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狂犬病固定毒 Vero细胞适应株的建立 

曾蓉芳 陈阿根 张 瑛 黄海武 

(卫生部上海生曲捌品研究所 病毒研究宣．上海 20006Z) 

提 要 

车文报道狂犬病毒 Veto细胞适应株建株经过以爱对适应株的抗原和免疫原性分析的 

情况，井推荐 ’RFD 和 。Hs。 适应株作为狂犬疫苗徽藏体培养系统的候选毒株。 

荧■调：托犬面定毒 V。ro细胞 适应传代 

最近数年来，WHO巳批准使用 Veto细胞进行大规模的疫苗制备。法国和荷兰巳正 

式采用此种传代细胞进行狂犬病疫苗的工业化生产“ 。此生产系统用微载体培养 Vero 

细胞，产量大，质量高，比人二倍体疫苗价格低 。因此，比较容易被第三世界人民所接 

受[． 。我国近数年来农村养翔成风，巳达二亿只之多，每年被翔等动物咬伤的人数高达500 

万，而国内生产的组织培养疫苗系用手工业式的工艺和以原代地鼠肾为原科，故其产量和 

质量远远不能满足实际的疫情需求。为了克服这种被动局面，我们决定以Vero细胞微载 

体系统进行狂犬病疫苗的工业化生产。 本文旨在培植能适应于Vero细胞的疫苗生产 毒 

种。现将新适直株的培植和鉴定情况报道如下t 

材 料 与 方 法 

1． Vero蜘奠椿：自加拿大法比埃研究所射进的疫苗生产用细胞株。 

2． 试■用的狂太■暇毫●：。tG 株——国内现行狂犬病组织培养疫苗的生产毒种。 LEP 

株——引进的狂犬病毒鸡胚适应株·此二毒种作为亲本株用于 Vero细胞适应传代。 ‘CVS 株为国 

际通用的标 准攻击毒，用于检定。 

j． 适应株曲培擅：以 。aG 和 LEP 毒种分别癌染 Veto细胞，置 37℃静止培养，定期检 

测病毒繁殖动态。取其高峰船培养液连续在Vero细弛上传代，或以缚末稀释法克隆出较纯的子代 

梅病 毒漪度选l01／m1以上时 (印达割国外同型原苗的病 毒滴度要求 )，便可将毒种冻干保存及做 

一 系 列检定。 

●． 嗣方洼： 

@用敢抗体夹心I ，和反向间接 ELLSA法l -测病毒抗原和抗体。 

@小鼠脑内毒力测定法 (MT-LD 口)，中和试验 (MNT)，效力试验等均按 WHO出版 的狂 

犬癌检测法进行I_J I】】。 

@疫苗对动物诱生抗体溯定法参考 Rosmaoff等法进行l ¨】。 

本文于1989年l2月1l甘牧到． 

t ：}旬建之·卢孝曾、焦永真荨教授对本工作培子j：力支持和帮助．张埂荆同志曾参加部分早期工庠 

在此一并致谢． 
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结 、 果 

一

、 适 应株的培植；Vero细胞单层感染 aG 和 “LEP 毒株后，每隔 4天检测上 

清病毒含量，在开始 1— 3代传代的培养液中，病毒滴度 很低 (<10 ／mJ)， 其后， 

病毒滴度逐渐上升，到 20代左 右已达 10--6"5／mJ左右(MT法)。以ELISA法测其 抗原 

量，结果类同。病毒在细胞上的潜伏 期也由l2天逐渐缩短到 6— 7天，并保持相对稳定 

(见表 1)。由 "aG”和 “LEP”株传出的其他适应株为 “HS a”、 “EM。”和 “L” 

株，经2O代左右适应传代之后，其滴度也与 WRF”株不相上下 (表 2 )。 

裹 1 域直抹 RFD。在Veto衄■上的一虞 

Table 1 Viru s Tite r s of。RFD Strtia Pa~nged on Veto Ceil(MT，ELIS,C．) 

注 。ⅡF-株系狂天扁固定毒 【Rabies Fixed Vi rus)～G 株适应于 Veto细胞而得，将 ⅡF·1 代 捷毒 

种 以终末稀释法克睦出 D’子代，称为 RFD 抹． 
}Since the ptssage-12 of RF t̂T n， irus _-● elaadd by th ~rmtael dl／utioa me#hod． 

Tbe tone D” w●●6eleer。d Ⅱd named 。RFD’ ¨r●；n． 

裹 2 比艟五十适直林曲寮●滴虞 
TBhie 2 Compa~iuoa between the five virus tit re s of varioam adapted mtrtins 

"RFD"和 aEM ”适应株系以终末稀释法自 RF 和 “HS a 株 克隆出来 的 子 

代。在 Veto细胞上传15代之后，病毒滴度略为上升或变化不大，说明这些毒株的 毒 力 

基本上稳定在 10。。"U／ml的水平。将其冻存于一80℃，经一年滴度下降不明显。 冻千的 

毒种，复苏后 2代，也可保持10 --10 ／mi的滴度。 将含毒的培 养液以 D--丙内脂 

(1 t 4000~PL)灭活后进行抗原和免疫原性测定。 

二、适应株的抗原性分析； 
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1．交叉中和试验l将 RED" 、 lls 警避寝 株， iG 株和 "CVS 标准攻击 

毒的鼠免疫血精与 “aG”和 “CVS”毒株进 行交 叉申 ’和试 验 (MNT法 )，观察适应株 

与亲本株或 CVS株之阊的抗原性关系 结果表明， 西株适应株 (RFD、EM，、HS。和 L 

株 )与其亲本株 “aG”或 CVS株间的抗原关系密切，各组中和指数均>l t 1000，彼此 

之间有较好的相互中和能力，差异不显著 (1见表 3)。 

裹 ； l薯应辖对 CVS’和 。tc’抹的抗■关蕊 (中和指簟 ) 
Table3 The Neutrali~atlo． Iad eI of Aatl-adapted Strains Sere asainst 

CYS-Ⅱd·c Fixed Vlras(MNT) 

Vira s strain CYS ●G RFD EM t HS a 

_  
。

一  
_

’ 

2．以抗体阻断法 (ELISA)检测 “RFD ．适应株与 “aG”和 “CVS 株间 的抗原 

关系。表 4指出， “RFD 舶抗原性更接近于亲本株 “aG r但与 CYS -椿也保持 良 

好的抗原关系。 

囊 4 抗 。RFD’一直清对三棒旺戈■●曲兔喳阻断试奠 

Ttble 4 Th ree Virus Strains fCeutralized with Autl·RFD Serum b， Immuae-blocking 

Test(eLXSA) 一 

3．以免疫印迹法 (Western Blot)检盎 “RFD 和 "HS ” 适应株免疫鼠血清与 

．CVSv毒株抗原组分的反应。在含有 “CV8 抗原组分的硝酸纤维膜条上，可见有此 

两株免疫血清 与抗原形成的清晰条带，即抗 “G 蛋白和抗 “N”蛋白的 特异性条带 

三、适应株的免疫原性分析· 

1．小自鼠保护力试验 (NIH法)；此试验目的在于了解适应株能否保护动物抵 抗狂 

犬病毒的攻击。先将 3个适应株的培养液上清以pPL灭活，做成原制祖疫苗。分别以加 

或不加 A】(OH)。佐剂制备 的粗疫苗免疫小鼠，同时以参考苗 (国 家 标 准 品 )为 对 

照，求出疫苗的效价。 结果表 明三 株适 应株制 出的 祖疫苗 其效价可 达 3．76～8．6 

IU／dose。地鼠肾狂犬疫苗(成品)一般的嫂价在1．3～3Iu之间。若以 “CVS"和 “aG” 

株分别攻击各批适应株免疫的小鼠，其麴价 (ED|I)的均值相 仿 ， 即 在 1 t l25～l t 

179之间，而商品地鼠肾疫苗 (HK苗 )则较低 ( 表5)。 
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Sinle* 

毫 5 置t基虫■■的慧* 

Table 5 Tree Pot*amy of 5 Rabies Vaeeien* Cha]leaginK with CVS aad ●G Fixed 

Vilul(EDI．V·h·) 

2． 适应株对实验动物 (包括小自鼠，家兔和狗 )诱生中和 抗体的能力测定· 

(1)适应株 RFD、EM。和 Hs。灭活疫苗免疫小鼠后 l4天， 抗 体 均 阳转 (>O．5 

iu／m1)(见表 6)。家兔免疫后 lO天，抗体也阳转。2l天中和抗体可选 lt 10O以上 

(ED。。)， 与地鼠肾成品疫苗的抗体滴度相仿或略高 (见表 7)， 另 以 ELISA法任意 

抽控上述鼠和兔免疫血清，结果与小鼠法 (MNT)娄同。 

囊 6 Vermin奠t应棒耐小白it置生中和抗体的情况 (AIT洼 ED E_均值) 
Table6 Tho NeUtra

．

1isiag Antibodies；- Mice DeriTed fram Veto Cell Ad apted S：rain! 

(AITl Average VaIues iu ED；j) 

10 I V●‘cia 

2 d0 e0 

(D．7 d·y。) 

1 l 97 

(1．3iu／m1) 

t1：3Iu／m1) 

1{55 

(0．75lu／e1) 

1 J 7l 

(0．98Iu／m1) 

nd 

口d 

口d 

囊 T 蕾应葺耐童量■生中和抗体的■覆 (AIT：E0¨均值 ) 

T●hlc 7 The Neutralizing Antibodie s in Rabbits Dcrlved fr0厦 Veto CeII Adapted 

~trains(AITl Average Value*in ED6·) 
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(2)适应株 RFD”和 HsI”灾活疫苗和地鼠肾疫苗免疫狗 (0，21天备注射一 

次，Iml／次 )之后，同样可看到，在第一针免疫后 10天，三组狗的抗体均阳转。 图1 

表明， HS,”疫苗免疫的狗，其抗体高峰滴度可达6--181U／ml。 地鼠肾疫 苗免疫的 

猗，在免密后45天抗体也可达lgIU]m!。说明二者的诱生中和抗体的能力相仿，但后者 

抗体上升的时间略迟于前者。 

适应株 RFD”和 HS,”按传代细胞的常规做外源因子 检查，结果二者均阴性。 

KS．’■ 

剐【 ■ 

竟魔葺天t 
srtt, i “●- 

厨 1 Hs’和 HK’苗对狗诱生抗体帕结果 (1u／m1) 
F±E 1 The ．eutrallaluE antlbod~es in dogs derived from 。HSs ●nd ‘H置● 

vu~~ine(Aver．ge valuo in 1u／ra n) 

aG 株狂犬固定毒作为国内狂犬病疫苗生产毒株，经十年来数十万例临床考核， 

证明具有较好的抗 原和免 疫原性㈣Ⅲ o RFD”和 Hs， 适应株 能在 Vero细胞上生 

长良好，其培养液病毒滴度达10 ．／ml左右，其抗原和免疫原性与亲本株 "aG” 很相 

似。对 uCVS”标准攻击毒又有较好的交叉中和和保护能力。对实验动物能诱生较高的 

中和抗体。因此，我们认为这两株Veto细胞适应株可推荐怍为 Veto细胞微载体培养疫 

苗的候选毒种。 
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The Adaptati0n of Rabies Virus Strains in Vero Cell 

z亡昭  Rang-lung et al 

(R~seurch Laboratory of Virology，Shanghai Institute of Biological 

Products，Ministry 0， Public Health，Shanghai 2000~2) 

Rabies is one of the serious infective diseases in China
．
More than 5 rail— 

lion people per year are wounded by animals
．

The yield of hamster kidney 

rabies vaccine produced in China every year is not enough to meet the praet— 

ical need． So we attempt to develop a Vero cell rabies vaccine with micro— 

carrier system for large scale production
． 

In this paper， the ‘aG’ virus 

strain． a Chinese rabies fixed virus used fDr prepnrlng-p'rimary ham ster kid- 

hey cell vaccine in China since 1980， Was adapted in Vero cel1
． 

2 adapted 

strains “RFD” and aHSj grew well in Vero eel／and the virus titre of the 

supernatants was about 10-6．s／mI(LD‘a)．The antigeniehy and immun。gen ity 
of‘RFD"rand

．
‘HS3’did not show signifieant variation from their parent virus 

G strain and have good cross-reaction with CVS- fixed virus． Both of 

them could induce the laharatory animal such as mice， rabbits and dogs to 

develop neutralizing antibodies
．
It ie suggested that these adapted strains could 

be used for promising candidates of virus aee；d for Vero celt rabies vaccine 

producion． 

K ey w ords； Rabies fixed virus Vero ceil line Adaptive passage 
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