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黄热减毒活疫苗（鸡胚细胞）三级毒种库的建立和质量控制研究
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摘要　目的：筛选黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４原代鸡胚细胞适应株，制备三级毒种库，并对毒种库质量
控制研究。方法：筛选黄热减毒活疫苗生产毒种 １７Ｄ－２０４株，在原代鸡胚细胞上适应和驯化培养，
获得鸡胚细胞适应株，并对毒种库进行质量控制研究。结果：黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４在原代鸡胚
细胞最适宜培养温度为３７℃，最适宜感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为０００４８；建立了黄热
减毒活疫苗（１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ））原始种子、主代种子批、工作种子批三级毒种库。对毒种库鉴别试验、
病毒滴度测定、无菌检查、支原体检查、外源病毒因子检查、分枝杆菌检查等项目研究，均符合《中华

人民共和国药典》三部规定。高通量测序显示，１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上传代７代，其基因
序列未发生改变。也未发现内、外源病毒因子污染。结论：筛选出了鸡胚细胞 １７Ｄ－２０４适应株
１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ），建立了三级毒种库，传代稳定性和遗传稳定性均良好，为原代鸡胚细胞取代鸡胚卵
黄囊制备黄热减毒活疫苗奠定了坚实基础。

关键词：黄热病毒；原代鸡胚细胞；毒种库；质量控制；黄热减毒活疫苗；１７Ｄ－２０４
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ｙｅｌｌｏｗｆｅｖｅｒｖａｃｃｉｎｅ；１７Ｄ－２０４

　　目前，我国采用将１７Ｄ－２０４疫苗株接种于鸡胚
卵黄囊生产黄热减毒活疫苗，该工艺从１９５３年开始
至今已沿用６７年［１］。传统的生产鸡胚卵黄囊疫苗

方法工艺烦琐，流程长，劳动强度大，收获率低，毒种

用量大，且疫苗中鸡胚卵清蛋白含量较高。鸡胚中

难免潜在一些外源因子（如卵清蛋白、禽类病毒等）

污染疫苗。原代鸡胚细胞株相对容易获得，而且增

殖能力强，适应性强，具有良好的耐受性，性状比较

稳定，不易发生转化［２］。为了实现原代鸡胚细胞取

代鸡胚卵黄囊，实现黄热减毒活疫苗工艺升级换代，

本研究首先利用黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４疫苗株
在原代鸡胚细胞上适应和驯化培养，获得鸡胚细胞

适应株１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）。在此基础上，建立黄热减
毒活疫苗（原代鸡胚细胞）原始种子、主代种子批、工

作种子批三级毒种库，并对三级毒种库进行质量控

制研究。以原代鸡胚细胞为基质生产的黄热减毒活

疫苗，将会极大提高疫苗的产量、扩大生产规模、降

低疫苗杂蛋白的残留量。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＮＵ－４３７－６００Ｓ型生物安全柜，Ｎｕａｉｒｅ公司；
ＩＣＯ１５０型二氧化碳培养箱，Ｍｅｍｍｅｒｔ公司；ＳＴ８Ｒ型
离心机，Ｔｈｅｒｍｏ公司；Ｎ６０ＴＯＵＣＨ型超微量分光光度
计，ＩＭＰＬＥＮ公司。ＴＣ２０细胞计数仪，Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司。

１２　实验材料
９～１０日龄ＳＰＦ鸡胚，购自北京勃林格殷格翰维

通生物技术有限公司；ＤＭＥＭ培养基、１×ＰＢＳ缓冲
液、胰酶、胎牛血清，购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｔ１７５细胞培养
瓶，购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；病毒 ＲＮＡ提取试剂盒，购自
ＴＩＡＮＧＥＮ公司；黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４疫苗株，
源自北京天坛生物制品股份有限公司。人血白蛋

白，购自成都蓉生药业有限责任公司；Ｖｅｒｏ细胞，本
虫媒病毒疫苗室保存。

２　方法与结果
２１　原代鸡胚细胞制备及１７Ｄ－２０４疫苗株在原代
鸡胚细胞上的适应株筛选和驯化培养

取９～１０日龄 ＳＰＦ鸡胚，用无菌的解剖剪将鸡
蛋的顶部打开，剪掉膜上蛋壳，使膜保持完整。用无

菌镊子将膜取掉。取出鸡胚，放入无菌的培养皿。

加入１×ＰＢＳ２０ｍＬ冲洗１次，剪掉每个鸡胚的头、四
肢及内脏，将剩余的鸡胚组织放入５０ｍＬ无菌烧杯
中，将鸡胚组织剪成 １ｍｍ３左右小块，再用 ＰＢＳ
２０ｍＬ冲洗２次。将烧杯中的组织小块移到锥形瓶
中，加入适量３７℃的胰酶（每胚约加入胰酶４ｍＬ），
并在恒温水浴锅中 ３７℃消化 ３０～３５ｍｉｎ，期间
１５ｍｉｎ轻摇１次。待组织体积增大，边缘出现毛边停
止消化，小心倒出胰酶，用 ＰＢＳ２０ｍＬ洗３次。小心
倒出ＰＢＳ，按每鸡胚３０ｍＬ加入适量的 ＤＭＥＭ培养
基（含１０％胎牛血清），剧烈震荡，用吸管反复吹打数
次使大部分组织小块分散成单细胞状态，用含１２层
纱布的漏斗过滤即得原代鸡胚细胞悬液。取细胞悬

液２０μＬ与台酚蓝染色液２０μＬ混匀立即进行活细
胞计数后，调整细胞密度至１０～１５×１０６个·ｍＬ－１

接种细胞培养瓶。

待原代鸡胚细胞长满单层后，将１７Ｄ－２０４疫苗
株接种长满单层的原代鸡胚细胞，逐天观察细胞病

变情况，每天取上清样品，采用蚀斑形成法进行

１７Ｄ－２０４鸡胚细胞适应株的筛选。取待测上清样品
用ＤＭＥＭ培养基（含２％胎牛血清）进行１０倍稀释，
再进行４倍系列稀释，取 ３～４个适宜稀释度接种
Ｖｅｒｏ细胞单层，每个稀释度病毒接种 ２孔，每孔
０４ｍＬ，另设细胞对照 ２孔，置二氧化碳培养箱
（３６±１）℃吸附１ｈ，然后每孔加入０７５％羧甲基纤
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维素４ｍＬ，于（３５±１）℃继续培养７ｄ后倾去覆盖
物，每孔加入 １０％结晶紫染色液约 ２ｍＬ染色
１５ｍｉｎ，用自来水流水冲洗至无紫色，晾干，计数蚀
斑数。

正常原代鸡胚细胞生长状态良好，细胞呈长梭

形。感染１７Ｄ－２０４疫苗株病毒后，可发现病变细胞
逐日增多，３～５ｄ出现病变细胞圆缩脱落。本研究
成功获得 １７Ｄ－２０４在原代鸡胚细胞上的适应株
１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ。正常原代鸡胚细胞和接种
１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）的病变结果见图１、２。

图１　正常原代鸡胚细胞

Ｆｉｇ１　Ｎｏｒｍａｌｐｒｉｍａｒｙｃｈｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏｃｅｌｌｓ

图２　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）接种长满单层的原代鸡胚细胞后的第５天病

变情况

Ｆｉｇ２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｏｎｏｌａｙｅｒｐｒｉｍａｒｙｃｈｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏ

ｃｅｌｌｓｏｎｄａｙ５ａｆｔｅｒ１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２２　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上的增殖
曲线

将黄热减毒活疫苗鸡胚细胞适应株１７Ｄ－２０４
（ＣＥＣ）按照病毒感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ＭＯＩ）０００３２接种原代鸡胚细胞，并从接种后第２

天至第９天每天取样，按“２１”项下蚀斑形成法进
行操作，将每天取得的样品用 ＤＭＥＭ培养基（含
２％胎牛血清）进行１０倍系列稀释，取３～４个适宜
稀释度接种 Ｖｅｒｏ细胞单层，每个稀释度病毒接种２
孔，每孔０２ｍＬ，另设细胞对照２孔，置二氧化碳培
养箱（３６±１）℃吸附 １ｈ后每孔加入 ０７５％羧甲
基纤维素４ｍＬ，于（３５±１）℃继续培养７ｄ，然后倾
去覆盖物，每孔加入１０％结晶紫染色液约２ｍＬ染
色１５ｍｉｎ，用自来水流水冲洗至无紫色，计数蚀斑
数，计算病毒滴度并绘制病毒增殖曲线。

结果显示１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞于接
种后第３天病毒滴度达到高峰。因此选择在接种后
第３天进行病毒收获。病毒增殖曲线见图３。

图３　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上的增殖曲线

Ｆｉｇ３　Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆ１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）ｏｎｐｒｉｍａｒｙｃｈｉｃｋｅｎ

ｅｍｂｒｙｏｃｅｌｌｓ

２３　最适ＭＯＩ的确定
原代鸡胚细胞接种不同 ＭＯＩ的 １７Ｄ－２０４

（ＣＥＣ）后，经培养，根据增长曲线，分别于接种后第
３、４、５天收获取上清，采用蚀斑形成法进行病毒滴度
测定。根据病毒滴度与病毒在高峰后滴度下降的幅

度，绘制不同ＭＯＩ的１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在鸡胚细胞上
的增殖曲线，确定１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）接种原代鸡胚细
胞的最适ＭＯＩ。

按不同ＭＯＩ接种原代鸡胚细胞后，结果显示（表
１、图４），病毒高峰均在第３天出现。根据病毒滴度
与病毒在高峰后滴度下降的幅度，ＭＯＩ为 ０００４８
ＰＦＵ·个 －１时，第３天病毒滴度最高，可达６１０ｌｇＰ
ＦＵ·ｍＬ－１。随后病毒滴度下降幅度最小（第３天至
第５天病毒滴度下降０８ｌｇＰＦＵ·ｍＬ－１）。因此确定
最适ＭＯＩ为０００４８ＰＦＵ·个 －１。
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表１　不同ＭＯＩ对病毒滴度的影响
Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｏｎｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒ

接种后天数

（ｄａｙｓａｆｔｅｒｖｉｒｕｓｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ）

病毒滴度（ｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒ）／（ｌｇＰＦＵ·ｍＬ－１）

ＭＯＩ＝０００１６ＰＦＵ·个 －１ ＭＯＩ＝０００３２ＰＦＵ·个 －１ ＭＯＩ＝０００４８ＰＦＵ·个 －１

２ ３６７ ４０１ ４１２

３ ５１０ ５７３ ６１０

４ ３１８ ５１０ ５４８

５ ２５０ ４４８ ５３０

图４　不同ＭＯＩ对病毒滴度的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｏｎｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒ

２４　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）原始种子、主种子批、工作种
子批的制备

按“２１”项下方法制备浓度为１０×１０６～１５×
１０６个·ｍＬ－１的原代鸡胚细胞悬液 ２４０ｍＬ，分装至
Ｔ１７５细胞培养瓶，按照最适 ＭＯＩ为０００４８ＰＦＵ·
个 －１接种２３９代１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ），于接种后第３天
收获病毒液，分装至无菌离心管，每管 ４０ｍＬ，
５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取离心后的病毒液上清
合并，加入终浓度为 １０％人血白蛋白，分装至冻存
管，每支 １０ｍＬ，制备黄热减毒活疫苗 １７Ｄ－２０４
（ＣＥＣ）原始种子批，－７０℃以下冻存。用同样方法
将原始种子接种鸡胚细胞制备主种子批（细胞悬液

４８０ｍＬ，接种１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）主种子批病毒，每支分
装１５ｍＬ），将主种子批接种鸡胚细胞制备工作种子
批（细胞悬液２４００ｍＬ，接种１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）工作
种子批病毒，每支分装１０ｍＬ）。

本研究共制备黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）
原代鸡胚细胞原始种子２００支（每支１０ｍＬ）、主种
子批 ３００支（每支 １５ｍＬ）、工作种子批 ２２０支
（每支１０ｍＬ）。
２５　黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）原始种子、主
种子批、工作种子批的质量控制研究

取黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）原始种子、
主种子批、工作种子批，按照２０２０年版《中华人民共
和国药典》三部黄热减毒活疫苗部分相应的检验方

法（具体参照药典操作），分别进行病毒滴度测定（蚀

斑形成法）、鉴别试验（蚀斑中和法）、无菌检查（通则

１１０１）、支原体检查（通则３３０１）、外源病毒因子检查
（通则３３０２）、分枝杆菌检查（直接接种法）等关键项
目进行检定。结果显示１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒种库
的鉴别试验的蚀斑减少率均为１００％，病毒滴度分别
为６０９、６２７、６１８ｌｇＰＦＵ·ｍＬ－１，符合“应不低于
５８ｌｇＰＦＵ·ｍＬ－１”的要求。无菌检查、支原体检查、
分枝杆菌检查、外源病毒因子检查等关键质控项目

结果也均符合规定。结果详见表２。

表２　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒种库检定结果
Ｔａｂ２　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）ｖｉｒｕｓｓｅｅｄｂａｎｋ

检定项目　　　

（ｔｅｓｔ）　　　

原始种子　　

（ｐｒｉｍａｒｙｖｉｒｕｓｓｅｅｄ）　　

主种子批　　

（ｍａｓｔｅｒｖｉｒｕｓｓｅｅｄ）　　

工作种子批　　

（ｗｏｒｋｉｎｇｖｉｒｕｓｓｅｅｄ）　　

鉴别试验（ｉｄｅｎｔｉｔｙｔｅｓｔ）蚀斑减少率（ｐｌａｑｕｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ）／％ １００ １００ １００

病毒滴度（ｖｉｒｕｓｔｉｔｒａｔｉｏｎ）／（ｌｇＰＦＵ·ｍＬ－１） ６０９ ６２７ ６１８

外源病毒因子检查（ｔｅｓｔｆｏｒａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｖｉｒｕｓｅｓ）（细胞培养法）阴性（ｎｅｇａｔｉｖｅ） 阴性（ｎｅｇａｔｉｖｅ） 阴性（ｎｅｇａｔｉｖｅ）

无菌检查（ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｔｅｓｔ）（直接接种法） 无菌生长（ｃｏｎｆｏｒｍ） 无菌生长（ｃｏｎｆｏｒｍ） 无菌生长（ｃｏｎｆｏｒｍ）

支原体检查（ｔｅｓｔｆｏｒｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）（培养法） 无支原体生长（ｃｏｎｆｏｒｍ） 无支原体生长（ｃｏｎｆｏｒｍ） 无支原体生长（ｃｏｎｆｏｒｍ）

分枝杆菌检查（ｔｅｓｔｆｏｒｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ） 未见分枝杆菌生长（ｃｏｎｆｏｒｍ） 未见分枝杆菌生长（ｃｏｎｆｏｒｍ）未见分枝杆菌生长（ｃｏｎｆｏｒｍ）
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２６　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上的传代稳
定性研究

制备浓度为１０×１０６～１５×１０６个·ｍＬ－１的
原代鸡胚细胞悬液，接种 １７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）工作种
子批，于接种后第 ３天收获病毒液，使 １７Ｄ－２０４
（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上的传代。以同样方法连
续传代７代，对每代进行病毒滴度测定，绘制传代
稳定性图表。结果显示传代后黄热病毒滴度范围

为 ５４４～６３１ｌｇＰＦＵ· ｍＬ－１，说 明 １７Ｄ－２０４
（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上具有较好的传代稳定性，
具体结果如图５。

图５　１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上传代稳定性

Ｆｉｇ５　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｐａｓｓａｇｅｄｏｎｐｒｉ

ｍａｒｙｃｈｉｃｋｅｎｅｍｂｒｙｏｃｅｌｌｓ

２７　黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒种库
高通量法序列测定

按照ＴＩＡＮＧＥＮ公司病毒 ＲＮＡ提取试剂盒说明
书，分别提取 １７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）原始种子、主代种子

批、工作种子批ＲＮＡ样本。用移液器将 ＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ
工作液５６０μＬ加入１个干净的１５ｍＬ离心管中。
向离心管中加入平衡至室温的样本１４０μＬ，涡旋振
荡１５ｓ混匀，在室温孵育 １０ｍｉｎ。加入无水乙醇
５６０μＬ，盖上管盖并涡旋振荡１５ｓ。仔细将离心管中
的１２６０μＬ液体分 ２次（每次 ６３０μＬ）转移至
ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ吸附柱ＣＲ２（吸附柱放在收集管中），盖
上管盖，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，弃废液，将吸附柱
放回收集管中。小心打开吸附附桂盖子，加入缓冲

液ＧＤ（使用前已加入无水乙醇）５００μＬ，盖上管盖，
８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，弃废液，将吸附柱放回收
集管。小心打开吸附柱盖子，加入漂洗液 ＲＷ（使用
前已 加 入 无 水 乙 醇）５００ μＬ，盖 上 管 盖，
８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，弃废液，将吸附柱放回收
集管。重复漂洗 １次，将吸附柱放回收集管中，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ，使吸附膜完全变干，弃废
液。将吸附柱放入 ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ离心管（１５ｍＬ）
中，小心打开吸附柱的盖子，向吸附膜的中间部位悬

空滴加平衡至室温的 ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ５０μＬ，盖
上盖子，室温放置５ｍｉｎ，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ。
采用超微量分光光度计对提取的 ＲＮＡ样本进行浓
度测定。高通量 ＲＮＡ测序由生工生物工程（上海）
股份有限公司完成。获得黄热减毒活疫苗三级库病

毒基因组序列后，用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ＋、ＭｅｇＡｌｉｇｎ等生物
学软件对三级库核酸序列进行比对分析。

提取的１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）原始种子、主种子批、工
作种子批病毒 ＲＮＡ采用超微量分光光度法进行
ＲＮＡ浓度测定，结果见表３。

表３　ＹＦ１７Ｄ－ＣＥＣ三级毒种库提取ＲＮＡ浓度测定结果
Ｔａｂ３　ＲＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＹＦ－１７Ｄ－ＣＥＣｖｉｒｕｓｓｅｅｄｂａｎｋ

序号（Ｎｏ．） 名称ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ） 体积（ｖｏｌｕｍｅ）／μＬ 浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｎｇ·μＬ－１）

１ ＹＦ－１７ＤＰＳ２０１９０１１２ｍＲＮＡ ５０ ２３４２

２ ＹＦ－１７ＤＭＳ２０１９０１１５ｍＲＮＡ ５０ ２６５３

３ ＹＦ－１７ＤＷＳ２０１９０１１７ｍＲＮＡ ５０ ２５８９

　　结果显示，成功提取了１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒
种库 ＲＮＡ样本。ＲＮＡ的浓度均能够达到高通量
ＲＮＡ序列测定的要求。

采用新一代 Ｉｌｌｕｍｉｎａ／Ｓｏｌｅｘａ测序平台进行高通
量ＲＮＡ测序［３－６］，应用 ＮＣＢＩＢｌａｓｔ＋、ＭｅｇＡｌｉｇｎ等生
物学软件１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒种库全基因组核酸

序列进行比对分析。测序和比对分析结果显示，测

得ＹＦ１７Ｄ－ＣＥＣ的病毒基因组大小为１０８６２个核苷
酸，ＧＣ含量为４９７１％，该基因组无重复序列。序列
比对分析１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒种库序列与 ＹＦ／
Ｖａｃｃｉｎｅ／ＵＳＡ／Ｓａｎｏｆｉ－ Ｐａｓｔｅｕｒ － １７Ｄ － ２０４／
ＵＦ７９５ＡＡ／ＹＦＶａｘ（ＧｅｎｅＢａｎｋ编 号：ＪＸ５０３５２９１）、
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ＹＦＶ１７Ｄ －２０４（ＧｅｎｅＢａｎｋ编 号：ＫＦ７６９０１５１）、
ＹＦＶ１７ＤＲＫＩ（ＧｅｎｅＢａｎｋ编号：ＪＮ６２８２７９１）同源性
均为 １００％。三级毒种库之间未发生突变，说明
１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞基质上增殖有比较
好的遗传稳定性。

３　讨论
原代鸡胚细胞对各类病毒广泛敏感且接种病毒

不会产生针对性抗体，培养简便易操作［７］，可用于流

感病毒、狂犬病病毒、猴痘病毒、麻疹病毒、腮腺炎病

毒、黄热病毒等多种病毒的培养［８－１２］，并已用于生产

麻疹减毒活疫苗、腮腺炎减毒活疫苗等。

本研究首先利用黄热减毒活疫苗１７Ｄ－２０４疫
苗株在原代鸡胚细胞上适应和驯化培养，获得鸡胚

细胞适应株１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ），在原代鸡胚细胞于接
种后第３天病毒滴度达到高峰，与李淑云、钱依韵等
研究的结果［１３－１４］基本一致。在此基础上，建立

１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）原始种子、主代种子批、工作种子批
三级毒种库，并对三级毒种库进行关键项目质量控

制，所检项目均符合２０２０年版《中华人民共和国药
典》三部黄热减毒活疫苗相关规定。

病毒疫苗株的连续传代稳定性是决定该毒株能

否实现从研发到生产的关键。确定生产用毒种能保

持良好的传代稳定性是确保后续研制和生产顺利进

行的基础［１５］。如果一株病毒株在传代过程中病毒滴

度不稳定，尤其是出现病毒滴度降低趋势，就会局限

它的使用。将１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）工作种子批病毒在原
代鸡胚细胞上连续传代７代后，病毒滴度依然稳定，
病毒滴度范围 ５４４～６３１ｌｇＰＦＵ·ｍＬ－１，说明
１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）在原代鸡胚细胞上具有较好的传代
稳定性。

减毒活疫苗基因组的遗传稳定性是评价减毒

活疫苗安全性和免疫原性的关键指标。如果一株

病毒株在传代增殖过程中容易发生基因变异，导致

毒力变化和免疫原性降低，就会局限它的使用次

数，甚至不能用于生产疫苗。世界卫生组织建议新

的主种子和工作种子批应该进行病毒基因组测序，

以检查疫苗的遗传稳定性［１６］。本研究测序结果显

示１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）毒种库基因组与 ＮＣＢＩＧｅｎｅ
Ｂａｎｋ数据库中的 ＹＦＶ１７ＤＲＫＩ株（ＧｅｎｅＢａｎｋ编号：
ＪＮ６２８２７９１）、ＹＦＶ１７Ｄ－２０４株（ＧｅｎｅＢａｎｋ编号：
ＫＦ７６９０１５１）、ＹＦ／Ｖａｃｃｉｎｅ／ＵＳＡ／Ｓａｎｏｆｉ－Ｐａｓｔｅｕｒ－
１７Ｄ －２０４／ＵＦ７９５ＡＡ／ＹＦＶａｘ（ＧｅｎｅＢａｎｋ编 号：

ＪＸ５０３５２９１）同源性均为１００％。三级毒种库之间
未发生突变，也未发现内、外源病毒因子污染。说

明１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）基因组在原代鸡胚细胞基质上
传代增殖遗传稳定性良好。利用高通量 ＲＮＡ测序
技术可快速检测１７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）三级毒种库全基
因组信息，序列分析数据可用于黄热减毒活疫苗毒

种库的遗传稳定性监测，对 １７Ｄ－２０４（ＣＥＣ）毒种
在基因水平进行质量控制。

鸡胚细胞有可能取代鸡胚卵黄囊制备黄热减毒

活疫苗。这种疫苗比鸡胚卵黄囊疫苗更安全，在质

量控制上具有明显优势。本研究为进一步深入研究

鸡胚细胞替代鸡胚卵黄囊制备黄热减毒活疫苗，提

高生产能力，实现黄热减毒活疫苗真正的升级换代

奠定了基础。
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