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摘 要：为实现伪狂犬病病毒 (PRV)的大规模生产，本研究应用 Cephodex 微载体悬浮培养 BHK-21 细胞，通

过对培养工艺的研究，初步实现了病毒抗原的高效生产。整个过程采用流加方式和动物细胞微载体培养技术，在

细胞反应器中进行 BHK-21 高密度培养和 PRV 的高滴度增殖。结果表明，微载体工艺比转瓶培养法获得的病毒

液滴度高约 100.525 TCID50/0.1 mL。因此，应用 Cephodex 微载体悬浮培养 BHK-21 细胞在伪狂犬病疫苗规模化生产

中具有重要的应用价值。
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A study on Cephodex microcarriers application for pseudorables
vaccine large-scale production
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Abstract: In the present study, the culture of BHK-21 cells with Cephodex microcarriers in bioreactor was investigated to

achieve the mass production of pseudorables virus (PRV), and high efficiency production of viral antigens was obtained with

optimization of culture conditions. In the whole culture process, the microcarriers cell culture technology and feeding strategy were

applied, which resulted in high cell density cultivation of BHK-21 cells and high titer proliferation of PRV in the bioreactor. The

results indicated that the virus titer achieved with microcarriers technology was 100.525 TCID50/0.1 mL higher than that of roller

bottle. Thus, the study of suspension culture of BHK-21 cells with Cephodex microcarriers has a potential application for the scale

production of pseudorables vaccine.
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伪狂犬病病毒(Pseudorabies virus，PRV)可以感

染多种家畜、禽类和野生动物，可以感染不同年龄

段的猪只，死亡率高，给畜牧业造成严重的经济损

失 [1]。该病防控仍以疫苗接种为主，相关疫苗产品

的供应和质量保证已成为该病防控的基础性保障。

目前伪狂犬疫苗的生产仍以传统的转瓶工艺为主，

存在成本高、效率低、批间差异大、质量稳定性差

等诸多缺点。生物反应器微载体悬浮培养技术具有



生产效率高、生产工艺稳定、过程可控性好、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 [2]。细胞微载体培养技术以其

兼有贴壁培养和悬浮培养两种技术优势，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 [3]。Cephodex 型微载体是滨州贝尔凯瑞生物
技术公司研制开发的一款新型细胞培养微载体产

品，具有生物相容性好、分离容易、回收简便、重

复利用性好等优点，适用于动物疫苗的规模化生产[4]。

因此，本研究采用这一新型技术工艺培养 BHK-21
细胞生产 PRV疫苗，为高品质高效力疫苗的稳定生

产进行初步探索。

1 材料和方法

1.1 细胞和病毒株 BHK-21 细胞系和 PRV 疫苗株

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 DMEM 细胞培养基干粉购

自 Invitrogen公司；优级新生牛血清购自兰州民海生

物工程有限公司；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；20L
Autoclavable Bioreactor购自 Applicon 公司；SBA-40E

生物传感分析仪购自山东省科学院生物研究所；

Cephodex 细胞培养微载体购自滨州贝尔凯瑞生物技

术有限公司。

1.3 细胞复苏与扩增 按常规培养法[5]，利用含 6 %
(v/v)新生牛血清的 DMEM培养液，从 T25细胞培养

瓶到 3 L转瓶的逐级放大培养，转瓶细胞扩增比率

为 1颐3，培养液体积为 500 mL。

1.4 反应器与微载体准备

按反应器罐体顶盖的气体、液

体进出口设置，结合本工艺的实际需求，合理设计

进料、出料、进气、出气管路及其布局。准备、连

接和安装各个管路。检验 Temp 电极，检验 DO 电

极，校正 pH电极。
向反应器罐体内注入 5 L PBS，

称取 50 g Cephodex 细胞培养微载体放入 PBS 中，

充分搅拌使微载体于 PBS中分散混悬。

将装有 PBS和

微载体的反应器罐体放入高压蒸汽灭菌柜中高压蒸

汽灭菌 30 min，待温度降至 80 ℃后，取出罐体，

并将其与反应器控制台连接。以底部通气模式向罐

体内以 100 cc/min 的流量持续通气，开启搅拌桨，

并以 95 r/min 的速率连续搅拌，罐体温度设为

37 ℃，过夜。次日，待 DO 数据显示稳定后，将其

校正为 100 %，同时观察 DO 值是否变化，如果恒

定不变，则 DO 电极校定成功。
1.5 BHK-21细胞的反应器培养

选取长成完好单层的转瓶

细胞 4瓶，0.25 %的胰酶 -EDTA 消化液消化后，利

用细胞培养液混悬，对细胞悬液计数后，按 1.5伊109

个确定接种所需要细胞悬液体积，并将细胞悬液接

种入反应器罐体内，边接种边搅拌，搅拌速度为

110 r/min，使细胞和载体充分混匀 [6]。注入细胞悬

液后，补充细胞培养液至培养体积 5 L。

细胞上球贴壁阶段采用

间歇搅拌模式，每搅拌 2 min～3 min，静置 30 min，

持续 8 h。搅拌速度设为 110 r/min，温度设为 37℃。

间歇搅拌 8 h 后，细

胞进入细胞 - 载体悬浮培养阶段。进行连续搅拌模

式，以充分悬浮细胞 - 载体复合物，防止细胞 - 载
体成团。Air 采用表面通气，O2、CO2 采取深层通

气。各项参数设定如表 1所示。

在细胞 - 载体生长阶段，每 24 h对罐内细胞进
行取样，观察细胞生长状态，测定培养液中葡萄糖

含量，进一步把握细胞生长情况。根据上述糖含量

测定结果，当培养液中的葡萄糖含量低于 2 g/L时，

及时向培养液中流加 200 g/L的葡萄糖溶液 50 mL，

以满足细胞高密度生长时的营养需求。

1.6 PRV增殖阶段培养

细胞在反应器内培养 72 h，取样

观察，并细胞计数，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，确定

细胞糖耗已达到较高水平，因此选择此时病毒接种

较为合理。采用蠕动泵无菌接种 PRV 病毒悬液，接

种量按培养体积的 1 %定量，约为 50 mL。

病毒增殖培养阶段，反应器各项

控制参数不变。在病毒接种后 24 h、32 h、40 h、
48 h进行取样，观察细胞生长状态，进行病毒效价

表 1 反应器控制参数

Temp (℃ )
37

pH
7.15

DO (%)
50

Stir (rpm)
95

Air (cc/min)
30

O2 (cc/min)
200

CO2 (cc/min)
200
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A: 8 h; B: 24 h; C: 48 h; D: 72 h

图 1 在 Cephodex 微载体上不同培养时间的 BHK-21细胞

测定，并测定培养液中糖含量，计算出各培养时间

段的糖耗量。

根据细胞病变(CPE)和细胞代谢

糖耗水平来判定反应器内病毒增殖状况。当 CPE达

70 %以上，细胞糖耗达到峰值后开始下降时，进行

病毒收获。

1.7 效价测定 通过对上述 24 h、32 h、40 h、48 h

4 个时间点的病毒样品进行 TCID50 测定 [7]，检测

PRV回收液的病毒滴度，初步确定 PRV 回收的最佳

时间 [6]。同批次 PRV 毒种利用常规转瓶培养法，在

病毒感染细胞 48 h 后收获的病毒悬液，取样测定病
毒液 TCID50，并与反应器收获的病毒液滴度进行比

较，从而评价采用细胞反应器悬浮培养技术生产

PRV的实际应用效果。

2 结 果

2.1 BHK-21细胞在微载体表面的生长状况 细胞

-载体复合物在反应器内培养 24 h、48 h和 72 h后，

每 24 h取样，台盼兰活细胞计数法进行细胞计数[8]，

结果如表 2。各个时间阶段 BHK-21 细胞在 Cepho-

dex微载体上的生长状态如图 1所示。

细胞 - 载体复合物培养至 72 h，Cephodex 微载

体上的 BHK-21 细胞已长成致密的单层，已达到相

当高的细胞密度。甚至随着细胞的不断增长，一些

载体表面由于细胞密度过大，部分细胞被挤出载体

表面形成复层或多层，更加增大了培养液的细胞密

度。

2.2 不同培养时间培养液葡萄糖含量的测定

BHK-21 细胞在接种后，每隔 24 h 取样测培养液中
葡萄糖含量，计算细胞糖耗量。另外，根据上述表

2 得到不同培养时间细胞密度，绘制反应器内

BHK-21细胞的生长曲线。

结果显示，细胞 - 微载体复合物在反应器内悬

浮培养至 72 h，日糖耗量达到较高水平，为 5.5 g/d
(图 2)。而此时反应器内的细胞密度也相应达到较高

水平，为 3.2伊106 cells/mL (图 3)。通过图 1D的显微

镜观察分析，Cephodex微载体上已形成致密的细胞

层。并且一些载体表面由于细胞密度过大，部分细

胞被挤出载体表面而形成复层或多层。因此，72 h

细胞密度基本达到最大，可以选择此时进行 PRV接

种。

2.3 PRV在 BHK-21细胞中增殖的研究

细胞 - 微载体复合物在

PRV 接种后 24 h，开始出现 CPE，细胞变圆膨大，

并从载体上脱落。继续培养至 120 h，约 70 %以上

的细胞产生 CPE，并脱离载体。

表 2 BHK-21 细胞在不同培养时间的细胞密度

Hours after cells inoculation
The cell density (伊105 cells/mL)

0
3.0

24
3.8

48
10.5

72
31.6 图 2 培养液中葡萄糖浓度及细胞日糖耗量曲线

图 3 反应器内 BHK-21 细胞的生长曲线

The daily glucose
consumption

Glucose content in culture
medium

Days post inoculation

6

5

4

3

2

1

0
3210

Hours post inoculation

35

30

25

20

15

10

5

0
7248240

A B

C D
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A: 24 h; B: 32 h; C: 40 h; D: 48 h

图 4 BHK-21 细胞感染 PRV 不同时间产生的 CPE

BHK-21 细胞在感染 PRV 之前，由于细胞密度
的增大，可以看到一些细胞 - 载体复合物聚集在一

起，出现成团现象。随着病毒的感染和增殖，细胞

出现 CPE 现象而从载体上脱离下来，这些细胞 - 载

体复合物团块也随之分解(图 4)。

由于

病毒感染，BHK-21 产生 CPE 现象，反应器内活细

胞量也相应减少，葡萄糖消耗水平也逐渐降低(表

3)。

根据细胞糖耗量水平，绘制细胞在不同培养时

间的糖耗曲线，以判定反应器内的活细胞量变化趋

势。结果显示当细胞培养至 120 h，细胞日糖耗量

开始下降(图 5)。

另外，病毒感染细胞后，通过每 8 h 取样进行

糖耗分析显示，细胞在 PRV 感染 48 h 后，糖耗量

降到 1 g 以下(图 6)。结合图 4D 显微镜下观察到的

CPE结果，从而能较为准确地确定病毒收获时间为
整个培养过程的 120 h，即病毒感染细胞后 48 h。

分别对 BHK-21 PRV

感染 0 h、24 h、32 h、40 h、48 h 以及转瓶培养工

艺病毒感染 48 h获得的病毒液进行 TCID50测定。结

果显示，应用反应器微载体悬浮培养技术进行 PRV

培养，在病毒增殖 48 h时滴度达到峰值，此时取样

测定病毒液 TCID50 结果为 10-7.625/0.1 mL，而转瓶培
养的病毒液 TCID50 平均为 10-7.1/0.1 mL，即 PRV 病

毒反应器微载体培养比传统的转瓶培养的病毒滴度

要高约 100.525 TCID50/0.1 mL (表 4)。

3 讨 论

应用细胞反应器微载体悬浮培养技术进行疫苗

生产，具有灵活、快捷、便于控制等众多优点，是

未来疫苗产品大规模工业化生产工艺的发展方向[8]。

Cephodex细胞培养微载体具有表面积大，细胞相容
性好，可以很好地实现贴壁依赖性细胞的高密度培

养，从而大大提高生产效率和产品质量。由于细胞

载体易于分离，规模放大也较容易。而且该载体容

易清洗，可多次重复使用，在疫苗和生物药品大规

模工业化生产中将大大降低生产成本。这些均为新

型技术工艺的成功应用提供了极大的方便。

本研究应用 Cephodex型细胞培养微载体，进行

了 BHK-21细胞的高密度悬浮培养生产 PRV 工艺的

初步研究。整个细胞培养和病毒生产流程共计 120 h，
过程控制良好，系统运行相对稳定。BHK-21 细胞

图 5 细胞不同培养时间的糖耗量变化曲线

表 3 细胞感染 PRV 后的糖含量测定及糖耗

Hours after infection
Glucose content in culture medium (g/L)
The cells glucose consumption (g)

0
3.8
0

24
2.6
6.0

32
2.2
3.0

40
1.9
1.5

48
1.7
0.5

图 6 细胞感染 PRV后的糖耗量变化曲线

表 4 反应器培养不同时间的病毒滴度及
转瓶培养病毒滴度

The
samples
TCID50

0 h
5.25

24 h
6.375

32 h
6.75

40 h
7.125

48 h
7.625

Roller
bottle
7.1

Bioreactor

A B

C D

Hours post infection

7
6
5
4
3
2
1
0

5648403224

Hours in the whole process

7
6
5
4
3
2
1
0

128120112104968880726456484032241680
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[1]

培养过程中，细胞密度可达 3.2伊106 个 /mL，约为转
瓶工艺(细胞密度约为 1.2伊106 个 /mL)的 3倍。反应

器 PRV 回收液中病毒滴度比传统的转瓶工艺高约

100.525 TCID50/0.1 mL。按病毒浓度计，也为转瓶工艺

的 3倍多。这些数据均已初步显示了 Cephodex细胞

培养微载体在高密度培养 BHK-21细胞生产 PRV 抗
原方面取得了良好的效果。由于本研究只是对这一

新型工艺做了初步探讨，如 pH、DO、温度、微载

体用量、细胞接种量、病毒接种量、各种气体通量

等许多条件优化工作仍未深入研究，以致于技术优

势并未得到应有的发挥。相信随着研究的不断深

入，Cephodex 微载体在大规模培养各种动物细胞进

行疫苗生产方面将会取得更好的应用效果，具有更

加广阔的发展空间。
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