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摘要 ：应用 Q-Seph~rose Fast Flow对 Veto细胞基质制备的 I型 El服脊髓灰质炎减毒活疫 苗悬液进 

行纯化。病毒液经滤过澄清和超滤浓缩．获得 85％的病毒感染性滴度回收率．而经 Q-Sephazose F． 

F纯化的病 毒悬液，病毒感染性 浦度 回收率达 10095。纯 化后的病毒液用 e．~2p dATP标记 DNA 

探针膜杂交法测定，宿主 Veto细胞基质DNA残余含量远低于 100pg／剂量的标准；rct／40特征、病 

毒形态及病毒表壳蛋白组份等生物学性状无 显著变化。研究结果提 示．Q-s E士嵋rc0：F．F 是 Veto 

细胞制备口眼脊髓灰质炎减毒疫苗的理想纯化材料。 

关蕾调 ：脊髓灰质炎峨毒活疫苗 ；凝胶柱层析 ；高效纯化 
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传代细胞系作为病毒宿主用于生产病毒疫苗开创了采用新技术制备疫苗的极佳途径，使 

病毒疫苗的工业化生产成为可能。大规模地培养传代细胞系对于增加病 毒产量、提高病毒疫 

苗质量和节约实验性动物资源具有极其重要的现实意义。Veto细胞是一株来源于非洲绿猴 

肾的传代细胞系．用于扩增脊髓灰质炎病毒具有病 毒滴度高、无外源性 因子污染的特点“J，并 

可利用微载体培养大规模生产疫苗_2l。然而 ，Veto细胞可能带有致肿瘤基因而具有潜在的致 

肿瘤性口】，因而在生产纯化 口服脊髓灰质炎减毒活疫苗时，除获得高的病毒感染性 回收率外， 

还需要将其 Veto细胞基质 DNA残余含量消除到 100 pg／剂量以下I 。WHO(1990)推荐使用 

凝胶过滤和 DEAE．Sephadex Aso纯化 Veto细胞增殖的脊髓灰质炎病毒液，但感染性病毒回收 

率不高 5l。 

近年来，随着材料科学技术的发展，已将离子交换基团交联到凝胶基架上制成了同时具有 

分子筛和离子交换双重功能的新型凝胶，如 Q-Sepha~se F．F．等。本文采用 Q-Sepharose F． 

F．纯化 Vero细胞制备的脊髓灰质炎病毒．并对纯化病毒的生物学特性进行了研究。 

1 材料与方法 

1．1 细-自培养殛I蠢毒增麓 

Veto细胞 系由 ATCC惠赠，采用含 1095牛血清的 MEM 培养基培养传代。 

I型脊髓 灰质炎病毒 Sahin株来 自 WHO。病毒以 0．01 M0J接 种于 Veto细胞(154代 )单层+于 33℃培养 
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3O一48 h．当 CPE达 +++～+ +++时收获病毒。 

1．2 病毒量液澄清 、浓 缩 

将孔径 0．6 vm的 Millipoce筒式滤 器(u．S．A)与孔 径 0 2lan的 Sartorlus筒式滤 器(Germeny)申连在一 

起．高压灭菌。收 获病毒液在 Millipore蠕动泵驱使下．于筒式滤器正压过滤。然 后病毒滤液经装有 lO万分子 

量孔径 PTHK滤膜的 Pellicon Casette System (u．S．A)循环浓墙 100—200倍。 

1．3 胄毒液纯化“ 

Q-sepharose F F．(Pharmacia)凝腔用 40 mmol／L PBS(pH7 0)反复漂洗 取直径 1．5 crn．长 6O cm层析柱 

(Bio Rad)装人滤腔，使柱床体积达 20 mI ．接上 Econ层析 系统(Bio Rad)。特层折柱凝腔表面液体泷尽后．将 

浓缩病毒液加刊凝啦表 面．启动层析系统，流速 0 4 mL／min，按每泷份 2 mL自动收集谎 出液。作其指 标的分 

析测定。 

1．4 胄毒滴定 

常规制备 Hep-2细胞暑液，浓度 为 1 x10 ／ml ，接种 96孔微量板，0．1mL／孔，培养 4—6 h后，接种 lO倍 

稀释的病毒样品，每个稀释度接种 8孔，留2孔作为细胞对照。测定板于 33℃ 5％o 培养箱中培养．于第 

3、7 d观察记录 Hep-2细晦病变孔数．并按 Reed—Munch法计算 losTCtD5o／mL。 

1．5 残留细胞基质 DNA测定 

残留 Veto细胞基质 DNA按 Janes的方法测定_7】。即以 Veto细胞标准 DNA(本室制备 )为对照。用 a—ZZp 

dATP标记 DNA(北京亚辉生物工程公司)作 为探针．膜斑点杂交．放射 自显影测定斑点黑度值 ．或将杂交好的 

纤维膜沿斑点剪下，放人离心管 ．并 加入非水溶性液体闪烁液，用 Beckman液体闪烁仪 定 cpm值 。 

1．6 纯化病毒的致肿囊性试验 

供试小鼠为 l8—2O克昆明种 小自鼠。每组 8只，雌雄各半．试验前经抗小鼠胸腙 血清(ATS)处理，于小鼠 

顼背部皮下接种 0．1mL纯化 病毒悬液，并以接种 HeLa细胞为阳性对照．KMB17细胞 生产的 【型脊髓灰质炎 

病毒液体疫苗为阴性对照。接种量均为 100免疫剂量。 

1．7 ret／40特征 

供试材料为 PoliovirusI 80+2／WHO疫苗对照株．Brunhold野毒株。Q-Sephaf eF．F 纯化 【型 SaNn株病 

毒悬液。其 中纯化病毒液及疫苗对照株于 40℃培 养条件接 种 lO_。一IO一稀释度 、37℃培 养条 件用 10一 一 

l0 稀释度；野毒株两种温度均接种 l0一一l0 稀释度。于第 3、7 d观察记录 Hep-2细胞病变情况。 

1 8 胄毒衣壳蛋白电濂 

纯化后的病毒悬液用 CsCI密度梯度离心 2次，收集实心颗粒病毒带 ．透析去除 CsCI，加人 SDS-PAGE样 

品缓 冲液。煮沸 3min，用 15％SDS-PAGE分离啦，4℃、100V电诛，考马斯亮兰 染色，脱色液脱色。 

1．9 纯化病毒的电镜现囊 

纯 化病毒液滴加铜网．2％磷钨酸 (pH6．3)负染 3min，干燥后电镜观察照相。 

2 结果 

2 l 病毒纯化效果 

I型脊髓灰质炎病毒 Sabin I株用 Veto细胞大量增殖，经收获、澄清及浓缩处理后病毒液 

体积缩小．感染滴度增大．感染性回收率为 85．6％，结果见表 1。 

当浓缩病毒液经 Q-Sepharose F．F．进一步纯化后．病毒感染性回收率可达 100％。 

2．2 残留细胞基质 DNA分布 

I型脊髓灰质炎病毒浓缩液经 Q-Sepharose F．F．层析．分别用 40 mmol／L PBS(pH7．0)和 

1 moL／L NaCI洗脱，用 DNA 斑点杂交试验测定层析 28流份 (2 mL／份)的 DNA含量．结果 

如图 1所示。图 1的结果显示，Bl—D，流份为病毒洗脱峰(第一洗脱峰 )，均无残余细胞质 
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寰 l 缸0岫 鼬 fdI收获、澄清 

Table 1 The r~0overy rate of pollovi~ s alter harve札 clarification and concentration 

A：harvest B：clarification C：~ oentratic~, 

DNA存在，而 —E2的 Veto细胞基质残留 DNA洗脱峰 (第二洗脱峰)的确存在残余 DNA。 

因此，Q-Sepharos~e F．F是纯化脊髓灰质炎病毒的极佳材料。 

陶 1 Q-sepb~ F．F．纯化 Poliovirus s_Kn株连 

续层析蔬份 DNA斑点杂交田 

r幄 I DNA Dot blot hybcldi~tion Imttern for con— 

tjn”0∞ fzaetions ofPM／ovlrm Sabra I ab Seph．m~ 

F．F． 

AI一8：DNAmmdardfI切Ⅱveto crib《500pg，250pg． 

100 p蚤 50 pg．25pg，10 pg，5 pg．1 pg)；B1一g4： 

DNA 击sttlbutlmt。f contmuous elutlon fra~ ion；E5： 

Negative eoauca,E6—8：Positive control 

2．3 纯化I寅毒的生物学性状 

2．3．1 rot／40特征 

测定结果显示．I型脊髓灰质炎病 毒Sahin疫苗株对照组在 37℃／40℃浦度值为 6．75(T一 

株)，Brunhold强毒株对照组在 37℃／4O℃滴度值仅 0．66<1．0(T 株)．试验成立 。测得经 Q 

SevharoseF．F．纯化的 I型脊髓灰质炎病毒 Sahin株的 37℃／40℃滴度值为 6．S．与 Sabin与疫 

苗株的浦度值(6．7S)相近，故判定纯化 Sabin株为 T一株(表 2)。 

寰 2 s印I-rD" F．F．纯他 s-b．nI望府● ret／40特征 

Table 2 rc【／4o restflts of purified tYPe 1∞】j胛 s日 n strain 

2．3．2 病毒形态学 

电镜观察表明：经 Q-Sepharase F．F．层析纯化的脊髓灰质炎 Sabin 1株病 毒颗粒具有典型 

的 P。Ii。病毒形态特征，病毒颗粒清晰可见(图 2．Q)，且同纯化前(图 2．s)的病 毒形态完全 一 

样。说明 Q．Sepharose F．F．纯化对病毒形态不会产生影响。 
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图 2 Q~ephamse F F．纯化的 Sabin 1株病毒电镜照片(×50000) 

F ．2 The EM photo 0f pollovi~s Sahin r purified by Q-Sepharose F．F．(×50 0∞ ) 

s：conce叫 ed pdlovlrus(×50 000)．Q：pdlovir~ pufi~ed onQ却 ha豫 F．F (×50 000) 

M W x l0s 

9"／．4— 

66．2— 

43．0— 

31．0— 

20．I一 

14．4一 

M  Q 1 Q2 

暗 MW× 
32．5 

29．3 

— 27．1 

— 14．4 

围 3 I型 Sabin株扁毒衣壳蛋 白电诔图 

F ．3 SD~ PAGE eledfop 0f capsid protein ofSabln |virus 

M：marker MW (Dh)．QI}Pollovlrus Sabin r before purification．Q2：Pdloviro~ 

Sahin r帅  。d byQ—Sepl~ se F F． 

2．3．3 病毒衣壳蛋白电泳图谱 

将 Q-Sephazx~e F．F．纯化前后的 I型脊髓灰质炎病毒 Sabin株制备样品，用 SEkS-PAGE电 

泳分析病毒衣壳的蛋白分布。电泳图谱 呈现 4条分子量大小不等的泳带(图 3。Q1、Q2)，其 

分子量正好与 I型脊髓灰质炎病毒 VP1、VP2、VP3、VP4蛋白组份的分子量相近。证 明采用 

Q-Sepharose F．F．纯化 I型脊髓灰质炎病毒不会对病毒颗粒的衣壳蛋白结构造成任何损伤。 

2 3．4 纯化病毒的致肿瘤原性 

试验结果表 明(表 3)．Q-Sepharose F．F．纯化的 I型脊髓灰质炎病 毒液无任何致肿 瘤原 

性．与用人二倍体细胞系(KMmT)生产的疫苗相比，其品质无本质上的区别。 

3 讨论 

Q-Sepharose F．F．是一种改进的凝胶，葡聚糖纤维成柬交联增强了机械强度 、容许高流 

量 曩 
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衰 3 钝化 I型 s|hin株病毒的小鼠致肿囊性试转结果 

T~ble 3 Tumc~igenlcity of purified pohoviru~s ∽ I∞ in mice 

速，且对离子强度和 pH变化不敏感，无特异性吸附作用lB】。本文用同一根 层析柱经 1 mol／L 

NaCl和 1 mol／L NaOH再生处理后，重复纯化 Sabin I型病毒液 5次，柱床体积无变化，病毒回 

收率稳定为 100％。回收率稳定的一个重要因素是 Q—Sepharose F．F．的高机械强度使得层析 

纯化过程 中凝胶 孔径 无变 化，保证 了分子量达 6．8×l0 的 poliovirus顺 利通过。从 

Sepharose F．F．纯化 Sabin I型病毒的检测结果可看出．病毒主要存在于 40 mmoL／L PBs(pH 

7．0)洗脱峰，残余 DNA存在于 1 mol／L NaCI洗脱峰中。此结果的解释可能与两种物质等 电 

点不同有关，有感染活性的 polivirus(A-form)pI为 7．0，DNA的 pI是 2．0—2．5。在中性溶液 

中，病毒净电荷为零．不与离子交换柱吸附．而 DNA带有极强负电荷易吸附到离子交换剂上， 

只有在高离子强度洗脱条件下，DNA才被洗脱下来 J。 

传代细胞因染色体异型和高代次会呈现致肿瘤性，使得人们对 DNA潜在的致肿瘤性产 

生疑虑，障碍 了利用 Vero细胞作为病毒疫苗的细胞基质。近年来，由于分子生物学及遗传学 

研究不断深入。已经对 DNA的致肿瘤性有了新的认识．大量试验证 明，只有是完整细胞和 从 

致肿瘤病毒中提取的核酸能导致肿瘤的产生【10·“】。而从高度致肿瘤细胞获得的 DNA在体内 

不致肿瘤，仅可能引起 DNA相关基因编码蛋白质的表达“ “】。此外，体内存在抗 自身肿瘤的 

防御系统，每天约可清除死亡细胞释放到体内 l0 pg的原癌基因。从最坏情况推测，假如人体 

每天死亡 10 细胞中，每个细胞含有 1 kb原癌基因，那么 1tag细胞 DNA含有 100拷贝活性癌 

基因导致转化的可能性仅 占 l0 。WHO规程 中传 代细胞制备 的生物制 品残余细胞基 质 

DNA限量为 100 pg／剂薰，其中含有 1拷 贝基 因组癌基因仅相当于 0．5×l0 。致肿瘤剂量。 

因此．接受 Vem细胞制备 OPV是安全的。但由于肿瘤的发生机理 尚没有阐明和某些未知因 

子可能有害，在利用 Vero细胞制备 OPV疫 苗中，仍需要 进行后处理纯化，以除去细 胞基质 

DNA。本研究采用 Q_Sepharose F．F．纯化的 I型脊髓灰质炎 Sabin株病毒悬液比活性增加．细 

胞基质 DNA低于100 Pg／剂量。试验中以 100个免疫剂量的纯化病毒液注射免疫抑制小鼠． 

连续观察未见小 鼠产生肿瘤，证明纯化疫苗是安全的。 

病毒衣壳蛋白结构是维持其免疫原性的物质基础，衣壳蛋白结构的改变 ，将导致病毒空间 

构像变化，使病毒丧失感染性和中和抗原的特异性【l 。本试验对 Q—Sephamse F．F．纯化前后 

病毒制备样 品作 SDS-PAGE电泳，结果表 明其衣壳蛋 白组成 部分 的电泳带稳定，分子量与 

VP1、VP2、VP3、VP4相近。 
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Studies on the Purification of OPV and its Characterization 
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Abstract：Q-Sephamse F．F．was adopted to purify the suspension of oral poliovaccine(OPV)， 

which is prepared from Veto cells．After clarification and concentration by ultrafiltration．the re— 

covery of virus infected titre may attain above 85％ ． Using column chromatography on Q— 

Sephamse F．F．to purify the concentrated virus suspension．the purified viruses attain 100％ re． 

covei~ of virus infectivlty．Dot membrane hybridization was used to detect DNA with the probe of 

Vero cell genome DNA which was labed withⅡ一 P dATP．the contents of residual substrate DNA 

was less than 100 pg／dose The process of downstream had no significant influence on some bio— 

logiccal characters of purified viruses．such as virus morphology，tumorigenicity．rct／40 character 

an d capsid protein．The results indicate that Q-Sepharose F．F．is an ideal chromatography mate． 

rial for purifying  OPV prepared from Vero cells． 

Key words：Oral polio vaccine(0PV)；Q-Sephamso F．F．；Purification 
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