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［摘　要］　为了在Ｍａｒｃ－１４５细胞上获得更高滴度的猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）ＴＪＭ株，

对细胞培养条件、细胞接种量、微载体的用量以及病毒培养时间等条件进行了优化。结果表明，利

用生物反应器悬浮培养Ｍａｒｃ－１４５细胞在血清为金源康且含量为１０％、培养基为ＤＭＥＭ、细胞接种

密度为２０～３０细胞／球、微载体为５ｇ等条件下生长状态最好；病毒最佳培养时间为２７～３６ｈ，病毒

增殖效果好且能够达到最高的病毒滴度。本试验为微载体培养条件下大规模生产ＰＲＲＳＶ－ＴＪＭ株

疫苗奠定了一定理论基础。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ＰｏｒｃｉｎｅＲｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ

ａｎｄＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＳｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼

吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）引起的一种严重危害养猪

业的二类传染病［１］。在２０世纪８０年代美国首次

报道了该病［２］。１９９１年荷兰成功分离到该病毒并

命名为 Ｌｅｌｙｓｔａｄ病毒［３－４］。１９９６年郭宝清等人在

国内某猪场首次分离出 ＰＲＲＳＶ，并命名为 ＣＨ－１α
株［５］。直到２００６年我国首次爆发了高致病性呼吸

与繁殖综合征，给养猪业带来巨大的经济损失［６］。

由于病毒经过周期性扩张，出现基因交换［７］，导致

新亚型病毒出现。随后许多高致病性猪繁殖与呼

吸综合征病毒的分离鉴定被相继报道［８］。培养

ＰＲＲＳＶ常用的细胞系有猪肺泡巨噬细胞（ＰＡＭ）、

ＭＡ－１０４细胞以及 Ｍａｒｃ－１４５细胞等。伴随着国

家第１７０８号公告的颁布，血清价格不断上涨的压

力以及市场对于高质量疫苗需求，国内外越来越多

的企业和研究机构都着手进行 ＰＲＲＳＶ工艺革新，

目前国内外还没有关于ＰＲＲＳＶＴＪＭ株的报道。本

研究采用Ｍａｒｃ－１４５细胞在生物反应器中不同培

养条件下对 ＰＲＲＳＶ增殖的培养条件进行了优化，

为疫苗的生产提供了理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞、毒株、血清和培养基　Ｍａｒｃ－１４５细

胞由吉林特研生物技术有限责任公司保存，并经过

传代培养至第 １０代进行试验；ＰＲＲＳＶＴＪＭ毒株

（第７８代）由吉林特研生物技术有限责任公司保

存；金源康血清（批号２０１５０６２９）购自内蒙古金源

康生物工程有限公司；草原绿野血清 （批号

１４０１０１００１）购自呼和浩特市草原绿野生物工程材

料有限公司；ＭＥＭ与 ＤＭＥＭ培养基均购自 Ｇｉｂｃｏ

公司（批号１６０１１０４００ＰＭ）；微载体 ｃｙｔｏｄｅｘ－１（批

号１７０４４８０３）购自ＧＥ公司。

１．１．２　仪器　生物反应器购自广州奇志公司（型

号ＢＣ－７Ｌ）；细胞计数仪 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ购自上海乐纯

生物技术有限公司（型号ＩＣ１０００）。

１．２　方法

１．２．１　Ｍａｒｃ－１４５细胞的复苏　从液氮罐取出冻

存的细胞，放入到３７℃水浴锅中，轻轻摇晃使之融

化，在超净台内吸出细胞悬液加入细胞培养瓶中并

补加培养液置于３７℃ ５％ ＣＯ２恒温箱中，细胞贴

壁后换液１次，继续培养细胞直至细胞长满单层。

１．２．２　Ｍａｒｃ－１４５细胞传代及转瓶培养　将长满

单层的Ｍａｒｃ－１４５细胞培养瓶中的培养液弃掉，用

ＰＢＳ进行冲洗１～２遍，加入０．２５％的胰酶１ｍＬ轻

轻摇晃细胞培养瓶使细胞充分接触胰酶后弃掉，放

入温箱待细胞培养瓶“发雾”并有针状空隙后加入

含８％血清的 ＭＥＭ培养液终止消化，用移液器反

复吹打细胞平均分成４个瓶并补加培养液。待每

个细胞培养瓶形成Ｍａｒｃ－１４５细胞单层，按照上述

方法进行消化及终止，准备好一个１Ｌ含８％血清

ＤＭＥＭ细胞培养液，将这４个 Ｔ１２５细胞瓶的细胞

用移液枪吸取７～８ｍＬ分别加入反应体系中充分

混匀，最后将１Ｌ的细胞液倒入１０Ｌ转瓶中，盖上

瓶塞放入转瓶机进行培养。

１．２．３　转瓶Ｍａｒｃ－１４５细胞上生物反应器培养　

待转瓶Ｍａｒｃ－１４５细胞在显微镜下观察其长满致

密单层细胞，按照方瓶消化细胞的方法进行消化，

然后将细胞用移液器进行反复吹打混匀并将细胞

悬液加入到１Ｌ含８％ ＤＭＥＭ中混匀后吸取１ｍＬ

进行细胞计数，最后将该１Ｌ细胞液利用管道打入

生物反应器内，调节好四气（ＣＯ２、Ｏ２、Ｎ２、Ａｉｒ）并调

至自动，７．５％的碳酸氢钠溶液调至自动添加，转速

调至６０ｒ／ｍｉｎ进行悬浮培养。

１．２．４　病毒的复壮　取总体积为１０Ｌ转瓶培养

的长满单层的 Ｍａｒｃ－１４５细胞弃去营养液，加入

１ｍＬ稀释好的病毒液，３７℃吸附 ６０ｍｉｎ，期间每

２０ｍｉｎ摇晃１次以使病毒与细胞充分接触，６０ｍｉｎ

后补加维持液置于 ＣＯ２温箱中并每天观察细胞病

变情况，当 ＣＰＥ达到 ８０％，反复冻融 ３次后置于

－２０℃保存。

１．２．５　ＴＣＩＤ５０的测定　方瓶细胞长满单层时，按

１０６／ｍＬ细胞浓度向 ９６孔板中每孔加入 １５０μＬ

的细胞悬液，然后轻轻震荡 ９６孔板，使细胞分散

均匀然后置于３７℃的 ＣＯ２温箱中培养，将待测病

毒进行１０倍系列稀释至１０－７，同时设立未接毒的
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细胞作为阴性对照，对９６孔板细胞进行滴定，参照

Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法来计算ＴＣＩＤ５０。

１．２．６　最佳血清及培养基试验　在保证微载体

量和接种细胞一定的条件下，采用分批式培养

Ｍａｒｃ－１４５细胞微载体悬浮培养 ＰＲＲＳＶ，分别做不

同批次的１０％草原绿野血清 ＋ＭＥＭ培养基、１０％

金源康血清 ＋ＭＥＭ培养基、１０％金源康血清＋

ＤＭＥＭ培养基，并在不同批次不同的时间段进行取

样后进行病毒的滴定，测出这３组的 ＴＣＩＤ５０，算出

不同批次同一时间点的ＴＣＩＤ５０的平均值，试验进行

了３次重复性试验，取最接近平均值的数据进行分

析并绘制折线图，通过比较可以得出该工艺的最佳

血清和培养基。

１．２．７　最佳细胞接种量试验　采用３个细胞接种量

梯度进行试验：１０～２０ｃｅｌｌｓ／球（２．１５×１０５ ～

４．３×１０５）、２０～３０ｃｅｌｌｓ／球（４．３×１０５～６．４５×１０５）、

３０～４０ｃｅｌｌｓ／球（６．４５×１０５～８．６×１０５）。在确定

最优培养基和血清的条件下，保证微载体量一定时

按照不同的初始上罐细胞浓度进行微载体悬浮培

养，通过比较他们在２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ显微镜下图

观察细胞生长状态差异情况以及在接毒后不同时

间段取样并测量病毒的 ＴＣＩＤ５０来综合考虑得出该

最佳细胞接种量。

１．２．８　最佳微载体量试验　在血清、培养基和细

胞接种量为最佳的条件下，分别做不同批次的３ｇ、

５ｇ和８ｇ微载体进行试验，通过比较空球率的大小

及接毒后病毒的ＴＣＩＤ５０来确定最佳微载体的含量。

１．２．９　病毒最佳培养时间试验　分别做不同批次

及不同条件微载体悬浮试验，经过了五次的重复性

试验，选取了最具有代表性的三个批次结果进行简

要分析，通过比较不同批次接毒后的 ＴＣＩＤ５０，以其

中ＴＣＩＤ５０最高者所对应的取样时间为最佳病毒培

养时间。

２　结 果

２．１　病毒复壮后病毒滴度　病毒复壮后其病毒滴

度为１０７．２ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。

２．２　血清和培养基的选择　结果见图１。

图１　不同血清及培养基条件下培养Ｍａｒｃ－１４５

细胞在不同时间点微载体显微形态观察

通过观察图１中三组细胞显微镜下的生长形

态可以看出：Ａ组中细胞大部分没有长到载体上，

而Ｄ组空球较少，因此可以得出血清应该选用金源

康；Ｇ组和 Ｄ组在 ２４ｈ细胞生长差异不大，但到

７２ｈ可以看出 Ｇ组细胞轮廓清晰且每个球都长满

细胞而Ｆ组仍然有没有长满的球。

为了进一步验证所选血清和培养基，我们对培

养７２ｈ后的细胞进行病毒的滴定，测得ＴＣＩＤ５０结果

如图２所示。经过比较可以看出，图 ２－Ｃ中的

ＴＣＩＤ５０数值明显高于另外２组，所以最佳血清和培

养基的选择为金源康血清和ＤＭＥＭ培养基。

２．３　最佳细胞接种量试验　Ｍａｒｃ－１４５细胞在载

体上生长结果见图 ３。１０～２０ｃｅｌｌｓ／球上罐经过

２４ｈ取样，显微镜下观察出现大量空载体，极少数

细胞能够长在载体上，直到培养至７２ｈ，载体上的

细胞仍然没有长到致密球体。２０～３０ｃｅｌｌｓ／球和

３０～４０ｃｅｌｌｓ／球的试验，接种后７２ｈ内都能获得足

够数量的细胞，病毒的滴度达到 １０８．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。

但以４０ｃｅｌｌｓ／球的接种，培养４８ｈ后载体上的细胞

过多导致细胞有脱落，７２ｈ有细胞老死脱落现象和

大量的细胞碎片，接毒后病毒的滴度最高也只能达

到１０７．７５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。本梯度试验进行了大量重复

性试验，如１０～２０ｃｅｌｌｓ／球这一梯度，进行了（１０、

１３、１５和１８ｃｅｌｌｓ／球）试验，同理２０～３０ｃｅｌｌｓ／球和

·３·
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图２　不同血清和培养基条件下的ＴＣＩＤ５０取样分布图

图３　不同梯度的细胞接种量微载体显微镜下的形态观察

３０～４０ｃｅｌｌｓ／球也进行了多次试验，选取各个梯度

细胞生长差异明显的一组为 １０ｃｅｌｌｓ／球、２５

ｃｅｌｌｓ／球和４０ｃｅｌｌｓ／球进行了分析和说明。

２．４　最佳微载体量试验　我们在保证一定细胞接

种量，一定血清和培养基的条件下，微载体量按

３ｇ／Ｌ、５ｇ／Ｌ和８ｇ／Ｌ进行试验。经过多个批次的大

量重复性试验，取样观察，结果发现：微载体为３ｇ／Ｌ

时，每个载体上的细胞过多，当培养到７２ｈ，细胞生

长过密，导致细胞从载体上脱落，致使细胞悬液中出

现大量死细胞及细胞碎片；微载体为５ｇ／Ｌ时，每个

载体都有细胞，没有空球出现而且细胞量适中，接毒

后的不同时间段内取样，病毒的滴度都能在 １０８

ＴＣＩＤ５０／ｍＬ以上；微载体为８ｇ／Ｌ时，取样显微镜下

观察出现大量的空球，极少数细胞长在载体上，培养

至７２ｈ也没有长满致密球体，不满足接毒条件。

２．５　病毒最佳培养时间试验　Ｍａｒｃ－１４５细胞在生物

反应器内培养至致密球体后进行接毒（ＭＯＩ＝０．０５），

在不同时间段内进行取样观察细胞病变情况并进行病

毒的滴定及ＴＣＩＤ５０的测定，所做的三个批次是基于不

同条件（草原绿野血清＋ＭＥＭ培养基、金源康血清＋

ＭＥＭ培养基、金源康血清＋ＤＭＥＭ培养基）进行试验，

ＴＣＩＤ５０最高者为最佳病毒培养时间，结果见图４。在不

同条件下生物反应器培养ＰＲＲＳＶ，其最佳病毒培养时

间确定为２７～３６ｈ。

图４　不同培养条件及不同取样时间的ＴＣＩＤ５０分布图

３　讨 论

细胞的微载体技术是动物细胞培养中最先进

的技术之一，为细胞的大量生产提供了可能，即从

·４·
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小培养体积得到高产量的细胞。本实验研究１０～

２０、２０～３０和３０～４０ｃｅｌｌｓ／球的细胞接种密度对细

胞在微载体上生长的影响，结果表明细胞接种量过

少则会出现大量空球，也会影响病毒的滴度，细胞

接种量过高，培养至７２ｈ出现脱落现象以及伴有

大量细胞碎片，对细胞有毒性作用，从而降低细胞

活性，导致病毒滴度不高于１０７．７５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。在研

究３、５和８ｇ／Ｌ的最佳微载体量试验时，消化所得

到的细胞密度不能完全相同，我们只能让细胞接种

密度保持在一个相对一致的范围内进行试验，对所

得结论的影响不大。使用的生物反应器为半自动

系统，营养液与维持液的更换需要人为控制；如果

换成全自动生物反应器能够替换细胞生长耗尽的

营养物质并能去除抑制细胞生长产生的代谢废物，

那样细胞的产量也能继续扩大，一定程度上微载体

培养的病毒滴度还能有很大的提升空间［９］。国外

疫苗生产企业的微载体培养技术水平已经达到能

够连续放大至６ｔ反应器自动控制的规模（企业交

流信息），生产效能呈几何级数放大，而国内微载体

技术应用于人用或兽用疫苗的生产才刚刚起步，培

养工艺、培养规模均远远落后于国外。我国学者冯

磊等［１０］所用的ＰＲＲＳＶ为国家兽用生物制品工程技

术研究中心保藏毒种，利用３ｇ／Ｌ的微载体量以及用

不同培养方式对 Ｍａｒｃ－１４５细胞悬浮培养 ＰＲＲＳＶ

工艺进行优化，病毒的效价能达到１０７．９２ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。

区别在于我们对微载体的量做进一步摸索，即分３个

梯度进行摸索，结果微载体的量在５ｇ／Ｌ细胞状态最

好，滴定结果均能达到１０８ＴＣＩＤ５０／ｍＬ以上，最高达

到１０８．５ＴＣＩＤ５０／ｍＬ。目前我国微载体培养技术还处

于起步阶段，未来必将跻身于我国动物疫苗生产的

主流技术之中。

本研究摸索建立了ＰＲＲＳＶＴＪＭ株在生物反应

器微载体培养Ｍａｒｃ－１４５细胞上的增殖条件（血清

和培养基、细胞接种量、微载体用量及病毒培养时

间等），为建立规模化猪繁殖与呼吸综合征疫苗生

物反应器工艺奠定了基础。
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