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搅拌釜式生物反应器中 Sf9 细胞培养入门指南

摘要

本应用文献介绍了在搅拌釜式生物反应器中利用昆虫杆状
病毒表达系统培养 Sf9 昆虫细胞并生产重组蛋白的方案，
涵盖了不同工作流程步骤，包括制备用于感染 Sf9 细胞的
病毒、在摇瓶中扩增 Sf9 细胞以及在生物反应器中培养
Sf9 细胞生产重组蛋白。研究采用配备 BioBLU® 3c 一次

性生物反应罐体的实验室规模 BioFlo® 120 生物反应器控
制系统，利用 Sf9 细胞生产绿色荧光蛋白（GFP）。本入
门指南中提出的 Sf9 细胞培养原则可适用于更小或更大规
模 Sf9 细胞培养工艺。

引言

Sf9 细胞来自草地贪夜蛾（Spodoptera frugiperda，俗称秋
黏虫）蛹卵巢组织，常用于生产重组蛋白，以及分离和繁殖
重组杆状病毒原液，同时也是生产重组腺相关病毒（rAAV）
等其他病毒载体的合适宿主。Sf9 细胞能够悬浮培养，操作相
对简单生长速度快，且可以进行翻译后修饰，因此已成为一
种流行的表达系统。

利用 Sf9 细胞进行蛋白表达时常会用到杆状病毒表达载体系
统（BEVS）。BEVS 以杆状病毒科中的昆虫病毒为载体。此
类病毒为杆状 dsDNA 病毒，可以感染鳞翅目昆虫，即 Sf9 细
胞的来源昆虫。由于 BEVS 系统可以稳定产出正确折叠的生
物活力蛋白且保持较高产率，因此被广泛用于昆虫细胞表达
重组蛋白。自 Smith 等人于 40 年前发现并表征 BEVS 以来
[1]，BEVS 已被用于生产数千种蛋白，以进行各种研究 [2]。
近年来，该技术已被用于商业化生产多种兽用和人用疫苗，
包括几种流感疫苗和最近获批的一种新冠肺炎疫苗 [2]。
BEVS 应用灵活、易于操作且整体安全性高，已成为研究人员

的一个宝贵工具。

杆状病毒有望成为基因疗法领域的基因递送载体。杆状病毒
能够转导哺乳动物细胞，因此可以作为载体，介导具有治疗
效果的蛋白或非编码 RNA 的表达。除利用杆状病毒作为基因
递送载体外，科研人员也正对 BEVS 昆虫细胞平台能否用于
生产基因疗法领域的重组腺相关病毒（rAAV）进行评估 [2, 

5]。

BEVS 工艺应用首先需要构建包含标靶基因（GOI，Gene of 

Interest）的重组杆状病毒。方法是先将标靶基因克隆至转运
质粒中，再将转运质粒转化至感受态大肠杆菌，形成包含
GOI 和杆状病毒基因组的大型重组质粒（杆粒），最后将重组
杆粒提取出来，并转染至昆虫细胞中以生产病毒。刚生产出
来的病毒原液被称为一代，需要进行扩增以提高滴度和培养
体积，才能用于生产重组蛋白（图 1）。

本应用文献介绍了在实验室规模搅拌釜式生物反应器中使用
Sf9 细胞表达蛋白的工作流程（图 2）。Sf9 细胞培养采用配备
BioBLU 一次性生物反应罐体的 BioFlo® 120 生物反应器控制
系 统。包 含 绿 色 荧 光 蛋 白（GFP，Green Fluorescent 

Protein）作为 GOI 的杆状病毒，被用于分析蛋白生产。



材料与方法

图 2 展示了本研究中利用 Sf9 细胞生产重组蛋白的工作流步骤。
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Sf9 细胞来自草地贪夜蛾（Spodoptera frugiperda，俗称秋
黏虫）蛹卵巢组织，常用于生产重组蛋白，以及分离和繁殖
重组杆状病毒原液，同时也是生产重组腺相关病毒（rAAV）
等其他病毒载体的合适宿主。Sf9 细胞能够悬浮培养，操作相
对简单生长速度快，且可以进行翻译后修饰，因此已成为一
种流行的表达系统。

利用 Sf9 细胞进行蛋白表达时常会用到杆状病毒表达载体系
统（BEVS）。BEVS 以杆状病毒科中的昆虫病毒为载体。此
类病毒为杆状 dsDNA 病毒，可以感染鳞翅目昆虫，即 Sf9 细
胞的来源昆虫。由于 BEVS 系统可以稳定产出正确折叠的生
物活力蛋白且保持较高产率，因此被广泛用于昆虫细胞表达
重组蛋白。自 Smith 等人于 40 年前发现并表征 BEVS 以来
[1]，BEVS 已被用于生产数千种蛋白，以进行各种研究 [2]。
近年来，该技术已被用于商业化生产多种兽用和人用疫苗，
包括几种流感疫苗和最近获批的一种新冠肺炎疫苗 [2]。
BEVS 应用灵活、易于操作且整体安全性高，已成为研究人员

的一个宝贵工具。

杆状病毒有望成为基因疗法领域的基因递送载体。杆状病毒
能够转导哺乳动物细胞，因此可以作为载体，介导具有治疗
效果的蛋白或非编码 RNA 的表达。除利用杆状病毒作为基因
递送载体外，科研人员也正对 BEVS 昆虫细胞平台能否用于
生产基因疗法领域的重组腺相关病毒（rAAV）进行评估 [2, 

5]。

BEVS 工艺应用首先需要构建包含标靶基因（GOI，Gene of 

Interest）的重组杆状病毒。方法是先将标靶基因克隆至转运
质粒中，再将转运质粒转化至感受态大肠杆菌，形成包含
GOI 和杆状病毒基因组的大型重组质粒（杆粒），最后将重组
杆粒提取出来，并转染至昆虫细胞中以生产病毒。刚生产出
来的病毒原液被称为一代，需要进行扩增以提高滴度和培养
体积，才能用于生产重组蛋白（图 1）。

本应用文献介绍了在实验室规模搅拌釜式生物反应器中使用
Sf9 细胞表达蛋白的工作流程（图 2）。Sf9 细胞培养采用配备
BioBLU 一次性生物反应罐体的 BioFlo® 120 生物反应器控制
系 统。包 含 绿 色 荧 光 蛋 白（GFP，Green Fluorescent 

Protein）作为 GOI 的杆状病毒，被用于分析蛋白生产。 包含标靶基因的供体质粒

滴度提高和病毒体积扩大 提取重组杆粒并转染进昆虫细胞
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图 1：杆状病毒构建。
使用 BioRender.com 绘制
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细胞系与培养基

所有实验均使用 Thermo Fiher Scientific® 的悬浮 Sf9 细胞系
（Gibco Sf9 细胞，货号 11496015）。细胞培养基选用 Sf-900 

II SFM（Thermo Fisher Scientific，美国），一种不含血清和
蛋白的昆虫细胞培养基，十分适合 Sf9 细胞生长。培养装置选
择不通风的一次性聚碳酸酯平底摇瓶（Corning®，美国），且
摇瓶置于 Innova® S44i 摇床（Eppendorf，德国）中，或选择
配备 BioBLU 一次性生物反应罐体的 BioFlo 120 生物反应器控
制 系 统（Eppendorf，德 国）。摇 床 培 养 条 件 为 135 rpm 和 

27°C ，而生物反应器则根据表 3 所列工艺参数进行细胞培养。

冷冻保存原液的制备

使 用 最 初 收 到 的 细 胞 瓶 创 建 细 胞 库。细 胞 解 冻 采 用
ThawSTAR® CFT2 细胞复苏仪（MedCision®，美国）。将细胞
转移到 125 毫升摇瓶中，并加入 25 毫升预热培养基。之后在
Innova® S44i 摇 床 中 进 行 细 胞 培 养，培 养 条 件 设 定 为 135 

rpm、27°C。培养 3 天后，根据赛默飞世尔科技公司提供的产
品信息检查细胞密度和活力是否正常。确认细胞生长正常后，
再培养三代然后进行冷冻保存。冷冻保存过程如下，所有步骤
均需无菌：首先在已加入 100 毫升培养基的 250 毫升摇瓶中进
行细胞接种，接种密度为 1.0 × 106 细胞 / 毫升。待细胞进入对
数生长中期（2.0 - 4.0 x 106 细胞 / 毫升）后，测定摇瓶中的细

图 2：本研究中利用 Sf9 细胞生产重组蛋白的工作流步骤。



表 1：冷冻保存培养基
组分 最终浓度

Sf-900 II SFM条件培养基
新鲜Sf-900 II SFM培养基
二甲基亚砜（DMSO）冷冻保存剂

46.25%

46.25%

7.5%

表 2：所用细胞培养摇瓶和培养物体积
细胞传代数 摇瓶容积 培养物体积

1-2 125 mL 50 mL

3-5 250 mL 100 mL

5+ 1000 mL 300 mL

公式 1：确定用于感染的病毒量
pfu：空斑形成单位

用于感染的病毒量[mL] =
所需MOI [pfu/cell] × 细胞总数

病毒接种滴度[pfu/mL]

胞 总 数。接 着 将 细 胞 在 130 × g 下 离 心 沉 淀 3 分 钟
（Eppendorf，德国 5430 R 离心机），并按 1.5 × 107 细胞 / 毫
升的目标细胞密度将细胞重悬于表 1 所示预制冷冻保存混合物
中。然 后 将 细 胞 以 1 毫 升 的 体 积 分 装 到 2 毫 升 冷 冻 小 瓶

（Corning®，美国）中，并将小瓶放入细胞冻存盒中，一起放
入 -80°C 冷冻柜中冷冻过夜。最后将细胞转移到液氮中保存，
以备将来实验使用。

摇瓶中细胞扩增与罐体接种物制备

为扩增病毒或准备罐体接种物，首先需要在摇瓶中扩增 Sf9 细
胞。首先按照上节所述解冻复苏一个冷冻保存的冻存管，再将
细胞转移至 125 毫升摇瓶（内含 25 毫升预热培养基）中。培
养 3 天后，根据赛默飞世尔科技公司提供的产品信息检查细胞
密度和活力是否正常。确认细胞生长正常后再培养两周，然后
启动病毒原液生产和罐体接种。每周一、三、五进行细胞传
代。周一和周三接种密度为 1.0 ×106 细胞 / 毫升，周五接种密
度为 0.5 × 106 细胞 / 毫升。摇瓶装液量保持在所用摇瓶总容量
的 30% - 40% 之间。表 2 列出了实验的传代数、所用摇瓶和
培养物体积。

度为 106 感染细胞 / 毫升，需要扩增并提高滴度和病毒量后，
才 能 用 于 感 染 罐 体 中 细 胞。扩 增 病 毒 原 液 时，感 染 复 数

（MOI，Multiplicity of Infection）应小于等于 0.5，以防止缺
陷病毒颗粒堆积 [3]。

为扩增病毒，摇瓶接种密度为 1.0 × 106 Sf9 细胞 / 毫升，培养
过夜，至密度达到约 1.5 – 2.0 × 106 细胞 / 毫升。第二天使用
Vi-CELL® BLU 细胞计数仪（Beckman-Coulter®，美国）进行
计数，测定摇瓶中细胞总数。之后再根据以下公式，以 0.1 的
感染复数（MOI）感染细胞，并按照上文所述方式进行培养。

感染后 48 小时收获细胞。收获时，在层流罩内使用血清移液
器将培养物移取至离心管内，然后在 250 × g 离心力下离心 5

分钟，以去除细胞和碎片。离心结束后，使用血清移液器将病
毒转移至层流罩内的储存瓶中，在 4°C 下避光保存直至使用。
每次罐体接种均需连续重复上述流程两次，以提高病毒量和病
毒滴度。

病毒滴度测定

以合适的 MOI 感染细胞培养物进行蛋白生产，必须获知病毒
滴度。测定 BEVS 病毒滴度的标准方法是空斑测定法。但这种
方法耗时费力，步骤繁多，需要 7-10 天才能完成。因此，本
项研究采用 Imasaki 等人 [4] 描述的方法测定病毒原液滴度，
该方法既易于操作又能快速估算滴度。简单来说，该方法是对
病毒进行多次稀释，再用其感染多个摇瓶，并用一个未感染摇
瓶作为对照。感染 24 小时后进行细胞计数，以测定细胞密
度。该测定方法假设已感染细胞不会再行分裂。根据这一假
设，如果所有细胞均已被感染，则细胞密度在感染时和感染 24

小时后保持不变。如果细胞亚群被感染，则其不会分裂，但未
感染细胞仍会增殖。因此，可以根据感染后 24 小时细胞密度
计算出初始感染率，并由此推算出 MOI，进而估算出病毒滴
度。总而言之，病毒滴度可以根据加入细胞培养物中的病毒原
液量和感染 24 小时后细胞密度计算得出。详细的方案，包括
计算公式，详见参考文献 4。

病毒制备

为证明杆状病毒可以用于生产重组蛋白，我们使用包含绿色荧
光蛋白（GFP）作为 GOI 的杆状病毒。包含 GFP 的杆状病毒
来自 ABM®（Applied Biological Materials Inc.，加拿大）。

病毒扩增

我们从供应商处购买的病毒小瓶中含有 10 毫升病毒，二代滴
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生物反应器中 Sf9 细胞培养

Sf9 细胞培养采用 BioFlo 生物反应器控制系统（图 3）。
BioFlo 120 可以同时控制 Eppendorf 玻璃罐体和 BioBLU 一
次性生物反应罐体。本次实验选择使用一次性生物反应罐
体。一次性生物反应罐体具有诸多优势，如无需对生物反应
器进行清洗和高温高压灭菌，有助于减少准备时间，降低实
验污染风险。 

接种密度
所有培养物的接种密度均为 0.5 - 0.6 × 106 细胞 / 毫升。

感染
所有培养物感染的 MOI 均为 2，但细胞密度不同，以研究密度
对蛋白产量的影响。 

温度
温度设定为 ��°C，使用加热毯进行控制。设定温度需于接种前
输入并达到。

pH
使用凝胶填充 pH 传感器监测 pH 值。本次实验仅对 pH 值进
行监测而不加以控制。原因是在 Sf-900 II SFM 培养基中培养
Sf9 细胞时，pH 值通常稳定在约 6.1-6.5 之间，此种小范围波
动一般不会影响实验运行或所生产产品。

溶氧
实验使用极谱传感器（Mettler Toledo®，瑞士）测量溶氧，并
在 3-Gas 自动模式下通过大型分布器喷入空气和 / 或氧气（流
速 0.04 SLPM – 3.0 SLPM），将溶氧控制在 50%。

如果接种时仍未达到溶氧设定值，通常是可接受的。初始溶氧
测量值约为 100% 没有问题，会随着培养物代谢氧气而逐渐下
降。

搅拌
培养物搅拌使用一个斜叶桨，搅拌速度 115 rpm（叶尖线速度
0.4 m/s）。

图 3：配备 BioBLU® 3c 一次性生物反应罐体的 BioFlo® 120
生物反应器控制系统。

BioBLU® c 系列一次性生物反应罐体的工作体积从 100 毫升
到 40 升不等，并有多种型号可供选择，各型号间区别在于分
布器类型、叶轮数量、叶轮类型和可兼容传感器类型。此外，
一次性隔膜、三端口和压缩接头适配器也有助于灵活使用 Pg 
13.5 端口。

www.eppendorf.group/bioblu-c

如需进一步了解 BioBLU c 系列一次性生物
反应罐体的技术信息，请访问



表 3：工艺参数和设定值
参数

起始体积

接种密度

搅拌速度

温度

溶解氧

通气范围

病毒体积

设备/设定值

2.5 L

0.5 – 0.6 x 106 细胞 / 毫升
115 rpm（轮缘速度 0.4 m/s）
27 °C

50 % (P=2; I=0.09)

空气流速：0.04 SLPM – 3 SLPM
氧气流速：0 SLPM – 3 SLPM

MOI 为 2

生物反应器运行

接种后，生物反应器即按照上文所述工艺参数开始运行。

接种两天或三天后，用病毒以 2 的 MOI 感染细胞。为此，需
按照病毒制备一节所述无菌收集病毒并离心沉淀，然后将其加
入无菌转运瓶中。当培养物达到所需密度后，将转运瓶焊接至
生物反应器，病毒悬浮液就可通过系统泵转移至罐体中。感染
完成后，继续培养 4-5 天。

应用文献 I 第 479 期 I 第 5 页

取样与分析

每天从 每个罐体中取样分析。为确保从培养物中提取到无菌样
品，将一个 � 毫升无菌注射器连接至鲁尔锁取样口。首先取样
� 毫升并丢弃，然后换用新注射器再次取样 � 毫升，用于分析
和细胞测量。

细胞生长与活力
使用 Vi-CELL 分析仪测量细胞数量、活力和直径。病毒感染导
致细胞生长停滞和细胞直径增大，因此监测这些参数可用于估
算感染成功率。

GFP 生产
感染 24 小时后开始取样分析重组 GFP 生产。首先取样并在
-80°C 下冷冻；然后通过荧光显微镜分析 GFP 表达，并使用
Abcam®（Abcam，英国）GFP 定量试剂盒进行测量。

结果

本研究目的在于分析在 BioFlo 120 生物反应器控制系统中使用
昆虫细胞生产重组蛋白的可行性。为评估其可行性，我们共进
行了两批次培养。第一批培养物的目标感染细胞密度为 2.0 × 

106 细胞 / 毫升。第二批培养物的目标感染细胞密度为 3.0 × 

106 细胞 / 毫升。

细胞生长分析

第一批培养中，细胞数量在约 24 小时便实现翻倍，即在接种
后第二天达到 2.1 × 106 细胞 / 毫升。在用病毒原液以 2 的
MOI 感染细胞后，细胞生长停滞（图 4A）。感染后 24 小时，
平均细胞直径从感染前约 15.6 μm 增大到感染后约 17.5 μm。
感染后细胞活力开始下降，符合对细胞培养物感染病毒后的预
期（图 4A）。

第二批培养选择提高感染密度，以 3.0 × 106 细胞 / 毫升作为目
标。细胞生长与第一批培养一致，第三天活细胞密度达到 3.1 

× 106 细胞 / 毫升（图 4B）。与第一批培养相同，在用病毒原液
以 2 的 MOI 感染细胞后，细胞生长停滞（图 4B）。感染前平均
细胞直径约 16 µm，感染 24 小时后增大到约 17 µm。

GFP 表达分析

感染后每 24 小时取样一次，以分析蛋白生产。GFP 表达可通
过荧光显微镜展示（图 5）。此外，GFP 生产的定量结果如图 6

所示。第二批培养物在每个取样点的产率均高于第一批，第 4

天产率甚至高出约 50%，该结果与第二批培养的感染密度较
高有关。第五天未对第一批培养物进行取样。而对第二批培养
物则坚持每日取样，直至于第 5 日观察到蛋白浓度开始下降。
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图 5：感染重组杆状病毒用于 GFP 表达的 Sf9 细胞的荧光显微
镜图。取样时间为感染后 48 小时。
A: 标尺：400 µm。B: 标尺：200 µm。

图 6：第一批和第二批培养物在感染后不同时间的 GFP 产率对
比。

结论

上述实验展示了借助 BioFlo 120 生物反应器控制系统，使用
BioBLU 一次性生物反应罐体在昆虫细胞中生产重组蛋白的工
作流程。两批培养物的细胞密度不同，但都成功感染病毒。每

批培养物的 GFP 分析表明，感染密度越高，蛋白产率越高。
所述方案可作为进一步优化的基础。
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