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迄今，分离提纯包膜病毒的方法多采用密度梯度离心法、亲和层析法和等电聚焦法等，这

些方法有一定的优 点，但用在处理量很大的病毒疫苗生产上，成本费用较大；另外，对保持包膜

病毒原结构的完整性来说，也存在一定困难⋯。 自Vero传代细胞疫苗的问世之后，WHO对

这类疫苗提出丁后处理的要求和有关质量指标拉J。基于以上情 况，我们选择狂犬病毒为研 究

材料、采用超滤浓缩法和柱层析分离法、按照 WHO对 Vero一狂犬疫苗的规定指标进行病毒

分离纯化和检定的研究，旨在为今后大规模 Veto细胞狂犬病毒疫苗的后处理研究提供参考依

据。

材料与方法

1 病毒培养

采用美国 NBS公司 5L细胞反应器和微载体(CytodexI)培养 Vem细胞．以本所 自建狂犬固定毒 Veto细

胞适应株(RFD株)为感染毒种0】，感染细胞第 5天后收集病毒悬液。

2 主要指标与潮定方法

病毒毒力滴定与效力试验均参照<中国生物制品规程一九九0年版)。残余牛血清告量测定用中国药品

捡定肝试剂盒。微量蛋白质测定按 Lowry法进行。Vem细胞残余 DNA含量测 定采用“德国 Boehringer公司

产品”，方法参照文献⋯ 。

3 病毒悬液的分离纯化

从反 应器中泵出约 25—3L病 毒悬液．经低速离心和泸纸过泸击渣后，用截漉分子量 30万膜的超滤器

浓缩 30～50倍，井用柱层析缓 冲{寝(0c】1mol／LpH74PBS)平衡旅辅样 品；样 品经 6×60cm大 小、内填

Sephacryls．500层析柱和大小为 3×5em、内填 DEAE—SephdexAS0凝胶 层析柱分离，分离流速 lml／min；均收

集层析第一峰．约有 120--170ml活病毒成分。留样后．即用 1：4000~一丙 内脂 、4"C灭活 24h，再 37"C水解 2

h。

结果与讨论

经浓缩后的Vero细胞培养的病毒悬液，经分子筛层析分离主要有二个峰形，病毒成分集

中在第一峰，而第二峰主要是杂蛋白成分。离子交换层析主要去除细胞 DNA与奈辔}白成分。

从表 1结果分析可见，病毒悬液经一系列后处理分离纯化，病毒滴度下降不多，而杂质成分(残
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余牛血清、细胞 DNA、细胞碎片和培养基成分等)含量明显下降，达到分离纯化的目的，说明这

类分离纯化方法对包膜病毒的处理是可行的，尤其是对表面糖基化蛋白损伤可能较小，保证病

毒颗粒的完整性。同时，更有意义的是参照 WHO有关 Vero细胞狂犬病疫苗的要求，对三批

Vero细胞微载体培养的活狂犬病毒悬液进行分离纯化和相关指标检定，结果见表 2。

可见几项指标的平均值均达到WHO对传代细胞疫苗的有关要求(残余牛血清含量≤1

t~g／ml、残余细胞 DNA含量≤100pg／dose／ml、免疫效价≥2．5IU／dose／m1)，这为今后大规模

Veto细胞培养的狂犬疫苗的生产提供了有价值的参考资料，从规模制备纯病毒和保持病毒颗

粒成分的完整性 以及设备资金投入的角度来看，柱层析法分离纯化病毒可能是一种简易、低成

本和有效的方法[“。
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The active Rabies virus suspension was cultured in microcarrier culture of five litres bioreac 

tor．Alter virus suspens ion was havested from culture，the process comprised clarifi 

cation by centrifugation and filtration，concentration by ultrafihration，purification by gel filtra— 

tion The virus was inactivated with l：4000口一propiolactone at 4℃ for 24 hours． 

The results indicated that infective titer of the rabies virus was not declinged clearly．that 

residual calf serurD protein，residual DNA content and antigenic values (NIH test)in all purified 

virus samples were conformed to the W H0 standards． ’ 

The research described in this paper indicated that isolating。purifying method of active ra— 

bies virus was effective．It provided some basic informafion which could be usafu1 in further for 

the  1arge—scale prod uction of inactivated rabies vaccines 
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