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流感病毒裂解疫苗病毒种子批的制备和培养条件的研究
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　　摘　要：目的　制备流感病毒裂解疫苗的主代和工作种子批，优化病毒培养条件提高产量，制备高质量的流感病毒裂解疫苗。

方法　将 Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２和Ｂ型３株流感病毒分别接种ＳＰＦ鸡胚，收获尿囊液，制备流感病毒裂解疫苗主代及工作种子批。流感

疫苗工作种子批按不同稀释倍数、ｐＨ值、收获时间和冷胚时间优化病毒培养条件，制成疫苗，进行产量、安全性和免疫原性研究。

结果　通过优化不同型别流感病毒的培养条件，提高了抗原的血凝滴度，血凝滴度达到１∶１０２４及以上，制备的疫苗具有良好的

安全性和免疫原性。结论　制备出了高产量和高质量的流感病毒裂解疫苗。
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　　人类流行性感冒（流感）是由流感病毒引起的急性高发性

呼吸道传染病，主要经空气飞沫传播；是目前人类尚不能有效

控制的世界性传染病，每年引致相当高的发病率和死亡率，由

于病毒在传播过程中易变异或基因的重配，因此每隔一段时间

会出现流感大流行或局部暴发［１］。２００９年甲型 Ｈ１Ｎ１流感病

毒的世界范围内的大爆发［２３］，对人类的健康和人类社会造成

了巨大的危害和损失。因此有效和快速的应对流感大流行成

为目前的研究热点［４５］，目前最有效的预防和控制流感流行的

手段是接种流感疫苗［６］。国内外流感疫苗厂家产业化升级和

应对流感大流行的关键。

现阶段的流感灭活疫苗主要有全病毒疫苗、裂解疫苗和亚

单位疫苗，在３种流感疫苗中，流感病毒裂解疫苗又是目前世

界上最为广泛使用的流感疫苗，具有更低的致热原性和更高的

安全性，不仅接种保护效果好，而且临床不良反应极少，适合各

年龄段的人群接种。中国医学科学院医学生物学研究所（昆明

所）选用鸡胚培养法，用世界卫生组织（ＷＨＯ）提供的 Ｈ１Ｎ１、

Ｈ３Ｎ２、Ｂ３种型别的流感病毒株制备了主代和工作种子批，利

用工作种子批制备了流感病毒裂解疫苗，现在国内厂家的流感

病毒培养的尿囊收获液的血凝滴度一般达到１∶２５６～１∶

５１２，很少达到１∶１０２４及以上，疫苗一般能做到１．５～２个鸡

胚生产一人份流感病毒裂解疫苗，本研究目的在于提高流感病

毒的滴度，有利于降低生产成本，有利于在应对流感大流行时

提供充足疫苗保证防控安全。因此，优化病毒培养提高抗原产

量无论是对流感疫苗生产厂家还是对社会防控流感安全都至

关重要。本实验采用ＳＰＦ鸡胚制备流感疫苗主代和工作种子

批，根据规程，各项指标检定合格，将检定合格的工作种子批接

种健康鸡胚，并对病毒接种量、ｐＨ值、培养收获时间和冷胚时

间进行优化，筛选培养流感病毒的适宜条件，提高抗原产量，制

备合格的流感病毒裂解疫苗，作者按照所建立的病毒培养、生

产工艺和检定方法制备的流感病毒裂解疫苗，不含防腐剂，卵

清蛋白含量低，质量符合规程要求，具有较好的安全性和免疫

原性，且不低于进口对照疫苗。

１　材料与方法

１．１　鸡胚及流感毒株　无特定病原体鸡胚（ＳＰＦ鸡胚）来源于

北京梅里亚维通实验动物技术有限公司，用于制备主代和工作

种子批；健康鸡胚：来源于云岭广大种禽饲料有限公司，无菌，

无支原体，无外源性禽白血病病毒，禽腺病毒Ⅰ、Ⅲ型检测合格

的封闭式的健康鸡群鸡胚，用于制备疫苗。流感病毒毒株：来

源于世界卫生组织（ＷＨＯ）２０１０～２０１１年度建议北半球使用

毒株，Ｈ１Ｎ１Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／２００９ＮＹＭＣＸ１７９Ａ；Ｈ３Ｎ２Ａ／

Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２１０／２００９ＮＹＭＣＸ１８７；Ｂ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８ＮＹＭＣ

ＢＸ３５。

１．２　检测用抗原和抗体　来源于英国生物制品标准和检定研

究所（ＮＩＢＳＣ）。标准抗原：Ｈ１Ｎ１ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡｎｔｉｇｅｎＡ／Ｃａｌｉｆｏｒ
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ｎｉａ／７／２００９（Ｈ１Ｎ１）ｖ（ＮＹＭＣ１７９Ａ）ｃｏｄｅ：０９／１４６；Ｈ３Ｎ２Ｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａＡｎｔｉｇｅｎ Ａ／Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２１０／０９（Ｈ３Ｎ２）（ＮＹＭＣＸ１８７）

ｃｏｄｅ：１０／１０２；ＢＩｎｆｌｕｅｎｚａＡｎｔｉｇｅｎＢ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８（ＮＹＭＣ

ＢＸ３５）ｃｏｄｅ：１０／１０６。标准抗血清：Ｈ１Ｎ１ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡｎｔｉＡ／

Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／２００９（Ｈ１Ｎ１）ＨＡＳｅｒｕｍｃｏｄｅ：１０／１８２；Ｈ３Ｎ２Ｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａＡｎｔｉＡ／Ｐｅｒｔｈ／１６／２００９ＨＡＳｅｒｕｍｃｏｄｅ：１１／１１０；ＢＩｎ

ｆｌｕｅｎｚａＡｎｔｉＢ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／６０／２００８ＨＡｓｅｒｕｍｃｏｄｅ：１０／１４６。

１．３　流感病毒主代和工作种子批的制备　将３个型的原始种

子批分别稀释为１∶１０２～１∶１０８倍的病毒液，按０．２ｍＬ／胚

接种于９～１１日龄ＳＰＦ鸡胚，置（３４±１）℃培养２４～９６ｈ，收

获鸡胚尿囊液，每个鸡胚测血凝滴度，合并滴度高的尿囊液，检

定合格后分装，冻存于－７０℃以下作为为流感病毒裂解疫苗

主代种子批。将主代种子批传１代次后制备得到工作种子批。

经检定合格后冻存于－７０℃以下作为流感病毒裂解疫苗工作

种子批。

１．４　流感病毒接种量的优化　用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ按不同的稀

释倍数稀释３个型别的毒种，从１∶２５０～１∶１０８倍共８个稀释

度，每个稀释度接种２０枚鸡胚，并设阴性对照和阳性对照各１０

枚鸡胚，接种后于（３４±１）℃培养，每个型别重复试验３次，检测

病毒的血凝滴度［７］，确定生产时的最适宜的病毒接种量。

１．５　流感病毒接种ＰＨ值的优化　用ｐＨ值分别为７．０、７．２、

７．４、７．６、７．８、８．０的０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ稀释流感病毒，每个ｐＨ

条件接种２０枚鸡胚，并设阴性对照和阳性对照各１０枚鸡胚，

（３４±１）℃培养，检测病毒的血凝滴度，筛选适宜的ｐＨ值。

１．６　流感病毒培养时间的优化　将病毒稀释后接种１４０枚鸡

胚，并设阴性和阳性对照各１０枚，每鸡胚接种０．２ｍＬ，培养条

件为３４±１℃，分别于感染后２４、３６、４８、６０、７２、８４、９６ｈ各收

获２０枚鸡胚尿囊液，检测病毒的血凝滴度，筛选适宜的病毒培

养时间。

１．７　鸡胚冷却时间的优化　将病毒稀释后接种１６０枚鸡胚，

培养２４～９６ｈ后放置于４℃冷库中，２０枚鸡胚一组，每隔２ｈ

结束一组冷胚，收获计数溶血数及阳性血凝胚数，筛选适宜的

冷胚时间。

１．８　规模培养病毒制备高质量流感病毒裂解疫苗及其评价　

将３个型别的流感病毒工作种子批按上述优化条件分别接种

２０００枚鸡胚，每个型别收获２１Ｌ鸡胚尿囊收获液，经过滤澄

清、超滤浓缩、区带离心纯化，裂解灭活等步骤制备流感病毒裂

解疫苗。根据 Ｈ１Ｎ１型、Ｈ３Ｎ２型和 Ｂ 型单价原液血凝素

（ＨＡ）抗原含量，分别将３个型别的单价原液稀释至血凝素含

量大于或等于９０μｇ／ｍＬ，配制三价流感裂解疫苗半成品，经分

包装、按规程检定合格后即为流感裂解疫苗成品。免疫小鼠，

每组２０只，雌雄各半，设对照组巴斯德组和阴性对照组，免疫

２１ｄ后，采血，进行疫苗安全性和免疫原性评价。

２　结　　果

２．１　流感病毒主代和工作种子批的制备及检定　按照规程进

行主代和工作种子批的检定，检定合格，符合疫苗生产用毒种

要求，检定结果见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．２　不同种毒量对病毒产量的影响　结果显示以１∶１０５或

者１∶１０６毒种稀释度为佳（Ｈ１Ｎ１和Ｂ型１∶１０５，Ｈ３Ｎ２型

１∶１０６），血凝滴度可达到１∶１０２４及以上，结果见表１（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　不同 ＰＨ 值对病毒产量的影响　结果显示 Ｈ１Ｎ１和

Ｈ３Ｎ２以ｐＨ值７．８稀释病毒，Ｂ型以ｐＨ值７．８～８．０稀释病

毒，血凝滴度最佳，可达１∶１０２４及以上。

２．４　不同培养时间对病毒产量的影响　检测结果显示在感染

后９６～１２０ｈ时，病毒的血凝滴度开始降低。病毒感染后７２～

９６ｈ，病毒的血凝滴度达峰值（１∶１０２４），因此选择７２ｈ为流

感病毒适宜的收获时间。见图２（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）。

２．５　不同冷胚时间对病毒培养的影响　接种病毒培养７２ｈ

的鸡胚于４℃冷库中，结果显示以８ｈ以后的冷胚时间较为合

适，考虑到规模生产时冷胚时间跟鸡胚个数有关，生产时鸡胚

冷胚１６～１８ｈ合适。

２．６　优化培养条件对生产疫苗产量的影响　本研究通过提高

抗原产量，来提高疫苗的产量，分装成人剂量抗原量分别为，

Ｈ１Ｎ１３２．０４μｇ／ｍＬ；Ｈ３Ｎ２３０．５４μｇ／ｍＬ；Ｂ３０．６６μｇ／ｍＬ，卵

清蛋白含量６．３ｎｇ／ｍＬ。分装支数：５２７８支，产量计算：

６０００／５２７８＝１．１，结果显示经过培养病毒条件的优化，大幅

提高了抗原产量，降低了生产成本，可以做到１．１个鸡胚做１

人份的流感病毒裂解疫苗。

２．７　流感病毒裂解疫苗的安全性和免疫原性初步评价　制备

的流感病毒裂解疫苗具有良好的安全性和免疫原性，在２１ｄ

观察期，各组小鼠全部健存，动作活泼，每只小鼠体质量都逐日

增加，表明流感裂解疫苗无明显不良反应，疫苗安全性好，其免

疫效果不低于进口疫苗。昆明疫苗与巴斯德疫苗的 Ｈ１Ｎ１、

Ｈ３Ｎ２和Ｂ型的抗体阳转率均达到９０％，Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２和Ｂ

型抗体滴度大于或等于１∶４０（保护水平）也达到９０％，各型抗

体的ＧＭＴ增加值均大于４倍，与进口流感疫苗ＧＭＴ及增长

差异无统计学意义，表明制备的流感病毒裂解疫苗具有良好的

免疫原性。

３　讨　　论

流感疫苗是目前应对流感流行的最有效的手段，现在国际

上主要有流感病毒灭活疫苗和流感病毒减毒活疫苗，世界上大

部分国家主要使用灭活疫苗，原苏联地区和美国允许使用减毒

活疫苗。另外，ＤＮＡ疫苗正处于研制和临床试用阶段
［８９］。现

在最常用的灭活疫苗是裂解疫苗和亚单位疫苗［１０１１］。

本研究结果表明，根据不同的型别当病毒稀释倍数为

１０－５到１０－６时，收获的流感病毒血凝滴度最高。根据不同的

型别，稀释液在ｐＨ为７．８～８．０时，收获的流感病毒的血凝滴

度较高，表明在此ｐＨ 值时，病毒具有较高的感染力。最佳收

获时间在７２ｈ，３个型别的病毒的血凝滴度都达到了峰值，过

了峰值病毒滴度开始下降，因此最佳收获时间为７２ｈ。冷胚时

间在１６～１８ｈ时，既可以保证血凝滴度不下降又可以保证收

获病毒液不溶血，使病毒收获液保持较高的质量，保证了不带

入新的杂质增加后处理纯化过程的难度。

用此方法制备的流感病毒裂解疫苗检定合格，符合医学生

物学研究所《流感病毒裂解疫苗制造及检定试行规程》和中国

药典２０１０版《流感病毒裂解疫苗》制造及检定要求。最终制品

中不含防腐剂，各株血凝素含量分别为 Ｈ１Ｎ１３２．０４μｇ／ｍＬ，

Ｈ３Ｎ２３０．５４μｇ／ｍＬ，Ｂ３０．６６μｇ／ｍＬ，卵清蛋白含量小于１０

ｎｇ／ｍＬ，在安全性和免疫原性评价过程中，ＨＩ抗体ＧＭＴ各型

分别为１１７．１２、１２５．５３、１０１．９６，与国外同类疫苗相比，安全性

和免疫抗原性都不低于国外同类疫苗。经过培养病毒条件的

优化，建立了一套提高抗原产量的方法，制备出了不含防腐剂

的高产量、安全性和免疫原性较好的高质量流感病毒裂解疫

苗，在今后的产业化过程中有利于降低生产成本，为今后的产

业化奠定了技术基础。
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１６ＳｒＲＮＡ基因序列与棒状乳杆菌棒状亚种及扭曲亚种相应

序列的相似率均达９９．９％以上。因此，所有ＳＺＤ菌株均鉴定

为棒状乳杆菌，但棒状乳杆菌两个已知亚种的１６ＳｒＲＮＡ基因

序列之间差异太小，仅凭１６ＳｒＲＮＡ这一个基因无法将ＳＺＤ

菌株鉴定至亚种水平。

ＭＬＳＡ技术通过对多个基因信息进行相互比较、综合分

析，可以得到一个比较全面可信的物种间的关系［５］。作者通过

综合分析编码ＲＮＡ聚合酶α亚基的ｒｐｏＡ基因、编码苯丙氨

酰ｔＲＮＡ合成酶α亚基的ｐｈｅＳ基因
［６］、编码翻译延伸因子Ｔｕ

的ｔｕｆ基因以及编码热休克蛋白６０的ｈｓｐ６０基因
［７］以对ＳＺＤ

菌株进行进一步的鉴定，这些基因较１６ＳｒＲＮＡ基因具有更高

的分化程度，因而鉴定分辨率更高，更适于亲缘关系较近的种

或亚种之间的鉴定［８９］。Ｎａｓｅｒ等
［９］通过分析代表９８个种和

１７个亚种的２０１株乳酸杆菌的ｐｈｅＳ及ｒｐｏＡ基因序列发现，

ｐｈｅＳ基因的种间差异大多超过１０％，种内差异大多超过３％；

ｒｐｏＡ基因的种间差异大多超过５％，种内差异大多超过２％。

ＳＺＤ菌株的４个蛋白编码基因与其他乳杆菌菌种的同源性差

异均大于或等于１５％，与棒状乳杆菌的同源性均差异均小于

３％，故ＳＺＤ菌株均鉴定为棒状乳杆菌。ＳＺＤ菌株ｐｈｅＳ基因

序列与棒状乳杆菌棒状亚种及扭曲亚种的相应序列的相似率

分别为１００％和９７．８７％，而ｒｐｏＡ基因序列与棒状乳杆菌棒状

亚种及扭曲亚种的相应序列的相似率分别为９８．６５％和

１００％；ｔｕｆ基因序列与棒状乳杆菌两个已知亚种相应序列的相

似率均为９９．００％以上，而ｈｓｐ６０基因序列与棒状乳杆菌两个

已知亚种相应序列的相似率均为９９．００％以下。以上结果表

明，ＳＺＤ菌株的４个蛋白编码基因序列和棒状乳杆菌的两个已

知亚种均不完全相符。在用 ＵＰＧＭＡ 法构建的基于１６Ｓ

ｒＲＮＡ、ｈｓｐ６０和ｔｕｆ基因的进化树中，ＳＺＤ菌株及棒状乳杆菌

的两个已知亚种聚类在亲缘关系最近的一个分支上，但ＳＺＤ

菌株又单独形成一个分支。在基于ｐｈｅＳ基因构建的进化树

中，棒状乳杆菌的两个已知亚种聚类在同一个分支上，而ＳＺＤ

菌株与草乳杆菌聚类于另一个分支。ＳＺＤ菌株从系统发育上

独立于棒状乳杆菌的两个已知亚种而自成一支。

综上所述，ＳＺＤ菌株鉴定为棒状乳杆菌的一个新亚种，建

议命名为棒状乳杆菌陕西亚种，模式菌株为 ＣＧＭＣＣＮｏ．

６８９１。但无论是１６ＳｒＲＮＡ序列还是上述４个蛋白编码基因

序列分析，都只是针对基因组的一部分序列进行分析，并非全

基因组水平分析，因而具有一定的局限性［１０］。因此，ＳＺＤ菌株

的最终鉴定分类还需要全基因组水平上的鉴定技术，如ＤＮＡ

的Ｇ＋Ｃ含量测定、ＤＮＡＤＮＡ杂交、限制性片段长度多态性、

扩增片段长度多态性及全基因组测序等。
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ｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎＩｎｆｌｕｅｎｚａＨ１Ｎ１ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃｓ［Ｊ］．ＢＭＣ

ＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１２，２（１）：３２９．

［４］ 范行良，李长贵，王大燕，等．甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒核酸国家参考

品的研制［Ｊ］．中国生物制品学，２００９，２２（１２）：１１９３１１９５．

［５］ ＫｉｍＪＩ，ＬｅｅＩ，ＰａｒｋＳ，ＰａｒｋＭＳ．Ｓｕｒｆａｃｅｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅ

ｔｈｅｆｅａｔｕｒｅｏｆｔｈｅ２００９ｐａｎｄｅｍｉｃＨ１Ｎ１ｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＢＭＢＲｅｐｏｒｔｓ，

２０１２，４５（１１）：６５３６５８．

［６］ ＢａｒｒａＩＧ，ＭｃＣａｕｌｅｙｃＪ，ＣｏｘｂＮ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ，ａｎｔｉｇｅｎｉｃ

ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｅａｓｏｎａｌｉｎｆｌｕｅｎｚａＡ（Ｈ１Ｎ１），Ａ

（Ｈ３Ｎ２）ａｎｄＢｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓ：ｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅＷＨＯｒｅｃｏｍｍｅｎｄａ

ｔｉｏｎｏｎｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａｖａｃｃｉｎｅｓｆｏｒｕｓｅｉｎｔｈｅ２００９

２０１０Ｎｏｒｔｈｅｒｎ Ｈｅｍｉｓｐｈｅｒｅｓｅａｓｏｎ［Ｊ］．Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１０，２８（５）：

１１５６１１６７．

［７］ 郭元吉，程小雯．流行性感冒病毒及其实验技术［Ｍ］．中国三峡出

版社，１９９７：１８２２．

［８］ ＹａｇｅｒＥＪ，ＳｔａｇｎａｒＣ，ＧｏｐａｌａｋｒｉｓｈｎａｎＲ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｐａｒｔｉｃｌｅ

ｍｅｄｉａｔｅｄｅｐｉｄｅｒｍａｌｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆａｎｉｎｆｌｕｅｎｚａＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｉｎｆｅｒｒｅｔｓ

［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉｏｌ，２０１３，９４０：２２３２３７．

［９］ ＷｅｉＨ，ＬｅｎｚＳＤ，ＤａｖｉｄＨ．Ｔｈｏｍｐｓｏｎ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｖａｃｃｉｎｅｐｌａｔ

ｆｏｒｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｇａｉｎｓｔＨ１Ｎ１ｓｕｂｔｙｐｅｏｆｓｗｉｎｅｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉ

ｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＶｉｒａｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０１２，２５（４）：２９７３０５．

［１０］张延龄，张晖．疫苗学（修订本）［Ｍ］．北京：科学出版社，２００６：

１１７１１１８５．

［１１］魏晓露，廖国阳．流感病毒及相关疫苗的研究概况［Ｊ］．中国预防

医学杂志，２００８，９（４）：３２０３２１．

（收稿日期：２０１３０５０５）
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