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摘要: 利用 Cytodex 3 微载体悬浮培养系统规模化培养大鲵肌肉细胞(GSM)和大鲵虹彩病毒(GSIV), 研究了微载体

培养 GSM 细胞的形态和增殖特性, 同时测定了病毒在培养系统中的增殖动态相关指标。结果显示, 在 Cytodex 3

微载体培养系统中, 将 GSM 细胞在贴壁期以转速 30 r/min, 每静置 40 min 搅拌 2 min 的方式间歇搅拌, 10 h 后贴壁率

可达 95%, 培养基中最适血清浓度为 10%, 最适微载体浓度为 2 g/L, 最适细胞初始接种密度为 1.2×105 cells/mL; 增

殖期以 25 r/min 的连续搅拌方式可以达到最佳的细胞生长效能。倒置显微镜与扫描电镜观察结果显示, GSM 细胞

呈长梭形, 紧密贴附在 Cytodex 3 微载体上, 生长良好。采用优化的工艺条件培养 GSM 细胞, 以感染复数(MOI)为

0.5 的剂量接种 GSIV 至规模化培养的 GSM 细胞, 48 h 后 GSM 细胞出现典型的细胞病变效应, 72 h 病毒滴度达到

最高 TCID50=10–8.50±0.20/mL。本研究为大鲵虹彩病毒病疫苗的规模化生产工艺研究奠定了前期基础。 
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中国大鲵(Andrias davidianus)又被称为“娃娃

鱼”, 是世界上现存最大的珍稀名贵两栖动物, 不

仅具有较高的科研与营养价值, 而且具有较高的

药用及保健价值。由于市场的需要, 近些年来大

鲵人工养殖发展十分迅速, 随着人工养殖规模的

不断扩大, 大鲵的各种病害问题日益突出[1-4]。其

中 , 由大鲵虹彩病毒 (Chinese giant salamander 

iridovirus, GSIV)感染养殖大鲵导致养殖大鲵的大

量死亡, 死亡率最高可达 100%, 严重阻碍了大鲵

养殖业的健康发展[5-7]。 

免疫预防被认为是预防与控制水产养殖动物

传染性疾病最有效的途径 [8-10], 因此近些年来大

鲵的免疫预防成为研究的热点。孙建滨等[11]的研

究显示, 大鲵虹彩病毒灭活疫苗具有较好的免疫

原性, 对免疫后的大鲵具有较高的保护率。同时

Liu 等[12]的研究也表明, 被大鲵虹彩病毒灭活疫

苗免疫后的大鲵, 其血清的中和抗体效价显著上

升。此外, 曾宪辉等[13]的研究显示, 免疫组大鲵

的相对免疫保护率可达 73.3%。虽然疫苗免疫对

于大鲵虹彩病毒病具有较好的免疫效果, 但由于

目前疫苗的制备方式落后, 导致无法进行疫苗的

工业化生产 , 从而一直制约着大鲵养殖业的发

展。近年来, 一些新型的悬浮培养技术得到快速

发展, 例如搅拌式生物反应器系统、灌注式生物

反应器系统, 同时各种应用型微载体也被广泛开

发, 例如实心微载体、多孔微载体、液体微载体、

超微载体。目前, 在实际中应用广泛的是固体微

载体, 市面上最常见的是 Cytodex 系列, 其中 1 型

和 2 型均带有较强的阳性电荷, 不利于难贴壁细

胞的吸附粘贴, 一般用于已建立的细胞系, 而 3

型其表面不带有电荷且具有一层变性胶原包被 , 

有助于细胞的吸附粘贴, 一般适用于贴壁不紧或

需要获得最大活性与完整性的细胞 [14-16]。目前 , 

微载体悬浮培养哺乳动物细胞的技术已经相当成
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熟, 并且该技术在国内外的疫苗生产中已得到广

泛实施, 让疫苗的规模化生产成为可能, 如狂犬

病疫苗、流感疫苗等[17-18]。此外, 在狂犬病疫苗

的制备中 , 孙燕等 [17]建立了无血清培养基培养

Vero 细胞的工艺, 大大降低了疫苗的生产成本。

但是目前悬浮培养技术在水产动物细胞上尚未取

得良好效果及应用, 因此本实验选取大鲵细胞和

病毒来进行微载体悬浮培养工艺的研究, 不仅可

以为大鲵虹彩病的预防和治疗提供保证, 同时也

可以为水产动物疫苗的产业化生产提供重要的技

术保障。 

本实验主要探究了在 Cytodex 3 悬浮培养系

统中, 对于影响 GSM 细胞贴壁效率及细胞增殖

效率的各种条件 , 并对各条件进行了进一步优

化。此外, 本实验还利用 Cytodex 3 培养的 GSM

细胞大量增殖了 GSIV 病毒, 不仅有利于大鲵虹

彩病的预防和治疗, 同时也使水产动物疫苗产业

化生产突破了瓶颈。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

1.1.1  细胞与病毒  大鲵肌肉组织细胞系(GSM)

由中国科学院水生生物研究所张奇亚惠赠, 培养

条件: 含 10%新生牛血清的 M199, pH 7.0~7.2, 温

度 25℃。GSIV 由本实验室从湖北荆州患病大鲵

中分离鉴定并保存[1]。 

1.1.2  主要试剂与仪器  M199(Hyclone 公司)、

新生牛血清 (杭州四季青公司 ); 胰蛋白酶 (Am-

RESCO 公司); 微载体 Cytodex 3(GE 生物工程有

限公司); 搅拌瓶为双侧臂细胞培养瓶(Wheaton, 

美国), 容积为 4.0 L; 磁力搅拌装置为 Micro-Stir 

低速磁力搅拌器 (Wheaton, 美国 ); 倒置显微镜

(Nikon, 日本)。 

1.2  方法 

1.2.1  种子细胞与病毒培养  GSM 种子细胞在

T-75 培养瓶(Corning)中传代培养。以感染复数

(multiplicity of infection, MOI)为 0.5 的剂量接种

GSIV 病毒至单层的 GSM 细胞中, 当细胞病变效

应(cytopathic effect, CPE)至 90%左右时收获病毒, 

–80℃反复冻融 3次, 4℃条件下 5000 g离心 30 min, 

去除细胞碎片, 病毒上清于–80℃保存备用。 

1.2.2  Cytodex 3 微载体预处理  将干燥的微载

体在无 Ca2＋和 Mg2＋的磷酸缓冲液(DPBS)中室温

浸泡膨胀至少 3 h, 每克 Cytodex 3 微载体加 50~ 

100 mL DPBS。膨胀后弃上清液, 用新鲜的 DPBS

洗涤微载体, 每克 Cytodex 3 微载体加 30~50 mL 

DPBS。洗涤后弃上清, 每克 Cytodex 3 微载体加

入 50~100 mL DPBS, 121℃高压蒸汽灭菌 30 min, 

冷却后置 4℃冰箱备用。 

1.2.3  间歇搅拌方式对 GSM 细胞贴壁的影响 

将处理好的 Cytodex 3 微载体用 M199 培养基

洗涤 1 次, 吸弃上清后, 添加 200 mL 含 10% FBS 的

M199 培养基, 接种 50 mL 浓度为 1.6×106 cells/mL

的 GSM 细胞, 于 25℃培养箱中, 按表 1 中贴壁期

间歇搅拌条件进行培养。测定不同间歇搅拌条件

下的最佳贴壁效果, 分别于间歇搅拌培养 2 h、

4 h、6 h、8 h、10 h 时取样观察 GSM 细胞在微载

体上的贴附情况, 计算 GSM 在 Cytodex 3 微载体

上的贴附率, 并绘制贴附曲线, 贴附 10 h 后补加

250 mL 培养基, 于 25℃培养箱中继续培养观察。 
 

表 1  细胞贴壁期间歇搅拌条件 
Tab. 1  Agitation conditions during cell attachment stage 

搅拌条件 
stirring condition

A 组 
A group

B 组 
B group 

C 组 
C group 

D 组 
D group

培养体积/mL 
culture volumn

500 500 500 500 

静置时间/min 
standing time 

50 40 50 40 

搅拌速度/rpm
stirring speed 

30 30 40 40 

搅拌时间/min 
stirring time 

2 2 2 2 

 

1.2.4  血清浓度对 GSM 细胞贴壁的影响  根据

已测定的最佳贴附时长, 在细胞的间歇搅拌贴附

期, 分别用含 0、5%、10%、15%新生牛血清的

M199 培养液, 经 10 h 贴附后分别取样并测定细

胞的贴壁率。 

1.2.5  最佳微载体用量的确定   微载体浓度分

别设置为 1 g/L、2 g/L、3 g/L, 细胞接种密度为

1.2×105 cells/mL, 接种细胞后, 于 25℃培养箱中

搅拌悬浮培养, 逐日取样观察 GSM 细胞在微载

体上的贴壁和生长情况, 并进行细胞计数, 绘制
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细胞生长曲线, 确定 Cytodex 3 的最佳用量。 

1.2.6  最佳细胞接种密度的确定  微载体的用量

为 2 g/L, 以 0.6×105 cells/mL、1.2×105 cells/mL、

1.6×105 cells/mL 的密度接种细胞, 在 25℃培养箱

中搅拌悬浮培养, 每日定时取样观察 GSM 细胞

在 Cytodex 3 上的吸附和生长情况, 并进行细胞

生长曲线的绘制, 确定最佳细胞接种密度。 

1.2.7  最佳搅拌速度的确定  Cytodex 3 用量 2 g/L, 

以 1.2×105 cells/mL 的浓度接种 GSM, 经 10 h 间

歇搅拌贴壁后, 分别以转速 15 r/min、25 r/min、

35 r/min 进行连续搅拌培养, 逐日取样观察细胞

在 Cytodex 3 的生长情况, 并采用台盼蓝计数法进

行计数, 从而比较不同搅拌速度时 GSM 细胞在

Cytodex 3 表面的生长状况, 以确定最佳搅拌速度。 

1.2.8  细胞计数及形态观察  将细胞悬浮培养装

置置于无菌超净台中, 在 25 r/min 连续搅拌的悬

浮状态下, 吸取微载体细胞, 消化后对细胞进行

计数。同样方法取样, 用 2.5%的戊二醛固定细胞

2 h 后, 分别在倒置显微镜及扫描电子显微镜下

观察细胞在 Cytodex 3 上的生长状态。 

1.2.9  病毒感染及电镜观察  GSM 培养 24 h 后, 

在 Cytodex 3 上长成单层, 静置一段时间待微载

体沉降至底部, 弃上层培养液, 以 MOI=0.5 接种

GSIV, 每 15 min 摇晃 1 次促进病毒吸附, 1 h 后补

加 2%的维持液至终体积 500 mL, 并且继续以  

25 r/min 进行连续搅拌培养。分别在感染 GSIV  

24 h、48 h、72 h、96 h 时取样固定, 并置于倒置

显微镜及扫描电子显微镜下观察细胞病变效应。 

1.2.10  病毒增殖动态  GSM 培养细胞 24 h 后, 

按上述方法接种 GSIV, 分别在接种病毒后 1 h、  

2 h、4 h、8 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h 时

取细胞培养液 0.5 mL, 于–80 ℃反复冻融 3 次,  

4℃条件下 5000 r/min 离心 30 min 去除细胞碎片, 

用 Reed-Muench 法在 GSM 细胞上进行 TCID50

的测定, 设 3 次重复测定实验, 绘制病毒增殖动

态曲线。 

2  结果与分析 

2.1  GSM 细胞静置培养的形态与细胞病变效应 

正常 GSM 细胞形态均一, 排列紧密, 传代后

可快速形成稳定的细胞层(图 1a)。而接种 GSIV 

病毒后, GSM 细胞 48 h 后即出现了明显的 CPE, 

此时细胞开始出现收缩、变圆、发亮, 72 h 后细胞

层呈现典型的破鱼网状, 且细胞培养液中出现大

量的悬浮细胞(图 1b)。当 CPE 达 90%左右时收取

病毒, 测定病毒滴度 TCID50 为 10–9.0±0.30/mL。 
 

 
 

图 1  静置培养条件下 GSIV 感染 GSM 细胞的 

细胞病变效应 

a. 正常 GSM 细胞; b. GSM 细胞感染 GSIV 72 h. 

Fig. 1  Cytopathic effect of GSM cells infected with  
GSIV in stilling culture 

a. Normal GSM cells; b. GSM cells infected with  
GSIV at 72 h post infection. 

 

2.2  间歇搅拌方式对 GSM 细胞贴壁的影响 

不同的间歇搅拌方式对细胞的贴壁率的影响

如图 2 所示。B 组(间歇 2 min、搅拌 40 min, 搅

拌速度 30 r/min)GSM 细胞贴壁率最高, 为 95%左

右, 且细胞在微载体表面分布均匀。A 组与 D 组

的贴壁率比较相近, 均明显低于 B 组。此外, A 组

出现部分微载体黏附在一起的现象, 而 D 组细胞

在微载体表面分布不均匀。C 组的细胞贴壁率最

低, 且细胞在微载体上分布很不均匀, 部分细胞

呈现成团生长的现象, 空载率较高。因此确定 B

组为 GSM 细胞贴附期的最佳间歇搅拌条件。 
 

 
 

图 2  搅拌方式对 GSM 细胞贴壁率的影响 

Fig. 2  Effects of stirring method on the attachment  
efficiency of GSM cells 
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在最佳贴壁期间歇搅拌条件下, 不同贴附时

长的细胞贴附率如图 3 所示, 随着贴附时间的增

长, GSM 细胞在 Cytodex 3 微载体上的贴附率逐

步上升, 贴附 10 h 时贴附率达 95%, 随后贴附率

趋于稳定, 因此选择 10 h 为最佳贴附时长。 
 

 
 

图 3  GSM 在微载体上的贴附曲线 

Fig. 3  Curve of GSM cells attachment to microcarriers 

 

2.3  贴壁期最适血清浓度的测定 

将细胞分别接种于不同血清浓度的悬浮培养

系统中, 10 h 后分别取样测定 GSM 的贴壁率, 结

果如图 4 所示, 随着血清浓度的提高, GSM 的贴

壁率有明显的上升趋势, 而当血清浓度高于 10%

时, 细胞贴壁率没有明显变化, 均在 90%左右, 且

镜下观察 15%血清浓度组 GSM 在 Cytodex 3 上的

贴附状态与 10%血清组没有明显差异。因此选取

10%的血清浓度为 GSM 细胞贴壁期的最适浓度。 
 

 
 

图 4  血清浓度对 GSM 在微载体上贴壁率的影响 

Fig. 4  Effect of different FBS concentrations on GSM  
attachment efficacy 

 

2.4  最佳微载体用量 

不同 Cytodex 3 浓度对细胞生长影响的结果

如图 5 所示。结果显示, GSM 在 Cytodex 3 生长的

趋势基本相同, 随着 Cytodex 3 浓度的升高, 细胞

最大密度也随之增大。Cytodex 3 浓度分别为

1g/L、2 g/L、3 g/L 时所达到的最高细胞密度分别

为 13.5×105 cells/mL、18.9×105 cells/mL、19.4×  

105 cells/mL。Cytodex 3 浓度为 2 g/L 时与浓度为

3 g/L 时, 细胞的生长趋势及最大密度相近, 但是

浓度为 3 g/L 组中培养液中细胞碎片较多, 在细

胞贴附期间微载体空载率较高, 因此选择 2 g/L

为最适微载体浓度。 
 

 
 

图 5  不同微载体浓度下 GSM 细胞生长曲线 

Fig. 5  Growth curves of GSM cells with different  
microcarrier concentrations 

 

2.5  细胞接种密度对 GSM 细胞生长的影响 

不同细胞接种密度在 Cytodex 3 上的生长曲

线如图 6 所示。当 Cytodex 3 用量为 2 g/L、细胞

接种密度为 0.6×105 cells/mL 时, 单个微载体上分

布的细胞过少, Cytodex 3 的空载率较高, 且 GSM

细胞接种 6 d 后生长依然速度较慢, 细胞的最大

密度也最低。当细胞接种密度为 1.6×105 cells/mL

时, 虽然单个微载体上的细胞数较高, 但 GSM 细

胞在 Cytodex 3 上出现聚团生长, 导致微载体抱

团, 随着聚集数量的增多, 成团生长的微载体开

始沉于底部, 不利于细胞生长。当细胞接种密度

为 1.2×105 cells/mL 时, GSM 均匀分布于 Cytodex 

3 表面, 在接种 3 d 后细胞开始进入稳定生长期, 

5 d 后细胞密度达到最高, 为 18.9×105 cells/mL。

因此, Cytodex 3 培养 GSM 细胞时的最佳接种密

度确定为 1.2×105 cells/mL。 

2.6  搅拌转速对 GSM 细胞生长的影响 

将细胞按照上述确定的贴附条件进行培养后, 

将搅拌速度分别设置为 15 r/min、25 r/min、35 r/min, 

观察并测定不同搅拌速度下细胞的增殖状况。结

果显示, 当速度为 15 r/min 时, GSM 在 Cytodex 3

表面生长不均匀, 大量细胞成团聚集在 Cytodex 3 



第 1 期 贾路路等: 大鲵细胞与大鲵虹彩病毒的微载体规模化培养工艺及优化 215 

 

 
 

图 6  不同细胞接种密度对微载体培养 GSM 

细胞生长的影响 

Fig. 6  Effect of cell densities on the growth of  
GSM cells on microcarriers 

 

表面, 且少量微载体黏附于搅拌瓶底部; 当搅拌

速度为 25 r/min 时 , 细胞接种 3 d 后即可在

Cytodex 3 表面形成紧密的细胞层; 当搅拌速度为

35 r/min 时, 部分微载体出现破损, 已贴附细胞出

现脱落现象 , 导致上清液中的细胞开始增多 , 

GSM 细胞的生长状态不佳。在整个 Cytodex 3 悬

浮培养过程中, GSM 的生长趋势也有所不同, 当

转速由 15 r/min 提高到 25 r/min 时, GSM 的生长

速度不仅得到有效提高, 细胞的生长状态也得到

了明显改善; 而当转速为 35 r/min 时, GSM 的增

殖效率却明显下降(图 7)。综合以上因素, 最终选

择 25 r/min 为 GSM 细胞生长期最佳的搅拌转速。 
 

 
 

图 7 不同搅拌速度下 GSM 细胞生长曲线 

Fig. 7  Growth curves of GSM cells at different stirring speed 
 

2.7  GSM 细胞在微载体上的生长形态观察 

在倒置显微镜及扫描电镜下观察 GSM 在

Cytodex 3 上贴壁生长, 结果显示 GSM 细胞在

Cytodex 3 表面具有较好的贴壁性(图 8)。GSM 接

种 30 min 后开始黏附于 Cytodex 3 上; 10 h 后

GSM 已经大部分贴附于 Cytodex 3 表面, 细胞状

态类似于细胞方瓶培养, GSM 细胞呈梭形或不规

则扁平状紧密贴附在 Cytodex 3 上(图 8a, 8d); 24 h

后细胞在 Cytodex 3 上开始快速生长, 细胞已经

在 Cytodex 3 表面形成单层(图 8b, 8e); 72 h部分细

胞贴附于首层细胞之上, 开始在 Cytodex 3 上形

成多层生长, 同时部分 Cytodex 3 之间出现“架桥”

现象(图 8c, 8f)。 
 

 
 

图 8  GSM 细胞在 Cytodex 3 微载体表面的形态观察 

倒置显微镜观察: a. 10 h, b. 24 h, c.72 h; 扫描电镜观察:  

d. 10 h, e. 24 h, f. 72 h; c, f. 细胞“架桥”. 

Fig. 8  Morphology of GSM cells growth on  
Cytodex 3 microcarriers 

Inverted microscopy: a. 10 h, b. 24 h, c. 72 h; Scan electron  
microscopy: d. 10 h, e. 24 h, f. 72 h; c, f. Cell “bridge”. 

 

2.8  微载体上细胞病变效应 

GSM 细胞在 Cytodex 3 培养系统中培养 24 h

后, 按 MOI=0.5 接种 GSIV, 逐日观察细胞病变效

应, 结果如图 9 所示。GSM 细胞感染 24 h 后细胞

表现为折光率增加; 48 h 后细胞出现明显的 CPE, 

并开始逐渐收缩、变圆, Cytodex 3 上的细胞层开

始被破坏并逐渐从表面脱落(图 9a, 9d); GSIV 接

种 72 h 后大多数细胞开始从 Cytodex 3 上脱落, 

同时扫描电镜下可见在 Cytodex 3 表面上出现大

量细胞碎片(图 9b, 9e), 此外在感染期间微载体之

间形成的架桥开始断裂(图 9c, 9f)。 

2.9  微载体悬浮培养 GSIV 病毒的增殖动态 

微载体培养条件下 GSIV 的增殖动态如图 10

所示。GSIV 感染 GSM 细胞 8 h 后, 病毒开始缓

慢增殖, 此后进入对数生长期迅速增殖, 48 h 后增
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殖速度缓慢下降, 至 72 h 时 GSIV 的滴度达到最

高, TCID50 为 10–8.50±0.20/mL, 之后趋于稳定。 
 

 
 

图 9  GSM 细胞在 Cytodex 3 微载体表面的细胞病变效应 

倒置显微镜下观察: a. 48 h, b. 72 h, c. 细胞“架桥”断裂; 扫

描电镜下观察: d. 48 h, e. 72 h, f. 细胞“架桥”断裂. 

Fig. 9  Cytopathic effects of GSM cells on  
microcarrier infected with GSIV 

Inverted microscopy: a. 48 h, b. 72 h, c. cell “bridge”  
rupture; Scan electron microscopy: d. 48 h, e. 72 h,  

f. cell “bridge” rupture. 

 

 
 

图 10  GSIV 在微载体培养条件下的增殖动态 

Fig. 10  Proliferation dynamic of GSIV in  
microcarrier culture system 

 

3  讨论 

大鲵虹彩病毒病是近些年在全国大鲵主养区

域中新出现的一种高度传染性疾病, 呈现广泛发

生、传播迅速且死亡率高的特征, 对大鲵养殖产

业的健康发展构成严重威胁。由于缺少有效治疗

大鲵虹彩病毒病的药物, 免疫预防被认为是预防

与控制大鲵虹彩病毒病的有效途径。近年来, 中 

国学者开展了大鲵细胞疫苗、DNA 疫苗等研究, 

但传统的疫苗生产方式需要消耗大量的人力、物

力, 且实现疫苗的规模化制备较为困难[14-16]。微

载体悬浮培养技术具有单位表面积大、细胞培养

密度高、成本低廉等优点, 应用新型细胞悬浮培

养工艺制造动物疫苗抗原是当前中国动物疫苗的

主流发展趋势之一[19]。 

在 Cytodex 3 悬浮培养系统中, 细胞在 Cytodex 

3 表面的贴附过程是决定细胞生长和增殖的重要

环节[20-21]。本实验采用静置 40 min、35r/min 转速

搅拌 2 min 的间歇搅拌方式促进细胞贴壁, 培养

10 h 后贴附率达 95%, 随后贴附率趋于稳定。在

比较不同血清浓度下 GSM 细胞在 Cytodex 3 上的

贴壁情况时, 无血清条件下细胞的贴附率明显较

低, 可能是因为贴附只能依靠物理吸附作用, 从

而导致无血清时细胞贴附率较低; 而添加血清的

条件下, 细胞的贴附率明显提高, 推测可能是由

于血清中含有纤黏连蛋白、层黏连蛋白、胶原等

各种促进细胞贴壁的因子[22-24]。在 Cytodex 3 微

载体悬浮培养系统中, Cytodex 3 与初始细胞量的

比例对细胞扩大培养的速度和倍数有着十分重要

的影响[25-26]。本实验中, 以 0.6×105 cells/mL 接种

细胞时, 单个 Cytodex 3 上分布的 GSM 细胞过少, 

且细胞接种后生长缓慢、最大细胞密度最低, 可

能是由于细胞接种量过少, 导致细胞无法迅速进

入对数增长期; 而以 1.6×105 cells/mL 接种细胞时, 

Cytodex 3 上表现出聚团生长或有部分 GSM 细胞

悬于培养液中未贴壁, 此时细胞大量聚集在微载

体上, 导致多个微载体粘附在一起沉于培养瓶底

部, 不利于细胞增长。此外, 高密度接种细胞时, 

未贴壁的细胞游离在培养基中逐渐死亡, 容易产

生细胞毒性效应。在一定的细胞接种量下, 随着

Cytodex 3 浓度的提高, 细胞的最大密度也有所增

加。本研究中, Cytodex 3 浓度为 1 g/L、2 g/L、3 g/L

时 所 能 达 到 的 最 大 细 胞 密 度 分 别 为 13.5×     

105 cells/mL、18.9×105 cells/mL、19.4×105 cells/mL。

Cytodex 3 浓度为 1 g/L 时, 细胞生长缓慢且密度

较低, 可能是由于微载体表面贴附面积有限, 导

致细胞生长空间不足。Cytodex 3 浓度为 2 g/L 时
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与浓度为 3 g/L 时, 细胞的生长趋势及最大密度

相近, 但是浓度为 3 g/L 时培养液中细胞碎片较

多, 这可能是由于高浓度的微载体使得微载体之

间相互碰撞, 导致细胞受损几率增大[27]。同时在

细胞贴附期间微载体空载率较高, 微载体的利用

率较低, 因此最终选择 2 g/L 为最适微载体浓度。 

在 Cytodex 3 微载体悬浮培养 GSM 细胞的增

殖过程中搅拌速度对实验结果有很大的影响, 若

转速低于 15 r/min, 容易导致 Cytodex 3 悬浮不均, 

部分微载体沉于底部, 不利于细胞的生长。当转

速高于 35 r/min 时, 容易产生较大的搅拌剪切力, 

不仅直接造成细胞损伤, 同时也造成载体之间的

碰撞, 不利于细胞的增殖[28]。因此, 本实验条件

下 25 r/min 对 GSM 细胞的增殖最为理想。 

为了进一步直观地观察到GSM细胞在Cytodex 

3 微载体上的增殖情况, 本实验对 GSM 在 Cytodex 

3 上不同生长时段的形态及分布情况进行了倒置

显微镜及扫描电子显微镜的观察。倒置显微镜仅

可观察到细胞是否在 Cytodex 3 表面贴附, 无法

观察到细胞在 Cytodex 3 表面的生长形态; 而扫

描电子显微镜具有放大范围广、分辨率高、制样过

程简单等特点, 可以清楚地观察细胞在 Cytodex 3

上的形态变化及发生过程 , 对观察规模化培养

GSM 细胞及接种病毒后细胞状态极其重要。结果

显示, GSM 细胞呈梭形或不规则扁平状, 易形成紧

密的细胞层贴附于 Cytodex 3 上, 且细胞在 Cytodex 

3 上分裂增殖速度快, 可在短时间内获得大量细

胞。GSIV 感染 48 h 后细胞开始逐渐收缩、变圆、

形状不规则并崩解从微载体上脱落下来, 在微载体

表面形成大量细胞碎片。为了进一步探究 Cytodex 3

微载体增殖 GSIV 的效果, 本研究进一步测定了

GSIV 的动态增殖曲线。结果表明接种 GSIV 8 h 

后, 病毒可以快速进入对数增长期, 48 h 后病毒

的增殖速度缓缓减慢, 72 h 时病毒量达到最高, 

滴度 TCID50 为 10–8.50±0.20/mL, 随后趋于稳定。本

研究所得 GSIV 的滴度明显高于周小愿等[29]研究

中的 TCID50 =10–5.35/mL。 

本研究通过对大鲵细胞和虹彩病毒微载体悬

浮培养工艺中的各项参数进行比较与优化, 初步

建立了稳定的大鲵细胞与大鲵虹彩病毒的微载体

规模化培养工艺, 为大鲵虹彩病毒疫苗的规模化

与产业化奠定了前期基础。 
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Technologies for large-scale cultivation of giant salamander cells and 
iridovirus by the Cytodex 3 microcarrier 

JIA Lulu1, ZHOU Yong2, MA Jie2, FAN Yuding2, LIU Wenzhi2, LIU Xueqin1, ZENG Lingbing1, 2 

1. Department of Aquatic Animal Medicine, College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, 
China;  

2. Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China 

Abstract: The Chinese giant salamander Andrias davidianus, a member of the family Cryptobranchidae, is the 
largest extant amphibian species in the world, which is valued for food, medicine, and research on animal evolu-
tion and biodiversity because of its unique phylogenetic position and physiological features. Within the last decade, 
Chinese giant salamander farming has increased rapidly in China. However, with the rapid development of Chi-
nese giant salamander aquaculture, a severe epizootic recently occurred in cultured Chinese giant salamanders in 
Hubei, Hunan, Sichuan, Shannxi, and Zhejiang Provinces of China, causing tremendous economic losses. The 
causative pathogen has been identified as the giant salamander iridovirus (GSIV). At present, no effective methods 
are available for the control of the disease. Immunoprophylaxis is considered the best measure in controlling viral 
diseases in aquatic animals, and the large-scale cultivation technology of giant salamander cells and GSIV are of 
significance for the immunoprophylaxis of the disease. In this study, by using Cytodex 3 microcarriers to culture 
giant salamander muscle cells (GSM) and GSIV at a large scale, the GSM cell morphology, proliferative charac-
terization, and GSIV growth dynamics were investigated. The results showed that the attachment efficacy reached 
95% after 10 h of cultivation with intermittent agitation of 30 r/min for 2 min followed by 40 min still culture 
during the cell attachment period in the Cytodex 3 microcarrier culture system. The optimal culture conditions are 
as follows: serum concentration 5%, microcarrier concentration 2 g/L, and initial inoculation cell density of 1.2 × 
105 cells/mL. During the cell growth period, the continuous stirring speed was 25 r/min. Under inverted micros-
copy and electron microscopy, the GSM cells on the Cytodex 3 microcarriers were long, spindle-shaped, and well 
adhered. After infection with GSIV at a multiplicity of infection of 0.5, the GSM cells on Cytodex 3 microcarriers 
showed the typical cytopathic effect at 48 h post infection, and the highest virus titer (TCID50/mL) of 
10–8.50±0.20/mL was reached at 72 h post infection. This study established a solid foundation for further investiga-
tion on the large-scale technologies of GSIV vaccine production in the future. 

Key words: giant salamander muscle cell line (GSM); giant salamander iridovirus (GSIV); Cytodex 3 microcarrier; 
large-scale cultivation; technologies 
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