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摘　 要:本文主要研究重组人感染高致病性禽流感 Ｈ７Ｎ９ 株作为主工作种子批在 Ｖｅｒｏ 细胞连续传代中的高产

特性和传代稳定性ꎬ为疫苗开发提供前期研究ꎮ 将重组获得的 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒 Ｖｅｒｏ 细胞适应株(Ａ / Ａｎｈｕｉ / １ /

２０１３Ｖａ)按照病毒感染复数(ＭＯＩ)０. ０１ 的病毒量接种于 Ｖｅｒｏ 细胞ꎬ并连续传 １５ 代ꎮ 血凝试验检测每代病毒血

凝效价ꎬ并绘制病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上的生长曲线ꎻ每代病毒用 ＭＤＣＫ 细胞检测病毒的感染性滴度ꎻ通过单向免疫

扩散试验对重组病毒 Ｈ７Ｎ９ 的第 １ 及第 １６ 代进行型别鉴定ꎻ取第 １、５ 及 １６ 代病毒ꎬ用鸡胚半数感染量及致死

量检测病毒在传代过程中毒力变化ꎻ分别提取第 １ 和 １６ 代 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒的 ＲＮＡꎬ反转录及克隆后测序ꎬ对比

病毒在连续传代过程中血凝素(ＨＡ)和神经氨酸酶(ＮＡ)基因的变化ꎮ 试验结果表明:在连续传代过程中ꎬ病毒

效价越来越趋于稳定ꎬ血凝效价稳定维持在 ３８４ ~ ４４８ꎻ病毒感染性滴度维持在 ７ Ｌｏｇ１０ＴＣＩＤ５０ / ｍＬ 左右ꎻ病毒在

传代过程中毒力未发生显著变化ꎻＨＡ 和 ＮＡ 在连续传代过程中并未出现因基因变异导致的编码氨基酸改变的

状况ꎮ Ｈ７Ｎ９ 安徽株病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞传代过程中不仅产量稳定ꎬ其毒力和基因也很稳定ꎬ可以将其作为 Ｈ７Ｎ９

流感疫苗候选株ꎮ

关键词:Ｈ７Ｎ９ Ｖｅｒｏ 细胞适应株ꎻ 病毒滴度ꎻ 生长曲线ꎻ ＨＡ 及 ＮＡ 序列
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　 　 甲型 Ｈ７Ｎ９ 禽流感是一种人畜共患病ꎬ且死亡率

高[１] ꎮ ２０１３ 年在中国首次报道流感病毒 Ｈ７Ｎ９ 感染

人ꎬ随后 Ｈ７Ｎ９ 流感病毒共引起 ５ 波流感爆发[２￣４] ꎮ
据相关报道ꎬ截止 ２０１８ 年 ６ 月ꎬ一共有１ ５６７人感染

Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒ꎬ其中死亡 ６１５ 人[５] ꎮ ２０１３ 年在

中国发现的 ３３ 例感染者中就有 ９ 人死亡[６] ꎮ 流感

病毒是 ＲＮＡ 病毒ꎬ易出现变异ꎬ近年高致病的 Ｈ７Ｎ９
毒株的出现ꎬ可能会给人类带来更大的危害[７] ꎮ

目前ꎬ应对流感大爆发最有效的手段仍然是疫

苗的接种[８ꎬ９] ꎮ 而流感疫苗的生产除了对宿主有一

定的要求外ꎬ对疫苗株的传代稳定性也有要求[１０] ꎮ
本文将 Ｈ７Ｎ９ Ｖｅｒｏ 细胞适应株(Ａ / Ａｎｈｕｉ / １ / ２０１３Ｖａ)
在 Ｖｅｒｏ 细胞上连续传代ꎬ并在病毒分子水平和细胞

水平进行研究ꎬ以确定该毒株是否可以作为 Ｖｅｒｏ 细

胞生产 Ｈ７Ｎ９ 流感疫苗的种子ꎬ以期为开发细胞流感

疫苗提供前期研究ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 细胞及毒株

第 １４５ 代 Ｖｅｒｏ 细胞购自美国 ＡＴＣＣꎻ甲型流感病

毒 Ｖｅｒｏ 细胞适应株 Ａ / Ａｎｈｕｉ / １ / ２０１３Ｖａ(Ｈ７Ｎ９)为本

实验室构建及保存ꎬ毒株的构建在成都军区疾病控

制中心 Ｐ３ 实验室中完成ꎻＭＤＣＫ 细胞( Ｐ１８)购自中

国科学院昆明动物所细胞库(ＫＢＣ２００６１０５ＹＪ)ꎬ应用

时代次为第 ３０ 代ꎮ
１. ２　 主要试剂及仪器

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ ( Ｌｏｔ８１１９２１３)、ＭＥＭ 培养基均购自

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＴＰＣＫ 胰酶( Ｌｏｔ３９Ｂ１９０８３)购自 Ｗｏｒｔｈｉｎｇ￣
ｔｏｎ 公司ꎻ牛血清白蛋白( Ｌｏｔ. Ｎｏ. ９１３Ｚ０５１７)购自北

京索莱宝科技有限公司ꎻＲＮＡ 病毒提取试剂盒购

自天根 生 化 科 技 有 限 公 司ꎻ Ｈ７Ｎ９ 抗 原 标 准 品

(ＮＩＢＲＧ￣２６８)和 Ｈ７ 抗血清标准品( Ｓｈｅｅｐ ＳＨ６４４)均

购自ＮＩＢＳＣꎮ
１. ３　 病毒传代稳定性

Ｖｅｒｏ 细胞按照 １∶ ４传代ꎬ显微镜下观察细胞长成

致密单层时ꎬ将病毒从 － ７０ ℃取出ꎬ流水融化后按照

病毒感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬＭＯＩ)为 ０. ０１
的病毒量接种 Ｈ７Ｎ９ 病毒ꎬ３５ ℃吸附 ２ ｈ 后将吸附液

弃掉ꎬ用 ＰＢＳ 洗细胞面 ２ 次ꎬ再加病毒维持液 １０ ｍＬ
继续置于 ３５ ℃培养箱中培养 ７２ ｈꎬ７２ ｈ 时细胞完全

被病毒裂解ꎬ收取病毒液ꎮ 病毒连续传代 １５ 次ꎬ每
次试验做 ２ 次重复ꎮ
１. ４　 血凝试验

将新鲜的鸡血红细胞用生理盐水配成 １％ 的体

积浓度ꎬ在 ９６ 孔板的 Ｕ 形板的 Ａ１ ~ Ｈ１２ 孔中各加入

５０ μＬ 生理盐水ꎬ具体方法参照郭元吉等[１１] ꎮ 在血

凝板的第一行(Ａ１ ~ Ｈ１)孔中依次加入待检测流感

病毒样品 ５０ μＬꎬ用 ８ 道移液器将第一列的生理盐水

或样品吹打混匀后ꎬ取 ５０ μＬ 到第二列ꎬ更换枪尖ꎬ
再按照同样的操作依次将样品进行倍比稀释ꎬ到最

后一个稀释度时ꎬ弃掉 ５０ μＬ 液体ꎮ 同时设立阴性

对照孔ꎬ在各孔加入新鲜配置的 １％ 鸡红细胞悬液

５０ μＬꎬ轻轻拍打 Ｕ 形板外壁ꎬ室温静置 ３０ ｍｉｎ 后观

察并记录结果ꎮ
１. ５　 各代病毒收获液 ＴＣＩＤ５０的检测

ＭＤＣＫ 细胞长成致密单层后ꎬ用 ０. １２５％ 的 ＥＤ￣
ＴＡ￣胰酶消化后计数ꎬ按照每孔 ２ × １０４ 个细胞的量接

种到 ９６ 孔板ꎬ于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 培养箱培养约 ２４ ｈꎮ
用病毒维持液将病毒从 １０ ￣ ４ 稀释到 １０ ￣ ９ꎬ每个稀释

度接种８ 孔ꎬ每孔接种 １００ μＬ 病毒ꎬ置于 ３７ ℃ 、５％
ＣＯ２ 培养箱培养 ７２ ｈꎬ血凝试验检测病毒效价ꎬＲｅｅｄ￣
Ｍｕｅｎｃｈ 法[１２]计算病毒的组织培养半数感染量(５０％
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ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｄｏｓｅꎬＴＣＩＤ５０)ꎮ 每块 ９６ 孔板做

１ 次重复ꎮ
１. ６　 病毒生长曲线

将第 １６ 代的病毒按照 ＭＯＩ 为 ０. ０１ 的病毒量接种

于 Ｖｅｒｏ 细胞ꎮ 在 ２４、３６、４８、６０、７２ ｈ 分别取病毒上

清ꎬ血凝试验检测不同时间段的病毒效价ꎬ试验重复

３ 次ꎮ 观察细胞接毒后不同时间段的病变状况ꎮ
１. ７　 单向免疫扩散试验

在琼脂糖凝胶中混入抗血清标准品ꎬ将其铺好

并在上面打孔ꎮ 孔中加入标准抗原和待检样品(第 １
和 １６ 代病毒)ꎬ室温进行免疫扩散ꎮ 若待检样品和

标准样品型别一致ꎬ则会形成抗原抗体复合物ꎬ考马

斯亮蓝染色后形成肉眼可见的扩散环ꎮ
１. ８　 不同代次重配 Ｈ７Ｎ９ 病毒的鸡胚半数感染

量试验

将第 １、５、１６ 代的病毒用 ０. ０１ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ 按

照对数稀释法从 １０ ￣１ 稀释至 １０ ￣９ꎬ每个稀释度接种

９ 日龄鸡胚 ４ 枚ꎬ每枚接种病毒液 ２００ μＬꎻ３５ ℃ 、
６５％湿度的孵箱培养 ３ ｄ 后取尿囊液进行血凝试验

检测病毒的效价ꎬ计算病毒的鸡胚半数感染量( ｅｇｇ
５０％ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｏｓｅꎬＥＩＤ５０)ꎮ
１. ９　 测定 Ｈ７Ｎ９ 重配病毒鸡胚半数致死量

将第 １、５、１６ 代的病毒用 ０. ０１ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ 按

照对数稀释法稀释ꎬ以 １０７、１０６、１０５ ＥＩＤ５０ 分别接种

９ 日龄鸡胚ꎬ每个稀释度接种鸡胚 ６ 枚ꎬ每枚接种

０. ２ ｍＬꎬ接种 １２ ｈ 时ꎬ检查鸡胚生长状态ꎬ弃掉死胚ꎬ
继续培养 ７２ ｈꎬ统计鸡胚死亡数量ꎮ
１. １０　 重配毒株 ＨＡ 和 ＮＡ 基因稳定性的研究

为了检测病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上连续传代后血凝素

(ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎꎬＨＡ) 和神经氨酸酶 ( ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅꎬ
ＮＡ)基因是否发生变异ꎬ我们将培养的第 １ 代和第

１６ 代病毒的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因分别克隆到 ｐＬＢ 载体上ꎬ
并将构建好的质粒送往生工测序ꎮ 测序结果通过

ＮＣＢＩ 网站及 ＤＮＡ ＳＴＡＲ 软件分析ꎬ确定病毒的 ＨＡ
和 ＮＡ 基因在 Ｖｅｒｏ 细胞连续传代过程中是否发生

变异ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 病毒连续传代每代效价及感染性滴度

重配病毒从第 ２ 代在 Ｖｅｒｏ 细胞上连续传至第１６
代ꎮ 每代病毒收获液的血凝效价变化如图 １ａ 所示:

从图中可以看出ꎬ从第 ８ 代病毒开始ꎬ病毒在 Ｖｅｒｏ 细

胞上的病毒效价基本趋于稳定ꎬ而且随着病毒代次

的增高ꎬ病毒的效价稳定维持在 ３８４ ~ ４４８ꎻ病毒的感

染性滴度从第 ２ 代开始均在 １ × １０６. ７５ ＴＣＩＤ５０ / ｍＬ 以

上ꎬ且随着病毒代次的增高ꎬ病毒感染性滴度维持在

１ × １０７ ＴＣＩＤ５０ / ｍＬ 左右ꎮ

图 １　 各代病毒的效价及感染性滴度

Ｆｉｇ. １　 Ｖｉｒａｌ ｔｉｔｅｒ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓ

２. ２　 病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞的生长曲线

病毒接种 Ｖｅｒｏ 细胞后在不同时间段的产量不

同ꎬ从图 ２ａ 可以看出病毒在各个时间段病毒效价的

差异ꎮ 在 ２４ ｈ 内取病毒维持液上清ꎬ血凝试验结果

为阴性ꎮ 随着培养时间的推移ꎬ病毒产量逐渐增高ꎬ
直至细胞完全病变ꎬ病毒效价达到最高ꎮ 显微镜下

观察接种病毒后不同时间段的 Ｖｅｒｏ 细胞ꎬ如图 ２ｂ 所

示的是病毒接种 ２４ ｈ 的细胞ꎬ细胞的形态正常ꎻ到
４８ ｈ 时病毒的增殖使得部分细胞裂解ꎬ细胞形成网

状结构(图 ２ｃ)ꎻ７２ ｈ 时细胞完全裂解ꎬ这时病毒效

价达到最高ꎬ为 ４４８(图 ２ｄ)ꎮ 流感病毒为胞外毒ꎬ通
过对细胞裂解状态的观察及病毒在不同时间段效价

的高低可以确定具体的收毒时间ꎮ
２. ３　 单向免疫扩散结果

如图 ３ 所示:其中 １ 和 ４ 是 Ｈ７Ｎ９ 抗原标准品ꎻ
２ 和 ５是第 １６ 代病毒ꎻ３ 和 ６ 是第 １ 代病毒ꎮ 重配病

毒 Ｈ７Ｎ９ 与 ＮＩＢＳＣ 的标准抗 Ｈ７Ｎ９ 抗血清反应后出
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现抗原抗体免疫复合物扩散环ꎬ虽然与标准 Ｈ７Ｎ９ 抗

原形成的环大小有差异ꎬ但是足以说明重配病毒

Ｈ７Ｎ９ 血清型表型属于 Ｈ７ 型ꎮ

图 ２　 病毒生长曲线及病毒感染后不同时间段细胞状态

Ｆｉｇ. ２　 Ｖｉｒｕｓ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｓｔａｔｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

ｐｅｒｉｏｄｓ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

( ａ)病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞的增长曲线ꎻ

(ｂ)接种病毒 ２４ ｈ 时 Ｖｅｒｏ 细胞的状态ꎻ

( ｃ)病毒接种 Ｖｅｒｏ 细胞 ４８ ｈ 时细胞状态ꎻ

(ｄ)病毒接种 Ｖｅｒｏ 细胞 ７２ ｈ 时细胞状态

( ａ)Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓꎻ

(ｂ)Ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ａｔ ２４ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｖｉｒｕｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎻ

( ｃ)Ｃｅｌｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖｉｒｕｓ ａｔ ４８ ｈꎻ

(ｄ)Ｃｅｌｌ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ Ｖｅｒｏ ｃｅｌｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖｉｒｕｓ ａｔ ７２ ｈ

图 ３　 单向免疫扩散型别鉴定结果图

Ｆｉｇ. ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｎｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｉｍｍｕｎｅ

ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｔｙｐｅ

１ 和 ４:标准抗原ꎻ２ 和 ５:第 １６ 代病毒ꎻ３ 和 ６:第 １ 代病毒

１ ａｎｄ ４:Ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｔｉｇｅｎꎻ２ ａｎｄ ５:Ｔｈｅ １６ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓꎻ

３ ａｎｄ ６:Ｔｈｅ ｆｉｒｓｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓ

２. ４　 病毒鸡胚半数感染量及致死量

第 １、５、１６ 代病毒在 ９ 日龄鸡胚半数感染量结果

如表 １ 所示ꎮ 其中第 １ 代病毒的 ＥＩＤ５０是 １０６ / ０. ２ ｍＬꎬ

第 ５ 代病毒的 ＥＩＤ５０是 １０６. ２５ / ０ . ２ ｍＬꎬ第 １６ 代病毒的

ＥＩＤ５０是 １０６. ２５ / ０ . ２ ｍＬꎮ 从以下结果可以看出病毒在

传代的过程中ꎬ不同代次的病毒虽然鸡胚半数感染

量存在差异ꎬ但是差异不显著ꎮ １０７、１０６、１０５ ＥＩＤ５０分

别接种 ９ 日龄鸡胚孵育 ７２ ｈꎬ检蛋后并未发现死胚

的存在ꎬ 说明病毒在传代过程中ꎬ其毒力并未发生

改变ꎮ

表 １　 不同代次的病毒鸡胚半数感染量

Ｔａｂ. １　 Ｈａｌｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

Ｖｉｒａｌ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

Ｄｉｌｕ￣
ｔｉｏｎ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｈｉｃｋｅｎ
ｅｍｂｒｙｏｓ

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｈｉｃｋｅｎ
ｅｍｂｒｙｏｓ

１０ ￣１ ４ ４ / ４

１０ ￣２ ４ ４ / ４

１０ ￣３ ４ ４ / ４

１０ ￣４ ４ ４ / ４

１ １０ ￣５ ３ ３ / ４

１０ ￣６ １ １ / ４

１０ ￣７ ２ ２ / ４

１０ ￣８ ０ ０

１０ ￣９ ０ ０

１０ ￣１ ４ ４ / ４

１０ ￣２ ４ ４ / ４

１０ ￣３ ４ ４ / ４

１０ ￣４ ４ ４ / ４

５ １０ ￣５ ２ ２ / ４

１０ ￣６ ３ ３ / ４

１０ ￣７ ２ ２ / ４

１０ ￣８ ０ ０

１０ ￣９ ０ ０

１０ ￣１ ４ ４ / ４

１０ ￣２ ４ ４ / ４

１０ ￣３ ４ ４ / ４

１０ ￣４ ４ ４ / ４

１６ １０ ￣５ ４ ４ / ４

１０ ￣６ ３ ３ / ４

１０ ￣７ ０ ０

１０ ￣８ ０ ０

１０ ￣９ ０ ０
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２. ５　 病毒连续传代的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因稳定性

提取第 １ 代和第 １６ 代 Ｈ７Ｎ９ 病毒的基因ꎬ阳性

克隆 ＰＣＲ 结果如图 ４ 所示ꎮ ＨＡ 和 ＮＡ 核苷酸大约

在 １ ５００ ｂｐ 左右ꎬ挑选出阳性克隆菌落ꎬ通过测序

结果分析发现ꎬ病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上连续传代过程

中ꎬ第 １ 代病毒中 ＮＡ 的核苷酸序列与第 １６ 代病毒

的一致ꎬ并未出现基因位点的改变ꎮ 序列对比如图

４ｅ 所示ꎬＨＡ 的核苷酸序列编码框内 Ａ１２Ｇ 发生了

同义突变ꎬ但并未造成编码氨基酸的改变ꎮ 从基因

序列水平上验证病毒的型别并未发生改变ꎬ这进一

步说明病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上传代后基因是相对稳

定的ꎮ

图 ４　 第 １ 和第 １６ 代 Ｈ７Ｎ９ 阳性克隆 ＰＣＲ 鉴定及序列对比

Ｆｉｇ. ４　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ１６ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｈ７Ｎ９ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ

( ａ)第 １ 代病毒 ＨＡꎻ(ｂ)第 １６ 代病毒 ＨＡꎻ( ｃ)第 １ 代病毒 ＮＡꎻ(ｄ)第 １６ 代病毒 ＮＡꎻ( ｅ)ＨＡ 对比序列ꎮ 红色圆内是同义突变位点

( ａ)Ｔｈｅ ＨＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓꎻ(ｂ)Ｔｈｅ ＨＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ １６ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓꎻ( ｃ)Ｔｈｅ ＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓꎻ

(ｄ)Ｔｈｅ ＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｔｈｅ １６ｔｈ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉｒｕｓ( ｅ)ＨＡ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｉｎｓｉｄｅ ｔｈｅ ｒｅｄ ｃｉｒｃｌｅ

３　 讨论

虽然流感病毒对鸡胚较敏感ꎬ但是鸡胚作为生

产流感病毒的基质ꎬ不仅存在流感流行时鸡胚供不

应求的问题ꎬ且在疫苗生产过程中ꎬ存在鸡胚易污

染、病毒在鸡胚中增殖时 ＨＡ 基因易变异等问题[１３] ꎮ
以 ＭＤＣＫ 细胞作为基质生产的流感疫苗虽然已有产

品上市ꎬ但是 ＭＤＣＫ 致瘤性问题一直存在争议ꎮ 现

有多项研究表明 Ｖｅｒｏ 细胞可以作为流感疫苗的生产

基质[１４￣１６] ꎮ
流感病毒感染早期奥司他韦等药物可控制病

情ꎬ奥司他韦主要通过抑制流感病毒的神经氨酸酶

进而抑制病毒的增殖ꎮ 但是近年相关研究报道 ＮＡ
的 Ｒ２９４Ｋ 的突变使得 ＮＡ 阻断剂的效果降低[１７] ꎮ
基质蛋白 ２ (ｍａｔｒｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＭ２) Ｓ３１Ｎ 的突变使得病

毒对金刚烷胺不敏感[１８] ꎮ 耐药株的出现使得免疫

保护策略显得尤为重要ꎮ 目前 Ｈ７Ｎ９ 禽流感疫苗的

免疫效果及安全性研究仍处于临床试验阶段ꎬ未有

成品上市[１９ꎬ２０] ꎬ这也意味着 Ｈ７Ｎ９ Ｖｅｒｏ 细胞适应疫

苗株地开发仍有着重要意义ꎮ
本研究将重配病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上连续传 １５ 代ꎬ

从第 ８ 代开始病毒的血凝效价趋于稳定ꎬ血凝效价维

持在 ３８４ ~ ４４８ꎮ 病毒的感染性滴度 Ｌｏｇ１０ ＴＣＩＤ５０ / ｍＬ
维持在 ７ 左右ꎬ均达药典要求ꎮ 从第 ７ 代到第 ８ 代ꎬ
病毒血凝效价有一个上升峰ꎬ可能是由于除 ＨＡ 和

ＮＡ 基因ꎬ病毒外内部 ６ 个基因中某些位点的改变使

得病毒在 Ｖｅｒｏ 细胞上的适应性进一步增强ꎬ病毒产

量从而升高的结果ꎮ 通过对第 １ 和 １６ 代的病毒基因

测序分析发现ꎬ病毒在传代过程中型别均未发生改

变ꎬ基因编码的 ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白氨基酸序列也未发生

改变ꎮ 以上试验结果证明ꎬ该重配病毒不仅在 Ｖｅｒｏ
细胞上高产ꎬ其在传代过程中 ＨＡ 和 ＮＡ 抗原基因序

列也是稳定的ꎮ 通过病毒生长曲线的绘制及细胞接

种病毒后不同时间段细胞病变的状况得知ꎬ最佳收
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毒时间为７２ ｈ左右ꎮ 总之ꎬ本研究证明该 Ｈ７Ｎ９ 毒株

具备疫苗供体株生产疫苗的能力ꎬ为 Ｈ７Ｎ９ 疫苗的开

发及 Ｈ７Ｎ９ 流感的防控奠定了物质及技术基础ꎮ
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