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［摘　 要］ 　 将 Ｓｉａｔ７ｅ 基因转染 ＳＴ 细胞，筛选，驯化得到一株可悬浮培养的 ＳＴ 细胞株，此株细胞能

够稳定连续传代，适应无血清、高密度培养，最高密度可达 ６ × １０６ ／ ｍＬ，从摇瓶放大至生物反应器，生
长稳定；采用驯化的全悬浮 ＳＴ 细胞培养伪狂犬病毒，从接毒时细胞密度、接毒量、收获时间三个方

面优化了伪狂犬病毒的培养参数，确定接毒时细胞密度为 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ ～ ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ，接毒量为

０． １ ＭＯＩ ～ １ ＭＯＩ，收毒时间为接毒后 ２４ ｈ ～ ３６ ｈ。 经过 ５０ Ｌ 生物反应器 ３ 个批次的工艺验证，培养

的病毒含量均不低于 １０９． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，说明驯化的 ＳＴ 全悬浮细胞适合伪狂犬病毒的培养。
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ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ． Ｔｈｉｓ ｃｅｌｌ ｉｓ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ， ｃａｎ ａｄａｐｔ ｔｏ ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｉｔｈｉｎ ｓｅｒｕｍ － ｆｒｅｅ
ｍｅｄｉｕｍ， ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｗａｓ ６ × １０６ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｇｒｅｗ ｓｔｅａｄｉｌｙ ｗｈｅｎ ｓｃａｌｅ ｕｐ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
ｓｈａｋｉｎｇ ｆｌａｓｋ ｔｏ ｔｈｅ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ． Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ
ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ＳＴ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｈａｒｖｅｓｔ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ， ｗｈｉｃｈ
ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｕｌｄ ｇｅｔ ｗｈｅｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｉｔｉａｌ ｓｅｅｄｉｎｇ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ ～ ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ，
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ０． １ ＭＯＩ ～ １ ＭＯＩ， ａｎｄ ｈａｒｖｅｓｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｓｔ － ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ２４ ｈ ～ ３６ ｈ． Ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ５０ Ｌ
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ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅｓ， ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０９． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ＳＴ
ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＳＴ ｃｅｌｌ； ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ

　 　 伪狂犬病是由伪狂犬病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ，
ＰＲＶ）引起多种家畜和野生动物以发热、奇痒（猪除

外）及脑脊髓炎为主要症状的一种重要传染病［１］。
其中猪伪狂犬病在我国普遍流行，疫苗接种是预防

和控制该病的有效手段。 目前均采用转瓶工艺生

产猪伪狂犬病疫苗［２］，劳动强度大，生产效率低。
生物反应器悬浮培养工艺具有生产效率高、操作简

单、可自动化控制等优点，正在成为当前生物制品

研发生产的主流技术［３］。
ＳＴ 细胞为猪睾丸传代细胞系，对多种病毒敏

感，如猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、猪细小病毒（ＰＰＶ）和伪狂

犬病毒（ＰＲＶ）等，已经应用于猪瘟疫苗的生产［４］。
但 ＳＴ 细胞是贴壁依赖性细胞，悬浮培养需要采用

微载体悬浮技术［５］，工业化放大受到了其贴壁性能

的限制，操作繁琐。 为利用生物反应器大规模生产

伪狂犬病疫苗，本研究驯化建立了全悬浮培养的

ＳＴ 细胞系，并优化了全悬浮培养的 ＳＴ 细胞培养伪

狂犬病毒的工艺参数。
１　 材料和方法

１． １　 细胞、病毒和培养基　 ＳＴ 细胞、伪狂犬病毒 Ｃ
株为国药集团动物保健股 份 有 限 公 司 保 存；
ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基为 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司产品；ＳＴＰ 无血

清培养基为深圳壹生科生物科技公司的产品；新生

牛血清为内蒙古金源康公司产品。
１． ２　 质粒和转染试剂　 Ｓｉａｔ７ｅ 基因真核表达质粒

为 Ｇｅｎｅｃｏｐｏｅｉａ 公司产品，货号：ＥＸ － Ｖ１５８１ － Ｍ９８；
转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 和 Ｇ４１８ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司产品。
１． ３　 主要仪器设备 　 摇床为美国精骐公司产品；
７ Ｌ、５０ Ｌ 生物反应器，购于广州齐志生物工程设备

有限公司。
１． ４　 ＳＴ 细胞全悬浮培养的驯化

１． ４． １　 表达 Ｓｉａｔ７ｅ 基因的稳定 ＳＴ 细胞系的转染

与筛选　 从液氮罐中取出冻存的 ＳＴ 细胞，复苏后

在 Ｔ２５ 方瓶中静止培养。 待细胞长满后，用 ０． ２５％
胰酶消化分散细胞，接种至 ６ 孔细胞培养板。 待细

胞形成约 ８０％ 的单层时，按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试

剂说明书，向 ６ 孔细胞培养板的 ＳＴ 细胞中转染

Ｓｉａｔ７ｅ基因真核表达质粒。 转染后 ４８ ｈ，更换含有

１０％牛血清、０． ５ μｇ ／ ｍＬ Ｇ４１８ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养

基，此后每 ３ ｄ 更换一次培养基。 在 Ｇ４１８ 筛选压

力下培养，荧光显微镜下观察，待细胞全部表达绿

色荧光蛋白，将细胞用胰酶消化扩大培养，冻存

细胞。
１． ４． ２　 细胞驯化　 将 １． ４． １ 获得的细胞采用逐步

更换 ＳＴＰ 培养基培养和降低牛血清的方式，让其适

应 ＳＴＰ 无血清培养基。 具体操作为采用 Ｔ２５ 克氏

瓶，用 ７５％的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基（含 １０％ 牛血清）
和 ２５％ 的 ＳＴＰ 培养基培养细胞 ３ 代； ５０％ 的

ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基（含 １０％牛血清）和 ５０％的 ＳＴＰ
培养基培养细胞 ３ 代；２５％ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基

（含 １０％牛血清）和 ７５％的 ＳＴＰ 培养基培养细胞 ３
代；直至完全适应 ＳＴＰ 无血清培养基后，将 ＳＴ 细胞

悬液按照初始密度 １． ０ × １０６ ／ ｍＬ 接种到 １２５ ｍＬ 摇

瓶，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、１１０ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床悬浮培养，
每天取样观察细胞形态，计数细胞密度与活性，根
据细胞的生长情况更换培养基。 待细胞完全适应

悬浮培养后，扩大培养并冻存细胞，将其命名为

ＳＴＳ。 将 ＳＴＳ 连续传 ２０ 代，研究 ＳＴＳ 细胞生长稳

定性。
１． ５　 ＳＴＳ 细胞最佳接种密度确定及生物反应器培养

将 ＳＴＳ 细胞分别以 ０． ２ × １０６ ／ ｍＬ、０． ５ × １０６ ／ ｍＬ 和

１． ０ × １０６ ／ ｍＬ 三个初始密度接种于 １２５ ｍＬ 摇瓶进

行悬浮培养，每天取样计密度与活性，确定细胞的

最佳接种密度。 将摇瓶培养的细胞逐步扩大培养

后，按摇瓶确定的最优细胞接种密度接种 ７ Ｌ 生物

反应器，设置生物反应器培养参数为：温度 ３７ ℃、
ｐＨ７． ２、搅拌转速 ７５ ｒ ／ ｍｉｎ 和溶氧（ＤＯ）５０％ ，每天
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取样计密度与活性，确定生物反应器悬浮培养的可

行性。
１． ６　 ＳＴＳ 细胞培养伪狂犬病毒工艺研究

１． ６． １ 　 细胞最佳接毒密度、最佳接毒量和收获时

间的确定 　 取对数生长期 ＳＴＳ 细胞，用培养基稀

释成１． ０ × １０６ ／ ｍＬ、２． ０ × １０６ ／ ｍＬ 和 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ
三个密度，每个细胞密度分别接种至 ３ 个 １２５ ｍＬ
摇瓶，每瓶 ２０ ｍＬ，同时每个细胞密度分别按照接

毒量为 ０． ０１ ＭＯＩ、０． １ ＭＯＩ、１ ＭＯＩ 接种伪狂犬病毒

Ｃ 株，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、１１０ ｒ ／ ｍｉｎ 的摇床培养，在
接毒后 １２ ｈ 开始每隔 １２ ｈ 取样，测定病毒含量，确
定接毒时细胞最佳密度、最佳接毒量和最优收获

时间。
１． ６． ２　 生物反应器培养伪狂犬病毒工艺验证　 采

用上述优化的工艺参数，用 ５０ Ｌ 生物反应器验证

工艺参数的可靠性。 取摇瓶培养的种子细胞，按
０． ５ × １０６ ／ ｍＬ 接种到 ７ Ｌ 生物反应器，培养体积为

５ Ｌ，生物反应器培养参数为：温度 ３７ ℃、ｐＨ ７． ２、

搅拌转速 ７５ ｒ ／ ｍｉｎ 和 ＤＯ 为 ５０％ 。 待细胞密度达

到 ４． ５ × １０６ ／ ｍＬ 时，扩大培养至 ５０ Ｌ 生物反应器，
培养体积 ４０ Ｌ，待细胞密度达到 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ、
２． ５ × １０６ ／ ｍＬ 和 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 时，分别按 ０． １ ＭＯＩ、
０． ５ ＭＯＩ 和 １ ＭＯＩ 接种伪狂犬病毒，每隔 １２ ｈ 取样

测定病毒含量，确定病毒的增殖情况。
２　 结果与分析

２． １　 ＳＴ 细胞全悬浮培养的驯化　 将 ＳＴ 细胞转染

Ｓｉａｔ７ｅ 基因真核表达质粒，Ｇ４１８ 筛选压力下培养细

胞 ３ 周，荧光显微镜下观察，细胞全部表达绿色荧

光蛋白（图 １），表明获得一株稳定表达 Ｓｉａｔ７ｅ 基因

ＳＴ 细胞系。 采用逐步更换 ＳＴＰ 培养基培养和降低

牛血清的方式，细胞能够完全适应无血清培养。 借

此进行了悬浮培养的驯化，获得了适应悬浮培养的

ＳＴＳ 细胞；按照初始密度 １． ０ × １０６ ／ ｍＬ，培养 ７２ ｈ，
密度达到 ６． ０ × １０６ ／ ｍＬ（图 ２）；连续传代 ２０ 代，细
胞均正常生长，稳定在 ５． １ × １０６ ～ ６． ６ × １０６ ／ ｍＬ 之

间，细胞传代稳定性良好（图 ３）。

Ａ：正常 ＳＴ 细胞；Ｂ：荧光显微镜下稳定表达 Ｓｉａｔ７ｅ 基因的细胞；Ｃ：无血清培养的 ＳＴ 细胞

Ａ： Ｎｏｒｍａｌ ＳＴ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： Ｃｅｌｌｓ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｓｉａｔ７ｅ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｃ： ＳＴ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ － ｆｒｅｅ

图 １　 稳定表达 Ｓｉａｔ７ｅ 基因的细胞图片

Ｆｉｇ １　 Ｃｅｌｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓｔａｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｓｉａｔ７ｅ ｇｅｎｅｓ

２． ２　 ＳＴＳ 细胞最佳接种密度确定及生物反应器培养

将 ＳＴＳ 细胞分别以 ０． ２ × １０６ ／ ｍＬ、０． ５ × １０６ ／ ｍＬ 和

１． ０ × １０６ ／ ｍＬ 三种密度接种于细胞培养瓶中进行

悬浮培养。 从图 ４ 可以看出，以 ０． ２ × １０６ ／ ｍＬ 细胞

密度接种时， 生 产 较 缓 慢， 活 率 下 降 较 快； 以

０． ５ × １０６ ／ ｍＬ 和 １ × １０６ ／ ｍＬ 密度接种，细胞最高密

度差异不大，为 ５ × １０６ ～ ６ × １０６ ／ ｍＬ。 确定细胞的

最佳接种密度为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ ～ １． ０ × １０６ ／ ｍＬ，培
养传代时间为 ７２ ｈ ～ ９６ ｈ。 按 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ 细胞

接种密度接种 ７ Ｌ 生物反应器，培养 ９６ ｈ，密度达

到 ６． １ × １０６ ／ ｍＬ，活率达 ９５％ ，说明细胞能够适应

生物反应器悬浮培养。
２． ３　 伪狂犬病毒悬浮培养工艺优化　 接毒时采用

１． ０ × １０６ ／ ｍＬ、２． ０ × １０６ ／ ｍＬ、３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 三种细

胞密度和 ０． ０１ ＭＯＩ、０． １ ＭＯＩ、１ ＭＯＩ 三种接毒量，
用正交实验确定最佳细胞接毒密度、最佳接毒量和

收获时间 （表 １）。 无论那个细胞密度接种，０． １
ＭＯＩ 和 １ ＭＯＩ 接毒，病毒的增殖均优于 ０． ０１ ＭＯＩ

·３５·
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图 ２　 ＳＴＳ 细胞增殖曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＳＴＳ Ｃｅｌｌｓ

图 ３　 ＳＴＳ 细胞传代生长稳定性

Ｆｉｇ ３　 ＳＴＳ ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐａｓｓａｇｅ

图 ４　 不同细胞密度接种 ＳＴＳ 细胞的生长曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＳＴＳ ｃｅｌｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ

接毒，而且接毒量越大，病毒增殖达到高峰的时间

越短，１ ＭＯＩ 接毒后病毒含量 ２４ ｈ 最高，０． １ ＭＯＩ
接毒后病毒含量 ３６ ｈ 最高；关于接毒时细胞密度，
２． ０ ×１０６ ／ ｍＬ 和 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 接毒，病毒增殖的高峰

均不低于 １０９． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，尤其是采用 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ

密度接种 ０． １ ＭＯＩ 病毒和采用 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 密度

接种 １ ＭＯＩ 病 毒 时， 病 毒 含 量 最 高 可 以 达

到 １０９． ４ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 因此病毒的最佳培养工艺为

２． ０ × １０６ ／ ｍＬ 密度，接种 ０． １ ＭＯＩ 病毒，接毒后３６ ｈ
收获；或者 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 密度，接种 １ ＭＯＩ 病毒，接
毒后 ２４ ｈ 收获。 考虑到生产实际控制准确性，确定

细胞的接毒量为 ０． １ ＭＯＩ ～ １ ＭＯＩ，接毒时细胞密

度为 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ ～ ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ，收毒时间为接

毒后 ２４ ｈ ～ ３６ ｈ。

·４５·
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表 １　 接毒时不同细胞密度和接毒量对病毒增殖的影响

Ｔａｂ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

密度 ／ ｍＬ 接毒量 ／ ＭＯＩ
毒价（ｌｇＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）

１２ ｈ ２４ ｈ ３６ ｈ ４８ ｈ ６０ ｈ ７２ ｈ

１． ０ × １０６

０． ０１ ６． ７ ７． ７５ ８． ０ ７． ７５ ７． ６ ７． ５

０． １ ７． ６ ８． ７５ ８． ７５ ８． ７５ ８． ６ ８． ５

１ ７． ８ ８． ７５ ８． ６ ８． ７５ ８． ４ ８． ５

２． ０ × １０６

０． ０１ ６． ６ ８． ０ ８． ４ ８． ７５ ８． ５ ７． ５

０． １ ７． ６ ８． ５ ９． ４ ９． ０ ９． ０ ８． ５

１ ７． ６ ９． ０ ８． ７５ ８． ７５ ８． ６ ８． ５

３． ０ × １０６

０． ０１ ６． ４ ７． ５ ７． ８ ８． ０ ７． ７５ ７． ６

０． １ ７． ４ ８． ０ ９． ２５ ８． ７５ ８． ７５ ８． ６

１ ７． ８ ９． ４ ９． ２５ ９． ０ ８． ５ ８． ６

２． ４　 生物反应器培养伪狂犬病毒工艺验证　 采用

摇瓶优化的接毒工艺参数，用 ５０ Ｌ 生物反应器验

证了工艺参数的可靠性。 从 ７ Ｌ 生物反应器放大到

５０ Ｌ 生物反应器，待细胞密度达到 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ，
２． ５ × １０６ ／ ｍＬ 和 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 时，分别按 ０． １ ＭＯＩ、
０． ５ ＭＯＩ 和 １ ＭＯＩ 接种伪狂犬病毒，病毒的增殖曲

线如图 ５，三批病毒含量均不低于 １０９． ０ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，

最高达到 １０９． ５ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。

图 ５　 生物反应器培养病毒增殖曲线

Ｆｉｇ ５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ ｃｕｌｔｕｒｅ

３　 讨论与结论

悬浮培养分为微载体悬浮培养和单细胞全悬

浮培养，其中单细胞全悬浮培养以其无需载体、操
作简单、易于放大，成为当前悬浮培养的主流技术。
但目前疫苗生产采用的哺乳动物细胞多为贴壁依

赖性细胞，需要经过全悬浮培养的驯化。 常用的细

胞驯化方法一般先将细胞适应无血清培养，在此基

础上进行悬浮培养驯化，同时通过培养基的不断优

化，使细胞能够无血清高密度生长［６］，但整个过程

耗时较长。 Ｓｉａｔ７ｅ 基因编码 α － ２，６ 唾液酸转移

酶，与细胞的贴壁性有关，其表达水平的提高可降

低细胞的黏附性［７］。 目前采用 Ｓｉａｔ７ｅ 基因转染细

胞已经成功驯化了 ＭＤＣＫ 悬浮细胞，用于流感疫苗

的生产［８］。 本研究将 Ｓｉａｔ７ｅ 基因转染 ＳＴ 细胞，经
过筛选，获得了稳定表达 Ｓｉａｔ７ｅ 基因的 ＳＴ 细胞系，
进而驯化得到一株可悬浮培养的 ＳＴＳ 细胞株，此株

细胞能够稳定连续传代，连续培养 ２０ 代细胞生长

稳定；适应高密度生长，在无血清条件下培养，细胞

最高密度可达 ６ × １０６ ／ ｍＬ，从摇瓶放大至 ７ Ｌ 反应

器，生长稳定。
在细胞培养过程中，通常会添加血清，但由于

血清成分复杂，同时存在如 Ｃａ２ ＋ 、Ｍｇ２ ＋ 等成分会促

进细胞贴壁，因此，在得到稳定表达 Ｓｉａｔ７ｅ 基因的

ＳＴ 细胞系后，通过逐步降低血清的方法实现了无

血清培养，进一步改善了细胞的贴壁性能，从而实

现了细胞从贴壁培养到悬浮培养的驯化。 同时无

血清培养消除了培养基中血清成分，降低了疫苗生

产制造下游的纯化负荷，也为疫苗的质量提升奠定

了基础。
接毒时细胞密度、接毒量和收获时间是影响病

毒增殖培养的三个关键因素，本研究采用 ＳＴＳ 细胞

培养伪狂犬病毒，从接毒时细胞密度、接毒量、收获

·５５·
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时间三个方面进行工艺优化，病毒的最佳培养工艺

为 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ 密度，接种 ０． １ ＭＯＩ 病毒，接毒后

３６ ｈ 收获；或者 ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ 密度，接种 １ ＭＯＩ 病
毒，接毒后 ２４ ｈ 收获。 考虑到生产实际控制准确

性，确定细胞的接毒量为 ０． １ ＭＯＩ ～ １ ＭＯＩ，接毒时

细胞密度为 ２． ０ × １０６ ／ ｍＬ ～ ３． ０ × １０６ ／ ｍＬ，收毒时

间为接毒后 ２４ ｈ ～ ３６ ｈ。 经过 ５０ Ｌ 生物反应器 ３
个批次的工艺验证，培养的病毒含量均不低于 １０９． ０

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍｌ，说明 ＳＴＳ 全悬浮细胞适合伪狂犬病毒

的培养，为生物反应器大规模生产猪伪狂犬病疫苗

提供了技术支撑。
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