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［摘　 要］ 　 为改进猪圆环病毒 ２ 型的培养工艺，驯化了一株可无血清培养的全悬浮 ＰＫ１５ 细胞用于

培养猪圆环病毒 ２ 型，并对病毒的敏感性、接毒时间、接毒量、收获方法进行了试验。 结果表明，用
该细胞培养猪圆环病毒 ２ 型，如果采用批次收获，接毒时细胞密度为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，接毒量为 ０． １
ＭＯＩ，接毒７２ ｈ后收毒，病毒滴度能达到 １０６． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ；如果采用连续收获，接毒和带毒传代时均

使细胞密度为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，接毒量为 ０． ０４ ＭＯＩ，收毒时间为接毒后 ７２ ｈ，连续收获三次，病毒滴度

分别为 １０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ２５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，病毒滴度和收获液体积较为理想，可为

大规模培养猪圆环病毒 ２ 型提供参考。
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　 　 猪圆环病毒病是由猪圆环病毒 ２ 型（Ｐｏｒｃｉｎｅ

ｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ２，ＰＣＶ２）引起的病毒性传染病，给养

猪业造成巨大损失。 研究表明，ＰＣＶ２ 仅在 ＰＫ１５ 等

少数哺乳动物细胞上增殖，且由于 ＰＣＶ２ 感染后细

胞不破裂， 想要获得高病毒滴度难度较大［１］。

ＰＣＶ２ 体外培养特性适于在具有旺盛增殖能力并处

于有丝分裂过程中的细胞上复制，并且 ＰＣＶ２ 的复

制依赖于细胞周期 Ｓ 期表达的各种细胞蛋白及

酶［１］。 Ｄ －氨基葡萄糖一方面可以增强细胞 Ｓ 期蛋

白的表达，另一方面可以促进病毒 ＤＮＡ 进入细胞

核，因此，Ｄ －氨基葡萄糖处理细胞可显著增强病毒

的增殖能力［２］。

目前，应用 ＰＫ１５ 细胞进行 ＰＣＶ２ 的生产主要

是采用转瓶和微载体工艺。 转瓶存在占地空间大、

劳动强度大等缺点。 何锡忠等［３］ 利用微载体技术

培养 ＰＫ１５ 细胞生产 ＰＣＶ２，许冬等［４］对片状载体培

养 ＰＣＶ２ 也进行了工艺的研究，但微载体工艺存在

价格昂贵，球状载体重复利用效果差，放大培养繁

琐等劣势。 驯化一株可适应大规模培养且无血清

全悬浮培养 ＰＣＶ２ 的 ＰＫ１５ 细胞，势必可推进工艺

的进一步升级。 本研究对一株贴壁的 ＰＫ１５ 细胞进

行了无血清全悬浮驯化，然后进行了驯化后细胞对

ＰＣＶ２ 敏感性试验，对接毒时间、接毒量以及收获方

式进行了试验分析，以期为大规模培养 ＰＣＶ２ 提供

数据支撑。

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，ＰＣＶ２（ＤＢＮ － ＳＸ０７）由大北农动物医学

研究中心提供。

１． １． ２ 　 主要试剂和耗材 　 无血清悬浮培养基

ＰＫ１５ － Ｈ（Ｍ２０３１７），上海源培生物有限公司；Ｄ －

氨基葡萄糖 （ Ｄ － Ｇ）， Ｓｉｇｍａ 公司； ＤＭＥＭ － Ｆ１２

（１２５００ － ０９６），Ｇｉｂｃｏ 公司；新生牛血清（０４ － １０２ －

１Ａ），ＢＩ 公司；Ａｎｔｉ － ＰＣＶ２ － ＭＡＢ １２ｃ． ４８（圆环单

克隆抗体），韩国 ＪＢＴ 公司；羊抗鼠荧光抗体购自美

国 ＫＰＬ 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，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，Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 细胞计数仪，上

海睿钰生物科技有限公司；低速冷冻离心机，美国

Ｂｅｃｋｍａｎ 公司。

１． ２　 方法

１． ２． １　 ＰＫ１５ 细胞无血清全悬浮驯化 　 对一株贴

壁的 ＰＫ１５ 细胞进行了无血清的全悬浮驯化，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，累计传代 ２３ 次后，该株细胞可在无血清

全悬浮培养条件下，初始密度为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ 时，

经 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［５］。

１． ２． ２　 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞对 ＰＣＶ２ 敏感性实验　 参考

平面 ＰＫ１５ 细胞接毒工艺，将驯化后的 ＰＫ１５ － Ｓ 细

胞按 ０． ０４ ＭＯＩ 接毒，接毒密度为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，同

时加入 ２％ Ｄ － Ｇ（Ｖ ／ Ｖ），４８ ｈ、７２ ｈ 收获病毒，收获

后用间接免疫荧光法测定病毒滴度。

１． ２． ３　 不同接毒时间对病毒滴度的影响　 细胞初

始密度 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，分别采用 ０ ｈ 接毒和 ２４ ｈ 接

毒的方式进行接毒实验的摸索，按照 ０． ０４ ＭＯＩ 接

毒的同时加入 ２％ Ｄ － Ｇ（Ｖ ／ Ｖ），两种方法收获时间

分别为病毒培养的 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ，收获后用间接免疫

荧光法测定病毒滴度。

１． ２． ４ 　 不同 ＭＯＩ 对病毒滴度的影响 　 分别按

０􀆰 ０２ ＭＯＩ、０． ０４ ＭＯＩ、０． １ ＭＯＩ 进行 ０ ｈ 接毒实验，

接毒细胞密度 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，接毒的同时加入 ２％

Ｄ － Ｇ（Ｖ ／ Ｖ），收获时间均为 ７２ ｈ，收获后用间接免

疫荧光法测定病毒滴度。

１． ２． ５　 带毒传代连续收获产毒情况 　 由于感染

ＰＣＶ２ 的 ＰＫ１５ 细胞可带毒传代，所以该驯化细胞也

进行带毒传代，接毒细胞密度 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，按照

０． ０４ ＭＯＩ 接毒，同时加入 ２％ Ｄ － Ｇ（Ｖ ／ Ｖ），培养

７２ ｈ后，按传代比例收获病毒并带毒继续传代的方
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法，连续收获三次，收获后用间接免疫荧光法测定

病毒滴度。

１． ２． ６　 病毒滴度的测定

１． ２． ６． １　 收获液的处理 　 将摇瓶中收获的 ＰＣＶ２

病毒液反复冻融 ３ 次后，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后

取上清液待检测。

１． ２． ６． ２ 　 检测 　 在 ９６ 孔培养板中每孔加入

１００ μＬ用含 ８％新生牛血清的 ＤＭＥＭ － Ｆ１２ 生长液

制成的浓度为 ２ × １０５ ／ ｍＬ 的 ＰＫ１５ 细胞悬液，待细

胞长至 ２４ ｈ 左右，弃掉板内培养液，把待测的

ＰＣＶ２ 病毒悬液作 １０ 倍系列稀释，稀释液为加入含

２％ Ｄ － Ｇ 的 ２％ 新生牛血清的 ＤＭＥＭ － Ｆ１２，每个

稀释度接种 ６ 个孔，每个孔 １００ μＬ；阴性对照 ６ 孔，

加入制备好的细胞悬液 １００ μＬ；在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中培养 ９６ ｈ 后，取出孔板，弃掉孔内培养

基，在通风橱内加入 ２００ μＬ ８０％丙酮，放在 ４ ℃固

定 １ ｈ 后取出孔板，吸去孔内丙酮，用 ＰＢＳ 洗涤

３ 次 ／ ｍｉｎ，加入圆环单克隆抗体 （工作浓度稀释

倍数），每孔 ２００ μＬ，３７ ℃孵育 １ ｈ，取出用 ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次 ／ ｍｉｎ，加入羊抗鼠荧光抗体（工作浓度稀释

倍数）５０ μＬ，３７ ℃避光孵育 １ ｈ，取出用 ＰＢＳ 洗涤

后镜检观察，待检样品出现绿色荧光为阳性，阴性

对照无绿色荧光，按照 Ｒｅｅｄ － Ｍｕｅｎｃｈ 法计算病毒

滴度。

２　 结果与分析

２． １ 　 ＰＫ１５ 细胞无血清全悬浮驯化 　 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 １），共 ２３ 次传

代，细胞状态良好，活率较高，可冻存保种。 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，细胞长势良好，倍增时间稳定，结果见表 ２。

表 １　 训化过程中的细胞情况

Ｔａｂ １　 Ｃｅｌｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｏｍｅｓｔｉｃａｔｉｏｎ
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 ／ ｈ 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 ０． ９７ × １０６ ／ 少量

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

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

表 ２　 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞复苏后传代生长情况

Ｔａｂ ２　 ＰＫ１５ － Ｓ Ｃｅｌｌｓ ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ

培养时间 ／ ｈ
不同代次细胞密度 ／ （１０６·ｍＬ － １）

Ｆ０ Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８ Ｆ９ Ｆ１０

０ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５ ０． ５

２４ １ １． ０２ ０． ９ ０． ９６ １． ０１ １． ０２ ０． ９２ １． ０４ １． ０６ １． ２１ ０． ９２

４８ ２． ２ ２． ４３ ２． １３ ２． ６４ ２． ４７ ２． ３３ ２． ２７ ２． ３６ ２． １ ２． ３３ ２． ６７

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

２． ２　 ＰＣＶ２ 对 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞敏感性试验　 细胞驯

化完成后，需及时进行毒的敏感性试验，取复苏后

传代 ３ 次的 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞进行接毒试验，毒种滴度

为 １０５． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，细胞初始密度为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，
０ ｈ 接毒，经过 ７２ ｈ 的带毒培养，细胞仍可增殖至

４． ２４ × １０６ ／ ｍＬ，收获时细胞活率为 ９４． ６％ ，取４８ ｈ、
７２ ｈ 收获液用间接免疫荧光法测定病毒滴度分别

为 １０４． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，证实此 ＰＣＶ２
对该驯化株 ＰＫ１５ － Ｓ 仍有较好的敏感性，结果见

表 ３。

·３·
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表 ３　 ＰＣＶ２ 对 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞敏感性情况

Ｔａｂ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＣＶ２ ｔｏ ＰＫ１５ － Ｓ Ｃｅｌｌｓ

初始密度 ／ ｍＬ ＭＯＩ 接毒时间 ／ ｈ 接毒密度 ／ ｍＬ 培养时间 ／ ｈ 细胞数量 ／ ｍＬ 收获时
细胞活率 ／ ％

病毒滴度 ／ （ＴＣＩＤ５０·ｍＬ － １）

４８ ｈ ７２ ｈ

０． ５ × １０６ ０． ０４ ０ ０． ５ × １０６ ７２ ４． ２４ × １０６ ９４． ６０ １０４． ５ １０６． ０

２． ３　 不同接毒时间对病毒滴度的影响　 为验证接

毒的最佳时间，取两组复苏后传代三次的 ＰＫ１５ － Ｓ
细胞，初始密度都为 ０． ５ × １０６ ／ ｍＬ，分别在 ０ ｈ 和

２４ ｈ进行接毒，分别培养７２ ｈ和 ９６ ｈ，两组试验在

４８ ｈ 和 ７２ ｈ 进行取样检测，０ ｈ接毒组病毒滴度分

别为 １０４． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，２４ ｈ 接毒组

病毒滴度分别为 １０４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０４． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，
试验最终收获时，两组细胞都有较高的活率，分别

为９４． ６％ 、９７􀆰 ０％ 。 通过以上数据可以得出，该驯

化株 ＰＫ１５ － Ｓ 细胞０ ｈ接毒培养滴度优于 ２４ ｈ 接

毒培养滴度，结果见表 ４。

表 ４　 接毒时间对病毒滴度的影响

Ｔａｂ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ

初始密度
／ ｍＬ ＭＯＩ 接毒时间 ／ ｈ 接毒密度 ／ ｍＬ 培养时间 ／ ｈ 细胞数量

／ ｍＬ
收获时

细胞活率 ／ ％
病毒滴度 ／ （ＴＣＩＤ５０·ｍＬ － １）

４８ ｈ ７２ ｈ

０． ５ × １０６ ０． ０４ ０ ０． ５ × １０６ ７２ ４． ２４ × １０６ ９４． ６０ １０４． ５ １０６． ０

０． ５ × １０６ ０． ０４ ２４ １． １８ × １０６ ９６ ４． ９７ × １０６ ９７． ００ １０４． ０ １０４． ５

２． ４　 不同 ＭＯＩ 对病毒滴度的影响　 三组试验按不

同 ＭＯＩ 接毒后，培养 ７２ ｈ，分别在 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 取样

检测，０． ０２ ＭＯＩ 组病毒滴度分别为 １０４． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、

１０５． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， ０． ０４ ＭＯＩ 组病毒滴度分别为

１０４． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，０． １ ＭＯＩ 组病毒

滴度分别为 １０５． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 由表 ５

可见，细胞培养至 ７２ ｈ 后，前两组细胞密度都超过了

４． ０ ×１０６ ／ ｍＬ，细胞活率都在 ９５％左右，最后一组细

胞密度和细 胞 活 率 都 略 低 于 前 两 组，密 度 为

３． ４５ ×１０６ ／ ｍＬ，活率为 ９０． ５％。 仅就滴度而言，ＭＯＩ
为 ０． １ 时病毒滴度最高，可达 １０６． ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。

表 ５　 ＭＯＩ 对病毒滴度的影响

Ｔａｂ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＯＩ ｏｎ ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ

初始密度 ／ ｍＬ ＭＯＩ 接毒时间 ／ ｈ 接毒密度 ／ ｍＬ 培养时间 ／ ｈ 细胞数量
／ ｍＬ

收获时
细胞活率 ／ ％

病毒滴度 ／ （ＴＣＩＤ５０·ｍＬ － １）

４８ ｈ ７２ ｈ

０． ５ × １０６ ０． ０２ ０ ０． ５ × １０６ ７２ ４． ２２ × １０６ ９５． ２０ １０４． ４ １０５． ４

０． ５ × １０６ ０． ０４ ０ ０． ５ × １０６ ７２ ４． ２４ × １０６ ９４． ６０ １０４． ５ １０６． ０

０． ５ × １０６ ０． １ ０ ０． ５ × １０６ ７２ ３． ４５ × １０６ ９０． ５０ １０５． ４ １０６． ４

２． ５　 带毒传代连续收获产毒情况　 当 ＭＯＩ 为 ０． １

时，７２ ｈ 细胞数和细胞活率均没有 ＭＯＩ 为 ０． ０４ 的理

想，故连续收获按照０． ０４ ＭＯＩ 接毒，接毒时细胞密度

为 ０． ５ ×１０６ ／ ｍＬ，培养 ７２ ｈ 后，按传代比例收获病毒并

带毒继续传代的方法，在显微镜下观察带毒传代细胞，

细胞状态良好，轮廓清晰可见，结果见图 １；连续收获

三次，收获样品用间接免疫荧光法测定病毒滴度分别

为 １０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ２５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、１０６． ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，
三个代次收获的病毒液滴度均达到预期，结果见表 ６，
可采用连续收获方式进行病毒的收获。

·４·
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图 １　 带毒传代细胞状态显微观察（ＴＢ 染色，４０ × ）

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｓｓａｇｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｖｉｒｕｓ ｕｎｄｅｒ ａ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＢ ｔｙｅｄ，４０ ｔｉｍｅｓ）

表 ６　 带毒传代连续收获产毒情况

Ｔａｂ ６　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｈａｒｖｅｓｔ ｏｆ ｐａｓｓａｇｅ ｗｉｔｈ ｖｉｒｕｓ

带毒代次 ＭＯＩ 接毒时间
／ ｈ

细胞数量 ／ （１０６·ｍＬ － １）

０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ

７２ ｈ 病毒滴度

／ （ＴＣＩＤ５０·ｍＬ － １）

Ｆ１ ０． ０４ ０ ０． ５ １ ２． ２７ ４． ２４ １０６． ０

Ｆ２ ０． ０４ ０ ０． ５ １． ２ １． ６ ２． ９３ １０６． ２５

Ｆ３ ０． ０４ ０ ０． ５ ０． ８８ １． ３８ ２． ４１ １０６． ５

３　 讨论与结论

目前大规模培养 ＰＣＶ２ 的方法主要有转瓶和

生物反应器微载体培养。 转瓶工艺存在劳动强度

大，需要温室配合，单位面积细胞可用率低等缺点，

随着工艺的提升，滚瓶工艺也将逐渐被淘汰；微载

体工艺虽说提升了细胞密度，也增加了培养基的使

用效率，批间差异小，培养条件可控，但仍存在成本

控制、放大传代消化等问题，且两种工艺均需要血

清的添加，血清的添加不但使成本增加又存在血清

的批间差异大、外源病毒引入、下游纯化去除等问

题。 因此，驯化一株可无血清全悬浮培养的 ＰＫ１５

细胞用于培养 ＰＣＶ２ 可以将工艺进一步提升。

本文将一株贴壁 ＰＫ１５ 细胞经过 ３ 种培养方法

的驯化，将其驯化为可全悬浮无血清培养的 ＰＫ１５

细胞并命名为 ＰＫ１５ － Ｓ，然后进行了 ＰＣＶ２ 接毒条

件的摸索，对接毒时间、ＭＯＩ、收获时间以及收获方

式进行了试验分析。 试验结果表明，该细胞培养

ＰＣＶ２，采用批次收获时，接毒时细胞密度为０． ５ ×

１０６ ／ ｍＬ，添加 ２％ Ｄ － Ｇ，接毒量为 ０． １ ＭＯＩ，收毒时

间为接毒后 ７２ ｈ，病毒滴度为 １０６． ４ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ；但如

果采用连续收获，接毒和传代时均使细胞密度为

０􀆰 ５ × １０６ ／ ｍＬ，添加 ２％ Ｄ － Ｇ，接毒量为 ０． ０４ ＭＯＩ，
收毒时间为接毒后 ７２ ｈ，连续收获 ３ 代，病毒滴度

分别 为 １０６． ０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、 １０６． ２５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ、 １０６． ５

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，病毒滴度和收获液体积较为理想。
通过本试验可知，带毒传代的细胞在需要传代

的 ７２ ｈ，细胞密度分别为 ４． ２４ × １０６ ／ ｍＬ、２． ９３ ×
１０６ ／ ｍＬ、２． ４１ × １０６ ／ ｍＬ，细胞密度呈降低趋势，除
了第一代带毒细胞外，第二代、第三代均并未达到

预期传代密度，虽说 ＰＫ１５ 感染 ＰＣＶ２ 后并不引起

细胞的病变，但在本试验中随着带毒传代的次数增

加，病毒对细胞的生长的确造成了一定的影响，说
明仍需对带毒传代细胞的培养环境进行优化和改

良，这也意味着第二代、第三代的病毒收获液体积

的减少，在实际生产中将会造成产量下降问题。 但

就整体工艺而言，该株驯化 ＰＫ１５ 细胞培养 ＰＣＶ２
的接毒培养条件和收获方式存在一定可操作性，可
为大规模培养 ＰＣＶ２ 提供数据支撑。
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