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［摘　 要］ 　 为建立新城疫病毒在 ＢＨＫ － ２１ 细胞的无血清全悬浮培养工艺以获得高滴度和高纯度

的新城疫悬浮培养抗原，通过悬浮培养驯化和筛选获得了形态良好、稳定传代的 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 悬浮

细胞株；该细胞以初始密度 ０． ５ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 接种，培养 ７２ ｈ 可增殖到 ６ × １０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，细胞活率达

９５％ 。 以 ５ Ｌ 生物反应器悬浮培养 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞，对鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株的接毒剂量、
ＴＰＣＫ 胰酶添加浓度、病毒培养温度、收获时间等工艺参数进行了摸索和优化；并在 ５Ｌ － １６Ｌ － ５０Ｌ
生物反应器中进行逐级放大，以优化后的鸡新城疫悬浮培养工艺进行 ３ 个批次病毒悬浮培养。 最

终确定鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株接种 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 悬浮细胞株的悬浮培养工艺：ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞

悬浮培养的第 ３ 天按照感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 ０． ００５ 接种病毒，并添加终浓度为

５ μｇ ／ ｍＬ 的 ＴＰＣＫ 胰酶，于 ３３ ℃培养 ７２ ｈ 后收获病毒液。 应用该悬浮培养工艺在 ５、１６、５０ Ｌ 反应

器上悬浮培养 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 悬浮细胞株生产鸡新城疫病毒 ＨＡ 滴度不低于 ９ｌｏｇ２，病毒含量不低于

１０６． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。 表明 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞无血清全悬浮生产鸡新城疫病毒工艺稳定，可以实现

逐级放大和规模化生产。
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ａ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＢＨＫ －２１ － ｓｃ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｃｏｕｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ０． ５ × １０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ ｔｏ ６ × １０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ ｉｎ ７２ ｈ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｗａｓ ａｂｏｖｅ ９５％ ． Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｄｏｓｅ， ＴＰＣＫ ｔｒｙｐｓｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｖｉｒｕｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｏｎ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＢＨＫ －２１ － ｓｃ ｉｎ ５ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ．
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ３ ｔｉｍｅｓ ｉｎ １６ Ｌ ａｎｄ ５０ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｖｉｒａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｗａｓ ０． ００５ ｏｆ
ＭＯＩ． Ａｎｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ５ μｇ ／ ｍＬ ｏｆ ＴＰＣＫ ｔｒｙｐｓｉｎ ａｔ ３３ ℃ ｆｏｒ ７２ ｈ， ｔｈｅ
ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ （ＨＩ） ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ＮＤＶ ｗａｓ ａｂｏｖｅ １∶ ５１２ ａｎｄ ｖｉｒａｌ ｔｉｔｅｒ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ＮＤＶ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＤＶ ａｎｔｉｇｅｎ ｂｙ ｌａｒｇｅ － ｓｃａｌｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＢＨＫ －２１； ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ； ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ； ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ

　 　 鸡新城疫（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）是由新城疫

病毒引起的鸡的一种急性、高度接触性、烈性、病毒

性传染病，对养禽业危害极大，被世界动物卫生组

织（ＯＩＥ）列为对动物危害最大的 Ａ 类传染病之一。
该病的主要特征是呼吸困难、下痢、神经紊乱、黏膜

和浆膜出血［１ － ２］。 易感鸡群一旦被速发性噬内脏

型新城疫病毒所传染，可迅速传播并呈毁灭性流

行，发病率和死亡率可达 ９０％以上。 新城疫首先于

１９２６ 年于英国的新城发现，该疾病传播迅速，２０１０
年在 ８０ 个国家中证实有 ＮＤＶ 感染的病例。 在

２００２ ～ ２００３ 年间，由于美国加利福尼亚州暴发新城

疫，扑杀的禽类达 ３００ 万只，直接经济损失超过 １． ６
亿美元［３］；２００９ ～ ２０１０ 年间，新城疫疫情使得印度

尼西亚商品鸡的死亡率达到了 ７０％ ～ ８０％ ［４］。 在

中国，从 １９４６ 年通过病毒分离证实了新城疫在我

国的存在和流行，就不断有禽类感染的报道。 直到

新城疫弱毒株的发现和新城疫弱毒疫苗（Ｈｉｔｃｈｎｅｒ
Ｂ － １ 和 Ｌａ Ｓｏｔａ）的应用开启了新城疫防控的新纪

元，使得新城疫的传播得到了一定程度的控制。 在

我国，使用低毒力活疫苗和油佐剂灭活疫苗已成为

养禽业防治鸡新城疫的常规措施。 目前国内鸡新

城疫疫苗的生产主要依靠传统的“鸡胚法”工艺实

现。 此工艺大规模生产时存在鸡胚质量不稳定及

潜在外源病毒污染问题，收获完成后，废胚难于无

害化处理，存在散毒风险和污染环境问题。 以转瓶

培养哺乳动物细胞制备疫苗的方法虽然克服了上

述缺点，却存在细胞生长过程不易控制、病毒效价

难以提高、收获过程复杂，大规模生产劳动强度大，
劳动效率低等劣势［５］。

无血清悬浮培养技术生产疫苗属于第三代疫

苗生产方式，已应用于禽流感和圆环等病毒的悬浮

培养［６ － ７］。 该技术具有容易放大、细胞培养基不含

有血清成分（可避免由于血清批次不稳定，外源病

毒污染和严重免疫反应等问题）、自动化程度高、抗
原培养滴度高等诸多优点。 而目前新城疫疫苗的

规模化生产仍以鸡胚培养为主，新城疫的细胞培养

大多数还停留在贴壁培养水平，本研究拟对 ＢＨＫ
贴壁细胞进行悬浮驯化，以获得能够稳定生长并满

足新城疫大规模生产要求的悬浮细胞。 并应用生

物反应器系统对全悬浮培养条件下影响新城疫病

毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株病毒产量的关键工艺参数进行了摸

索、优化和确定；用获得的 ＮＤＶ Ｌａ Ｓｏｔａ 株细胞悬浮

培养工艺进行工业生产放大，以期为该工艺后续的

产业化应用奠定基础。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞与毒种　 ＢＨＫ －２１ 细胞由北京鼎持生

物技术有限公司提供。 鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株由
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青岛蔚蓝生物制品有限公司提供。
１． １． ２　 主要试剂 　 ＭＥＭ 培养基和新生牛血清均

购自 ＧＩＢＣＯ 公司，ＢＨＫ１０５、ＢＨＫ１０６ 培养基由壹生

科（深圳） 有限公司提供， ＴＰＣＫ 胰酶购自 Ｓｉｇｍａ
公司。
１． １． ３　 主要设备　 ５ Ｌ 生物反应器 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ ｓｔｅｄｉｍ
（赛多利斯）Ｂｉｏｓｔａｔ ® Ａ、１６ Ｌ 生物反应器，购自广

州齐志生物工程设备有限公司；５０ Ｌ 生物反应器购

自上海奥星制药技术装备有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 ＢＨＫ － ２１ 细胞的悬浮驯化 　 复苏 １ 支

ＢＨＫ －２１ 细胞，用含 １０％新生牛血清 ＭＥＭ 培养基

按常规方法传代，细胞生长稳定后，用含 ２％新生牛

血清 ＢＨＫ１０５ 培养基将细胞数调整至 ０． ５ × １０６

ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，并转移至摇瓶中，连续传代至细胞生长稳

定，细胞密度大于 ２ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，活率 ＞ ９５％ ，认
为 ＢＨＫ －２１ 细胞已适应低血清培养基培养。

取处于对数生长期已适应低血清悬浮培养的

ＢＨＫ － ２１ 细胞接种于无血清悬浮培养基 ＢＨＫ１０５
中，初始密度为 ０． ５ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 连续传代至细胞

生长稳定，细胞密度大于 ２ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，活率 ＞
９５％ ，认为 ＢＨＫ － ２１ 细胞已适应无血清培养基培

养，命名为“ＢＨＫ －２１ － ｓｃ”。
１． ２． ２　 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞增殖的稳定性　 取驯化

后细胞，调整初始密度 ０． ５ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，连续传

代 ２０ 代，每 ７２ ｈ 取样测定细胞密度和细胞活率，对
细胞传代稳定性进行监测。
１． ２． ３　 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 悬浮培养生长动力学曲线　
在 ５ Ｌ 生物反应器中按照起始细胞密度 ０． ５ × １０６

ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ、溶氧 ＤＯ 为 ４０％ 、搅拌速度为 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、
ｐＨ 为 ７． ０，温度为 ３７ ℃的培养参数进行 ３ 个批次

的 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 的悬浮培养 １６８ ｈ，每 ２４ ｈ 取样进

行细胞密度和细胞活率测定，并绘制 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ
悬浮培养生长动力学曲线。
１． ２． ４ 　 鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工艺研

究　 按照 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 悬浮培养工艺培养细胞，
进行 ＮＤＶ Ｌａ Ｓｏｔａ 株的悬浮培养工艺研究。 ①接毒

量及收获时间：分别按 ＭＯＩ ０． ０００１、０． ００１、０． ００５、

０． ０１ 接种鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株，分别于 ４８、６０、
７２、８４、９６ ｈ 收获病毒液；②ＴＰＣＫ 胰酶添加量：添加

终浓度为 ３、５、７、９ μｇ ／ ｍＬ ＴＰＣＫ 胰酶进行病毒增

殖；③培养温度：接毒后培养温度分别设置为 ３０、
３３、３７ ℃，确定最佳病毒培养温度。 在优化各参数

时，其他对应参数固定不变。 收获的 ＮＤＶ 病毒液

进行 ＨＡ 和 ＴＣＩＤ５０效价检测，以确定最佳病毒培养

工艺参数。
１． ２． ５　 鸡新城疫病毒 ＬａＳｏｔａ 株悬浮培养工艺验证

　 在 ５ Ｌ 反应器中培养细胞，密度达到 ６． ０ × １０６

ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 以上，按照优化后确定的病毒接种量、
ＴＰＣＫ 胰酶添加量和病毒培养温度进行病毒悬浮培

养，按优化后确定的病毒收获时间，收获病毒液并

进行 ＨＡ、ＴＣＩＤ５０测定。 按上述操作重复培养 ３ 批，
验证该工艺的稳定性。
１． ２． ６　 新城疫 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养逐级放大工艺

研究与验证　 以优化好的 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞悬浮

培养工艺在 ５ Ｌ 生物反应器中进行 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ
细胞悬浮培养，细胞培养 ７２ ｈ，待细胞密度达到要

求后，按生物反应器常规转罐技术操作，转入 １６ Ｌ
生物反应器进行二级培养 ７２ ｈ，细胞培养密度达到

要求后，部分细胞转入 ５０ Ｌ 生物反应器进行三级

培养，剩余细胞按优化确定的新城疫 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬

浮培养参数进行病毒培养。 当 ５０ Ｌ 生物反应器细

胞培养 ７２ ｈ，进行病毒培养，培养参数与 １６ Ｌ 反应

器一致，收获病毒液测定病毒含量。 按照以上方法

重复开展 ３ 批新城疫 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养，进行逐

级放大工艺验证。
２　 结果与分析

２． １　 细胞驯化及传代 　 贴壁培养的 ＢＨＫ － ２１ 细

胞用低血清细胞培养基在 １２５ ｍＬ 摇瓶中在进行连

续传代 ６ ～ ８ 代后逐步适应，生长速度逐步变快，倍
增时间逐步规律，细胞密度可达 ２ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 以

上，获得了适应低血清悬浮培养的 ＢＨＫ － ２１ 悬浮

细胞。 将已适应低血清培养基培养的 ＢＨＫ － ２１ 悬

浮细胞，用无血清细胞悬浮培养基培养传代 ８ ～ １０
代后逐步适应，生长速度逐步变快，倍增时间逐步

规律，获得了适应无血清悬浮培养的 ＢＨＫ － ２１ 悬

·３·
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浮细胞，将之命名为 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞。 ＢＨＫ －２１
－ ｓｃ 细胞呈圆形、饱满、光滑，轮廓清晰、大小均一，
分布均匀，培养液清亮，均为单一细胞，未见结团现

象（图 １）。 图 １ 中 ａ 为贴壁培养的 ＢＨＫ －２１ 细胞，

ｂ 为初始低血清悬浮培养的 ＢＨＫ － ２１ 细胞，ｃ 为适

应低血清悬浮培养的 ＢＨＫ －２１ 细胞，ｄ 为初始无血

清悬浮培养的 ＢＨＫ －２１ 细胞，ｅ 为适应无血清悬浮

培养的 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞。

图 １　 细胞驯化不同阶段细胞状态图（１００ × ）

Ｆｉｇ １　 ｃｅｌｌ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ （１００ × ）

２． ２　 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 悬浮细胞增殖的稳定性　 为验

证该驯化细胞的稳定性，将驯化后细胞按初始密度

０． ５ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 连续传 ２０ 代，细胞生长稳定，培

养 ７２ ｈ 细胞密度均在 ５ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 以上，细胞

活率大于 ９５％ 。 稳定性结果见图 ２。

图 ２　 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 悬浮细胞增殖的稳定性

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＢＨＫ －２１ － ｓｃ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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２． ３　 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞悬浮培养生长动力学曲线

　 在 ５ Ｌ 生物反应器上，对 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞株培

养 １６８ ｈ，绘制 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞株的悬浮培养生

长曲线。 结果表明：３ 批次细胞培养 ７２ ｈ 后，细胞

密度均可达到 ６． ０ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 以上，细胞活率均

达 ９７％以上，证明该悬浮细胞生长稳定，能够满足

ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞株的悬浮培养工艺需求，结果见

图 ３。

图 ３　 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞株在 ５ Ｌ 生物反应器中的生长曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＢＨＫ －２１ － ｓｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｉｎ ５Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

２． ４　 接毒量及收获时间的优化　 分别以不同 ＭＯＩ
接种 Ｌａ Ｓｏｔａ 株，接毒后 ４８ ｈ 开始不同时间取样绘

制 ４ 批病毒增殖曲线。 曲线图可见接毒后 ７２ ｈ，病
毒效价达到最高峰，随后病毒滴度逐渐下降。 接毒

剂量 ＭＯＩ ＝ ０． ００５ 和 ＭＯＩ ＝ ０． ０１ 时培养 ７２ ｈ，病毒

滴度相当，但较其他组病毒含量高，考虑生产实际

的效率与成本问题，本试验确定最佳接种和收获条

件为以 ＭＯＩ ＝ ０． ００５ 的接种量接种培养 ７２ ｈ 收获

病毒液。 结果见图 ４。

图 ４　 不同接毒量接种 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞不同收获时间的病毒含量测定

Ｆｉｇ ４　 Ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ＢＨＫ －２１ － ｓｃ ｃｅｌｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

２． ５　 ＴＰＣＫ 胰酶添加量的优化 　 以 ＭＯＩ ＝ ０． ００５
接毒，添加不同的胰酶量后培养 ７２ ｈ 进行病毒效

价检测，结果表明 ＴＰＣＫ 胰酶终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ
时，收 获 抗 原 ＨＡ 为 ９ｌｏｇ２， 病 毒 含 量 为 １０６． １７

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，较其他胰酶添加量接种的病毒滴度

高。 确定 ５ μｇ ／ ｍＬ 的 ＴＰＣＫ 胰酶浓度为最佳添加

胰酶浓度。 结果见表 １。

·５·
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表 １　 不同 ＴＰＣＫ 胰酶添加量接毒的病毒产量比较

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＴＰＣＫ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｏｓａｇｅ
胰酶浓度 Ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｏｓａｇｅ

３ μｇ ／ ｍＬ ５ μｇ ／ ｍＬ ７ μｇ ／ ｍＬ ９ μｇ ／ ｍＬ

ＨＡ（ｌｏｇ２） ７ ９ ８ ８

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ １０５． ８３ １０６． ６７ １０６． １３ １０６． １３

２． ６　 接毒后培养温度的优化　 以不同培养温度进

行病毒增殖，由病毒增殖结果可见，３０ ℃和 ３７ ℃较

３３ ℃病毒增殖效果差，故确定 ３３ ℃为最佳培养温

度。 结果见表 ２。
表 ２　 不同温度收获病毒液的效价比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒａｌ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

３０ ℃ ３３ ℃ ３７ ℃

ＨＡ（ｌｏｇ２） ７ ９ ８

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ １０５． ３８ １０６． ３７ １０５． ８３

２． ７　 鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工艺验证

　 利用前期实验优化获得的最优悬浮培养工艺参

数组合，进行 ３ 批次病毒悬浮培养，验证鸡新城疫

病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工艺的稳定性。 结果表

明：３ 批次悬浮培养病毒液 ＨＡ 均不低于 ９ｌｏｇ２，病

毒含量均不低于 １０６． １３ ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，证实建立的

鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工艺科学、可靠、
稳定。 结果见表 ３。

表 ３　 鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工艺重复性验证

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ ＮＤＶ Ｌａ Ｓｏｔａ ｓｔｒａｉｎ
试验次数

Ｔｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ＨＡ（ｌｏｇ２） ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ

第一批
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂａｔｃｈ ９ １０６． ５

第二批
Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｂａｔｃｈ ９ １０７． ０

第三批
Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ ｂａｔｃｈ ９ １０６． ３７

２． ８　 鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工艺放大

　 用 ５Ｌ － １６Ｌ － ５０Ｌ 反应器对 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞

进行逐级放大培养，放大工艺中 ３ 批细胞增殖曲线

较为接近，细胞生长稳定。 鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ
株在 １６、５０ Ｌ 中经 ３ 批次的培养，７２ ｈ 后，收获病毒

液，ＨＡ 滴度均可达 ９ｌｏｇ２，病毒含量均可达 １０６． ０

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ 以上，与 ５ Ｌ 生物反应器培养效果基

本一致，说明鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株悬浮培养工

艺可稳定逐级放大到 １６、５０ Ｌ 生物反应器，工艺重

复性好、科学稳定。 结果见图 ５、表 ４。

图 ５　 ５、１６、５０ Ｌ 生物反应器内 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 细胞的增殖曲线

Ｆｉｇ ５　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＢＨＫ －２１ － ｓｃ ｃｅｌｌ ｉｎ １６Ｌ ａｎｄ ５０Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ
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表 ４　 １６、５０ Ｌ 生物反应器内工艺放大病毒增殖结果

Ｔａｂ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ １６ Ｌ ａｎｄ ５０ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ

反应器
Ｒｅａｃｔｏｒ

第一批
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｂａｔｃｈ

第二批
Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｂａｔｃｈ

第三批
Ｔｈｅ Ｔｈｉｒｄ ｂａｔｃｈ

ＨＡ（ｌｏｇ２） ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ ＨＡ（ｌｏｇ２） ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ ＨＡ（ｌｏｇ２） ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ

１６ Ｌ ９ １０６． １３ ９ １０６． １７ ９ １０６． ３８

５０ Ｌ ９ １０６． １７ ９ １０６． ３２ ９ １０６． １３

３　 讨论与结论

我国兽医生物制品行业多采用鸡胚接种收获

尿囊液的方式制备新城疫抗原，但鸡胚接种制备疫

苗抗原存在诸如鸡胚来源不固定、有外源病毒污染

可能等因素，而无血清悬浮培养可以有效提高单位

体积内的细胞量，并能够增加批次间的稳定性，是
目前抗原培养的发展方向。 应用新型现代化的细

胞悬浮培养工艺制造动物疫苗抗原也是当前我国

动物疫苗的主流发展趋势之一。 ＢＨＫ 细胞是指幼

年叙利亚地鼠肾细胞（Ｂａｂｙ Ｈａｍｓｔｅｒ Ｓｙｒｉａｎ Ｋｉｄｎｅｙ），
１９６１ 年建株，它广泛用于增殖各种病毒，生产兽用

疫苗。 通过优化悬浮 ＢＨＫ － ２１ 细胞的培养工艺能

够使其达到工业生产的水平［８］，ＢＨＫ － ２１ 悬浮细

胞已应用于口蹄疫病毒的工业生产，生产规模达

４０００ Ｌ 以上，显著提升了口蹄疫抗原的品质［９ － １０］。
研究表明，新城疫病毒在 ＢＨＫ 贴壁细胞中能

够稳定增殖［１１］，建立成熟的可放大的新城疫悬浮培

养工艺将能够极大促进兽用疫苗的转型升级。 本研

究通过对 ＢＨＫ － ２１ 细胞进行低血清和无血清两个

阶段的悬浮驯化，筛选出能稳定传代的 ＢＨＫ －２１ 悬

浮细胞系，由于贴壁至悬浮驯化过程中 ＢＨＫ － ２１
细胞的生长特性会发生改变，因此，传代稳定和能

够放大生产是实现细胞进行工业生产的必要条件，
本研究悬浮驯化的 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细胞能够稳定传

代并实现在反应器上生长，证实该细胞能够作为新

城疫悬浮培养工业生产用细胞。
科学稳定的病毒培养工艺参数是获得均一、高

品质和高免疫原性的抗原必要条件。 本研究通过

逐一优化病毒接毒量、ＴＰＣＫ 胰酶添加量、病毒培养

温度及病毒收获时间 ４ 个关键悬浮培养工艺参数，

最终确定最佳病毒培养温度为 ３３ ℃、最佳接毒量

为 ＭＯＩ ＝ ０． ００５、最佳 ＴＰＣＫ 胰酶添加量为终浓度 ５
μｇ ／ ｍＬ 及最佳收获时间为 ７２ ｈ，建立了鸡新城疫病

毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株的悬浮培养工艺。 应用该工艺进行悬

浮培养，病毒增殖效率最高，ＣＰＥ 达 ９０％以上，收获

的病毒液 ＨＡ 效价可达 ９ｌｏｇ２，病毒含量不低于

１０６． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。 连续 ３ 批重复性验证结果显

示该悬浮培养工艺重复性好，稳定可靠。 为适应大

规模生产，本试验还进行了悬浮工艺放大研究，在
１６ Ｌ 和 ５０ Ｌ 生物反应器中逐级放大连续培养的 ３
批 ＢＨＫ －２１ － ｓｃ 悬浮细胞，病毒增殖曲线与 ５ Ｌ 培

养的细胞增殖曲线相近，用优化后的新城疫病毒培

养工艺在接毒后 ７２ ｈ 达到病毒效价高峰，收获的病

毒液 ＨＡ 效价可达 ９ｌｏｇ２，病毒含量均不低于 １０６． ０

ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ，证实了该悬浮培养工艺的稳定性和

可放大性，具有广泛的发展前景，为最终全面提高

新城疫疫苗质量奠定了基础。
本研究通过悬浮培养驯化和筛选获得了形态

良好、稳定传代的 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 悬浮细胞株；该细

胞以初始密度 ０． ５ × １０６ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 接种，培养 ７２ ｈ
可增殖到 ６ × １０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 左右，细胞活率达 ９５％以

上。 同时获得了鸡新城疫病毒 Ｌａ Ｓｏｔａ 株的全悬浮

细胞培养工艺：病毒接种剂量为 ＭＯＩ ０． ００５，ＴＰＣＫ
胰酶添加终浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ，最佳培养温度 ３３ ℃，
培养时间 ７２ ｈ。 应用该细胞悬浮培养工艺在 ５、１６、
５０ Ｌ 反应器上悬浮培养 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 悬浮细胞株

生产鸡新城疫病毒 ＨＡ 滴度不低于 ９ｌｏｇ２，病毒含量

不低于 １０６． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。 表明 ＢＨＫ － ２１ － ｓｃ 细

胞无血清全悬浮生产鸡新城疫病毒工艺稳定，可以

实现逐级放大和规模化生产。

·７·
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