缩、葡萄串状等，ＢＶＤＶ 感染 ＢＴ 的病毒感染细胞

明显，感染细胞呈拉网状，ＲＥＯ 感染 ＢＴ 细胞在 ６ ～
７ ｄ，感染细胞开始脱落， ＲＶ 接种细胞，细胞未出现

明显病变，且经荧光染色后可见荧光。
ＢＡＶ、ＢＶＤＶ 接种 ＶＥＲＯ 细胞 ７ ｄ，均未见细胞
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病变，经荧光染色后也未出现荧光，ＢＰＶ、ＲＥＯ、ＲＶ
接种 ＶＥＲＯ 细胞，培养 ７ ｄ，未见细胞出现病变，且
经荧光染色后可见荧光。 ＢＰＩＶ 接种细胞 ４ ｄ 后，经
感染细胞呈细胞圆缩，染色后可见明显荧光。

ＢＰＩＶ 病毒接种 ＭＤＢＫ 细胞，培养 ４ ～ ５ ｄ，感染

细胞呈拉网状，ＢＡＶ 接种 ＭＤＢＫ 细胞后，培养 ３ ～
４ ｄ细胞出现明显病变，圆缩，感染细胞聚集呈葡萄

串状，圆缩，ＢＰＶ 感染 ＭＤＢＫ 细胞在 ６～７ ｄ，感染细

胞圆缩，ＢＶＤＶ、ＲＥＯ、ＲＶ 均在 ＭＤＢＫ 细胞上培养

７ ｄ，未见细胞病变，经荧光染色后也未出现荧光。

表 ２　 六种病毒感染细胞病变结果表

　 　 　 ＢＴ 　 　 　 　 　 ＶＥＲＯ　 　 　 　 ＭＤＢＫ　 　

ＣＰＥ ＩＦ ＣＰＥ ＩＦ ＣＰＥ ＩＦ

ＢＰＩＶ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＢＰＶ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋

ＢＡＶ ＋ ＋ － － ＋ ＋

ＢＶＤＶ ＋ ＋ － － － －

ＲＥＯ ＋ ＋ － ＋ － －

ＲＶ － ＋ － ＋ － －

Ａ～Ｐ： 明视场观察结果； ａ～ ｐ： 蓝色荧光观察结果

图 １　 六种病毒接种三种细胞后的检测结果（×２００）
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３　 讨论与小结

现阶段，我国在很大程度上提高了牛血清的检

测项目和检测指标，推动整个检测标准向欧美的药

典及其他的国外先进标准靠拢，为整体提高我国牛

血清的质量和提高整个疫苗产业质量迈出了关键

一步。 但是，《中华人民共和国药典》的要求和检测

方法在我国推行的时间还较为有限，在以上六种病

毒中除牛腹泻病毒是以往的常规检测病毒，已经有

了很多检验方法学方面的研究，其余病毒的方法学

检测均处于发展较慢的阶段。 ２０１０ 版《中华人民

共和国药典》实施后，很多生物制品企业在开展牛

病毒免疫荧光法检测方面做了很多工作，也在逐步

开始做这方面的检测。 对于病毒检测来说，选择合

适的细胞，提高血清中病毒的检出率是牛血清检测

的关键。
细胞培养液中的血清含量是细胞生长的一个

关键条件，如果血清含量比较少，细胞生长较为缓

慢；如果血清含量较高，细胞生长的速度也会比较

快，但是，对病毒增殖来说差别不是很明显［７］，而且

血清含量高，用的血清就多，经济费用也会高一些，
所以，选择合适的接种条件才能保证血清病毒的正

常检出。 另外，细胞浓度的大小是细胞能否在瓶内

表面贴壁生长的先决条件，接种病毒后，细胞密度

太大或太小都会影响病毒的检出，所以在制备细胞

板时选择合适的细胞浓度才能保证阴性对照细胞

生长 ７ ｄ 不会脱落。
由于病毒对温度比较敏感，长时间在室温下能

使病毒失去活性，例如牛副流感病毒极不稳定，对
环境抵抗力也极弱，在没有蛋白质的溶液中，室温

放置 ２ ～ ４ ｈ，它的活力可降至 １０％，甚至没有活

力［８］，所以在进行实验时要避免病毒的反复冻融和

长时间在室温下操作。
从六种病毒接种三种不同细胞的结果可以看

出，六种病毒在三种细胞上的感染情况各异。 ＢＴ
细胞对所有细胞都敏感，但是在接种 ＲＥＯ 病毒时，
易出现脱落，而 ＲＶ 在接种 ＢＴ 细胞时，效果没有接

种 ＶＥＲＯ 细胞明显，ＶＥＲＯ 细胞对 ＢＡＶ、ＢＶＤＶ 病

毒不敏感，ＭＤＢＫ 对 ＲＥＯ、ＢＶＤＶ、ＲＶ 三种病毒不敏

感，但是， 有文献 报 道， 可 以 用 牛 肾 细 胞 进 行

ＢＶＤＶ、ＲＥＯ 的检测，ＡＴＣＣ 的病毒资料指出可以使

用原代牛肾细胞进行 ＢＶＤＶ 的增殖，因为本实验室

使用的是传代牛肾细胞，代次过高会影响病毒检测

的敏感性［９］。 ＢＴ 细胞作为敏感细胞用于实验，在
免疫荧光染色时，易出现细胞脱落，所以会造成染

色效果不佳的问题，有报道［１０］ 称细胞固定液和固

定温度的不同会影响荧光染色的效果，在实验中选

用合适的固定液进行固定［１１］，可以避免这些情况。
但是，整体来说 ＢＴ 细胞进行试验的敏感性要好些，
也利于病毒的检出。

综合比较后，在实践中可以选择 ＢＴ 细胞为

ＢＰＩＶ、ＢＰＶ、 ＢＡＶ、 ＢＶＤＶ 的增殖及实验用细胞，
ＶＥＲＯ细胞作为 ＲＥＯ、ＲＶ 的增殖及实验用细胞。
为了提高血清中病毒的检出率，实际操作中可以选

用多种细胞同时进行实验。
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