
中国兽药杂志 "#$%!&'"(#$"& )"(*邱文英!等!

应用生物反应器培养猪传染性胃肠炎病毒

邱文英!方鹏飞!

!胥燕芳!潘华柱!徐 静!郝伟伟
"四川省华派生物制药有限公司!四川简阳!(&$&###

!收稿日期" "#$% 0#% 0$%!!文献标识码"/!!文章编号"$##" 0$"2# #"#$%$ #( 0##"& 0#%!!中图分类号".23"4(3

!摘!要"!为了大规模生产猪传染性胃肠炎病毒抗原!试验采用生物反应器及微载体进行 .\细胞

的培养!待微载体上的 .\细胞长满至单层后接种猪传染性胃肠炎病毒%\b+7&" 共使用生物反应

器培养 %批\b+7抗原!每批培养过程中分别调节初始细胞密度至 "4$& g$#

(个*=,#$42% g$#

(个*=,

和 "4#" g$#

(个*=,!微载体浓度为 % R*,#( R*,和 1 R*," 结果表明应用生物反应器及微载体培养

得到抗原的病毒含量均达到 $#

24#

\6-̀

3#

*=,!明显高于转瓶培养的病毒含量"
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! ! 猪 传 染 性 胃 肠 炎 病 毒 " \U8FS=>SS>Y?L

R8STUBLFTLU>T>SX>UES!\b+7#为冠状病毒科冠状病毒

属成员!有囊膜!具多形性!病毒的成熟发生于细胞

浆中($)

% 该病毒可引发猪传染性胃肠炎"\U8FS=>Sm

S>Y?LR8STUBLFTLU>T>S!\b+#!猪感染后主要出现严重

呕吐*腹泻和脱水等特征%

目前疫苗用 \b+7的培养多采用 .\传代细

胞(")

!而传统的 .\细胞培养方式多采用克氏瓶及

转瓶!该方法存在病毒生产率低*生产成本高*劳动

强度大等缺点!因此克氏瓶及转瓶培养技术已不能

完全满足现代生物疫苗生产的要求% $1(' 年

KL]L?首次成功的应用 +̀/+.L9P8VL[/3# 作载体

实现兔原代细胞*人二倍体细胞等的悬浮培养(%)

!

此后世界各国都陆续投入到细胞的微载体培养研

究% 应用生物反应器系统和微载体培养贴壁细胞

具有高比表面积*细胞产量高!便于监测*控制和取

样!生产规模容易放大!不易染菌等优点(&)

% 同时!

生物反应器可减少生产人员!提高生产效率!无论

人用还是兽用疫苗领域均在开展生物反应器制备

疫苗的生产工艺摸索(3 0()

%

研究使用 ' ,生物反应器进行 \b+7的培养!

旨在进行生物反应器培养 \b+7工艺的摸索!为进

'&"'
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一步使用大容积生物反应器进行 \b+7的培养奠

定基础%

@A材料与方法

$4$!种毒!\b+7由四川省华派生物制药有限公

司分离及保存%

$4"!.\细胞!中国典型培养物保藏中心%

$4%!生物反应器及微载体!' ,生物反应器!广州

齐志生物设备有限公司!微载体6GTBVL[

$

!b+公司%

$4&!血清及试剂!新生牛血清!杭州市四季青生

物工程材料研究所!_+_!宜兴市赛尔生物科技有

限公司!胰酶!b>YAB公司%

$43!.\细胞在生物反应器上的培养!将微载体

加入至 ' ,生物反应器中 " "#$"##$! % R*,&

"#$"##"!( R*,&"#$"##%!1 R*,#!并将消化后的 .\

细胞加入至反应器中% 将细胞培养条件设置为$培

养温度!%' <&9N值 '4"&溶氧为 3#;空气饱和度&

搅拌速度 &# U*=>F&培养体积 & ,% 每批均采用灌

流方式进行培养!根据细胞生长状况调节灌流速

度% 每日取样使用胰酶进行细胞的消化!以确定细

胞生长密度%

$4(!\b+7在生物反应器上的培养!待微载体上

的细胞长满至单层后!将培养基更换为细胞维持

液!接种\b+7毒种!培养体积为 3 ,% 采用灌流方

式进行培养!细胞开始出现病变后!每隔 % P 取样

进行 \6-̀

3#

的测定!细胞病变至 2#;时收获病

毒液%

$4'!\b+7在转瓶上的培养!将消化后的 .\细胞

加入至 $3 ,转瓶中!放至 %' <进行培养% 待细胞

长满至单层后!倾弃培养液!加入 $4" ,细胞培养

液!并加入\b+7液% 每隔 % P 取样进行 \6-̀

3#

的

测定!当细胞病变至 2#;时收获病毒液%

$42!\6-̀

3#

测定!将样品用培养液作 $# 倍系列稀

释!取 $#

03

*$#

0(

*$#

0'

*$#

02稀释度接种至 .\单层

细胞中% $"# P后观察结果!计算病毒的\6-̀

3#

%

BA结A果

"4$!.\细胞在生物反应器上的培养!经过 '" P

的培养!细胞长满至单层% 接种细胞至微载体后

( P细胞贴壁!三次培养细胞的最高密度分别为

"4$& g$#

( 个*=,!$42% g$#

( 个*=,!"4#" g$#

(

个*=,"图 $#% % 批培养细胞的种子细胞数量不

同!但采用相同的参数进行控制!% 批细胞的最大细

胞密度及达到最大细胞密度的时间有所不同% 这

图 @A生物反应器中6>细胞生长情况

表明细胞种子量对细胞生长及细胞密度有重要的

影响!这与王建超(()和李平忠(2)报道的使用生物反

应器进行7LUB细胞的培养结果一致%

"4"!\b+7在生物反应器上的培养!% 次使用生

物反应器培养 \b+7的过程中!接种病毒 $3 P 左

右!.\细胞病变开始出现病变!接种 "$ )"& P 细胞

病变至 (#; )'#;!此时 \b+7含量达到最高!均

大于 $#

24#

\6-̀

3#

*=,!接种病毒 "' P左右后细胞病

变达到 2#;左右!\6-̀

3#

略有下降!但 \b+7含量

仍大于 $#

24#

\6-̀

3#

*=,"见图 %#% % 次培养均收获

3 ,病毒液%

/$微载体上长满单层的 .\细胞&c$微载体上产生65+的 .\细胞

图 BA6>细胞在微载体上的生长及产生<,3情况

图 DA>F3U增殖曲线图

"4%!\b+7在转瓶上的培养!接种 \b+7后 $" P

时细胞开始出现病变!此时测定病毒含量为 $#

&4%

\6-̀

3#

*=,!"$ P 左右时细胞病变达到 2#;左右!

测定病毒含量为 $#

(43

\6-̀

3#

*=,!病毒含量最高!

"& P后病毒含量开始下降"见图 3#% 每个转瓶收

'3"'
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获 $4" ,病毒液%

/$转瓶中长满单层的 .\细胞&c$转瓶中产生65+的 .\细胞

图 LA6>细胞在转瓶上的生长及产生<,3情况

图 MA转瓶中>F3U的增殖情况

DA讨A论

(# 年代起中国开始出现 \b+的报道!近些年

来有进一步流行的趋势!尤其是冬季和早春寒冷季

节常呈地方性暴发流行!\b+7仍是现今引起仔猪

发病和死亡的主要原因之一!给养猪业造成极大困

扰(1!$#)

% 目前对于 \b+7仍缺乏有效的临床治疗

药物!采用疫苗免疫接种是主要的预防措施% 在培

养细胞制备弱毒疫苗时!传统方式一般采用转瓶培

养\b+7!但转瓶培养过程中 9N值*营养液成分随

时间而发生变化!这可能是造成病毒含量不能进一

步提高的原因% 生物反应器能较好地控制温度*溶

氧及 9N值等!使病毒在更加稳定的环境中进行增

殖!加之连续进行的灌流培养!使营养物质不断得

到补充!代谢废物不断移出!使培养环境相对稳定!

因而细胞密度和病毒的产量都大大提高%

正是由于生物反应器较转瓶培养的优越性!生

物反应器系统得到广泛研究!以便应用于人用及兽

用疫苗生产中!如狂犬病病毒(()

!甲型肝炎病

毒($$)

!圆环病毒($")等!均在研究中取得了较为理想

的结果% 本试验采用生物反应器及微载体系统进

行\b+7的培养!培养的 \b+7含量明显高于转瓶

培养% 试验中使用 ' ,的生物反应器可一次性生

产收获 3 ,病毒液!所得 \b+7抗原约相当于 $%"

个转瓶培养所得到得抗原% 同时!' ,生物反应器

可作为更大体积生物反应器的种子罐!因此试验也

为使用更大体积的生物反应器培养 \b+7奠定了

一定基础%

生物反应器通常采用全封闭管道化操作及全

自动化监控!可以有效降低细胞的污染率及人为因

素造成的影响!另外生物反应器容积较大!可使终

端产品更加均一!同时结合后期纯化工艺!不但产

品产量明显提高!而且产品的质量更加稳定!生物

反应器的大规模使用将成为一种必然趋势%
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