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摘要: 旨在应用新型 CephodexD微载体悬浮培养 ST细胞增殖猪瘟病毒。通过优化工艺条件初步实现了病毒抗原的大规模高效生产，培养过程采

用流加方式保证 ST细胞的营养供应。用含 6% ( v /v) 无牛病毒性腹泻病毒 ( bovine viral diarrhea virus，BVDV) 及其抗体的双阴牛血清MEM生长

液培养 ST细胞。当达到 3. 8×109个细胞时，接种入生物反应器中，CephodexD微载体用量为 4 g /L。当反应器内 ST细胞生长至 48 h，接种猪瘟病

毒 ( classical swine fever virus，CSFV) 液。继续培养 4 d后进行首次病毒收获，之后每 3 d收获 1次，直至第 5次收毒结束。整个培养过程持续 18

d，细胞培养至 72 h，密度可达 2. 8×106cells /mL，生产的 CSFV滴度均在 100万兔体反应量 ( RID) /mL以上。较现有的国家标准相比，应用生物

反应器和新型 CephodexD微载体悬浮培养技术，不仅病毒滴度提高了 1倍，而且整个生产周期缩短了 5 d，大大提高了生产效率。因此，本研究

采用的新型微载体悬浮培养工艺在 CSFV大规模生产中具有重要的应用价值。
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Abstract: In this study，a new type of CephodexD microcarrier was used to culture ST cells for producing classical swine fever virus． By
optimizing the culture conditions，the high efficiency and large scale production of virus antigens were achieved． The fed－batch process en-
sured the nutrition of ST cells． Firstly，ST cells were cultured using the MEM growth liquid which contained 6% bovine serum with no BVDV
and its antibody． When the number of ST cells reached 3. 8×109，these cells wereinoculated into the bioreactor，in which the density of Ce-
phodexD microcarrier was 4 g /L． 48 hours later，the cells were infected with CSFV． The cell culture supernatant was reclaimed for the first
time on the fourth day after viral infection，and then the virus was harvested once every three days until the end of the fifth harvest． The com-
plete process lasted for 18 days，and the cell density reached 2. 8 x 106cells /mL in 72 hours． Compared with the existing national standards，
the titer of CSFV reproduced by the bioreactor and CephodexD microcarrier increased to two times and reached more than 1×106 RID /mL．
Moreover，the process was shortened by five days，which much improved the production efficiency． Therefore，the new microcarrier suspen-
sion culture technology in this study had important application in large－scale production of CSFV．
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猪瘟病毒 ( classical swine fever virus，CSFV) 培
养一直以来是猪瘟疫苗研究和生产的关键技术之一。
自 CSFV的 ST细胞培养技术建立以来，猪瘟传代细
胞源活疫苗在猪瘟防疫上取得了很好的应用效果。目
前猪瘟 ST细胞源疫苗的生产仍以转瓶培养为主，落
后的技术工艺使得产品稳定性欠佳，不同厂家的产品

质量也差距较大。细胞微载体培养技术具有贴壁培养
和悬浮培养双重技术优势，是贴壁依赖性细胞大规模

培养的重要技术之一，也是未来生物制药细胞培养工

艺的重要方向［1］。本研究应用新型 CephodexD细胞微
载体大规模高密度培养 ST细胞增殖 CSFV，并通过反
应器培养过程条件优化，建立一套适用于大规模生产

高效猪瘟疫苗的新型微载体悬浮培养技术工艺。

1 材料与方法

1. 1 细胞与病毒株
ST细胞: 从 ST细胞传代细胞系中筛选出的适合

CSFV增殖的克隆细胞株。
CSFV 疫苗株: 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均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

MEM培养基干粉购自南京三生生物公司; 无牛
病毒性腹泻病毒 ( bovine viral diarrhea virus，BVDV)
双阴牛血清为内蒙古金源康生物工程有限公司产品;

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; 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。

ST细胞生长液: MEM培养液加入 6% ( v /v) 的
BVDV双阴牛血清; ST 细胞维持液: MEM 培养液加
入 2% ( v /v) 的 BVDV双阴牛血清。
1. 3 细胞扩增培养

T75方瓶中的 ST 细胞生长 72 h 后，待细胞汇合
度达 80%以上，用 0. 25%的胰酶－EDTA消化液消化，
分散后按 1 ∶ 3的比率进行传代扩增，补充生长液至
15 mL，然后置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中静置培

养。按 6 T75 方瓶接种入 1 个 3 L 转瓶中放大培养，
转瓶亦按 1 ∶ 3的比率扩增，培养体积 500 mL。

1. 4 反应器与微载体准备
1. 4. 1 反应器准备
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，合理安排进料、出料、进气、
出气管路及其布局。检验 Temp电极，检验 DO电极，
校正 pH电极。
1. 4. 2 微载体准备
称取 60 g CephodexD 型细胞培养微载体置于3 L

烧杯中，用 1 L细胞培养级超纯水浸泡 48 h以使载体
充分膨胀，期间每隔 8 ～ 12 h 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平衡 2次，抽干。
1. 4. 3 反应器系统灭菌与检验
将平衡好的微载体移入反应器中并用 8 L PBS 混

悬，115 ℃高压蒸汽灭菌 30 min。待温度降至 80 ℃，
连接反应器控制台。开启搅拌桨，搅拌速率为 65 r /
min，罐体温度设为 37 ℃。以底部通气模式向罐体内
持续通空气，流量为 100 cc /min，过夜。待 DO 数据
显示稳定，将其校正为 100%。
1. 5 ST细胞的生长培养
1. 5. 1 细胞反应器接种
按培养体积 15 L，接种密度 2. 5×105 cells /mL计

算。将 14个转瓶的 ST细胞充分消化分散后，取 3. 8
×109 cells接种入反应器内，以 90 r /min 的速度边注
入边搅拌，使细胞和载体充分混匀，补充细胞生长液

至 15 L。
1. 5. 2 细胞上球阶段培养
为提高细胞上球率，在反应器培养起始阶段通常

采用沉降－悬浮－沉降法，以促进细胞在微载体上贴
壁生长［2］。即细胞上球贴壁阶段采用间歇搅拌模式，
每搅拌 2～3 min，静置 30 min，连续 3 次。然后，每
搅拌 2～3 min，静置 60 min，连续 3 次。搅拌速度设
为 65 r /min，温度设为 37 ℃。
1. 5. 3 细胞－载体悬浮培养
间歇搅拌后，细胞进入细胞－载体悬浮培养阶

段。在连续搅拌条件下，可充分悬浮细胞－载体复合
物，防止细胞－载体成团。空气采用表面通气，氧气
( O2 ) 、二氧化碳 ( CO2 ) 采取深层通气，参数设定

如表 1。

表 1 反应器控制参数

温度 /℃ pH 溶氧 /% 桨速 / ( r·min－1 ) 空气 / ( cc·min－1 ) O2 / ( cc·min－1 ) CO2 / ( cc·min－1 )

37 7. 20 50 65 30 150 150
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ST细胞－载体复合物在反应器内培养 24、48 和
72 h后，分别进行定量取样。离心弃上清，加入适
量胰酶－EDTA 消化液混悬，37℃作用 10 ～ 20 min，
离心弃去消化液后加一定培养液吹打分散，沉降 3～5
min收集上层细胞悬液。反复加入少量培养液清洗微
载体，沉降收集上层细胞液直至载体上无细胞为

止［2］。离心细胞悬液，弃上清，加原体积的培养液
充分混悬，并用台盼兰活细胞计数法测定各培养时间

的 ST细胞密度。
在 ST细胞－载体生长阶段，每 24 h 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。当培养液中葡萄糖含量低于 0. 5 g /L时，及时向
培养液中流加 200 g /L的葡萄糖溶液 75 mL ( 合计补
充 1. 0 g /L的葡萄糖) ，以满足细胞生长的营养需求。
1. 6 CSFV增殖阶段培养
1. 6. 1 病毒接种

ST细胞在反应器内培养 48 h，取样观察，细胞
计数，测定培养液中细胞密度。细胞在微载体上汇合
度达 80%以上，更换细胞维持液。换液前停止搅拌 5
～10 min，使细胞－载体复合物自然沉降。换液后重
新开启搅拌，转速不变，如表 1所示。然后按培养体
积的 5% ( v /v) 的比例无菌接种 CSFV 细胞种毒约
750 mL［3］。
1. 6. 2 病毒增殖
病毒增殖培养阶段，反应器各项控制参数不变，

如表 1。病毒接种后每 24 h取样测糖含量，观察细胞
生长状态，计算各培养时间段的糖耗量。当培养液中
葡萄糖含量低于 0. 5 g /L 时，及时向培养液中流加
200 g /L的葡萄糖溶液 75 mL ( 合计补充 1. 0 g /L 的
葡萄糖) ，以满足细胞生长和病毒增殖的营养需求。
1. 6. 3 病毒收获

CSFV接种后第 4 天进行首次收毒，此后每 3 d
收获一次，直至第 5 次收 ( 即病毒接种后第 16 天)
毒收获结束。每次收获病毒前取样观察细胞生长状
态，测定培养液中糖浓度，并取样测病毒效价。
1. 7 效价测定

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，具体操作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
检验试行规程中的方法进行［4］。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。

2 结果

2. 1 ST细胞生长培养
2. 1. 1 细胞生长状态
细胞－载体复合物在反应器内培养 4、24、48 和

72 h，分别取样于显微镜下观察。ST细胞接种后4 h，
约 60%以上的细胞均能很好地在 CephodexD微载体表
面铺展生长。培养 24 h 后，细胞基本都能在微载体
上形成单层，培养液中很少有游离的细胞。而培养
48 h后，CephodexD 微载体表面的细胞汇合度可达
80%以上。培养至 72 h，微载体表面已长成致密的细
胞单层，如图 1所示。

a． 4 h; b． 24 h; c． 48 h; d． 72 h

图 1 ST细胞在 CephodexD微载体上生长状态

从图 1 可见，ST 细胞在 CephodexD 微载体表面
分布均匀，呈现良好的生长能力。而且细胞－载体复
合物分散性很好，基本没有成团现象。这些都对后续
CSFV感染与增殖形成十分有利的环境条件。
2. 1. 2 细胞密度测定
对各培养时间的 ST 细胞密度测定结果表明，细

胞生长至 72 h达到的最高密度为 28. 1×10 5 cells /mL。
从图 2 可以看出，ST 细胞在接种后 24 h 内生长较为
缓慢。24 h后进入快速生长期，至 48 h 细胞密度为
21. 6×105 cells /mL，已达到了一个较高的水平，之后
细胞生长也较为缓慢。
2. 1. 3 细胞糖耗水平
图 3糖耗结果表明，细胞在最初的 24 h 内，糖

耗量相对较少，随着细胞的生长逐渐增加。培养至
48 h，葡萄糖消耗逐渐达到一个较高水平，之后增长
缓慢并接近峰值。
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图 2 反应器中不同培养时间的 ST细胞密度 图 3 反应器中细胞生长培养阶段的日糖耗量曲线

2. 2 CSFV增殖研究
2. 2. 1 细胞生长状态

CSFV对 ST细胞不产生病变效应。但在接毒 2 d

后，培养液中的细胞碎片开始明显增多。直至第 4 天
的首次病毒收获，培养液中存在大量细胞碎片，如图

4a～ d所示。

a． 1 d; b． 2 d; c． 3 d; d． 4 d; e． 7 d; f． 10 d; g． 13 d; h． 16 d

图 4 ST细胞在 CSFV增殖过程中的状态变化

不仅如此，在后续病毒收获的 2 ～ 5 个收次中，
每个收次的细胞碎片都较前一个收次更多。直至第 5
收，微载体上开始有细胞脱落现象，表明 ST 细胞由
于 CSFV 的大规模增殖而大量死亡，如图 4e ～ h。由
此可见，CSFV的感染增殖并非不导致 ST 细胞死亡，
只是死亡的速度较为缓慢，或没有特征性病变。
2. 2. 2 细胞糖耗水平
在 CSFV增殖过程中，特别是在各次病毒收获后

期，都有大量细胞死亡，产生组织碎片。在葡萄糖消
耗方面，表现为细胞糖消耗水平随培养时间而下降，

如图 5所示。
并且在每一个病毒收获周期，由于细胞死亡导致

糖耗也逐渐下降。而在每次收毒时，ST 细胞的糖耗
水平降至最低，这也说明了 CSFV增殖过程中，细胞
死亡使得细胞数量下降是确实存在的。从整个生产周
期看，病毒收获时间为 16 d，与现行国家标准制造规

程病毒收获时间 21 d相比，生产过程缩短 5 d。

图 5 ST细胞在 CSFV增殖过程中的糖耗水平

2. 3 病毒效价测定
将不同收次收获的 CSFV悬液分别按 50万和 100

万倍稀释，耳静脉注射家兔 2 只，记录兔体热型反
应，测定病毒滴度水平，如表 2。
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表 2 各收次收获的 CSFV效力检验

稀释倍数 ( ×104 )

病毒收次

1th 2th 3th 4th 5th

50 100 50 100 50 100 50 100 50 100

兔体反应热型 ++ /++ + /++ ++ /++ ++ /++ ++ /++ ++ /++ ++ /++ + /++ ++ /+ ++ /+

由表 2可见，将各收次的 CSFV液 50万倍和 100
万倍稀释后注射家兔，呈现良好的定型热反应。因
此，每个收次的 CSFV 效价均在 100 万 RID /mL 以
上，明显高于传代细胞源猪瘟活疫苗制造 50 万
RID /mL的国家标准［4］。

3 讨论

细胞密度和糖耗量测定出的数据准确反映了细胞

生长过程的动态变化 ( 图 1、图 3) ，对后续的细胞
生长趋势判定以及病毒接种时间把握具有重要的参考

价值。由于病毒接种后的首次收毒至少在 3 d 后，高
密度培养条件产生的大量乳酸、氨等代谢产物加速了
ST的凋亡［5］。另外，细胞在接种病毒后，培养液中
会有大量组织碎片产生，也可能是由于病毒在细胞内

的大量复制使得细胞加速衰老死亡所致［6－7］。因此，
选择细胞在反应器内生长培养 48 h 接种 CSFV，既可
以保证较高的细胞密度，又尽可能防止细胞较快衰

亡，应是一种较为合理的选择［8］。
新型 CephodexD型细胞微载体表面接枝有羟基、

羧基和氨基等基团，具有较为稳定均衡的电荷分布。
微载体在生理 pH条件下具有良好的细胞相容性，在
Vero、BHK－21、MDCK 等多数哺乳动物细胞的悬浮
培养中表现出良好的细胞黏附和生长能力，是一种通

用型细胞培养微载体。由于 CephodexD型微载体无需
硅化等繁琐处理过程，在大规模生产中更具实用性。
在 ST细胞源猪瘟活疫苗生产中，ST细胞的大规模培
养已成为一项关键技术，而细胞培养微载体的选用则

直接决定这一技术的成败以及整个生产工艺的可行性

和实用性。因此，新型 CephodexD细胞微载体培养条
件下的 ST细胞生长能力和 CSFV 的增殖水平，便成
为生产工艺研究的首要内容。
本研究通过对细胞接种密度、病毒接种时间和接

种量、葡萄糖流加以及反应器过程参数等环节的调控
策略进行优化，取得了较为理想的应用效果。通过对
反应器培养过程的取样监测和反应器培养条件的反馈

调节，可以实现生产过程的自动化。以 CephodexD微
载体为基础的新型动物细胞悬浮培养技术工艺，初步

研究结果较为理想，取得的各项数据指标可以为后续

CSFV的大规模工业化生产提供重要的参考依据。由
于本研究所采用的反应器规模较小，与工业化生产用

大型生物反应器还有一定差距。因此，工艺过程和参
数调控仍有待进一步考察和验证。另外，培养过程的
实时监测技术和方法也有待进一步提高。而且在
CSFV大规模工业化生产中，反应器规模的级联放大
仍是一个亟待解决的技术难题［9］，今后需在这一领

域开展大量研究工作。
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