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［摘　 要］ 　 目前 ＰＫ１５ 细胞主要用于生产猪圆环病毒 ２ 型，传统的培养工艺为滚瓶系统或微载体系

统，该两种培养系统都存在各自的劣势。 驯化一株全悬浮的 ＰＫ１５ 细胞可推进工艺的进一步升级，
降低成本的同时也简化了培养工艺且更易于产业化。 经贴壁降血清培养、低血清悬浮优化传代、无
血清悬浮传代培养， 对一株贴壁的 ＰＫ１５ 细胞进行了无血清的全悬浮驯化。 传代 ２３ 次后，该株细胞

无血清全悬浮培养初始密度为 ０􀆰 ５ × １０６ ／ ｍＬ，在 ７２ ｈ 密度可增殖到 ４􀆰 ０ × １０６ ／ ｍＬ 左右，形态良好，
倍增时间稳定，且细胞活率达到 ９５％ 以上，命名为 ＰＫ１５ － Ｓ，为大规模培养 ＰＫ１５ 细胞提供了理论

依据。
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　 　 猪圆环病毒病是由猪圆环病毒 ２ 型（ＰＣＶ２）引
起的病毒性传染病。 研究结果表明，ＰＣＶ２ 感染除

了造成断奶仔猪多系统衰竭综合征（ＰＭＷＳ），同时

还与猪呼吸道综合症（ＰＲＤＣ）、猪皮炎和肾病综合

征（ＰＮＤＳ）、先天性震颤、繁殖障碍、胎儿心肌炎和

扩张性坏死性肺炎等猪圆环病毒病（ＰＣＤＡＤ）密切

相关［１］，给养猪业造成巨大损失。 王贵华等［２］已经

用 ＰＫ１５ 细胞成功分离了猪圆环病毒 ２ 型。 ＰＫ１５
为猪肾上皮细胞，对猪圆环病毒（ＰＣＶ）、猪细小病

毒（ＰＰＶ）和猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）等多种病毒比较敏

感［３］。 ＰＫ１５ 细胞现已用于 ＰＣＶ２ 的生产，但由于

ＰＣＶ２ 体外增殖能力较差，致使 ＰＣＶ２ 效价不高。
因此，ＰＣＶ２ 的滴度问题一直是 ＰＣＶ２ 培养过程中

的关键［４］。 生物反应器大规模培养技术是提升细

胞密度的核心技术，其中微载体技术是目前较为成

熟的技术之一。 何锡忠等［５］ 利用微载体技术培养

ＰＫ１５ 细胞生产猪圆环病毒 ２ 型，任丽［６］ 用生物反

应器对 ＰＣＶ２ 的微载体悬浮培养进行了系统研究。
但由于微载体培养系统不适合于对剪切力较敏感

的细胞，且存在微载体价格昂贵，重复利用效果不

好，细胞制备需求量过大等缺点，驯化一株可适应

大规模生物反应器培养的全悬浮 ＰＫ１５ 细胞可推进

工艺的进一步升级。 全悬浮细胞培养具有细胞密

度大、放大倍数大、传代方便等优势，但是对搅拌和

气体的剪切力非常敏感，对反应器的结构有较高的

要求。 无血清培养是通过用已知的人源或者动物

源的蛋白或生长因子、激素来代替动物血清的一种

培养方式，可减少后期纯化工作的难度，提高产品

质量［７］。 本研究对一株贴壁的 ＰＫ１５ 进行了无血清

的全悬浮驯化，以期为大规模培养猪圆环 ２ 型病毒

提供理论依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞和毒株　 ＰＫ１５ 细胞（猪圆环病毒 １ 型

阴性、猪肺炎支原体阴性）由大北农动物医学研究

中心保存。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂和耗材　 ＤＭＥＭ －Ｆ１２（１２５００ －０９６）、
０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶 （２７２５０ － ０１８）、 ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ

（１２３０９０１９）购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，无血清悬浮培养基

ＰＫ１５ － Ｈ（Ｍ２０３１７）购自上海源培生物有限公司，
新生牛血清（０４ － １０２ － １Ａ）购自 ＢＩ 公司，台盼蓝

（Ｔ８１５４）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，细胞方瓶、摇瓶、
９６ 孔板购自美国康宁公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器和设备　 ＣＯ２培养箱购自 Ｔｈｅｒｍｏ
公司，轨道式振荡器购自杭州奥盛仪器有限公司，
倒置显微镜购自 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 细胞计数

仪购自上海睿钰生物科技有限公司，ＳＢＡ 生物传感

器购自山东省科学院生物研究所，低速冷冻离心机

购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＰＫ１５ 细胞无血清全悬浮驯化

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 １　 ＰＫ１５ 贴壁细胞降血清　 复苏一支 ＰＫ１５
细胞，用含 ８％ 新生牛血清（ＮＢＳ）的 ＤＭＥＭ － Ｆ１２
按照常规传代方法传代，在 ７５ ｃｍ２方瓶中传 ３ 代至

细胞密度稳定后，按初始密度 ０􀆰 ２５ × １０６ ／ ｍＬ 分别

接种至 ２ 个 ７５ ｃｍ２方瓶中，其中一瓶用含有 １ ／ ４ 体

积的 ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和 ３ ／ ４ 体积的加入 ８％ ＮＢＳ
的 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 的混合培养基培养，用于降血清；
另外一瓶用全体积的加入 ８％ ＮＢＳ 的 ＤＭＥＭ － Ｆ１２
培养基培养，作对照细胞，培养体积均为 ３０ ｍＬ。

表 １　 降血清方法和代次

Ｔａｂ １　 Ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄｕｃｅｄ ｓｅｒｕｍ
代次 实验组 对照组

Ｆ１ １ ／ ４ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和 ３ ／ ４ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２

Ｆ２ １ ／ ２ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和 １ ／ ２ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２

Ｆ３ ３ ／ ４ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和 １ ／ ４ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２

Ｆ４ ９ ／ １０ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和 １ ／ １０ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２

Ｆ５ 全 ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２

１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２　 ＰＫ１５ 贴壁细胞低血清的悬浮驯化　 细胞

适应低血清贴壁培养至密度稳定 ３ 代后，消化后将

细胞悬液离心去除胰酶，移至 １２５ ｍＬ 摇瓶中。 培

养体积根据初始密度一般在 ２０ ～ ４０ ｍＬ 之间，初始

密度 １􀆰 ０ × １０６ ／ ｍＬ，培养基比例由 １ ／ ２ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ －
ｓｆｍ 和 １ ／ ２ ＰＫ１５ － Ｈ 过渡到 １ ／ ３ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和

２ ／ ３ＰＫ１５ － Ｈ 再过渡到全 ＰＫ１５ － Ｈ，血清含量为
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２％ 。 传代时间根据细胞密度决定，一般保证传代

前细胞密度大于 ２􀆰 ０ × １０６ ／ ｍＬ，继续消化连续传

代，至细胞密度稳定。
１􀆰 ２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＫ１５ 悬浮无血清的驯化　 含 ２％ ＮＢＳ 的

全悬浮 ＰＫ１５ 细胞传代时，成团现象较为严重，需去

除大团并连续消化传代。 降血清由 ２％ 降到 １％ ，
再由 １％降至 ０􀆰 ５％ ，再降至无血清，降血清过程中

细胞密度稳定 ２ ～ ３ 代后方可进行下一步传代。 传

代时间根据细胞密度而定，传代前密度一般大于

２􀆰 ０ × １０６ ／ ｍＬ，传代后初始密度一般在 １􀆰 ０ × １０６ ／ ｍＬ
左右。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＫ１５ － Ｓ 增值的稳定性　 取驯化后细胞进

行初始密度为 ０􀆰 ５ × １０６ ／ ｍＬ 的连续传代，每 ２４ ｈ
取样观察计数，７２ ｈ 开始传代。 细胞悬液离心后取

上清液，按照 ＳＢＡ 生物传感器操作规程，１０ 倍稀释

上清液后，测定糖和乳酸含量，并记录。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞密度测定方法 　 采用台盼蓝（ＴＢ）染

色法计算细胞密度，具体操作如下：先用无菌 ＰＢＳ
稀释台盼蓝，稀释比例 １∶ １，再用稀释过的台盼蓝稀

释细胞悬液，稀释比例 １∶ １，最终稀释后，吹打均匀，
取 ４０ μＬ 加入细胞计数板中，放入 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 细胞计

数器中计数，一个样品取 ３ 个视野，取平均值，即为

细胞密度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＫ１５ － Ｓ 倍增时间的测定　 取驯化传代稳

定的细胞，每天取样计数，绘制细胞生长曲线，计算

细胞倍增时间。 取驯化传代稳定细胞峰值前一天

的细胞计数（Ｙ）、接种细胞数（Ｘ）及生长时间（Ｔ）
计算细胞倍增时间 Δｔ ，计算公式如下：

Δｔ ＝ Ｔ ／ Ａ 　 Ａ ＝ ｌｏｇ２Ｙ ／ Ｘ
２　 结果与分析

２􀆰 １　 无血清悬浮 ＰＫ１５ 细胞生长情况分析

２􀆰 １􀆰 １　 ＰＫ１５ 贴壁细胞降血清 　 逐步降血清与高

血清对照最高密度的对比结果见表 ２。 在含有９ ／ １０
体积的 ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和 １ ／ １０ 体积的加入 ８％
ＮＢＳ 的 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 的混合培养基时细胞密度也

高于 高 血 清 密 度， 即 ０􀆰 ８％ 血 清 量。 当 全 用

ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 养时，细胞密度低于高血清的密度，
由此可初步将驯化前期血清量控制在 １％ ～２％。

表 ２　 ＰＫ１５ 贴壁细胞降血清密度情况

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｄｅｎｓｉｔｙ ｂｙ ＰＫ１５ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ
代次 实验组 时间 密度 对照组 时间 密度

Ｆ１ １ ／ ４ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和
３ ／ ４ＤＭＥＭ － Ｆ１２

０ ｈ
４８ ｈ

０􀆰 ２５
２􀆰 ８５ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ ０ ｈ

４８ ｈ
０􀆰 ２５
２􀆰 ２７

Ｆ２ １ ／ ２ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和
１ ／ ２ＤＭＥＭ － Ｆ１２

０ ｈ
４８ ｈ

０􀆰 ２５
２􀆰 ９５ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ ０ ｈ

４８ ｈ
０􀆰 ２５
２􀆰 ９１

Ｆ３ ３ ／ ４ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和
１ ／ ４ＤＭＥＭ － Ｆ１２

０ ｈ
７２ ｈ

０􀆰 ２５
３􀆰 ９２ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ ０ ｈ

７２ ｈ
０􀆰 ２５
３􀆰 ７

Ｆ４ ９ ／ １０ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和
１ ／ １０ＤＭＥＭ － Ｆ１２

０ ｈ
４８ ｈ

０􀆰 ２５
２􀆰 ２８ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ ０ ｈ

４８ ｈ
０􀆰 ２５
２􀆰 １７

Ｆ５ 全 ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ
０ ｈ
４８ ｈ

０􀆰 ２５
２􀆰 ５ 全 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ ０ ｈ

４８ ｈ
０􀆰 ２５
３􀆰 ４

４８ ｈ 或 ７２ ｈ 取样为消化后体积，细胞悬液为 １０ ｍＬ；表格中 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 均加入 ８％ ＮＢＳ

２􀆰 １􀆰 ２　 ＰＫ１５ 贴壁低血清的悬浮驯化 　 由于细胞

直接由贴壁状态转至全悬浮状态，细胞成团现象较

为严重，以致于每次传代必须经过消化才能传代，
传代需经过离心去上清、胰酶震荡消化、离心去胰

酶、培养基吹打均匀继续培养 ４ 个步骤，密度情况

见表 ３。 团块较大时，可配制高浓度胰酶进行消化，
期间操作时间较长且步骤多，对细胞造成损伤较为

严重并且易污染，前期细胞活率不是很高但可以接

受，后期转为正常。
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表 ３　 ＰＫ１５ 贴壁低血清的悬浮驯化密度情况

Ｔａｂ ３　 Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＰＫ１５ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｓｅｒｕｍ

２％ＮＢＳ 混料实验组
Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３

时间 密度 活率 时间 密度 活率 时间 密度 活率

１ ／ ２ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和
１ ／ ２ＰＫ１５ － Ｈ

０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／

４８ ｈ ４􀆰 ７ ９３％ ４８ ｈ ３􀆰 ６８ ９３％ ４８ ｈ ３􀆰 ７６ ９７％

１ ／ ３ｏｐｔｉＰＲＯＴＭ － ｓｆｍ 和
２ ／ ３ＰＫ１５ － Ｈ

０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／

４８ ｈ ３􀆰 ７２ ９８％ ７２ ｈ ２􀆰 ８ ９６％ ７２ ｈ ４􀆰 ７３ ９８％

全 ＰＫ１５ － Ｈ
０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／

７２ ｈ ５􀆰 ７５ ９７％ ７２ ｈ ３􀆰 ３１ ９６％ ７２ ｈ ３􀆰 ７９ ９６％

　 　 细胞经过 ９ 个代次，３ 种组合培养基的过渡

传代，细胞涨势较好，但存在较大团块，消化后分散

均匀（图 １），且活率保持在 ９５％ 以上，需进一步降

血清驯化。

图 １　 ＰＫ１５ 贴壁低血清的悬浮驯化细胞状态

Ｆｉｇ １　 Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｔｅ ｏｆ ＰＫ１５ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｌｏｗ ｓｅｒｕｍ

２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＫ１５ 悬浮无血清的驯化 　 血清的存在也

是细胞成团的主要因素之一，血清浓度由 ２％ 降到

１％ ，再由 １％降至 ０􀆰 ５％ ，再降至无血清，细胞密度

波动较为明显，消化后计数，活率都能有 ９５％以上，
若细胞团块过大还仍用合适浓度的胰酶进行消化

后再计数，否则计数误差会很大。

　 　 ＰＫ１５ 悬浮细胞经过 ９ 个代次的降血清实验

（表 ４），细胞在无血清条件下轮廓清晰，分散均匀，
大小均一性良好 （图 ２），密度稳定。 该株贴壁

ＰＫ１５ 细胞，从复苏到最终驯化成全悬浮 ＰＫ１５ － Ｓ 细

胞，经过 ３ 种培养方法的过渡（表 ５），共 ２３ 次传代

（图 ３、图 ４），细胞状态良好，活率较高，可冻存保种。
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表 ４　 ＰＫ１５ 悬浮无血清的驯化密度情况

Ｔａｂ ４　 Ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＰＫ１５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｅｒｕｍ

降血清实验组
Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３

时间 密度 活率 时间 密度 活率 时间 密度 活率

１％ＮＢＳ ＋ ＰＫ１５ － Ｈ
０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／
７２ ｈ ３􀆰 ６３ ９８％ ７２ ｈ ２􀆰 １ ９５％ ７２ ｈ ５􀆰 ２８ ９８％

０􀆰 ５％ＮＢＳ ＋ ＰＫ１５ － Ｈ
０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／
７２ ｈ ３􀆰 ９３ ９８％ ７２ ｈ ２􀆰 １５ ９５％ ７２ ｈ ５􀆰 ８ ９６％

全 ＰＫ１５ － Ｈ
０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／ ０ ｈ １ ／
７２ ｈ ６􀆰 ７ ９６％ ７２ ｈ ４􀆰 １ ９９％ ７２ ｈ ３􀆰 ８９ ９７％

图 ２　 ＰＫ１５ 悬浮无血清的驯化细胞状态

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｔｅ ｏｆ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＰＫ１５ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｅｒｕｍ

表 ５　 各种培养方法细胞情况

Ｔａｂ ５　 Ｃｅｌｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ
培养
方法

血清
含量

传代
次数

培养
容器

接种密度
／ ｍＬ

培养
时间

细胞数量
／ ｍＬ

细胞
活率

结团
情况

低血清贴壁 ８％ ～２％ ５ Ｔ７５ ０􀆰 ２５ × １０６ ４８ ｈ ０􀆰 ９７ × １０６ ／ 少量

低血清悬浮 ２％ ９ 摇瓶 １ × １０６ ４８ ｈ ３􀆰 ７９ × １０６ ９６％ 多且大

无血清悬浮 ２％ ～０％ ９ 摇瓶 １ × １０６ ４８ ｈ ３􀆰 ８９ × １０６ ９７％ 无

图 ３　 贴壁培养阶段 ＰＫ１５ 细胞密度情况

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ

ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ

图 ４　 悬浮培养阶段 ＰＫ１５ 细胞密度及活率情况

Ｆｉｇ ４ Ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＫ１５ ｃｅｌｌｓ

ｉｎ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｔａｇｅ
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２􀆰 ２　 ＰＫ１５ － Ｓ 增值的稳定性　 为了验证该驯化细

胞的稳定性，本实验又将驯化后冻存细胞再次复

苏，并按初始密度 ０􀆰 ５ × １０６ ／ ｍＬ 连续传 １１ 代，同时

对糖和乳酸含量进行检测，结果见表 ６。

２􀆰 ３　 ＰＫ１５ － Ｓ 倍增时间的测定 　 取驯化稳定细

胞，培养至 １４４ ｈ，每 ２４ ｈ 取样计数，绘制细胞生长

曲线 （图 ５）；根据该曲线计算细胞倍增时间为

２２􀆰 ７ ｈ。

表 ６　 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞生长情况

Ｔａｂ ６　 ＰＫ１５ － Ｓ Ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ
参数 时间 Ｆ０ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８ Ｆ９ Ｆ１０

密度 ／
（１０６·ｍＬ － １）

０ ｈ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５ ０􀆰 ５

２４ ｈ １ １􀆰 ０２ ０􀆰 ９ ０􀆰 ９６ １􀆰 ０１ １􀆰 ０２ ０􀆰 ９２ １􀆰 ０４ １􀆰 ０６ １􀆰 ２１ ０􀆰 ９２

４８ ｈ ２􀆰 ２ ２􀆰 ４３ ２􀆰 １３ ２􀆰 ６４ ２􀆰 ４７ ２􀆰 ３３ ２􀆰 ２７ ２􀆰 ３６ ２􀆰 １ ２􀆰 ３３ ２􀆰 ６７

７２ ｈ ４􀆰 ４３ ３􀆰 ８９ ４􀆰 ４８ ４􀆰 ２７ ３􀆰 ４３ ３􀆰 ９５ ３􀆰 ８ ４􀆰 ０５ ３􀆰 ８１ ４􀆰 １８ ４􀆰 ６９

Ｇｌｕ ／ （ｇ·Ｌ － １） ７２ ｈ ０􀆰 ０ ０􀆰 ３ ０􀆰 ２ ０􀆰 ９ １􀆰 ７ １􀆰 ６ ２􀆰 ０ １􀆰 ３ １􀆰 ５ １􀆰 ６ １􀆰 ６

Ｌａｃ ／ （ｇ·Ｌ － １） ７２ ｈ ０􀆰 ９ １􀆰 ４ １􀆰 ７ ２􀆰 ５ ２􀆰 ４ ２􀆰 ３ ２􀆰 １ ２􀆰 ６ ２􀆰 ３ ２􀆰 ５ ２􀆰 ９

图 ５　 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞生长趋势图

Ｆｉｇ ５　 ＰＫ１５ － Ｓ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｔｒｅｎｄ ｇｒａｐｈ

３　 讨论与结论

ＰＫ１５ 细胞主要用于生产 ＰＣＶ２ 型和猪细小病

毒，近年来，培养方式也逐渐由滚瓶系统提升为微

载体系统，但目前仍有少部分生产厂家沿用滚瓶系

统进行培养，滚瓶培养的主要缺点是劳动强度大，
比表面积小，占用空间大，培养条件难以检测和控

制［７］。 通过生物反应器运用微载体系统进行大规

模培养改进了滚瓶培养模式的不足。 张立等［８］ 运

用球转球的方法成功将 Ｖｅｒｏ 细胞由 ５ Ｌ 生物反应

器放大培养至 ５０ Ｌ 生物反应器。 但是，大部分微

载体放大培养需要用胰酶进行消化，消化后的细胞

存在贴壁时间不同的现象，消化后的微载体与新加

入的微载体表面存在差异，两种因素均会造成细胞

再次贴壁的不均匀，从而影响产毒结果；并且微载

体存在价格昂贵，重复利用效果不好，贴壁条件苛

刻，暴露环节多等劣势。 两种培养方式均需要有牛

血清的添加，增加成本的同时也给下游纯化工作带

来一定的麻烦，所以驯化一株无血清全悬浮 ＰＫ１５
细胞可以提升培养工艺，也使培养方法更简单，操
作性更高。

该株 ＰＫ１５ 细胞，从复苏到最终驯化成全悬浮

ＰＫ１５ － Ｓ 细胞，经过 ３ 种培养方法的驯化，共 ２３ 个

代次的传代，细胞状态良好，驯化过程中偶有接团

现象，细胞活率较高，最高密度可达 ４􀆰 ０ × １０６ ／ ｍＬ
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左右，倍增时间在 ２４ ｈ 左右。
驯化过程中，由于细胞生长方式的改变，细胞

会以相互聚集即成团的现象生长，消化传代可以改

善成团问题，也可以添加一些除团的组分来除团。
同一种病毒对同一细胞的不同克隆株的敏感性不

同，同一细胞所处外环境不同，同一病毒的敏感性

也会有所差异［９］，为了避免做无用功，定期的检测

细胞对毒的敏感性是很关键的。 另外，在细胞驯化

过程中及时的冻存细胞也是很重要的，因为驯化过

程中操作步骤多，污染风险大，及时保种可以避免

重复工作。
无血清全悬浮的培养工艺优势在于细胞密度

大，操作方便，对于非 ＣＰＥ 病毒可采用半连续培养

连续收获病毒，提高了产量降低了成本，血清的去

除减轻了下游工艺的工作压力，但全悬浮细胞对培

养基的成分和搅拌式生物反应器的结构要求较高，
对剪切力也非常敏感，常添加 ＰＦ － ６８ 等表面活性

剂来保护细胞达到所需密度，在今后的大规模生产

中仍需对培养条件进行更深入的研究。
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