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要"目的
"

建立一种简单$快速有效的从细胞培养物中纯化肠道病毒
!"

"

&'!"

#的方法%方法
"

&'!"

病毒在恒河猴肾

细胞"

(()*+,%

#中增殖后!将获得的细胞培养物经反复冻融$聚乙二醇
-$$$

沉淀$超速离心$氯化铯垫层超速离心的方法纯化病

毒%用聚丙烯酰胺凝胶电泳"

./.*012&

#$免疫印迹"

34564789:;6

#和透射电镜"

<&+

#的方法对纯化病毒进行鉴定!并测定其感

染性的滴度及回收率%结果
"

./.*012&

显示出
=

个条带!相对分子质量分别为
=>-?"$

=

$

=?"$

= 和
%>-?"$

= 与
&'!"

的
'0"

$

'0%

和
'0=

相符合%

34564789:;6

证实为
&'!"

特异性条带%经磷钨酸负染后电镜观察!能看到典型病毒颗粒%采用终浓度为

"$@

的聚乙二醇
-$$$

沉淀后的病毒的感染性回收率为
A%>$@

!再经氯化铯垫层超速离心后浓缩病毒的感染性回性率为
%B>$@

%

结论
"

聚乙二醇
-$$$

沉淀结合氯化铯垫层超速离心的方法比氯化铯密度梯度区带离心方法更简便!易于操作!并且比单独聚乙

二醇
-$$$

沉淀有更高的纯度!是一种简便$有效的病毒纯化方法%
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肠道病毒
!"

型$

48647;MD7N5!"

#

&'!"

%是引起儿童手足口

病$

GF8J*K;;6*F8J*H;N6GJD54F54

#

TU+/

%暴发流行的主要病原

之一#感染严重者还能引起无菌性脑炎'脑膜脑炎'脑干脑炎'

脊髓灰质炎性麻痹'心肌炎和肺水肿等多种与神经系统相关的

疾病(

"

)

*自首次从婴儿粪便标本中分离到
&'!"

病毒以来#全

世界很多国家均有
&'!"

流行情况的报道(

%*E

)

*

%$$A

年以来#

中国安徽'山东'北京和广东等地也相继暴发了
&'!"

病毒感

染所致的儿童手足口病#因此备受人们关注(

#*-

)

*本实验在参

照和改进传统的病毒纯化方法的基础上#采用聚乙二醇
-$$$

浓缩病毒并结合氯化铯垫层超速离心的方法对
&'!"

病毒进

行纯化#并且用聚丙烯酰胺凝胶电泳$

./.*012&

%'免疫印迹

$

34564789:;6

%和透射电镜$

<&+

%的方法对纯化病毒进行鉴

定#为下一步病毒研究及应用提供支持*

?

"

资料与方法

?>?

"

一般资料
"

恒河猴肾细胞$

(()*+,%

%'

V/

细胞由本实

验室保存#肠道病毒
!"

型广州株
&M2W$-

病毒为本实验室分

离培养&

V0+R"-E$

培养基'胎牛血清为
2D9L;

公司产品&聚乙

二醇
-$$$

'

)5):

为
.D

P

HF

公司产品&

&)(

试剂盒为
0D47L4

产

品&

34564789:;6HF7X4

为
YD;HD

P

F

公司产品&

Y)1

蛋白定量试

剂盒为武汉博士德产品&

Z

I

6DHF:(*B$,

超速离心机为
Y4LX*

HF8

公司产品*

?>@

"

方法

?>@>?

"

病毒培养
"

将
(()*+,%

培养在含
"$@

的胎牛血清

V0+R"-E$

中#待长成单层后#用无血清
V0+R"-E$

洗涤两

次*加
&'!"

病毒液
=![

吸附
"G

*再加入含
%@

胎牛血清的

V0+R"-E$

维持液中#

=![

'

#@)Z

%

孵箱中孵育#待细胞完全

病变时获取*

?>@>@

"

病毒纯化
"

将收获的病毒液反复冻融
=

次#

A$$$7

"

HD8

离心
=$HD8

#离心半径
ALH

#收集上清液#缓慢加入固体聚

乙二醇
-$$$

使其终浓度为
"$@

或加入硫酸铵至
#$@

的饱和

度#均匀搅拌
-$HD8

后
E[

放置过夜*

"$$$$7

"

HD8

离心
-$

HD8

#离心半径
ALH

#去掉上清液#用
"$

!

H;:

"

(

的
0Y.

溶液重

+

!BA

+
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悬沉淀*

"%$$$7

"

HD8

离心
=$HD8

#离心半径
ALH

#弃去沉淀#

收集上清液*在离心管底部缓慢加入
EH(

密度为
">%

P

"

H(

氯化铯垫层#再将上述制备好的上清液缓慢地铺加于氯化铯垫

层上#

=A$$$7

"

HD8

#

E[

超速离心
#G

*离心结束后取出离心

管#弃去上清液#用适量的
"$

!

H;:

"

(

的
0Y.

溶液重悬沉淀*

?>@>A

"

病毒感染性测定及蛋白定量
"

待检样品
"$

倍系列稀

释后#接种到
B-

孔板上的
V/

细胞单层#连续
!J

观察细胞病

变#按
+N48LG*V44J

法计算感染性滴度即半数细胞感染

$

<)R/

#$

%*蛋白定量$

Y)1

法%按照试剂说明书进行操作*

?>@>B

"

./.*012&

和
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"

采用
"$@./.*012&

#

考马斯亮蓝
V%#$

染色#测定病毒蛋白相对分子质量并鉴定其

纯度#并将分离胶转印在硝酸纤维膜上*硝酸纤维膜经
#@

脱

脂牛奶封闭过夜后#加入抗
&'!"

病毒
'0"

的单克隆抗体#室

温保存
%G

#洗膜
=

次*加二抗$辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

抗体%#室温置
%G

#洗膜
=

次#

&)(

底物发光
1

'

Y

显色液按

"]"

比例混合后加入膜上反应
=HD8

#然后压片'曝光'显影并

定影*

?>@>C

"

电镜观察
"

将纯化样品滴在经碳化处理的铜网上#几

分钟后用滤纸吸去多余样品#置于磷钨酸溶液中染色#

"HD8

后取出#吸去多余染液#干燥后电镜观察*

@

"

结
""

果

@>?

"

&'!"

病毒纯化结果
"

见表
"

*

表
"

""

从细胞培养物中提纯
&'!"

病毒结果

样品
体积

$

H(

%

病毒滴度

$

<)R/

#$

"

H(

%

蛋白浓度

$

H

P

"

H(

%

感染性

回收率$

@

%

病毒培养上清液
"=$ ">!$?"$

!

">B- "$$

聚乙二醇沉淀
"= ">E$?"$

A

$>EB A%

硫酸铵沉淀
"= ">=$?"$

A

%>"A !-

氯化铯垫层超速离心后沉淀
$># ">%-?"$

B

$>$-E %B

@>@

"

./.*012&

和
34564789:;6

"

./.*012&

结果显示出
=

个条带#相对分子质量分别为
=>E?"$

=

'

=?"$

= 和
%>-?"$

=

与
&'!"

的
'0"

'

'0%

和
'0=

相符合(

!

)

*

34564789:;6

可见

&'!"

的特异性蛋白条带
'0"

*见图
"

*

""

1

!纯化病毒样品
./.*012&

结果&

1"

!纯化病毒样品&

1%

!蛋白标

记物*

Y

!

34564789:;6

结果&

Y"

!纯化病毒样品&

Y%

!

34564789:;6

标

记物*

图
"

"

纯化病毒样品
./.*012&

和
34564789:;6

的检测结果

@>A

"

电镜观察
"

纯化后的样品进行电镜观察#在显微镜放大

倍数
%

#

"$

万倍时能看到病毒颗粒*该病毒主要为球形#大小

比较均一#多数直径为
%!8H

#符合典型的
&'!"

的特征*见

图
%

'

=

*

图
%

"

&'!"

的透射电镜图
?"$$$$$

图
=

"

&'!"

的透射电镜图
?#$$$$

A

"

讨
""

论

&'!"

是小
VS1

病毒科肠道病毒属成员#病毒颗粒为二

十面体立体对称的球形结构#无包膜和突起#直径大约在
%E

#

=$8H

*基因组由
!E$$

多个核苷酸构成#属单股正链
VS1

病

毒(

A

)

*由于
&'!"

多位点基因作用决定其毒力#加之复杂的宿

主因素#使得确定病毒毒力及致病机制相当困难*病毒与宿主

之间相互作用是今后的研究重点之一(

B

)

*能否获得高纯度的

病毒样品非常重要#其效果可直接决定后续研究的成败*本实

验采用了超速离心法去除细胞碎片'聚乙二醇沉淀法浓缩病毒

和氯化铯垫层超速离心法纯化
&'!"

#取得较好的效果*

病毒的浓缩方法主要有超速离心沉淀法'硫酸铵沉淀法和

聚乙二醇沉淀法等(

"$

)

*表
"

提示#硫酸铵沉淀法虽然与聚乙

二醇法的病毒回收率相当#但其沉淀后的蛋白浓度$

%>"AH

P

"

H(

%明显高于聚乙二醇法$

$>EBH

P

"

H(

%#结果表明聚乙二醇

-$$$

能够选择性地沉淀病毒#从而除去大量的杂质蛋白#起到

初步纯化的作用*

氯化铯密度梯度离心法虽然纯化精度较高#但费时费力#

不易操作#难以用于经常性提纯的使用#而且后期需要透析除

去氯化铯#难免造成病毒的丢失*

&'!"

的氯化铯浮力密度为

">=E

P

"

H(

#本组在以前的实验中运用
&'!"

的氯化铯密度梯

度离心的方法后测得病毒条带层密度为$

">%A

#

">=E

%

P

"

H(

*

因此#根据实验结果本组采用了在离心管底部铺上一层密度为

">%

P

"

H(

的氯化铯垫层的方法进行纯化#超速离心后直接获

取底部的病毒沉淀#省略了透析去除氯化铯的环节*在此过程

中#氯化铯垫层可将小于该介质密度的物质滤除#从而起到纯

化的作用*这样既简化了操作#节约了时间和成本#又提高了

病毒的回收率'浓度及纯度*

经过聚乙二醇
-$$$

沉淀'氯化铯垫层超$下转第
B$#
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后血糖#男
E$E

例#女
EB#

例#平均年龄
#%

岁*

U02

平均值

#>EAHH;:

"

(

*口服
!#

P

无水葡萄糖
%G

后血糖平均值为

#>B-HH;:

"

(

*

B%-

例中正常糖耐量检出
-E-

例#占
-B>!-@

&

U02

受损检出
!%

例#占
!>!A@

&糖耐量受损检出
""!

例#占

"%>-=@

&新检出糖尿病
"A

例#占
">BE@

#加上已确认的
%!

例

糖尿病患者#糖尿病患病率则为
E>A-@

*

A

"

讨
""

论

A>?

"

泰州市高港区最大特色为开发区面积最大#故本组分析

中开发区人口最多*本组调查高血糖检出率为
"!>""@

#糖耐

量受损为
"%>-=@

#糖尿病患病率
E>A-@

#均高于盛正妍等(

%

)

的调查结果*分析原因!一是近十几年经济高速发展#导致该

区生活水平大幅提升&二是本组调查采用分层整户抽样#糖尿

病有家族史较高*根据去年底高港区人口调查显示总人口约

%-

万人#结合本组调查估算该区高血糖者约为
EEEA-

例#糖耐

量受损者约为
=%A=A$

例#糖尿病患者约为
"%-=-

例*说明该

区糖尿病患者及潜在患病者形势严峻*

A>@

"

本组发现大于
E$

岁后
U02

均值都较高#与晏文强等(

=

)

调查一致*其中
#"

#

-$

岁组均值最高#为
#>A$HH;:

"

(

#

$

#

%$

岁组均值最低#为
E>B"HH;:

"

(

*高血糖检出率同样也是

大于
E$

岁后检出率较高#占全部高血糖的
AE>A#@

#与人群

U02

水平保持一致*与
.FLX5

等(

E

)报道的一致*

%"

#

=$

岁组

高血糖检出率为
"=>B%@

#虽没有
E$

岁后人群高#但在小于
E$

岁的人群中是最高的#表明
%"

#

=$

岁组人群将来患糖尿病的

概率会增大*

A>A

"

口服
!#

P

无水葡萄糖
%G

后血糖测定结合
U02

分析#

U02#"

#

-$

岁组最高#其次是
-"

#

!$

岁组*糖尿病和
R2<

患病率提示#

R2<

患病率自
#$

岁后明显升高#且随年龄增长

R2<

患病率升高&糖尿病患病率同样也是
E$

岁后呈较高趋势

与
U02

均值和高血糖检出率一致*施志农和陈健康(

#

)研究显

示
RU2

阶段患者已经存在血脂代谢异常#因此在对
RU2

定期

监测血糖的同时也要定期监测血脂#尽早对血糖'血脂水平进

行有效干预*

A>B

"

地区分布高血糖检出率以市区最高#其次是开发区#农村

高血糖检出率最低*这与地区人群生活水平'对糖尿病存在着

知晓率的高低等因素有关*地区分析糖尿病和
R2<

患病率结

果显示#糖尿病的患病率随着经济发展和生活水平的增高而

上升*

综上所述#该区防治重点应以
E$

岁以上人群为主#同时也

要对
%"

#

=$

岁组人群进行普及糖尿病教育#引导合理的膳食

结构#培养良好的生活方式(

-*A

)

*地区分析建议该区当前糖尿

病防治应以经济较好的市区为重点向开发区辐射直至全区*
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