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大规模区带离心纯化 Vero细胞乙脑疫苗 

歪葱颍 工查莶 赵 敏 庞成华 杨抗抗 李 荆 
(卫生部北京生物制品研究所．北京 100024) 

摘 要 本文报道一种适合疫苗生产的大规模纯化 Veto细胞乙脑疫苗的方法。原疫苗经适当浓 

缩和去豫 DNA处理后，用不连续蔗糖梯度(36％和60％)。32 600 速率区带离心 4 h。纯化后疫 

苗的效力 比中国参考疫苗高出 6倍以上，补体结合抗原 比中国参考疫苗高 4～8倍。总蛋白含量 

低于 30 g／mL，牛血清含量降至0 5 g／mL以下，细胞残余 DNA低于 100 pg／0．5mL。用此法连 

续制备三批纯化疫苗，其纯度和效力均高于日本鼠脑纯化疫苗。此法对于制备其它纯化 Veto细 

胞疫苗也具有一定的参考意义。 

关键词 匡堂直： ．Y皿舢 ，丝 脑疫苗 

目前我国使用的是未经纯化的地鼠肾细胞乙脑疫苗，国外普遍使用的是将感染了乙脑病 

毒的小鼠脑进行研磨纯化的乙脑疫苗。Veto细胞是非洲绿猴肾细胞，法国已经用该细胞成功 

地生产了脊髓灰质炎疫苗和狂犬病疫苗，效果和安全性都很好⋯。而用 Veto细胞制备纯化乙 

脑疫苗国内外尚无报道。本文报道用蔗糖速率区带离心大规模纯化 Vero细胞乙脑疫苗的方 

法。 

材料和方法 

1 仪器 

卷筒式滤器 ，Gelman Scieneesl 0 6 m滤膜，Millipore公司。 

中空纤维超滤器 AmiconDC—IDLA，截留分子为 100 000Mw。 

日立 20PR一52D高速离心机及 日立 55P一72D超速离心机，RPZ一35T区带转头。 

2 试剂 

硫酸鱼精蛋白为Sigr~a公司产品。 

蔗塘为北京化工厂产品。 

3 疫苗 

按庞成华等 1995年报道⋯的方法用 15 L转瓶制备疫苗，超滤浓缩后再行硫酸鱼精蛋白沉淀处理备用。 

4 区带离心 

当转速稳定在3000 r／min时，先从边孔输入36％(w／w)蔗糖至完全充满转头，再依次从中心孔输入 

1 000mL浓缩疫苗和 200mLPBS，晟后从边缘孔再推进60％(W／W)蔗糖 100mL。于 4℃、32 600g离心 4 h。 

收样时从边孔推人60％(w／w)蔗糖．控制流速在 30mL／min，逐管收取区带组分，根据各组分抗原补体结合 

效价(简称 CV)和杂蛋白含量合并抗原活性组分，经超滤脱塘和除菌过滤，加保护剂冻千即为纯化疫苗。 
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5 朴体结合抗原测定 

采用总体积 0．6mL方法【 ，以乙脑特异性抗原和常规地鼠肾细晦乙脑灭活疫苗为阳性对照。 

6 疫苗效力栓定 

分别用小鼠攻击法 和蚀斑减步中和试验(简称PRNT)E 检定疫苗效力。 

7 疫苗中总蛋白测定 

采用 Lowry法。 

8 疫苗中残余牛血清捡测 

用反向间接血凝抑制试验方法．所用试剂为卫生部中国药品生物制品检定所提供。 

9 疫苗中残余细胞 DNA检测 

接石慧颖等报道的方法 检测。谁缩疫苗及粗制疫苗点样前需经去杂蛋白处理，即经蛋白酶 K消化后 

再用酚／氯仿／异戊醇(25：24：1)抽提三次，水相在超净台内吹 0 5 h即可和纯化疫苗一起点样。 

l0 蔗糖浓度潮定 

用蔗糖折射仪直接测定。 

II 疫苗中主要成份分析 

用 FPLC(p~,'macia)分析。 

结 果 

l 蔗糖速率区带离心最佳条件的确立 

在实验研究中，我们比较了影响病毒和杂蛋白分布的两种主要因素——离心时间和蔗糖 

梯度。首先在 36％蔗糖浓度 

下以32 600 g分别离心 4 h和 

13 h，结果如图 1。离心 4 h病 

毒集中分布而 13 h病毒 比较 

分散，因此超离 4 h更有利于 

病毒的分离；同样以 32 600 g， 

分别在36％的蔗糖单一梯度 i 

中和在 36％～60％的蔗糖梯 

度中超离心4 h．结果如图2和 鼍 

图3。前者部分病毒峰与杂蛋 i 

白峰有重叠．而且病毒峰有拖 

尾；后者病毒 峰位于 33％～ 

42％蔗糖浓度的电泳带上，而 

杂蛋白在蔗糖 25％的位置已 

降至最低点．病毒与杂蛋白完 

全分离开来，因此超离条件确 

立为在 36％～60％不连续蔗 

糖梯度中、32 600 g离心 4 h。 W 

Fract；on 

图I 超离不同时间病毒分布图 

Profiles of virus in dlfferem rumlme in ultracentrifugati~ 

— ●一4 h --O--I3 h 
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图 2 己脯疫苗在单一蔗糖梯度 36％中超离组分 圈 

F 2 P删  ofⅫ ~ tfifugariottin (ILe 即 肛  即c 36％ 

— 。-●一antigen —o-口 ln 

2 纯化乙脑疫苗的效力 

用此离心条件连续纯化三批 vem 

细胞乙脑疫苗，分别测定其补结效价，小 

鼠中和抗体水平以及疫苗效力，同时以 

中国疫苗参考品和日本疫苗参考品作对 

照，结果 如表 l 纯化 疫苗 的补结 抗原 

效价分别为 1：l6，1：32，1：32，El本和中 

国参考疫苗分别为 1：2和 1：4；纯化疫 

苗的半数有效量(IDs )分别为 0 00019 

mL、0 00001 mL、0 0000083 mL，除一 

批效力稍低外，其余两批效力分别比中 

国参考疫苗高出 6．2倍和 7．5倍；中和 

抗体水平也均高于两种参考疫苗。 

3 纯化疫苗中总蛋白、残余牛血清细胞 

及残余 DNA测定 

为检查蔗糖速率区带离心的纯化效 

果，上述三批冻干纯化乙脑疫苗，加保护 

剂前取样检测总蛋白含量；成品进行残 

余牛血清及残余细胞 DNA检测，结果 

如表 2。原疫苗中总蛋白含量为 1 5mg／mL．浓缩后增至 10．6mg／mL；而纯化后三批疫苗的 

总蛋自含量分别为 25 0 vg／mL、25 8／．~g／mL和 28 5 vg／mL；浓缩疫苗中残余牛血清含量大 

于 4 7 vg／mL，纯化后降至低于 0 5 ug／mL；而细胞残余DNA在纯化前后分别为 10 ～10 pg／ 

0 5mL和低于 100 pg／0．5mL。 

表 1 纯他 Veto细胞乙脑疫苗的技力 

Table 1 The potency。f purifod Veto ef-ll JE vaccine 

4 FPLC分析疫苗纯度 

Veto细胞浓缩乙脑疫苗中成份较复杂，不仅含有乙脑病毒抗原成份，而且含有较多的牛 

血清蛋白、人白蛋白和其他杂质蛋白。其 FPLC图谱如图4a，共有7个峰，峰 1分子量撮大，而 

且有抗原活性，故为乙脑病毒峰，其他峰均无抗原活性。图4b是纯化疫苗的FPLC图谱，只有 
一 个抗原活陛峰，纯度达 97％ 
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图3 乙脑疫苗在蔗糖梯度 36％一60％超离组分图谱 

Fig 3 Profd㈣ f⋯ I c rifugation。f JE⋯acci i⋯  ∞e gmdien 36％ 一6O％ 

+  tig + p㈣ —— 性 (sucrc~e) 

一 l 居i三心bI二 l专l言【吾谯 日商l西l f I I }譬i兽【曾 甚【暮l司 

圈 4 痤苗及凡白蛋白FPLc骨折图谱：图 a为浓缩痤苗，图b为纯化痤苗 

Fig 4 A~lysis of profil~ of FPI—C and JE Va~ 

一  【Iited JE v⋯ n b purified JE vaccine 

．]『]一 1 
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衰2 纯化己脑痤苗纯度检定 

Tabh 2 Test of the purity of JE vaccine after ultramnttifugatlm~ 

*三批 粗疫苗{刿定结果的平均值 *Average 3 hath~ vaccine 

**三批维缩疫苗测定结果的平均值 * Average of 3 bathes concPntcatcd vacdne 

⋯ 日车纯化乙脑痤苗规程要求 ⋯ The requirement of proced~efor purified Japan JE vaccine 

讨 论 

以Vero细胞为基质制备乙脑灭活疫苗，主要同题是去除疫苗中的杂蛋白和 Vero细胞 

DNA。细胞 DNA可以通过硫酸鱼精蛋白沉淀将其降至5 pg／lO0 L。蔗糖速率区带离心的目 

的是去除杂蛋白。从FPLC分析可以看出。疫苗纯化前杂质蛋白含量很高，而通过超离心纯化 

有效去除了杂蛋白 

日本纯化乙脑疫苗纯度指标之一是总氮含量低于 80t~g／mLl7 J．本法纯化的 Vero细胞乙 

脑疫苗中总蛋白含量低于 30~g／mL，残余牛血清含量低于 0．5 ffg／mL。 

疫苗中的抗原含量是用补体结合实验、蚀斑减少中和试验和攻击法效力试验同时测定的。 

三种检定方法各有优缺点．但反映的规律基本一致。三批纯化疫苗除一批稍差外，其它两批效 

力均优于中国和日本参考疫苗。日本乙脑疫苗对于乙脑病毒 P3株攻击的保护力较差。 

本法超离心一次可上样 l 000 mL．垒病毒回收可达 27 8％。对于大规模生产以传代细胞 

为基质的疫苗，用一步蔗糖速率区带离心法纯化病毒液．既简便又快速，是十分可取的方法。 
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Large-Scale Purification of Inactivated Japanese Encephalitis 

Vaccine from Vero Cells by Zonal Centrifugation 

Shi Huiylng Ding Zhifen Zhao M in et a1． 

(N,~tional Vaccine and Serum Institute，Bering 100024) 

Abstract Japanese Encephalitis(JE)Vaccine in Vero cell call be easily purified by zonal ten— 

trifugationat non-continuous sucrose gradients(36％ and 60％)，32 600 g for 4 h The calf 

serum protein and other nonviral proteins in the vaccine were almost separated from the JE virus． 

The residual calf F~rLIIFs protein was less than 0 5／ag／mL，and the total protein was less than 30 

ug／mL The residual Vero cell DNA in the vaccine was less than 100 pg／0．5 mL．The titer of 

purified Japanese Encephalitis vaccine is six times higher than China control vaccine．This method 

is recommended as an available method to purify JE vaccine from Vero cell in large scale because 

it is simple，rapid and inexpenMve 

Key words Zonal centrifugation，Vero cell，Purified Japanese Encephalities vaccine 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

