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基于 Ｓｆ９ 细胞培养表达鸭短喙侏儒综合征病毒 ＶＰ２
蛋白的工艺优化

甘辉群， 王永娟， 吴双， 傅宏庆， 谭菊， 刘明生∗

（江苏农牧科技职业学院， 江苏 泰州　 ２２５３００）

摘要： 旨在获得高表达的鸭短喙侏儒综合征病毒 ＶＰ２ 抗原蛋白。 本试验通过对接毒与表达工艺中 ｐＨ 值、 Ｓｆ９ 细胞密度、 接毒量、 收获时间、 搅

拌转速和溶氧值等参数进行优化， 考察 ＶＰ２ 重组杆状病毒的增殖情况， 收获病毒液， 测定病毒含量变化； 同时， 对培养物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析， 并采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫描测定蛋白含量。 结果： 在 ｐＨ 值维持 ６􀆰 ８～７􀆰 ２， 接毒密度为 １􀆰 ０×１０６ ～ ２􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ， 感

染复数 （ＭＯＩ） 值为 ０􀆰 ０１～０􀆰 １， 收获时间为接种后 ５～ ７ ｄ， 转速 １００～ １４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 溶氧度控制在 ４０％ ～８０％时， 重组杆状病毒生长较好， 含量较

高， 达 １０７􀆰 ７ ～１０８􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 均出现约 ６５ ｋＤａ 目的条带， 蛋白表达量基本一致， 达 ５７ μｇ ／ ｍＬ 以上。 根据优化的工艺参数在 ５ Ｌ 反应器进行 ５
批抗原生产验证， ＶＰ２ 蛋白表达量达 ５８～６３ μｇ ／ ｍＬ， 蛋白生产稳定， 表达量高。
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多品种鸭的一种病毒性传染病， 临床症状以生长发育

受阻、 跛行瘫痪、 上下喙萎缩及舌头外露为主要特

点， 发病率 １０％ ～ １００％不等， 死亡率低于 １０％， 但

僵鸭或残鸭率高达 ２０％～８０％， 对我国的养鸭业造成

了巨大的经济损失［１］。
昆虫细胞杆状病毒表达系统是一种广泛使用的蛋

白表达系统， 常用的昆虫细胞株有草地贪夜蛾卵巢细

胞系 Ｓｆ２１、 Ｓｆ９ 和粉纹夜蛾胚胎细胞系 ＢＴ１－Ｔｎ５Ｂ１－４
等［２］， 是 ２０ 世纪 ８０ 年代发展起来的新型表达载体
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系统。 相比贴壁依附型的哺乳动物细胞， 昆虫细胞可

直接进行悬浮培养［３］， 而且重组杆状病毒只能感染

昆虫宿主， 对人、 畜及农作物均无危害， 昆虫细胞也

不能被人类病原体所感染， 降低了表达的外源蛋白被

污染的风险， 安全性佳［４］， 成为疫苗研究中较为理

想的表达系统。 据报道， 利用重组杆状病毒感染高密

度的 Ｓｆ９ 细胞可获得高水平的外源蛋白表达［５］。 昆虫

细胞杆状病毒表达系统常应用于人类致病性微生物疫

苗的研究， 如肝炎病毒［６－８］、 诺如病毒［９］、 流感病

毒［１０］和乙型脑炎病毒［１１］ 疫苗等， 也广泛应用于动物

病毒疫苗的研究， 如猪瘟病毒［１２］、 猪流行性腹泻病

毒［１３］、 猪圆环病毒［１４］、 犬细小病毒［１５］疫苗等。
本实验室已于 ２０１８ 年从发病樱桃谷肉鸭分离到

１ 株 ＮＧＰＶ （ ＪＳ０１ 株） ［１６］， 并在此变异毒株的基础

上， 利用 Ｂａｃ － ｔｏ －Ｂａｃ 杆状病毒表达系统， 获得了

ＶＰ２ 重组杆状病毒 ｒＢａｃ－ＪＳ０１ ＶＰ２ 株。 为了获得高表

达的鸭短喙侏儒综合征病毒 ＶＰ２ 抗原蛋白， 本试验

将 ｐＨ 值、 Ｓｆ９ 细胞密度、 接毒量、 收获时间、 搅拌转

速和溶氧 （ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ， ＤＯ） 值进行参数优化，
收获了稳定的 ＶＰ２ 蛋白培养物， 为批量生产 ＳＢＤＳ 亚

单位疫苗， 防控 ＳＢＤＳ 提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验试剂和仪器

Ｓｆ９ 细胞由北京维牧康动保生物科技有限公司鉴

定、 保管和供应。 重组杆状病毒 ｒＢａｃ － ＪＳ０１ ＶＰ２ 株

（Ｐ４ 代） 由北京维牧康动保生物科技有限公司构建、
鉴定、 保管和供应。 ＳＢＤＳ 病毒阳性血清由北京维牧

康动保生物科技有限公司制备、 检验和提供。 悬浮培

养基 ＩＢ９０５， 购自壹生科 （深圳） 有限公司。 台盼蓝

染色剂购自 Ｓｉｇｍａ 公司。
光学生物显微镜购自上海蔡康光学仪器有限公

司， ５ Ｌ 生物反应器购自天信和 （苏州） 生物科技有

限公司， 智能细胞分析仪 Ｃｏｕｎｔｓｔａｒ 购自上海睿钰生

物科技有限公司。
１􀆰 ２　 摇瓶细胞的制备

从液氮中复苏冻存的 Ｓｆ９ 细胞， 用吸管将细胞液

加入到 １２５ ｍＬ 三角瓶中， 加入 ＩＢ９０５ 无血清培养基

至 ２０ ｍＬ， 调整初始密度为 ０􀆰 ５×１０６ ～１􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ。
将摇瓶置于摇床内， ２７ ℃， １００ ～ １４０ ｒ ／ ｍｉｎ 进行培

养， 培养 ７２～９６ ｈ 后， 可进行传代， 传代初始密度为

０􀆰 ５×１０６ ～ １􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ。 待细胞数量足够时， 可接

种反应器培养。
１􀆰 ３　 ５ Ｌ 反应器细胞培养

取经摇瓶培养的悬浮 Ｓｆ９ 细胞， 以 ０􀆰 ５ × １０６ ～
１􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ 左右的密度接种到 ５ Ｌ 反应器培养，

培养体积为 ２􀆰 ５ Ｌ， 转速 １００～１４０ ｒ ／ ｍｉｎ、 温度２７ ℃、
溶氧 ４０％～６０％、 ｐＨ 值不控， 每隔 ２４ ｈ 取样， 观察

细胞生长情况， 同时进行细胞计数， 根据细胞密度，
适时补加细胞培养液。 待细胞增殖密度达到 ５􀆰 ０×１０６

个 ／ ｍＬ 以上时， 进行发酵罐接毒工艺研究。
１􀆰 ４　 发酵液 ｐＨ 值优化试验

分别在 ５ 个发酵罐中加入一定量的细胞， 培养初

始 ｐＨ 值分别调为 ６􀆰 ５、 ６􀆰 ８、 ７􀆰 ０、 ７􀆰 ２ 和 ７􀆰 ６， 用无

血清培养基稀释， 使细胞密度为 １􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ， 分

别接种 ｒＢａｃ－ＪＳ０１ ＶＰ２ 株病毒， 感染复数 （ＭＯＩ） 值

为 ０􀆰 １。 定时取样观察， 当悬液细胞出现细胞死亡、
崩解、 破碎， 活率小于 ３０％时停止培养， 收获培养

物， 取样进行半数组织培养感染量 （ＴＣＩＤ５０） 测定；
同时， 对收获培养物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析， 并采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫描测定 ＶＰ２ 蛋白含

量。 以上试验重复 ３ 次， 每次每种 ｐＨ 值取 ３ 个样品

进行检测， 根据试验结果确定最佳发酵液 ｐＨ 值。 生

物反应器的控制参数分别设为： ＤＯ 值 ４０％， 温度为

２７ ℃， 搅拌速度为 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ。
１􀆰 ５　 接毒细胞密度优化试验

分别在 ４ 个发酵罐中加入一定量的细胞， 用无血

清培养基稀释， 使得细胞密度分别为 ０􀆰 ５×１０６、 １􀆰 ０×
１０６、 ２􀆰 ０×１０６和 ３􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ， 分别接种 ｒＢａｃ－ＪＳ０１
ＶＰ２ 株病毒， ＭＯＩ 值为 ０􀆰 １。 定时取样观察， 当悬液

细胞出现细胞死亡、 崩解、 破碎， 活率小于 ３０％时

停止培养， 收获培养物， 取样进行 ＴＣＩＤ５０ 测定； 同

时， 对收获培养物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分
析， 并采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫描测定 ＶＰ２ 蛋白含量。
以上试验重复 ３ 次， 每次每种细胞密度取 ３ 个样品进

行检测， 根据试验结果确定最佳接种的细胞密度。 生

物反应器的控制参数分别设为： ＤＯ 值 ４０％， 温度为

２７ ℃， 搅拌速度为 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ， ｐＨ 值６􀆰 ８～７􀆰 ２。
１􀆰 ６　 接毒量优化试验

分别在 ６ 个发酵罐中加入一定量的细胞， 用无血

清培养基稀释， 细胞密度为 １􀆰 ５ 确定的最佳接种的细

胞密度。 按 ＭＯＩ 值 ０􀆰 ００１、 ０􀆰 ０１， ０􀆰 １， １􀆰 ０ 和 ２􀆰 ０ 接

入病毒液， 定时取样观察， 当悬液细胞出现细胞死

亡、 崩解、 破碎， 活率小于 ３０％时停止培养， 收获

培养物， 取样进行 ＴＣＩＤ５０测定； 同时， 对收获培养物

进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析， 并采用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 灰度扫描测定 ＶＰ２ 蛋白含量。 以上试验重复 ３
次， 每次每种接毒量取 ３ 个样品进行检测， 根据试验

结果确定最佳接毒量。 生物反应器的控制参数分别设

为： ＤＯ 值 ４０％， 温度为 ２７ ℃， 搅拌速度为 １２０
ｒ ／ ｍｉｎ， ｐＨ 值 ６􀆰 ８～７􀆰 ２。
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１􀆰 ７　 最佳收获时间优化试验

分别在 ３ 个发酵罐中加入一定量的细胞， 用无血

清培养基稀释， 细胞密度为 １􀆰 ５ 确定的最佳接种的细

胞密度， 接毒量为 １􀆰 ６ 确定的最佳接毒量。 培养过程

中分别于 ２、 ３、 ４、 ５、 ６、 ７、 ８ ｄ 取样观察和 ＴＣＩＤ５０

测定； 同时， 对收获培养物进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析， 并采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫描测定

ＶＰ２ 蛋白含量。 以上试验重复 ３ 次， 每次每个收获时

间取 ３ 个样品进行检测， 根据检测结果确定最佳收获

时间。 生物反应器的控制参数分别设为： ＤＯ 值

４０％， 温度为 ２７ ℃， 搅拌速度为 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ， ｐＨ 值

６􀆰 ８～７􀆰 ２。
１􀆰 ８　 搅拌转速优化试验

分别在 ５ 个发酵罐中加入一定量的细胞， 制备细

胞， 调整细胞密度为 １􀆰 ０ × １０６ ～ ２􀆰 ０ × １０６ 个 ／ ｍＬ， 以

ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０５ 接种病毒， 搅拌速度分别为 ８０、 １００、
１２０、 １４０ 和 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ。 定时取样观察， 当悬液细胞

出现细胞死亡、 崩解、 破碎， 活率小于 ３０％时停止

培养， 收获培养物， 取样进行 ＴＣＩＤ５０测定； 同时， 对

收获培养物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析， 并

采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫描测定 ＶＰ２ 蛋白含量。 以上

试验重复 ３ 次， 每次每种转速条件下取 ３ 个样品进行

检测， 根据试验结果确定搅拌转速。 生物反应器的控

制参数分别设为： ＤＯ 值 ４０％， 温度为 ２７ ℃， ｐＨ 值

６􀆰 ８～７􀆰 ２。
１􀆰 ９　 ＤＯ 值优化试验

分别在 ４ 个发酵罐中加入一定量的细胞， 按 １􀆰 ９
制备细胞， 调整细胞密度为 １􀆰 ０ × １０６ ～ ２􀆰 ０ × １０６

ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ， 以 ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０５ 接种病毒， ＤＯ 值分别为

２０％、 ４０％、 ６０％、 ８０％。 定时取样观察， 当悬液细

胞出现细胞死亡、 崩解、 破碎， 活率小于 ３０％时停

止培养， 收获培养物， 取样进行 ＴＣＩＤ５０测定； 同时，
对收获培养物进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析，
并采用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫描测定 ＶＰ２ 蛋白含量。 以

上试验重复 ３ 次， 每次每个溶氧值取 ３ 个样品进行检

测， 根据试验结果确定 ＤＯ 值。 生物反应器的控制参

数分别设为： 温度为 ２７ ℃， 搅拌速度为 １２０ ｒ ／ ｍｉｎ，
ｐＨ 值 ６􀆰 ８～７􀆰 ２。
１􀆰 １０　 工艺验证

按照上述确定的 ｒＢａｃ －ＪＳ０１ ＶＰ２ 株工艺参数在

５Ｌ 反应器进行培养及蛋白抗原检测， 设 ｐＨ 值在

６􀆰 ８～７􀆰 ２， ＭＯＩ 值为 ０􀆰 ０１～０􀆰 １， ＤＯ 值为 ４０％～６０％，
搅拌速度为 １００ ～ １４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 培养 ５ ～ ７ ｄ， 温度为

２７ ℃。 收获病毒液， 检测病毒含量， 同时， ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 检测 ＶＰ２ 蛋白表达， 通过 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 灰度扫

描测定 ＶＰ２ 蛋白含量， 评价工艺放大效果及其稳

定性。
１􀆰 １１　 病毒含量测定

在无菌离心管中将病毒液作连续 １０ 倍的稀释，
从 １０－１ ～ １０－１０， 即 １０－１ 稀释为 １００ μＬ 病毒液加入

９００ μＬ 细胞悬液。 将稀释好的病毒接种到 ９６ 孔微量

培养板中， 每一稀释度接种一纵排共 ８ 孔， 每孔接种

１００ μＬ。 在每孔加入细胞悬液 １００ μＬ， 使细胞量达

到 ２×１０５ ～３×１０５个 ／ ｍＬ。 设正常细胞对照， 正常细胞

对照也作两纵排 （１００μＬ 病毒液＋１００μＬ 细胞悬液）。
逐日观察并记录结果， 观察 ５ ｄ。 按 Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ 两

氏法， 计算病毒含量 （ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ）。
１􀆰 １２　 ＶＰ２ 蛋白含量测定

使用图像分析软件 （如 Ｉｍａｇｅ Ｊ） 对 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
凝胶上的蛋白质条带进行灰度扫描， 测量其灰度值。
通过测量一系列已知浓度的蛋白标准品的灰度值和浓

度， 建立蛋白浓度与灰度值之间的关系曲线。 通过灰

度扫描得到的数值代入标准曲线， 计算其浓度。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 发酵液 ｐＨ 值优化

病毒接种后细胞产生病变时间主要在 ５～７ ｄ， 病

毒的 ＴＣＩＤ５０计算结果显示， ｐＨ 值在 ６􀆰 ８ ～ ７􀆰 ２ 时对病

毒含量没有太大影响， 所得的病毒含量较高， 达

１０７􀆰 ９ ～ １０８􀆰 １ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， 而 ｐＨ 值过高和过低均达不

到良好效果； 对培养物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析及蛋白含量测定， 结果显示不同 ｐＨ
值均出现约 ６５ ｋＤａ 目的条带 （图 １ 和图 ２）， 以 ｐＨ
值在 ６􀆰 ８～ ７􀆰 ２ 时， ＶＰ２ 蛋白表达量最高， 达 ５８ ～ ６１
μｇ ／ ｍＬ （图 ３）。 故将 ｒＢａｃ－ＪＳ０１ ＶＰ２ 株病毒生长的

ｐＨ 值确定为 ６􀆰 ８～７􀆰 ２。

Ｍ． 蛋白分子量标记物； １􀆰 细胞培养上清液； ２􀆰 阳性对照；
３􀆰 阴性对照。

图 １　 重组表达蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 鉴定
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Ｍ． 预染蛋白分子量标记物； １􀆰 细胞培养上清液； ２􀆰 阳性对照；
３􀆰 阴性对照。

图 ２　 重组表达蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

图 ３　 不同 ｐＨ 值接毒培养情况

２􀆰 ２　 细胞密度优化

由图 ４ 可知， 在接毒量相同的条件下， 病毒含量

达到 １０６􀆰 ９ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 以上， 细胞密度在 １􀆰 ０ × １０６ ～
２􀆰 ０×１０６ 个 ／ ｍＬ 接毒培养， 病毒含量稍高， 达 １０８􀆰 ３

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。 对培养物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析及蛋白含量测定， 结果显示， 不同

细胞密度接种均出现目标蛋白表达， 以 １􀆰 ０ × １０６ ～
２􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ 细胞密度接种后， ＶＰ２ 蛋白表达量较

其他组高， 为 ５８～６７ μｇ ／ ｍＬ。

图 ４　 不同细胞密度接毒培养情况

２􀆰 ３　 接毒量优化

不同接毒量接毒后病毒产生病变时间主要在 ５～７
日。 接种细胞密度相同的条件下， ＭＯＩ 值为 ０􀆰 ０１ ～

０􀆰 １， 病毒含量最高， 达 １０７􀆰 ８ ～ １０８􀆰 ２ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 对

培养物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

及蛋白含量测定， 结果显示， 以 ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０１～０􀆰 １ 接

种病毒， ＶＰ２ 蛋白表达量平均在 ５７ μｇ ／ ｍＬ 以上。 结

果见图 ５。

图 ５　 不同 ＭＯＩ 接毒培养情况

２􀆰 ４　 最佳收获时间优化

由图 ６ 可知， 收获时间在 ２～４ ｄ 时， 病毒含量低

于 １０７􀆰 ６ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 收获时间在 ５～７ ｄ 时， 病毒含量

均高于 １０７􀆰 ６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 收获时间在 ８ 日时， 病毒含

量也低于 １０７􀆰 ６ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 随着培养时间的延长， 病

毒含量呈下降趋势。 对培养物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析及蛋白含量测定， 结果显

示， 接种病毒后培养 ５～７ ｄ， ＶＰ２ 蛋白表达量基本一

致， 均≥５０ μｇ ／ ｍＬ， 第 ７ 天最高。 根据以上结果，
确定 ｒＢａｃ－ＪＳ０１ ＶＰ２ 株病毒培养的最佳收获时间为

５～７ ｄ。

图 ６　 不同收获时间接毒情况

２􀆰 ５　 搅拌转速优化

由图 ７ 可知， 接种细胞密度相同的条件下， 搅拌

转速为 １００ ～ １４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 病毒含量较高， 达 １０７􀆰 ９ ～
１０８􀆰 ４ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 病毒接种后以不同转速培养， 对培

养物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析及

蛋白含量测定， 显示 １００～１６０ ｒ ／ ｍｉｎ 时， ＶＰ２ 蛋白表

达量基本一致， 达 ６１ ～ ６４ μｇ ／ ｍＬ； ８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养后，
ＶＰ２ 蛋白表达量较低。
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图 ７　 不同转速接毒培养情况

２􀆰 ６　 ＤＯ 值优化

由图 ８ 可知， 接种细胞密度相同的条件下， ＤＯ
值为 ４０％ ～ ８０％， 病毒含量较高， 达 １０７􀆰 ７ ～ １０８􀆰 ３

ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ； 病毒接种后以不同 ＤＯ 值培养， 对培养

物进行 ＶＰ２ 蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析及蛋

白含量测定， 结果显示， ＤＯ 值为 ４０％、 ６０％和 ８０％
组， ＶＰ２ 蛋白表达量基本一致， 达 ５８ ～ ６３ μｇ ／ ｍＬ；
ＤＯ 值为 ２０％培养后， ＶＰ２ 蛋白表达量较低。

图 ８　 不同 ＤＯ 值接毒培养情况

２􀆰 ７　 工艺验证

按照优化的条件， ｐＨ 值 ６􀆰 ８ ～ ７􀆰 ２， ＤＯ 值为

４０％～６０％， 温度为 ２７ ℃， 搅拌速度为 １００ ～ １４０
ｒ ／ ｍｉｎ， 接种量 ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０１ ～ ０􀆰 １， 细胞密度 １􀆰 ０ ×
１０６ ～２􀆰 ０×１０６个 ／ ｍＬ， 收样时间 ５ ～ ７ ｄ， 进行 ５ 批抗

原蛋白的生产。 结果显示， ５ 批抗原产量稳定， 病毒

含量为 １０７􀆰 ９ ～ １０８􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， ＶＰ２ 蛋白可以达到

５８～６３ μｇ ／ ｍＬ， 满足生产需求， 结果见表 １ 和图 ９。

表 １　 ５ 批工艺验证试验结果

批次 ｐＨ 值
细胞密度 ／

（ ×１０６·ｍＬ－１）
ＭＯＩ

转速 ／

（ ｒ·ｍｉｎ－１）
ＤＯ 值 ／ ％ 收获时间 ／ ｄ

病毒含量 ／

ｌｇ （ＴＣＩＤ５０·ｍＬ－１）
蛋白含量 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

１ ６􀆰 ８ ２􀆰 ０ ０􀆰 ０５ １２０ ４０ ７ ８􀆰 ４ ６１

２ ７􀆰 ０ １􀆰 ０ ０􀆰 ０１ １００ ８０ ５ ７􀆰 ９ ５８

３ ７􀆰 ２ １􀆰 ５ ０􀆰 １ １４０ ６０ ６ ８􀆰 ５ ６３

４ ７􀆰 ０ ２􀆰 ０ ０􀆰 １ １２０ ４０ ７ ８􀆰 ３ ６２

５ ６􀆰 ８ １􀆰 ０ ０􀆰 ０１ １００ ６０ ５ ８􀆰 １ ６１

图 ９　 ５ 批工艺验证试验结果

３　 讨论

在疫苗蛋白制备过程中， 培养细胞的密度、 不同

的 ｐＨ 值、 接毒量 ＭＯＩ、 收获时间、 搅拌转速和溶氧

值等指标对于获得高质量、 高产量的疫苗蛋白至关重

要。 培养环境 ｐＨ 值对细胞的生长、 代谢和病毒的增

殖有重要影响， 合适的 ｐＨ 值范围能为细胞和病毒提

供适宜的环境， 促进疫苗的有效生产； 培养细胞的密

度过高可能导致营养竞争激烈、 代谢废物积累过多，
如氨、 乳酸等， 影响细胞健康和病毒增殖［１７］， 而密

度过低则可能无法充分利用培养体系， 降低疫苗的产

量。 接毒量 ＭＯＩ 过少可能导致病毒增殖不充分， 疫

苗产量受限， 而接毒量过多可能对细胞造成过度负

担， 甚至导致细胞病变死亡过快， 降低病毒产量［１８］。
收获时间过早， 病毒可能尚未充分增殖， 疫苗效价不

足， 而收获过晚， 细胞可能已经开始衰老或死亡， 病

毒也可能出现变异等问题， 同样会影响疫苗质量和效

果。 盛程程等［１９］采用控制变量法对水貂犬瘟热疫苗

株 （ＣＶＤ３－ＣＬ 株） 在生物反应器中微载体悬浮培养

的相关参数， 如温度、 ＭＯＩ 及收毒时间进行优化，
发现在 ５ ｇ 微载体、 １ Ｌ 培养体系中， 温度设定为

３３ ℃， ＭＯＩ 为 ０􀆰 ０３ 时更有利于病毒的复制增殖， 病

毒滴度可在接毒后 １０８ ｈ 达峰值。 适当的搅拌转速有

助于均匀分布营养物质和氧气， 促进细胞生长和病毒

增殖。 转速过高可能对细胞造成机械损伤， 转速过低

则可能导致局部环境不均。 培养基中的 ＤＯ 值是影响

昆虫细胞生长以及外源蛋白表达的关键性因素［１７］，
溶氧不足会抑制细胞和病毒活性， 而过高的溶氧值也
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可能产生氧化应激等不良影响， 需要精确控制以保障

疫苗生产。 赵立民等［２１］在培养温度为 ２８ ℃， 细胞接

种密度 １􀆰 ０ × １０５ 个 ／ ｍＬ， ｐＨ ＝ ６􀆰 ２， 转速 ５０ ｒ ／ ｍｉｎ，
ＤＯ 值为 ５０％条件下， 细胞生长状态良好。

本试验通过对重组杆状病毒 ｒＢａｃ－ＪＳ０１ ＶＰ２ 株在

Ｓｆ９ 细胞的 ｐＨ 值、 Ｓｆ９ 细胞密度、 不同 ＭＯＩ 接种病

毒、 不同转速、 收获时间和溶氧值等参数进行优化，
确定了细胞生物反应器病毒培养的优化生产工艺：
ｐＨ 维持在 ６􀆰 ８ ～ ７􀆰 ２， 接毒密度为 １􀆰 ０×１０６ ～ ２􀆰 ０×１０６

个 ／ ｍＬ， ＭＯＩ 值为 ０􀆰 ０１～０􀆰 １， 收获时间为接种后 ５ ～
７ ｄ， 搅拌转速 １００～１４０ ｒ ／ ｍｉｎ， 溶氧度控制在 ４０％ ～
８０％， 温度为 ２７ ℃， 该悬浮培养条件下病毒含量较

高， ＶＰ２ 蛋白的生产稳定， 产量达 ５０ μｇ ／ ｍＬ 以上，
为批量生产 ＳＢＤＳ 亚单位疫苗， 防控 ＳＢＤＳ 提供可靠

的数据支撑。
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