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应用生物反应器培养 Vero细胞制备甲肝病毒

Preparation of hepatitis A virus by cultivation of vero cells with bioreactor

孙明波 ,李国良 ,李卫东 ,张丽旌 ,徐其武 ,匡祥晶 ,姜述德 ,廖国阳　　(中国医学科学院中国协和医科大学医学生物学研
究所 ,昆明 650118)

　　提　要:目的　研究用生物反应器培养 Vero细胞制备甲肝病毒W株的可行性。方法　Vero细胞悬浮吸附 HAV W 株

后 ,接种到搅拌式生物反应器中 , 用微载体进行培养 ,对营养物质 、代谢产物及病毒的增殖进行分析。结果　经四周的培

养 ,病毒收获时 , 细胞密度达 1.4×106 ml ,甲肝病毒抗原滴度达 1∶64。结论　W株已适应于 Vero细胞中 ,用生物反应器培

养产毒 ,有较好的应用前景。

　　甲肝病毒(Hepatitis A virus , HAV)灭活疫苗经过

10多年的研究开发 ,目前已有 HAVRIX® 、VAQTA® 、

AVAXIM
®
及 EPAXAL

®
等商品疫苗在全世界广泛使

用 ,我国目前还没有甲肝灭活疫苗投放市场 。由于甲

肝灭活疫苗使用的抗原量远大于减毒活疫苗 ,传统的

静置和转瓶培养方法难以满足需要 。应用微载体培养

技术能克服传统方法的缺陷 ,可大规模自动化培养细

胞及病毒 ,满足市场对疫苗的需求 。目前 ,应用微载体

培养 Vero 细胞已成功制备了狂犬疫苗和小儿麻痹疫

苗等病毒疫苗 ,取得了良好的效果。若能将此技术应

用到甲肝灭活疫苗的生产中 ,将会取得良好的社会效

益和经济效益。

　　HAV适应于 Vero 细胞的报道很有限 ,国内应用

Vero 细胞分离及适应甲肝病毒很不理想 。国外也未见

用微载体系统培养 Vero 细胞制备甲肝疫苗的成功报

道。为此 ,我们用本实验室分离并在 Vero 细胞上适应

的甲肝病毒W株 ,采用微载体 Vero 细胞进行培养 ,与

静置培养相比较 ,研究生物反应器培养 W 株的可行

性 ,探索较为合理的培养方法
[ 1 ～ 3]
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1　材料与方法

1.1　生物反应器
　　7 L生物反应器为荷兰 Applikon 公司产品。工作体积 4 L ,

培养时设定控制值后 ,设备自动调节 O2 、N2 、CO2(纯度 99.9%)

和空气的混合比例以及碳酸氢钠的加入量来控制溶氧和 pH。

1.2　微载体
　　使用 Phamacia Cytodex-I型微载体。

1.3　培养基
　　培养基使用MEM(Gibco)。补加青链霉素 100 U ml ,葡萄糖

10 mmol L, 谷氨酰胺 5 mmol L ,细胞培养加入 10%新生牛血清 ,

病毒培养及灌流液加入 2%新生牛血清。

1.4　细胞和病毒
　　Vero细胞来源于 ATCC。 本室保存 , 实验时使用传代细胞

为142～ 146代。病毒株为W株 , 由本实验室分离和适应 ,抗原

滴度为 1∶128。

1.5　病毒吸附
　　将细胞在 T250 培养瓶上进行静止培养 , 待培养 5 ～ 6 d 细

胞长成单层后 , 消化收集细胞制成细胞悬液 , 装入 Bellco 搅拌

瓶中 ,加入甲肝病毒W株 ,置于 35 ℃,以 30 r min悬浮吸附6 h。

1.6　细胞及病毒培养
　　Vero 细胞吸附 HAV 后 , 接种到发酵罐中 , 接种细胞浓度

1×105 ml。进入发酵罐培养后 , pH 控制在(7.2±0.2),温度(37

±0.2)℃, 溶氧控制在 40%空气饱和度 , 搅拌速度40 r min。待

细胞数达到 1×106 ml左右时 , 转入病毒培养 , 此时 , pH 控制在

(7.2±0.2),温度(35±0.2)℃, 溶氧控制在 25%空气饱和度 ,

搅拌速度 50 r min。同时进行灌流 , 流量为 20 ml h。当培养 28
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d 后 , 消化收集细胞 ,进行超声破碎获得病毒悬液。

1.7　代谢物测定
　　发酵样品以 1 500 r min , 离心10 min ,取上清存放于-20 ℃

待检 ,葡萄糖 、氨和乳酸采用 Sigma试剂盒(Sigma 16-UV , 171-UV

和 826-UV)检测。

1.8　HAV抗原滴度测定
　　胰酶消化带毒细胞 ,反复冻融后超声破碎细胞 , 1 500 r min

离心 10 min , 取上清用唐山市防疫站制造的甲肝抗原酶标试剂

盒测定抗原滴度。

2　结果

2.1　发酵罐中细胞的生长和代谢
　　Vero细胞悬浮吸附W 株甲肝病毒 6 h 后 , 接种到发酵罐

中 ,接种浓度 1×105 ml ,随着培养的进行逐渐增加 , 培养至 78 h

时 ,活细胞数达 11.17×106 ml。 转入病毒培养 , 细胞数一直维

持在 1×106 ml以上 , 至病毒收获时为 1.4×106 ml。细胞培养

阶段 , 起始葡萄糖和谷氨酰胺浓度分别为 7.81 mmol L和 5.2

mmol L ,随着细胞数的增加逐渐下降。 78 h 转入病毒培养 , 更

换为维持液后 , 两者浓度分别为 7.40 mmol L 和 4.80 mmol L。

随着培养的进行 ,两者浓度逐渐下降 , 到培养后期 , 随着罐流量

的增加 , 下降趋势有所减缓。乳酸的起始浓度为 1.27 mmol L ,

随细胞数的增加 ,逐渐积累 , 到 78 h 换培养液后 , 下降到 1.87

mmol L。随着病毒培养过程的进行逐渐增加 , 后期随灌流量的

增加 ,其堆积量有所降低。具体数值见表 1。

表 1　培养过程中细胞生长代谢及病毒增殖的数值

Tab 1　Parameters of cell growth , metabolism and virus

production during cultivation

时间

(h)

细胞密度

(×105)

葡萄糖

(mmol L)

氨

(mmol L)

乳酸盐

(mmol L)

滴度

(1∶)

0 1.50 7.81 0.18 1.27 0

19 2.85 6.69 0.67 2.91 0
49 6.00 5.22 0.93 4.86 0
65 8.50 3.67 1.07 8.87 0

78 11.70 7.40 1.19 3.87 0

89 12.05 5.15 1.50 7.23 0

113 12.17 3.14 1.89 10.27 0

160 12.5 2.76 2.35 11.85 8

233 11.15 1.54 2.14 13.11 16

402 15.60 1.31 2.12 13.08 32

570 14.1 0.89 2.57 12.97 64

666 14.0 0.63 2.68 12.68 64

2.2　发酵罐中病毒的生长情况
　　W株病毒经悬浮吸附后 , 进入发酵罐培养 , 在细胞培养阶

段用试剂盒未检测到病毒抗原 , 78 h 后转入病毒培养 , 前期也

未检测到抗原 ,培养至 160 h 时 ,检测到抗原滴度为1∶8 , 之后逐

渐增加 ,培养结束时为 1∶64 , 收获病毒液 4 000 ml。

2.3　静置培养
　　Vero细胞悬浮吸附甲肝病毒 6 h 后 , 接种 T250 培养瓶 , 培

养液加入 150 ml , 细胞接种浓度为 5×104 ml。置 35 ℃孵箱培

养 ,培养至 7、14、21 d 各换液 1 次 ,至 28 d 培养结束 , 胰酶消化

收集细胞 ,活细胞总数为 4×107 , 每个 T250培养瓶收获病毒液

5 ml ,病毒滴度为 1∶128。

3　讨论

　　Vero细胞在发酵罐中的生长及病毒培养早中期 ,

其营养物质的代谢与我们以前进行的研究
[ 4]
相比 ,没

有明显的改变 ,看来 Vero 细胞感染W 株后 ,其代谢模

式变化不大 。在病毒培养期间 , 由于控制了溶氧
(25%)、温度(35 ℃)及仅加入 2%的牛血清 ,因而细胞

数的变化不大 ,基本维持在同一水平上 。在 570 h ,病
毒增殖达高峰 ,之后病毒滴度不再增加 。

　　考虑静置培养换液和发酵灌流使用的培养液 ,用
静置培养制备病毒 ,一个 T250 培养瓶用培养液 150

ml ,收获病毒时 ,每毫升培养液可获病毒 1∶1.42 ,而发
酵罐每毫升培养液可产病毒 1∶16 ,单位体积产毒量是

静置培养的 11倍 。从单位细胞收获看 ,静置培养每
10

5
个细胞产毒 1∶1.6 ,而发酵罐每 10

5
个细胞产毒

1∶4.57 ,相当于静置培养的 3倍。从病毒收获量比较 ,
一个 4 000 ml培养体积的发酵罐产毒量相当于 400个

T250培养瓶的产毒量。可以看出发酵罐培养W株病

毒比静置培养有着不可比拟的优势 ,既提高了细胞密

度和产毒量 ,又减少了大量的人力物力投入 。其原因
可能在于发酵罐能够较好的控制温度 、溶氧及 pH 值

等 ,加上连续进行的灌流培养 ,使营养物质不断得到补
充 ,代谢废物不断移出 ,使培养环境大大改善 ,因而细

胞密度和病毒的产量都大大提高。
　　在我们的研究中 ,虽然发酵罐培养的产毒量明显

高于静置培养 ,但不论是静置培养还是发酵罐培养 ,其
产毒量还是偏低 ,要应用到生产中还有一定的距离 ,还

需进行进一步的研究 。从前期进行的W株的筛选适

应工作
[ 5]
,以及我们的研究结果可以看出 ,W株已经适

应到Vero细胞中 ,在生物反应器进行培养是可行的 ,
其效果明显优于静止培养 。今后要用 Vero 细胞做进

一步的传代适应 ,提高产毒量 ,同时继续探索病毒培养
方法 ,优化培养条件 ,进一步提高病毒产量。
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