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摘   要：目前悬浮驯化的 Vero 细胞存在细胞活率低和倍增时间长等问题。为了探究 Vero 悬浮细胞

生长缓慢且活率低的主要原因，本研究对 Vero 悬浮细胞(命名为 Vero-XF)和 Vero 贴壁细胞(命名为

Vero-AD)进行转录组学分析，筛选悬浮培养时影响细胞生长的差异基因，并通过外源添加表皮生长

因子(epidermal growth factor, EGF)改善 Vero-XF 生长。结果表明，与 Vero-AD 组相比，Vero-XF 组

有 7 376个显著变化的差异基因。京都基因与基因组百科全书(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG)富集分析发现细胞自噬和线粒体自噬最为显著。选择 11 个差异表达基因，进行实时荧光定

量 PCR (quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR)验证，在 Vero-XF 中 ATG9B、WIPI2、
LAMP2、OPTN、Rab7a 和 DEPTOR 显著上调，ATG4D 显著下调，与转录组分析结果一致；另外

ATG101、ATG2A 和 STX17 显著上调，NBR1 则差异不显著。Western blotting 检测 Vero-XF 与 Vero-AD
中自噬标志蛋白 LC3 和 P62 的表达，其中 Vero-XF 的 LC3Ⅱ/Ⅰ表达量显著上调，P62 表达量显著下调，

自噬水平较高。最后通过外源添加 EGF 改善 Vero-XF 自噬。结果表明，10、20、30 μg/L 的 EGF 使

得 Vero-XF 自噬水平分别降低了 22.35%、48.15%、71.29%；比生长速率增加了 15.48%、33.33%、

57.14%；细胞凋亡率下降了 2.84%、15.46%、16.23%。本研究结果初步揭示了 Vero-XF 自噬机制的

激活是导致其生长缓慢的原因之一，为后续 Vero 细胞的悬浮培养提供了参考。 

·组织工程与细胞培养· 
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Abstract: The culture of suspended Vero cells is facing difficulties such as low cell viability 
and long doubling time. To investigate the main reasons for the slow growth and low viability of 
suspended Vero cells, this study conducted transcriptomic analysis of suspended Vero cells 
(Vero-XF) and adherent Vero cells (Vero-AD) to screen the differentially expressed genes 
(DEGs) affecting the growth of suspended cells. In addition, epidermal growth factor (EGF) was 
supplemented to the culture system to improve the growth of Vero-XF. The results showed that 
compared with the Vero-AD group, the Vero-XF group had 7 376 significant DEGs. Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes enrichment analysis revealed that the DEGs were mainly 
enriched in the autophagy and mitophagy pathways. Eleven DEGs were selected and verified by 
quantitative real-time PCR, which showed up-regulated expression of ATG9B, WIPI2, LAMP2, 
OPTN, Rab7a, and DEPTOR and down-regulated expression of ATG4D, being consistent with 
the results of transcriptomic analysis. In addition, the Vero-XF group showed significantly 
up-regulated expression of ATG101, ATG2A, and STX17 and insignificant change in the 
expression of NBR1, compared with the Vero-AD group. The protein levels of LC3 and P62 in 
Vero-XF and Vero-AD were determined by Western blotting, which showed up-regulated 
expression of LC3II/Ⅰ and down-regulated expression of P62 in Vero-XF, indicating a higher 
level of autophagy. Finally, the exogenous supplementation of EGF at 10, 20, and 30 μg/L in the 
culture system reduced the autophagy level of Vero-XF by 22.35%, 48.15%, and 71.29%, 
increased the specific growth rate by 15.48%, 33.33%, and 57.14%, and decreased the apoptosis 
rate by 2.84%, 15.46%, and 16.23%, respectively. The results of this study preliminarily reveal 
that the activation of autophagy is one of the reasons for the slow growth of Vero-XF, which 
provides reference for the subsequent culture of suspended Vero cells. 
Keywords: Vero cells; suspended cell culture; transcriptomics; epidermal growth factor; autophagy 

 
Vero 细胞系是世界卫生组织(World Health 

Organization, WHO)第一个批准的用于人类病

毒性疫苗生产的传代性细胞系[1]。因其易感病

毒范围广[2]、血清依赖性低[3]、生物安全性高、
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不易成瘤[4]等，促进了基于 Vero 细胞生产相应

病毒疫苗的开发。为了保证大规模疫苗生产，

急需探索 Vero 细胞全悬浮培养工艺，以实现高

密度培养细胞。但目前悬浮驯化的 Vero 细胞仍

面临诸多挑战，如细胞活率低、倍增时间长和

细胞结团率高等。Shen 等[5]将贴壁的 Vero 细胞

通过逐步降低血清的方法来适应 IHM03 培养

基，但驯化后的细胞以 1.00×106 cells/mL 接种

于 125 mL 摇瓶内培养 96 h 后细胞密度才能翻

倍。有研究表明，Opti-MEM 和 Ultraculture SFM
培养基仍需添加 1%胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)才能维持悬浮驯化的 Vero 细胞增殖，且仍

存在细胞结团 [6]。目前，也有研究人员利用

CRISPR/Cas9技术敲低Vero细胞黏附蛋白SDC4，
建立易悬浮的基因工程细胞株，但驯化后的细胞

以 0.50×106 cells/mL 接种于 125 mL 摇瓶中培养

120 h 后细胞密度才达到 1.40×106 cells/mL，细

胞出现生长缓慢、活率低等问题 [7]。因此，为

了使 Vero 细胞更有效地适应悬浮培养状态，急

需探究其从贴壁培养到悬浮培养过程中的生长

变化。本研究采用 RNA 测序(RNA sequencing, 
RNA-seq)技术从转录水平寻找 Vero 悬浮细胞

与贴壁细胞的差异基因，并分析影响细胞生长

缓慢的原因。 
转录组学 (transcriptome)主要研究生物体

内基因转录及其调控，可全面且准确测定不同

样本的转录本数量，绘制出特定条件下的基因

表达谱，从转录水平揭示细胞的生长变化，为

细胞系开发和疫苗生产提供新的可能。在 Vero
细胞的悬浮培养中，Logan 等[8]采用含 2.25 g/L
葡萄糖的低糖培养基 CDM2 培养细胞，并通过

转录组学分析 Vero 悬浮细胞与贴壁细胞之间基

因表达变化，发现悬浮细胞的氨基酸代谢、脂

质代谢和 DNA 复制均出现异常，同时细胞自噬

的相关基因表达也较为显著，但后续并没有进

行改善 Vero 悬浮细胞自噬的相关研究。本课题

组前期采用含 6 g/L 葡萄糖的高糖培养基 Vero-S
驯化 Vero 细胞，通过转录组学分析也发现 Vero
悬浮细胞的自噬最为显著(尚未发表)。可以看

出，在不同培养条件下所驯化的 Vero 悬浮细胞

均会出现细胞自噬现象，且细胞活率较低，无

法实现细胞高密度培养。也有研究表明，受环

境影响的小鼠脾脏细胞会出现自噬异常及细胞

凋亡现象，当抑制自噬后可降低小鼠脾脏细胞

的凋亡[9]。因此，为改善 Vero 悬浮细胞培养，

有必要降低其自噬水平促进细胞增殖。 
表皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)

作为一种细胞保护因子，对调节细胞生长、增

殖和分化起着重要作用，常用于悬浮细胞培养

添加剂以改善细胞生长[10]。同时，在非疾病影

响条件下发生细胞自噬，主要是由营养物质或

生长因子剥夺、缺氧和病原体入侵所引起[11]。

Vero 悬浮细胞以正常条件培养且无病原体的入

侵，仍出现较高自噬水平，可能是缺乏营养物

质。EGF 通过与其受体结合，促进细胞内糖酵

解发生与蛋白质合成，来增加 DNA 复制和细胞

增殖。Sobolewska 等[12]在牛乳腺退化的研究中，

添加 EGF 激活 mTOR 途径，抑制自噬和细胞凋

亡发生，促进乳腺上皮细胞增殖。另有研究表明，

EGF 通过去磷酸化抑制自噬起始因子 Beclin1 以

及下调 LC3 和 ATG5 的表达，改善卵丘细胞的

自噬，从而促进卵泡发育和卵母细胞成熟[13]。

因此，本研究尝试采用 EGF 从起始端控制自噬

小体形成，改善其自噬水平以此提升细胞活率。 
本课题组前期采用逐步递减血清法将 Vero

贴壁细胞(Vero-AD)进行悬浮适应性培养，经连续

传代培养 25 代后获得一株适应悬浮培养的 Vero
细胞，并命名为 Vero-XF；细胞按 1.00×106 cell/mL
培养并添加 2%新生牛血清(newborn calf serum, 
NBS)，最大增殖密度 2.12×106 cell/mL，倍增时
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间 76.93 h (尚未发表)。为了探究 Vero-XF 生长

缓慢的原因，本研究对 Vero-XF 和 Vero-AD 进

行 RNA-seq 分析，筛选关键差异基因，探究悬

浮驯化后细胞生长缓慢的可能原因，并为构建

Vero 悬浮培养的基因工程细胞株提供理论依据。

同时，本研究通过外源添加 EGF 来改善 Vero-XF
增殖，为 Vero 细胞的悬浮培养提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  细胞与培养基 

贴壁培养型 Vero 细胞(adherent culture Vero, 
Vero-AD)购自美国典型培养物保藏中心(American 
Type Culture Collection, ATCC)；悬浮培养型

Vero 细胞(suspension culture Vero, Vero-XF)由
本课题组前期通过血清递减法驯化得到。M199
培养基购自兰州百灵生物技术有限公司；新生

牛血清(newborn bovine serum, NBS)和 0.25%胰

蛋白酶购自兰州民海生物工程有限公司。 

1.2  主要试剂和抗体 
TRIzol、Evo M-MLV 反转录预混型试剂盒

和 qRT-PCR 试剂盒购自湖南艾科瑞生物工程有

限公司；BCA Protein Quantification Kit、RIPA
裂解液、蛋白酶抑制剂和 5×SDS-PAGE 蛋白上

样缓冲液购自北京索莱宝科技股份有限公司；

兔源 LC3 抗体、兔源 P62 抗体、鼠源 β-actin
抗体、鼠源 GAPDH 抗体、辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)标记的山羊抗兔

IgG 和 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 购自杭州华安

生物技术有限公司。 

1.3  细胞培养及生长曲线测定 
生长状态良好且汇合度达到 80%–90%的

贴壁培养型 Vero 细胞，经 0.25%胰蛋白酶消化

后用含 5%NBS 的 M199 培养基制成细胞悬液，

经台盼蓝染色后计活细胞数。用完全培养基将细

胞悬液稀释成 2.00×104 cells/mL，接种至 24 孔

板中，每孔加 1 mL。摇匀放置在 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养，每隔 24 h 各消化 3 孔，计数。 
同样，取生长状态良好的悬浮培养型 Vero

细胞，1 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，

用含 2% NBS 的 Vero-S 培养基重悬细胞，经

台盼蓝染色后进行活细胞计数。将 Vero-XF 按

1.00×106 cells/mL 的初始密度接种至 125 mL 摇

瓶中，培养体积 20 mL。摇匀放置在 100 r/min、
37 ℃、5% CO2 摇床中培养，每隔 24 h 取 100 μL
细胞液，计数。 

悬浮培养型 Vero 细胞按 0.50×106 cells/mL
初始密度接种于 125 mL 摇瓶中，分为 4 组：

空白组和外源添加 10 μg/L、20 μg/L、30 μg/L 
EGF 的实验组，培养体积 20 mL。摇匀放置

在 100 r/min、37 ℃、5% CO2 摇床中培养，每

隔 24 h 取 100 μL 细胞液，计数。基于 Countstar
细胞分析仪得出各培养阶段的活细胞密度，计

算细胞倍增时间和比生长速率。细胞倍增时间：

倍增时间=T/log2 (Y/X)，T 代表细胞培养时间，

X 代表细胞接种密度，Y 代表细胞峰值前一天

的细胞密度。比生长速率(μ)：μ=ln(Xn/Xn–1)/ 
(Tn–Tn–1)，X 代表细胞密度，T 代表细胞培养

时间，n 和 n–1 代表 2 个取样计数时间点。 

1.4  转录组 RNA-seq 测序 
采用 TRIzol 提取悬浮培养型 Vero 细胞和

贴壁培养型 Vero 细胞的总 RNA。悬浮培养型

Vero 细胞标记为 XF1、XF2 和 XF3；贴壁培养

型 Vero 细胞标记为 AD1、AD2 和 AD3，将合

格的总 RNA 样品送至华大基因完成测序工作。

首先，用带有 oligo dT 的磁珠富集含有 polyA
尾巴的 mRNA，加入随机的 N6 引物进行反转

录，将合成的 cDNA 进行末端修复和接头连接，

最终的连接产物经 PCR 扩增建立 mRNA 文库，

最后使用 DNBSEQ 平台测序。 
首先，过滤测序所得到的原始数据 (raw 
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reads)，将低质量、接头污染以及未知碱基 N 含

量过高的 reads 去除，得到 clean reads。随后比

对到参考基因组上，进行新转录本预测、单核苷

酸多态性分析(single nucleotide polymorphisms, 
SNP)和差异剪接基因检测，得到新转录本。最

后将具有蛋白编码潜力的新转录本加入到参考

基因序列中构成一个完整的参考序列，并计算

基因表达水平。 

1.5  差异基因表达水平分析及功能分析 
基于华大转录组学计算统计的转录本表达

量，利用 R 语言对 Vero-XF 与 Vero-AD 的差异

mRNA 进行分析，以 P-value<0.05 且差异倍数

FC>2 作为标准，筛选差异表达基因并绘制火山

图。随后将筛选出的差异表达基因根据 KEGG
注释结果进行生物通路分类分析，并利用 R 语

言中 phyper 函数进行富集分析，P-value 采用错

误发现率(false discovery rate, FDR)方法校正，

将 Q-value<0.05 的结果视为显著性富集。 

1.6  qRT-PCR 检测差异 mRNA 表达 
首先，由北京擎科生物科技股份有限公司

设计并合成待检基因引物(表 1)。待细胞生长至

对数期时，取 3.00×106 个细胞 1 000 r/min 离心

5 min，弃掉上清液用预冷的磷酸缓冲盐溶液

(phosphate buffer saline, PBS)清洗细胞 2 次，采

用 TRIzol 法提取总 RNA，检测 RNA 浓度，且

确保 OD260/280 比值在 1.8–2.0 之间。根据检测到

RNA 浓度，取 1 μg 总 RNA 去除基因组 DNA，

反应体系及条件为 2 μL 的 gDNA Clean Reaction 
Mix，RNase free water 补至 10 μL；42 ℃反应   
2 min。随后，将第一步的反应液进行反转录，

反应体系及条件为 4 μL 的 5×Evo M-MLV RT 
Reaction Mix，6 μL 的 RNase free water；37 ℃，

15 min；85 ℃，5 s。最后，将获得的 cDNA 进

行 PCR 扩增。反应体系为：10 μL 的 2×SYBR 
Green Pro Taq HS Premix，10 μmol/L 的 Primer1

和 Primer2 各 1 μL，2 μL 的 cDNA，6 μL 的

RNase free water。反应条件为：95 ℃ 30 s；95 ℃ 
5 s，60 ℃ 30 s，40 次循环；95 ℃ 15 s；60 ℃     
60 s；95 ℃ 15 s。以 GAPDH 为内参，利用 2–ΔΔCt

法计算各组细胞差异 mRNA 相对表达量。 
 

表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Gene name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

ATG9B F: TTCAGCGTGCGGAGGATGG 
R: CAGAGGTGCCCAAGAAACTTAGAG

ATG101 F: GCTGGAGGTGTCGGTGGAG 
R: TTCTTGTAGTGGAACTTGCCTGTG 

ATG2A F: TTCACTCTGTCCAGCAACATCATC 
R: AATCTCGCCGCAGGTCCAG 

WIPI2 F: GAGACTTCAACCTGGAGTGGCTAC 
R: ATCATGTCGGACACCTGGCTTG 

LAMP2 F: CAATGATACTTGTCTGCTGGCTACC 
R: CTGCCTGTGGAATGAGTTGTATTGG

OPTN F: CTGTTGGGCATTGTGTCTGAACTG 
R: TTACTGACCCTTCTGCTTCTCCTTC 

Rab7a F: GGACACAGCAGGACAGGAACG 
R: GGGCAGTCACATCAAATACCAGAAC

DEPTOR F: ACTGATTGACTGGCTGATTGAACAC
R: AAAGCGGTAGAAGAGTTTGACATCC

STX17 F: AGAAGAAGCATCAGCAGCAACAG 
R: CAACAGTCATGGATCTGGTCAAAGG

ATG4D F: CGAGGGTGACATACAGCGTTTC 
R: CCAGCCACAGTCCGAGGTC 

NBR1 F: GCCATATAGCCACGACACTAACC 
R: CAGCAGGAAGACGAGGAGTAGAG 

GAPDH F: TGCCAAATACGATGACATCAAGAAGG
R: TGTCGCTGTTGAAGTCAGAGGAG 

 

1.7  Western blotting 检测自噬标志蛋

白的表达 
待细胞生长至对数期时，取 3.00×106 个细

胞 1 000 r/min 离心 5 min，弃掉上清液用预冷

的 PBS 清洗细胞 2 次，加入 RIPA 裂解液，经

反复冻融提取细胞总蛋白。使用 BCA 蛋白定量

试剂盒进行蛋白定量，加入 5×SDS-PAGE 蛋白

上样缓冲液后将样品 100 ℃煮沸 10 min。首先，

利用制胶盒配制 12%的 SDS-PAGE 凝胶，以恒
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压 80 V 跑浓缩胶，恒压 120 V 跑分离胶。随后，

以 75 V 恒压转膜 90 min，采用含吐温-20 的盐

酸三甲胺缓冲盐溶液(tris buffered saline with 
Tween-20, TBST)配制5%脱脂奶粉室温封闭2.5 h
后分别与 LC3 和 P62 抗体(1:2 000 稀释)于 4 ℃
摇床孵育过夜。次日，与相应二抗(1:5 000 稀释)
于室温孵育 70 min，用 TBST 洗膜 6 次，每次

5 min。最后，利用电泳凝胶成像系统检测蛋白

条带，并用 ImageJ-win64 进行灰度值分析。 

1.8  细胞凋亡和周期检测 
对 Vero-XF 和 Vero-AD 进行凋亡检测。待

细胞生长至对数期时，取 1.00×106 个细胞         
1 000 r/min 离心 5 min，加入 1.5 mL 的 Apoptosis 
Positive Control Solution 重悬细胞，于冰上孵育

30 min，经预冷的 PBS 清洗后加入 1.5 mL 的

1×Binding Buffer，平均分配 3 管，每管 500 μL。

1 管作为空白对照，另外 2 管分别加入 5 μL 的

Annexin V-APC 和 10 μL 的 7-氨基放线菌素 D 
(7-aminoactinomycin D, 7-AAD) ， 室 温 孵 育    
5 min。最后，采用流式细胞仪上机检测分析。 

待 Vero-XF 和 Vero-AD 生长至对数期时，

取 1.00×106 个细胞 1 000 r/min 离心 5 min，弃

掉上清液，用预冷的 PBS 清洗细胞 2 次进行周

期检测。首先，用 PBS 配制成 50 μg/mL 的碘

化丙啶(propidium iodide, PI)的工作液；随后，

加入 RNaseA 重悬细胞，37 ℃避光孵育 30 min；
最后，采用流式细胞仪进行检测。 

2  结果与分析 
2.1  Vero悬浮细胞与贴壁细胞生长特性

研究 
为了探究 Vero 细胞在悬浮和贴壁两种生长

状态下细胞增殖的情况，分别用含 5% NBS 的

M199 培养基培养贴壁细胞和含 2% NBS 的

Vero-S 培养基培养悬浮细胞，每隔 24 h 观察细

胞生长状况。如图 1A 所示，Vero 贴壁细胞(命
名为 Vero-AD)呈“网络状”生长；Vero 悬浮细胞

(命名为 Vero-XF)呈单个圆形，轮廓清晰，大小

相近，偶尔观察到聚集体。将 Vero-AD 与

Vero-XF 各阶段的平均细胞密度绘制生长曲线，

如图 1B 所示，2 种细胞的生长都经历了迟缓期、

对数期和平台期，呈“S”型生长，且 Vero-XF 较

Vero-AD 增殖缓慢。为了更直观探究 Vero 细胞

在悬浮驯化后细胞增殖的状况，以 Vero-AD 的

生长密度作为参照，计算 2 组细胞的倍增时间

和比生长速率。如图 1C、1D 所示，Vero-XF
与 Vero-AD 倍增时间分别为 76.93 h 和 31.78 h，
比生长速率分别为 0.009 h–1 和 0.021 h–1。以

Vero-AD 作为对照，驯化后的 Vero-XF 倍增时

间增加了 1.42 倍。综上，Vero 细胞在悬浮驯化

后面临生长缓慢的问题。 

2.2  Vero悬浮细胞与贴壁细胞差异基因

表达及 KEGG 富集分析 
为了探究 Vero-XF 生长缓慢的原因，利用

RNA-seq 技术对 Vero-XF 和 Vero-AD 的 mRNA
进行分析，共检测到 14 329 个差异基因。如

图 2A、2B 所示，与 Vero-AD 组相比，Vero-XF
组有 7 376 个基因差异显著，其中 3 601 个基因

显著上调，3 775 个基因显著下调。将差异基因

进行 KEGG 通路分类分析，其中细胞进程

(cellular processes)通路中有 726 个差异基因调

控细胞生长和死亡；代谢途径 (me tabo l i sm 
pathway)通路中差异基因主要参与脂质代谢、

糖类合成、碳水化合物代谢以及能量代谢；生

物体系统(organismal systems)通路中有 180 个

差异基因调控细胞衰老。随后将 Vero-XF 与

Vero-AD 的差异基因进行 KEGG 富集性分析，

P-value 经 FDR 方法校正，将 Q-value<0.05 的

结果视为显著性富集。如图 2C 所示，Vero-XF
与 Vero-AD 的差异基因主要富集在细胞自噬和 
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图 1  Vero 细胞在贴壁和悬浮培养条件下的生长特性   A：Vero-AD 与 Vero-XF 的细胞形态；B：Vero
悬浮与贴壁细胞的生长曲线；C：倍增时间；D：比生长速率(n=3)。 
Figure 1  Growth characteristics of Vero under adherent and suspension culture conditions. A: Cell 
morphology of Vero-AD vs. Vero-XF; B: Growth curves of Vero suspension versus adherent cells; C: Doubling 
time; D: Specific growth rate (n=3). ***: P<0.001. 

 
线粒体自噬途径，并参与调控 mTOR 信号通路、

AMPK 信号通路和溶酶体途径等。基于转录组

学结果推测，与 Vero-AD 相比，Vero-XF 产生

了较高的自噬水平，可能是导致细胞生长缓慢

的原因之一。最后，为了探究参与调控 Vero-XF
自噬和线粒体自噬的基因，以 log2 FC>1 作为筛

选差异基因的标准，将富集于细胞自噬和线  
粒体自噬的 82 和 63 个基因绘制聚类热图。   
如图 2D 所示，自噬相关基因(autophagy-related 
gene, ATG)如 ATG101、ATG2A、ATG4D 和

ATG9B 差异显著，以及自噬溶酶体相关标志基

因 LAMP2 和 mTOR 信号通路中 DEPTOR 等基

因差异较为显著。 

2.3  差异基因的 qRT-PCR 验证 
从转录组学鉴定出的候选基因中选取11个参

与调控自噬途径的基因，如自噬起始相关基因

ATG101、ATG9B 和 WIPI2；自噬延伸的相关基

因 ATG2A 和 ATG4D；自噬关键因子 NBR1 和

OPTN；以及自噬溶酶体相关基因 STX17、Rab7a
和 LAMP2，并统计各个基因的相对丰度、log2 FC
值及显著性，结果如表 2 所示。将筛选的 11 个差

异基因进行 qRT-PCR 验证，如图 3 所示，与

Vero-AD 相比，Vero-XF 中 ATG9B、WIPI2、
LAMP2、OPTN、DEPTOR 和 Rab7a 的表达量

显著上调，ATG4D 的表达量显著下调，与组学

结果一致；ATG101、ATG2A 和 STX17 的表达量

显著上调，NBR1 的表达量差异不显著。 

2.4  Vero悬浮细胞自噬标志蛋白的验证 
为了验证 Vero-XF 的确产生了较高的自噬

水平，通过 Western blotting 检测 Vero-XF 与

Vero-AD 中自噬标志蛋白 LC3 和 P62 的表达。结

果如图 4 所示，与 Vero-AD 相比，Vero-XF 的

LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白表达量显著上调，P62 蛋白表达量显

著下调。结果表明 Vero-XF 有着较高的自噬水平。 
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图 2  Vero-XF 和 Vero-AD 转录组学分析   A：Vero-XF 与 Vero-AD 差异基因的火山图；B：差异基

因 KEGG pathway 注释柱状图；C：差异基因 KEGG 通路富集气泡图；D：细胞自噬与线粒体自噬差异

基因的聚类热图。 
Figure 2  transcriptomic analysis of Vero-XF vs. Vero-AD. A: Volcano plot of Vero-XF vs. Vero-AD 
differential genes; B: Differential gene KEGG pathway annotated histogram; C: Differential gene KEGG 
pathway enriched bubble plot; D: Clustering heatmap of differential genes enriched in cellular autophagy and 
mitochondrial autophagy. 
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表 2  部分差异基因筛选结果 
Table 2  Results of partial differential genes screening 
Gene symbol Relative abundance log2 FC P-values 

AD1 
FPKM 

AD2 
FPKM 

AD3 
FPKM 

XF1 
FPKM 

XF2 
FPKM 

XF3 
FPKM 

ATG101 16.72 18.05 18.55 3.42 4.90 3.50 –2.072 92 0.000 051 
ATG2A 10.02 9.32 8.61 2.68 2.79 2.47 –1.656 41 0.002 502 
ATG4D 10.78 10.37 10.28 1.91 2.47 2.26 –2.032 41 0.000 003 
NBR1 27.01 27.30 29.99 57.23 54.23 52.91 1.266 50 0.000 128 
ATG9B 0.19 0.18 0.21 0.82 1.00 0.94 2.396 44 0.004 356 
DEPTOR 0.38 0.38 0.43 14.16 13.10 12.67 5.221 85 0.001 157 
WIPI2 5.54 5.19 6.03 12.39 15.51 13.25 1.474 84 0.009 194 
STX17 18.72 15.28 15.48 4.73 4.96 4.15 –1.656 81 0.006 651 
LAMP2 20.28 22.25 19.67 55.21 48.57 53.14 1.408 73 0.001 321 
OPTN 5.85 5.73 5.72 13.63 13.63 13.10 1.405 93 0.000 282 
Rab7a 79.27 76.74 84.89 144.36 145.01 140.41 1.053 52 0.000 109 

 

 
 

图 3  qRT-PCR 检测 Vero-XF 与 Vero-AD 中部分差异基因的表达 
Figure 3  qRT-PCR to detect the expression of partial differential genes in Vero-XF and Vero-AD. n=3;    
*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: P>0.05. 

 

 
 

图 4  Western blotting 检测 LC3 和 P62 在 Vero-XF 与 Vero-AD 中表达(A)及量化(B) 
Figure 4  Western blotting detection of LC3 and P62 expression (A) and quantification (B) in Vero-XF and 
Vero-AD. n=3; *: P<0.05; ***: P<0.001. 
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2.5  表皮生长因子对 Vero 悬浮细胞自

噬的影响 
通过 Western blotting 验证 Vero-XF 中 LC3 

和 P62 的表达，结果表明 Vero-XF 产生了较高

自噬水平。自噬是细胞内生理现象，各种营养

物质如氨基酸、生长因子、氧气和能量受到限

制时，可能会诱导自噬发生。因此，推测 Vero-XF
在正常培养条件下仍产生较高自噬水平可能由

营养缺乏导致。通过外源添加 EGF 观察是否能改

善 Vero-XF 自噬水平。利用 Western blotting 对添加

10、20、30 μg/L EGF 的 Vero-XF 进行自噬标记

蛋白检测。结果如图 5 所示，与对照组相比，

外源添加 3 种浓度 EGF 后 LC3Ⅱ/Ⅰ表达量均显著

下调，P62 表达量也均显著上调。因此，EGF 的

添加可有效改善 Vero-XF 的自噬水平。 

2.6  表皮生长因子对 Vero 悬浮细胞增

殖的影响 
为了探究改善细胞自噬是否会影响细胞

增殖，通过对 Vero-XF 外源添加 10、20、      
30 μg/L EGF，并以空白组作为对照，将 4 组

细胞各阶段的平均细胞密度绘制生长曲线。如

图 6A 所示，外源添加 10、20 和 30 μg/L EGF  
 

 
 

图 5  Western blotting 检测外源添加 EGF 后 Vero 悬浮细胞 LC3 和 P62 表达(A)及量化(B、C) 
Figure 5  Western blotting detection of LC3 and P62 expression (A) and quantification (B, C) in Vero 
suspension cells after addition of EGF. n=3; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 

 
 

图 6  外源添加 EGF 后 Vero 悬浮细胞的生长特性   A：外源添加 EGF 后 Vero 悬浮细胞的生长曲线；

B：倍增时间；C：比生长速率(n=3)。 
Figure 6  Growth characteristics of Vero suspension cells after addition of EGF. A: Growth curve of Vero 
suspension cells after addition of EGF; B: Doubling time; C: Specific growth rate (n=3). *: P<0.05; ***: P<0.001. 
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使 Vero-XF 最大增殖密度分别增加了 3.08%、

19.32%和 31.26%。通过计算 4 组细胞的倍增时

间和比生长速率更清晰地观察 EGF 对 Vero-XF
增殖的影响。如图 6B、6C 所示，对照组与外

源添加 10、20、30 μg/L EGF 组的细胞倍增时

间分别为 82.02 h、71.93 h、62.01 h、52.70 h，
比生长速率分别为 0.008 4 h–1、0.009 7 h–1、

0.011 2 h–1 和 0.013 2 h–1。与对照组相比，添加

10、20、30 μg/L 的 EGF 后 Vero-XF 的比生长

速率分别增加了 15.48%、33.33%、57.14%。因

此，外源添加 EGF 改善细胞自噬水平可促进

Vero-XF 的增殖。 

2.7  表皮生长因子对 Vero 悬浮细胞周

期的影响 
为了更进一步确认细胞增殖结果以及 EGF

的添加是否影响 Vero-XF 的周期，利用流式细

胞仪检测对照组与外源添加 EGF 组的 Vero-XF
周期情况。通常情况下，细胞停滞于 G1 期是

细胞周期受到抑制；S 期是完成细胞 DNA 的复

制。因此，细胞在 S 期的占比可作为细胞增殖

的指标。如图 7A 所示，Vero-AD 的 G1 期占比

为 63.44%，S 期占比为 29.85%。与 Vero-AD 相

比，驯化后的 Vero-XF 的 G1 期细胞数量增加，

S 期细胞数量减少，分别为 74.98%和 19.21%。

如图 7B 所示，对照组的 G1 期占比为 80.07%，

S 期占比为 18.12%；外源添加 10 μg/L、20 μg/L、

30 μg/L EGF 组 G1 期占比分别为 77.44%、

76.22%、73.10%，S 期占比分别为 20.94%、

21.78%、24.50%。综上，与对照组相比，外源

添加 EGF 组 G1 期细胞数量减少，S 期细胞数 
 

 
 

图 7  流式细胞仪检测细胞周期   A：Vero-AD 和 Vero-XF 的周期；B：外源添加 EGF 后 Vero-XF 的周期。 
Figure 7  Cell cycle detection by flow cytometry. A: Cycle of Vero-AD and Vero-XF; B: Cycle of Vero-XF 
after addition of EGF. 
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量增加，促进了细胞周期的进展。 

2.8  表皮生长因子对 Vero 悬浮细胞凋

亡的影响 
为了探究 Vero-XF 凋亡情况以及评估外源

添加 EGF 对 Vero-XF 凋亡的影响，利用流式细

胞仪对 Vero-AD、Vero-XF 和外源添加 EGF 的

Vero-XF 进行凋亡检测。如图 8 所示，Q2 和 Q3 
象限分别作为晚期细胞凋亡数和早期细胞凋亡

数。在 Vero-AD 与 Vero-XF 凋亡检测中，如图 8A

所示，Vero-AD 的凋亡率为 3.29%，Vero-XF 的 
凋亡率为 13.27%。Vero-XF 凋亡率高于 Vero-AD，

这进一步证明了 Vero-XF 存活率相对较低。在

Vero-XF 培养过程中外源添加 EGF 后进行凋亡

检测，如图 8B 所示，对照组细胞的凋亡率为

27.50%，外源添加 10、20、30 μg/L EGF 后的

Vero-XF 凋亡率分别为 24.66% 、 12.04% 、

11.27%。以上结果表明，外源添加 EGF 可有效

改善 Vero-XF 的凋亡。 
 

 
 

图 8  流式细胞仪检测细胞凋亡率   A：Vero-XF 与 Vero-AD 的凋亡率；B：外源添加 EGF 后 Vero-XF
的凋亡率。 
Figure 8  Apoptosis rate detected by flow cytometry. A: Apoptosis rate of Vero-XF vs. Vero-AD; B: 
Apoptosis rate of Vero-XF after addition of EGF. 
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2.9  qRT-PCR 验证表皮生长因子对差

异基因的影响 
为了探究外源添加 EGF 后对 11 个差异表

达基因的影响，选用 30 μg/L EGF 处理的细胞

进行 qRT-PCR 验证，如图 9 所示，与对照组相

比，EGF 处理组中 ATG101、LAMP2、Rab7a
和 STX17 的表达量显著下调；ATG4D 的表达量

显著上调；ATG2A、ATG9B、WIPI2、OPTN、

DEPTOR 和 NBR1 的表达量差异不显著。因此，

结果表明，EGF 可调控 ATG4D、ATG101、
LAMP2、Rab7a 和 STX17 等自噬相关基因的表

达，改善 Vero-XF 的自噬水平。 

3  讨论与结论 
Vero 细胞由于缺乏分泌干扰素的能力，导

致其对多种病毒的易感性较高，且生物安全性

高、不易变异，是人类病毒性疫苗生产应用最

为广泛的传代性细胞系之一[2]。近年来，为了

保证疫苗的大规模生产，研究者不断地探索开

发 Vero 细胞的悬浮培养工艺，以实现高密度培

养细胞。然而，在 Vero 细胞悬浮驯化中始终存

在细胞增殖缓慢、存活率低和结团率高等问题。

为了更有效地使 Vero 细胞适应悬浮培养的状

态，并保持较高的细胞存活率和增殖速率，本研

究通过 RNA-seq 技术分析 Vero-XF 与 Vero-AD 的

差异基因，获得在悬浮培养中影响细胞生长的关

键基因，为构建基因工程细胞株提供了参考。 
目前基于 Vero-XF 与 Vero-AD 转录组学分

析，以及 Western blotting 验证 Vero-XF 自噬标

志蛋白 LC3 和 P62 的表达，结果表明 Vero-XF
的自噬水平较高。随后通过 qRT-PCR 验证了部

分差异基因，其中 ATG101、ATG9B、WIPI2、
ATG2A、OPTN、Rab7a、STX17 和 LAMP2 的表

达量在 Vero-XF 中显著上调，以及 ATG4D 的表

达量在 Vero-XF 中显著下调。ATG101 是 ULK1
激酶复合物的重要组成部分，可稳定 ATG13 并

招募下游自噬相关蛋白。Suzuki 等[14]通过 siRNA
敲低 ATG101 后，细胞 LC3II/Ⅰ表达量下调，自

噬受到抑制。WIPI2、ATG2A 和 ATG9B 等蛋白

参与调控自噬的起始和吞噬泡的形成。Ren 等[15] 
揭示了 WIPI2 特异性识别 ATG2A，形成复合物

定位到吞噬泡和内质网的交界处，并招募

ATG9B 将细胞膜组分运输至吞噬泡，促进自噬

体的延伸与闭合。OPTN 作为自噬受体蛋白，

通过泛素化信号途径参与自噬底物识别、自噬

小体形成以及自噬溶酶体的降解。也有研究表

明，敲低 OPTN 可改变细胞黏附信号，增强细

胞周期蛋白 D1 表达，促进细胞增殖[16]。Rab7a
和 STX17 都参与了自噬体与溶酶体的融合，同

时也介导了早期自噬体的成熟。Feng 等[17]研究 
 

 
 

图 9  qRT-PCR 检测 EGF 对部分差异基因的表达 
Figure 9  qRT-PCR to detect the expression of some differential genes by EGF. n=3; *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001; ns: P>0.05. 
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发现，当抑制 STX17 表达，使得自噬体与溶酶

体的融合受到限制，阻止了相关蛋白的降解，

可促进在营养缺乏的情况下细胞增殖。LAMP2
是溶酶体膜的重要组成部分，介导自噬体与溶

酶体融合，促进细胞质内蛋白降解。当抑制

LAMP2 的表达，溶酶体功能和自噬体会受到抑

制[18]。ATG4D 是半胱氨酸蛋白酶，为自噬相关

蛋白，Liao 等[19]研究发现上调 ATG4D 表达显

著提高三叉神经节自噬水平。但也有研究表明，

ATG4D 的表达与自噬水平呈负相关。ATG4D
可介导 ATG8 蛋白水解，在 ATG4D 缺失的细胞

中 ATG8 得到积累，促使细胞自噬小体的数量

增加[20]。qRT-PCR 验证结果也进一步证实了与

Vero-AD 相比 Vero-XF 发生了较高的自噬水平。

此外，通过 KEGG 富集分析所筛选出 OPTN 和

STX17 等基因，既有调控细胞黏附的功能，也

能改善细胞自噬并促进其增殖，为后续悬浮型

基因工程 Vero 细胞的构建提供了新靶点。 
在 Vero 细胞悬浮驯化的过程中，Logan 等[8]

通过组学分析影响细胞生长缓慢的原因，从而

发现 Vero 悬浮细胞中自噬相关基因的表达水平

显著升高。因此，在 Vero 细胞的悬浮驯化中，

解决细胞的自噬问题至关重要。对 Vero-XF 与

Vero-AD 的差异基因进行 KEGG 富集性分析，

结果表明除细胞自噬和线粒体自噬途径差异显

著外，AMPK 信号通路和 mTOR 信号通路差异

也较为显著。AMPK 是一种主要的能量调节因

子。有研究发现，当 AMP/ATP 和 ADP/ATP 比

值升高，或缺乏葡萄糖时，AMPK 的磷酸化水

平升高，激活磷酸化 ATG1 来诱导细胞自噬[21]。

WIPI2 的 β-螺旋桨平台在自噬过程中为 AMPK
通路中的蛋白互作和激酶信号转导起着支架作

用[22]。Lu 等[23]研究表明，WIPI 家族蛋白通过

调节 STK11-AMPK-TSC2 信号通路，从而控制

自噬小体的形成。mTOR 作为营养传感器，通

过感受氨基酸和生长因子的浓度来调节细胞自

身的稳态。研究表明，当氨基酸缺乏时通过抑

制 mTORC1 活性，降低 mTOR 通路的磷酸化水

平，诱导下游 ULK1 引发细胞自噬[24]。DEPTOR
在 mTOR 通路中是 mTORC1 的天然抑制剂。

Wang 等[25]发现 DEPTOR 的表达水平与自噬活

性呈正相关，当 DEPTOR 水平下调时会减弱与

mTORC1 的互作，进而抑制细胞自噬的发生。

因此，基于 KEGG 富集分析结果显示，AMPK
和 mTOR 信号通路在 2 组细胞中存在显著差

异，表明这两条通路可能在 Vero-XF 的自噬调

控中发挥重要作用。 
为了进一步探究改善 Vero-XF 的自噬水平

是否能提升细胞活率，并促进细胞生长。在营

养饥饿小肠上皮细胞诱导的自噬模型中，

Maynard 等[26]发现，外源添加 EGF 可抑制细胞

自噬并减缓小肠上皮细胞的受损。EGF 与受体

酪氨酸激酶结合后激活受体，进而促进 PI3K 的

活化，并将激酶 AKT 招募至细胞膜，激活

mTORC1 和 mTORC2 复合物，从而引发其下游

信号通路的级联反应，最终抑制细胞自噬发  
生[12]。同时，EGF 与其受体结合可直接去磷酸

化抑制自噬启动因子 Beclin-1，从而控制自噬小

体的形成[27]。本研究通过外源添加 EGF 来改善

Vero-XF 的自噬水平，并利用 Western blotting
检测 LC3 和 P62 的表达。结果表明，外源添加

EGF 后 Vero-XF 的 LC3Ⅱ/Ⅰ表达量显著下调，P62
表达量显著上调，表明外源添加 EGF 可有效改

善细胞自噬水平。与此同时，外源添加 EGF 后

测定 Vero-XF 的倍增时间和比生长速率的变

化，并利用流式细胞术检测外源添加 EGF 后对

细胞凋亡的影响。结果表明，EGF 的添加提升

了细胞比生长速率，并降低了细胞倍增时间和

凋亡率。因此，外源添加 EGF 可促进 Vero-XF
的增殖，并提升细胞活率。 
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综上，如图 10 所示，本研究通过 RNA-seq
分析初步揭示了 Vero-XF 自噬机制的过度激活

是导致其生长缓慢的原因之一，经聚类分析筛

选部分差异基因，为后续悬浮型基因工程 Vero
细胞的构建提供了新靶点；同时，外源添加 EGF
改善了 Vero-XF 的生长状态，并促进了细胞增

殖。但本研究只关注细胞驯化的起始和最终的

悬浮这 2 个阶段的生长变化，未探究细胞在驯化

过程中的生长变化。后续将基因修饰后的 Vero
细胞进行悬浮驯化时，会收集驯化中不同阶段的

样本，来探究细胞在驯化过程中生长和代谢的变

化，为 Vero 细胞的悬浮培养提供全面的参考。 
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图 10  转录组学分析 Vero-XF 并用 EGF 改善其自噬水平 
Figure 10  Summary plot of transcriptomic analysis of Vero-XF and improvement of its autophagy with EGF. 
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