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［摘　 要］ 　 研究选取一株背景清晰、纯净的 ＭＤＢＫ 贴壁细胞，通过直接驯化和逐级降低血清相结合

的办法，获得了一株可以在低血清培养基中全悬浮培养的 ＭＤＢＫ 细胞。 该细胞在含 ０． ５％胎牛血清

的培养基中悬浮培养 ４８ ｈ 后的细胞密度稳定在 ５． ０ × １０６ ／ ｍＬ 以上，培养 ７２ ｈ 后细胞密度最高可达

１． １６ × １０７ ／ ｍＬ，且细胞形态良好，活力在 ９３％以上，具有良好的传代稳定性。 应用筛选获得的悬浮

培养 ＭＤＢＫ 细胞株分别接种伪狂犬病毒和传染性牛鼻气管炎病毒后，检测病毒敏感性。 细胞在

２４ ｈ均发生了皱缩，７２ ｈ 大部分死亡。 悬浮培养的 ＭＤＢＫ 细胞对传染性牛鼻气管炎病毒的滴度在

２４ ｈ 达到最大值 １０７． ６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，对伪狂犬病毒的滴度在 ４８ ｈ 达到最大值 １０７． ６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，说明虽

然细胞的培养方式发生了改变，但并没有影响上述两种病毒在该细胞上的增殖特性。 对 ＭＤＢＫ 细

胞的全悬浮驯化研究可为相关病毒类疫苗规模化生产及工艺的升级改进提供细胞学基础资料。
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２４ ｈ ａｎｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ ｄｉｅｄ ｉｎ ｆｌａｋｅｓ ａｔ ７２ ｈ． Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＩＢＲ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｖａｌｕｅ １０７． ６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ａｔ

２４ ｈ； ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ＰＲＶ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ １０７． ６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ａｔ ４８ ｈ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ

ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅ ｈａｄ ｃｈａｎｇｅｄ， ｉｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｖｉｒｕｓｅｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ，

ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｂａｓｉｃ ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｄａｔａ ｆｏｒ ｓｃａｌｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｒｅｌａｔｅｄ ｖｉｒａｌ ｖａｃｃｉｎｅｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ； ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ； ｌｏｗ ｓｅｒｕｍ； ｃｅｌｌ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ

　 　 ＭＤＢＫ 细胞 （ Ｍａｄｉｎ － Ｄａｒｂｙ Ｂｏｖｉｎｅ Ｋｉｄｎｅｙ

Ｃｅｌｌｓ，ＭＤＢＫ）是由 Ｓ Ｈ Ｍａｄｉｎ 和 Ｎ Ｂ Ｄａｒｂｙ 于 １９５３

年从美国一头健康的成年公牛肾脏组织中分离培

养建立的贴壁培养型传代细胞系［１］。 该细胞系对

多种病原（牛病毒性腹泻病毒、传染性牛鼻气管炎

病毒、伪狂犬病毒等）易感［２ － ３］，被广泛用于病毒感

染、检测和培养领域，尤其用于传染性牛鼻气管炎

病毒的增殖，病毒感染效率高、增殖快且不易变异，

是公认的适合生产传染性牛鼻气管炎疫苗的细胞

基质［４］。 但是，以 ＭＤＢＫ 细胞作为生产基质的相关

疫苗，由于其贴壁生长特性的限制，多采用转瓶培

养方式和微载体培养方式进行生产，生产周期长，

下游工艺相对复杂，工业化大规模生产的难度较

大。 因此驯化全悬浮的 ＭＤＢＫ 细胞具有十分重要

的现实意义。

悬浮细胞是指生长不依赖支持物表面，可在液

体培养基中呈悬浮状态生长的细胞。 与贴壁细胞

相比，悬浮细胞尽量减少或避免了动物源性血清的

添加，使其具有更好的传代稳定性和安全性［５］，同

时还具备了可线性放大培养的优势，是实现生物反

应器大规模、高效率生产的前提条件［６ － ７］。 悬浮培

养基的使用还彻底摆脱了细胞贴附基质，可以有效

地简化下游分离纯化工艺的难度，节约设备空间，

缩短生产时间，降低生产成本［８］。 本试验对一株贴

壁的 ＭＤＢＫ 细胞进行了全悬浮驯化研究，以期为相

关产品生产工艺的升级改进提供细胞学基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 细胞和毒株 　 ＭＤＢＫ 细胞（第 ９ 代，批号

２０１７０６２３）、伪狂犬病毒（Ｂａｒｔｈａ － Ｋ６１ 株）、传染性

牛鼻气管炎病毒（ＡＶ２１ 株）由国家兽医微生物菌

种中心鉴定保藏。

１． １． ２ 　 主要试剂和耗材 　 ＤＭＥＭ （Ｇｉｂｃｏ，批号

８１１９４１６）、０． ２５％胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ，批号 １９５３１４７）、

悬浮培养基（ＭＤＢＫ － ＳＬＭ）、胎牛血清（ＰＡＮ，批号

ＳＴ１７０８０２）、台盼蓝染液（ｓｉｇｍａ，批号 ＲＮＢＧ９７１８）。

１． １． ３ 　 主要仪器 　 Ｈｅｔｔｉｃｈ 离心机（型号 ３２０Ｒ）、

Ｔｈｅｒｍｏ ＣＯ２ 培养箱（型号 Ｈｅｒａｃｅｌｌ ２４０ｉ）、Ｎｉｋｏｎ 倒

置显微镜（型号 ＴＳ１００）、Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ 多通道生化分

析仪（型号 ＮＯＶＡ４００）、 ｉｎｆｏｒｓ 振荡型 ＣＯ２ 培养箱

（型号 Ｍｉｎｉｔｒｏｎ）、Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 细胞计数仪（型号Ａｕｔｏ Ｔ４）。

１． ２　 方法

１． ２． １　 贴壁 ＭＤＢＫ 细胞在低血清培养基中悬浮驯

化培养　 取培养成良好单层的 ＭＤＢＫ 细胞，消化后

收集细胞培养物悬液进行细胞计数，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，收集细胞沉淀。 将细胞沉淀按照初始密

度 １ × １０６ ／ ｍＬ 用 ４０ ｍＬ 低血清培养基（含 ２％胎牛

血清）重悬，置于 １２５ ｍＬ 三角摇瓶中，１１０ ｒ ／ ｍｉｎ、

３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下培养。 每 ２４ ｈ 取样计数，培

养至 ４８ ｈ 处理，若 ４８ ｈ 细胞密度高于 ２ × １０６ ／ ｍＬ，

使用含 ２％胎牛血清的培养基稀释细胞至 １ ×１０６ ／ ｍＬ，

若 ４８ ｈ 细胞密度低于 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ 后，更换新鲜培养基，直至每 ４８ ｈ 可以正

常稀释传代，连续 ５ 代保持 ４８ ｈ 的细胞密度是初始

密度的两倍以上，且细胞活率高于 ９０％ ，可以认为

驯化成功。 待细胞在含 ２％胎牛血清的培养基中生

长稳定后，采用上述方法逐级降低培养基中血清用

量（１％ 、０． ５％胎牛血清含量）。 降血清过程中细胞

·８５·
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密度稳定 ５ 代以上方可进行下一步降血清适应。

１． ２． ２　 悬浮细胞的批培养生长曲线绘制及代谢物

含量测定　 细胞密度测定方法采用台盼蓝（ＴＢ） 染

色法，具体操作如下：取 ２００ μＬ 细胞悬液，用台盼

蓝染液等体积稀释细胞悬液后，吹打均匀，取 ２０ μＬ

加入细胞计数板中，放入 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 细胞计数器中计

数，每个样品取 ４ 个视野计数，结果求平均值，计算

细胞密度。

将悬浮细胞按 １ × １０６ ／ ｍＬ 的初始密度接种 ４０

ｍＬ 培养基后置于 １２５ ｍＬ 三角摇瓶中，１１０ ｒ ／ ｍｉｎ、

３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下培养。 在传代后 ２４ ｈ、４８ ｈ、

７２ ｈ、９６ ｈ、１２０ ｈ、１４４ ｈ 分别测定细胞密度并绘制

生长曲线。 在计数期间，同时每 ２４ ｈ 取 １ ｍＬ 细胞

悬液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，吸取培养基上清液，

使用 ＮＯＶＡ ４００ 多通道生化分析仪测定葡萄糖、乳

酸、ＮＨ４
＋ 、谷氨酰胺的含量。

１． ２． ３　 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，计算公式为：Δｔ ＝ Ｔ ／ Ａ；Ａ ＝ ｌｏｇ２Ｙ ／ Ｘ

１． ２． ４　 细胞传代稳定性测定　 将处于对数生长期

的悬浮 ＭＤＢＫ 细胞按 １ × １０６ ／ ｍＬ 的初始密度接种

４０ ｍＬ 培养基后，置于 １２５ ｍＬ 三角摇瓶中，１１０ ｒ ／ ｍｉｎ、

３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下培养。 每 ４８ ｈ 传代一次，即

用新鲜培养基将细胞液稀释至 １ × １０６ ／ ｍＬ。 将细

胞进行 ２２ ｄ 的连续传代培养，对比每次传代时的

细胞密度和细胞活率的差异。

１． ２． ５　 病毒增殖实验　 取低血清培养基中生长良

好的悬浮 ＭＤＢＫ 细胞，离心后按 ２ × １０６ ／ ｍＬ 细胞密

度接种至三角摇瓶，每瓶 ４０ ｍＬ 细胞悬液。 同时按

体积比的 １％分别接入伪狂犬病毒和传染性牛鼻气

管炎病毒。 培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 分别收获病毒并测

定病毒滴度，同时设阴性对照和贴壁细胞接毒对照。

用 ＤＭＥＭ 无血清培养基将待检病毒液在灭菌

管作 １∶ １０ 系列稀释，取 １０ － ４ ～ １０ － ７ ４ 个稀释度病

毒液，分别接种已在 ９６ 孔板中生长良好的检验用

细胞（贴壁生长的 ＭＤＢＫ 细胞），每个稀释度 ６ 个

孔，１００ μＬ ／孔，同时设正常细胞对照。 ３７ ℃、５％

ＣＯ２条件下静置培养 ９６ ｈ，按 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计

算 ＴＣＩＤ５０。

２　 结果与分析

２． １　 贴壁 ＭＤＢＫ 细胞在低血清培养基中悬浮驯化

培养　 结果见表 １。 ＭＤＢＫ 细胞在贴壁状态至 ２％

血清全悬浮阶段时，细胞容易受到血清的影响从而

发生结团现象。 采用细胞沉降的办法，自然沉降

２ ～ ４ ｍｉｎ 后尽可能吸取上层细胞悬液，转移到等体

积的新鲜培养基中。 经过 ８ 代左右，ＭＤＢＫ 细胞逐

渐可以适应 ２％ 血清的全悬浮培养。 再连续传 ７

代，保证每代在 ４８ ｈ 的细胞密度是初始密度的两

倍，细胞活率稳定在 ９０％ 以上，可以认为细胞已经

初步适应了悬浮培养条件。

表 １　 贴壁 ＭＤＢＫ 细胞全悬浮驯化情况

Ｔａｂ １　 Ａｃｃｌｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
驯化阶段 传代次数 培养容器 接种密度 ／ ｍＬ 培养时间 ／ ｈ 细胞数量 ／ ｍＬ 细胞活率 结团情况

贴壁细胞至 ２％血清悬浮 １５ 三角瓶 ≥１ ×１０６ ４８ ≥２ × １０６ ≥９０％ 结团较多且大

２％血清至 １％血清悬浮 １０ 三角瓶 ≥１ ×１０６ ４８ ≥２ × １０６ ≥９３％ 少

１％血清至 ０． ５％血清悬浮 １０ 三角瓶 ≥１ ×１０６ ４８ ≥５ × １０６ ≥９３％ 无

　 　 随着细胞对低血清的逐步适应，进一步降低血

清可以有效改善细胞的结团问题（图 １），同时显著

提高了生长能力，即在 ０． ５％血清培养基中培养 ４ ｄ
细胞密度最高可达 １． １６ × １０７ ／ ｍＬ。 经过 ３５ 代左

右的驯化，得到了一株可以在 ０． ５％ 血清培养基中

全悬浮生长的形态均一、分散均匀、生长密度稳定

的 ＭＤＢＫ 细胞（以下称 ＭＤＢＫ －０． ５％ ＦＢＳ 细胞）。

·９５·
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Ａ：贴壁 ＭＤＢＫ 细胞形态；Ｂ：ＭＤＢＫ 细胞在 ２％血清培养基悬浮培养 ７２ ｈ 形态；

Ｃ：ＭＤＢＫ 细胞在 １％血清悬浮培养 ７２ ｈ 形态；Ｄ：ＭＤＢＫ 细胞在 ０． ５％血清悬浮培养 ７２ ｈ 形态

Ａ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｄｈｅｒｅｎｔ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ２％ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ７２ ｈ；

Ｃ： ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ １％ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ７２ ｈ； Ｄ： ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ０． ５％ ｓｅｒｕｍ ｍｅｄｉｕｍ ｆｏｒ ７２ ｈ

图 １　 ＭＤＢＫ 细胞在不同血清浓度培养基中悬浮培养状态

Ｆｉｇ １　 Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｍｅｄｉｕｍｓ

２． ２　 在不同血清浓度中驯化的 ＭＤＢＫ 细胞的批生

长曲线与倍增时间测定结果　 在不同血清浓度中驯

化的 ＭＤＢＫ 细胞在有限营养环境中批培养情况存在

明显差异（图 ２）。 在 ２％血清中悬浮适应的 ＭＤＢＫ

细胞培养 ５ ｄ 时最大细胞密度达到 ７． ０８ × １０６ ／ ｍＬ，

倍增时间为３２． ３３ ｈ；在１％血清中悬浮适应的ＭＤＢＫ

细胞 ５ ｄ 时最大细胞密度达到 ７． ６４ × １０６ ／ ｍＬ，倍增

时间为 ３０． １５ ｈ；在 ０． ５％血清中悬浮适应的 ＭＤＢＫ

细胞 ３ ｄ 时最大细胞密度达到 １１． ６ × １０６ ／ ｍＬ，倍增

时间为 １７． ３２ ｈ。

２． ３　 ＭＤＢＫ －０． ５％ ＦＢＳ 细胞批培养过程中代谢物

的含量变化　 为考察 ＭＤＢＫ － ０． ５％ ＦＢＳ 细胞在有

限营养环境中的代谢物变化情况，取处于对数生长

期的细胞以 １ × １０６ ／ ｍＬ 初始密度进行为期 ６ ｄ 的

批培养实验，定时检测培养基中葡萄糖、乳酸、

ＮＨ４
＋ 、谷氨酰胺的含量变化（图 ２、图 ３）。 结果发

现，初始的 １ ～ ２ ｄ 细胞处于对数生长期快速增长，

同时葡萄糖作为重要的碳来源被快速消耗；第 ３ 天

后，当培养基中葡萄糖量快消耗殆尽，同时产生大

量的 ＮＨ４
＋ 、乳酸等副代谢产物时，细胞停止增殖，

生长密度达到了最大值。

２． ４　 ＭＤＢＫ － ０． ５％ ＦＢＳ 细胞的传代稳定性测定

为研究 ＭＤＢＫ － ０． ５％ ＦＢＳ 悬浮细胞的传代稳定

性，取处 于 对 数 生 长 期 的 悬 浮 ＭＤＢＫ 细 胞 以

１ × １０６ ／ ｍＬ的初始密度连续传代，在多次传代过程

中，各个代次的细胞密度均维持在稳定水平（４８ ｈ

后细胞密度≥５ × １０６ ／ ｍＬ），细胞活率保持在 ９３％

以上（图 ４）。

·０６·
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图 ２　 不同血清浓度培养基中 ＭＤＢＫ 细胞悬浮

生长的批生长曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｂａｔｃｈ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＭＤＢＫ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｍｅｄｉｕｍｓ

图 ３　 ＭＤＢＫ －０． ５％ＦＢＳ 细胞批培养过程中培养基

葡萄糖、乳酸、ＮＨ４
＋ 、谷氨酰胺的含量变化

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ， ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ， ＮＨ４
＋ ，

ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｉｎ ＭＤＢＫ －０． ５％ＦＢＳ ｂａｔｃｈ ｃｕｌｔｕｒｅ

图 ４　 ＭＤＢＫ 细胞在 ０． ５％血清悬浮培养基中

传代密度以及细胞活率

Ｆｉｇ ４　 Ｐａｓｓａｇｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＤＢＫ

ｃｅｌｌｓ ｉｎ ０． ５％ ｓｅｒｕｍ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ

２． ５　 ＭＤＢＫ － ０． ５％ ＦＢＳ 细胞对伪狂犬病毒和传染

性牛鼻气管炎病毒的敏感性测定 　 ＭＤＢＫ － ０． ５％
ＦＢＳ 细胞分别接种伪狂犬病毒和传染性牛鼻气管

炎病毒后，２４ ｈ 均发生了皱缩，７２ ｈ 大部分细胞死

亡。 传染性牛鼻气管炎病毒滴度在 ２４ ｈ 达到最高，
为 １０７． ６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ；伪狂犬病毒滴度在 ４８ ｈ 达到最

高，为 １０７． ６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ（表 ２）。 两种病毒分别接种

贴壁对照细胞后每 ２４ ｈ 观察一次，传染性牛鼻气管

炎病毒接毒后 ２４ ｈ 开始出现病变，４８ ｈ 全部脱落；
伪狂犬病毒接毒后 ２４ ｈ 开始出现病变，７２ ｈ 全部

脱落。

表 ２　 ＭＤＢＫ －０． ５％ＦＢＳ 细胞增殖传染性牛鼻

气管炎病毒和伪狂犬病毒结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ＩＢＲＶ ａｎｄ ＰＲＶ

ｉｎ ＭＤＢＫ －０． ５％ ＦＢＳ ｃｅｌｌｓ

病毒

不同收毒时间的病毒滴度 ／
（ＴＣＩＤ５０·ｍＬ － １）

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

贴壁 ＭＤＢＫ
细胞接毒对照

传染性牛鼻气管炎病毒 １０７． ６ １０６． ８ １０６． ５ １０７． ６

伪狂犬病毒 １０７． ３ １０７． ６ １０７． ４ １０７． ３

３　 讨论与结论

利用全悬浮的细胞系作为疫苗的生产基质，不
仅可以实现在疫病爆发初期短时间内大规模应急

生产的需要，还尽可能规避了大量使用动物源性血

清所带来不确定性外源因子的风险［９］。

细胞的悬浮驯化关键点在于悬浮培养基种类

以及驯化过程中策略的选择。 低血清或无血清悬

浮培养基中通常使用酵母水解物配合成分明确的

动物源生长因子来代替动物源性血清的营养作

用［１０］。 糖类是细胞利用的重要能量和碳源，也是

维持细胞生长重要能量供给。 谷氨酰胺作为培养

基添加剂可以有效地促进细胞生长和抗体的产

生［１１］。 针对不同细胞的营养代谢特性选择合适的

培养基显得尤为重要［１２］。 理想的悬浮培养基，可

以使细胞有效利用葡萄糖，支持细胞的快速增长，
同时延迟乳酸以及 ＮＨ４

＋ 等副产物的积累，从而达

到细胞高密度培养的目标。 反之会使细胞在培养

·１６·
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过程中对培养基中的糖类物质利用率偏低，使乳

酸、ＮＨ４
＋ 等代谢副产物的量快速积累，细胞过早地

进入生长维持期，同时产生大量的细胞结团现象，
无法实现细胞的高密度培养。

在细胞的悬浮驯化过程中一般采用将消化的

细胞直接接入低血清 ／无血清悬浮培养基驯化，或
者在贴壁或悬浮状态下逐级替换原有培养基并降

低血清的悬浮驯化方法［１３］。 逐级替代培养基降低

血清的方法要比直接驯化法耗时多，但是相对柔

和，适用于难以直接驯化的细胞。 本实验中 ＭＤＢＫ
细胞的悬浮驯化结合上述两种方法，采用在低血清

悬浮培养基中直接驯化，然后再逐级降低血清的策

略，成功得到了一株可在 ０． ５％ 血清浓度下悬浮生

长，传代稳定性好，可在三角摇瓶中实现较高密度生

长，最高密度可达 １． １６ × １０７ ／ ｍＬ 的悬浮细胞。 病毒

敏感性实验表明，虽然 ＭＤＢＫ 的培养方式发生了改

变，但并没有影响细胞对特定病毒的增殖特性。
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