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流行性乙型脑炎病毒在 Vero 

细胞上传代适应的研究 

(北京生物制品研究所．北京 】00024) 

提要 通过乙脑病毒Ps株以不同方式在鼠脑和 Vero细胞问传代适应的研究。培育出适于工业化 

太生产制备乙脑疫苗的生产毒种。其毒力可达 7．0士 5 IgLDs。／0．04 ml，空斑滴度为 7．5士0_5 

PFU／ml，免疫原性1D 值为0·000016--0-000023 ml；在含有适量人白蛋白的 199营养液内，该毒 

种=／： ao'c~6-可稳定—年}与鼠脑组织毒种相比，传代细胞毒种的毒力、免疫原性及稳定性均与 

其相当。然而，后者不含骑组织，至少降低了—种过敏的危险。另外。细胞毒种的利备无}I言手工解剖 

鼠脑，易于控制外源因子污染，易于标准化。对于大规模生产疫苗、提高疫苗产量和质量，传代细胞 

毒种比鼠脑组织悬液毒种具有明 

关键词 乙型骑炎病毒。雁诲  言 生 
目前，制备流行性乙型脑炎灭活疫苗的毒秭趸焉毒意染夤 液。尽管这种鼠脑毒种经过 

了高速离心，但仍然含有一定的鼠脑成份。而且 。由于感染的小鼠不是 SPF动物 ，可能带来某 

些外源园子 ，尤其是鼠源病毒的污染。Vero细胞已被 WHO批准可用作疫苗生产的基质[ ，乙 

脑病毒不仅能在 Vero细胞上很好地生长繁殖 。而且免疫原性也较好脚。为排除鼠脑毒种可能 

带来的外源园子污染 ，制备高质量的 Vero细胞乙脑灭活疫苗，我们进行了乙脑病毒在 v。r。细 

胞 传代适应的研究。 

材 料 和 方 法 

I 病毒 乙脑病毒 株，由中国药品生物制品检定所提供。代次一P 3。 

2 细胞及其培养 Voro细胞，来 自ATCC 传代时用 0；25 胰蛋白酶消化，按 l 2 i； 分种到 100ITl1 

装量的小方瓶 内，加入含 l0 胎牛血清(乙脑抗体阴性)的 199液 。于 37℃培养。 

3 动物 昆明种小白鼠。8—1 0 g。 

P：株乙黼 毒传代适应方法 

· l ’法 A：将乙脑病毒P3株第三代适当稀释后接种到已经生长成片的 Veto细胞上(120代一140代)，该 

细胞在含凡白蛋白的199液中于37℃培养72小时，收获培养上清液，取滴定样品于一70℃冻存，其余经福尔 

乌林灭活制成疫苗·取该第一代病毒液适当稀释接种 Veto细胞，每 72小时传一代。共传27代
。 第一代记为 

V】．以后依次记为 P VhP3V P V 。 

· 2 与法 B：取方法A巾第 5代(P3V s)接种小鼠脑腔，m 04 ml／,q，观察至有典型乙脑症状时解剖鼠脑 。制备 

脑组织悬渍，离心后取上清记为V sB ，将 V sB 适当稀释接种Veto细胞，72小时后收获上清记为 V；B V 将 

半 立于 1994年 7月 i6日收到 ．1995年 4月 10日修回 
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V B_V 连续在Vero细胞 卜传至V扭。Vm取v V 第二次接种小鼠t方法同前．制得鼠脑悬液为V 5B V Bl· 

l}=二V B V B 在Vcro细胞上义连续传 I9代。至V B_V ，。终止传代 ，滴定每代病毒，测其免疫原性。 

5 病毒酒定方法 用小鼠脑腔接种法[ 检定病毒毒力；蚀斑癌测定病毒滴度(PFU／rn1)；用补体结合试验测 

病毒的补结效价 。 

6 痫毒免疫原性测定 病毒液经福尔马林灭活后用腹腔免疫、脑腔刺激、腹腔攻击的方法0 测其效 力 

1D (m1) 

7 疫苗试制 分别用 15 L玻璃转瓶和 10OO m1玻璃搅拌瓶培养细胞，成片后接种乙脑病毒 种毒后 d8小时 

开始每天收获一次，共收 5次。以福尔马林制成灭活乙脑疫苗 

结 果 

1 Vero细胞传代乙脑病毒的滴度及免疫原性 

每代毒种的毒力在收获的当时进行毒力滴定，灭活疫苗的效力也在灭活后立即测定；同时 

全部传代结束后再进行一狄各代毒种的同批毒力滴定和同批效力试验。两种检定方式结果一 

致。丧 1列出的是同批毒力滴定和同批效力试验结果。各代毒种的毒力无明显变化 ，在 Ig LD 。 

6．33至 7、33／O．04 ml内波动‘空斑实验结果显示同样的规律。PFU值在 7．10／ml至7．50／ml 

之 波动。然_耐，乙脑病毒 P 3株在 Vero细胞上传代后免疫原性有 明显的 下降，表现在灭活疫 

苗的 LDso值有明显有 升趋势。从 P 至 P3vm[13 0值基本稳定在 0．0000t6ml至 0．000037 

n11．P。V 变化很大 ，为 0．0053 ml；至 P 3V 已高到 0、们 ml；现行乙脑灭活疫苗效 力合格的标 

准为o．130032ml。因此，10代以后的传代毒种已经无法用于制备疫苗。实验结果还表明，灭活 

后病毒的补结效价低于灭活前 。 

寰 1 Vero细胞障代乙脑扁毒P3V z P3V27的滴度和免疫原性 

Tab{~ 1 V IH titre and immunogeniclty in JEV propagated in Veto oells 

2 Vero细胞乙脑病毒回传鼠脑后免疫原性的变化 

表 1结果显示出Veto细胞传代毒种 lO代以后免疫原性开始 F降。能否通过 鼠脑内回传 

培养恢复其免疫原性?结果显示回传的恢复作用是肯定的。回传试验开始是盲目的，因为不知 

在 Ver0细胞上传多少代后免疫原性开始下降。因此 ，一方面单纯在Vero细胞上连续传代，另 
一

方面将细胞传代毒种第五代回传一次鼠脑后在 Vero细胞上继续传代 ，总传代至 1 5代再 回 

传一次，将经过这样两次回传鼠脑的第 20代与单纯细胞上传代的第 20代进行比较：前者 ID 

值为0．0001 ml，用现行的疫苗效力标准是合格的；后者为 0．0053 ml，要达到前青的免疫效果 

免疫剂量需提高十几倍；显然，前者的免疫原性高于后青，即通过鼠脑内传代能提高细胞传代 

毒种的免疫原性 。本试验经过重复 ，结果一致。 
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表 2 四传鼠脑对 Veto细胞传代毒种免疫原性的影响 
Table 2 Immm~ genicity 0f JEv propagated in Veto cell and 

ahernated befcweenin FftOUSe br n andinVeto cell 

Vezo细胞上连续传代 

Pro~ ：ljnVer订cell 

鼠脑和 Vero问交替传代 
^l“ na州 between - 

b n andinVetoom 

f掣 N I o(rd) Passage No． I~ o(rd) 

3 细胞培养毒种和鼠脑毒种制备 Veto 细胞乙脑疫苗的比较 

按现行地鼠肾细胞乙脑疫苗制各规程分别用 V o和鼠脑毒种 3代接种 15L转瓶培养的 

Veto细胞 ．24小时后洗换一次，48小时开始收获，每 24小时收一次，共收 5次，台并 ，检定合 

并液的毒力和疫苗效价，结果见表 3。在病毒毒力方面，二者没有差别 ，然而，免疫原性差别较 

大 ，Vero细胞毒种制各疫苗的效价比鼠脑毒种高近十倍 ，因而传代细胞毒种适合于制备疫苗。 

表 3 细胞毒种与鼠脑毒种制备疫苗的比较 

Tabte 3 The co )ari∞n 0f]Ev between pr cdinmouse 

brain and in Vezo ceLl in producing irmct[vated JE vaccine 

4 用 Vero细胞传代毒种在微载体系统制备乙脑灭活疫苗 

乙脑病毒在 Veto细胞上的生长曲线如图 1。Veto细胞乙脑病毒在 Veto细胞上繁殖高峰 

长达4天，因此采取每天收液、共收5次的方式制备疫苗。以 1L玻璃搅拌瓶(，工 hnic)在微载 

time(day) 

图 1 己脑病毒在 Veto细胞上的生长曲鳃 

F 1 The州 h Curve。f JE'vinVem c 
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体 培养 Veto细胞，种毒后可收 5次，共收获病毒液 1500 ml。表 d是众多批疫苗中的一批检 

定结果 。Vero细胞乙脑疫苗一次种毒收获五次，每批滴度都高于地 鼠肾细胞 乙脑疫苗只收一 

次的病毒滴度，而疫苗效力也可与地 鼠肾细胞疫苗的效力相 比。也就是说，同样的细胞量 ， 

Vero细胞制备的疫苗是地鼠肾细胞制备疫苗的 5倍，大大提高了疫苗的产量。再经过纯化 ，高 

质高产的疫苗便不难诞生了。 

表 4 用 Veto 己蘑灭蓿疫苗 

TalM~4 Tffr~and potency of vac e produ~d from Veto 

i micr。c syslcm w ith JB msPsV l0 

PHK ：Primary Hamster Ki1~ ney 

讨 论 

乙脑病毒在鼠脑内传代虽然能保持稳定的免疫原性[“，但是，直接使用感染鼠脑悬液为毒 

种制备疫苗，有可能使疫苗含有少量脑组织 ，而且鼠脑毒种有被鼠源病毒污染的可能。制备毒 

种过程或质量检定过程都很麻烦．无法适应工业化大模规制备疫苗的要求。 

Veto细胞传代乙脑病毒 l0代以内很稳定，而且在制备 v o细胞乙脑疫苗方面，l0代以 

内的细胞传代毒种的免疫原性略优于鼠脑毒种。V o细胞毒种可用微 载体在发酵罐生产 ，并 

可进行全面检定。由于所用传代的细胞是经过各项检定的，因此可人为控制毒种的质量 ，保证 

其小受外源因子污染 ，这就确定了毒种的安全性和稳定性 。 

实验结果显示乙脑病毒在 Ver0细胞上传代 ，l0代以后免疫原性有明显的下降，至 B。V 

已有惊 人的 F降 ，本结果经过重复试验，仍显示出同样的规律。重新从鼠脑毒种开始传代，传至 

27代，再做滴度和免疫原性检测，结果与第一次一致。因此可以断定，本实验结果反映的是真 

实规律 ，此规律表明：务必以 l0代以内的传代毒种制备疫苗 ，l0代以后不宜用于制备灭活疫 

苗。 
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The Study on Adaptation of Japanese 

Encephalitis Virus in Vero Cells 

Shi Huiying Drag Zhffen Chang Zhenyan  

(Ⅳational Vacciae and ,Serum ，H 订H招， e 扭， 100024) 

P strain of Japanese Encephalitis(JE)virus was adapted in Vero cells for 27 passages·No 

significant changes were found on vir~s titre and CPE after adaptation ，but the imm unogenicity 

was  getting weaker after 10 passages ．The im m unogenlcity weakened could be recovered partially 

by repasa aging the Veto-cells adapted  virus  in m ous e btaiⅡ_ Le镐 than  10 passageB of adapted 

virus growing in Vero cells could be used as seed virus for production of JE vaccine instead of 

virus prepar ed from m ouse  brain ． Using the ad apted virus fo r vaccine production could be eas ier 

to avoid the co ntam ination of extran eous agents co rn pared  with using the virus from i]louse brain· 

K ey words Japan ese Encephalitis V irus·Adaptatinn of virus，Vero cells 
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