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［摘　 要］ 　 为了探索重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚型 Ｒｅ－７ 株在 ＭＤＣＫ 细胞上的增值规律，确定最适的接

毒量与最佳收获时间。 将重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚型 Ｒｅ－７ 株接种至 １００ Ｌ 生物反应器全悬浮无血清

培养的 ＭＤＣＫ 细胞进行增殖试验，检测不同病毒感染量，接种后不同时间病毒的 ＨＡ、ＴＣＩＤ５０以及

ＥＩＤ５０。 根据确定的最佳增值条件将病毒接种到 ＭＤＣＫ 细胞中进行大规模增殖培养。 确定最适接毒

量 ＭＯＩ 为 １０－２，最佳收获时间为 ６０ ｈ。 在 １００ Ｌ 生物反应器中进行重复验证，获得稳定的试验结果，
病毒 ＨＡ 达到 １ ∶ １０２４，每 １ ｍＬ 病毒含量达到 １０７．３３ＴＣＩＤ５０，每 ０．１ ｍＬ 病毒含量达到 １０６．８３ＥＩＤ５０。 研

究为重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚型 Ｒｅ－７ 株的全悬浮规模化生产提供了相对稳定的参数指标。
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ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ Ｈ５ ｓｕｂｔｙｐｅ Ｒｅ－７．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ；Ｍａｄｉｎ－Ｄａｒｂｉｎ ｃａｎｉｎｅ ｋｉｄｎｅｙ（ＭＤＣＫ）；ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ； ｉｎｏｃ⁃
ｕｌｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ； ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ

　 　 在禽流感病毒中，部分 Ｈ５ 和 Ｈ７ 亚型毒株可

引起高致病性禽流感。 我国是世界上禽类养殖量

最大的国家，也是高致病性禽流感的爆发区，２０１５

年中国大陆 １０ 个省发生 １６ 起 Ｈ５ 高致病性禽流感

疫情，造成的直接经济损失高达数十亿元［１］。 这就

需要大量安全、高效、低成本的禽流感疫苗。 目前

市场上大部分疫苗仍为鸡胚制备［２］，这种疫苗生产

需要消耗大量的 ＳＰＦ 鸡胚，且劳动强度大、产量不

稳定，不利于应对大规模的禽流感疫情爆发。 与传

统鸡胚生产方法相比，动物细胞培养生产禽流感疫

苗具有很多优势，如抗原匹配性好，可以进行大规

模生产和缩短生产周期，自动化控制程度高，批间

差异小等。 通过我们的研究证明，禽流感病毒在

ＭＤＣＫ 传代细胞上具有良好的适应性，用其培养的

禽流感病毒获得的病毒滴度较高。 试验对 Ｈ５ 亚型

Ｒｅ－７ 株病毒在 ＭＤＣＫ 细胞中的增殖条件进行探

索，以期筛选出最适接毒量和最佳收获时间，为动

物细胞生产禽流感疫苗提供了相对稳定的参数

指标。

１　 材料与方法

１．１　 细胞和病毒　 ＭＤＣＫ 悬浮细胞系是由吉林冠

界生物技术公司自行驯化；重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚

型 Ｒｅ － ７ 株购自中国农业科学院哈尔滨兽医研

究所。

１．２　 主要试剂及耗材　 选用培养基为国产无血清

全悬浮细胞培养基；１％鸡红细胞悬液由吉林冠界

生物技术公司自行制备；检验用 ＳＰＦ 鸡胚购自梅里

亚公司。

１．３　 方法

１．３．１　 最适接毒量 ＭＯＩ 以及最佳收毒时间的确定

将重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚型 Ｒｅ－７ 株种毒以不同的

ＭＯＩ（１０－３、１０－２、１０－１）分别接种于 ３ 台 １００ Ｌ 生物

反应器（分别命名为 １＃、２＃、３＃反应器）相同数量的

细胞中，从接毒后的 ２４ ｈ 开始，每隔 １２ ｈ 取样测其

毒价（ＨＡ 滴度、ＴＣＩＤ５０以及 ＥＩＤ５０）直至收毒并测其

毒价（ＨＡ 滴度、ＴＣＩＤ５０以及 ＥＩＤ５０）。

１．３．２　 禽流感病毒在反应器中的接种及增殖过程

接种前将 ３ 台 １００ Ｌ 反应器的细胞密度都控制在

４×１０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 左右，细胞活力控制在 ９５％左右，然

后通过无菌的方法将 ＭＯＩ 为 １０－３、１０－２、１０－１的种毒

分别接种至 １＃、２＃、３＃反应器的细胞悬液中。 从接

毒后 ２４ ｈ 开始，每隔 １２ ｈ 取样监测活细胞数以及

细胞活率，并使用显微镜观察细胞病变情况。

２　 结　 果

２．１　 最适接毒量 ＭＯＩ 以及最佳收获时间

２．１．１　 不同的感染复数（最适接毒量）对病毒增殖

的影响　 当种毒接入量 ＭＯＩ 为 １０－３时，由于病毒感

染量低而使增殖速度降低，无法达到较高的血凝价

和毒价。 当种毒接入量 ＭＯＩ 为 １０－１时，由于病毒的

感染量过高而使感染过快，造成细胞在感染的初期

过早的死亡，此时也无法获得较高的血凝价和毒

价。 而当种毒接入量 ＭＯＩ 为 １０－２时病毒的增殖比

较稳定，病毒的血凝价和毒价较高，血凝价最高值

为 １ ∶ １０２４［３］，每 １ ｍＬ 病毒含量最高达到 １０７．３３

ＴＣＩＤ５０，每 ０．１ ｍＬ 病毒含量最高达到 １０６．８３ＥＩＤ５０
［４］，

结果见表 １。

２．２．２　 最佳收获时间的确定　 通过对不同感染复

数对病毒增殖的研究，确定最适接毒量 ＭＯＩ 为

１０－２，在此接毒量的条件下对最佳收获时间进行试

验分析，当接毒后 ６０ ｈ 血凝价达到 １ ∶ １０２４，每

１ ｍＬ病毒含量最高达到 １０７．３３ＴＣＩＤ５０，每 ０．１ ｍＬ 病

毒含量最高达到 １０６．８３ＥＩＤ５０，并且在接毒后 ７２ ｈ 毒

价稳定在此水平无明显变化，说明在接毒后 ６０ ｈ 为

最佳收获时间，结果见图 １。
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表 １　 不同的 ＭＯＩ 对病毒增殖的影响（ＨＡ、ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ；ＥＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ）

Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＭＯＩ ｏｎ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（ＨＡ、ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， ＥＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ）

时间
１０－３ １０－２ １０－１

ＨＡ ＴＣＩＤ５０ ＥＩＤ５０ ＨＡ ＴＣＩＤ５０ ＥＩＤ５０ ＨＡ ＴＣＩＤ５０ ＥＩＤ５０

２４ ｈ １ ∶ ６４ １０６．０ １０５．５ １ ∶ ２５６ １０６．５ １０５．５ １ ∶ ２５６ １０６．５ １０６．１７

３６ ｈ １ ∶ １２８ １０６．８６ １０５．８３ １ ∶ ５１２ １０６．６７ １０６．５ １ ∶ ５１２ １０７．０ １０６．５

４８ ｈ １ ∶ ２５６ １０７．０ １０６．１７ １ ∶ ５１２ １０７．３３ １０６．５ １ ∶ ５１２ １０７．０ １０６．５

６０ ｈ １ ∶ ５１２ １０７．０ １０６．８３ １ ∶ １０２４ １０７．５ １０６．８３ １ ∶ ２５６ １０７．０ １０６．１７

７２ ｈ １ ∶ ５１２ １０６．５ １０６．６２５ １ ∶ １０２４ １０７．５ １０６．８３ １ ∶ ２５６ １０７．０ １０６．１７

图 １　 最佳收获时间曲线

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ

２．２　 禽流感病毒在反应器中的接种及增殖过程

２．２．１　 接毒后的活细胞数以及细胞活力　 接毒后

随着时间的推移，病毒的感染逐步增强，活细胞数

会随之减少，细胞活率逐渐下降。 当种毒接入量

ＭＯＩ 为 １０－３时，由于病毒感染量低细胞活率下降较

慢，病毒的增殖会受影响。 当种毒接入量 ＭＯＩ 为

１０－１时，由于病毒的感染量过高而使感染过快造成

细胞快速死亡，细胞活率下降较快，病毒的增殖也

会受到影响。 而当种毒接入量 ＭＯＩ 为 １０－２时病毒

的增殖比较稳定，细胞活率下降的趋势也较为正

常，后期收毒时也能保持较高的毒价［５］，结果见

表 ２。

表 ２　 不同接毒量对接毒后的活细胞数和细胞活力的影响（ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ；％）
Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｅｎｏｍｏｕｓ ａｎｔｉｖｉｒｕｓ （ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ， ％）

时间
１０－３ １０－２ １０－１

活细胞数 细胞活力 活细胞数 细胞活力 活细胞数 细胞活力

０ ｈ ３．９４×１０６ ９４．８％ ４．０６×１０６ ９５．７％ ４．１４×１０６ ９５．９％

２４ ｈ ４．３９×１０６ ８５．２％ ４．４３×１０６ ８９．７％ ３．９０×１０６ ８８．１％

３６ ｈ ４．６９×１０６ ８４．５％ ４．３１×１０６ ８３．６％ ３．８５×１０６ ７７．１％

４８ ｈ ４．８５×１０６ ７７．９％ ３．３０×１０６ ７５．６％ ３．６０×１０６ ６９．４％

６０ ｈ ４．９０×１０６ ７０．６％ ３．３１×１０６ ７３．５％ ３．６３×１０６ ６５．８％

７２ ｈ ３．９４×１０６ ７０．３％ ２．９６×１０６ ６４．１％ ２．４０×１０６ ５３．０％
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２．２．２　 接毒后病毒的增殖以及在细胞上的病变情

况　 当种毒接入量 ＭＯＩ 为 １０－２时病毒的增殖比较

稳定，细胞活率下降的趋势也较为正常，通过接毒

后取样镜检观察细胞病变情况可以看出，２４ ｈ 细胞

病变开始出现，有部分细胞表面变得粗糙并伴有裂

痕。 ４８ ｈ 病变十分明显，部分细胞破裂，说明此时

病毒出芽释放比较明显。 ７２ ｈ 细胞破碎严重，病毒

出芽释放相对完全。 结合接毒后 ４８ ｈ ～ ７２ ｈ 的测

毒情况，设定在接毒后 ６０ ｈ 的收获时间是合理

的［６］，结果见图 ２。

Ａ． 健康细胞（４００×）

Ａ． ｈｅａｌｔｈｙ ｃｅｌｌｓ （４００×）

Ｂ． ２４ｈ 细胞病变（４００×）

Ｂ． ２４ｈ ｃｅｌｌ ｌｅｓｉｏｎ （４００×）

Ｃ． ４８ｈ 细胞病变（２００×）

Ｃ． ４８ｈ ｃｅｌｌ ｌｅｓｉｏｎ （２００×）

Ｄ． ７２ｈ 细胞病变（２００×）

Ｄ． ７２ｈ ｃｅｌｌ ｌｅｓｉｏｎ （２００×）

图 ２　 接毒后细胞的病变情况

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｎｆｅｃｔｅｄ

３　 讨　 论

利用动物传代细胞生产禽流感疫苗与使用鸡

胚苗相比，在产量及疫苗的稳定性上都有较为明显

的优势，也在很大程度上降低了由于流感病毒在鸡

胚上连续传代而引起 ＨＡ 基因发生突变的几率［７］，

使免疫效果更为可靠。 随着 ＭＤＣＫ 细胞生产禽流

感疫苗推向市场，此疫苗的可靠性也在全国范围内

得到了更多的认可。

本试验中重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚型 Ｒｅ－７ 株接

种 ＭＤＣＫ 细胞，选取了三种不同的接毒量并在接毒

后不同时间取样监测毒价，从而最终确定最适接毒

量和最佳收毒时间。 在病毒感染复数 ＭＯＩ 为 １０－２

·４·
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时收获时毒价最高，适当的病毒接种量可以更好的

实现病毒的增殖［８］。 当接种量过低和细胞数量不

匹配，病毒需要经过多次循环复制，达到血凝滴度

的峰值的时间延长，病毒生产过程减慢，最终的毒

价也不高［９］。 当病毒接种量过多时，细胞在病毒的

感染下很快死亡，同时会产生大量不具有感染性的

不完全病毒颗粒，限制病毒的多循环感染［１０］。

收毒时间对于病毒培养过程来说也是一个关

键性的参数，试验在确定接毒量的同时对于收毒时

间也进行了研究，在接毒后 ６０ ｈ 毒价达到峰值，并

且在接毒后 ７２ ｈ 毒价仍稳定在此峰值水平，没有

明显的升高或降低，出于对整个工艺流程中时间成

本的考虑，收获的最佳时间应为接毒后 ６０ ｈ 左右。

利用生物反应器培养动物细胞进行禽流感疫

苗生产的技术已日趋成熟，此种技术在国内外动保

行业正在被广泛推广［１１］。 目前我们的生物反应器

规模化培养技术水平已经达到能够放大至 ６０００ Ｌ

自动控制的规模。 试验对重组禽流感病毒 Ｈ５ 亚型

Ｒｅ－７ 株的最适接毒量和最佳收毒时间进行了研

究，确定最适接毒量 ＭＯＩ 为 １０－２、最佳收获时间为

６０ ｈ，在 １００ Ｌ 生物反应器中重复验证，获得稳定的

试验结果，病毒血凝价达到 １ ∶ １０２４，每 １ ｍＬ 病毒

含量达到 １０７．３３ ＴＣＩＤ５０，每 ０． １ ｍＬ 病毒含量达到

１０６．８３ＥＩＤ５０。 研究为禽流感疫苗的生物反应器的规

模化生产提供了可靠的理论依据。
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