
·５４２　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

　通信作者　Ｔｅｌ：（０１０）５３８５１７８５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｕｘｉｎｙｕ＠ｎｉｆｄｃｏｒｇｃｎ

第一作者　Ｔｅｌ：（０１０）５３８５１７８９；Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｕｈｏｎｇｓｈａｎ＠ｎｉｆｄｃｏｒｇｃｎ

人二倍体细胞乙型脑炎灭活疫苗毒种的质量评价

徐宏山１，沈慧莉２，付瑞１，刘欣玉１，李玉华１，叶强１

（１．中国食品药品检定研究院，北京 １０２６２９；
２．安徽智飞龙科马生物制药有限公司，合肥 ２３００８８）

摘要　目的：对人二倍体细胞（ＺＦＢ－３）乙型脑炎灭活疫苗毒种进行质量评价。方法：通过鉴别试验对毒种
进行鉴别，以鉴别是否为乙脑病毒；通过脑内滴定法对毒种进行病毒滴度检测，以评估其在人二倍体细胞

（ＺＦＢ－３）上的适应性和增殖能力；对毒种进行无菌检查、支原体检查、外源病毒因子检查，以检测是否有外
源性污染。结果：证明毒种为乙脑病毒，且具有较高的病毒滴度，在人二倍体细胞（ＺＦＢ－３）上已较好地适
应，且无细菌、真菌、支原体、外源病毒因子污染。结论：人二倍体细胞（ＺＦＢ－３）乙型脑炎灭活疫苗毒种质
量符合要求，可应用于疫苗的生产。
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　　流行性乙型脑炎（简称乙脑）是由乙脑病毒引起
的一种急性神经系统传染病，每年全球报道病例约

６８０００例，病死率约为３０％。幸存者中３０％～５０％会
出现严重的神经系统和精神方面后遗症［１］。随着我

国乙脑疫苗的大规模接种和疾病防控手段的提高，

近些年乙脑的发病率不断下降，２０２２年发病率降至
约千万分之一。

市场上的乙脑疫苗有 ３种：乙脑减毒活疫苗
（ＳＡ１４－１４－２）、乙脑灭活疫苗和乙脑黄热嵌合疫
苗。目前使用的乙脑减毒活疫苗为原代地鼠肾细胞

生产，乙脑灭活疫苗多为Ｖｅｒｏ细胞生产，国内外的使
用证明二者均具有很好的安全性和有效性［２１５］。

近年来，除Ｖｅｒｏ细胞乙脑疫苗外，人二倍体细胞
乙脑疫苗也开始研发。人二倍体细胞是指正常人体

组织在体外培养的细胞，其来源于正常人胚胎，在传

代过程中保持二倍体核型。ＺＦＢ－３细胞属于人二
倍体细胞系，为安徽智飞龙科马生物制药有限公司

自建的人胚肺成纤维细胞。本文对该公司生产的乙

脑灭活疫苗毒种进行质量评价研究。

１　材料与仪器
１１　乙脑疫苗毒种　人二倍体细胞（ＺＦＢ－３）乙脑
灭活疫苗毒种为安徽智飞龙科马生物制药有限公司

生产。

１２　毒株、菌种及乙脑阳性血清参考品　攻击用乙
脑病毒强毒株Ｐ３株由中国食品药品检定研究院（简
称中检院）保存，金黄色葡萄球菌购自北京三药科技

开发公司，乙脑阳性血清参考品（批号：２５０００８－
２０１４０４）由中检院保存。

１３　细胞和实验动物　Ｖｅｒｏ细胞、ＺＦＢ－３细胞、
ＭＲＣ－５细胞由中检院保存。ＳＰＦ级昆明（ＫＭ）小鼠，
性别不限，体质量７～９ｇ，购自中检院动物繁育中心。
１４　主要试剂和仪器　乙脑抗体阴性小牛血清购
自杭州四季青生物工程材料有限公司，甲基纤维素

覆盖物购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＤＭＥＭ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ
公司，硫乙醇酸盐培养基和胰酪大豆胨液体培养基、

支原体肉汤及半流体培养基、精氨酸支原体肉汤及

半流体培养基购自北京三药科技有限公司，二苯甲

酰胺荧光染料购自 Ｓｉｇｍａ公司，Ｔｈｅｒｍｏ３１１１二氧化
碳培养箱购自热电公司，ＯＬＹＭＰＵＳＣＫＸ５３倒置显微
镜购自奥林巴斯公司，ＮＵＡＩＲ－ＮＵ－４３７－６００Ｓ生
物安全柜购自纽艾尔公司，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ离心机
购自艾本德公司，ＢＳ－３１５５Ｌ水浴摇床购自杰奥特
公司。

２　方法与结果
２１　鉴别试验　用含２％牛血清的ＤＭＥＭ培养基将
乙脑疫苗毒种做１０倍系列稀释，取１０－４～１０－８稀释
度的病毒液与乙脑抗体阴性小牛血清等量混合为对

照组，１０－１～１０－５稀释度的病毒液与乙脑特异性免疫
血清等量混合为试验组，于３７℃水浴９０ｍｉｎ。试验
组和对照组每稀释度分别接种体质量为７～９ｇ昆明
小鼠６只，每只脑内注射００３ｍＬ，观察１４ｄ判定结
果，３ｄ内死亡者不计。

结果显示，阳性血清中和后毒种脑内注射小鼠

后均存活。计算乙型脑炎灭活疫苗毒种病毒中和指

数为≥６４５６５，结果远高于标准规定 ＞５００。具体结
果如表１。

表１　乙脑疫苗毒种鉴别试验结果
Ｔａｂ．１　ＩｄｅｎｔｉｔｙｔｅｓｔｏｆＪＥｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｖａｃｃｉｎｅｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎ

组别　　　　　

（ｇｒｏｕｐ）　　　　　

稀释度

（ｄｉｌｕｔｉｏｎ）

死亡数

（Ｎｏ．ｏｆｄｅａｄ）

存活数

（Ｎｏ．ｏｆｓｕｒｖｉｖｅｄ）

死亡比率

（ｒａｔｉｏｎｏｆｄｅａｄ）

阳性血清中和后毒种（ｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｄｂｙａｎｔｉ－ＪＥｓｅｒｕｍ） １０－１ ０ ６ ０／６

１０－２ ０ ６ ０／６

１０－３ ０ ６ ０／６

１０－４ ０ ６ ０／６

１０－５ ０ ６ ０／６

阴性血清中和后毒种（ｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｎｅｕｔｒａｌｉｚｅｄｂｙｓｅｒｕｍｗｉｔｈｏｕｔＪＥａｎｔｉｂｏｄｙ） １０－４ ６ ０ ６／６

１０－５ ３ ３ ３／６

１０－６ ２ ４ ２／６

１０－７ ０ ６ ０／６

１０－８ ０ ６ ０／６
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２２　病毒滴定　用含２％牛血清的 ＤＭＥＭ培养基
将乙脑疫苗毒种做 １０倍系列稀释。将体质量为
７～９ｇ昆明小鼠分为 ５组，每组 ５只。取 １０－５～
１０－９稀释度病毒液脑内接种小鼠，每稀释度注射
　　　　

５只，每只 ００３ｍＬ，观察 １４、３ｄ内死亡者不计。
Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法计算 ＬＤ５０。结果测得乙型脑炎灭
活疫苗毒种病毒滴度为７７ｌｇＬＤ５０·ｍＬ

－１。具体情

况见表２。

表２　乙脑疫苗毒种病毒滴定结果
Ｔａｂ．２　ＶｉｒｕｓｔｉｔｅｒｏｆｔｈｅＪＥｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｖａｃｃｉｎｅｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎ

稀释度（ｄｉｌｕｔｉｏｎ） 死亡数（Ｎｏ．ｏｆｄｅａｄ） 存活数（Ｎｏ．ｏｆｓｕｒｖｉｖｅｄ） 死亡比率（ｒａｔｉｏｎｏｆｄｅａｄ）

１０－５ ５ ５ ５／５

１０－６ ３ ２ ３／５

１０－７ ０ ５ ０／５

１０－８ ０ ５ ０／５

１０－９ ０ ５ ０／５

２３　无菌检查　分别取装量为１５ｍＬ的硫乙醇酸
盐培养基２支和装量为１０ｍＬ的胰酪大豆胨液体培
养基１支，每支培养基接种供试品１５ｍＬ，取１支硫
乙醇酸盐培养基置３０～３５℃培养１４ｄ，另１支硫乙
醇酸盐培养基和１支胰酪大豆胨液体培养基置２０～
２５℃培养１４ｄ。同时取硫乙醇酸盐培养基２支，分
别置３０～３５℃和２０～２５℃培养１４ｄ，取胰酪大豆胨
液体培养基１支置２０～２５℃培养１４ｄ作为阴性对
照。以１份硫乙醇酸盐培养基培养１４ｄ后的样品以
金黄色葡萄球菌为阳性对照菌。结果接种毒种的培

养基培养１４ｄ后无菌生长，阳性对照培养第１ｄ即
有菌生长。

２４　支原体检查　培养法：分别取 ４支支原体肉
汤培养基和精氨酸支原体肉汤培养基，再分别取２
支相应的半流体培养基，每支培养基接种乙脑疫苗

毒种０５ｍＬ。另取４种培养基各１支作为阴性对
照。置于（３６±１）℃培养２１ｄ。于接种后的第７ｄ
分别取２支首次接种毒种的培养基进行次代培养，
每支培养基分别转种至相应的支原体半流体培养

基及支原体肉汤培养基各 ２支，置于（３６±１）℃
培养２１ｄ。

ＤＮＡ染色法：Ｖｅｒｏ细胞消化后，以２×１０５细胞／
瓶接种于２５ｃｍ２细胞培养瓶中，培养过夜。在１瓶
中加入乙脑特异性抗血清中和后的毒种１ｍＬ，在另
１瓶加入无抗生素培养液为阴性对照。接种后的细
胞瓶置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养３～５ｄ。将培
养到期后的细胞培养物刮下，制成细胞悬液。培养

到期前１ｄ，将 Ｖｅｒｏ细胞消化，稀释至细胞浓度为４

×１０４ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１，以０５ｍＬ每孔接种６孔培养板，
每孔补加２５ｍＬ无抗生素培养基，于３７℃，５％ ＣＯ２
培养箱中培养过夜。取１ｍＬ制备的细胞悬液加至
相应标记的孔中，同时设置支原体阳性对照孔，将板

置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养３～５ｄ。培养结束
后，吸出板中液体，加入固定液５ｍＬ，放置５ｍｉｎ，吸
出固定液，再加入５ｍＬ固定液固定１０ｍｉｎ，吸出固
定液，使盖玻片在空气中干燥。每孔中加入二苯甲

酰胺荧光染料工作液５ｍＬ，加盖，室温染色３０ｍｉｎ，
吸出染液，用５ｍＬ蒸馏水洗涤３次，吸出水，使盖玻
片在空气中干燥。取载玻体做成封片。用荧光显微

镜观察结果。

结果显示，支原体检查培养法和指示细胞培养

法（ＤＮＡ染色法）中，阳性对照均为支原体阳性，而阴
性对照和毒种均为支原体阴性，证明毒种无支原体

污染。

２５　病毒外源因子检查　采用动物试验法和细胞
培养法进行病毒外源因子检查。

动物试验法：取乙脑疫苗毒种 ５ｍＬ加入 乙脑
特异性免疫血清溶液 ５ｍＬ，混匀，３７℃水浴
９０ｍｉｎ。吸取中和后样品，分别对１５～２０ｇ小鼠和
出生后２４ｈ内乳鼠进行腹腔和脑内注射，各注射
１０只，小鼠每只腹腔注射 ０５ｍＬ，脑内注射
００３ｍＬ；乳鼠每只腹腔注射 ０１ｍＬ，脑内注射
００１ｍＬ；小鼠观察２１ｄ，乳鼠观察１４ｄ。解剖所有
在２４ｈ后死亡或有患病体征的小鼠或乳鼠，直接肉
眼观察其病理改变，并取有病变的相应组织和脑、

脾制备成悬液，通过脑内和腹腔接种另外至少５只



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·５４５　　 ·
　

１５～２０ｇ小鼠或出生后２４ｈ内乳鼠，小鼠观察２１
ｄ，乳鼠观察１４ｄ。接种２４ｈ内小鼠或乳鼠死亡超
过２０％，试验无效。

细胞培养法：（１）非血吸附病毒检查：分别取长
满单层的ＺＦＢ－３细胞、ＭＲＣ－５细胞、Ｖｅｒｏ细胞各６
个Ｔ２５细胞瓶，弃去细胞培养液，每瓶加入细胞维持
液３５ｍＬ，接种中和后的供试品 １５ｍＬ，同时取
ＺＦＢ－３细胞、ＭＲＣ－５细胞、Ｖｅｒｏ细胞各２瓶，每瓶
加入细胞维持液５ｍＬ，作为阴性对照。置３５℃、５％
ＣＯ２培养箱培养。接种后连续观察１４ｄ，接种第７ｄ
更换细胞维持液１次。（２）血吸附病毒检查：接种后
第７ｄ和第１４ｄ，分别取每种细胞培养物２瓶进行血
吸附检查。用０２５％鸡和豚鼠红细胞混合悬液２ｍＬ
覆盖于细胞表面，１瓶于２～８℃放置３０ｍｉｎ，另１瓶
于２０～２５℃放置３０ｍｉｎ，吸弃多余红细胞后显微镜
下观察红细胞吸附情况。

结果显示，外源病毒因子检查动物试验法中，所

有接种小鼠观察２１ｄ均健存，所有乳鼠观察１４ｄ均
健存；细胞培养法中，接种中和后毒种的细胞培养物

均未见细胞病变，未见血吸附情况。

３　讨论
国内生产的乙脑灭活疫苗毒种均为乙脑病毒Ｐ３

株，Ｐ３株于１９４９年分离自北京患者的脑组织，后经
鼠脑传代至 ５３代，即 Ｐ３株 －鼠脑 ５３代（Ｐ３－
Ｓｍｂ５３），其免疫原性较好，抗原谱较广［１６］。因其之

前一直在鼠脑传代，若使用其在细胞基质上生产疫

苗，需首先进行适应。只有较好地适应增殖后，才能

用于疫苗生产。本研究评价的毒种为 Ｐ３株在人二
倍体细胞ＺＦＢ－３上的适应株。

乙脑灭活疫苗毒种的滴度检测采用的方法为

脑内毒力滴定。因小鼠对乙脑病毒非常敏感，因此

在对乙脑病毒研究之初，即使用小鼠来评价乙脑病

毒毒力和病毒滴度。本研究发现，人二倍体细胞

ＺＦＢ－３乙脑病毒毒种滴度较高，证明乙脑病毒在
ＺＦＢ－３细胞上已较好适应，但病毒滴度略低于乙
脑病毒 Ｐ３株在 Ｖｅｒｏ细胞上的传代适应株，因此在
疫苗生产中产量可能略低于 Ｖｅｒｏ细胞乙脑灭活
疫苗。

鉴别试验是用于鉴别毒种是否为乙脑病毒的

一种方法，研究采用特异性的乙脑中和血清将乙脑

病毒中和后，比较中和前后的病毒滴度来计算中和

指数。若病毒为乙脑病毒，未中和病毒的滴度远高

于中和后病毒的滴度，中和指数较高；若病毒非乙

脑病毒，则乙脑特异性血清难以将其中和，因而中

和后病毒的滴度与未中和病毒的滴度相差不大，则

中和指数较低。因此可判断毒种是否为乙脑病毒

毒种。本研究中毒种的鉴别试验中和指数符合规

定，但为进一步保证毒株的正确性，可考虑在药典

中增加序列测定对毒种进行质量控制。但目前绝

大多数企业都在内控中对毒种的序列进行了

测定。

无菌检查用于评价毒种是否被细菌或真菌污

染。支原体检查用于评价毒种是否被支原体污染。

毒种二者均为阴性，证明毒种无细菌、真菌和支原体

污染。

外源病毒因子是用于评价毒种是否被外源的病

毒因子污染。研究采用动物试验法和细胞培养法进

行了外源病毒因子的检测，结果均符合规定。证明

毒种相关的外源的病毒因子污染。

本研究对乙脑灭活疫苗 Ｐ３毒种在人二倍体细
胞ＺＦＢ－３上的适应株进行了质量评价，研究发现，
其鉴别试验中和指数符合规定，证明毒种为乙脑病

毒。毒种病毒滴度较高，在 ＺＦＢ－３细胞上适应较
好，毒种无细菌、真菌、支原体及外源病毒因子污染，

可应用于乙脑灭活疫苗生产。
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