
中国药事  2019 年 12 月  第 33 卷  第 12 期1444

摘要    目的： 研究乙型脑炎减毒活疫苗SA14-14-2在BHK21细胞上传代后的病毒基因序列，以深入控制乙

型脑炎减毒活疫苗的安全性。方法：将乙型脑炎减毒活疫苗SA14-14-2在BHK21细胞上连续传代，选取第二

代病毒（P2）、第五代病毒（P5）、第十五代病毒（P15）提取RNA，反转录为cDNA后，进行各代病毒全

基因序列分析，分析与乙型脑炎病毒毒力密切相关的关键位点基因是否发生改变。结论：乙型脑炎减毒活

疫苗SA14-14-2 在BHK21细胞上传5代后，病毒E蛋白上关键基因第279位（E279）氨基酸由甲硫氨酸（M）

突变为赖氨酸（K）。
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Abstract   Objective:  To study the viral gene sequence of Japanese encephalitis live attenuated vaccine SA14-
14-2 after passage in BHK21 in order to thoroughly control the safety of Japanese encephalitis live attenuated 
vaccine. Methods: Japanese encephalitis live attenuated vaccine SA14-14-2 was serially passaged in BHK21 
cells. The RNA of second passage (P2), the fifth passage (P5) and the fifteenth passage (P15) virus were extracted 
and reversely transcribed to cDNA. The whole gene sequence analysis of each generation of virus was carried 
out to analyze if the key site genes closely related to the virulence of Japanese encephalitis virus would change. 
Conclusion: After the second passage of Japanese encephalitis live attenuated vaccine in BHK21 cells, the 279th 
amino acid (E279) of the key gene of the virus E protein was mutated from methionine (M) to lysine (K).
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·药物研究·

乙型脑炎减毒活疫苗（乙脑活疫苗）自1989

年上市以来，在国内外使用超过10亿剂，已出口

至多个国家，包括韩国、印度、泰国等十多个国

家。2013年，成都生物制品研究所生产的乙脑活

疫苗已通过了世界卫生组织的预认证[1]，为中国

及东南亚国家儿童乙脑的有效控制发挥了重要作

用。乙脑活疫苗在疫苗生产用细胞基质上连续传

代20代，E蛋白基因序列未发生改变[2]，临床研究

及大规模的应用充分证明乙脑活疫苗的安全性。

但是，国外有文献报道我国乙脑活疫苗会致死小
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鼠，其病毒基因序列也发生了改变，可能造成乙脑

活疫苗安全性的潜在风险[3]。为此，本研究探索乙

脑活疫苗病毒SA14-14-2在成瘤性细胞BHK21上连

续传代后病毒基因序列是否发生改变，对明晰、规

范和严格控制乙脑活疫苗生产细胞基质，从而有效

保障疫苗安全性有着十分重要的意义。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   病毒 

乙脑活疫苗SA14-14-2成都生物制品研究所

提供，批号为201806A106-2，病毒滴度为1×106.4 

PFU·mL-1。

1.1.2   细胞  

BHK21细胞由中国食品药品检定研究院虫媒病

毒疫苗室提供 。

1.1.3   主要试剂 

Eagles’MEM培养基购于HyClone公司（批号

AE27142269）。胎牛血清、青霉素10000u·mL-1

与链霉素10000μ·mL-1（PS）、胰酶均购自Gibco

公司（批号2085376）；RNA提取试剂盒购自

QIAGEN公司（批号OOD6943020000B16S072）；

逆 转 录 试 剂 盒 购 于 T a K a R a 公 司 （ 批 号

AI20774A）；PCR高保真聚合酶（Q5 Hot Start 

High-Fidelity）购于NEB公司（批号10022725）。

1.1.4   引物 

由invitrogen合成，序列见表 1。

表 1  SA14~14~2 全基因序列扩增引物

引物 引物序列（5′→ 3′） 位点

F1 L:AGAAGTTTATCTGTGTGAACTTCTTGG 

R:TATCGAAGGAGCATTGGG

1~27

1488~1505

F2 L:GAGAAGCCCACAACGAGAAG

R:GAATCGTAGGGGCGGAAG

1210~1229 

3428~3446

F3 L:GAACTCATCATTCCGCATACCATAG 

R:CCATTTTCGGTCAAACCTCC

3195~3220

 4855~4874

F4 L:TAGCCGCCCTCACGCCTTG 

R:CAGTGCATCTGGCAGCTCTTCG

4534~4552

 6596~6617

F5 L:GGAAAATCCTCAAGCCGAGAT  

R:TCAGGAGCCTTCGTGTCAACT

6373~6393

 8706~8726

F6 L:CAGGTACTACTGGGGCGAATG 

R:TCCTCTGCACGGGACAACTAT

8388~8408

 9861~9881

F7 L:AAGACCGTGATGGACGTGATATC 

R:TCCTGTGTTCTTCCTCACCACC

9444~9466

10952~10977

1.2   方法

1.2.1   BHK21细胞的培养 

用含有10%FBS，2%PS的MEM培养基培养，

置于37℃、5%CO2的培养箱中培养，至长成单层细

胞后接种病毒。

1.2.2   SA14-14-2的传代培养 

复溶1支乙脑活疫苗（批号201806A106-2），

接种到已长成致密单层的BHK21细胞上，吸附1h

后加入细胞维持液（含2%FBS和1%PS的MEM培养

基），72 h左右观察到细胞病变时收获病毒液，

连续传15代。 选取第二代病毒（P2） 、第五代病

毒（P5）、第十五代病毒（P15）进行基因序列

分析。

1.2.3   RNA的提取及目的基因的扩增 

使用QIAamp Viral RNA Mini Kit试剂盒，提

取P2代、P5代、P15代病毒的RNA，再用TaKaRa

逆转录试剂盒进行病毒RNA的体外逆转录， 反应

体系20μL：3μL RNA， 4μL 5X PrimeScript RT 

Master Mix，13μLRNase Free dH2O；反应条件为

37℃ 15min，85℃ 5s。把逆转录合成的cDNA分为

7个片段（F1~F7）进行PCR，反应体系50μL：

25μL 2X Q5 Master Mix，F1~F7对应的上下游引物
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各2μL，cDNA 1μL，ddH2O 20μL。反应条件：

98℃ 30s； 98℃ 10s，55℃ 30s， 72℃ 68s（F3、

F6、F7）/72℃ 100s （F1、F2、F4、F5），共35个

循环；72℃ 终延伸2 min。PCR产物经0.8%的琼脂

糖凝胶电泳鉴定后送至invitrogen公司测序。

1.2.4   测序结果分析

使用SeqMan软件对测序结果进行序列拼接，

将GenBank中登录号为D90195和MH258852的序列

导出，用MegAlign 软件对测序结果进行比对分析。

2   结果
2.1   PCR扩增片段的鉴定

 P2、P5、P15全基因以七个大小相等的片段进

行扩增，预期的F1~F7的目的片段长度分别为1500 

bp、2200 bp、1700 bp、2100 bp、2400 bp、1500 

bp、1500 bp，经0.8% 的琼脂糖凝胶电泳后分析，

结果与预期相符，如图 1所示。

A. P2；B. P5；C. P15 

图1  PCR扩增片段的电泳图分析

2.2   基因测序分析 

 P2、P5和P15代病毒基因组由10976个核苷

酸（nt） 组成，编码3432个氨基酸，分别由5’-

UTR，核心蛋白（C）、前膜（PreM）、膜蛋白

（E）、非结构蛋白（NS， NS1、NS2a、NS2b、

NS3、NS4a、NS4b、NS5）和3’-UTR构成，与

GenBank中登录号为D90195的乙型脑炎减毒株

SA14-14-2全基因序列的核苷酸同源性达99.9%。

P2代病毒全基因组有7个碱基位点发生了改变，

其中5个碱基位点位于非结构蛋白区，分别分布于

NS2A区、NS3区、NS4A区、NS4B区、NS5区，导

致WNS3R、TNS4AI和QNS5H三个氨基酸发生了改

变，另外两个碱基位点位于3’ UTR区。P5代病毒

有8个碱基位点发生变化，其中1个碱基位点改变位

于结构蛋白E第279位，由甲硫氨酸（M）改变为赖

氨酸（K）ME279K；其余7个碱基改变位点分别发

生在NS2A区、NS3区、NS4A区、NS4B区、NS5区

和3’UTR区，与P2代病毒改变位点一样。P15代病

毒有9个碱基位点发生改变，它在P5代病毒发生改

变的碱基位点的基础上，多了一个非结构蛋白NS5

区的一个碱基突变，但未造成氨基酸的改变。详细

结果见表2。
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3   讨论
乙脑活疫苗超过几十年、十亿多剂使用，证

明了其安全性、有效性和质量可控。许多研究证

明乙脑活疫苗神经弱毒力稳定[4-8]乙脑病毒E蛋白是

决定病毒毒力的关键蛋白，其中E蛋白上有8个位

点氨基酸与乙脑病毒毒力密切相关[9-10]。乙脑活疫

苗的质量控制标准包括了分子水平的病毒基因序

列分析，即乙脑活疫苗E蛋白8个关键位点E107、

E138、E176、E177、E264、E279、E315、E439 氨

基酸均不能发生改变[11]。李、贾等[2,12]学者将乙脑

病毒SA14-14-2在乙脑减毒活疫苗生产用细胞基质

上连续传20代、17代， E蛋白上关键位点都未发生

改变。而WHO乙脑活疫苗的生产和质量控制标准

也是基于中国乙脑活疫苗的生产和质量控制标准

而制定[13]。表明我国乙脑活疫苗的质量可靠。但

是近年来，国际上有学者报道中国乙脑活疫苗病

毒SA14-14-2致死小鼠，疫苗病毒的基因序列也发

生了改变[3]，对中国疫苗减毒活疫苗造成了不利影

响。由于乙脑病毒减毒株SA14-14-2及其亲代强毒

株SA14均系我实验室保存和建株，刘等[14]采用了

来源清晰、代次明确在原代地鼠细胞上培养的乙

脑病毒SA14、SA14-14-2进行了全基因序列分析，

建成了乙脑活疫苗病毒原始种子、主种子、工作

种子、疫苗病毒的基因标准序列，进一步证明了

《中华人民共和国药典》（2015年版，三部）上规

定的8个位点氨基酸的不能发生改变，在这样的遗

传背景下SA14-14-2病毒对小鼠脑也无神经毒力。

因此，为了进一步弄清楚国外文献报道乙脑减毒活

疫苗的基因变化的原因，本研究将乙脑病毒减毒株

SA14-14-2病毒在实验室里常用的成瘤性BHK21细

胞上连续传代，以期解析乙脑病毒减毒株的基因

变化情况。本研究结果发现乙脑病毒减毒株SA14-

14-2在BHK21上连续传5代后，E蛋白第279位点的

氨基酸由甲硫氨酸突变为赖氨酸，此位点突变株病

毒ME279K对小鼠脑内有神经毒力，杨健等[15]学者

研究结果已证明此结论。该结果提示国外的研究所

用SA14-14-2病毒可能因为来源不清晰，或者病毒

传代代次过高，或者在具有成瘤性细胞上培养，导

致了与乙脑病毒毒力相关位点的基因发生了突变，

从而表现出对小鼠脑内神经毒力。因此，本研究提

示乙脑活疫苗的质量控制应考虑乙脑活疫苗病毒培

养的细胞基质和病毒培养代次控制。本研究为确保

疫苗的质量提供了技术支持，具有十分重要意义。
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