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摘要 为了筛选出适合Vero细胞生长的最佳条件，本研究分别对Vero细胞的培养液、传代比例和接种浓度进行了优化 . 首

先将Vero细胞在不同组合培养液中进行连续3代传代培养，筛选出适宜Vero细胞连续稳定传代的最佳培养液组成 . 然后分别

在不同的传代比例和接种浓度下进行连续3代培养，筛选出适宜Vero细胞连续稳定传代的最佳传代比例和接种浓度 . 最终结

果显示，Vero细胞在1.296% MEM溶液与特级胎牛血清的组合优于其他组合，可满足Vero细胞连续稳定传代 . 并且在该培

养基的培养下，1∶6的传代比例为最适宜Vero细胞的传代比例，3×104/cm2的接种密度为最适宜Vero细胞的接种密度 . 本研

究最终完成了Vero细胞最佳培养体系条件筛选，并证实该条件满足Vero细胞连续稳定传代 .
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非洲绿猴肾细胞 （Vero） 是由 Yasumura 和

Kawakita 于 1962 年分离得到的一种异倍体永生化

细 胞 系［1］ . 自 从 世 界 卫 生 组 织 （World Health

Organization，WHO）批准该细胞用于人用疫苗的

生产后，以该细胞为基质的乙型脑炎、肾综合征出

血热、人用狂犬、脊髓灰质炎、EV71、轮状病毒、

天花等疫苗先后上市销售［2-4］ . Vero细胞为连续传

代细胞系且具有广泛的病毒适应谱，大大推进了生

物制品开发的速度，有以Vero细胞为基质的流感

病毒、黄热病毒等疫苗在研发中［5-7］ . 但是Vero细

胞在生物制品开发中的应用也面临细胞质量和密度

的不稳定性和批间差异问题 . 本研究从细胞培养

液、细胞传代比例和细胞接种浓度三方面，对

Vero的最佳培养体系展开研究 . 结果证实，筛选到

的最佳培养体系可满足Vero细胞连续稳定传代 . 该

研究结果对未来使用以Vero细胞为基质制备相关

疫苗产品提供有效支撑，同时也为其他细胞基质的

研究提供了思路和方法 .

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

Vero 细胞购自美国 ATCC，已分别构建主代

库，细胞代次P134和工作库，细胞代次P137.

1.1.2 试剂、耗材、溶液及设备

两种MEM培养基分别购自Gibco公司（以下

简称 Gibco MEM）和无锡市美迪生物制品有限公

司（以下简称MD MEM）；血清分别购自BI公司、

北京民海生物科技有限公司和浙江天杭生物科技有

限公司；胰蛋白酶及谷氨酰胺均购自Sigma公司；

EDTA.2Na、氯化钠、氯化钾、十二水合磷酸氢二

钠、磷酸二氢钾、氢氧化钠均购自国药集团化学试

剂有限公司 . 细胞培养瓶购Corning公司；0.22 μm

一次性无菌滤杯、一次性无菌移液管和无菌吸头均

购自Thermo Fisher公司 . 洁净工作台购自苏州安泰

净化工程有限公司；三用恒温水箱购自上海精宏实

验设备有限公司；pH计购自赛多利斯科学仪器有

限公司；二氧化碳培养箱购自Thermo Fisher公司；

细胞计数仪购自 Invitrogen公司 .

1.1.3 溶液

0.96%MEM 溶 液 （Gibco MEM）、 1.296%

MEM 溶液 （MD MEM）、10 mmol/L PBS 溶液、

4% EDTA.2Na溶液、1%胰蛋白酶溶液、1 mol/L氢
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氧化钠溶液、3% 谷氨酰胺溶液均为本公司自配

溶液 .

1.2 方法

1.2.1 Vero细胞复苏、传代培养

取一支工作库的 Vero 细胞种子，细胞代次

P137，37℃水浴快速化冻后接种至 1.296% MEM

溶液（含10% BI胎牛血清）配制的完全培养液中，

次日换液，长满单层后进行传代培养 . 使用细胞消

化液将细胞分散，完全培养液终止培养，无菌移液

管轻柔吹打使其充分分散，按照底面积 1∶4的比

例接种至下一代，37℃培养箱中静置培养 .

1.2.2 Vero细胞最佳培养液筛选研究

将 1.2.1中长满单层的Vero细胞进行消化，接

种至表1所示的10种配方的培养液中，每种配方培

养液按照 3×104/cm2接种至 9 个 T25 瓶，10 ml/瓶，

37℃培养箱中培养 . 每 24 h每组各取 1瓶细胞，拍

照后将细胞使用胰酶分散，计算活细胞和死细胞数

量，统计每天活细胞数量和倍增情况变化趋势，使

用单因素方差分析法比较最优组别与其余组别之间

是否存在显著性差异（F 检验，P<0.01） . 培养至

第 5天，每组剩余细胞消化后按照 3×104/cm2传代，

作为培养液筛选的第二代细胞，处理方法同第一

代，对于较差的组别可剔除 . 第三代与第二代方法

相同 . 第三代培养至第 5天，取较优组别进行最佳

传代比例筛选研究 .

1.2.3 Vero细胞最佳传代比例筛选研究

将 1.2.1中长满单层的Vero细胞进行消化，使

用1.2.2中筛选得到的最佳培养液，按照表2所示的

3 种传代比例进行传代培养，每种比例接种 9 个

T25瓶，10 ml/瓶，37℃培养箱中培养 . 每24 h每组

取各1瓶细胞，拍照后将细胞使用胰酶分散，计算

活细胞和死细胞数量，统计每天活细胞数量和倍增

情况变化趋势，使用单因素方差分析法比较最优组

别与其余组别之间是否存在显著性差异（F检验，

P<0.01） . 培养至第 3天，1∶4组别细胞进行消化

后按照 1∶4比例传代，作为传代比例筛选的第二

代细胞；1∶6和1∶8组分别在第4天和第5天进行

1∶6和 1∶8比例的传代，处理方法同第一代，对

于生长较差的组别可剔除 . 第三代与第二代方法相

同，取较优组别进行最佳接种浓度筛选研究 .

1.2.4 Vero细胞最佳接种浓度筛选研究

将 1.2.3中长满单层的Vero细胞进行消化，使

用1.2.2中筛选得到的最佳培养液，按照表3所示的

3种接种浓度进行传代培养［8］，每种浓度接种 9个

T25瓶，10 ml/瓶，37℃培养箱中培养 . 每24 h每组

取1瓶细胞，拍照后将细胞使用胰酶分散，计算活

细胞和死细胞数量，统计每天活细胞数量和倍增情

况变化趋势，使用单因素方差分析法比较最优组别

与其余组别之间是否存在显著性差异（F检验，P<

0.01） . 培养至第5 d，每组剩余细胞消化后按照对

应浓度接种至8个T25瓶中，作为接种浓度筛选的

第二代细胞，处理方法同第一代 . 第三代与第二代

方法相同 .

1.2.5 统计分析

使用绘图软件 Prism 5.0 对实验过程中的数据

进行统计、绘图、分析 . 对所得数据进行 F 检验，

Table 1 Composition and proportion of the culture medium in ten groups

Batch number

20180501/02/03-01

20180501/02/03-02

20180501/02/03-03

20180501/02-04

20180501/02-05

20180501/02-06

20180501/02-07

20180501/02-08

20180501/02-09

20180501/02-10

20180503-04

MEM /%

1.296

1.296

1.296

1.296

1.296

0.96

0.96

0.96

0.96

0.96

0.96

Serum classes

NBS

Defined FBS

Characterized FBS

Defined FBS

Characterized FBS

NBS

Defined FBS

Characterized FBS

Defined FBS

Characterized FBS

NBS

Serum

concentration（v/v）1）

10%

10%

10%

10%

10%

10%

10%

10%

10%

10%

10%

ρ（Glutamine）

/（g•L-1）1）

0.62

0.62

0.62

0.62

0.62

N/A2）

N/A2）

N/A2）

N/A2）

N/A2）

N/A2）

ρ（NaHCO3）

/（g•L-1）1）

0.6

0.6

0.6

0.6

0.6

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

1）The addition of glutamine，serum and sodium bicarbonate in each batch is according to the product manual instruction. 2）N/A represent the item

has already included in the medium， no need for addition.
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P<0.01即具有统计学差异 .

2 结 果

2.1 Vero细胞在10组培养液中适应性传代

通过比较 10组培养液对Vero细胞增殖情况的

影响，筛选适宜Vero细胞生长的最佳培养液 . 通过

对比3代后不同组别每天的活细胞数量、活细胞倍

增数和细胞形态来判断该组培养液促生长能力及连

续传代的稳定性 . 结果发现，20180503-02 组活细

胞数量和倍增数量在 96 h均显著性高于 20180503-

01、03、04 这 3 组 （P<0.01）（图 1e，f），因此，

确定最适宜的传代时间为96 h. 对比10组培养液培

Table 3 Three density of subculture systems

Batch number

20180505-01

20180505-02

20180605-03

Cell density/（104•cm-2）

3

4

5

MEM solution /%

1.296

1.296

1.296

Serum classes

Defined FBS

Defined FBS

Defined FBS

Serum concentration（v/v）

10%

10%

10%

Flask seeding area /cm2

25

25

25

Fig. 1 Trends on the number of viable cell and doubling time for different culture systems
（a），（b） The viable cells and doubling times curve of Vero cell cultured in ten group culture medium on the first passage. （c），（d） The viable

cells and doubling times of Vero cell cultured in ten group culture medium on the second passage. （e），（f） The viable cells and doubling times

curve of Vero cell cultured in four group culture medium on the third passage.

Table 2 Three passage ratios on subculture systems

Batch number

20180504-01

20180504-02

20180504-03

Passaging ratio

1∶4

1∶6

1∶8

MEM solution /%

1.296

1.296

1.296

Serum classes

Defined FBS

Defined FBS

Defined FBS

Serum concentration（v/v）

10%

10%

10%

Flask seeding area /cm2

25

25

25
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养3代Vero细胞的活细胞数量和倍增数量的变化趋

势，20180503-02 组的稳定性优于其他 9 组 （图

1） . 因此，确定最佳培养液为 20180503-02 组 . 从

细胞形态和细胞汇合度看，20180503-02组在传代

72 h后最先铺满单层 . 另外，20180503-04组细胞形

态、细胞汇合度及细胞表面的死细胞与其他3组相

比无显著差异，亦可满足Vero细胞正常传代培养

（图 2） . 汇合度及观察结果显示，1.296% MEM溶

液与特级胎牛血清组优于其他组，可满足Vero细

胞连续稳定传代 . 0.96% MEM 亦可满足 Vero 细胞

连续稳定传代，作为国外培养基中的首选品牌 .

Fig. 2 The cell picture about the four culture mediums on the third generation（100×）
（a），（b），（c） Vero cell cultured in 20180503-01 group medium respectively for 24 h， 72 h and 144 h. （d），（e），（f） Vero cell cultured in

20180503-02 group medium respectively for 24 h， 72 h and 144 h. （g），（h），（i） Vero cell cultured in 20180503-03 group medium respectively

for 24 h，72 h and 144 h. （j），（k），（l）Vero cell cultured in 20180503-04 group medium respectively for 24 h，72 h and 144 h.
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2.2 Vero细胞在3种传代比例培养体系中适应性

传代

为了筛选适宜 Vero 细胞的最佳传代比例，在

2.1的基础上，比较了 3种传代比例对Vero细胞增

殖情况的影响 . 通过对比 3代后不同组别每天的活

细胞数量、活细胞倍增数量和细胞形态来判断该种

比例增殖情况及连续传代的稳定性 . 结果发现，

20180504-02组活细胞数量和倍增数量在 96 h均显

著高于其他两组（P<0.01）（图 3e，f），确定最佳

传代时间为 96 h. 对比 3 种传代比例培养 3 代 Vero

细 胞 的 活 细 胞 数 量 和 倍 增 数 量 变 化 趋 势 ，

20180504-02组的稳定性优于其他两组（图 3），因

此，确定最佳接种比例为 20180504-02 组 . 从细胞

形 态 和 细 胞 汇 合 度 看 ， 与 其 他 两 组 比 较 ，

20180504-01 和 20180504-02 组在传代后 24 h 最先

铺满单层，细胞形态和汇流状均较好，细胞表面死

细 胞 均 较 少 （图 4） . 因 此 ， 20180504-01 和

20180504-02组条件均可用于Vero细胞连续稳定传

代，但是在最少时间和最低成本的前提下，获得更

多 Vero 细胞，优先考虑 02 组的传代条件 . 最终，

通过数据分析、形态观察及成本核算，确定

20180504-02组，即 1∶6为Vero细胞在 2.1基础上

的最佳传代比例 .

Fig. 3 Trends on the viable cell and doubling time for different passage ratio systems
（a），（b） The viable cell and doubling time curve of Vero cell cultured at three passage ratios on the first passage. （c），（d） The viable cells

and doubling time curve of Vero cell cultured at three passage ratios on the second passage. （e），（f）The viable cell and doubling time curve of

Vero cell cultured at three passage ratios on the third passage.
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2.3 Vero细胞在3种接种浓度培养体系中适应性

传代

为了筛选适宜 Vero 细胞的最佳接种浓度，在

2.1的基础上，比较了 3种接种浓度对Vero细胞增

殖情况的影响 . 通过对比 3代后不同组别每天的活

细胞数量、活细胞倍增数量和细胞形态来判断该种

浓度增殖情况及连续传代的稳定性 . 结果发现，

20180605-01组活细胞数量和倍增数量在 96 h均显

著高于其他两组（P<0.01）（图 5e，f） . 对比 3 种

接种浓度培养3代Vero细胞的活细胞数量和倍增数

量的变化趋势，20180605-02组的稳定性优于其他

两 组 （图 5） . 从 细 胞 形 态 和 细 胞 汇 合 度 看

20180605-03组在传代后 72 h最先铺满单层，细胞

形态和汇流状均较好，细胞表面的死细胞较少，但

与其他两组无显著差异（图 6） . 因此，20180605-

01、20180605-02 和 20180605-03 组条件均可用于

Vero 细胞连续稳定传代，但是在最少的时间和最

低成本的前提下，获得更多的Vero细胞，优先考

虑 20180605-01 组的传代条件 . 最终，通过数据分

析、形态观察及成本核算，确定 20180605-01 组，

即3×104/cm2为Vero细胞在2.1基础上的最佳接种浓

度 . 20180605-02组，即4×104/cm2为Vero细胞在2.1

基础上的备选接种浓度 .

Fig. 4 The cell picture about different passage ratio systems on the third generation（100×）
（a），（b），（c）Vero cell cultured in 20180504-01 group passage ratio respectively for 24 h，48 h and 168 h. （d），（e），（f）Vero cell cultured in

20180504-02 group passage ratio respectively for 24 h，48 h and 168 h. （g），（h），（i） Vero cell cultured in 20180504-03 group passage ratio

respectively for 24 h，48 h and 168 h.
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Fig. 6 The cell pictures about the different subculture density systems on the third generation（100×）
（a），（b），（c） Vero cell cultured in 20180605-01 group subculture density for 24 h，72 h and 144 h. （d），（e），（f） Vero cell cultured in

20180605-02 group subculture density for 24 h，72 h and 144 h. （g），（h），（i） Vero cell cultured in 20180605-03 group subculture density for

24 h，72 h and 144 h.

Fig. 5 Trends on the number of viable cell and doubling time for different subculture density systems
（a），（b） The viable cell and doubling time curve of Vero cell cultured in three subculture densities on the first passage. （c），（d） The viable cell

and doubling time curve of Vero cell cultured in three subculture densities on the second passage. （e），（f）The viable cell and doubling time curve

of Vero cell cultured in three subculture densities on the third passage.
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3 讨 论

疫苗用于预防疾病、死亡、提高全球生活质

量，对全球的健康有着深远的影响 . 但是由于疫苗

生产和分销的成本高，世界上的许多贫穷人群尚不

能通过有效接种疫苗来预防疾病［9］ . 本实验从细胞

培养液、传代比例和接种浓度3个角度出发，筛选

了Vero细胞的最佳培养体系，分别对Vero细胞的

增殖情况进行监测，寻找其最合适的培养体系，从

而提高细胞质量、增加对病毒的敏感性、提高疫苗

的安全性、降低生产成本 .

Vero细胞培养液筛选第一代，20180501-08组

在传代 168 h，活细胞数量和倍增数量显著下调，

可能是因为培养液中营养成分消耗太多且代谢废物

积累过多，最终导致细胞集体脱落死亡 . 另外，

20180501/02-02组虽然在第一代和第二代的活细胞

数量和倍增数量不是最高，但总体趋势平稳上升，

最后在第三代时显著高于其他组，由此可说明

20180501/02-02组培养液适于Vero细胞连续稳定传

代 . 由于国内大多数培养基生产厂家规模较小，无

法满足规模化大生产时对培养基质量和稳定性等的

需求，故我们选择 20180503-04组作为规模化大生

产培养液首选 .

Vero 细胞传代比例筛选第一代，20180504-01

组在活细胞数量高于其他两组，但是因为接种细胞

数量较多，倍增数量不是最高 . 且 20180504-01 组

在第一代和第二代 96 h，活细胞数量有回落趋势，

说明20180504-01组接种数量偏多，不适宜Vero细

胞连续稳定传代 . 20180504-02 组培养 Vero 细胞第

一代时，倍增数量和活细胞数量均低于 20180504-

03组；第二代时活细胞数量低于20180504-03倍增

数量高于 20180504-03；但是在第三代时均高于

20180504-03组 . 因此，20180504-02组适宜Vero细

胞连续稳定传代 .

Vero 细胞接种浓度筛选第一代，20180505-03

组在活细胞数量和倍增数量上均高于其他两组；适

应至第二代，20180505-02组的活细胞数量逐渐接

近 20180605-03 组，高于 20180505-01 组，且是倍

增数量超过其他两组；适应至第三代，20180505-

01 组的活细胞数量和倍增数量均高于其他两组，

且 20180505-01组细胞汇合度、死细胞数量与其他

组无差异 . 因此，20180505-01 组的接种浓度更适

用于Vero细胞快速稳定增殖 .

本实验只是对细胞快速稳定增殖情况进行检

测，并未将病毒增殖情况与其对应，后面在相应产

品研发过程中予以相应补充 . 在针对病毒产量低的

问题上，有研究通过使用CRISPR/Cas9基因编辑工

具，敲除Vero细胞上与脊髓灰质炎和轮状病毒增

殖有关的靶基因以实现病毒产量的增加，从而显著

降低疫苗生产的成本，实现疫苗全球化 . 但是在使

用之前，还需要进行补充研究［10-11］ .

综上所述，本实验从细胞培养液、传代比例和

接种浓度 3方面筛选了Vero细胞的最佳培养体系 .

结果证实：适用于 Vero 细胞的最佳培养液为

20180501/02-02 即 MD MEM 溶液与特级胎牛血清

匹配，但是20180503-04即Gibco MEM溶液与新生

牛血清匹配，仍可满足 Vero 细胞连续稳定传代，

宜作为国外培养基首选品牌，最佳传代比例为

20180504-02 即 1∶6，最佳接种浓度为 20180605-

01即 3×104/cm2，在对于以Vero细胞为基质生产相

关疫苗及其他产品，未来还需要进一步的研究和

探讨 .
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The Screening of Optimal Culture System for Vero Cells
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Abstract In order to screen the optimal culture system for Vero cell culture, this study has optimized the culture

medium, passage ratio and density for three consecutive passage respectively. Above all, Vero cells were cultured

in different kinds of medium for three passages to select the best medium. Subsequently, different subculture

density and proportion of Vero cells were cultured in the optimal medium for three passage, and the optimized

passage ratio win out. In general, 1.296% MEM medium supplied with superfine fetal bovine serum is better than

the other combination of medium and it can sustain the successive stable culture passaging. In the condition of

this medium, the best proportion of cell passaging is 1∶6 and the optimal cell density is 3×104/cm2. In this study,

we screened the conditions of the best Vero cell culture system and confirmed that the conditions meet the

continuous and stable passage of Vero cells.
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