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摘要! 为了获知鳜传染性脾肾坏死病毒%)*N%.&同步接毒最适增殖条件!通过检测不同血清

浓度'病毒接种量'细胞状态等培养条件下的病毒拷贝数!确定鳜脑组织细胞%-D9&同步接种

)*N%.的最适体外增殖条件" 结果表明!上述各因素对 )*N%.的增殖量均有明显影响" 其

中选取处于对数生长中期的 -D9细胞!胰酶消化后按照病毒感染复数%J")&为 %;$ 同步接种

)*N%.!培养液中胎牛血清终浓度为 )B时!$< O恒温培养 " I 后收获!所得病毒拷贝数最多!

为 $;&* ?#%

< 拷贝4:'" 将所测得病毒拷贝数折算成培养基成本进一步分析表明!按照上述

相同条件进行接毒!每元人民币培养基所得病毒量也最高!为 *;$* ?#%

##拷贝" 综上所述!本

研究基于病毒增殖量及培养基成本对病毒增殖条件进行优化!可为低成本 )*N%.疫苗的生产

提供理论依据"

关键词! 鳜# 传染性脾肾坏死病毒# 鳜脑细胞# 同步接毒# 荧光定量 D-$# 增殖条件

中图分类号! *"*#' 文献标志码$&

''鳜 " 8%:%>-#&" &'."(*%#是我国重要淡水特色

养殖品种之一!近年来由传染性脾肾坏死病毒

" <A6E7G</=@ @L0EEA ;AI Q<IAE> AE7F/@<@ 2<F=@!

)*N%.#引起的鳜虹彩病毒病给鳜的养殖产业带

来严重经济损失) 吴淑勤等
&#'

首先在患病鳜中

发现一种球形病毒!并认为是鳜暴发性传染病的

病原) 何建国等
&$'

通过回归感染及形态学研究

发现所分离的病毒与吴淑勤等
&#'

发现的均属同

种病毒!并且具有较强的致病力!由于主要感染器

官为肾脏和脾脏!因而命名为传染性脾肾坏死病

毒!后来又通过主衣壳蛋白":;5/F7;L@<I LF/GE<A!

J-D#基因等序列分析将其确定为一种虹彩病

毒
&!'

) 在 过 去 #% 年 中! 肿 大 细 胞 病 毒 属

"6-B"$+&)(%,%#.*#成员引发的疾病已被确认为严

重影响水产养殖业健康发展的原因之一
&*'

) 根

据国际病毒分类委员会 ")AGEFA;G</A;0-/::<GGEE

/A K;?/A/:> /6.<F=@E@!)-K.#第八次报告
&&'

!

)*N%.是虹彩病毒科")F<I/2<F<I;E# 肿大细胞病毒

属的代表种!其传染力强!发病率高达 !%B!致死率

高达 "%B以上!可以感染近 )% 种淡水和海水鱼
&)'

!

给鳜(大口黑鲈 "6%&#+>(-#.**"$?+%E-*# (乌鳢

"='"::" "#B.*# (美国红鱼 " 8&%"-:+>*+&-$$"(.*#

和巨石斑鱼"1>%:->'-$.*(".,%:"# 等海(淡水鱼类

养殖业造成了巨大威胁) 自 #""* 年以来!)*N%.

给我国鳜养殖业造成的平均年经济损失高达 $ 亿

元
&+'

!是制约鳜养殖业健康发展的主要瓶颈)

免疫接种是预防传染病发生的主要手段!鉴

于肿大细胞病毒属所引发的疾病!目前国内外已

有学者研发出多种针对此类病毒的疫苗!具有一

定的保护效果
&< ("'

) 本实验室建立了 )*N%.敏

感的鳜脑组织细胞系 -D9

&#%'

!研制出细胞培养灭

活疫苗) 但如何以低成本生产获得高滴度病毒是
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疫苗制备的关键步骤) 本研究针对以上问题!通

过设置不同的血清浓度(病毒接种量以及接种病

毒时细胞的生长状态及细胞浓度等因素!综合考

虑培养基成本和时间成本!筛选出适合鳜传染性

脾肾坏死病毒在体外培养 -D9细胞中的最适增

殖条件!旨在用最低的培养基成本和最少的时间

成本获取最高的病毒量!为鳜传染性脾肾坏死病

毒灭活疫苗的研制提供理论指导)

#'材料与方法

$%$&实验材料

-D9由本实验室 (= 等
&#%'

建立并保藏%鳜传

染性脾肾坏死病毒 CU株")*N%.8CU#由本实验

室分离保存) '#& 培养基(胎牛血清(胰酶为

P<S7/ 公司产品%3%&提取试剂盒为 "J,P&公

司产品%#% ?K;T 反应缓冲液( I%KD@(K;T 3%&

聚合酶(DFE:<? ,? K;T

KJ

购于 K;N;$;公司)

$%'&接毒条件的研究

最适细胞状态''通过 -/=AG@G;F细胞计数

仪测定传代至 )& 代($< O恒温培养 %($*(*<(+$

和 ") H 的 -D9数量!制作细胞生长曲线!选取处

于对数生长期早(中(晚 ! 个时间点的细胞!胰酶

消化后同步接种 )*N%.病毒液)

最适接毒量''分别设置 %;# =%;)(# =) 和

#% =)% 共 #< 个不同梯度的感染复数":=0G<L0<7<G>

/6<A6E7G</A!J")#!同步接种处于对数生长期早(

中(晚 ! 个时间点的 -D9细胞)

)*N%.增殖最适血清浓度''同步接种病

毒后培养液中胎牛血清终浓度设置 )B(<B和

#%B ! 个浓度梯度)

$%(&病毒培养及含量的测定

上述每个样品均作 ! 个平行处理!接毒完毕

后!$< O 培养箱中培养!逐日观察细胞病变

"7>G/L;GH<7E66E7G!-D,#) 待 -D,达 <%B以上时

收获细胞及病毒培养液! ($% O反复冻融 ! 次

后!置 (+% O保存) 每个样品取 *%%

!

'病毒液!

按照 "J,P&公司的 3%&提取试剂盒说明书提

取病毒核酸后!溶于 <%

!

'无菌水!在荧光定量

D-$仪上"&9)+&%%#检测病毒含量!根据付小哲

等
&##'

报道的公式计算病毒拷贝数$

=

K

A(!;!#* 0M@@*#;*<

式中!@代表病毒拷贝数!=

K

值为荧光定量 D-$

仪所测得数据!代表每个反应管内的荧光信号到

达设定阈值时所经历的循环数)

$%)&数据的处理

分别以培养基成本和时间成本为参考因素!

将所测得的病毒拷贝数进行不同方式处理!分别

折算成培养基成本"U#即每元人民币培养基所得

病毒拷贝数"拷贝4元#和时间成本"3#即每日的

病毒拷贝数 "拷贝4天#!对培养增殖条件进行评

价) )*N%.增殖所用培养基成本主要包括 '#&

培养基和胎牛血清!其中 '#& 培养基的价钱为 )&

元4'!胎牛血清为 #% %%% 元4'!以培养 # '体积

病毒计算!胎牛血清浓度为 )B(<B和 #%B的培

养基价格分别为 ))&(<)& 和 # %)& 元!则增殖病

毒所产生的培养基成本"V#计算公式如下$

VS#%

)

@T))&!VS#%

)

@T<)&!VS#%

)

@T#%)&

''增殖病毒所产生的时间成本"J#计算公式$

J S@T"接毒前细胞培养天数 X

接毒后病毒培养天数#

式中!@代表病毒拷贝数!并依据上述公式进行数

据处理)

$%-&数据统计分析

实验所得数据均表示为平均数 E标准差

":E;A E*3#!采用软件 "F<AM<ADF/ <;% 进行数据

处理!并利用 (检验进行差异性分析!当 !B%;%&

时差异显著!!B%;%# 时差异极显著)

$'结果

'%$&细胞生长状态的研究

-D9细胞传代后至 $* H 期间细胞数量稍有

下降!为潜伏期%$* =+$ H 期间细胞生长速度呈直

线上升趋势!为对数生长期%+$ =") H 细胞生长平

稳!开始进入平台生长期"图 ##)

图 $&+*2细胞生长曲线$G kaV K%

L@A7$&/=9PFK4@10F@:<9E+*2:0??<E=9D

G K9;=F9 aV K9;=<

!#+#
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''处于对数生长期的细胞分裂生长旺盛(细胞

状态良好!病毒增殖快
&#$'

!分别选取该时期早"$*

H#(中"*< H#(晚"+$ H#! 个时间点的细胞作为接

种对象!细胞浓度分别为 %;"$ ?#%

&

(#;%< ?#%

&

和 #;$! ?#%

&

个4:'! 进 一 步 筛 选 出 最 适 合

)*N%.增殖的细胞数量和接毒时间)

'%'&不同接毒条件下病毒增殖结果

其他条件均相同的情况下!处于对数生长中

期的细胞接种 )*N%.!平均获得病毒拷贝数最

多!为 #;)% ?#%

<

拷贝4:'!与接种对数生长早期

"#;$$ ?#%

<

拷贝4:'#和对数生长晚期"#;!% ?#%

<

拷贝4:'#的 -D9相比差异显著 "!B%;%&# "表

##%根据接种病毒时培养液中的血清浓度进行分

组!对各组样品的病毒拷贝数计算平均值!结果表

明胎牛血清浓度为 )B时最适合 )*N%.的增殖!

平均收获病毒拷贝数为#;*< ?#%

<

拷贝4:'!与

#%B血清组"#;#" ?#%

<

拷贝4:'#相比差异显著

"!B%;%&#!与 <B血清组"#;*& ?#%

<

拷贝4:'#

差异不显著"!C%;%&#%根据接种病毒时的 J")

进行分组比较!对各组样品的病毒拷贝数计算平

均值!结果表明 J")为 %;$ 时所收获的病毒拷贝

数最多!为 #;+& ?#%

<

拷贝4:'!与其他组相比差

异均显著"!B%;%&#) 综上所述!J")为 %;$!同

步接种培养 *< H 处于对数生长中期的-D9细胞(

培养液中胎牛血清终浓度为 )B时!所得病毒拷

贝数最多!为 $;&* ?#%

<

拷贝4:'!即此培养条件

为 )*N%.同步接毒 -D9细胞的最适增殖条件)

表 $&不同接毒条件下的病毒拷贝数

5367$&g@=3?:9BJ 1;D60=<;1C0=C@EE0=01F@19:;?3F@91:91C@F@91< l$G

.

:9B@0<bD8

J")

对数生长早期 -D9

-D9;GGHEE;F0>80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

对数生长中期 -D9

-D9;GGHE:<II0E80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

对数生长晚期 -D9

-D9;GGHE0;GE80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

平均 &

;2EF;ME&

#% #;*" E%;%+< #;*# E%;&) #;#! E%;%+ # E%;%+$ #;< E%;%%< #;&! E%;%! #;#* E%;%" #;#+ E%;%!$ %;"+ E%;%* #;$" E%;%&

$% #;&* E%;%! #;)* E%;#$ #;&" E%;%+ #;#+ E%;#"< #;)& E%;$&) #;)! E%;%) #;&) E%;%#$ #;$# E%;%#) %;<+ E%;* #;*! E%;%*

!% %;!! E%;%#< %;)$ E%;** %;&) E%;## #;## E%;%+$ #;$# E%;$") #;!+ E%;%! $;%& E%;%*< #;!$ E%;%$* %;+! E%;%! #;%! E%;%)

*% %;&$ E%;%!) %;&# E%;$%< %;&+ E%;%) %;"< E%;%+& #;#" E%;%%< %;"& E%;%& #;<" E%;%#< $;%# E%;%$* %;<" E%;%< #;%) E%;%&

&% %;&) E%;%%) %;<* E%;#)< %;<& E%;+$ #;<! E%;$*) #;$! E%;*#) #;!+ E%;%) #;)& E%;%$* #;+< E%;%*< %;<" E%;$" #;$$ E%;#

)% %;*& E%;%$* %;+& E%;%!$ #;%& E%;%< #;&< E%;)+ #;*! E%;!) #;!! E%;%! #;!< E%;%*$ #;*# E%;%#) %;<" E%;*$ #;#* E%;%<

# #;#" E%;%)) #;)& E%;$)* #;# E%;%" #;$) E%;%$* #;$ E%;*$* %;<* E%;%) #;&# E%;%!) #;$ E%;%* %;"+ E%;# #;$# E%;#&

$ #;&$ E%;%*< #;%" E%;%") #;!# E%;%! #;<! E%;%*$ #;+) E%;%$* #;!& E%;%& #;+# E%;%$* #;## E%;%* %;"# E%;#* #;* E%;%)

! #;)" E%;%#$ #;&+ E%;%%< #;** E%;$< #;*+ E%;#)< #;<! E%;%%< #;%" E%;%+ #;*) E%;%!) #;$$ E%;%!$ #;#* E%;&) #;*! E%;#

* #;<$ E%;%$* $;%$ E%;#<* #;)$ E%;%< $;#& E%;%!) #;< E%;%<< %;"+ E%;%+ #;*& E%;%! #;!$ E%;%* #;%! E%;!" #;&< E%;##

& #;!# E%;%!) #;*# E%;!%* #;<# E%;$< $;## E%;)%) #;$$ E%;%<< #;$) E%;%# #;*< E%;%&* #;*) E%;%* #;** E%;#) #;& E%;$$

) %;)" E%;%!) #;! E%;%") #;*$ E%;#! #;)" E%;$<< #;+! E%;%*% %;"" E%;%! #;! E%;%!) #;$" E%;%*< #;#< E%;$& #;$" E%;%"

%;# %;+& E%;%#< #;$* E%;#%$ #;* E%;#! #;<# E%;!" $;*# E%;%#) #;!! E%;%! #;!$ E%;%" #;$* E%;%$* %;"< E%;%" #;!" E%;#$

%;$ #;!& E%;%*$ #;!& E%;%") #;)< E%;$$

'%-) \G%).V

3

$;&% E%;%< #;"# E%;%# #;"+ E%;%! #;!$ E%;%* #;#! E%;##

$%W- \G%G)

6

%;! #;$ E%;%%) #;!" E%;*)* #;#+ E%;%< $;$* E%;*<) $;$$ E%;%$* #;<< E%;%# #;< E%;%&* #;$ E%;%!$ %;< E%;%* #;&* E%;#&

%;* #;$& E%;%$* #;*# E%;*< #;*" E%;%& $;%" E%;$$< $;&$ E%;%$* #;!$ E%;%$ #;!" E%;%#$ #;$$ E%;%*< %;+& E%;$$ #;*" E%;#<

%;& #;%" E%;%" #;&* E%;*)* #;!$ E%;$) $;#$ E%;)%) #;** E%;%*< #;&+ E%;%* #;*& E%;%! #;!& E%;%* %;<< E%;&# #;*# E%;$

%;) #;$* E%;!!) #;!& E%;%") #;#* E%;$# $;!" E%;!)) #;+# E%;%*< #;)# E%;%* #;"# E%;%! #;*) E%;%!$ %;"< E%;#* #;&! E%;#&

平均 9

;2EF;ME9

#;## E%;%) #;$< E%;$$ #;$) E%;$%

$%W) \G%(.

:

#;+$ E%;$% #;!& E%;%* #;&< E%;%) #;!& E%;%& %;"+ E%;$ (

平均 -

;2EF;ME-

#;$$ E%;#)

$%VG \G%'$

C

#;!% E%;#% (

注$&为相同 J")组的平均病毒拷贝数% 9为相同细胞状态和相同血清浓度组的平均病毒拷贝数% -为相同细胞状态的病毒拷贝数%;

为所有实验组中的最高病毒拷贝数% S 为 &列即相同 J")组的最高病毒拷贝数% 7为 9行即相同细胞状态和相同血清浓度组的最高病

毒拷贝数% I 为 -行即相同细胞状态组的最高病毒拷贝数

%/GE@$&FELFE@EAG@;2EF;ME2<F;07/L> A=:SEF@/6MF/=L@Y<GH GHE@;:EJ")% 9FELFE@EAG@;2EF;ME2<F;07/L> A=:SEF@/6MF/=L@Y<GH GHE@;:E

7E00@G;GE;AI @EF=:7/A7EAGF;G</A% -FELFE@EAG@;2EF;ME2<F;07/L> A=:SEF@/6MF/=L@Y<GH GHE@;:E7E00@G;GE% ;FELFE@EAG@GHEH<MHE@G;:/=AG

/62<F=@/6;00E?LEF<:EAG;0MF/=L@% S FELFE@EAG@GHEH<MHE@G;:/=AG/62<F=@/6MF/=L@Y<GH GHE@;:EJ")"7/0=:A &# % 7FELFE@EAG@GHEH<MHE@G

;:/=AG/62<F=@/6MF/=L@Y<GH GHE@;:E7E00@G;GE;AI @EF=:7/A7EAGF;G</A"0<AE9# % I FELFE@EAG@GHEH<MHE@G;:/=AG/62<F=@/6MF/=L@Y<GH GHE

@;:E7E00@G;GE"0<AE-#

*#+#



## 期 罗'霞!等$同步接毒条件下鳜传染性脾肾坏死病毒在 -D9细胞中的最适增殖条件 ''

,--.$

!

///012345678029

'%(&病毒增殖培养基成本的研究

其他条件均相同的情况下!处于对数生长中期

的细胞接种 )*N%.!平均每元培养基所生产的病

毒量最高!为 $;#! ?#%

##

拷贝!与接种对数生长早

期"#;&+ ?#%

##

拷贝4元#和对数生长晚期"#;+) ?

#%

##

拷贝4元#的 -D9相比差异显著 "!B%;%&#

"表 $#%该细胞浓度下 )B血清组的平均病毒产量

为 $;"# ?#%

##

拷贝4元!显著高于 <B "$;#& ?#%

##

拷贝4元#和 #%B"#;!& ?#%

##

拷贝4元#血清组的病

毒拷贝数%其中又以 J")为 %;$ 时的产量最高!平

均每元病毒产量为$;!! ?#%

##

拷贝!与其他组相比

差异均显著 "!B%;%&#) 综上所述!J")为 %;$

时同步接种培养 *< H 处于对数生长中期 -D9细

胞(培养液中胎牛血清终浓度为 )B时!每元人民

币所得病毒拷贝数最多!为 *;$* ?#%

##

拷贝!即此

培养条件可用最低的培养基成本获得最高的病毒

产量)

表 '&平均每元培养基成本的病毒产量

5367'&5K03H0=3A0:9<F9EH@=3?J@0?CB0=J;31 l$G

$$

:9B@0<

J")

对数生长早期 -D9

-D9;GGHEE;F0>80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

对数生长中期 -D9

-D9;GGHE:<II0E80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

对数生长晚期 -D9

-D9;GGHE0;GE80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

平均值 &

;2EF;ME&

#% $;*" E%;%#! #;+) E%;%+ #;#! E%;%+ #;)) E%;%#$ $;$* E%;%%# #;&! E%;%%! #;"# E%;%#& #;*) E%;%%* %;"+ E%;%%* #;)< E%;%#

$% $;&) E%;%%& $;%# E%;%#& #;&" E%;%%+ #;"* E%;%!! $;%) E%;%!$ #;)! E%;%%) $;) E%;%%$ #;&# E%;%%$ %;<+ E%;%*# #;<) E%;%#

!% %;&) E%;%%! %;++ E%;%&& %;&) E%;%## #;<) E%;%#$ #;&# E%;%!+ #;!) E%;%%! !;*$ E%;%%< #;)& E%;%%! %;+! E%;%%! #;!< E%;%#

*% %;<+ E%;%%) %;)* E%;%$) %;&+ E%;%%) #;)! E%;#$) #;*< E%;%%# %;"& E%;%%& !;#& E%;%%! $;&# E%;%%! %;<" E%;%%< #;*# E%;%$

&% %;"! E%;%%# #;%& E%;%$# %;<& E%;%+$ !;%) E%;%*# #;&* E%;%&$ #;!+ E%;%%) $;+& E%;%%* $;$$ E%;%%) %;<" E%;%$" #;)! E%;%$

)% %;+* E%;%%* %;"* E%;%%* #;%& E%;%%< $;)* E%;### #;+" E%;%*& #;!! E%;%%! $;! E%;%%+ #;+) E%;%%$ %;<" E%;%*$ #;*" E%;%!

# #;"< E%;%## $;%+ E%;%!! #;#% E%;%%" $;%" E%;%%* #;&% E%;%&! %;<* E%;%%) $;&$ E%;%%) #;& E%;%%& %;"+ E%;%#% #;)$ E%;%$

$ $;&! E%;%%< #;!) E%;%#$ #;!# E%;%%! !;%& E%;%%+ $;$% E%;%%! #;!& E%;%%& $;<& E%;%%* #;!" E%;%%& %;"$ E%;%!& #;<< E%;%#

! $;<# E%;%%$ #;") E%;%%# #;** E%;%$< $;*& E%;#+< $;$< E%;%%# #;%" E%;%%+ $;*! E%;%%) #;&$ E%;%%* #;#* E%;%&) #;"% E%;%$$

* !;%! E%;%%* $;&$ E%;%$! #;)$ E%;%%< !;&" E%;%%) $;$* E%;%## %;"+ E%;%%+ $;*$ E%;%%& #;)& E%;%%& #;%! E%;%!" $;#$ E%;%#!

& $;#< E%;%%) #;++ E%;%!< #;<# E%;%$< !;&$ E%;#%# #;&! E%;%## #;$) E%;%%# $;*) E%;%%" #;<$ E%;%%& #;** E%;%#) #;"< E%;%#&

) #;#) E%;%%) #;)! E%;%#$ #;*$ E%;%#! $;<# E%;%*< $;#) E%;%%& %;"" E%;%%! $;#+ E%;%%) #;)# E%;%%) #;#< E%;%$& #;)< E%;%%<

%;# #;$& E%;%%! #;&& E%;#$< #;*% E%;%#! !;%$ E%;%)& !;%# E%;%%$ #;!! E%;%%! $;$ E%;%#& #;&& E%;%%! %;"< E%;%%" #;<# E%;%%&

%;$ $;$& E%;%%+ #;)< E%;%#$ #;)< E%;%$$

)%') \G%G.$

3

!;$ E%;%#% #;"# E%;%%# !;$< E%;%%& #;)& E%;%%& #;#$ E%;%##

'%(( \G%G$

6

%;! #;"" E%;%%# #;+! E%;%&< #;#+ E%;%%< !;+* E%;%<# $;+< E%;%%! #;<< E%;%%# $;"" E%;%%" #;& E%;%%* %;< E%;%%* $;%) E%;%#&

%;* $;%< E%;%%* #;+) E%;%) #;*" E%;%%& !;*" E%;%!< !;#& E%;%%! #;!$ E%;%%$ $;!$ E%;%%$ #;&$ E%;%%) %;+& E%;%$$ #;"" E%;%#

%;& #;<$ E%;%#& #;"$ E%;%&< #;!$ E%;%$) !;&* E%;#%# #;<# E%;%%) #;&+ E%;%%* $;*$ E%;%%& #;)" E%;%%& %;<< E%;%&# #;<" E%;%#$

%;) $;%) E%;%&) #;)" E%;%#$ #;#* E%;%$# !;"< E%;%)# $;#* E%;%%) #;)# E%;%%* !;#< E%;%%& #;<$ E%;%%* %;"< E%;%#* $;%+ E%;%$

平均 9

;2EF;ME9

#;<& E%;%# #;)% E%;%* #;$) E%;%$

'%a$ \G%GV

:

$;#& E%;%$ #;!& E%;%% $;)! E%;%# #;)" E%;%% %;"+ E%;%$ (

平均 -

;2EF;ME-

#;&+ E%;%$

'%$( \G%G(

C

#;+) E%;%# (

注$&为相同 J")组的平均元培养基成本的病毒产量% 9为相同细胞状态和相同血清浓度组的平均元培养基成本的病毒产量% -为相

同细胞状态组的平均元培养基成本的病毒产量%;为所有实验组中每元培养基成本的最高病毒产量% S 为 &列即相同 J")组每元培养

基成本的最高病毒产量% 7为 9行即相同细胞状态和相同血清浓度组的每元培养基成本的最高病毒产量% I 为 -行即相同细胞状态组

每元培养基成本的最高病毒产量
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'%)&病毒增殖时间成本的研究

其他条件均相同的情况下!处于对数生长早

期的细胞接种 )*N%.!平均病毒日产量最高!为

$;$< ?#%

+

拷 贝4天! 与 接 种 对 数 生 长 中 期

"$;%% ?#%

+

拷贝4天#和对数生长晚期"#;*< ?#%

+

拷贝4天#的 -D9相比差异显著"!B%;%&!表 !#%

该细胞状态下 #%B胎牛血清浓度更适合病毒的

增殖!平均病毒日产量为 $;&% ?#%

+

拷贝4天!显

著高 于 )B " $;%% ? #%

+

拷 贝4天 # 和 <B

"$;!* ?#%

+

拷贝4天#血清浓度下的平均病毒日

产量%其中又以 J")为 * 时的产量最高!平均病

毒日产量为 $;!" ?#%

+

拷贝4天!与其他各组相比

差异均显著"!B%;%&#) 综上所述!J")为 *!同

步接种培养 $* H 处于对数生长早期的-D9细胞(

培养液中胎牛血清终浓度为 #%B时!每日所产病

毒量最高!为 !;)* ?#%

+

拷贝!即此培养条件可以

最短的时间成本获得最高的病毒产量)

表 (&平均每日病毒产量

5367(&5K03H0=3A0H@=3?J@0?CB0=C3J l$G

W

:9B@0<

J")

对数生长早期 -D9

-D9;GGHEE;F0>80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

对数生长中期 -D9

-D9;GGHE:<II0E80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

对数生长晚期 -D9

-D9;GGHE0;GE80/M LH;@E

血清浓度 @EF=:7/A7EAGF;G</A

)B <B #%B

平均值 &

;2EF;ME&

#% $;"" E%;%$ $;<$ E%;%#& $;$& E%;#+& #;*! E%;%#* $;&) E%;%%# $;#< E%;#+& #;*! E%;%#< #;$$ E%;%%< $;"" E%;%$ $;## E%;%*
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&% #;<& E%;%%! $;+" E%;%<& $;<! E%;!) !;%) E%;%)$ $;%& E%;#%& $;$" E%;!) $;%+ E%;%%& #;$+ E%;%%+ #;<& E%;%%! $;$< E%;%)

)% #;*" E%;%#! $;& E%;#) !;& E%;%*# $;)* E%;#)+ $;!" E%;%" $;$$ E%;%* #;+! E%;%%< #;$< E%;%## #;*" E%;%#! $;$$ E%;%&

# #;+ E%;%#& $;!) E%;%*& #;&+ E%;%#& #;&+ E%;%%* #;& E%;%+# #;$# E%;%#$ #;)< E%;%%) #;%< E%;%#+ #;+ E%;%#& #;&< E%;%#

$ $;#+ E%;%! #;&) E%;%#+ #;<+ E%;%%) $;$< E%;%%+ $;$ E%;%%* #;"$ E%;%%" #;" E%;%%* #;#* E%;%%+ $;#+ E%;%! #;<< E%;%"

! $;*# E%;$$ $;$* E%;%%# !;!< E%;%%! #;<* E%;#+< $;$< E%;%%$ #;&) E%;%#& #;)$ E%;%%) #;*$ E%;%## $;*# E%;$$ $;%" E%;%!

* $;) E%;#%& $;<< E%;%!#

(%V) \G%GGW

3

$;)" E%;%%) $;&) E%;%#< #;!" E%;%#& #;)# E%;%%& #;$< E%;%%< $;) E%;#%&

'%(a \G%G(

6

& $;)$ E%;%<& $;<! E%;%+& !;)$ E%;%%# $;)* E%;#%# #;+& E%;%#< #;+" E%;%%# #;)* E%;%%< #;<# E%;%%< $;)$ E%;%<& $;!! E%;%!

) #;!" E%;#) $;)# E%;%$& $;<* E%;%%" $;*# E%;%&< $;*+ E%;%%< #;*$ E%;%%& #;*& E%;%%) #;*< E%;%#% #;!" E%;#) $;%# E%;%$

%;# #;%+ E%;%%! #;++ E%;#+ $ E%;%$$ #;)& E%;%*! $;#" E%;%%$ #;$# E%;%%! #;$ E%;%## %;<" E%;%## #;%+ E%;%%! #;& E%;%$

%;$ #;"$ E%;%%+ #;"$ E%;%#) $;* E%;%!) $;!# E%;%&* $;!! E%;%%" #;+* E%;%%# #;+" E%;%%* #;%$ E%;%#* #;"$ E%;%%+ #;"! E%;%#

%;! #;"" E%;%%! #;"< E%;%+< #;)+ E%;%#! $;%* E%;%&* $;%$ E%;%$) $;%" E%;%%# #;)! E%;%%) %;< E%;%%) #;"" E%;%%! #;+< E%;%#

%;* $;%< E%;%%< $;%# E%;%< $;*< E%;%# #;" E%;%$) $;$" E%;%%! #;)& E%;%%! #;!" E%;%%$ %;<! E%;%%* $;%< E%;%%< #;<! E%;%#

%;& #;<$ E%;%%! $;&) E%;%## $;$ E%;%&$ #;"! E%;%)< #;** E%;%%) #;") E%;%%+ #;*& E%;%%* %;"+ E%;%%" #;<$ E%;%%! #;<* E%;%#

%;) $;%) E%;%## $;$& E%;%$& #;<" E%;%*$ $;#+ E%;%*# #;" E%;%%) $;%# E%;%)< #;"# E%;%%* #;%< E%;%%! $;%) E%;%## #;< E%;%#

平均 9

;2EF;ME9

$;%% E%;%* $;!* E%;%+

'%-G \G%G-

:

$;#% E%;%) $;## E%;%! #;+" E%;%& #;+* E%;%# #;#< E%;%# $;%% E%;%* (

平均 -

;2EF;ME-

'%'. \G%G-

C

$;%% E%;%& #;*< E%;%# (

注$&为相同 J")组的平均每日病毒产量% 9为相同细胞状态和相同血清浓度组的平均每日病毒产量% -为相同细胞状态组的平均每

日病毒产量% ;为所有实验组中每日最高病毒产量% S 为&列即相同J")组的每日最高病毒产量% 7为9行即相同细胞状态和相同血清

浓度组的每日最高病毒产量% I 为 -行即相同细胞状态组的每日最高病毒产量
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!'讨论

测定病毒滴度的方法有多种!如 -D,法(荧

光定量 D-$法(空斑法("3

$)%

法等!其中尤以前 $

种较为常用) 荧光定量 D-$法通过测定病毒基

因组拷贝数!较精确地反映细胞培养液中病毒的

数量
&#!'

!较 -D,法更为快速(简便(准确) 付小

哲等
&##'

建立荧光定量 D-$法对 )*N%.进行定

量检测!并通过反复实验证明该方法重复性好(稳

定(可靠!与 -D,方法检测的病毒滴度具有较好

的相关性) 本实验利用荧光定量 D-$法!对同步

接毒条件下!从血清浓度(-D9的生长状态及细

胞量(接毒量等方面对 )*N%.的体外最适增殖条

件进行了研究)

相对于异步接毒法!同步接毒法可以减少工

作量!提高工作效率!降低污染几率!节省成本)

唐满华等
&#*'

对猪"8.*E+?-*(%&.*# 细小病毒的研

究中发现同步接毒收获病毒液的病毒含量高于单

层接毒收获的病毒%赵守友等
&#&'

在鸡痘鹌鹑化弱

毒细胞苗的生产中发现同步接毒法的致病变速度

基本相同!收获的病毒含量不低于异步法!并且整

个生产过程缩短 $* H) 也有研究发现分步接毒的

病毒含量高于同步接毒!增殖周期也缩短
&#)'

) 本

研究对象 )*N%.的常规接种一般选用异步接毒

法!即 -D9细胞经传代后 $< O恒温培养 # =$ I!

待长满单层后接种 )*N%.!$< O吸附 # =$ H 后

倒掉病毒液!加入含 $B胎牛血清的 '8#& 培养

液!$< O恒温培养) =+ I 后收获病毒!所得病毒

拷贝数约为 <;<" ?#%

+

拷贝4:'

&#% (##'

) 而本研

究所选用的同步接毒法所得病毒量中显示 <<B

的数据"表 ##均高于此值!其中以 J")为 %;$ 同

步接种培养 *< H 处于对数生长中期的-D9细胞!

培养液中胎牛血清终浓度为 )B时!$< O恒温培

养 " I 后 收 获! 所 得 病 毒 拷 贝 数 最 多! 为

$;&* ?#%

<

拷贝4:'!约为异步接毒法的 $;<& 倍)

袁建琴等
&#+'

认为同步接毒法病毒含量高可能是

由于细胞在分裂增殖的同时病毒感染!病毒不必

再通过细胞间传递而侵染到全体细胞!数量增多)

此外!)*N%.在 -D9细胞中病变相对较慢!留给

细胞一定的生长时间!在细胞传代的同时进行接

种更适合该病毒的增殖)

细胞培养时间和生长状态是影响病毒增殖的

重要因素!当细胞分裂生长旺盛(细胞状态良好

时!病毒增殖越快(-D,越明显!K-)3

&%

越高
&#<'

)

细胞增殖可分为延迟期(对数期(稳定期和衰亡期

* 个时期!对数生长期的细胞增殖旺盛(代谢强(

活力佳!适用于实验研究) 以往文献对病毒的接

种仅见选取对数生长期的细胞
&#" ($%'

!本实验根据

-D9的生长特性!绘制出细胞生长曲线!分别选

取处于对数生长早(中(晚 ! 个时期的细胞接种

)*N%.!结果发现其他条件均相同的情况下!从培

养基成本来考虑!处于对数生长中期的细胞更适

宜该病毒的增殖!这可能是由于培养 $* H 的细胞

处于对数生长早期!细胞量仍较少!不能满足病毒

增殖的需要%而培养 +$ H 的细胞处于对数生长晚

期!即将进入稳定期!由于营养物质等的耗尽!细

胞活力下降%处于对数生长中期的细胞无论在数

量还是生长状态方面都更为适合 )*N%.的增殖)

但若从时间成本来考虑!处于对数生长早期的细

胞由于培养时间的缩短!有利于时间成本的降低)

血清对病毒增殖具有一定的抑制作用
&$# ($$'

!

血清浓度高不仅增加成本!还会抑制和干扰病毒

在宿主细胞内的增殖%血清浓度低时!由于宿主细

胞的繁殖速度变慢!也会使病毒的增殖数量减少!

降低毒液效价
&$!'

) 为筛选出适宜 )*N%.增殖的

最适血清浓度!实验设置了 )B(<B和 #%B ! 个

浓度梯度!结果发现!当细胞达到一定浓度时!培

养液中胎牛血清的终浓度为 )B时即可满足

)*N%.的增殖并具有较高的病毒滴度!同时有利

于培养基成本的降低%但从时间成本来考虑!由于

选择对数生长早期的细胞来接毒!此时细胞数量

相对较少!对营养要求较高!需要添加 #%B的血

清才能满足其生长需求)

适宜的病毒接种量是病毒体外增殖的关键要

素) 接种量过小!病毒在一定时间内于宿主细胞

中增殖量少%接种量过大!会导致宿主细胞迅速裂

解!病毒增殖时间变短!均不利于病毒增殖
&$*'

)

本研究设置 %;# =%;)(# =) 以及 #% =)% 共 #< 个

不同梯度的 J")值同步感染 -D9细胞!结果发

现 J")为 %;$ 进行接种时所得病毒量最高!但收

毒时间为 " I!无疑增加了时间成本!若单纯考虑

病毒的滴度!该条件最为适宜 )*N%.的增殖!换

算成每元人民币所得病毒产量也最高!为*;$* ?

#%

<

拷贝4元!即培养基成本最低%当 J")为 *!进

行接种时缩短了病毒的增殖时间!所需时间成本

最低!每日可得病毒产量为 !;)* ?#%

<

拷贝)

+#+#
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综上所述!培养基的血清含量(宿主细胞浓度

及接毒量对病毒的增殖均有一定的影响!并且三

者之间相互制约!只有处于合适的配比!才能获得

较高的病毒产量) 本实验利用 -D9细胞对

)*N%.最适体外增殖条件的研究!为利用细胞大

规模培养(增殖病毒!制备病毒疫苗创造了条件!

可根据不同需要选择最适合的接毒方法!即在时

间充裕的情况下选择用最低的培养基成本生产出

最高的病毒拷贝数!当时间比较紧张时选择在最

短的时间内生产出最高的病毒拷贝数) 本研究为

低成本疫苗的生产提供了理论依据!对于养殖鳜

脾肾坏死病毒病的防治(提高鳜养殖业的经济效

益等都将具有重要的意义)
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