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在 MDCK细胞上高产的乙型流行性感冒病毒株
的筛选及其全基因组克隆

齐立 ,吴昆昱 ,李梓 ,张烨 ,董婕 ,张立国 ,张智清
(中国疾病预防控制中心 　病毒病预防控制所 　北京 　100052)

摘要 :流行性感冒 (流感)病毒可引起世界范围的大流行 ,因此需要及时地生产流感疫苗来预防流感的流行。乙型

流感病毒是疫苗的重要组成部分。传统制备疫苗的方法是使用鸡胚生产 ,存在很多缺陷 ,应用哺乳动物细胞生产

流感疫苗是个更好的选择。但是 ,乙型流感病毒感染 MDCK细胞后 ,很难得到持续的高产。此实验筛选到的乙型

流感病毒在 MDCK细胞连续传代 15 代后 ,PFU 值从第 1 代的 8 ×104 到第 15 代 2 ×109 , TCID50从第 1 代 615 到第

15 代的 810。将筛选到的毒株进行全基因组克隆 ,用两套引物获得乙型流感病毒的全部 8 个节段。此结果为利用

反向遗传技术将高产毒株与流行毒株重配 ,进而在哺乳动物细胞上生产基因工程流感疫苗打下基础。
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　　流行性感冒 (流感)病毒在世界范围内引起人畜

的发病和死亡。流感的流行常由甲型和乙型流感病

毒引起 ,因此乙型流感病毒的表面抗原是流感疫苗

的重要组成部分[1 ] 。流感病毒由于抗原转换或抗

原漂移常导致新的变异抗原的出现 ,因此疫苗株需

要经常更换[2 ] 。当前获得批准生产的是鸡胚来源

的灭活疫苗 ,尽管采取了有效的纯化工艺 ,但是仍然

存在着许多不足。不仅成本昂贵 ,而且鸡胚的残留

物可能引起过敏反应。更主要的问题是鸡胚来源的

病毒在鸡胚连续传代后常常引起 HA 的变异 ,这种

变异也可能发生在病毒其它节段[3 - 6 ] ,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。应

用哺乳动物细胞生产的疫苗在动物模型显示出比较

好的保护作用[7 ] 。MDCK 细胞被认为是培养甲型

和乙型流感病毒最合适的细胞系[8 ] ,此细胞系具有

感染后迅速产生流感病毒 ,在短时间内取得高滴度

的特点。MDCK来源的病毒经过连续传代后 ,保持

了抗原的稳定性[9 ] 。然而不是所有的病毒都适合

疫苗生产 ,一些病毒在鸡胚和细胞中产量很低。

RMS ( nation licensure in reference member state) 和

MRP ( mutual recognition procedure ) 已经接受用

MDCK和 Vero 细胞来生产疫苗。因此 ,当前要解

决的问题是获得高产的母株 ,然后与流行毒株的

HA 和 NA 重配 ,使疫苗株既保持高产的特性 ,又具

有流行毒株抗原性的特点[2 ] 。反向遗传学技术的

发展使快速生产流感疫苗成为可能。本文的目的即

是筛选适合于哺乳动物细胞生产的高产乙型流感病

毒株。

我们通过大量的工作筛选到高产乙型流感病毒

株 ,并根据乙型流感病毒基因组的特点 ,设计了通用

引物 ,进行了全基因组克隆。乙型流感病毒根据

HA1 区的不同分为 Yamagata 系和 Victoria 系 ,在

GenBank 中乙型流感病毒的序列远远少于甲型流感

病毒。另外 ,许多提交给 GenBank 中的序列不带有

非编码区序列 ,这就增加了类比分析的难度。我们

根据已知的资料和数据库 ,对乙型流感病毒的基因

序列做了分析 ,设计了两套引物来扩增乙型流感病

毒的全部 8 个基因 ,大大减少了基因扩增所需要的

时间。

材料与方法

1 　细胞和病毒 　MDCK 细胞来源于美国 CDC ,用含 10 %

FBS的 DMEM 培养基培养。鸡胚来源的乙型流感病毒 6 株

为 Yamagata 系 , 6 株为 Victoria 系 ,病毒分别来源于美国

CDC 和中国流感中心。

2 　高产毒株的筛选 　将两系病毒在鸡胚上传代 ,检测血凝

单位 ,筛选出在鸡胚上相对高产的毒株 ,接种 MDCK 细胞 ,

连续传两代 ,根据血凝单位选出高产毒株 ,然后进行连续传

代。
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3 　病毒的连续传代 　在接种病毒的前一天 ,将 MDCK细胞

接种于培养瓶 ,第二天使细胞数达到 3～4 ×106 ,接种病毒

MOI 为 1 ×10 - 4 TCID50/ 细胞、1 ×10 - 5 TCID50/ 细胞 ,维持液

包含 TPCK - Trypsin。在感染后 24h、48h 再分别加入

TPCK - Trypsin ,使 TPCK - Trypsin 的终浓度达到 1μg/ ml ,

在 33 ℃培养 72h 或 96h 收获病毒 ,检测血凝单位。

4 　病毒毒力的检测 　将病毒在 MDCK细胞传代的第 1 代、

第 5 代、第 10 代和第 15 代分别做 TCID50和 PFU 的检测。

411 　TCID50检测 　将病毒进行倍比稀释 ,接种于 24 孔板 ,

每个稀释度平行加入 4 个孔 ,每孔加入 200μl 稀释液 ,33 ℃

孵育 1h 后用 Hanks 液冲洗 ,然后加入包含 TPCK - Trypsin

的维持液。在感染后的 24h、48h、72h 分别补加 TPCK -

Trypsin ,在感染后 72h 收获病毒 ,冻存于 - 70 ℃冰箱过夜 ,测

定血凝单位效价。

412 　PFU 检测 　将病毒进行倍比稀释 ,接种于小方瓶 ,每

小方瓶加入 500μl 病毒稀释液 ,33 ℃孵育 1h 后 ,用 Hanks 液

冲洗 ,然后加入第一层覆盖液 ,33 ℃孵育 72h 后 ,加入第二层

覆盖液 ,24h 后计数空斑。

5 　测 DNA序列 　将感染后的第 1 代和第 15 代病毒悬液提

取病毒 RNA 做 RT - PCR 后 ,对 HA 片段进行测序。

6 　RNA提取和 RT - PCR　将筛选到的毒株 B/ 京科/ 96/ 01

接种 MDCK细胞 ,72h 后收获病毒 ,用 Rneasy KIT (Qiagen)

提取病毒 RNA ,最后溶于 30μl 水。用 RT - PCR 扩增病毒

基因片段。首先将病毒核酸在逆转录酶 ( Invitrogen) 、Uni9

引物和BM - NS引物的 20μl 体系中逆转录成 cDNA ,逆转录

反应条件为 94 ℃变性 3min ,55 ℃延伸 1h。然后取逆转录产

物 1μl 做模板进行 PCR 反应。94 ℃ 45s、50 ℃ 45s、72 ℃

420s ,30 个循环。PFU 酶购自 Promega 公司。使用相对长

的延伸时间确保合成大片段。

结　　果

1 　哺乳动物细胞高产的乙型流感病毒株的筛选

选 12 株乙型流感病毒在鸡胚上传代 ,血凝单位

> 160 的毒株有 6 株 ,然后将这 6 株连续在 MDCK

细胞上传代。在 MDCK 细胞上第一代血凝单位 >

160 的毒株有 4 株。将这 4 株继续传代 ,血凝单位

> 160 为 2 株。其中 B/ 京科/ 96/ 01 显示出在 MD2
CK细胞上较好的生长特点。将 B/ 京科/ 96/ 01 在

MDCK上连续传 15 代 ,感染病毒的滴度从第 1 代

的 8 ×104 PFU、615 TCID50/ ml 到第 15 代的 2 ×

109 PFU、810 TCID50/ ml。从表 1 中可以看出 ,15 代

后病毒的毒力有增加的趋势 ,高产特性得到保持和

提高。对每代病毒悬液进行血凝单位测试 ,以 1 ×

10 - 4 TCID50/ 细胞接种后 ,血凝单位平均值为 640

血凝单位 ;以 1 ×10 - 5 TCID50/ 细胞接种后 ,血凝单

位平均值为 480 血凝单位。表明以 1 ×10 - 4

TCID50/ 细胞接种的效果较好。

表 1 　B/ 京科/ 96/ 01 在 MDCK细胞上连续传代 15 代

Table 1 　15 serial passages of B/ jingke/ 96/ 01 in MDCK cell

Virus titer
Virus passage

The first The fifth The tenth The fifteenth

PFU 8 ×104 9 ×106 1 ×108 2 ×109

TCID50/ ml 615 7125 715 810

2 　HA基因序列测定

对连续传代后流感病毒的血凝素基因用 PCR

法进行了序列分析 ,以检测在连续传代后其抗原成

分是否发生变异。测序结果显示 ,第 15 代病毒的

HA 序列与第一代的 HA 序列完全一致。表明有较

好的稳定性 ( HA 序列结果未附) 。

3 　应用第一套通用引物扩增病毒的多聚酶片段和

NP、M 片段

乙型流感病毒的基因组由 8 个分节段的负链

RNA 组成 ,其中 PB1、PB2 和 PA 3 个大片段长度为

213kb 左右 ,NP 和 HA 片段长度为 118kb 左右 ,NA

片段长度大约为 115kb ,NS 片段大约为 111kb , M

片段大约为 112kb。病毒 RNA 片段由编码区和非

编码区组成 ,非编码区分成两部分 :第一部分在 3′

端包含 9 个核苷酸的保守区 ,第 10、11 位是经常变

化的 ,在 5′端包含 9 个核苷酸的保守区 ,但是 HA、

NA、NS 片段的第 6 位为 T ,其余片段第 6 位为 A ;

第二部分在每一个片段都是不同的。通过 BLAST

分析 (WWW1FL ULANL1 GOV) 总结出乙型流感病

毒非编码区的基因组特点 (表 2) 。我们设计了一套

通用引物 ,Forward primer BM - U - 1 ,5′- AACGT

CTCTGGGA GCA GAA GC - 3′; Reverse primer BM

- U - 2 ,5′- GGCGTCTCGTA TTA GTA GAAAC -

3′。这套通用引物包含与病毒基因组 5′端和 3′端保

守区相匹配的 9 个碱基 ,用这套引物进行 PCR 反

应 ,扩增出 3 条带 ,分别为 111kb、118kb、213kb ,结

果见图 1。118kb 为 NP 片段 , 111kb 为 M 片段 ,

213kb 为 3 个多聚酶大片段。
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表 2 　使用 RT - PCR方法扩增乙型流感病毒基因组 8 个片段所用的引物对

Table 2 　Primers used for RT - PCR amplification of eight segments of influenza B virus genome

Gene segment Forward primer Reverse primer Expected size (bp)

PB2

　

BM - PB2 - 1 :

5′- TTGGTCTCAGGG

　　AGCAGAAGCGGAGCGTTTTCAAG1 - 3′

BM - U - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG□A AAC - 3′

2381

PB1

　

BM - PB1 - 1 :

5′- TTCGTCTCTGGG

　　AGCAGAAGCGGAGCTTTAAG - 3′

BM - U - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG□A AAC - 3′

2397

PA

　

BM - PA - 1 :

5′- TTCGTCTCAGGG

　　AGCAGAAGCGGT - 3′

BM - U - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG□A AAC - 3′

2309

HA

　

BM - NS - 1 :

5′- ATCGTCTCTGGG

　　AGCAGAAGCAGAGCA - 3′

BM - NS - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG T AACAAGAG - 3′

1885

NP

　

BM - U - 1 :

5′- AACGTCTCTGGG

　　AGCAGAAGCACA - 3′

BM - U - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG□A AAC - 3′

1844

NA

　

BM - NS - 1 :

5′- ATCGTCTCTGGG

　　AGCAGAAGCAGAGCA - 3′

BM - NS - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG T AACAAGAG - 3′

1559

M

　

BM - U - 1 :

5′- AACGTCTCTGGG

　　AGCAGAAGCAGG - 3′

BM - U - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG□A AAC - 3′

1191

NS

　

BM - NS - 1 :

5′- ATCGTCTCTGGG

　　AGCAGAAGCAGAGCA - 3′

BM - NS - 2 :

5′- GGCGTCTCGTATT

　　AGTAG T AACAAGAG - 3′

1099

　　The Forward primer 5′- nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnAGCAGAAGC - 3′and the reverse primer 5′- nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn AGTAGAAAC - 3′

(underlined) are universal primers complementary to the conserved termini regions of eight segments of influenza B virus1The sixth base of reverse

primer of HA ,NA and NS gene segments is T (shaded) ,of the other gene segments is A (in pane) 1PB2 , PB1 , PA. Polymerase ; HA1Hemagglutinin ;

NP1Nucleoprotein ;NA1Neuraminidase ;M1Matrixgene ;NS1Nonstructural gene1

图 1 　M、NP、PA、PB1、PB2 片段的 PCR 扩增的结果

Figure 1 　Using the first set of universal primers to amplify

the polymerase segments and NP ,M segments

M1DNA marker (15000 bp ladder) ; 1 - 21M segment ; 31M , NP ,

3P( PB1 ,PB2 ,PA) segments1

4 　应用第二套通用引物扩增病毒的 HA、NA、NS节段

通过类比分析设计了第二套通用引物 Forward

primer BM - NS - 1 ,5′- A TCGTCTCTGGGA GCA2
GAA GCA GA GCA - 3′; Reverse primer BM - NS -

2 , 5′- GGCGTCTCGTA TTA GTA GTAACAA GA G

- 3′。用来扩增 HA、NA、NS 节段 ,结果见图 2。至

此 ,通过两套引物扩增出了乙型流感病毒的全部基

因组。但是 ,因为 3 个多聚酶大片段分子量相近 ,不

能区分开来 ,所以又分别设计引物来扩增 3 个大片

段。

5 　应用特异性引物分别扩增 3 个多聚酶片段

用 Forward primer BM - PA - 1 , 5′- TTCGT2
CTCAGGGAGCAGAAGCGGT - 3′;BM - PB2 - 1 ,5′-

TTCGTCTCTGGGAGCAGAAGCGGAGCGTTTTTCA2
AG - 3′;BM - PB1 - 1 , 5′- TTGGTCTCAGGGAG2
CAGAAGCGGAGCGTTTTAAG - 3′; Reverse primer

BM - U - 2 ,5′- GGCGTCTCGTATTAGTAGAAAC -
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3′;分别扩增病毒的多聚酶片段 (图 3) 。

图 2 　HA、NA、NS片段的 PCR 扩增的结果

Figure 2 　Using the second set of universal primers to am2
plify the HA ,NA and NS segments

M1DNA marker ( 15000 bp ladder ) ; 11NS , HA , NA segments ;

21The PB2 segment1

图 3 　PA、PB1 片段的 PCR 扩增的琼脂糖凝胶电泳结果

Figure 3 　Special polymerase primers to amplify the PB1 ,

PA segments analyzed by agarose gel elec2
trophoresis

M1DNA marker ( 15000 bp ladder ) ; 11PB1 segment ; 21PA seg2

ment1

讨　　论

过去认为流感病毒在细胞传代后 ,会出现感染

力下降的情况 ,另外用流感病毒感染 MDCK细胞也

很难取得比较高的血凝单位 ,通常在 160 血凝单位

以下。然而根据物种进化的原理 ,如果流感病毒在

MDCK连续传两代以上而不出现毒力下降或血凝

单位下降 ,那么可以认为病毒应该在 MDCK细胞上

越来越适应。通过选择压力 ,那些在细胞上有感染

力的病毒颗粒存活下来[10 ] 。毒力下降的原因 ,可能

是培养条件不够优化。在病毒接种 MDCK 细胞后

的 24h、48h 加入 TPCK - Trypsin ,有利于病毒的繁

殖[11 ,12 ] 。因为 TPCK - Trypsin 在 24h 后可能被细

胞产生的因子所抑制 ,不能很好地切割 HA ,因此分

时段加入胰酶对流感病毒的复制是十分重要的[12 ] 。

另外 ,流感病毒的最适 p H 为 7～8 ,在孵育过程中常

常由于细胞代谢导致培养基酸化 ,因此分时段加入

NaHCO3 使 p H 维持在 7～8 左右 ,有利于流感病毒

的生长。经过连续传 15 代后 ,病毒 TCID50和 PFU

值的增加 ,说明流感病毒的毒力有逐渐增加的趋势。

但是血凝单位出现了波动 ,由第一代最高的 1 280

到第 15 代血凝单位 320 ,但是均大于 160 血凝单

位。血凝单位的波动可能和接种的细胞数和细胞状

态存在密切的关系。实验结果表明 ,B/ 京科/ 96/ 01

为细胞高产毒株 ,且经过连续传代后 HA 无变异。

我们设计的通用引物不仅可以克隆 B/ 京科/ 96/ 01

毒株 ,而且可以扩增出绝大多数乙型流感病毒基因 ,

还可应用于病毒的分型 ,研究乙型流感病毒的进化。

筛选出在细胞上高产毒株的意义在于可以和流行毒

株表面抗原基因进行重配 ,从而获得在哺乳动物细

胞上高产的流感疫苗株。近年来由于反向遗传技术

的发展 ,使疫苗的研究取得了突飞猛进的进展。

Hoffmann 等人成功地利用反向遗传技术的 8 个质

粒系统完成了乙型流感病毒鸡胚高产株和流行毒株

的重配工作[1 ,2 ] 。我们实验室的细胞高产毒株和流

行毒株的重配工作正在进行中。
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Screening of the High2yield Influenza B Virus on MDCK Cell and Cloning of Its

Whole Genome

Q I Li ,WU Kun - yu ,L I Zi ,ZHAN G Ye ,DON G Jie ,ZHAN G Li - guo ,ZHAN G Zhi - qing
( National Instit ute f or V i ral Disease Cont rol and Prevention , China CDC , Beiji ng 100052 , China)

Abstract :Influenza virus may cause pandemic in the world1Thus , influenza vaccine should be produced timely

and effectively1There are many advantages to produce influenza vaccine in mammalian cell culture than in chick2
en embryos1But it is difficult to obtain high titer of the virus on MDCK cell1We have passaged B/ jingke/ 96/ 01

influenza virus st rain on MDCK cell for 15 passages ,the PFU reached from the first passage 8 ×104 ,to the fif2
teenth passage 2 ×109 ,the TCID50/ ml f rom 615 of the first passage to 810 of the fifteenth passage1Not only B/

jingke/ 96/ 01 had high productive characteristics in MDCK cell , but also had a tendency of virulence increas2
ing1We designed two sets of universal primers to amplify the whole genome of influenza virus B/ jingke/ 96/

011 In order to produce the recombinant influenza vaccine ,this st rain may be reassorted with the current influen2
za virus st rain as a master st rain by reverse genetic technique1
Key words :influenza B virus ;high2yield st rain ; PFU ;universal primer ;cloning of whole genome
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