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替换基因片段对流感病毒生长的影响
蒋文明，于美芳，李金平，于建敏，王素春，侯广宇，陈继明 *

中国动物卫生与流行病学中心，山东 青岛 266032

摘要:【目的】探索流感病毒内部基因对病毒滴度的影响，构建高产流感疫苗种子病毒。【方法】将 A /
chicken /ZJ /China /2013(H5N1)(ZJ)病毒的 6 个内部基因或点突变体或聚合酶复合物基因逐个替换鸡胚高
度适应的 A /Puerto Ｒico /8 /1934(H1N1)病毒(PＲ8)的相同基因，构建重组病毒，通过血凝试验比较重组病毒
在鸡胚上的增殖滴度。【结果】PB2 基因影响最大，替换后未能产生重组病毒;PB1、PA、M 基因替换后，重组
病毒滴度分别下降了 3. 7、3. 4、3. 0 个滴度( log2);NS 基因替换后基本没有影响;聚合酶复合体基因替换后，
病毒滴度稍有下降(7. 6 log2)，没有提供像完全来自 PＲ8 的聚合酶复合体相同的生长特性(8. 4 log2);PＲ8
PB2 基因 627 位点替换成谷氨酸(E)后，病毒滴度从 8. 4 log2 上升到 8. 7 log2。【结论】合适优化的基因组
合可以通过病毒 ＲNA 与蛋白之间、蛋白与蛋白之间的相互作用促进病毒复制，从而筛选出能在鸡胚中高效
复制的重组体，为高产流感疫苗的生产奠定基础。
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A 型流感病毒是单股负链 ＲNA 病毒，基因组包
含 8 个 ＲNA 片段，编码至少 11 种蛋白。片段 4 和 6
编码两种表面糖蛋白，分别为 HA 和 NA。其余的 6
个片段编码内部和非结构蛋白。核糖核蛋白复合物
包括 PB2、PB1、PA 和 NP 蛋白。最短的片段 7 和 8
是双顺反子，片段 7 编码基质蛋白 M 和离子通道蛋
白 M2。片段 8 编码非结构蛋白 NS1 和核输出蛋
白 /非结构蛋白 NEP /NS2［1］。基因组这种分段式的
结构使得流感病毒之间可以进行基因片段的交换，
产生重组病毒。

由于抗原漂移和抗原漂变会导致流感病毒的遗
传不稳定性，因此流感疫苗需要经常更新。目前，预
防流感主要的一个方法就是使用灭活的流感疫苗。

而制约疫苗生产中最主要的一个问题是病毒在鸡胚
中的增殖滴度不高。

经典的生产流感疫苗种子的方法是利用流感病
毒基因组分段式的结构，通过重组产生高产量的流
感疫苗。将流行毒与高产供体病毒共接种鸡胚，由
流行毒提供 HA 和 NA 基因，高产供体病毒提供鸡
胚高生长表型所必需的基因片段，产生高产重组疫
苗病毒［2 － 3］。

另一种方法是通过反向遗传方法生产流感疫苗
种子病毒。此过程是将高产供体病毒的 6 个内部基
因和流行毒的 2 个表面糖蛋白基因转染细胞，拯救
出种子病毒，然后接种鸡胚进行疫苗生产［4 － 5］。反
向遗传系统的优势是可以对流感病毒基因片段进行
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直接操作。已经通过反向遗传技术生产了 H5N1 禽
流感疫苗，将 H5N1 病毒的 HA 片段进行修饰，降低
它的毒力，以便更好地在鸡胚上进行增殖［6 － 7］。

A /Puerto Ｒico /8 /1934 ( PＲ8) 是鸡胚高度适应
的 H1N1 亚型的病毒。不管是经典方法还是反向遗
传技术生产灭活流感疫苗都是利用 PＲ8 病毒或其
基因片段作为高产供体骨架。研究表明，携带 PＲ8
M 基因的重组病毒为高产表型病毒［8 － 9］。但是，目
前对其他 5 个内部基因是否能产生鸡胚高产表型病
毒不是很清楚［8，10］。本研究利用反向遗传技术，用
H5N1 病毒的内部基因或点突变体或聚合酶复合物
基因逐个替换 PＲ8 病毒的相同基因，构建重组病
毒，通过血凝试验比较重组病毒在鸡胚上的增殖滴
度，探讨哪些基因在高产重组病毒中起关键作用，为
生产高产流感疫苗奠定基础。

1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1. 1 材料病毒、细胞、载体:A /chicken /ZJ /China /
2013(H5N1)( ZJ)由本实验室分离保存;双向表达
载体 pH205(在 pcDNA3. 1 质粒基础上，在 pol II 启
动子和 BGH 终止子外侧反向插入 pol I 启动子和终
止子)、表达 A /Puerto Ｒico /8 /1934 ( PＲ8)六个内部
基因的重组载体 pH-PＲ-PB2、pH-PＲ-PB1、pH-PＲ-
PA、pH-PＲ-NP、pH-PＲ-M 和 pH-PＲ-NS 由本实验室
构建［11］;293T 细胞由本实验室保存。
1. 1. 2 主要试剂:QIAamp Viral ＲNA Mini Kit 购自
Qiagen 公司，HiScript II One Step ＲT-PCＲ Kit、ExFect
Transfection reagent 购自 Vazyme 公司，zero-TOPO 载
体购自 Clonesmrter 公司，Opti-MEM 购自 Gibco 公
司;PrimeSTAＲ Max DNA Polymerase、DNA 胶回收试
剂盒、质粒提取纯化试剂盒购自 TaKaＲa 公司;限制
性内切酶购自 New England Biolabs;SPF 鸡胚购自济
南斯帕法斯家禽有限公司。
1. 1. 3 引物:扩增 ZJ 内部基因和 NA 基因的引物根
据 Hoffmann 发表的文献合成［12］。扩增 ZJ 病毒株
HA 基因突变体(HAmut)的引物根据其 HA 的多个连
续碱性氨基酸位点的特异性序列设计，从而使具有强
毒株分子特征的 HA 裂解位点-PLＲEＲＲＲKＲ-突变成
弱毒株的 HA 裂解位点-PQＲETＲ-。

PＲ8 PB2 基因 K627E 突变的引物根据编码第
627 位氨基酸的核苷酸序列，将 AAG 突变成 GAG。

表 1． 本研究中所用引物

Table 1． Primers used in this study
Primers Oligonucleotide (5'→3')

Bm-PB2-F TATTCGTCTCAGGGAGCGAAAGCAGGTC

Bm-PB2-Ｒ ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGTCGTTT

PB2-627E-F AGCCGCTCCACCAGAGCAAAGTAGAATG

PB2-627E-Ｒ CATTCTACTTTGCTCTGGTGGAGCGGCT

Bm-PB1-F TATTCGTCTCAGGGAGCGAAAGCAGGCA

Bm-PB1-Ｒ ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGCATTT

Ba-PA-F TATTGGTCTCAGGGAGCGAAAGCAGGTAC

Ba-PA-Ｒ ATATGGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGTACTT

Bm-HA-F TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG

Bm-HA-Ｒ ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT

HAmut-F AGTCCTCAACGAGAGACTCGAGGGCTATTTGGA

HAmut-Ｒ AAATAGCCCTCGAGTCTCTCGTTGAGGACTATT

Ba-NP-F TATTGGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTA

Ba-NP-Ｒ ATATGGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTATTTTT

Bm-NA-F TATTCGTCTCAGGGAGCGAAAGCAGGGTGAAAATG

Bm-NA-Ｒ ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT

Bm-M-F TATTCGTCTCAGGGAGCGAAAGCAGGTAG

Bm-M-Ｒ ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT

Bm-NS-F TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGTG

Bm-NS-Ｒ ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT

1. 2 病毒 ＲNA 提取
根据 QIAamp Viral ＲNA Mini Kit 操作说明提取

病毒 ＲNA，置 － 80 ℃保存备用。
1. 3 ＲT-PCＲ 扩增

取 3. 0 μL ＲNA 模板，加入到 22. 0 μL ＲT-PCＲ
预混液中，包括 12. 5 μL 2 × ＲT-PCＲ Buffer，引物
各 1. 0 μL ( 10 μmol /L )，1. 25 μL Enzyme Mix，
6. 25 μL ddH2O。 ＲT-PCＲ 反应条件为 50 ℃ 30
min，94 ℃ 2 min，然后进行 30 个循环(94 ℃ 30 s，
57 ℃ 30 s，72 ℃ 3 min)，最后 72 ℃ 延伸 5 min。
PCＲ 产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳分析。利用 DNA
胶回收试剂盒纯化回收，然后与 zero-TOPO 载体连
接，阳性重组质粒进行测序鉴定。
1. 4 HA 突变体(HAmut)的构建

对于 HAmut 的构建，以鉴定正确的 ZJ HA 阳性
重组质粒为模板，以两对引物 Bm-HA-F /HA-Mut-Ｒ
和 HA-Mut-F /Bm-HA-Ｒ 分别扩增出 HA1 和 HA2 片
段，然后以 HA1 和 HA2 的混合物为模板，Bm-HA-
F /Bm-HA-Ｒ 为 引 物，用 PrimeSTAＲ Max DNA
Polymerase 进行重叠延伸 PCＲ ( SOE-PCＲ)，扩增出
HAmut 片段。PCＲ 产物经胶回收后，与 zero-TOPO
载体连接，阳性重组质粒测序鉴定。
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1. 5 PB2 K627E 突变体的构建
对于 PB2 K627E 的构建，以 pH-PＲ-PB2 重组质

粒为模板，以两对引物 Bm-PB2-F /PB2-627E-Ｒ 和
PB2-627E-F /Bm-PB2-Ｒ 分别扩增出 PB2-1 和 PB2-2
片段，然后以 PB2-1 和 PB2-2 的混合物为模板，Bm-
PB2-F /Bm-PB2-Ｒ 为引物，用 PrimeSTAＲ Max DNA
Polymerase 进行 SOE-PCＲ，扩增出 PB2 K627E 片段。
PCＲ 产物经胶回收后，与 zero-TOPO 载体连接，阳性
重组质粒测序鉴定。
1. 6 突变体重组表达质粒的构建

将测序鉴定正确的 PB2 K627E、ZJ HAmut、NA
重组质粒以及 ZJ 的内部基因片段重组质粒经相应
的 BsmB I 或 Bsa I 酶切，与 BsmB I 酶切的表达载体
pH205 相连，提取重组质粒，进行测序鉴定，并利用
DNAStar7. 0 软件进行序列分析。
1. 7 病毒拯救与鉴定

按照 ExFect Transfection reagent 脂质体转染试
剂盒说明进行。用表达 ZJ 的内部基因重组质粒依
次分别替换 PＲ8 相应的 6 个内部基因重组表达质
粒，或用 ZJ 的 PB2、PB1、PA 聚合酶复合体替换 PＲ8
的聚合酶复合体重组表达质粒，或使用表达 PＲ8
PB2 K627E 的重组质粒，和表达 ZJ HAmut 和 NA 表
面基因的重组质粒各 0. 6 μg 混合共转染 293T 细
胞，48 h 后将细胞悬液接种 10 日龄 SPF 鸡胚，0. 2
mL /枚，37 ℃继续孵化，72 h 后收集尿囊液，测定其
血凝活性。取血凝阳性的尿囊液经 10000 倍稀释后
接种 10 日龄的 SPF 鸡胚扩增病毒，0. 1 mL /枚，72 h
后收集尿囊液，于 － 70 ℃保存备用。提取救获病毒
的 ＲNA，用 ＲT-PCＲ 扩增病毒的全基因组，测序鉴
定。
1. 8 拯救病毒的滴度测定

将拯救病毒 10000 倍稀释后经尿囊腔接种 10
枚 10 日龄的 SPF 鸡胚，0. 1 mL /枚，72 h 后收集尿
囊液，用 1%的鸡红细胞测定 HA 效价，以平均值表
示该病毒的血凝效价。

2 结果

2. 1 表达 ZJ 病毒 8 个基因重组质粒的构建
ZJ 的 8 个基因片段 PB2、PB1、PA、HA、NP、NA、

M、NS 经 ＲT-PCＲ 扩增后，与 zero-TOPO 载体连接，
测序正确后经酶切后分别与酶切处理好的 pH205

表达载体连接，构建表达 8 个基因的重组质粒 (图
1)。经 PCＲ、测序鉴定重组质粒构建正确(图 2)。

图 1． 表达 ZJ 病毒 8 个基因重组载体的电泳鉴定
Figure 1． Identification of recombinant plasmids expressing eight

genes of ZJ virus by electrophoresis． M，1 kb DNA Marker; lane 1，

pH-ZJ-PB2; lane 2，pH-ZJ-PB1; lane 3，pH-ZJ-PA; lane 4，pH-

ZJ-HA; lane 5，pH-ZJ-NP; lane 6，pH-ZJ-NA; lane 7，pH-ZJ-M;

lane 8，pH-ZJ-NS．

图 2． 表达 ZJ 病毒 8 个基因重组载体的 PCＲ 鉴定
Figure 2． Identification of recombinant plasmids expressing eight

genes of ZJ virus by PCＲ． M1: DL2000 DNA Marker; lane 1: PB2;

lane 2: PB1; lane 3: PA; lane 4: HA; lane 5: NP; lane 6: NA;

lane 7: M; lane 8: NS．

2. 2 突变体的构建
2. 2. 1 表达 HAmut 重组质粒的构建:以表达 ZJ 株
HA 基因的阳性重组质粒 pH-ZJ-HA 为模板，采用
SOE-PCＲ 方法扩增得到 HA 突变体基因，并将其克
隆至 pH205 载体中，构建 pH-ZJ-HAmut 重组质粒
(图 3)。经 PCＲ 鉴定构建正确，进一步测序结果表
明，HA 裂解位点的氨基酸序列已由野生型病毒 HA
分子的-PLＲEＲＲＲKＲ-突变为-PQＲETＲ-，即被修饰
为典型的 H5 亚型低致病性 AIV HA 分子特征。
2. 2. 2 表达 PＲ8 病毒 K627E 突变体重组质粒的
构建:以表达 PＲ8 株 PB2 基因的阳性重组质粒 pH-
ZJ-PB2 为 模 板，采 用 SOE-PCＲ 方 法 扩 增 得 到
PB2K627E 突变体基因，并将其克隆至 pH205 载体
中，构建 pH-ZJ-PB2K627E 重组质粒 (图 3 )。经
PCＲ 鉴定构建正确，进一步测序结果表明，PB2 蛋白
的 627 为氨基酸由赖氨酸(K)突变为谷氨酸(E)。
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图 3. 构建 ZJ 病毒株和 PＲ8 病毒 PB2 K627E 突变体

重组质粒的 PCＲ 扩增
Figure 3． Construction of recombinant plasmids of HAmut of ZJ

virus and of mutation of K627E of PB2 of PＲ8 virus by

amplification of PCＲ． M，DL2000 DNA Marker; lane 1，HA1;

lane 2，HA2; lane 3，HAmut; lane 4，PB2-1; lane 5，PB2-2;

lane 6，PB2 K627E．

2. 3 重组病毒的拯救与鉴定
将构建成功的重组质粒转染 293T 细胞，利用反

向遗传技术拯救出多个重组病毒。在鸡胚繁殖一代

后，提取病毒 ＲNA、反转录，对拯救病毒的全基因组
进行扩增、测序。测序结果表明，与预期的病毒基因
组序列一致。
2. 4 不同基因组合的重组病毒的滴度测定

用表达 ZJ 的内部基因重组质粒依次分别替换
PＲ8 相应的 6 个内部基因重组表达质粒，或用 ZJ 的
PB2、PB1、PA 聚合酶复合体替换 PＲ8 的聚合酶复合
体重组表达质粒，和表达 ZJ HAmut 和 NA 表面基因
的重组质粒进行病毒拯救，测定重组病毒的 HA 效
价(表 2)。高产重组体指的是与母本病毒相比，能
在鸡胚中生长良好，HA 效价提高 2 倍或更高。从
表 2 中可以看出，有 3 个病毒属于高产病毒( ZJ 流
行毒的 HA 效价为 27)。
2. 5 PB2 627 位点对病毒滴度的影响

对 6:2 基因比例中的 PＲ8 PB2 基因的 627 位点
进行突变(K→E)，进行病毒拯救，测定重组病毒的
HA 效价(表 3)。PB2 基因的 627 位点为 E 时，重组
病毒上升了 0. 3 个滴度。

表 2． 不同基因组合的重组病毒滴度
Table 2． Titers of recombinant viruses with different gene constellation

Ｒeassortants
Gene constellation

PB2 PB1 PA HA NP NA M NS
HA titer ( log2)

ZJ-1 WT P P WT P WT P P 0
ZJ-2 P WT P WT P WT P P 4. 7
ZJ-3 P P WT WT P WT P P 5. 0
ZJ-4 P P P WT WT WT P P 8. 2
ZJ-5 P P P WT P WT WT P 5. 4
ZJ-6 P P P WT P WT P WT 8. 4
ZJ-7 WT WT WT WT P WT P P 7. 6
ZJ-8 P P P WT P WT P P 8. 4

P: high yield donor virus A /PＲ /8 /1934 gene． WT: wild type virus (ZJ) gene．

表 3． PB2 627 位点对重组病毒滴度的影响
Table 3． The effect of amino acids of position 627 of PB2 on recombinant viruses

Ｒeassortants
Gene constellation

PB2 PB1 PA HA NP NA M NS
HA titer ( log2)

ZJ-9 627K P P WT P WT P P 8. 4
ZJ-10 627E P P WT P WT P P 8. 7

P: high yield donor virus A /PＲ /8 /1934 gene． WT: wild type virus (ZJ) gene．

3 讨论

影响流感疫苗生产的一个主要因素是能否获得
能够在鸡胚中生长良好的流感种子病毒。目前，可
通过经典方法和反向遗传方法这两种方法可以生产

高产的流感种子株。经典方法没有一个固定的基因
比例，在整个生产过程中严格使用鸡胚。相反，反向
遗传方法使用固定的 6:2 基因比例，必须从培养的
细胞中拯救病毒。与经典方法中获得的高产重组病
毒相比，反向遗传方法获得的病毒常常不能表现出
很好的生长特性［13］。
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高产重组病毒是由两种不同亚型的病毒产生的
子代，每个母本病毒含有 8 个基因片段，除了 HA 和
NA 表面抗原来自于流行毒外，剩余的 6 个基因可
以产生 26 个重组子。因此，必须弄清楚哪种基因组
合可以更有效地产生高产重组体。

有研究表明，来自高产供体病毒的基因以某种
方式起作用，因此最高产的重组病毒应该包含高产
供体病毒的大部分基因［8］。通常来说，这是正确
的。但是也存在一些例外，本研究中只替换了 PB2、
PB1、PA、M 中的一个基因，而保留了 A /Puerto Ｒico /
8 /1934(PＲ8)鸡胚高产病毒的其他 5 个基因，重组
病毒滴度仍然下降很多。而且，替换了 PB2 基因，
未能拯救出重组病毒。在 PＲ8 病毒 ＲNA 聚合酶复
合体晶体结构中，PB2 亚基通过其 N 末端(1 － 37)
氨基酸与 PB1 亚基 C 末端 86 个氨基酸相互连接。
尽管该晶体结构的体积较小，但是对于三聚体之间
的互动却是必须的。PB2 替换后可能破坏了这种结
构，造成病毒拯救失败［14］。

聚合酶复合体 PB2、PB1、PA 来自于同一病毒可
能会增强病毒的生长优势，ZJ-8 使用的完全是高产
PＲ8 病毒的聚合酶复合物，ZJ-7 使用的完全是流行
毒的聚合酶复合体。两者的滴度都比流行毒的滴度
高，但是 ZJ-7 的滴度稍低于 ZJ-8。说明重组病毒的
聚合酶复合体完全来自流行毒，3 个亚基之间相互
协作发挥其功能，但是并没有提供像完全来自 PＲ8
的聚合酶复合体相同的生长特性。值得注意的是，
NP 蛋白是核糖核蛋白复合物的基本的组成部分，因
此，NP 的来源也可能影响聚合酶复合体的效率。在
本研究中，保留了流行毒的 NP 基因的重组体中(5:
3)HA 效价降低很多，推测可能是流行毒的 NP 基因
抑制了核糖核蛋白复合物的功能发挥，从而抑制了
重组病毒的高产。

研究表明，高产供体病毒的 M 基因是产生高产
重组体所必需的［8 － 9］。这可能是由 M 蛋白的多功
能决定的。M1 蛋白位于病毒囊膜的内部，是病毒粒
子最丰富的蛋白，决定着病毒粒子的形态结构［15］。
丝状的病毒表现出较低的复制滴度，而球形的病毒
表现出较高的复制滴度。研究表明，丝状流行毒与
PＲ8 重组，如果子代病毒带有 PＲ8 来源的 M 基因，
重组体会表现为球形［15］，重组体可能为高生长
表型。

M1 蛋白负责将 ＲNP 复合物从核内转运至胞

浆。这是病毒粒子组装的关键步骤。M1 与 ＲNP 的
结合力越强，越能促进 ＲNP 的转运、病毒粒子的组
装和成熟、释放［16］。本研究中，重组体 ZJ-5 使用的
是流行毒的 M 基因，导致了 HA 滴度下降了 3 个滴
度。说明高产供体的 M 基因与高产表型存在高度
相关。

序列比较发现，ZJ 和 PＲ8 病毒的 PB2、PB1、
PA、NP、M1、M2、NS1、NS2 氨基酸同源性分别为
94. 6%、96. 3%、94. 4%、92. 2%、93. 3%、84. 5%、
85. 3%、86. 1。替换 NP 基因、NS 基因以及聚合酶复
合物后，重组病毒滴度上升，而其他基因替换后病毒
滴度下降。在所有蛋白中，NP 和 NS1 蛋白氨基酸
同源性是比较低的，说明基因变化与病毒滴度之间
没有必然的关系。

许多研究表明，PB2 的 627 位可能是 A 型流
感病毒宿主范围的重要决定位点之一［17］。数据分
析显示，所有人源流感病毒 PB2 的 627 位均为 K，
禽源流感病毒则均为 E，因此推测 PB2 的 627 位与
宿主嗜性相关。对 6:2 基因比例中的 PＲ8 PB2 基
因的 627 位点进行突变(K→E)，发现重组病毒滴
度有所上升(表 3)，推测可能是 627 位点突变为 E
后，重组病毒对鸡胚具有更好的嗜性，增强其复制
效率［18］。

在高产重组体中，6:2 基因比例的重组体，仅
HA 和 NA 来源于流行毒，是最主要的组合方式，但
是它并不是产生高滴度的唯一基因比例。合适优化
的基因组合可以通过病毒 ＲNA 与蛋白之间、蛋白与
蛋白之间的相互作用促进病毒复制。这些功能可以
筛选出能在鸡胚中高效复制的重组体。高产重组体
的基因比例和基因组成依赖于流行毒和高产供体病
毒的相互作用。
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Effects of different gene segments of influenza virus on the
growth of recombinants

Wenming Jiang，Meifang Yu，Jinping Li，Jianmin Yu，Suchun Wang，Guangyu Hou，
Jiming Chen*

China Animal Health and Epidemiology Center，Qingdao 266032，Shandong Province，China

Abstract:［Objective］We explored which internal genes of influenza virus that affect the titer of recombinant viruses and
contribute to the high yield of Influenza A seed virus in ovo． ［Methods］ Six internal genes or mutant or polymerase
complex of A /Puerto Ｒico /8 /1934 (H1N1) ( PＲ8) virus genes were replaced individually by corresponding gene of A /
chicken /ZJ /China /2013 (H5N1 ) virus，and the hemagglutination titers of recombinant viruses were compared by HA
assay． ［Ｒesults］ PB2 gene had the greatest influence，its replace failed to generate recombinant virus． When PB1，PA，
or M gene was replaced，the titers of recombinant viruses dropped by 3. 7，3. 4，3. 0 ( log2)，respectively． NS gene had
little influence upon HA titer． When polymerase complex genes were replaced，virus titer dropped slightly to 7. 6 log2，
and it did not confer the same growth characteristics (8. 4 log2) found when a complete polymerase complex was of PＲ8
origin． When amino acids of position 627 of PＲ8 PB2 gene were mutated to glutamic acid，virus titer rose from 8. 4 log2
to 8. 7 log2． ［Conclusion］ The optimal gene combinations may facilitate replication through viral ＲNA and protein
interaction with cellular components as well as interaction of viral ＲNA and protein or protein-protein interactions within
the virus． These multi-factorial contributions resulted in selection of a high replication competent reassortant in
embryonated chicken eggs in comparison to the respective low yield wild type viruses，and laid the foundation for high
yield of influenza vaccine production．
Keywords: influenza virus，reverse genetics，high yield，vaccine
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