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应用KMB17细胞培养柯萨奇病毒B族1、2、3型的研究*

邓自君,靳玮华,李艳艳,张伟,杨凤梅,张名,陈丽雄,徐鸿界,李明学,刘权,唐洁,
段素琴,孙文亭,李咏洁,马绍辉,赵远,杨明,和占龙**,杨净思**
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650018)

【摘要】 目 的  采 用 人 胚 肺 二 倍 体 细 胞 (human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

cell)KMB17 株 对 柯 萨 奇 病 毒 B 族

(Coxsackievirus
 

B,CVB)1、2、3型进行适应性培养,探索应用 KMB17细胞培养CVB1-3型病毒的相关参数,为基于

KMB17细胞研发CVB多价疫苗提供参考。 方法 将CVB
 

1-3型分别设置8个不同的感染复数(mulitiplicity
 

of
 

infection,MOI)梯度(0.05、0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35、0.4),在KMB17细胞上进行培养观察,对病毒培养结果进行

统计分析。 结果 CVB
 

1-3型病毒均能KMB17细胞中复制,并使细胞产生明显的细胞病变(cytopathic
 

effect,CPE)。

其中CVB
 

1型在KMB17细胞上适宜的种毒 MOI值为0.25~0.3,病毒收获液的平均滴度为7.25
 

lgCCID50/mL,适宜

MOI范围内病毒培养时间的95%置信区间为96.1~97.6
 

h;CVB
 

2型在KMB17细胞上适宜的种毒 MOI值为0.20~
0.25,病毒收获液平均滴度为7.375

 

lgCCID50/mL,适宜 MOI范围内病毒培养时间的95%置信区间为74.8~76.8
 

h。

CVB
 

3型在KMB17细胞上适宜的种毒 MOI值为0.30~0.35,病毒收获液的平均滴度为7.25
 

lgCCID50/mL,适宜 MOI
范围内病毒培养时间的95%置信区间为82.7~84.7

 

h。 结论 KMB17为一株理想的用于CVB1、2、3型培养的基质

细胞,可为基于KMB17细胞研发CVB多价疫苗提供参考。
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【Abstract】 Objective To
 

use
 

human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

cell
 

KMB17
 

strain
 

for
 

adaptive
 

culture
 

of
 

Coxsackievirus
 

B
 

(CVB)
 

types
 

1,2,and
 

3,and
 

to
 

explore
 

the
 

relevant
 

parameters
 

of
 

using
 

KMB17
 

cells
 

to
 

culture
 

CVB1-3
 

virus,

providing
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

CVB
 

multivalent
 

vaccines
 

based
 

on
 

KMB17
 

cells. Methods CVB
 

1-3
 

types
 

were
 

cultured
 

on
 

KMB17
 

cells
 

with
 

8
 

different
 

mulitiplicity
 

of
 

infection
 

(MOI)
 

gradients
 

(0.05,0.1,0.15,0.2,0.25,0.3,

0.35,0.4)
 

,and
 

the
 

virus
 

culture
 

results
 

were
 

statistically
 

analyzed
 

. Results CVB
 

1-3
 

viruses
 

can
 

replicate
 

in
 

KMB17
 

cells
 

and
 

produce
 

obvious
 

cytopathic
 

effect
 

(CPE).
 

The
 

suitable
 

MOI
 

value
 

for
 

CVB
 

type
 

1
 

virus
 

on
 

KMB17
 

cells
 

is
 

0.25-
0.3,the

 

average
 

titer
 

of
 

virus
 

harvesting
 

solution
 

is
 

7.25
 

lgCCID50/mL,and
 

the
 

95%
 

confidence
 

interval
 

for
 

virus
 

cultivation
 

time
 

within
 

the
 

appropriate
 

MOI
 

range
 

is
 

96.1-97.6
 

hours;The
 

suitable
 

MOI
 

value
 

for
 

CVB
 

type
 

2
 

virus
 

on
 

KMB17
 

cells
 

is
 

0.20-0.25,the
 

average
 

titer
 

of
 

virus
 

harvest
 

solution
 

is
 

7.375
 

lgCCID50/mL,and
 

the
 

95%
 

confidence
 

interval
 

for
 

virus
 

culture
 

time
 

within
 

the
 

suitable
 

MOI
 

range
 

is
 

74.8-76.8
 

hours.
 

The
 

suitable
 

MOI
 

value
 

for
 

CVB
 

type
 

3
 

virus
 

on
 

KMB17
 

cells
 

is
 

0.30-0.35,the
 

average
 

titer
 

of
 

the
 

virus
 

harvest
 

solution
 

is
 

7.25
 

lgCCID50/mL,and
 

the
 

95%
 

confidence
 

interval
 

for
 

virus
 

culture
 

time
 

within
 

the
 

appropriate
 

MOI
 

range
 

is
 

82.7-84.7
 

hours. Conclusion KMB17
 

is
 

an
 

ideal
 

stromal
 

cell
 

for
 

culture
 

of
 

CVB1,2,and
 

3
 

types,which
 

can
 

provide
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

CVB
 

multivalent
 

vaccines
 

based
 

on
 

KMB17
 

cells.
【Key

 

words】 KMB17
 

cells;Coxsackievirus
 

B
 

1、2、3;Virus
 

culture
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  柯萨奇病毒B(Coxsackievirus
 

B,CVB)属于肠道

病毒,具有多个不同的血清型,广泛流行于全球的多个

国家和地区[1],不同的血清型病毒可引起包括无菌性

脑炎[2]、心肌炎[3]、糖尿病[4]等多种严重疾病,尤其是

新生儿感染CVB会导致强烈的临床症状甚至死亡[5]。
目前有多种血清型CVB同时流行,开发CVB单价疫

苗所面临的最大问题在于不同血清型CVB所引起的

疾病并不相同[6],单价疫苗并不能很好地应对不同地

区的流行株感染,所以开发针对于CVB不同血清型的

多价灭活疫苗不论从生产成本和控制传染病流行的角

度来说都是比较好的选择。目前尚无CVB商品化的

疫苗上市,但针对CVB的疫苗研究已经展开,已有的

相关研究多采用 Vero细胞作为病毒培养的细胞基

质[6]。由于Vero细胞为动物源性细胞,在安全性及

生产检定方面均存在一定的问题,目前已经获批上市

采用Vero细胞基质生产的多种人用疫苗诸如人用狂

犬疫苗(Vero细胞)、冻干人用狂犬疫苗(Vero细胞)
等品种均需要对疫苗进行 Vero细胞 DNA残留量、

Vero细胞蛋白质残留量等的检测[7],质量检测及控制

过 程 较 为 繁 琐。人 胚 肺 二 倍 体 细 胞 (human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

cell)KMB17株也是我国人用

病毒性疫苗生产的主要细胞基质之一,以 KMB17细

胞作为细胞基质生产的多种人用疫苗诸如肠道病毒

71型灭活疫苗已成功上市,且安全性、有效性良好[8]。
该细胞作为一株经中国食品药品监督管理局批准使

用,可进行人用疫苗生产的细胞与 Vero细胞相比在

安全性、质量检定及控制方面有着明显的优势。
本实验采用 KMB17细胞分别对CVB1、CVB2、

CVB3三种血清型病毒进行培养,对三种血清型病毒

在细胞基质上培养的条件和培养结果进行比较分析,
以确定CVB1、2、3型在KMB17细胞上的最优培养参

数,为以KMB17细胞为培养基质研发CVB多价疫苗

提供参考依据。

材料与方法

1 材料

1.1 毒株和细胞 CVB1、2、3型毒株由中国医学科

学院医学生物学研究所马绍辉实验室提供。KMB17
人胚肺二倍体细胞由中国医学科学院医学生物学研究

所提供,KMB17细胞种毒代次为38代。

1.2 主要试剂及器材 MEM培养基,磷酸盐缓冲液

(Phosphate
 

buffered
 

saline
 

PBS),双抗,96孔细胞培

养板,细胞培养瓶及CO2 培养箱均购自美国赛默飞世

尔科技公司;新生牛血清购自内蒙古维克生生物技术

股份有限公司;胰蛋白酶消化液和谷氨酰胺购自德国

默克公司;生物安全柜购自苏州安泰空气技术有限公

司;细胞计数仪购自江苏卓微生物科技有限公司;透射

光成像系统购自德国卡尔蔡司公司;电子显微镜购自

日本日立公司。

2 方法

2.1 细胞传代 KMB17细胞采用MEM作为基础培

养基进行培养,细胞传代过程中培养基添加10%新生

牛血清。传代前先将细胞培养瓶中生长为致密单层的

细胞吸去原培养基,PBS润洗细胞2次;加入胰蛋白

酶,轻轻摇动细胞培养瓶使胰蛋白酶溶液与培养面上

的细胞充分接触;吸去胰蛋白酶溶液,将细胞培养瓶放

置于(37±0.5)
 

℃的培养箱中消化5
 

min,待细胞完全

消化;加入含10%新生牛血清的 MEM 培养液终止消

化,充分摇匀分散后按照1∶3的比例接种到新的细胞

培养瓶中,置于(37±0.5)
 

℃的CO2 培养箱中进行培

养待用。

2.2 细胞计数与毒种加量的计算 待细胞培养瓶中

的KMB17细胞生长到致密单层后随机选取1瓶进行

细胞计数。
 

计数时先用胰酶完全消化细胞,加入50
 

mL培养基充分混匀分散细胞后吸取10
 

μl细胞悬液

与等体积台盼蓝溶液混合后上机计数。根据细胞计数

结果计算各 MOI梯度的毒种加量并配制不含血清的

病毒维持液。

2.3 病 毒 收 获 液 滴 度 测 定 待 KMB17细胞达到

80%CPE时将培养瓶置于4
 

℃冰箱中冻存12
 

h后抽

取病毒收获液至无菌瓶中-80
 

℃保存。病毒收获液采

用微量细胞病变法对病毒收获液进行滴度测定。取病

毒收获液,充分混匀后作10倍比稀释,接种于已生长

为致密单层的Vero细胞96孔板,每一稀释度接种8
孔,每孔接种100

 

μL,补加细胞维持液后置于(37±
0.5)

 

℃的CO2 培养箱中进行培养,7
 

d后观察各孔细

胞病 变 情 况,出 现50%CPE 时 判 定 为 阳 性,采 用

karber法计算病毒收获液滴度。

2.4 不同MOI条件下的收获液病毒滴度测定 分别

按照0.05、0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.35、0.4共8个

MOI值将CVB1、2、3型维持液接种于KMB17细胞,
置于(37±0.5)

 

℃的 CO2 培养箱中进行培养。待

80%细胞出现CPE时终止培养,4
 

℃冻存12
 

h后收获

病毒液,测定收获液病毒滴度,以确定适合病毒培养的

最佳 MOI范围。

2.5 不同MOI条件下的细胞病变时间观察 透射光

成像系统下观察细胞病变情况并记录细胞病变的时

间。

2.6 适宜 MOI条件下病毒培养 验证取适宜 MOI
梯度的CVB分别接种5个T225瓶,对病毒收获液进

行滴度测定。

2.7 病毒颗粒电镜观察 取病毒收获液,经0.22
 

μm
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过滤器后电镜下观察病毒颗粒形态。

2.8 统计学分析 采用SPSS
 

19.0进行统计学分析,
采用GraphPad

 

Prism8.0进行图表制作。计量资料用

x±s表示,组间数据比较采用t检验,P<0.05为差

异有统计学意义。

结 果

1 CVB1、2、3型在KMB17细胞上的适应性培养

通过对接种病毒后的细胞进行观察,CVB1、2、3
型均能在 KMB17细胞上进行培养并使细胞产生

CPE。CVB1、2、3型感染细胞后造成细胞变圆皱缩脱

落(图1)。取3种血清型CVB病毒收获液于电镜下

观察,均可见到典型的病毒颗粒(图2)。

  A CVB1在KMB17细胞上引起的CPE B CVB2在KMB17细
胞上引起的CPE C CVB3在KMB17细胞上引起的CPE

 

D
 

KMB17
细胞正常对照

图
 

1 CVB1-3型在KMB17细胞上培养引起的细胞病变(40×)
A CPE

 

induced
 

by
 

CVB1
 

on
 

KMB17
 

cells B CPE
 

induced
 

by
 

CVB2
 

on
 

KMB17
 

cells C CPE
 

induced
 

by
 

CVB3
 

on
 

KMB17
 

cells D
 KMB17

 

cells
 

normal
 

control
Fig.1 CPE

 

induced
 

by
 

CVB
 

types
 

1,2,and
 

3
 

on
 

KMB17
 

cells(40×)

  A CVB
 

1型病毒颗粒 B CVB
 

2型病毒颗粒 C CVB
 

3型病
毒颗粒

图
 

2 电镜观察CVB1、2、3型病毒颗粒(20
 

000×)
A CVB

 

Type
 

1
 

virus
 

particles B CVB
 

Type
 

2
 

virus
 

particles 
C CVB

 

Type
 

3
 

virus
 

particles
Fig.2 Observation

 

of
 

the
 

virus
 

particles
 

under
 

the
 

electron
microscope(20

 

000×)

2 接种不同 MOI的CVB对收获液病毒滴度的影响

采用微量细胞病变法测定不同 MOI条件下3种

血清型病毒在 KMB17细胞上培养后达到80%CPE
时获得的收获液滴度,结果如图3。一定范围内3种

血清型CVB在细胞上培养后收获液的滴度均随 MOI

值的上升而增加,其中CVB1收获液滴度在MOI值达

到0.25时出现平台期,CVB2收获液滴度在 MOI值

达到0.2时出现平台期,CVB3收获液滴度在 MOI值

达到0.3时出现平台期。据此确定CVB1、2、3型在

KMB17细胞上培养的最适宜接种 MOI范围分别在

0.25~0.3、0.2~0.25和0.3~0.35之间。

  A KMB17细胞培养CVB1型收获液滴度 B KMB17细胞培养

CVB2型收获液滴度 C KMB17细胞培养CVB3型收获液滴度
图

 

3 不同 MOI条件下KMB17细胞收获液的CVB
 

1、2、3型病毒滴度

A CVB1
 

Virus
 

titer
 

in
 

medium B CVB2
 

Virus
 

titer
 

in
 

medium
 C CVB3

 

Virus
 

titer
 

in
 

medium
Fig.3 The

 

titers
 

of
 

CVB
 

types
 

1,2
 

and
 

3
 

in
 

KMB17
 

cells
 

cultured
under

 

different
 

MOI
 

conditions

3 适宜 MOI条件下的病毒培养验证

对上述得到的3种血清型病毒的适宜种毒 MOI
范围进行验证,采微量细胞病变法进行病毒滴度测定。
其中CVB1在适宜 MOI条件下(0.25~0.30)培养后

获得的病毒收获液平均滴度为7.25
 

lgCCID50/mL,与
低 MOI条件下(0.2)收获液平均滴度7.0

 

lgCCID50/

mL比较差异有统计学意义(P=0.01012,P<0.05),
与高 MOI条 件 下(0.35)收 获 液 平 均 滴 度 7.25

 

lgCCID50/ml比较差异无统计学 意 义(P=1,P>
0.05)。CVB2在适宜 MOI条件下(0.20~0.25)培养

后获得的病毒收获液平均滴度为7.375
 

lgCCID50/

mL,与低 MOI条件下(0.15)收获液平均滴度7.125
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lgCCID50/mL比较差异有统计学意义(P=0.00119,

P<0.01),与高 MOI条件下(0.30)收获液平均滴度

7.375
 

lgCCID50/mL比较差异无统计学意义(P=1,P
>0.05)。CVB3在适宜 MOI条件下(0.30~0.35)培
养后获得的病毒收获液平均滴度为7.25

 

lgCCID50/

mL,与低 MOI条件下(0.25)收获液平均滴度7.0
 

lgCCID50/mL比较差异有统计学意义(P=0.02088,

P<0.05),与高 MOI条件下(0.40)收获液平均滴度

7.25
 

lgCCID50/mL比较差异无统计学意义(P=1,P
>0.05)(图4)。

  A CVB
 

1型适宜 MOI及其他条件下培养的收获液滴度 B 
CVB

 

2型适宜 MOI及其他条件下培养的收获液滴度 C CVB3适宜

MOI及其他条件下培养的收获液滴度。组间比较,*P<0.05;**P
<0.01。

图
 

4 CVB1、2、3型收获液滴度比较

A CVB
 

1
 

was
 

suitable
 

for
 

harvest
 

liquid
 

titer
 

cultured
 

under
 

MOI
 

and
 

other
 

conditions B CVB
 

2
 

was
 

suitable
 

for
 

harvest
 

liquid
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4 接种不同 MOI的CVB对细胞病变时间的影响

记录不同 MOI条件下各实验组的细胞达到80%
CPE所需要的培养时间,结果如图5。随着 MOI值升

高,细胞达到80%CPE的时间均缩短。将8个 MOI
梯度简单划分为低 MOI组、适宜 MOI组和高 MOI
组,比较不同 MOI组出现CPE的时间,差异有统计学

意义,(P2
 

值可参看图5
 

P<0.05)
 

。CVB1在适宜的

MOI条件下(0.25、0.3)使 KMB17细胞 CPE达到

80%的时间为96.1~97.7
 

h,CVB2在适宜 MOI条件

下(0.20、0.25)使KMB17细胞CPE达到80%的时间

为74.1~77.0
 

h,CVB3在适宜 MOI条件下(0.3、

0.35)使KMB17细胞CPE达到80%的时间为82.5~
85.1

 

h。根据t分布原理,计算在适宜 MOI条件下使

KMB17细胞CPE达到80%时长的95%置信区间,结
果如表1。

  A 不同 MOI条件下CVB1型在KMB17细胞上达到80%CPE的
时间 B 不同 MOI条件下CVB2型在KMB17细胞上达到80%CPE
的时间 C 不同 MOI条件下CVB3型在 KMB17细胞上达到80%
CPE的时间。组间比较,*

 

P<0.05;**P<0.01。
图

 

5 不同 MOI条件对CVB1、2、3型所致KMB17细胞病变时间的影响
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表
 

1 适宜 MIO条件下CVB
 

1、2、3型在KMB17细胞上
达到80%CPE时长的95%置信区间(h)

Table
 

1 95%
 

confidence
 

interval
 

for
 

80%
 

CPE
 

duration
 

of
 

CVB
 

types
 

1,2,and
 

3
 

on
 

KMB17
 

cells
 

under
 

suitable
 

MIO
 

conditions(h)

感染复数
MOI

CVB
 

1型
Type

 

of
 

CVB1
CVB

 

2型
Type

 

of
 

CVB2
CVB

 

3型
Type

 

of
 

CVB3

0.20 - 75.2~76.4 -
0.25 96.6~97.6 74.8~76.8 -
0.30 96.1~97.3

 

- 83.1~84.7
0.35 - - 82.7~84.1

讨 论

病毒是一种只有在细胞内才能体现出生物活性的

微生物,如今虽然有像RNA疫苗[9]、DNA疫苗[10]等

多种基因工程技术疫苗的出现,但是基于细胞、病毒培

养的传统病毒性疫苗生产工艺至今仍然是广泛采用的

技术路线[11]。对于传统病毒疫苗的研发与生产而言,
细胞和病毒培养都是极其关键的步骤,建立良好的细

胞和病毒培养体系是完成疫苗研发和生产的前提。有

文献报道KMB17细胞可用于其他肠道病毒疫苗的研

究与 生 产[8,12-13]。本 实 验 设 置 不 同 的 病 毒 接 种 量

(MOI),采用KMB17细胞对CVB1、2、3型病毒进行

培养,对病毒培养的相关参数进行了比较分析。结果

表明3型病毒均能在KMB17细胞中复制并产生明显

的细胞病变。对病毒收获液进行滴度测定,结果显示

随着MOI梯度的升高病毒收获液滴度也随着升高,但

MOI值达到一定数值后收获液病毒滴度进入平台期,
由此初步确定了CVB1、2、3型在KMB17细胞上适宜

的种毒MOI范围,并对适宜MOI范围进行了验证,结
果也显示在适宜的 MOI范围内3种血清型病毒收获

液滴度均在7.125
 

lgCCID50/mL左右,可以满足相关

疫苗研发及生产的要求。
适宜MOI条件相较于低MOI条件下获得的收获

液病毒滴度显著不同,但相较于高MOI条件下收获液

滴度并无显著差异。同时发现CVB1在 MOI值达到

0.4时收获液病毒滴度反而出现降低,可能与高 MOI
情况下细胞过早发生病变,病毒未能充分复制释放有

关,表明病毒维持液的MOI值对于病毒培养的产量有

重要影响[14]。
适宜MOI条件下对3种血清型病毒进行培养,记

录细胞培养瓶中细胞CPE达到80%的时间并计算其

95%置信区间,发现相同MOI条件下不同培养瓶中的

细胞病变时间均集中在2
 

h左右。适宜 MOI范围内

相对集中的病变时间对于规模化生产极其重要[15-17]。
人胚肺二倍体细胞用于病毒培养[18]和疫苗研发有很

多成功的案例,疫苗质量不论从安全性、有效性、稳定

性方面都得到了证明。本研究为基于KMB17细胞进

行CVB1、2、3型多价疫苗研发提供了理论依据,同时

证明KMB17细胞适用于CVB1、2、3型病毒的培养。
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