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摘　要：为优化草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）鳔细胞（ＣｉＳＢ）细胞悬浮培养工艺，以提高基因Ⅱ型草鱼呼肠孤
病毒（ｇｒａｓｓｃａｒｐｒｅｏｖｉｒｕｓ，ＧＣＲＶ）含量，利用Ｃｙｔｏｄｅｘ１微载体悬浮培养系统规模化培养ＣｉＳＢ和Ⅱ型ＧＣＲＶ，对
ＣｉＳＢ细胞初始接种密度、搅拌转速和微载体浓度等工艺参数进行摸索和优化。结果显示，在 ＣｉＳＢ细胞贴壁
期，以转速３０ｒ·ｍｉｎ－１、每静置 ３０ｍｉｎ搅拌 ２ｍｉｎ的间歇搅拌方式培养最佳，４ｈ后细胞贴附率可达 ９６％以
上；在微载体密度２ｇ·Ｌ－１、细胞初始接种密度 ２×１０５个·ｍＬ－１、搅拌速度３０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下，初始培养
血清浓度设定为１０％，培养３ｄ后更换５０％的培养基并使血清浓度达到５％，可获得最佳的细胞生长效能。
ＣｉＳＢ经消化转移放大至１Ｌ，微载体上细胞贴附均匀、生长良好。接种Ⅱ型 ＧＣＲＶ至规模化培养的 ＣｉＳＢ细
胞，拷贝数最高达６．２×１０５拷贝数·μＬ－１。研究结果可为草鱼出血病疫苗的规模化生产工艺研究提供依据。
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　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌａ）是我国最重要
的淡水经济鱼类之一，其产量约占全国淡水养殖

总量的１８％，其产值一直稳居我国养殖淡水鱼的
首位［１］。草鱼呼肠孤病毒（ｇｒａｓｓｃａｒｐｒｅｏｖｉｒｕｓ，
ＧＣＲＶ）会引起草鱼出血病，近些年大规模暴发的
草鱼出血病严重地阻碍了草鱼养殖业的健康发

展［２－３］。草鱼呼肠孤病毒在血清学上尚无系统分

类。基于各分离株不同基因节段编码的氨基酸

序列构建的系统进化树表明，我国的 ＧＣＲＶ分离
株可分为３个基因型，分别是以８７３为代表的基
因Ⅰ型病毒（ＧＣＲＶⅠ）、以 ＨＺ０８为代表的基因
Ⅱ型病毒（ＧＣＲＶⅡ）和以ＨＧＤＲＶ为代表的基因
Ⅲ型病毒（ＧＣＲＶⅢ）［４－７］。目前，国内流行的
ＧＣＲＶ基因型主要为 ＧＣＲＶⅡ，占阳性检出比例
９５％以上［８］。与 ＧＣＲＶⅠ 和 ＧＣＲＶⅢ 相比，

ＧＣＲＶⅡ对鱼体致病性强，但对细胞敏感性弱，接
种常见的鱼类细胞均不能产生明显的细胞病变

效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），且病毒增殖滴度较
低［９］，不利于诊断和防控产品的研发。ＹＡＮＧ
等［１０］建立的草鱼鳔组织细胞系（ｇｒａｓｓｃａｒｐｓｗｉｍ
ｂｌａｄｄｅｒｃｅｌｌｓ，ＣｉＳＢ）对Ⅱ型ＧＣＲＶ敏感，可用于增
殖Ⅱ型ＧＣＲＶ的研究。

迄今为止，尚无任何特效药物可用于草鱼出

血病的治疗，免疫预防是最有效的防控措施［１１］。

传统的疫苗主要包括灭活疫苗和减毒疫苗，基因

工程疫苗的研究也取得了一定的进展［１２］。但已

有疫苗研发是以针对基因Ⅰ型 ＧＣＲＶ为主，而针
对流行基因Ⅱ型 ＧＣＲＶ疫苗研究相对滞后 ［１３］。

基于分子流行病学数据，采用新分离的流行株型

进行疫苗制备，是目前防控草鱼出血病的关键。
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对草鱼细胞和病毒流行株的大规模培养技术的

研究，是草鱼出血病疫苗规模化生产的重要基

础［１４］。

新型的微载体悬浮培养细胞技术具有单位

体积利用率高、参数易控制等优点，目前在哺乳

动物细胞培养及产物制备领域已经有了较为广

泛的应用，如狂犬病疫苗等已实现工业化的大规

模生产［１５］。在水产动物疫苗研发中微载体培养

技术仍然处于探索阶段，ＣＨＥＮ等 ［１６］建立了基

于低血清培养的鲑鱼属鱼类（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ）胚胎
细胞（Ｃｈｉｎｏｏｋｓａｌｍｏｎｅｍｂｒｙｏｃｅｌｌｓ，ＣＨＳＥ）的大规
模培养体系；王维玲等［１７］利用 Ｃｅｐｈｏｄｅｘ微载体
对鲫（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）脑组织细胞 （ｇｉｂｅｌｃａｒｐ
ｂｒａｉｎｃｅｌｌｓ，ＧｉＣＢ）和鲤疱疹病毒Ⅱ型 （ｃｙｐｒｉｎｉｄ
ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓⅡ，ＣｙＨＶ２）的规模化条件进行了探
索和优化；贾路路等［１８］优化了大鲵（Ａｎｄｒｉａｓ
ｄａｖｉｄｉａｎｕｓ）肌肉细胞（ｇｉａｎｔｓａｌａｍａｎｄｅｒｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ，ＧＳＭ）和大鲵虹彩病毒 （Ｃｈｉｎｅｓｅｇｉａｎｔ
ｓａｌａｍａｎｄｅｒｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ，ＧＳＩＶ）的Ｃｙｔｏｄｅｘ３微载体
培养体系等。在草鱼出血病疫苗规模化生产工

艺上，叶雪平等［１９－２０］利用 ＧＴ２微载体分别对草
鱼的吻端细胞 ＺＣ７９０１和胚胎细胞 ＣＰ８０以及
草鱼呼肠孤病毒的培养条件进行了研究。刘秋

凤等［２１］对草鱼 ＣＩＫ细胞与草鱼呼肠孤病毒在
Ｃｅｐｈｏｄｅｘ结合微载体规模化培养的工艺条件进
行了优化，但目前还未见针对流行基因型Ⅱ型
ＧＣＲＶ的大规模细胞培养、疫苗生产的相关研究
报导，微载体细胞培养技术在水产疫苗应用上尚

未成熟，已有研究都处于初期摸索阶段。

本研究利用微载体培养 ＣｉＳＢ细胞，并对大
规模培养细胞工艺进行优化探索，同时进行Ⅱ型
ＧＣＲＶ扩增培养，以期为草鱼出血病Ⅱ型 ＧＣＲＶ
疫苗的制备和工业化生产提供技术参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

草鱼鳔细胞系（ＣｉＳＢ）由本实验室建立并保
存，其培养条件为含１０％胎牛血清的 Ｍ１９９培养
基，培养温度为 ２８℃；草鱼呼肠孤病毒 ＨＮ１３０７
株 （ＧＣＲＶＨＮ１３０７）由本实验室从患病草鱼上分
离鉴定并保存［２２］。

１．２　主要试剂与仪器
Ｍ１９９培养基、胎牛血清 （ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）和胰酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；１２５ｍＬ、１Ｌ双
侧臂细胞培养瓶购自美国 Ｗｈｅａｔｏｎ公司；底面积
７５ｃｍ２细胞培养瓶（Ｔ７５）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公
司；微载体选择 Ｃｙｔｏｄｅｘ１（ＧＥ，美国）；磁力搅拌
装置为ＭｉｃｒｏＳｔｉｒ低速磁力搅拌器 （Ｗｈｅａｔｏｎ，美
国）；全自动细胞计数仪为 ＣｏｕｎｔｓｔａｒＢｉｏＴｅｃｈ（艾
力特，上海）。

１．２　实验设计
１．２．１　细胞与病毒培养

将ＣｉＳＢ细胞在Ｔ７５培养瓶中传代培养。接
种１０３拷贝数·μＬ－１浓度１ｍＬＧＣＲＶＨＮ１３０７至
单层的ＣｉＳＢ细胞中，７ｄ后收获病毒，－８０℃条
件下反复冻融 ３次，然后在 ４℃条件下以 ５０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ去除细胞碎片。测定病毒
拷贝数并置于－８０℃冰箱保存备用［２３］。

１．２．２　微载体预处理
称量干燥后的微载体并加入硅化过的玻璃

瓶中，在无 Ｃａ２＋和 Ｍｇ２＋的磷酸缓冲液（ＨＢＳＳ）
（５０～１００ｍＬ·ｇ－１Ｃｙｔｏｄｅｘ１）在３７°条件下水合
３ｈ。膨胀后去上清液，用新鲜的 ＨＢＳＳ（３０～５０
ｍＬ·ｇ－１Ｃｙｔｏｄｅｘ１）洗涤微载体。洗涤后去上清
液，加入新鲜的 ＨＢＳＳ（３０～５０ｍＬ·ｇ－１Ｃｙｔｏｄｅｘ
１）在１２１℃条件下高压蒸汽灭菌 ３０ｍｉｎ，置４℃
冰箱备用。

１．２．３　最佳起始条件与间歇搅拌方式的确定
取对数生长期的ＣｉＳＢ细胞接种于１２５ｍＬ规

格的双侧壁细胞培养瓶内，按表１中的起始条件
与贴壁期间歇搅拌条件进行培养，并于接种后

０．２５ｈ、０．５ｈ、０．７５ｈ、１ｈ、１．５ｈ、２ｈ、３ｈ、４ｈ时
取样观察 ＣｉＳＢ细胞在微载体上的贴附情况，计
算ＣｉＳＢ在 Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的贴壁率（贴壁率 ＝１－
未贴壁细胞数／接种细胞数 ×１００％），并绘制不
同时间的贴附曲线，以获得细胞微载体悬浮培养

最优起始及间歇搅拌方式参数。

１．２．４　最佳胰酶消化参数的确定
用１２５ｍＬ双侧壁细胞培养瓶培养细胞，２４ｈ

后，在超净台中于搅拌状态下均匀取５ｍＬ培养
物至离心管中，静置使微载体沉降，吸去上清液

并用ＨＢＳＳ清洗２次。在４℃和３７℃条件下，分
别加入０．２５％和 ０．５％的胰酶进行消化 １、３、５
ｍｉｎ，分组信息见表２。消化后弃置消化液，加入
相同体积含５％ＦＢＳ的 Ｍ１９９培养基。对细胞进
行计数并观察微载体空球率，确定适宜的消化浓

８７５
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度、温度及时间。

１．２．５　最佳细胞接种密度的确定
Ｃｙｔｏｄｅｘ１的用量为 ２ｇ·Ｌ－１，工作体积为

１００ｍＬ，细胞初始接种密度分别设置为１×１０５个
·ｍＬ－１、２×１０５个·ｍＬ－１、３×１０５个·ｍＬ－１、４×
１０５个·ｍＬ－１，将细胞接种于１２５ｍＬ双侧壁培养
瓶中，在 ２８℃培养箱中搅拌悬浮培养（３０ｒ·
ｍｉｎ－１），每隔 ２４ｈ取样观察 ＣｉＳＢ细胞在
Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的生长情况，绘制细胞生长曲线，确定
细胞最佳接种密度。

１．２．６　最佳微载体密度的确定
Ｃｙｔｏｄｅｘ１密度分别设置为 １ｇ·Ｌ－１、２ｇ·

Ｌ－１、３ｇ·Ｌ－１、５ｇ·Ｌ－１，细胞接种密度为２×１０５

个·ｍＬ－１，工作体积为１００ｍＬ。接种对数生长
期细胞后，于培养箱中 ２８℃悬浮培养（３０ｒ·
ｍｉｎ－１），每隔 ２４ｈ取样观察 ＣｉＳＢ细胞在
Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的生长情况，并进行细胞计数，绘制细
胞生长曲线，确定 Ｃｙｔｏｄｅｘ１的最佳用量。
１．２．７　最佳搅拌速度的确定

取对数生长期的ＣｉＳＢ细胞接种于１２５ｍＬ双
侧壁细胞培养瓶中，接种密度为 ２×１０５个·
ｍＬ－１，Ｃｙｔｏｄｅｘ１用量为 ２ｇ·Ｌ，工作体积为 １００
ｍＬ。经 ４ｈ间歇搅拌贴壁后，分别设置转速为
１５、３０、４５、６０ｒ·ｍｉｎ－１进行连续搅拌培养，每隔
２４ｈ取样观察细胞在 Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的生长情况并
计数，确定最佳搅拌速度。

１．２．８　不同补料方式对悬浮培养的影响
取对数生长期的ＣｉＳＢ细胞接种于１２５ｍＬ双

侧壁细胞培养瓶中，接种密度为 ２×１０５个·
ｍＬ－１，初始培养基采用含１０％ＦＢＳ的 Ｍ１９９培养
基，Ｃｙｔｏｄｅｘ１密度为 ２ｇ·Ｌ－１，工作体积为 １００
ｍＬ。分别采用分批式培养、接种２ｄ后每天更换
１０％培养基和接种３ｄ后１次性更换５０％培养基
进行培养，每隔２４ｈ取样观察在Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的生
长状况，并进行细胞生长曲线的绘制。

１．２．９　血清维持液对悬浮培养的影响
取对数生长期的ＣｉＳＢ细胞接种于１２５ｍＬ双

侧壁细胞培养瓶中，接种密度为 ２×１０５个·
ｍＬ－１，初始培养基采用含 １０％ＦＢＳ的 Ｍ１９９，
Ｃｙｔｏｄｅｘ１密度为２ｇ·Ｌ－１，工作体积为１００ｍＬ。
在接种３ｄ后更换５０％培养基并调整血清浓度至
含５％、８％、１０％、１５％ＦＢＳ的Ｍ１９９，每隔２４ｈ取
样观察在Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的生长状况，并进行细胞生
长曲线的绘制。

１．２．１０　１Ｌ悬浮培养扩增工艺
测定１２５ｍＬ双侧壁培养瓶的细胞浓度，弃

去生长液，注入 ＨＢＳＳ清洗两次，加入 １０ｍＬ
０．５％的胰酶消化，３ｍｉｎ后注入含 １０％ ＦＢＳ的
Ｍ１９９终止消化。１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ收集
细胞，接种至１Ｌ双侧壁培养瓶中并补足体积至
５００ｍＬ，３ｈ后补足培养液至１Ｌ。按照１２５ｍＬ
双侧壁培养瓶设定好的培养参数进行扩增培养。

表１　贴壁期循环搅拌参数设置
Ｔａｂ．１　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｅｔｔｉｎｇｏｆａｇｉｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｄｕｒｉｎｇｃｅｌｌａｔｔａｃｈｍｅｎｔ

参数设置 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｅｔｔｉｎｇ
组别 Ｇｒｏｕｐ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ
起始培养体积／ｍＬＩｎｉｔｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｖｏｌｕｍｅ ５０ ５０ １００ ５０ １００ ５０

搅拌时间／ｍｉｎＭｉｘｉｎｇｔｉｍｅ ２ ２ ２ ２ ２ ２４０
静置时间／ｍｉｎＳｔａｎｄｉｎｇｔｉｍｅ ２０ ３０ ３０ ４５ ４５ ０

搅拌速度／（ｒ·ｍｉｎ－１）Ｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄ ３０ ３０ ３０ ３０ ３０ １５
培养时间／ｈＣｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ ４ ４ ４ ４ ４ ４

表２　胰酶消化参数
Ｔａｂ．２　Ｔｒｙｐｓｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

消化时间

Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｔｉｍｅ

组别 Ｇｒｏｕｐ
０．２５％ 胰酶＋０．０２％ ＥＤＴＡ
４℃ ３７℃

０．５％ 胰酶＋０．０２％ ＥＤＴＡ
４℃ ３７℃

１ｍｉｎ Ａ１ Ｂ１ Ｃ１ Ｄ１
３ｍｉｎ Ａ２ Ｂ２ Ｃ２ Ｄ２
５ｍｉｎ Ａ３ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ３

９７５
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１．２．１１　ＧＣＲＶＨＮ１３０７株增殖和测定
在培养２４ｈ后，观察到ＣｉＳＢ在Ｃｙｔｏｄｅｘ１上

长成单层，静置一段时间待 Ｃｙｔｏｄｅｘ１沉降至底双
侧壁培养瓶底部，弃去上层培养液，接种 １０ｍＬ
Ⅱ型 ＧＣＲＶ（ＧＣＲＶＨＮ１３０７株），１５ｒ·ｍｉｎ－１条
件下连续搅拌促进病毒吸附，２ｈ后换５％ＦＢＳ的
维持液至体积１００ｍＬ，以３０ｒ·ｍｉｎ－１进行连续
搅拌培养细胞和病毒。同时在 Ｔ７５培养瓶中仅
接种病毒作为贴壁培养的对比。在接种病毒后

每隔２４ｈ取细胞培养液 １ｍＬ，在 －８０℃条件下
反复冻融３次，用 ｑＰＣＲ测定病毒拷贝数［２１］；实

验持续７ｄ，绘制病毒增殖动态曲线。
１．３　数据处理与分析

本研究中所有实验均重复３次，实验数据采
用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，细胞密度的差
异通过 ｔ检验来分析，Ｐ＜０．０５表示差异显著，
Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果与分析
２．１　最佳起始条件及间歇搅拌培养条件结果

不同起始条件下培养的 ＣｉＳＢ细胞贴壁率如
图１所示，其中Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｆ组贴壁率均低于９０％，
在初始培养体积为 １００ｍＬ的组别中：Ｃ组和 Ｅ
组贴壁率显著低于其他组（Ｐ＜０．０５）。在初始
培养体积为５０ｍＬ的组别中：Ａ组贴壁率相对较
低；Ｆ组贴壁率达８６％；Ｄ组贴壁率达９２％，但由
于静置时间过长，微载体上细胞贴壁未能均匀分

布；Ｂ组贴壁率可达９６％且贴附均匀，因此选择Ｂ
组（５０ｍＬ培养体积、静置３０ｍｉｎ）为贴壁期最佳
培养条件。

Ｂ组不同贴附时间的细胞贴附率如图 ２所
示。随着贴壁时间的延长，细胞贴壁率逐渐上

升；且在间歇搅拌２ｈ后达到平台期，贴壁率达到
９６％。因此最佳间歇搅拌时间应为３ｈ，而后补
加培养基至１００ｍＬ工作体积进行连续不间断搅
拌悬浮培养。

２．２　最佳胰酶消化方式
细胞在微载体上培养１ｄ后，用不同消化方

式所得细胞数如图３所示。结果显示，胰酶浓度
为０．５％、工作温度为３７℃时消化效果显著好于
胰酶浓度０．２５％、工作温度４℃（Ｐ＜０．０１）。

　　３７℃、０．５％胰酶消化不同时间观察细胞。
在消化１ｍｉｎ后测得细胞浓度为７．３×１０４个·
ｍＬ－１，显微镜下观察微载体上仍贴附有大量细
胞；消化 ３ｍｉｎ时细胞浓度达 ４．１×１０５个·
ｍＬ－１，显微镜下观察细胞分散良好，微载体基本
为空球状态；消化５ｍｉｎ时细胞浓度下降，显微镜
下观察部分细胞因消化过度破碎。因此确定含

０．０２％ ＥＤＴＡ的０．５％胰酶３７℃下消化３ｍｉｎ是
细胞消化的最佳条件。

图１　不同搅拌方式的最大贴壁率
Ｆｉｇ．１　Ｃｅｌｌａｔｔａｃｈｍｅｎｔｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｒｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ
注：标有不同小写字母者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

图２　细胞在微载体上的贴附曲线
Ｆｉｇ．２　Ｃｕｒｖｅｏｆｃｅｌｌａｔｔａｃｈｍｅｎｔｔｏｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ

０８５
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图３　不同消化方式获得的细胞数
Ｆｉｇ．３　Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｂｔａｉｎｅｄｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｇｅｓｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

注：表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）
Ｎｏｔｅ： ｍｅａｎｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０１）

２．３　细胞接种密度对细胞悬浮培养的影响
当微载体密度为 ２ｇ·Ｌ－１时，不同初始细胞

密度接种后在微载体上生长曲线的结果如图 ４
所示。初始细胞密度 １×１０５个·ｍＬ－１时，单个微
载体上分布的细胞少且出现较多微载体空载现

象，细胞在接种５ｄ后仍在缓慢生长，最大细胞密
度为９．２×１０５个·ｍＬ－１。以 ３×１０５和 ４×１０５

个·ｍＬ－１的细胞密度接种时，最大细胞密度都达
到１．７×１０６个·ｍＬ－１，但显微镜下观察到单个微
载体上分配的细胞数高，细胞对数生长期提前导

致细胞在微载体上出现聚团生长、过早衰亡的现

象，第 ４天大量脱落死亡。当细胞接种密度为
２×１０５个·ｍＬ－１时，细胞呈现良好的线性增长；
镜下观察到细胞可均匀分布于每个微载体表面，

接种后 ５ｄ达最高收获浓度１．９×１０６个·ｍＬ－１。
因此，确定微载体培养细胞时的最佳接种密度为

２×１０５个·ｍＬ－１。
２．４　微载体密度对悬浮培养的影响

不同微载体密度对细胞生长曲线的影响见

图５。在微载体密度较低的情况下，细胞密度随
微载体密度的增加而增大；当微载体为 １、２、３
ｇ·Ｌ－１时，细胞最大密度分别为８．７×１０５、１．８６
×１０６、１．８９×１０６个·ｍＬ－１；在５ｇ·Ｌ－１时，微载
体出现大量空载。观察细胞及培养液状态，前４８
ｈ无明显变化。第３天，３和５ｇ·Ｌ－１微载体组

的培养液偏黄色，ｐＨ值下降，细胞脱落严重，而２
ｇ·Ｌ－１微载体培养瓶中 ＣｉＳＢ细胞覆盖微载体达
９５％以上。因此确定最佳微载体浓度为 ２
ｇ·Ｌ－１。

图４　不同细胞接种密度对微载体
培养细胞生长的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｉｔｉａｌｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｏｎ
ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｎｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ

注：标有不同大写字母者表示组件差异极显著（Ｐ＜０．０１），标
有不同小写字母者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０１），ｍａｒｋｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

图５　不同微载体密度对微载体培养细胞生长的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｄｅｎｓｉｔｉｅｓ
ｏｎｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｎｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ

注：标有不同大写字母者表示组件差异极显著（Ｐ＜０．０１），标
有不同小写字母者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０１），ｍａｒｋｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

１８５
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２．５　搅拌速度对ＣｉＳＢ悬浮培养的影响
不同搅拌速度下的细胞生长趋势如图 ６所

示。当搅拌速度为 １５ｒ·ｍｉｎ－１时，细胞生长缓
慢，最大细胞浓度为８．８×１０５个·ｍＬ－１；显微镜
下观察，细胞在微载体表面生长不均匀且细胞生

长有细胞团趋势。当搅拌速度为３０ｒ·ｍｉｎ－１、４５
ｒ·ｍｉｎ－１时，细胞密度上升较快，最高密度分别达
１．８６×１０６个·ｍＬ－１和１．８８×１０６个·ｍＬ－１，两者
间差异不显著（Ｐ＞０．０５）；虽然４５ｒ·ｍｉｎ－１较３０
ｒ·ｍｉｎ－１早１ｄ到达最大密度，但细胞很快从微
载体上大量脱落。搅拌速度为６０ｒ·ｍｉｎ－１时细
胞密度上升较慢且第４天后细胞从微载体脱落
严重。综上结果，确定最佳搅拌速度为 ３０ｒ·
ｍｉｎ－１。

图６　不同搅拌速度细胞生长曲线
Ｆｉｇ．６　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄｓ
注：标有不同大写字母者表示组件差异极显著（Ｐ＜０．０１），标
有不同小写字母者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ ＜０．０１），ｍａｒｋｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

２．６　不同补料方式对ＣｉＳＢ悬浮培养的影响
采用分批式培养、第２天起每天更换１０％培

养基以及第３天一次性更换５０％培养基３种不
同补料方式培养细胞，结果如图７所示。３种补
料方式最终所收获细胞密度并不显著，分批培养

细胞密度最低，收获浓度为１．８６×１０６个·ｍＬ－１。
一次性更换５０％培养基，细胞收获浓度达２．０１×
１０６个·ｍＬ－１，略微优于每天更换１０％培养基的
１．９５×１０６个·ｍＬ－１。考虑到每天进行补料，操
作上更加繁琐，因此选择第３天一次性更换５０％
培养基为最优补料方式。

图７　不同补料方式细胞生长曲线
Ｆｉｇ．７　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｅｄｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

注：标有不同小写字母者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

２．７　血清维持液对ＣｉＳＢ培养的影响
初始时使用含１０％ＦＢＳ的 Ｍ１９９培养基，在

培养３ｄ后更换为含５％、８％、１０％、１５％ ＦＢＳ培
养液，细胞生长曲线如图８所示。在达到细胞最
大浓度之前，细胞生长速度随着 ＦＢＳ浓度增大而
变快；但各组间最大细胞浓度无显著性差异，均

在１．９８×１０６个·ｍＬ－１上下。但在第 ５天，ＦＢＳ
浓度增大导致细胞脱落速度变快，培养至第７天
时，细胞在含５％ ＦＢＳ的培养液中维持效果相对
最好。

２．８　ＣｉＳＢ细胞在微载体上的生长形态观察
在倒置显微镜下观察不同时期 ＣｉＳＢ细胞在

Ｃｙｔｏｄｅｘ１上的生长情况，结果显示 ＣｉＳＢ细胞在
Ｃｙｔｏｄｅｘ１上具有良好的贴壁性（图９）。ＣｉＳＢ细
胞接种４ｈ后，细胞逐渐贴附在 Ｃｙｔｏｄｅｘ１上，每
个微载体上细胞数大致为 ２０个；接种 １ｄ后，
ＣｉＳＢ细胞在微载体上呈纤维状并开始缓慢增长；
接种３ｄ后，细胞在微载体上基本长成单层；接种
５～７ｄ，细胞在首层细胞上开始多层生长并且微
载体之间出现架桥现象；７ｄ后，部分细胞从微载
体上脱落。

２．９　１Ｌ悬浮培养工艺放大
将ＣｉＳＢ细胞培养体积从１００ｍＬ放大至１Ｌ

后，细胞生长曲线如图 １０所示。放大培养后细
胞生长速度与在１２５ｍＬ双侧壁培养瓶中的生长
曲线大体相似，细胞浓度在第５天达到最高值，
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为１．７１×１０６个·ｍＬ－１。
２．１０　微载体悬浮培养 ＧＣＲＶⅡ型病毒的增殖
动态

ＧＣＲＶＨＮ１３０７在ＣｉＳＢ细胞中的增殖动态如
图１２所示。微载体培养条件下，ＧＣＲＶ感染
ＣｉＳＢ细胞２ｄ后病毒开始缓慢增殖，随后进入对
数生长期，５ｄ后达到峰值 ６．２×１０５拷贝数·
μＬ－１，之后开始下降；作为对照，ＧＣＲＶＨＮ１３０７
在Ｔ７５细胞瓶中培养，第６天达到峰值１．４２×
１０５拷贝数·μＬ－１。

３　讨论
ＷＥＺＥＬ在１９６７年使用二乙基乙胺（ＤＥＡＥ）

作为微载体创立了微载体培养系统［２４］，目前已经

成为了疫苗生产的首选工艺。在众多的微载体

中，Ｃｙｔｏｄｅｘ１是目前最常用的商用微载体，其固
体实心的结构有利于细胞贴壁及病毒的感染。

本实验的研究结果表明，Ｃｙｔｏｄｅｘ１适合 ＣｉＳＢ细
胞的贴附生长及增殖。

微载体培养工艺涉及到很多复杂的参数，其

初始阶段中细胞的贴壁率，是整个培养过程中最

重要的影响因素［２５］。利用间歇搅拌方式，可以提

高细胞的贴壁效率与比率［２６］；同时使细胞与微载

体在相对小的体系下搅拌培养，可以提高细胞与

微载体的接触机会。本研究中采用５０ｍＬ培养、
静置 ３０ｍｉｎ、３０ｒ·ｍｉｎ－１搅拌２ｍｉｎ的间歇搅拌
方式使细胞贴附均匀；对细胞贴壁时间进行观

察，最终确定间歇搅拌时间为３ｈ，与王维玲等［１６］

获得的３５ｒ·ｍｉｎ－１，每静置３０ｍｉｎ搅拌２ｍｉｎ
的间歇搅拌条件结果类似。

图８　不同血清维持液对细胞生长的影响
Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＢＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ
注：标有不同大写字母者表示组件差异极显著（Ｐ＜０．０１）；标
有不同小写字母者表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

图９　ＧｉＳＢ细胞在微载体上的生长形态
Ｆｉｇ．９　ＧｒｏｗｔｈｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＧｉＳＢｃｅｌｌｓｏｎｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ
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图１０　１２ｍＬ和１Ｌ悬浮培养细胞生长曲线
Ｆｉｇ．１０　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎ

１２５ｍＬａｎｄ１Ｌｓｙｓｔｅｍ

图１１　ＧＣＲＶ在微载体培养条件下的增殖动态
Ｆｉｇ．１１　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓｏｆＧＣＲＶ

ｉｎｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ

　　细胞的存活和生长依赖于接种密度和条件
效应，低培养密度会导致低生长速率出现［２７］；而

最终的细胞产量与微载体密度直接相关。选择

适当的接种比例，可以有效利用微载体，提高细

胞产量［２８］。本实验中，以１×１０５个·ｍＬ－１接种
时，细胞生长缓慢，无法快速进入对数生长期。

以４×１０５个·ｍＬ－１密度接种时，细胞在Ｃｙｔｏｄｅｘ１
上聚团生长，使微载体聚集并沉降到瓶底。在高

密度下培养细胞易脱落，造成细胞死亡，死亡细

胞的代谢产物又易产生细胞毒性。在一定细胞

接种浓度下，低浓度的微载体每 ｃｍ２的细胞产量
与细胞生长能力有关；高浓度微载体的培养中可

以得到最大单位表面积细胞产量，但需要频繁地

更换培养基。本研究中，当微载体密度为１ｇ·
Ｌ－１时，由于微载体不能提供足够的表面积，细胞
受到严重的接触抑制，生长缓慢。微载体密度为

３和５ｇ·Ｌ－１时，后期 ｐＨ下降迅速，需频繁更换
培养液才能保证细胞正常生长；选择２ｇ·Ｌ－１满
足了细胞生长所需的贴壁面积，细胞增殖快且培

养基消耗量少，对大规模工业化细胞培养的成本

控制有重要意义。此外，１×１０５个·ｍＬ－１和 ２
ｇ·Ｌ－１的接种比例可以实现大多数研究得到的
每个微载体上贴附８～２０个细胞可获得最好生
长曲线的效果［２９－３０］。

培养基作为细胞生长的营养来源，是影响微

载体培养最直接的环境因素。其中血清可以在

低细胞密度的条件下促进细胞粘附和生长；但在

细胞进入指数生长期后，需要用最低血清既保证

细胞生长，同时保持细胞单层状态［３１－３２］。本研

究中第３天更换血清浓度为５％时，可使细胞达
到最大产量同时保持细胞的稳定生长。在补料

方式的选择上，分批培养由于培养过程中营养成

分不断消耗，代谢物累计，因此效果不理

想［３３－３４］；第３天一次性更换５０％培养基效果优
于每天更换 １０％培养基，可能是由于每天置换
１０％的补料方式特定时间内更换量少，代谢物更
易累积，抑制了细胞进一步增殖所致［３５－３６］。

微载体扩大培养一般采用消化放大工艺，利

用胰酶消化微载体上的细胞并接入更大规模反

应器，补加新微载体和培养基进行新一轮的培

养［３７］，而胰酶３７℃时活性最好［３８］。本实验中利

用预热的含０．０２％ＥＤＴＡ的０．５％胰酶消化３ｍｉｎ
后微载体上细胞基本能够成功脱离，无粘连、结

团现象。按照１２５ｍＬ体系中优化好的参数在１
Ｌ双侧壁培养瓶中培养，细胞生长曲线良好。

由于Ⅱ型 ＧＣＲＶ病毒接种细胞后不产生明
显ＣＰＥ［３９］，显微镜下无法观察到 ＣｉＳＢ细胞产生
特征性的ＣＰＥ，因此只能通过测定拷贝数的变化
观察Ⅱ型 ＧＣＲＶ的增殖动态。病毒增殖后检测
结果表明，利用微载体培养，病毒感染第２天进
入对数生长期，第５天达到峰值，较贴壁细胞瓶
中拷贝数升高３倍，表明该工艺适合于Ⅱ型草鱼
呼肠孤病毒的扩增。

本研究通过对 ＣｉＳＢ细胞微载体悬浮培养工
艺中的各项参数进行优化并进行１Ｌ放大培养，
初步建立了基因Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒的微载体
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规模化培养工艺，细胞最大浓度可达１．９８×１０６

个·ｍＬ－１，接种 ＧＣＲＶⅡ型拷贝数最大达６．２×
１０５拷贝数·μＬ－１。研究结果可以为草鱼出血病
流行基因型疫苗的规模化制备奠定前期基础。
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