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KMB17细胞培养流感病毒的实验研究
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摘要: 探讨了流感病毒在 KM B17细胞上培养的可行性.将 3 株不同型别的流感病毒 ( A/ Wisconsin/ 67/ 2005

H3N2, A / New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1 和 B/ M alaysia/ 2506/ 2004)分别接种于 KM B17细胞上, 在无血清的条件

下于不同 pH 值和不同胰酶浓度的维持液中 35 e 培养 72 h 后收获病毒,测定血凝效价.实验结果表明, 所用的

3 个毒株中的 H3N2 亚型毒株 ( A / W isconsin/ 67/ 2005 H3N2)血凝效价明显高于另外的 H1N1 亚型 ( A/ New

Caledonia/ 20/ 1999 H1N1)和 B型( B/ M alaysia/ 2506/ 2004)毒株. 因此认为 KM B17细胞可作为培养流感病毒的

备选培养基质.
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  流感病毒是严重危害人类健康的 1种病原体.

每年, 在世界各地都有不同程度的流感流行. 由于

流感病毒变异速度很快,所以,目前人类仍旧不能

完全有效地控制流感的流行. 国际上已对流感实现

了全球监测.流感病毒的分离培养, 是各项流感研

究工作的前提和基础.目前实验室分离和培养流感

病毒常用的培养基质主要是鸡胚和 MDCK 细胞

等
[ 1, 2]

,但现有的各种培养基质仍存在着一定的局

限性,不能满足流感研究的发展需求.因此,寻找新

的备选培养基质以满足流感研究的新需要具有积

极的现实意义. KMB17细胞属于人二倍体细胞,是

人胚肺成纤维细胞, 已应用于多种病毒的培养和疫

苗生产中[ 3] . 本文对 3 株不同亚型的流感病毒在

KM B17细胞上的培养进行了初步的探索.

1  材料与方法

1. 1  材料
1. 1. 1  细胞与毒种 KMB17细胞以及流感病毒  A/

New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1, A/ Wisconsin/ 67/ 2005

H3N2, B/ Malaysia/ 2506/ 2004 均由本实验室(中国医

学科学院医学生物学研究所疫苗研究室)保存.

1. 1. 2  试剂  DMEM/ F12培养基为北京清大天一

生物制品公司生产,使用时以蒸馏水按说明书配制,

经 0. 22 Lm 滤膜过滤除菌;牛血清白蛋白( BSA)为

SIGMA公司生产, 使用时以蒸馏水配成 0. 1 g/ mL

经 0. 22Lm 滤膜过滤除菌;小牛血清 ( CS)为大理邓

川蝶泉生物制品公司生产; TPCK处理的胰酶( TR-

TPCK)为Worthington生物制品公司生产,使用时以

无血清培养基配成 10 mg/ 100 mL的溶液经0. 22Lm

滤膜过滤除菌;灭菌 Alsever. s液、0. 87%灭菌生理盐

水及 1%的鸡红细胞悬液由本实验室自行配制. 磷

酸盐缓冲液( PBS)、66 g/ L NaHCO3溶液, 3%谷氨酰

胺溶液,青霉素链霉素混合液(双抗)由中国医学科

学院医学生物学研究所疫苗四室提供.

1. 2  方法
1. 2. 1  KM B17细胞的复苏及传代培养  从液氮冰

箱中取出冻存的 KM B17细胞于 37 e 水浴迅速解

冻后移入细胞培养瓶中, 用 DMEM / F12 完全培养

基(每 100 mL 含 10 mL 小牛血清( CS) , 2 mL 3%

谷氨酰胺溶液, 2 mL 66 g / L NaH CO3 溶液、1 m L

青霉素链霉素混合液)于 37 e 静置培养至长成致

密单层后进行传代扩增至实验所需数量.

1. 2. 2  病毒的接种与培养  取生长状态良好的

KMB17细胞以1B2比例传代 37 e 培养 72 h后以磷

酸盐缓冲液( PBS)润洗细胞面 3次后接种病毒, 35

e 吸附 1 h后按实验所设不同条件组加入不同 pH
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不同胰酶浓度的病毒维持液(用 DMEM / F12 培养

基配制, 每 100 mL 含 1 mL 0. 1 g / mL 的 BSA 溶

液, 1 mL 青霉素链霉素混合液, 2 mL 3%谷氨酰胺

溶液, 另外, 66 g/ L NaH CO3 溶液和 0. 1 g/ mL

T PCK处理的胰酶溶液按所设条件组不同加入不

同量) ,于 35 e 继续培养 72 h 后收获病毒.

1. 2. 3  1%鸡红细胞悬液的制备  在 10 mL 注射

器中先吸入 3 mL Alsever. s 液(配方如下:葡萄糖

24. 60 g ,氯化钠 5. 04 g, 柠檬酸钠(含 2 个分子结

晶水 9. 60 g) ,蒸馏水 1 200 mL, 配好后高压灭菌 4

e 保存备用) , 然后从鸡翅静脉或心脏采血 3 mL,

混匀. 1 000 r/ min离心 30 min, 弃上清. 用等体积

无菌生理盐水洗涤 3次, 前 2 次均 1 000 r/ m iin离

心 20 min弃上清,最后 1次同速离心 30 min, 弃上

清.置 4 e 待用.临用时用 0. 87%灭菌生理盐水配

成 1%的血细胞悬液.

1. 2. 4  血凝效价的测定方法  96孔血凝板各行 2~

12列均加入 50LL 0. 87%灭菌生理盐水,A~ G行第1

孔分别加入各待测毒种原液100LL,H 行第 1孔加入

100LL 0. 87%灭菌生理盐水做阴性参照.用多道微量

移液器从第 1列吸出50LL,加入第 2列,反复吹打后

吸出50LL加入第3列,如此类推做倍比稀释,至第12

列反复吹打后吸出 50 LL 弃去.再使用多道微量移液

器于血凝板所有孔中均加入 50 LL 0. 1%的鸡红细胞

悬液,轻拍板壁混匀,静置 40~ 60 min,观察结果.效价

判定及计算方法见文献[4] .

2  结  果

2. 1  3株不同型别的流感病毒接种于 KMB17细胞

上的病变观察  流感病毒 A/ Wisconsin/ 67/ 2005

H 3N2接种于 KM B17细胞上能够观察到不同程度

的细胞病变, 与其它细胞 (如 M DCK)接种流感病

毒的病变相似,表现为细胞变圆、皱缩、脱落[ 2] . 起

初, 为局灶性的病变,后病变区域逐渐扩大.而其它

2株接种后能观察到病变, 但是不够明显. 正常

KMB17细胞( 1B2传代后 37 e 培养 72 h)如图 1所

示. KMB17细胞接种 A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H 3N2

的病变情况如图 2所示,其中图 2a, 2b, 2c分别为

接种病毒 24, 48, 72 h的照片. KM B17细胞接种 A/

New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1 的病变情况如图 3

所示, 其中图 3a, 3b, 3c 分别为接种病毒 24, 48, 72

h的照片. KMB17细胞接种 B/ M alaysia/ 2506/ 2004

的病变情况如图 4所示,其中图 4a, 4b, 4c分别为

接种病毒 24, 48, 72 h的照片(初始 pH 7. 5) .

图 1  正常 KMB17细胞( 100@ )

Fig. 1 Normal KM B17 cells

图 2 KMB17细胞接种 A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H3N2 (100@ )

F ig. 2 KM B17 cells inoculated w ith A/ W isconsin/ 67/ 2005 H3N2
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图 3  KMB17细胞接种 A/ New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1

F ig. 3 KM B17 cells inoculated w ith A/ New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1

图 4  KMB17细胞接种 B/ Malaysia/ 2506/ 2004

F ig. 4 KMB17 cells inoculated w ith B/ M alaysia/ 2506/ 2004

2. 2  3株病毒在不同条件组的血凝效价

( 1) 在低 pH 条件组 (每 100 mL 含 66 g/ L

Na2CO3溶液 1 mL, 初始 pH 7. 5, TPCK 处理的胰

酶终质量浓度分别为 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0 Lg /

mL) ,毒株 A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H3N2 的血凝效

价相对较高, 最高达1B128; B/ M alaysia/ 2506/ 2004

血凝效价相对较低, 最高只达到 1B20; A/ New

Caledonia/ 20/ 1999 H 1N1血凝效价最低, 最高只有

1B1. 5.详见表 1.

( 2) 在中 pH 条件组 (每 100 mL 含 66 g/ L

Na2CO3溶液 2 mL 初始 pH 8. 0, T PCK 处理的胰

酶终质量浓度分别为 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0

Lg / mL) ,毒株A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H 3N2的血凝

效价较高, 最高达 1B160; B/ M alaysia/ 2506/ 2004

血凝效价低, 最高只达到 1B8; A/ New Caledonia/

20/ 1999 H 1N1血凝效价最低,最高只有 1B1. 5. 详

见表 2.

( 3) 在高 pH 条件组 (每 100 mL 含 66 g/ L

Na2CO3溶液 4 mL 初始 pH 8. 5, T PCK 处理的胰

酶终质量浓度分别为 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8,
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1. 0 Lg / mL) ,毒株 A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H 3N2的

血凝效价较低, 最高达 1 B64; B/ M alaysia/ 2506/

2004血凝效价低, 最高只达到 1B7; A/ New Cale-

donia/ 20/ 1999 H1N1 血凝效价最低, 最高只有 1B

1. 25.详见表 3.

表 1 低 pH条件组的血凝效价

Tab. 1 HA titers at lower pH condition

流感病毒株
TR- TPCK

0. 2Lg / mL

TR- TPCK

0. 4Lg/ mL

TR- TPCK

0. 6Lg/ mL

T R- TPCK

0. 8Lg / mL

TR- T PCK

1. 0Lg/ mL

A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H3N2 1B40 1B14 1B32 1B128 1B128

A/ New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1 1B1. 5 1B1. 25 1B1. 5 1B1. 25 1B1. 25

B/ M alaysia/ 2506/ 2004 1B3. 5 1B8 1B10 1B24 1B20

表 2 中 pH条件组的血凝效价

Tab. 2 HA titers at middle pH condition

流感病毒株
TR- TPCK

0. 2Lg / mL

TR- TPCK

0. 4Lg/ mL

TR- TPCK

0. 6Lg/ mL

T R- TPCK

0. 8Lg / mL

TR- T PCK

1. 0Lg/ mL

A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H3N2 1B32 1B32 1B40 1B32 1B160

A/ New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1 1B1. 5 1B1. 25 1B1. 5 1B1. 25 1B1. 25

B/ M alaysia/ 2506/ 2004 1B3. 5 1B7 1B7 1B7 1B8

表 3 高 pH条件组的血凝效价

Tab. 3 HA titers at higher pH condition

流感病毒株
TR- TPCK

0. 2Lg / mL

TR- TPCK

0. 4Lg/ mL

TR- TPCK

0. 6Lg/ mL

T R- TPCK

0. 8Lg / mL

TR- T PCK

1. 0Lg/ mL

A/ Wisconsin/ 67/ 2005 H3N2 1B14 1B32 1B40 1B64 1B40

A/ New Caledonia/ 20/ 1999 H1N1 1B1. 25 1B1. 25 0 0 1B1

B/ M alaysia/ 2506/ 2004 1B2. 5 1B1. 75 1B3. 5 1B3. 5 1B7

3  讨  论

( 1) 在显微观察中,尤其要注意区分因其它原

因引起的非特异性的细胞脱落死亡,后者一般是成

片的, 而非局灶性的. 2者在接种病毒早期较易区

分,后期则很难区分. 因此显微观察的初步判断仍

需经后续的效价检测来进一步确认.

( 2) 人二倍体细胞相较于鸡胚和 MDCK 细胞

来说用于人用疫苗的生产有很多优点, 其无致癌

性,安全性高于其它细胞,易于规模化生产,而且它

对多种病毒具有广泛的敏感性,用其制备病毒性疫

苗还可以克服使用原代细胞时在其培养物中可能

存在的各种潜在致病因子的危险,是当前病毒性疫

苗生产较为理想的细胞基质. KMB17细胞已应用于

多种人用疫苗的生产中[ 5] . 已有研究者利用人二

倍体细胞 M RC- 5进行了流感病毒培养的相关研

究,认为该种细胞可用做分离流感病毒
[ 6]

. KMB17

与 MRC- 5相似, 均属人胚肺成纤维细胞,对流感

病毒也有一定的敏感度,有望通过更深入的研究开

发成为流感疫苗生产用细胞株.但由于此细胞对胰
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酶的耐受力不够强, 因此在后续的研究中可能需要

改变细胞的培养条件以增强其耐胰酶能力,或者筛

选不依赖胰酶的毒株作为生产用毒株以解决细胞

对胰酶的耐受力不强的问题. 另外,在病毒的传代、

保存、收获及纯化方面,还需要做大量的研究工作.

( 3) 从本实验各条件组所得的血凝效价结果

来看, KMB17细胞对 H3N2 亚型的流感毒株( A/

Wisconsin/ 67/ 2005 H3N2 ) 相 对较 敏感. 此株

H3N2亚型的病毒在低 pH 值条件组 (初始 pH

7. 5)和中 pH 条件组(初始 pH 8. 0)和较高的 TR-

T PCK 终质量浓度条件下 ( 0. 8 Lg/ mL 和 1. 0

Lg/ mL)所得血凝效价较高. 因此在本实验所选的

培养条件中, 初始 pH 7. 5~ 8. 0, TR- TPCK 终质

量浓度 0. 8~ 1. 0 Lg/ mL 是相对适宜的培养 H 3N2

亚型的条件.对于H1N1亚型和 B型则有 2种可能

的解释:其一, KM B17细胞对这 2 个型别的毒株不

敏感;其二, KMB17对这 2个型别的毒株敏感, 但由

于本实验所选择的培养条件不适宜这 2 个型别的

毒株增殖,因此检测到的血凝效价很低. 这需要后

续的深入研究方能确定.
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Studies on cultur ing influenza viruses w ith KM B17 cells
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Abstract: In order to explore the feasibility of culturing inf luenza virus on KM B17 cells and opt imize the

culture condition, four st rains of inf luenza virus w ere inoculated on KMB17 cells, they w ere cultured in serum

free medium under different pH condit ion and dif ferent t rypsin concentration. Then, they were been harvested

after 72 hours, and the HA titers were detected. The HA titers of the H 3N2 subtype strain are signif icantly

higher than the other two stains( one is H1N1 subtype and the other is B type) . It w as concluded that , under

some condition, KMB17 cells can be an alternat ive m edium for influenza viruses cult ivat ion.
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