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流感病毒胰酶不依赖性的研究
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摘要: 在无胰酶条件下将流感病毒在 M DCK 细胞和 Vero 细胞上连续传代,研究流感病毒生长对胰酶的依

赖性. 选择出细胞培养流感病毒的适宜 pH 值,在无胰酶条件下将流感病毒毒株在 Vero 细胞和 M DCK 细胞上

连续传代, 然后将无效价的病毒收获液与原毒种混合后再进行传代. 获得了 6 株在 M DCK 细胞上无需胰酶就

能扩增的流感病毒毒株 .
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疫苗接种是防治流感发生和流行最有效的一

种手段.多年来流感疫苗的生产一直采用鸡胚培

养,在人体免疫预防中证明是安全有效的. 但也存

在一定的局限性,而且鸡胚来源的病毒在鸡胚中连

续传代后常常引起H A 的变异,这种变异也可能发

生在病毒其它节段, 结果使鸡胚来源的疫苗不能与

人群中的流行毒株完全匹配[ 1] .为此WH O认为在

考虑新流感全球大流行时,疫苗的生产能力仍然是

最令人担心的问题
[ 2]

. 因此WH O大力推荐寻找理

想宿主细胞替代鸡胚.以培养的组织细胞作为流感

病毒增殖基质生产疫苗, 具有经济方便,更加可控,

能消除其他外界因素影响, 重复性好, 质量稳定并

可大规模机器化生产,内毒素含量将降低, 抗原性

更接近自然流行株, 还可减少宿主蛋白成分, 减少

变态反应等优点.国外 20世纪 90年代就开始了用

传代细胞制备流感疫苗的研究开发,已进行了人体

临床实验,并证明是安全有效的[ 3] .

由于流感病毒在传代细胞上培养需依赖胰

酶[ 4] ,因此病毒培养需要一个复杂的介质支持,常

用无血清培养基,如使用含血清培养基则必须在接

种病毒前把长成致密单层的传代细胞浸泡洗净残

余小牛血清,再加入一定量病毒,同时在培养基中

添加一定浓度的 TPCK- 胰酶,以求获得高滴度的

病毒液,很不利于大规模生产. 而且由于无血清培

养基和 TPCK- 胰酶的价格都比较昂贵, 所以大大

提高了生产成本, 导致细胞流感疫苗的成本高, 一

直未能进入市场.因此细胞适应的不依赖胰酶流感

病毒毒株具有重要的理论意义和极大的实用价值.

本实验是通过在 MDCK细胞和 Vero细胞上多

次的无胰酶传代培养多株分离出来的 A 型和 B型

流感病毒,在传代的过程中将无效价毒种与原毒种

混合后接种的方法来促使病毒适应无胰酶的培养条

件.

1 实验材料

1. 1 毒株 6 株甲型毒株代号为 NA184, NA183,

NA上1999, NH - 3, NA450, NH 14- 5, 7株乙型毒株

代号为 NB592- 6, NB361, NB2- 2, NB 3- 3, NB361- 2,

NB487- 6, NB512- 6, 共 13 株试验用流感病毒毒株,

这些毒株均由我室分离保存.

1. 2 细胞 30代以内的 MDCK细胞, 150代以内

的 Vero细胞, 医科院医学生物学研究所保存.
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1. 3 试剂 DM EM / F12培养基,购自清大天一生

物公司; 100 mg/ mL 牛血清白蛋白( BSA) ,购自北

京夏斯生物技术公司; 100 g/ m L 的 TPCK - 胰

酶, 购自 Worthington Biochemical Corporat ion;

6. 6% NaHCO3 溶液, 小牛血清, 消化用胰酶, 3%

的谷氨酰胺, 10 000 U/ mL 的双抗等均由中国医学

科学院医学生物学研究所研究提供.

2 实验方法

2. 1 病毒生长维持液 pH值的选择 长满单层

M DCK细胞的 24个小方瓶分为 4组.按照 0. 6

谷氨酰胺, 1 g/ mL TPCK- 胰酶, 10 m g/ mL 牛血

清白蛋白, 100 U/ mL 双抗,其余加 DMEM / F12培

养基配成病毒生长维持液. 然后在其中分别加入

0. 66 , 1. 32 , 1. 98 , 2. 64 的 NaH CO3 调节

维持液的 pH 值.

将小方瓶中细胞生长液倒干净后用灭菌 PBS

清洗细胞面 2次除去血清. 每瓶加入 1 mL 维持液

和 0. 1 mL 病毒液, 35 吸附 2 h后每瓶加入9 mL

维持液, 35 培养.

72 h后收毒, 每瓶加入收毒液( 1. 32 NaH-

CO3, 10 mg/ m L BSA, DM EM / F12) 1. 5 mL, - 20

和常温反复冻融收获病毒液 3次,得到病毒液后

PBS稀释, 用 1%鸡血细胞做血凝效价检测.

2. 2 Vero 细胞和 MDCK 细胞上病毒不添加

TPCK- 胰酶的培养 流感病毒毒株在长成致密

单层的 Vero 细胞和 M DCK 细胞上以不含 TPCK

- 胰酶的病毒生长维持液 35 培养, 72 h 后收毒.

测血凝效价.

将在 Vero细胞上培养了 6代, 收获的没有效

价的病毒与原病毒毒种混合后, 再次接种在 Vero

细胞上.连续培养 6代,测血凝效价.

将 MDCK细胞上培养了 3代后仍然有血凝效

价的毒株和没有血凝效价的毒株分类. 有血凝效价

的继续按照上述的传代方法来进行无胰酶培养;没

有血凝效价的病毒收获液与原病毒液按照 1 1的

比例混合,然后接种在 MDCK细胞上,继续培养.

2. 3 加 TPCK- 胰酶回复培养 无胰酶条件下能

生长的病毒毒株在 M DCK 细胞上接种, 在病毒生

长维持液中加 T PCK - 胰酶. 35 培养, 72 h 后收

毒, 3次冻融后 PBS稀释, 测血凝效价.与无胰酶条

件培养下的病毒效价对比.

3 结 果

3. 1 病毒生长维持液 pH 值的选择 4个浓度的

NaHCO3, 2个病毒株的培养结果(分别为 3瓶细胞

的平均效价)如表 1. 通过该比对可以看出 2 种病

毒均为当加入到维持液中的 NaHCO3 体积分数为

1. 32 的时候(此时其维持液的 pH 值在 7. 4 左

右) , 病毒的效价最高(分别为 512和 256) .因此将

0. 6 谷氨酰胺, 1 g / mL 胰酶 T PCK, 10 mg/ mL

牛血清白蛋白, 100 U/ mL 双抗, 1. 32 NaHCO3,

DMEM/ F12作为病毒生长维持液的配比.

表 1 NaHCO3 体积分数(pH值)对病毒生长的影响

Tab. 1 The effect to the growth of vir us of the percentage

of NaHCO3 ( pH)

病毒种类 0. 66 1. 32 1. 98 2. 64

H3N 2 128 512 128 16

B487 64 256 32 8

3. 2 Vero细胞和 MDCK细胞上无胰酶的病毒培

养结果 流感病毒毒株于无胰酶的条件下在 Vero

细胞上的传代,连续 6 代收获的病毒均无效价. 将

第 6代收获的病毒液与病毒原液混合后在 Vero 细

胞上同样传 6代, 效价仍然为 0. 该结果表明所有

的病毒毒株在无胰酶的条件下均不能在 Vero 细胞

中生长.

毒株在 MDCK细胞上无胰酶条件下传代 3次

后, NA184, NA183, NA上1999, NB361, NH - 3, 这几个

毒株有效价, 继续在 M DCK细胞上传代到第 9代;

而 NB2- 2, NB 3- 3, NH 14- 5, NB361- 2, NB487- 6,

NB512- 6, NB592- 6, NA450等没有血凝效价, 结果见

表 2.

3次传代后没有效价的毒株的病毒收获液与

原毒种以 1 1的比例混合后于无胰酶的条件下, 在

MDCK细胞上传代 9 代,其中有 5 株效价逐渐增

加至稳定如表 3所示.

1个甲型毒株 ( NA上1999 ) 和 5 个乙型毒株

( NB 3- 3, NB361- 2, NB487- 6, NB512- 6, NB592- 6) 7~

9代的效价已经趋于稳定,可以得出这 6个毒株基

本上适应了在 MDCK 细胞上无胰酶条件下的生

长. 而其余的 7株病毒的效价在传代的过程中逐渐
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效价消失,而且盲传也不能重新获得效价, 因此这

几个毒株不能在无胰酶的条件下生长.

3. 3 不依赖胰酶的流感毒株加胰酶后生长的特性

将 6个不依赖胰酶生长的毒株于加 T PCK- 胰

酶和不加 TPCK- 胰酶的条件下, 在 MDCK 上传

代得到的效价比较(见表 4) , 可以看出这 6个毒株

在加胰酶和不加胰酶条件下生长的病毒效价没有

显著性差异.

表 2 MDCK细胞上无胰酶条件下 13 株毒株传代后的血凝效价

Tab. 2 T he hemagglutinin titers of 13 virus in M DCK cells in t he absence of tr ypsin

毒株代号 第 1 代 第 2 代 第 3 代 第 4 代 第 5代 第 6代 第 7 代 第 8 代 第 9 代

NB 3- 3 0 0 0

NB361- 2 0 0 0

NB487- 6 0 0 0

NB512- 6 0 0 0

NB592- 6 0 0 0

NB2- 2 0 0 0

NH 14- 5 0 0 0

NA 184 8 64 32 16 128 16 0 0 0

NA上1999 64 128 256 2 16 128 128 256 128

NA 183 0 8 2 64 16 0 0 0 0

NH 32 64 128 64 0 0 0 0 0

NA 450 0 0 0

NB361 128 32 16 0 0 0 0 0 0

表 3 混合病毒液在 MDCK细胞上无胰酶条件下传代 9 次的结果

Tab. 3 The results of nine passages of the mixed virus in M DCK cells in the absence of trypsin

毒株代号 第 1 代 第 2 代 第 3 代 第 4 代 第 5代 第 6代 第 7 代 第 8 代 第 9 代

NB 3- 3 128 512 512 512 256 256 512 256 512

NB361- 2 64 64 8 256 32 64 256 256 128

NB487- 6 64 64 16 64 8 128 128 256 256

NB512- 6 128 64 128 64 32 64 64 128 128

NB592- 6 128 64 8 128 128 256 128 128 256

NB2- 2 128 128 0 0 0 0 0 0 0

NH 14- 5 128 0 0 0 0 0 0 0 0

NA 450 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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表 4 6株不依赖胰酶流感毒株加胰酶培养后的效价

T ab. 4 The hemagg lutinin titers of six virus w hich adapted to the no- trypsin conditon in the ex istence o f tr ypsin

毒株代号 NB 3- 3 NB361- 2 NB487- 6 NB512- 6 NB592- 6 NA上1999

加胰酶培养 512 256 512 128 256 256

不加胰酶培养 512 128 256 128 256 128

4 讨 论

在病毒生长维持液中对病毒的生长影响最大

的是 TPCK- 胰酶浓度和 pH 值,由于要做的是无

胰酶的病毒筛选,因此这次主要是通过控制加入的

NaH CO3的浓度来调节病毒生长维持液中 pH 值.

其他的条件均参考本室以前的研究结果.流感病毒

感染 M DCK 细胞, Vero 细胞, 甚至 KMB - 17细

胞[ 15] . 但是 M DCK 细胞是流感病毒最好的细胞生

长载体, 很多病毒在细胞上的分离都是用 MDCK

细胞来进行的. 因此这次是采用了 M DCK细胞来

做pH 的选择. 病毒采用分离出来的在 MDCK 细

胞上有很高血凝效价的甲型 ( NH 14- 5) 和乙型

( NB487- 6)病毒各 1株, 结果也比较准确地得到了

适宜的 pH 值.

从结论可以看出在 Vero细胞上对病毒进行无

胰酶条件下的适应过程中, 病毒不能生长. 其主要

原因可能是 Vero 细胞在孵育中不断地分泌出一种

大于 50 ku, 小于 100 ku 的蛋白抑制因子,该因子

能游离于基质中, 能灭活胰酶的活性[ 4] . 同时本研

究认为该因子能够阻止病毒产生裂解的血凝素,干

扰病毒的吸附,因此病毒在 Vero 细胞上不管怎么

样也不能适应无胰酶条件下的生长.这个原因可能

需要对病毒血凝素的裂解机制以及该蛋白抑制因

子的认识做进一步的研究.

在 MDCK细胞上的无胰酶条件下的适应取得

了比较好的结果,最终获得了 6个有稳定效价的毒

株.从适应这些毒株的过程来看, 对于病毒的适应

就是要在适宜的条件下对病毒连续的传代,让病毒

能在连续传代的过程中产生突变来适应新的生长

环境.同时也可以通过将传代后得到的无效价的病

毒液与原病毒液进行混合来传代, 这样有利于病毒

的突变.对于这个方法的原因我们认为可能是因为

传代得到的没有效价的病毒液中实际是有病毒颗

粒的, 但是这种病毒颗粒不能表现出血凝效价,在

加入原病毒液混合后再接种到细胞上就会使这 2

种病毒相互之间发生基因的重配,产生出的病毒既

能适应无胰酶的环境, 也能表现出血凝效价. 对于

这个设想要用进一步的实验来证实,比如对无效价

的病毒收获液中病毒 RNA 的检测来确定病毒的

存在以及对有效价毒株基因的克隆和比对.关于这

方面的实验已经在我室开展.

Kessler N 等曾报道在 Ultra- M DCK ( U -

MDCK)细胞上发现不依赖胰酶流感病毒毒株
[ 6]

,

Sugimura T 等也报道流感病毒可在无胰酶条件下

于 ESK ( embryonic sw ine kidney )细胞上复制[ 7] ,

而现在这个结果也说明了有些流感病毒毒株在

MDCK上完全有可能在没有胰酶的条件下生长.

这次试验最终得到了 5 株乙型的病毒毒株和 1 株

甲型的毒株,而用于试验的是随机选择的甲、乙型

毒株数量相当, 由于毒种数量的限制,不能完全的

说乙型毒株在无胰酶的条件下更加容易在 M DCK

细胞上生长, 但是该结果可以在一定程度上为以后

流感病毒毒株无胰酶条件下的适应提供一定的经

验, 同时也可以探讨一下究竟是什么机制在病毒对

胰酶的依赖性上起决定性的作用.

以这些获得的毒株作为基础,在将来的实验中

克隆出其全基因组 cDNA,通过与适应前的毒株基

因进行比对,寻找突变基因位点.进一步利用反向

遗传学技术回复其突变,寻找流感病毒中胰酶不依

赖相关基因位点.如果这些基因位点不是在 HA 和

NA基因上,可以将突变株的其余 6个基因与流行

病毒株的HA, NA 基因通过八质粒共转染系统进

行重配
[ 8]

,得到的病毒株既能在无胰酶的条件下

生长,同时也有流行病毒株的抗原特性, 在生产流

感疫苗上有很大的作用[ 9] .
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Research of the independence to trypsin of influenza virus

DING Sh-i lei, YANG Hua-i de, HE Xiu- lian, LI We-i dong

( Institute of M edical Biology, China Academy of M edical Sciences & Peking Union M edical College, Kunming 650118, China)

Abstract: The experiment focused on obtaining the influenza virus in MDCK cell lines and Vero cell lines

in the absence of t rypsin by the w ay of cont inuous virus passage. F irst , the optimal pH condit ions in w hich the

v irus can grow in the mam mal cell lines w as chosen. Then the virus separated and conserved by the lab were

cont inuously cultivated in the Vero cell lines and M DCK cell lines in the absence of t rypsin in the opt imal con-

dit ions. Af ter some passages, the original virus were mixed w ith the virus which have no H emagglut inin t iters,

then these mixed virus and the v irus w hich had the Hemagg lutinin titers were cultivated in the cell lines. As a

result there w ere six virus that can adapt to the condition in the absence of t rypsin.

Key words: influenza virus; trypsin; cont inuous passage
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