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细胞生物反应器大规模培养

草鱼细胞和病毒
’
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湖州 3 13 00力
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仁海 2。。 23 7)

提 要 应用细胞牛物反应器微载体悬浮培养法
,

对草鱼胚胎细胞 C P 一 80 进行大规模

培养
,

}
r

.J对增殖草鱼出血病病毒
。

细胞经培养 6 天后
,

细胞量可达到 8
,

斗 、
IO

c

叶 11。了。 飞
,

较始

接量 (2
, 1 0

5

, n 。了斌 ) 提高了封 倍
。

接入草鱼出血病病毒后
,

经 5 天培养增殖
,

谬力达 到

8
.

0 1
上
g T C I D

: 。
/ o

.

l nt l
,

较始接毒力 (3
.

邓 L g T C I L) 、 。 ` o
.

l m l )增加了 魂
.

2 5个对数值
。

关键词 细胞生物反应器
,

微载休悬浮培养
,

草鱼细胞
,

草鱼出血病病 毒

V a n W
e , e1 ( 1 9 6 7) 首先报道 了应用 D ea

e S o p h掀
。 二 八一 5。 作微载体进行功物贴壁细

胞 ( “ “ c h o 跳 g e d e p e

耐
。
nt ec l愧 )的培养

,

使细胞产量获得了成倍提高
。

至今已有近百种动

物细胞在各种微载体
_

L进行培养
。

近十年来建立起来的细胞生物反应器培养工艺
,

由于

优化 了细胞生长条件
,

使
一

单位培养液的细胞产量较之一般的静培养
,

提高了几倍甚至几十

倍
。

现在微载体悬浮培养细胞技术正广泛应用于人 医和兽医的疫苗
、

干扰素
.

单克隆抗

体
、

激素
、

酶等细胞生物产品的研究和生产
。

B二。 e L
.

N i。 h 川 。 o n ( 1 9 8娜应用微载体培养技术
,

培养 5 种鱼类细胞并进行传染性

胰脏坏死病病毒 ( I护N V )的增殖
。

在静置培养条件下 C ll S E 等等细胞产量可达到 2
.

g x

1沪 c o l sl /m l , 接入 I卫N V 后病毒毒力比静置单层培养提高 了 2 倍
。

CH A R L E S B U CK

和 ( ,
`

T
,

r

工心h ( 1 9 8 5 )报道 了用 l o om l 转瓶 ( 。 p i n o e i
·

b o t t l e )进行了 B B
、

R 1r’ 体 2 等 6 种鱼

细胞的培养
,

sl] 时增殖 C CV 病毒
,

细胞和病毒产量均有明显提高
。

但迄今为止
,

应用细

胞生物反应器进行鱼类细胞和病毒的大规模培养
,

国内外尚未见报道
。

我们应 用 G T 一 2

微载休
,

将草鱼胚胎细胞和出血病病毒在细胞生物反应器中进行悬浮培养
,

取得了高效增

殖的效果
。
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1
.

细 胞 草鱼吻端组织细胞 zC
一 79 0 1和草鱼胚胎细胞 C P 名 o 均由浙江淡水水产研究所建株

。

2
.

徽载体 G T召 微载体由华东化工学院生物工程研究所细胞培养技术实验室提供
。

3
,

病 毒 z V 名9 09 草鱼出血病病毒株由浙江淡水水产研究所建立和保存
。

4
.

培养罄 采用 199 培养基 ( 日本 )
.

用前加小牛血清和双抗
,

并用 N a H CO :

调节 p 月 为 7
甲

。~

7
,

2

5
.

细胞生物反应器 采用 1
.

5 升的 C o l l垮 e n T 陇 细胞培养系统 (美国 N B S 公司出品 )
。

(二 ) 培养方法

1
.

细胞的悬浮培养 将种子细胞消化分散后与经过处理的微载体混合
,

混合后作静态吸附
,

间歇

摇晃混合物
,

使细胞贴壁尽量均匀
。

之后
,

将混合物加入到培养罐中
,

同时加入培养液达到最终培养体

积 ( 120 0耐 )
,

开动搅拌系统使微载体悬浮在培养液中
。

2
甲

细胞观察和计数 在悬浮培养过程中
,

每隔 触 小时取样观察细胞生长情况
,

同时取样 1
.

oTnl
,

用 。
.

02 万 E D了
.

A 消化后
,

在血球计数板上进行细胞计数
。

3
,

病毒的接种与收获 当细胞在微载体表面长满后
,

换入含草鱼出血病病毒的新鲜 无 血清培养

液
,

继续悬浮培养
.

每隔 24 小时取样观察细胞病变情况
,

待细胞病变完成时
,

收集细胞病毒培养物
,

里

一 3O
.

C保存
。

以细胞病变法 (T C 工D `口
)和鱼体感染法 ( L D

。.

)测定毒力
。

结 果

C P
一

8钓

-
.

.

esZC
一 79 0 ]

—
入

一

60叨20(笔并创版理黑

0 2 4 6 8 时 bl] 〔小时 )

图 1 C P 泛泊 和 z c万 9 0 1 细胞在 G T 召 微载

体上的贴壁率 (微载体 3
.

O nI g ZnIl ; 接种细胞

量 3
.

1 、 10
` 。 e l l吕/nIl )

r i g
.

1 Ra t e 试 C P 毛 o a
血 Z C一洲 1 o e l l。

a t七a o b卫
l e u 七七0 G T一 m l 。欺

a
rr i o r

(M l o
r o -

e a
rr i e r e o训 e助珊 l io n 二 3

甲

o nr g /姐 l; I
工l o e u l a -

t io n d e ns i t y : 3
.

l x l o
, c e

l l s厂m l)

(一 ) 细胞在微载体上的贴壁

用 3m g /m l 的微载体分别与 3
.

l x

1 0
协 e e l l 。 /m l 的 CZ

一 7 9 0 1 和 CR 8 0 细胞

混合于 2 00 m l 的玻璃瓶中
,

培养液的体

积为 1 0 om l
,

静置于 2 5~ 2 6
O

C 下进行吸

附
,

每隔 l 小时摇动培养砌手计数培养
液中的细胞量

,

按细胞贴壁率 二 (1 一培

养液中的游离细胞数 /细 胞 接 种 数 ) x

1 00 多的公式计算细胞的贴壁率
。

图 1 为

两种细胞在微载体上的贴壁变 化
。

2 --0
7 9 01 细胞的贴壁率较 C P-- 80 细胞略低

,

但两者相差不多
。

随着时间的延长
,

贴壁细胞逐渐增多
, 6 小时后均达到 70 环 以上

。

24 小

时后观察
,

培养液中仍有少量游离细胞
。

(二 ) 细胞在微载体上的生长

按前述方法
,

将微载体与 C P 一80 细胞混合并在 1
.

5 升的细胞生物反应器中进行悬浮

培养
。

图 2 为铆胞生物反应器的示意 图
。

培养过程中根据细胞生长状况和培养液中葡萄

糖含量的变化
,

在培养的第三和第五天分别换液 50 肠和 60 环
。

观察结果表明
,

细胞在吸

附 6 小时后
,

大多数微载体的表面均附着上数量不等的球状细胞
。

悬浮培养 24 小时后
,

细

胞开始分裂增殖
,

形态呈多角形并紧贴在微载体的表面
。

之后
,

细胞致呈倍增上升
。

5~ 6

天后
,

绝大部分微载体表面长满了细胞 ( 图版一 1 )
。

一些微载体间还出现了
“

细胞桥
”

现象
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二氧化碳

气气盆空权 气

图 C 2 l li eg e
子 M l

.

5升细胞生物反应器示意图

仍9
.

2浅旋 m么 t io d ia g玲 mo f C el llg
n eT 班 1

.

S L
.

o el l一o i ra e。七叮

1
.

进气口 2
.

出气口 8
.

出样口 魂
.

进样口 5
.

溶氧电极 ` p H 电极 7
.

搅拌浆 8
.

培养妞

(图版一 2 )
。

CP -- 80细胞在微载体悬浮培

ē ru jz,二̀é乞工巴侧说留界

养时的生长曲线如图 3 所示
。

图
’

3 表明
,

在 o el il ge n 赞瓦 反 应 罐

中
,

细胞数量随着培养时间逐渐增加
,

而

且每次换入新鲜培养液后
,

细胞便出现

较快的增长速度
。

培养至第 6 天时
,

细

胞致量达到最高
,

为 8
.

4 火 1 0 . o e l l o Zm l
,

这一数量较始接浓度 2 x 1 0 .
帕 11, /m l提

高了 4 1倍
。

(三 ) 病毒的培养和毒力测定

当细胞在微载休表面长满后
,

将草

鱼出血病病毒 (毒株 Z V 一 8 9 0 9) 接种到

培养罐中
。

病毒 的 接 种 量 为 3
.

75 L g

图 3 Pc
一

即细胞在生物反应器中的生长曲线 (徽

载体 5
.

o nl g /m 卜细胞接种是 2
.

。 、
10
尽。 el l司血 )

班 9
.

3 G or w t h r a t e o f C P
一
8 0 o e l l还 。 e l l -

b i o r e a o t o乙 (珑
。功胳 r ri e r 0 0朋。此 r a t l o 。 :

5
.

o m g /血; I刀 0心 u ! a t i o及 d e助 i t y : 2
。

0 x
10

` 。。 115 /心 )

T O I D 。 0/
.

lm l
。

调节培养液的 p丑 至 7
.

2~ 7
.

4
,

连续培养 6 天
。

经观察
,

在病毒接入 1

~ 2 天时
,

细胞形态几乎役有变化
,

培养至第 3 天
,

细胞收编变圆
,

且有少量细胞开始脱离

徽载体表面 ( 图版- 3 )
。

随后
,

细胞病变逐渐明显
,

至第 5 天
,

培养液中可见大量的游离细

胞及一些细胞碎片
,

多致徽载体表面只剩少量细胞 (图版~ 4 )
。

收集第 1一 6 天细胞病毒培

养物
,

置 一 3护G 下保存
。

以 T C I D
` 。

法测定毒力
,

图 4 为病毒的增殖曲线
。

图 ` 表明
,

病毒在第 1一 2 天内
,

毒力有些下降
,

第 3 天起毒力开始增强
,

至第 5 天达
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2
.

在细胞的微载体培养中
,

一些哺乳动物细胞常能较快地吸附到微载休表面
,

且贴

壁率很高
。

V 。 。 细胞经 3 小时吸附后 即能达到 80 笼的贴壁率
。

相 比之下
,

草鱼细 胞的

贴壁要慢得多
,

而且贴壁率也较低
,

本研究表明
,

CP-- 80 细胞经 3 小时吸附后
,

其贴壁率

为 4 5形 (见图 1 )
。

因此
,

在进行草鱼细胞的微载体悬浮培养时
,

适当增加细胞的接种量和

延长吸附时闻是非常必要的
。

3
.

徐殿胜等 ( 1 98 9) 在培养 V er 。 细胞后认为
,

当微载体浓度为 2
.

0 9 / L 时
,

一个 1
.

5

升的反应罐可获得相当于 4只 10 升滚瓶的细胞产量
。

我们在培养草鱼细胞时也获 得 了

类似的结果
。

当微载体浓度为 5
.

0 9 / L 时
,

细胞产量可达到 8
.

砚丫 I c “

二H s
/。 l

,

与我们静

置单层培养细胞的产最 理只 1护 ec l l。 /m l 相比较
,

其单位培养液的细胞户 堂 则 可提 高 21

倍
,

而培养液的用童只有静置培养的 1 / 6~ 1 / 8
。

可见
,

应用细胞生物反应器进行细胞培

养
,

不仅能提高细胞产量
,

而且还能降低培养液的消耗
。

4
.

目前
,

国外 已成功地将微载体培养细胞技术应用于脊髓灰质炎病毒疫苗及狂犬病

疫苗的生产
。

在我国也开始应用该工艺进行干 扰素
、

单克隆抗体及一些病毒的高表达研

究
。

我们的研究结果显示了细胞生物反应器培养草鱼出血病病毒可得到高效的增殖
。

由

于细胞生物反应器具有高产率
、

低消耗且能 自动控制等优点
,

所以应用细胞生物反应器增

殖鱼类细胞和病毒作为疫苗工厂化生产的基本工艺是具有广阔的发展前景
。
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