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摘　要:Vero细胞是 WHO认可的疫苗生产用细胞,已成为全世界疫苗生产推荐的细胞基质.因其易于生长、可在微载

体的发酵罐中大规模扩增、可模式化培养且在限定代次内细胞性状比较稳定的特点,受到疫苗研发与生产工作者的青睐.

Vero细胞正式用于人用狂犬病疫苗的生产也有４０多年的时间,对狂犬病疫苗的推广使用和狂犬病的预防发挥了重要的作

用.本文旨对 Vero细胞在人用狂犬病疫苗中的研究和应用进行总结回顾.
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　　２０世纪以来全球对生物制品的产能和安全性

的需求不断增加,促使业内开发更安全、有效和廉价

的细胞基质.来源于哺乳动物组织的传代细胞系不

仅是生命科学的宝贵工具,也是生产各种生物制品

的重要细胞基质.用于疫苗生产最常用的哺乳动物

细胞系之一是 Vero细胞[１].它是一种连续传代细

胞系,被监管部门广泛认可并用于病毒疫苗生产[２].
并且这类细胞可以在含微载体的发酵罐中大规模培

养,有助于实现产业化并获得稳定的产量.就狂犬

病的预防而言,用 Vero细胞可以制备出大量的狂

犬病疫苗,这对提高人用狂犬病疫苗使用的可及性,
无疑是一个重大的利好.本文就 Vero细胞在人用

狂犬病疫苗中的应用和研究做一综述.

１　Vero细胞的建株背景和特性研究

Vero细胞是从非洲绿猴肾组织建立的,Vero
细胞的培养于１９６２年３月２７日在日本千叶大学开

始,传代数月后获得多个连续的细胞亚系,后选择一

个亚系作为标准 Vero细胞系[３Ｇ４].１９６４年６月１５
日,B．Simizu将该细胞系的第９３代从千叶大学带至

美国国立卫生研究院过敏与传染病研究所热带病毒

学实验室,后被 ATCC(美国模式培养物集存库收

录),编号为CCLＧ８１[５].
该细胞系的命名是由日本学者 Yasumura从世

界语的二个字合并来的,其中“ve”是从世界语意为
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绿色的“verde”而来,而“re”是意为肾脏的“reno”的
前两个字母所得,但世界语中无“vere”的字形,所以

将末尾的“e”改为“o”,即为“Vero”.另外,“Vero”
一字在世界语中还有“真理”之意,从而将该细胞名

为 Vero细胞[６].

Vero细胞是一种连续细胞系,被广泛用于病毒

疫苗生产[７].它具有假二倍体核型[８],在低代次时

无致瘤性[９Ｇ１０].Vero细胞对各种类型的病毒高度

敏感,包括猿猴多瘤病毒 SV４０[３Ｇ４]、麻疹病毒[１１]、
风疹病毒[１２Ｇ１３]、虫媒病毒和腺病毒[１４Ｇ１５].

Vero细胞适合不同病毒的生长,所以 Vero细

胞系特别适用于病毒疫苗的生产.大多数正常细胞

由于病毒感染而产生干扰素,在许多情况下导致这

些细胞中的病毒生长效率降低.但是就 Vero细胞

而言,在病毒感染后 Vero细胞不产生干扰素,不影

响病毒生长[１６].４６年后,这个结论得到了 NAOKI
Osada等人[１７]的证实.NAOKIOsada的研究结果

显示:在２．９７gb的基因组序列中鉴定了２５８７７个

推测的蛋白编码基因,在Vero细胞中,第１２染色体

上的纯合子~９Mb缺失导致I型干扰素基因簇和

周期依赖性激酶抑制剂基因的丢失.在细胞系建立

过程中,９ＧMb的缺失首先发生在两条同源染色体

１２中的一条上,随后在 Vero细胞系中进行了大规

模的转换,固定了该区域的纯合子缺失.第１２号染

色体的缺失区域 Vero细胞与人类染色体９p２１Ｇ
p２２同源,其中包含许多I型干扰素基因(a８、a２、a１/

１３、a６、a１４、a４、a１７、a２１、v１、b１).

２　Vero细胞在人用狂犬病疫苗中的研究和应用

２．１　国外的主要情况　用 Vero细胞系生产人用疫

苗的开创性工作是法国的 Merieux研究所从２０世

纪８０年代初发起的,该细胞系最初用于大规模生产

灭活脊髓灰质炎疫苗和狂犬病疫苗[１８],随后用于生

产口服脊髓灰质炎减毒疫苗.
纯化的 Vero细胞狂犬病疫苗(维尔博)由法国

Merieux研究所研究成功[１９],用微载体悬浮培养

Vero细胞生产狂犬病疫苗,其优点为短时间内可以

繁殖大量细胞并可进行工业化的大罐培养.所用毒

种为PM１５０３Ｇ３M 株,感染后培养的病毒液可以多

次收获,病毒滴度可达１０６．６TCID５０/mL以上,经超

滤浓缩、蔗糖Ｇ密度离心纯化、βＧ丙内酯灭活制成冻

干疫苗,每剂量为０．５mL.１９８５年开始批准应用,
疫苗的效价在２．５IU/０．５mL以上,疫苗的稳定性在

４℃保存至少３６个月.对１９８５年至２０１９年发表

的关于维尔博的数项研究表明:就暴露前免疫而言,

数周内报告狂犬病病毒中和抗体的血清阳转率为

９０％~１００％,１年时加强免疫反应强烈(加强免疫

后第１４d血清阳转率为１００％).就暴露后免疫而

言,进行了为期 １ 周至 ９０d的暴露后评估.在第

１４~２８d后诱导了９９％ 的血清阳转率[２０].

２０２０年的一篇关于维尔博皮内注射的回顾性

分析显示[２０],尽管使用皮内注射维尔博所产生的狂

犬病毒中和抗体水平不能维持１年(１年后＜ ０．５
IU/mL),一旦暴露后无论采用哪种方式进行加强

免疫,维尔博都可以迅速诱导出超过阈值０．５IU/

mL的中和抗体水平,大多数受试者的狂犬病毒中

和抗体水平可以持续超过阈值５年.

２．２　国内的主要情况　我国科技工作者在 Vero细

胞使用方面的探索也紧跟当时世界步伐,用我国自

有的狂犬病毒疫苗株CTNＧ１和aG在 Vero细胞上

开展了一系列适应研究.

２．２．１　CTNＧ１株在 Vero细胞上的适应　１９８９年

中国药品生物制品检定所的李宏玲等[２１]报道了用

狂犬病毒适应 Vero细胞的研究.她们用３株狂犬

病毒(CTNＧ１早代适应株C４２、晚代适应株C１０３和

４aG株)在 Vero细胞上适应传代,结果表明适应初

期病毒滴度已较高,继续传代至１６~１７代,病毒滴

度均稳定在７．０lgLD５０/mL以上.病毒增殖高峰期

出现在感染Vero细胞后４d,其中C４２株的滴度略

高,并经该实验室反复验证取得一致的结果.
在李宏玲工作的基础上,董关木[２２]继续进行狂

犬病毒CTNＧ１株 Vero细胞适应传代研究,通过连

续传代培养,病毒滴度可达８．０lgLD５０/mL.１９９８
年张玉慧等[２３]用 Vero细胞适应１０代以后的CTN
毒种制备了 Vero细胞狂犬病疫苗.后续桑爱军

等[２４]在２０００年发表的一项研究结果显示,用小鼠

试验验证CTNＧ１株在Vero细胞上制备的狂犬病疫

苗对国 内 １９９２ 年 分 离 自 上 海 的 狂 犬 病 街 毒 株

SBD０７的保护作用,经脑内或肌内攻击保护率分别

为８８．９％和９０％.程满荣等[２５]发表于２００８年关于

暴露后免疫的报道描述了 CTN 株疫苗对街毒的保

护作用:先用 CTN 株疫苗免疫昆明小鼠,后用街毒

株 CQ９２、HN０６、J和标准攻击毒株 CVS经脑内和

肌肉攻击,对照为未免疫小鼠.结果显示:CTN 株

疫苗免疫的小鼠经３株街毒脑内和肌肉攻击后,均

得到１００％的保护.表明用Vero细胞生产的CTNＧ
１株狂犬病疫苗适用于国内狂犬病疫情的防控.

２０１０年,这个结论也得到了石磊泰等[２６]的证实,他
们的研究结果显示:CTNＧ１株与国内多数狂犬病街

毒株的亲缘关系密切,全基因组的核苷酸同源性在

１６２３期 石磊泰,等:Vero细胞在人用狂犬病疫苗中的研究和应用进展



８３．７％~９３．４％,而与国外街毒株的核苷酸同源性

只有８１．５％~８４．５％.糖蛋白 G 的同源性结果表

明:CTNＧ１疫苗株与国内街毒株的氨基酸同源性在

９２．４％~９７．７％.

２０１７年黄莉荣等[２７]的报告对CTNＧ１株生产的

冻干人用狂犬病疫苗(Vero细胞)进行了安全性和

免疫原性考察.他们采用随机、盲法、阳性对照试验

设计,在广西岑溪市和苍梧县共选择１２００名１０~
６０岁健康受试者.将这些受试者按１∶１的比例随

机分配接种试验疫苗和对照疫苗.按五针０、３、７、

１４和２８d的免疫程序,初次接种后第１４和４２d采

集血样,采用 RFFIT法检测狂犬病病毒中和抗体.
最终１１９９名受试者完成跟踪观察.安全性方面,
试验疫苗组(６００例)和对照疫苗组(５９９例)全身反

应发生率分别为１２．３３％和１８．０３％,常见症状为发

热(发生率分别为８．００％和１３．１９％),局部反应发生

率分别为５．３３％和１０５２％.免疫原性方面,初次

免疫后试验疫苗组(５７１例)和对照疫苗组(５７６例)
在第 １４ d 的 抗 体 阳 转 率 分 别 为 １００．００％ 和

９９８３％,第４２d均为１００．００％,差异无统计学意

义;第１４d抗体均值分别为８．９４和７．９６IU/mL,第

４２d分别为１７．２６和１５．０４IU/mL,差异有统计学

意义.表明Vero细胞培养的CTNＧ１株冻干人用狂

犬病疫苗具有良好的安全性及免疫原性.该疫苗自

２０１７年上市以来累计批签发量为３９３万人份[２９].

２０１８年黄腾等[２９]对另一家CTNＧ１株人用狂犬

病疫苗(Vero细胞)在１０~６０岁健康受试者中的

安全性及免疫原性进行研究.他们采用随机、盲法、
并行控制设计,将广西永福县的９００名受试者以

２∶１的比例随机配对,接种试验疫苗和对照疫苗观

察安全性和免疫原性.所有受试者均在免前和免疫

后１４d、４５d采集血样.用 RFFIT 法检测狂犬病

毒中和抗体水平.安全性结果显示,试验组和对照

组不良反应发生率分别为３２．３３％和３８．６７％.接种

部位的局部反应主要为疼痛、发红、肿胀和瘙痒,而
全身反应主要为发烧、头痛和疲劳,且大多数是轻

度.免疫后１４d和４５d,试验组狂犬病毒中和抗体

阳转率均为 １００．００％,抗体均值分别为 ９．９６ 和

２８８３IU/mL,差 异 无 统 计 学 意 义.表 明 国 产

CTNＧ１株人用狂犬病疫苗(Vero细胞)具有良好的

安全性和免疫原性.该疫苗也于２０１７年上市,累计

批签发量为３３８万人份[２８].

２．２．２　aG株在 Vero细胞上的适应　１９９０年上海

生物制品研究所曾蓉芳等[３０]应用国内狂犬病组织

培养疫苗的生产毒种aG 株建立了 Vero细胞适应

株RFD,RFD株在 Vero细胞上的狂犬病毒滴度从

初次传代的３．０lgLD５０/mL到第２０代即可达到６５
lgLD５０/mL左右,其高峰收获期亦可以从１２d缩短

到６d.１９９７年曾蓉芳等[３１]利用自建的狂犬病毒

Vero细胞适应株RFD和细胞反应器微载体系统培

养 Vero细胞和狂犬病毒,病毒滴度可达到６．０~
８０lgLD５０/mL.病毒原液纯化后制出的纯化狂犬

疫苗质量基本上均能达到 WHO 对此类型疫苗的

主要质控要求,疫苗小量试制工艺基本可行.但是

这项工作未见相关后续报道.直到２０１４年,我们看

到吴金妍等[３２]将上海所自产冻干人用狂犬病纯化

疫苗(Vero细胞微载体)的临床结果进行了总结:该
款冻干人用狂犬病疫苗(Vero细胞微载体)接种人

体后反应轻微,免疫原性良好.这项工作在２００３－
２００５年开展,旨在观察上海所自产狂犬病疫苗在人

体的接种反应和免疫原性.他们在山东省高密市选

取１０~６０岁符合临床试验条件的志愿者９６４名(男
性４９９名,女性４６５名),分Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期进行临床试

验,以法国巴斯德狂犬病疫苗作为对照,进行接种反

应和免疫原性观察.志愿者接种后不良反应发生率

低,Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期不良反应发生率分别为６．１％、７．８％
和７．７％,反应均为注射部位疼痛,不伴有局部红肿

和硬结,未见体温升高等全身反应.Ⅱ、Ⅲ期临床免

疫后,血清抗体阳转率在１４和４５d均为１００％.与

对照组相比,试验组不良反应发生率和免疫后狂犬

病毒抗体阳转率差异均无统计学意义.这项研究的

临床结果虽然喜人,但遗憾的是未见这款疫苗上市

销售使用的公开报道.
同时期,长春生物制品研究所的顾悦翔等人也

在开展狂犬病毒适应 Vero细胞的研究.１９９２年的

一篇文献显示,顾悦翔等[３３]人利用微载体悬浮培养

的技术,将aG 株、CTN 株和羊脑疫苗生产用北京

株进行 Vero细胞适应研究.CTN株和北京株分别

由适应初期的４~６lgLD５０/mL和４~５．５３lgLD５０/

mL提高到第７~１４代时的６．５３~７．５lgLD５０/mL
和６．５３~７．８７lgLD５０/mL,均能达到当时 WHO 规

定的纯化 Vero细胞狂犬疫苗浓缩前不低于７．００
lgLD５０/mL的标准.但遗憾的是当时aG株适应较

缓慢,没有取得突破性进展.在接下来的将近２０年

间似乎找不到长春所关于aG 株研究的公开文献,
直到２００９年袁彦宝等[３４]获得１株狂犬病毒aG 株

在 Vero细胞的适应株４aG V 时,业内才确知长春

所对aG株适应 Vero细胞的研究工作并未停止.
他们将滴度为８．０lgLD５０/mL狂犬病毒４aG株稀释

到１０－３后,以１∶１０００的比例感染 Vero细胞,７d
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后将细胞放入－７０ ℃冰箱冻存.采用病毒和细胞

同时感染法传下一代,交替传代共１６代获得４aGV
株.该毒株的滴度可达 ８．５lgLD５０/mL,并可连续

收液１２d且具有很好的抗原性及免疫原性.２０１１
年的另一篇文献[３５]显示,长春所的另一工作组在进

行３aG株在 Vero细胞的适应研究.郭秀侠等人自

２００８年起对３aG 株在 Vero细胞上传代适应,建立

了疫苗 生 产 用 aGV 毒 种 库.取 病 毒 滴 度 为 ７．
５lgLD５０/mL的３aG 株,采用同时感染法,以０．１~
０．０１MOI接种 Vero细胞,连续传代建立种子批系

统,主种子批为３aGV９,工作种子批为３aGV１２.经

过多年的科研攻关,２０２１年长春生物制品研究所获

得冻干人用狂犬病疫苗(Vero细胞)生产批件[２８].

２．２．３　PV株在 Vero细胞上的适应　谈及国内的

Vero细胞狂犬病疫苗,不得不提到PV２０６１株生产

的 Vero细胞狂犬病疫苗.２００２年辽宁成大引进微

载体生物反应器细胞培养技术,利用巴斯德疫苗

PV２０６１株狂犬病病毒和 Vero细胞,开始研发纯化

Vero细胞狂犬病疫苗(SPEEDAPVRV).SPEEＧ
DAPVRV是国内首个基于生物反应器技术纯化的

人用 Vero细胞狂犬病疫苗,２００５年被国家药监局

批准 使 用[３６].２０１７ 年,Shi N 等[３７] 报 道 接 种

SPEEDAPVRV后,狂犬病暴露后具有良好的安全

性、免疫原性.这项研究采用两种接种方案(４针的

Zagreb方案和５针的 Essen方案),结果显示 ZaＧ
greb方案在第１次和第２次注射时的不良反应发

生率虽高于 Essen方案,但两组之间在第３次和第

４次注射时的发生率也相似.在第４２d,１００％的受

试者对两种接种方案都产生了足够的狂犬病病毒中

和抗体浓度 (０．５IU/mL).在第１８０d和第３６５d,
抗体水平急剧下降.但是,具有足够抗体浓度的受

试者百分比仍然很高(分别高于７５％和５０％).１
年后,经确认的狂犬病病毒暴露受试者均未患狂犬

病,并且在第１４d和４２d时,具有足够抗体浓度的

受试者百分比达到１００％.目前,该公司人用狂犬

病疫苗年产能达１０００万人份,产品主要出口到泰

国、菲律宾和埃及等一带一路国家[３８].

３　结　语

狂犬病是一种传统的人兽共患病,在１５０多个

国家和地区都有发生.除南极洲外所有大陆都有狂

犬病分布,９５％以上的人类死亡发生在亚洲和非洲

地区,主要影响生活在偏远农村地区的贫困和脆弱

人群,且５~１４岁的儿童常常是主要受害者.在全

球范围内,每年有２９００多万人需接受暴露后狂犬

病疫苗接种,狂犬病造成的经济损失估计为每年８６
亿美元[３９].

但狂犬病是一种可以预防的疾病,接种疫苗是

预防人类狂犬病的最具成本效益的策略.自２０世

纪８０年代以来,Vero细胞已被用于生产安全有效

的生物治疗药物和疫苗.以 Vero细胞为基质生产

的狂犬病疫苗在２０世纪８０年代也开始应用,目前

已有 ４０ 余年的时间,是预防狂犬病的重要里程

碑[４０].因为 Vero细胞在限定代次内有其独特的优

势:１)在通用培养基中容易生长,培养系统易于标

准化;２)可以在微载体上生长,便于在生物反应器

中进行大规模生产,可以降低生产成本;３)可以建

立用于生产的细胞库系统,在限定代次内能保持传

代细胞群的一致性和可重复性,稳定可靠[４１].
根据世界卫生组织(WHO)的公报,截至２０１７

年８月,全球共２３家人类狂犬病疫苗生产供应商

中,有１０家使用 Vero细胞作为细胞基质[４２].我国

批签发数据显示,２０２０年全年共签发１７５５万人份

人用狂犬病疫苗,其中 Vero细胞基质生产的狂犬

病疫苗签发量为１５７３万人份,占全年狂犬病疫苗

签发总量的９０％[２８].因此可以认为,Vero细胞生

产的人用狂犬病疫苗在预防狂犬病方面发挥着重要

的作用.但人用狂犬病疫苗的用量越多,说明狂犬

病的防治形势越严峻.很显然,目前的狂犬病疫情

形势与实现 WHO 提出的２０３０年狂犬病清零目

标[４３]还有差距,这就需要我们齐心协力、团结合作,
一起为消除狂犬病而共同努力.毕竟,不管是哪种

细胞基质生产的狂犬病疫苗,无论其质量如何优良、
其数量如何庞大,我们使用疫苗的终极目标是消除

狂犬病.
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