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［摘　 要］ 　 为获得对 Ｈ９ 亚型禽流感病毒敏感的纯悬浮 ＭＤＣＫ 细胞株，通过逐渐降低血清的方法

对贴壁依赖的 ＭＤＣＫ 细胞进行了无血清纯悬浮驯化，最终获得了一株对 Ｈ９ 亚型禽流感病毒敏感的

纯悬浮细胞株 ＭＤＣＫ － ｓｕｓ。 通过测定表明，该细胞株能够迅速增殖，倍增时间为 ２４ ｈ，使用 Ｈ９ 亚型

禽流感病毒 ＢＸ１３ 株感染该细胞，培养 ７２ ｈ，培养液的病毒 ＨＡ 价可达到 １∶ ５１２，每 ０． １ ｍＬ 病毒含量

达到 １０８． ５ＥＩＤ５０，为利用生物反应器大规模悬浮培养制备 Ｈ９ 亚型禽流感病毒抗原奠定了基础。
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　 　 禽流感 （Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ， ＡＩ） 是由禽流感病毒

（Ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＡＩＶ）引起的禽流行性感冒。

自 １８７８ 年首先在意大利发现以来，全世界范围内

都有禽流感毒株引起的流感的流行，不仅给养禽业

造成巨大的经济损失，还给人类的公共卫生带来严

重威胁［１］。 接种由流行毒株制备的疫苗，是预防禽

流感最有效的手段。 目前，国内的禽流感病毒疫苗

抗原主要采用鸡胚增殖的方法制备，然而使用鸡胚

制苗存在以下缺点：首先，病毒在鸡胚中的连续传

代易造成 ＨＡ 基因发生变异［２ － ３］，从而导致病毒的

免疫原性和病毒毒力的变化；其次，收获的尿囊液

中存在的鸡胚杂质可造成被免疫鸡的过敏反应；第

三，大规模生产时鸡胚来源不同，致使抗原批间一

致性差；最后，收获毒液后残留的带毒鸡胚，处理不

当也会造成潜在生物安全危害，为此急需寻求一种

新的模式制备禽流感疫苗抗原［４］。

利用传代细胞制备疫苗抗原为解决以上问题

提供了思路，该方法制备的抗原具有稳定、重复性

高、变态反应少等优点，在流感疫苗抗原制备领域，

很多学者对 ＭＤＣＫ 细胞制备禽流感疫苗抗原进行

了研究，ＭＤＣＫ 细胞是由 Ｍａｄｉｎ 和 Ｄａｒｂｙ 采用健康

雄性英国小猎犬（ ｃｏｃｋｅｒ ｓｐａｎｉｅｌ）的肾脏建立的细

胞系［５］，由于该细胞系对各种禽流感病毒均较敏

感，已广泛应用于禽流感病毒的检测及培养领域，

同时认为 ＭＤＣＫ 细胞最适合用于增殖禽流感病

毒 ［６ － ７］。 但多数研究以贴壁培养为主，本研究拟

对 ＭＤＣＫ 贴壁细胞进行纯悬浮驯化，以简化将来用

于大规模生物反应器培养时的培养工艺。

采用 ＭＤＣＫ 纯悬浮细胞连续传代培养增殖禽

流感病毒制备禽流感疫苗抗原与采用鸡胚制备疫

苗抗原相比，不仅疫苗抗原的纯度更高，而且还可

以降低处理鸡胚废弃物的成本，减少生物安全危

害，不仅有重要的实用价值还有社会意义。 本试验

进行了 ＭＤＣＫ 贴壁细胞的悬浮驯化研究，以之作为

基质制备禽流感病毒疫苗抗原，为采用更安全、高

效、质量可控的细胞培养方式生产禽流感疫苗抗原

工艺奠定基础。

１　 材料和方法

１． １　 材　 料

１． １． １　 细胞株和病毒株　 贴壁 ＭＤＣＫ 细胞株购自

中国兽医药品监察所，传代至 Ｆ７１；Ｈ９ 亚型禽流感

病毒 ＢＸ１３ 株由北京市农林科学院畜牧兽医研究所

免疫预防研究室 ２０１３ 年从北京某鸡场分离、纯化

及鉴 定， 毒 株 代 号 为 Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｂｅｉｊｉｎｇ ／ ＢＸ ／ １３
（Ｈ９Ｎ２）株 （ ＢＸ１３），ＨＡ 效价为 ２９，毒价为 １０７． ７

ＥＩＤ５０ ／ ０． １ｍＬ。
１． １． ２ 鸡胚　 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚购自北京梅里亚维

通实验动物科技有限公司。
１． １． ３　 主要试剂　 ＤＭＥＭ 培养液购自 ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司；无血清培养基 ＭＳ０１ 购自苏州市沃美生物技术

有限公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自 ＰＡＮ 公司；台盼蓝

染液购自 Ｓｉｇｍａ 公司；ＴＰＣＫ － Ｔｒｙｐｓｉｎ 购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司；１％鸡红血球由本研究室采集成年公鸡血液制

备；Ｔ２５、Ｔ１７５、Ｔ２２５ 细胞培养瓶购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；
２５０ ｍＬ 三角瓶购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。
１． １． ４ 仪器设备 　 细胞摇床购自上海一恒科技有

限公司；倒置显微镜购自上海光学仪器厂；血球计

数板购自上海市求精生化试剂仪器有限公司。
２　 方　 法

２． １　 ＭＤＣＫ 贴壁细胞无血清培养基适应驯化 　
ＭＤＣＫ 贴壁细胞用含 １０％ ＦＢＳ 高糖 ＤＭＥＭ 培养基

３７ ℃ ５％ ＣＯ２静置培养至细胞状态良好。 待细胞生

长至 ９０％，弃去培养液，加入含有 ５％ ＦＢＳ 的培养

液，培养细胞直至细胞长满；逐渐减少培养基中 ＦＢＳ
含量，直至细胞完全适应含 １％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ，用无

血清培养基 ＭＳ０１ 替代含有血清的 ＤＭＥＭ。
２． ２　 ＭＤＣＫ 贴壁细胞的悬浮驯化　 将适应了无血

清培养基的 ＭＤＣＫ 细胞消化转移至 ２５０ ｍＬ 三角

瓶，细胞初始接种密度为 ５ × １０５ ／ ｍＬ，培养体积为

５０ ｍＬ，将三角瓶置于摇床上，转速为 １００ ｒ ／ ｍｉｎ，
３７ ℃ ５％ ＣＯ２培养。 每 ４８ ｈ 取出驯化的细胞，１０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，取沉淀细胞用新鲜培养

基重悬，继续培养直至细胞比生长速率稳定，进行

分瓶传代，使细胞进一步适应，直至 ＭＤＣＫ 细胞完

全失去贴壁的能力，以悬浮方式稳定增殖，悬浮细
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胞命名为 ＭＤＣＫ － ｓｕｓ。
２． ３　 细胞计数及形态观察 　 以台盼蓝染色法，用
血球计数板计活、死细胞数，绘制细胞生长曲线。
２． ４　 禽流感病毒在 ＭＤＣＫ 悬浮细胞中的增殖 　
取生长良好的 ＭＤＣＫ － ｓｕｓ 细胞分别稀释成密度为

５ ×１０５ ／ ｍＬ、１． ０ ×１０６ ／ ｍＬ、１． ５ ×１０６ ／ ｍＬ、２． ０ ×１０６ ／ ｍＬ，
置于三角瓶中，每瓶的培养体积为 ５０ ｍＬ，以感染

复数（ＭＯＩ） ＝ ０． ０１ 接种 Ｈ９ 亚型禽流感病毒 ＢＸ１３
株，同 时 加 入 ＴＰＣＫ － Ｔｒｙｐｓｉｎ 使 其 终 浓 度 为

３． ５ μｇ ／ ｍＬ，接种完毕后将三角培养瓶放置在细胞

摇床上，转速为 １００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３５ ℃ ５％ ＣＯ２进行振荡

培养；每 ２４ ｈ 取样测定培养液上清的 ＨＡ 价。
２． ５　 病毒 ＨＡ 效价的测定　 测定方法为在 ９６ 孔血

凝板中每孔加入 ５０ μＬ 生理盐水，第 １ 孔加入 ５０ μＬ
待检细胞培养上清，充分混匀后取 ５０ μＬ 加入第 ２
孔，依次进行倍比稀释至第 １０ 孔，并设阳性、阴性和

空白对照孔，稀释完毕后每孔中加入 ５０ μＬ １％鸡红

细胞悬液，振荡混合，室温静置 ２０ ～ ３０ ｍｉｎ，观察记

录结果，测定结果取以 ｌｏｇ２ 为底的倍数表示。
２． ６　 病毒 ＥＩＤ５０的测定　 接毒后 ７２ ｈ，收获培养的

４ 个细胞密度制备的病毒液，放入 － ２０ ℃冰箱冻融

２ 次，取 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ 细胞密度制备的病毒液用灭

菌生理盐水作 １０ 倍系列稀释，取 １０ － ６、１０ － ７、１０ － ８、
１０ － ９ ４ 个稀释度，各尿囊腔内接种 １０ 日龄 ＳＰＦ 鸡

胚 ５ 枚，每胚 ０． １ ｍＬ，置于 ３７ ℃孵育 １２０ ｈ，每 ２４ ｈ
照蛋一次，弃去 ２４ ｈ 内死亡鸡胚，逐个收获 ４８ ～
１２０ ｈ 鸡胚液，分别测定 ＨＡ 效价，ＨＡ 效价不低于

１∶ １６判为感染，按照 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算 ＥＩＤ５０。

３　 结果与分析

３． １　 ＭＤＣＫ 贴壁细胞无血清培养基适应驯化　 复苏

ＭＤＣＫ 贴壁细胞，用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基

培养，逐渐降低血清含量至 １％ ，低血清驯化初期，
ＭＤＣＫ 细胞生长环境从含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 过渡

到 ５％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 时，细胞未表现明显的不适

应，细胞生长速度未放缓，细胞形态未出现肉眼可

见的变化；当驯化适应至 １％ ＦＢＳ 条件时，ＭＤＣＫ
细胞生长速度比 １０％ ＦＢＳ 组稍慢，细胞伸展拉伸，
经过一段时间的驯化，细胞已适应 １％ 血清生长环

境，生长速度逐渐恢复，生长状态良好，但细胞形态

出现变圆趋势，贴壁较松散，少量细胞甚至悬浮于

培养基呈现悬浮生长状态。 用无血清培养基 ＭＳ０１
替换含 １％血清的 ＤＭＥＭ 培养基。
３． ２　 ＭＤＣＫ 贴壁细胞的悬浮驯化　 细胞无血清全

悬浮驯化初期，细胞生长速率较低，经过一段时间

的传代，细胞适应。 以 ５ × １０５ ／ ｍＬ 的密度转移细胞

至 ２５０ ｍＬ 三角瓶，培养体积为 ５０ ｍＬ， 转速为 １００
ｒ ／ ｍｉｎ， 每 ２４ ｈ 观察细胞生长状态，在 ＭＳ０１ 无血清

培养基悬浮驯化后期，ＭＤＣＫ 细胞边缘清晰，表现

完整的单细胞悬浮生长状态，细胞大小较均一，
结团现象较少，经过 ４８ ｈ 的培养，细胞密度达到

２． ５ × １０６ ／ ｍＬ。 倍增时间为 ２４ ｈ，细胞活率达到

９９％以上，说明 ＭＤＣＫ 细胞已经完全适应了无血清

全悬浮生长环境。
３． ３　 细胞计数及形态观察　 ＭＤＣＫ 贴壁细胞经培

养驯化，细胞状态如图 １，ＭＤＣＫ 悬浮细胞生长曲线

及对应细胞密度如图 ２ 和表 １。

Ａ： 正常 ＭＤＣＫ 贴壁细胞；Ｂ： 适应低血清生长环境的 ＭＤＣＫ 细胞；Ｃ：无血清驯化后 ＭＤＣＫ 细胞悬浮培养形态

Ａ： Ｎｏｒｍａｌ ＭＤＣＫ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ；Ｂ： Ａｄａｐｔｅｄ ｔｏ ｌｏｗ ｓｅｒｕｍ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ；Ｃ： Ａｌｌ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ

图 １　 ＭＤＣＫ 细胞悬浮培养

Ｆｉｇ １　 Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ

·３·
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图 ２　 ＭＤＣＫ 悬浮细胞生长曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＭＤＣＫ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌ

表 １　 ＭＤＣＫ 悬浮细胞生长曲线对应细胞密度

Ｔａｂ １　 ＭＤＣＫ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

培养时间 ／ ｈ ０ ２４ ４８ ７２ ９６ １２０

细胞密度

／ （１０５·ｍＬ － １）
５ １２ ２５ ４４ ６１ ９０

３． ４　 禽流感病毒在ＭＤＣＫ 悬浮细胞中的增殖　 以不

同密度的 ＭＤＣＫ 悬浮细胞进行 Ｈ９ 亚型禽流感病

毒 ＢＸ１３ 株的培养，添加 ３． ５ μｇ ／ ｍＬ 的 ＴＰＣＫ －

Ｔｒｙｐｓｉｎ，感染复数（ＭＯＩ）为 ０． ０１，每 ２４ ｈ 取样观察

细胞病变，结果显示接毒后 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 的细胞活

率分 别 为 ９８％ 和 ９４％ ， ７２ ｈ 的 细 胞 病 变 率

为 １００％ 。

３． ５　 病毒 ＨＡ 效价的测定　 每 ２４ ｈ 取样测定培养

液 ＨＡ 滴度，结果见表 ２。

３． ６　 病毒 ＥＩＤ５０的测定　 将 Ｈ９ 亚型禽流感病毒

ＢＸ１３ 株以适宜的 ＭＯＩ 和 ＴＰＣＫ 胰蛋白酶浓度接

种密度为 ２ ． ０ × １０ ６ ／ ｍＬ 的细胞，收获培养 ７２ ｈ

接种制备的病毒液，测定培养液病毒含量为

１０ ８． ５ＥＩＤ５０ ／ ０ ． １ ｍＬ（表 ３） 。

４　 讨论与结论

我国兽医生物制品行业多采用鸡胚接种收获

尿囊液的方式制备禽流感疫苗抗原，但鸡胚接种制

备疫苗抗原存在诸如鸡胚来源不固定，有外源病毒

污染的可能等因素。 以传代动物细胞生产病毒

表 ２　 ＭＤＣＫ 悬浮细胞密度对 Ｈ９ 亚型

禽流感病毒抗原 ＨＡ 滴度的影响

Ｔａｂ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＤＣＫ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｎ

ＨＡ ｔｉｔｅｒ ｏｆ Ｈ９ ｓｕｂｔｙｐｅ ＡＩＶ ａｎｔｉｇｅｎ

毒株
细胞密度

／ （１０５·ｍＬ － １）

ＨＡ ／ ｌｏｇ２

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ９６ ｈ １２０ ｈ

Ｈ９Ｎ２
ＢＸ１３

５ ２ ３ ４ ５ ５

１０ ３ ４ ５ ７ ７

１５ ５ ５ ７ ８ ８

２０ ６ ６ ９ ９ ９

表 ３　 ＭＤＣＫ 悬浮细胞制备的 Ｈ９ 亚型禽流感

病毒抗原 ＥＩＤ５０测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＥＩＤ５０ ｔｉｔｅｒ ｏｆ Ｈ９ ｓｕｂｔｙｐｅ

ＡＩＶ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ＭＤＣＫ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｅｌｌｓ

病毒
稀释度

接种
鸡胚数

ＨＡ
阳性数

ＨＡ
阴性数

ＥＩＤ５０ ／ ０． １ ｍＬ

１０ － ６ ５ ５ ０

１０ － ７ ５ ５ ０

１０ － ８ ５ ４ １

１０ － ９ ５ １ ４

８． ５

疫苗抗原，可在短时间内增殖大量病毒，既能在短

期内提供足够数量的疫苗抗原，又能保证产品的效

果和安全性，同时可以降低病毒在鸡胚中连续传代

可能导致病毒变异的风险。

有研究表明，禽流感病毒在 ＭＤＣＫ 细胞中能够

增殖稳定，适应性较强［８ － ９］，因此以 ＭＤＣＫ 细胞作

为载体制备禽流感疫苗抗原越来越受到重视，其生

物安全性也已经得到了世界各国的广泛认可。 早

期很多学者［１０ － １１］也对微载体培养禽流感病毒的方

式进行了研究探索，采用微载体作为细胞附着基质

增殖 ＭＤＣＫ 细胞生产禽流感疫苗抗原，步骤繁琐、

污染风险大、生产成本高，此外，由于微载体培养存

在微载体处理，放大困难等诸多问题因此没有能够

在禽用疫苗领域推广。

·４·
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全悬浮 ＭＤＣＫ 细胞的大规模培养，可以根据需

求有效扩大细胞密度，解决疫苗产量低的问题，同

时降低生产成本。 本实验中，采用逐渐降低血清含

量直至无血清培养的方法，最终获得了能够在无血

清培养基中培养的 ＭＤＣＫ 悬浮细胞株，此株细胞可

以稳定增殖传代，本研究掌握了一种从贴壁细胞到

悬浮细胞驯化的方法，其他贴壁细胞的驯化也可借

鉴此种方法。

文献报道采用类似方法悬浮驯化细胞，细胞倍

增时间约 ４８ ｈ［１２］。 本实验所获得的悬浮细胞倍增

时间为 ２４ ｈ，在营养充足的条件下适应高密度生

长，有利于缩短细胞的培养时间，对规模化生产具

有重要意义，并保持较高的活率，满足增殖禽流感

病毒的要求。

本实验获得的 ＭＤＣＫ 悬浮细胞株对 Ｈ９Ｎ２

ＢＸ１３ 株禽流感病毒敏感，将该病毒株以适量的

ＭＯＩ 和适合的 ＴＰＣＫ 胰蛋白酶浓度接种细胞密度

为 １． ０ × １０６ ／ ｍＬ ～ ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ 的细胞液时，接毒

后 ７２ ｈ 培养液的 ＨＡ 毒价可以达到 ７ｌｏｇ２ ～ ９ｌｏｇ２，

每 ０． １ ｍＬ 的 ＥＩＤ５０达到 １０８． ５，证明该细胞株适合用

于禽流感病毒抗原的制备，可以作为制备禽流感病

毒抗原的候选细胞株，该细胞株对禽流感病毒的增

殖能力与 ＭＤＣＫ 贴壁细胞相当。 陈宏等对重组禽

流感病毒 Ｈ５ 亚型 Ｒｅ － ７ 在 ＭＤＣＫ 细胞上增殖条

件的研究中报道［１３］，贴壁细胞增殖病毒操作过程

繁琐，同一批次不同细胞瓶中病毒滴度存在差异，

时间成本大。 采用 ＭＤＣＫ 悬浮细胞繁殖病毒产量

远高于鸡胚培养和贴壁细胞培养，并且同一批次病

毒质量均一稳定，为后续生物反应器逐级放大培养

制备禽流感疫苗奠定了基础。

本研究通过逐步降低血清的方法使 ＭＤＣＫ 贴

壁细胞适应无血清培养，获得了能够快速增殖并对

Ｈ９ 亚型禽流感病毒敏感的 ＭＤＣＫ 纯悬浮细胞株，

该细胞株为将来规模化使用生物反应器生产制备

禽流感疫苗抗原奠定了基础。
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