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［摘　 要］ 　 为探讨胎牛血清（ＦＢＳ）中的不同组分对昆虫杆状病毒（ＢＡＣ）复制的影响，找到血清中

能提高病毒复制效果的有效组分，对亲和凝胶层析柱法分离获得血清中的四个混合组分（Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３

和 Ｓ４）进行了病毒培养实验。 在 ６ 孔板上接种 ＳＦ９ 细胞，培养 ２４ ｈ，接种 ０．０１ＭＯＩ 的 ＢＡＣ－ＧＦＰ 病

毒，按照 ０、０．３％、０．６％、１．３％、２．５％、５％的浓度梯度加入 ６ 孔板中进行病毒培养。 分别在 ２４ ｈ、４８

ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 进行荧光拍照、观察。 ９６ ｈ 收集病毒上清，进行空斑形成实验测定病毒滴度。 用收集的

病毒感染 ＳＦ９ 细胞，７２ ｈ 流式检测病毒的复制情况。 结果显示：血清样本 Ｓ１ 在浓度 １．３％以上时，对

于 ＢＡＣ 的复制有促进作用；Ｓ２ 没有促进效果，反而随着 Ｓ２ 的浓度上升而出现抑制的情况；Ｓ３ 在浓

度 ２．５％以上时，同样有着明显促进作用；Ｓ４ 的促进作用不显著。 试验表明，与原胎牛血清相比，添

加单一血清组分 Ｓ１ 对提高 ＢＡＣ 病毒的复制效果更显著。
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ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｅｒｕｍ，Ｓ１ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ＢＡＣ ｖｉｒｕｓ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＦＢＳ；Ｓｅｒｕｍ；ＢＡＣ；ＳＦ９ ｃｅｌｌ
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　 　 目前，在动物疫苗生产中，为了降低生产成本，
减少生物制品纯化损失，减少由于不确定蛋白或血

清组分带来干扰或差异的风险，提高生物制品的安

全性，大多数采用无血清培养基［１－２］。 但在使用过

程中，有些病毒，如口蹄疫病毒有时会出现细胞生

长良好，但病毒产量不高的问题。 为了克服这一问

题，许多厂家在病毒生产过程中，还是要加入 １％ ～
３％的低浓度血清。 为了研究胎牛血清中的哪些组

分对病毒复制起促进作用，我们采用亲和凝胶层析

方法分离出四个血清组分，分别配制成培养基，培
养 ＳＦ９ 细胞，接种昆虫杆状病毒，进行空斑测定病

毒滴度、流式检测等实验［３］。 如果能把血清中不同

组分对病毒复制的影响分析清楚，即哪些组分对病

毒复制起促进作用，哪些组分起抑制作用，从而在

疫苗生产中，加入对病毒复制起促进作用的血清组

分，去除那些对病毒复制有抑制作用的组分，可以

有效提高疫苗产量。 目前，提高病毒复制的方法主

要集中在细胞驯化和病毒自身改造，血清中不同组

分对病毒复制的影响，还未有报道。 本实验从胎牛

血清中分离出五个混合组分，培养昆虫杆状病毒，
观察不同组分对病毒复制效率的影响。
１　 材料与方法

１．１　 材料　 胎牛血清 ＦＢＳ：广州蕊特生物科技有限

公司，批号 ２０１８０３１８；胎牛血清样本 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４：
用 ｗｅｌｃｈｒｏｍ ４Ｂ 填料，分别从上述同一批号胎牛血

清 ＦＢＳ 中分离获得的混合组分，广州蕊特生物科技

有限公司提供； 培养基： Ｇｒａｃｅ ＇ ｓ 培养液， 批号

２０１５０７０９；细胞：ＡＴＣＣＳＦ－ ９，批号 ２０１８０８１０，代次

４１；病毒：ＢＡＣ－ＧＦＰ Ｖ６，滴度 １．０８×１０７ ＰＦＵ ／ ｍＬ，由
广东华南疫苗股份有限公司提供；流式细胞仪：Ｃ６、
ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ。
１．２　 方法　 在 ６ 孔板上接种 ＳＦ９ 细胞，培养 ２４ ｈ，
接种 ０． ０１ＭＯＩ 的 ＢＡＣ －ＧＦＰ 病毒；按照 ０、０． ３％、
０．６％、１．３％、２．５％、５％的 ＦＢＳ 组分的浓度梯度加入

６ 孔板中进行病毒培养，原胎牛血清 ＦＢＳ 做对照；
分别在 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 进行荧光拍照（４０×），
观察病毒复制情况；９６ ｈ 收集病毒上清，进行空斑形

成实验测定病毒滴度（稀释度＝１０－４），收集的病毒感

染 ＳＦ９ 细胞，７２ ｈ 流式细胞术检测病毒的复制情况。
２　 实验结果

２．１　 空斑实验观察病毒复制结果　 通过空斑测定

实验发现，与 ＦＢＳ 对比，Ｓ１ 样本浓度在 １．３％以上

时，空斑数显著增加。 Ｓ２ 样本的空斑数没有增加，
反而降低。 Ｓ３ 样本浓度在 ２．５％以上时，空斑数显

著增加，没有 Ｓ１ 显著。 Ｓ４ 样本的空斑数变化无显

著差异。 结果见表 １、图 １－图 ５。

表 １　 不同浓度血清样本的空斑数

Ｔａｂ １　 Ｐｌａｑｕｅ ａｓｓａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

样本
不同浓度血清样本的空斑数

０ ０．３％ ０．６％ １．３％ ２．５％ ５％

Ｓ１ ３０ ４４ ５６ ６８ １００ １８２

Ｓ２ ４０ ５１ ６０ ９８ １４５ ２１３

Ｓ３ ３９ ５０ ３２ ２４ ２８ １８

Ｓ４ ３８ ５２ ４５ ５２ ９２ １４５

ＦＢＳ ４１ ４２ ３５ ４３ ５６ ６１

２．２　 荧光强度观察病毒复制结果　 通过肉眼观察

荧光强度发现，与 ＦＢＳ 对比，Ｓ１ 样本随着浓度升

高，荧光强度显著增强。 Ｓ２ 样本的荧光强度没有

增加。 Ｓ３ 样本浓度在 ２．５％以上时，荧光强度显著

增强。 Ｓ４ 样本的荧光强度没有明显变化。 结果见

图 ６－图 １０。
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图 １　 空斑数比较图（０．３％）

Ｆｉｇ １　 ＢＡＣ Ｐｌａｑｕｅ（０．３％）

图 ２　 空斑数比较图（０．６％）

Ｆｉｇ ２　 ＢＡＣ Ｐｌａｑｕｅ（０．６％）

图 ３　 空斑数比较图（１．３％）

Ｆｉｇ ３　 ＢＡＣ Ｐｌａｑｕｅ（１．３％）

图 ４　 空斑数比较图（２．５％）

Ｆｉｇ ４　 ＢＡＣ Ｐｌａｑｕｅ（２．５％）

图 ５　 空斑数比较图（５％）

Ｆｉｇ ５　 ＢＡＣ Ｐｌａｑｕｅ（５％）

２．３　 流式细胞术检测结果病毒复制结果　 通过流

式细胞术检测发现，与 ＦＢＳ 对比，Ｓ１ 样本浓度在

１．３％以上时，病毒数量显著增多。 Ｓ２ 样本的病毒

数量没有显著增加。 Ｓ３ 样本浓度在 ２．５％以上时，
荧光强度显著增多。 上述实验证实 Ｓ４ 对病毒复制

没有明显促进作用，故没有进行流式检测。 结果见

图 １１－图 １３。
３　 讨　 论

昆虫杆状病毒是一种共价闭合环状双链 ＤＮＡ
病毒，其特有的 Ｂａｃ－ｔｏ－Ｂａｃ 表达系统具有翻译后

加工修饰功能和高效表达外源蛋白的功能。 本文

选择病毒培养 ９６ ｈ，滴度达到最大值，可以收集病

毒上清，感染细胞后，７２ ｈ 病毒滴度达到最大值，进
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图 ６　 添加血清或组分浓度为 ０．３％，培养病毒 ９６ ｈ 的荧光强度

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｔ ０．３％，ａｔ ９６ ｈ

图 ７　 添加血清或组分浓度为 ０．６％，培养病毒 ９６ ｈ 的荧光强度

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｔ ０．６％，ａｔ ９６ ｈ

图 ８　 添加血清或组分浓度为 １．３％，培养病毒 ９６ ｈ 的荧光强度

Ｆｉｇ ８　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｔ １．３％，ａｔ ９６ ｈ

图 ９　 添加血清或组分浓度为 ２．５％，培养病毒 ９６ ｈ 的荧光强度

Ｆｉｇ ９　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｔ ２．５％，ａｔ ９６ ｈ

图 １０　 添加血清或组分浓度为 ５％，培养病毒 ９６ｈ 的荧光强度

Ｆｉｇ １０　 Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｓｅｒｕｍ ｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｔ ５％，ａｔ ９６ ｈ
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图 １１　 Ｓ１ 的流式检测

Ｆｉｇ １１　 Ｔｈｅ ＦＣ ｏｆ Ｓ１

图 １２　 Ｓ２ 的流式检测

Ｆｉｇ １２　 Ｔｈｅ ＦＣ ｏｆ Ｓ２

图 １３　 Ｓ３ 的流式检测

Ｆｉｇ １３　 Ｔｈｅ ＦＣ ｏｆ Ｓ３

行流式细胞术检测。
综合蚀斑实验、荧光拍照以及流式检测结果，

血清样本 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ 中，Ｓ１ 与 Ｓ３ 对 ＢＡＣ 增殖的

促进作用最为明显，而 Ｓ２ 对 ＢＡＣ 增殖存在抑制，
Ｓ４ 存在微弱的促进效果。 结果表明，血清中的有

些组分对病毒复制起促进作用，有些组分反而抑制

病毒复制。 在病毒培养过程中，添加 Ｓ１ 组分，同时

去除血清中的 Ｓ２ 组分，可以有效提高病毒复制效

率，提高病毒产量，这对疫苗生产有帮助。
在生物制品中，使用无血清培养基，可提高生

物制品的质量、纯度，方便产物的分离纯化，减少由

血清带来的污染机会，减少过敏原，同时也减少了

成本，也便于在生物反应器中进行代谢流分析，实
现在线监控，精准投料。 对于生产抗体用的 ＣＨＯ
细胞、ｖｅｒｏ 细胞和杂交瘤细胞，确实有优势［４－５］。 但

是对于多数病毒性疫苗来说，会出现病毒产量低的

情况。
对于如何在减少或不用血清的情况下，细胞生

长良好，病毒产量高，是目前研究的热点，主要集中

在对细胞进行驯化和对病毒自身进行改造两方面。
通过对贴壁细胞进行低血清或无血清驯化，获得可

以稳定传代的悬浮细胞，用于细胞反应罐生产。 田

波等［６］对 ＢＨＫ２１ 细胞悬浮驯化，筛选出驯化的参

数条件。 张良艳等［７］对 ＭＤＣＫ 细胞进行驯化，用于

流感病毒发酵罐培养。 通过对病毒的启动子进行

改造，提高病毒复制能力。 刘言等［８］ 用 ＨＢＶ 病毒

启动子内的基因片段替换土拨鼠肝炎病毒的同源

序列，来提高病毒复制能力。 袁天罡［９］ 把口蹄疫病

毒的 ２Ｃ 蛋白的 Ｔ１３５Ｉ 突变，从而提高 Ｏ／ ＹＳ ／ ＣＨＡ／ ０５
的复制。 魏南南、徐守兴等［１０］ 利用分子生物学技

术研究了内源性 ＴＰＬ２ 基因对口蹄疫病毒复制的

影响，发现 ＦＭＤＶ 感染 ＢＨＫ－２１ 细胞后，ＴＰＬ２ 转录

水平显著上调；过表达 ＴＰＬ２ 能够促进 ＦＭＤＶ 在

ＢＨＫ－２１ 细胞中复制，而下调表达内源性 ＴＰＬ２ 后

ＦＭＤＶ 的复制受到抑制，表明 ＴＰＬ２ 促进 ＦＭＤＶ 在

ＢＨＫ－２１ 细胞中进行复制。 谢佳汛［１１］ 使用 ｐ５３ 特

异性抑制剂 ＰＦＴɑ 提前处理 ＰＫ－１５ 细胞，抑制 ｐ５３
的表达，然后用 ＰＲＶ 分别感染 ｐ５３ 抑制表达细胞
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与对照细胞，收集不同时间点细胞培养物，检测

ＰＲＶｇＢ 基因和 ＰＲＶ 滴度，结果表明 ｐ５３ 抑制表达

细胞内的 ＰＲＶｇＢ 基因及病毒 ＴＣＩＤ５０ 均显著低于

对照组，说明抑制 ｐ５３ 的表达对 ＰＲＶ 在细胞内的

复制具有抑制作用。 王涛［１２］通过实验证实，ＣＯＰⅡ
蛋白复合体促进 ＣＳＦＶ 复制的过程，ＣＯＰⅡ介导的

蛋白运输途径促进 ＣＳＦＶ 的组装或释放，为进一步

探索 ＣＯＰⅡ在 ＣＳＦＶ 复制中的作用奠定了基础，为
全面了解 ＣＳＦＶ 复制机制和生命周期提供了新的

科学依据。 本文研究从胎牛血清中分离不同组分

对病毒复制的影响，初步证实分离出的组分 Ｓ１ 对

昆虫杆状病毒复制有明显的促进作用。 至于该组

分是否对其它病毒复制有同等的促进作用，后续会

进一步去验证。
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