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［摘　 要］ 　 为实现利用生物反应器制备规模化、自动化生产水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 活疫苗，在 ７ Ｌ 生物反

应器中悬浮培养 Ｖｅｒｏ 细胞，并考察培养基、细胞初始接种密度、培养方式、病毒感染复数和感染时间

等参数对细胞增殖、病毒滴度以及细胞代谢的影响。 结果显示，在含有 ５ ｇ ／ Ｌ 微载体的 ＤＭＥＭ 培养

基中接种 Ｖｅｒｏ 细胞（３０～４０ ｃｅｌｌｓ ／ 球），设定 ｐＨ、温度、溶氧值和转速分别为 ７．２、３７ ℃、５０％和 ５５ ｒ ／ ｍｉｎ，
培养方式为批次培养（０～４８ ｈ）＋灌流培养（４８～９６ ｈ）组合方式，培养 Ｖｅｒｏ 细胞 ３～４ ｄ 或细胞密度达

到 ２００ ｃｅｌｌｓ ／ 球以上时，按照ＭＯＩ＝０．０００１～０．００１ 吸附接毒，调低温度（３３ ℃）继续培养 １００～１２０ ｈ，即可

获得高滴度病毒液（１０６．５ ～１０７．２ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ ｍＬ），经无菌检验合格后，配制水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫

苗（ＣＤＶ３－ＣＬ 株，悬浮培养），疫苗符合《中国兽药典》三部（２０１５ 版）的规定。 试验建立了 ７ Ｌ 生物

反应器悬浮培养 Ｖｅｒｏ 细胞制备水貂犬瘟热活疫苗的新工艺，为进一步规模化生产奠定了基础。
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（１．Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｐｅｃｉａｌ Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｊｉｌｉｎ １３０１１２， Ｃｈｉｎａ；

２．Ｊｉｌｉｎｇ Ｔｅｙａｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ．， Ｌｔｄ， Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ １３０１２２， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＣＨＥＮＧ Ｓｈｉ－ｐｅｎｇ， Ｅ－ｍａｉｌ： ｔｃｓｃｓｐ＠ １２６．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｎｅｗ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｏｆ ｍｉｎｋ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ
（ＣＤＶ３－ＣＬ Ｚｈｕ） ｉｎ ａ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ， Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ， ａｓ ａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ａ ７ Ｌ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ． Ｔｈｅ ｐＨ，
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ （ＤＯ） ａｎｄ ｓｔｉｒｒｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｔａｉｎｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ７．２， ３７ ℃， ５０％ ａｎｄ
５５ ｒ ／ ｍｉｎ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅ， ｉｎｉｔｉａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （ＭＯＩ） ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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（ＴＯＩ） ｏｎ ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｌｉｑｕｉｄｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｓｔｕｄｉｅｄ． Ａｆｔｅｒ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｍｅｎｔｓ， ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｃｕｌｔｕｒｅ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ ｉｎ ＤＥＭＥ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５ ｇ ／ Ｌ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ ｗｉｔｈ ｂａｔｃｈ ｐｌｕｓ ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅ ｆｏｒ ３～４ ｄ ｏｒ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｒｅａｃｈｅｄ ａｂｏｖｅ ２００ ｃｅｌｌｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒ， ｓｔｏｐｐｅｄ ｔｈｅ ｓｔｉｒ ａｎｄ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ
ｉｎｔｏ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｕｎｄｅｒ ａ ＭＯＩ ｏｆ ０．０００１ ～ ０．００１， ｔｕｒｎ ｄｏｗｎ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｉｎｕｅ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ａｎｏｔｈｅｒ
１００～１２０ ｈ， ｔｈｅ ｓｅｍｉ－ｖａｃｃｉｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈｅｓｔ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｏｆ １０７．２ ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ ｍＬ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ａｌｍｏｓｔ ３０ ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｒｏｌｌｉｎｇ ｂｏｔｔｌｅ． Ｓｏ， ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｋ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ （ ＣＤＶ３ － ＣＬ Ｚｈｕ） ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｃａｒｒｉｅｒｓ ｉｎ ａ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｒｔｈｅｒ ｌａｒｇｅ－ｓｃａｌｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＣＤＶ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｖａｃｃｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ； ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ ｃｕｌｔｕｒｅ； ｍｉｃｒｏ ｃａｒｒｉｅｒｓ； ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ； ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

　 　 水貂犬瘟热（Ｍｉｎｋ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ，ＣＤ）是由

犬瘟热病毒（Ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ，ＣＤＶ）引起一种

高度接触性传染病［１］，与水貂阿留申病、细小病毒

性肠炎并称为水貂养殖业的“三大杀手”，每年都给

我国水貂养殖企业或养殖户造成巨大的经济损失，

严重威胁水貂养殖业健康发展［２－４］。 目前水貂犬瘟

热没有特效的治疗药物，仅能通过疫苗免疫预防。

中国农业科学院特产研究所先后研制了第一代水

貂犬瘟热鸡胚成纤维细胞疫苗［５］ 和第二代水貂犬

瘟热活疫苗（传代细胞源） ［６］，疫苗研制为有效控

制我国毛皮动物犬瘟热疫情的发生和流行奠定了

基础。 但是，伴随着生物制品生产规模不断扩大，

工艺水平不断提升，传统转瓶工艺已经不能满足现

代疫苗企业的生产需求；另一方面，伴随着我国规

模化养殖进程加速以及各种重大疫情频发的现实，

疫病正在成为养殖产业的主要风险，一旦发生疫

情，损失惨重。 因此规模化养殖厂需要优质、高效

疫苗［５］。 本研究在前期初步掌握 Ｖｅｒｏ 细胞悬浮培

养工艺参数基础上［７］，继续优化细胞培养方式、病

毒最佳感染复数以及病毒感染时间等参数，建立水

貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗（ＣＤＶ３－ＣＬ 株）的悬浮

培养制备工艺，研制新型水貂犬瘟热高质量疫苗。

１　 材料与方法

１．１ 　 材料 　 犬瘟热病毒 （ ＣＤＶ３ － ＣＬ 株， １０５．０

ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ），由中国农业科学院特产研究所鉴

定和保存；Ｖｅｒｏ 细胞（ＣＣＬ－８１），购自 ＡＴＣＣ。 新生

牛血清（批号：２０１６０４０５），由内蒙古金源康生物提

供；ＭＥＭ（批号：１８２３７６０）、ＤＭＥＭ（批号：１６９３９４５）

和 ＤＭＥＭ 低糖（批号：３１６００－０９１）由 Ｇｉｂｃｏ 公司提

供；ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（批号：６６００５－０５０），由甘肃健顺生

物提供；二氯二甲基硅烷（硅油：批号 Ｆ１７２１０２４）购

自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。 ７Ｌ 生物反

应器购自广州齐志生物工程股份有限公司。

１．２　 反应器处理 　 于通风橱内，取少量硅油均匀

涂抹反应器以及 ２ Ｌ 蓝盖瓶内壁，倒置、自然晾干

后，利用无水酒精中和，自来水冲洗 ６～７ 次，双蒸水

洗涤 ３ 次，于 ６０ ℃烘箱内烘干备用。

１．３　 微载体处理 　 取已硅化蓝盖瓶，称取适量微

载体，按照 １００ ｍＬ ／ ｇ 微载体的比例加入无 Ｃａ２＋、

Ｍｇ２＋的 ＰＢＳ，于 ４ ℃浸泡过夜；弃 ＰＢＳ 和漂浮微载

体，按 ２００ ｍＬ ／ ｇ 微载体的比例加入无 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋的

ＰＢＳ，校正电极、安装生物反应器、１２０ ℃高压灭菌

３０ ｍｉｎ，冷却至室温备用。

１．４ 　 细胞培养及优化 　 以不同培养基 （ＭＥＭ、

ＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ（低糖）、ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２）以及不同初始

接种密度接种生物反应器悬浮培养种子细胞，每天

检测细胞密度、监测葡萄糖消耗量，根据葡萄糖

消耗量和细胞生长情况，筛选合适的细胞培养基、

初始接种密度以及合适的培养方式（批次、流加和

灌流）。

１．５　 病毒原液制备　 以不同病毒感染复数（ｍｕｌｔｉ⁃

ｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ） （ ０． ０１、０． ００１、０． ０００１） 的

ＣＤＶ 分别接种悬浮培养种子细胞，测定不同 ＭＯＩ

对 ＣＤＶ 滴度的影响，确定最佳 ＭＯＩ。 接毒后每２４ ｈ
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取样测定 ＣＤＶ 效价，确定最佳收获时间（ＴＯＩ）。

１．６　 工艺验证　 采用确定的水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞

活疫苗悬浮培养工艺分别制备 ３ 批水貂犬瘟热病

毒液，测定其病毒 ＴＣＩＤ５０，验证工艺参数的稳定性。

１．７　 病毒滴度测定　 病毒滴度参照常规方法测定，

按照公式 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒样品的 ＴＣＩＤ５０。

１．８　 疫苗制备　 利用验证后工艺参数制备配苗病

毒液，无菌检验合格、配制、分装、冻干；按照《中国

兽药典》第三部附录完成疫苗物理性状、无菌、支原

体和外源病毒检验等。

２　 结　 果

２．１　 培养基对种子细胞、病毒增殖的影响 　 图 １

显示 ４ 种商业化培养均能支持 Ｖｅｒｏ 细胞生长，但

ＤＭＥＭ（低糖）、ＭＥＭ 培养基在培养 ７２ ｈ 后，细胞密

度相对较低；而 ＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 都能支持 Ｖｅｒｏ

细胞高密度培养，其中以 ＤＭＥＭ 培养基支持 Ｖｅｒｏ

细胞增殖效果最佳。

图 ２ 显示不同培养基条件下对悬浮细胞进行

接毒后的病毒滴度情况，从中可以看出 ＤＭＥＭ 培

养条件下的 ＣＤＶ 增殖效果最佳。

２．２　 初始接种密度对种子细胞增殖以及培养方式

的影响　 图 ３ 是不同初始接种密度对种子细胞

培养密度及培养周期的影响。 细胞接种后 ２４ ｈ，

６０ ｃｅｌｌｓ ／球实验组的细胞密度略有下降， 与 ３９

ｃｅｌｌｓ ／球实验组基本持平，但高于 ２０ ｃｅｌｌｓ ／球实验

组；细胞接种后 ４８ ｈ，细胞密度迅速上升，６０ ｃｅｌｌ ／球

实验组细胞密度最高，３９ ｃｅｌｌｓ ／球次之，２０ ｃｅｌｌｓ ／球

最低；培养至 ７２ ｈ，６０ ｃｅｌｌｓ ／球和 ３９ ｃｅｌｌｓ ／球实验组

的细胞密度可达到 ２００ ｃｅｌｌｓ ／球以上，满足了接毒

要求；而初始接种密度为 ２０ ｃｅｌｌｓ ／球时，需要一直

培养至 １４４ ｈ，才满足接毒要求。 不同初始接种密

度不仅影响培养细胞的密度和培养周期，而且还影

响细胞培养的方式。 以 ６０ ｃｅｌｌｓ ／球接种时，细胞在

接种后 ２４ ｈ 即出现葡萄糖浓度不足，不得不改用

灌流方式培养；而以 ２０ ｃｅｌｌｓ ／球接种时，细胞培养

周期延长，虽然前期不需要灌流，但是后期也需要

长时间的灌流培养才能获得满足接毒要求的细胞

密度；而以３９ ｃｅｌｌｓ ／球接种时，在 ０ ～ ４８ ｈ 仅批培养

即可；４８ ｈ～７２ ｈ 采用灌流方式让细胞快速增殖，以

满足反应器接毒需求。

图 １　 不同培养基支持 Ｖｅｒｏ 细胞增殖效果

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ

·３４·
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图 ２　 不同培养基支持水貂犬瘟热增殖效果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ｖｉｒｕｓ

图 ３　 初始接种密度对 Ｖｅｒｏ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ

２．３　 培养方式对 Ｖｅｒｏ 细胞增殖的影响　 图 ４ 直观

地显示了培养方式对 Ｖｅｒｏ 细胞增殖的影响。 相对

于批次培养，ＤＭＥＭ（批次＋灌流），ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（批
次＋灌流），甚至 ＭＥＭ（批次＋灌流），均可以显著提

升 Ｖｅｒｏ 细胞的细胞密度；其中 ＤＭＥＭ（批次 ＋灌

流），ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（批次＋灌流）均可以在培养第 ７２ ｈ
范围内使 Ｖｅｒｏ 细胞满足接毒要求。
２．４　 最佳 ＭＯＩ 和 ＴＯＩ 确定　 图 ５ 显示的是不同感

染复数 ＭＯＩ 对 ＣＤＶ 滴度的影响。 过高的 ＭＯＩ（０．０１

和 ０．０４），导致细胞快速从微载体上脱落（４８ ｈ），病
毒滴度较低（图 ５Ｃ 和 ５Ｄ），说明 ＭＯＩ 能够直接影

响病毒增殖效率。 当 ＭＯＩ 为 ０．０００６ 和 ０．０００３ 时，
病毒增殖时间延长，均可以获得较高地的 ＣＤＶ 增

殖效价，其中 ＭＯＩ ＝ ０． ０００６ 效价最高，达到 １０７．２

ＴＣＩＤ５０ ／ ０．１ｍＬ（图 ５Ａ），病毒的峰值均出现在 １２０ ｈ
左右（图 ５Ａ 和 Ｂ），所以确定 ＣＤＶ 的最佳 ＭＯＩ 为

０．０００１～０．００１，确定 ＣＤＶ 的最佳 ＴＯＩ 在 １００～１２０ ｈ
之间。

·４４·
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图 ４　 培养方式对 Ｖｅｒｏ 细胞增殖的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌ

图 ５　 不同感染复数对 ＣＤＶ 病毒效价的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ＭＯＩ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｉｌｔｅｒ ｏｆ ＣＤＶ

２．５　 工艺重复性验证 　 为了验证工艺的重复性，
利用建立的水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗悬浮培养

工艺参数重复培养水貂犬瘟热病毒（ＣＤＶ３－ＣＬ 株）

３ 次，对每次获得的病毒液进行滴度测定，结果如图

６ 所示。 从图中可以看出，建立的工艺参数具有很

好的重复性。

·５４·
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图 ６　 水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 活疫苗悬浮工艺重复性验证

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｒａｆｔ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｍｉｎｋ ｃａｎｉｎｅ ｄｉｓｔｅｍｐｅｒ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｉｖｅｄ ｖａｃｃｉｎｅ

３　 讨　 论

毛皮动物养殖极易受到疫病威胁，急需高质量

疫苗为行业健康发展保驾护航［５］。 然而目前毛皮

动物疫苗大多采用转瓶工艺生产，需要使用高浓度

血清，生产的疫苗批间差异大，无法满足市场对高

质量疫苗的需求，亟需对疫苗的制备工艺进行升级

换代。

本研 究 基 于 已 有 的 水 貂 犬 瘟 热 活 疫 苗

（ＣＤＶ３－ＣＬ 株）的转瓶工艺参数，通过控制参数

法对疫苗的悬浮培养制备工艺关键参数，例如培

养基、初始接种密度、培养方式以及病毒 ＭＯＩ 以及

ＴＯＩ 等进行系统摸索和优化。 以培养基为例，本研

究发现所有培养基（ＭＥＭ、ＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ（低糖）、

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２）均可以维持 Ｖｅｒｏ 细胞悬浮培养，但

它们所能支持 Ｖｅｒｏ 细胞增殖和病毒增殖的能力有

差异：ＭＥＭ 最弱，ＤＭＥＭ（低糖）次之，ＤＭＥＭ 最高

（批次培养，图 １ 和图 ２）；与夏德镇等［７］ 报道略有

不同，其利用 ＭＥＭ 培养基通过灌流培养可以支持

３～２０ ｇ ／ Ｌ 微载体高密度培养 Ｖｅｒｏ 细胞，但最高密

度出现时间在 １２０ ～１４０ ｈ 之间。 为了能在最短时

间内获得较高的细胞密度，以便于与传统疫苗制备

周期持平，试验选择了能够更好支持细胞增殖的

ＤＭＥＭ 作为生产培养基。

细胞初始接种密度高或低以及微载体用量也

是悬浮工艺开发的关键参数，因为其不但影响细胞

培养周期，而且影响细胞的培养方式。 韩中山等［８］

在研究狂犬病毒悬浮制备工艺过程中，发现较高的

初始接种密度会增加营养物质的消耗速率，需要通

过灌流培养才能维持细胞增殖。 本研究也有同样

的发现，以 ６０ ｃｅｌｌｓ ／球为例，在培养早期（２４～３６ ｈ）

就需要对细胞进行换液或灌流培养；而细胞初始密

度为 ２０ ｃｅｌｌｓ ／球时，虽然在培养早期不需要灌流培

养，但其培养周期被延长至 １４４ ｈ 才满足接毒要求，

随着培养时间的延长也需要进行换液或灌流操作；

此外，较高的细胞密度会增加初始细胞的用量，在

规模化生产过程中会增加初级种子的用量以及操

作步骤，增加污染风险。

培养方式对工艺的影响主要体现在营养物质

工艺和代谢废物清除两个方面。 批次培养模式提

供的营养物质不足以支持细胞高密度、长期培养，

并且会造成代谢废物积累。 Ｔｒａｂｅｌｓｉ Ｋ 等［９］ 在利用

不同模式培养 Ｖｅｒｏ 细胞生产狂犬病毒过程中发

现，其乳酸的积累要高于灌流培养，细胞密度却低

于灌流培养。

·６４·
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病毒感染复数（ＭＯＩ）及病毒感染时间（ＴＯＩ），
主要影响病毒的增殖以及病毒收获时间。 不同的

病毒的 ＭＯＩ 和 ＴＯＩ 也不尽相同。 在本研究早期，利
用高 ＭＯＩ（０． ０１ 和 ０． ０４）感染 Ｖｅｒｏ 细胞，细胞在

４８ ｈ即几乎全部脱落（数据未提供），病毒未能得到

很好增殖，病毒滴度也较低（图 ３Ａ）；当 ＭＯＩ 调整

为 ０．０００６ 时，病毒增殖周期从原来的 ４８ ｈ 延长至

１４４ ｈ，病毒的滴度也大幅提升（１０７．２），较转瓶工艺

提升了近 ２ 个滴度，极大地提升了疫苗的制备效

率，降低了疫苗批次间的差异。
综合考虑以上因素，通过优化组合形成了适合

水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ 细胞活疫苗的悬浮制备工艺：培
养基选择 ＤＭＥＭ，微载体用量规定为 ５ ｇ ／ ｍＬ，细胞

初始接种密度设定为 ３０ ～ ４０ ｃｅｌｌｓ ／球，培养方式为

批次＋灌流培养，培养细胞 ７２ ～ ９６ ｈ 左右或细胞密

度达到 ２００ ｃｅｌｌｓ ／球以上时，以 ＭＯＩ 为 ０． ０００１ ～
０．００１的比例接种水貂犬瘟热病毒 ＣＤＶ３－ＣＬ 株，调
低培养温度（３３ ℃）继续培养 １００～１２０ ｈ，收获病毒

液，即可用作配制疫苗的半成品。 按照《中国兽药

典》三部（２０１５ 版）的规定完成半成品的相关检验，
即可稀释、分装、配苗。 本研究为水貂犬瘟热 Ｖｅｒｏ
细胞活疫苗规模化悬浮生产奠定了基础。
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