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·基础实验研究论著·

ＰＥＧ６０００纯化流感病毒鸡胚尿囊液的研究
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　　摘　要：目的　探讨ＰＥＧ沉淀法纯化鸡胚培养流感病毒尿囊液的工艺，对ＰＥＧ６０００的浓度、沉淀时间、离心力进行优化，为

流感病毒抗原和抗体制备提供了便捷的手段。方法　向流感病毒鸡胚尿囊液添加ＰＥＧ后进行高速离心收集沉淀，检测纯化病毒

液效价、病毒形态，以及卵清蛋白含量。结果　ＰＥＧ浓度为４％，沉淀时间２ｈ，离心力８０００ｇ条件下，病毒能完全沉淀，杂蛋白卵

清蛋白含量低，病毒颗粒完整，浓缩液中病毒血凝效价为１∶１０２４０。以纯化病毒免疫山羊３次后，血清抗体滴度为１∶１０２４且

无交叉。结论　本研究初步证明优化后的ＰＥＧ沉淀法对鸡胚培养流感病毒尿囊液中的病毒浓缩、纯化达到了很好的效果。
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　　流感病毒是一种常见的呼吸道传播病毒，属于正黏病毒

科，是单股负链 ＲＮＡ病毒
［１］。其抗原性表位集中在 ＨＡ和

ＮＡ这２个蛋白上，由于经常变异，造成流感大流行，严重危及

人们的生命财产安全。目前治疗流感尚无特效药，接种流感疫

苗是预防和控制流感大流行的最经济且行之有效的方法。而

流感病毒的培养、纯化与疫苗的研发直接相关。现阶段，鸡胚

培养和细胞培养是实验室研究常用的方法。由于鸡胚培养有

产毒量高、操作简单等优点，故成为研究人员最常用的方法。

但从鸡胚尿囊液中获取的病毒液混有脂蛋白、卵清蛋白等杂蛋

白，纯度较低。因此，鸡胚尿囊液中流感病毒的浓缩与纯化成

为研究流感病毒生物学性状，免疫学特性以及制备流感疫苗的

关键。目前纯化流感病毒的方法主要有超滤法、亲和层析法和

超速离心法［２３］。其中超速离心法是被广大研究者所普遍采用

的方法。此外，ＰＥＧ也有报道被用来纯化病毒
［４５］。本文将

ＰＥＧ沉淀法浓缩、纯化流感病毒的条件进行优化，并以浓缩、

纯化的病毒液免疫山羊，检测抗体的效价及交叉性，通过电镜

观察，检测ＰＥＧ是否影响病毒的完整性。

１　材料与方法

１．１　实验材料　毒种（ＢＹ／四川安岳／１３９／２０１１）由中国医学

科学院医学生物学研究所提供；健康鸡群鸡胚购于云南省云岭

广大公司；健康成年山羊购自云南山羊养殖场；甲型 Ｈ１Ｎ１流

感病毒标准抗原（ＢＶ／重庆渝中／１３８／２０１０，ＢＹ／四川安岳／

１３９／２０１１，Ａ３ 福建同安／１９６／２００９，Ａ１ 天津津南／１５／２００９，

Ａ１／四川／ＳＷＬ１／２００９）由国家流感中心提供。

１．２　仪器与试剂　试剂：ＰＥＧ６０００、０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ、过碘酸

钾、弗式不完全佐剂、弗式完全佐剂、无水葡萄糖、卵清蛋白试

剂盒购自北京天坛生物制品有限公司。仪器：湘仪 Ｈ１８５０Ｒ

离心机、ＢｅｃｋｍａｎＧ２５离心机、孵箱、５００ｍＬ离心瓶、１５ｍＬ离

心管、Ｕ型血凝板和日立 Ｈ７６５０透射式电子显微镜。

１．３　实验方法

１．３．１　流感病毒的鸡胚培养　取Ｂ型流感病毒工作种子株

用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ按１∶１００００稀释后接种１０日龄鸡胚，每

胚０．２ｍＬ，每批接种１５０枚鸡胚，置３４℃±１℃，５５％～６０％

湿度下孵育。

１．３．２　流感病毒鸡胚尿囊液的澄清　接种流感病毒的鸡胚培

养７２ｈ后，置４℃过夜，无菌条件下收获尿囊液，４℃，５０００ｒ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃沉淀，重复离心一次。

１．３．３　浓缩条件的摸索与选择　取部分澄清后的尿囊液分装

至离心管中，分别加入不同浓度的ＰＥＧ６０００（２％、４％、６％、

８％）和２％ ＮａＣｌ，充分摇匀，４℃放置不同的时间（０、２、４ｈ）

后，分别在６０００ｇ、８０００ｇ、１００００ｇ离心力条件下离心，取上

清液检测病毒是否沉淀完全，并选择最优的浓缩条件。

·１·国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１
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１．３．４　流感病毒的回收率　按公式：病毒回收率＝（浓缩前效

价×浓缩前体积）／（浓缩后效价×浓缩后体积）来计算。

１．３．５　卵清蛋白含量检测　运用卵清蛋白试剂盒检测流感病

毒鸡胚尿囊液与浓缩液中的卵清蛋白含量。

１．３．６　流感病毒颗粒的完整性检测　将浓缩后的病毒待检样

品悬浮液滴在干燥的载玻片上，把带有支持膜的铜网放在悬浮

液滴上漂浮以获取样品，用滤纸吸干铜网上的多余悬液；再将

染色液滴在干燥的载玻片上，把铜网放在染色液滴上漂浮１～

２ｍｉｎ，最后用滤纸吸干铜网上的多余染液。１．０％磷钨酸负染

法制备铜网后２５×１０００倍放大镜检。

１．３．７　制备山羊抗血清

１．３．７．１　血清的制备　用检疫合格、无交叉反应的山羊制备

抗血清。取免疫前血清用甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒标准抗原检测

交叉反应后，用本方法浓缩、纯化的ＢＹ病毒液皮下多点注射

免疫山羊，初免使用弗氏完全佐剂，每只共注射４ｍＬ（０．３

ｍＬ／点）；加强免疫使用弗氏不完全佐剂，每只共注射２ｍＬ（０．

３ｍＬ／点），共免疫３次，每次间隔１４ｄ。

１．３．７．２　采血及血清处理　颈内静脉采血，常规方法分离血

清后，加入等体积的２５ｍｍｏｌ／Ｌ过碘酸钾和１／２体积的２０％

葡萄糖生理盐水处理后［６］，４℃、１００００ｇ离心１ｈ，取上清液，

用０．２μｍ膜过滤上清液，加入适量无菌生理盐水，按终浓度

０．０５％加入ＰｒｏＣｌｉｎ３００。取处理好的抗ＢＹ血清，做血凝抑制

试验。

２　结　　果

２．１　浓缩条件的摸索与选择

２．１．１　ＰＥＧ６０００浓度的选择　在病毒液中加入２％ＮａＣｌ后

加入ＰＥＧ６０００，使终浓度分别为２％、４％、６％和８％，４℃作

用４ｈ后１００００ｇ离心１ｈ，取上清液检测血凝效价，结果显示

ＰＥＧ６０００浓度在４％以上时能将病毒完全沉淀。

２．１．２　离心力的选择　向病毒液中加入不同浓度的ＰＥＧ

６０００，４℃作用４ｈ后分别按６０００ｇ、８０００ｇ和１００００ｇ离心

１ｈ，测上清液效价，结果显示在８０００ｇ离心力下，病毒能完全

沉淀。

２．１．３　沉淀时间对流感病毒沉淀效果的影响　在病毒液中加

入４％的ＰＥＧ６０００，分别沉淀０、２、４ｈ，８０００ｇ离心１ｈ，检测

上清液病毒含量，结果显示沉淀２ｈ离心后病毒就能完全沉

淀。通过以上实验，最终确定ＰＥＧ浓度为４％、沉淀时间并为

２ｈ、离心力８０００ｇ。以优化的条件浓缩流感病毒鸡胚尿囊液

后进行各项检测。

２．２　病毒纯化后回收率　加入有机物质ＰＥＧ后病毒能更好

地沉淀，回收率能达到８０％，与传统超速离心法比较，病毒回

收率得以提高。

２．３　病毒纯化后纯度和形态

２．３．１　卵清蛋白残余量检测　病毒浓缩液中卵清蛋白含量仅

为６０．０７ｎｇ／ｍＬ，明显少于尿囊液中３４９１２．１１ｎｇ／ｍＬ的含量

流感病毒鸡胚尿囊液中加入氯化钠和有机物质ＰＥＧ后，改变

了病毒液中盐离子浓度，使得杂蛋白沉降减少，实现了病毒沉

降的最大化［７９］。

２．３．２　电镜（ＥＭ）　病毒形态Ｂ型流感病毒（ＢＹ）电镜下样品

背景清晰，病毒包膜结构清楚，呈现出完整、典型的流感病毒颗

粒，说明有机物质ＰＥＧ在最大化沉淀病毒的同时，对流感病毒

的包膜蛋白没有太大的破坏，病毒纯化效果较好，见图１。

２．３．３　抗体滴度及交叉　取免疫前血清用甲型 Ｈ１Ｎ１流感

病毒标准抗原检测无交叉反应后（结果见表１），运用ＰＥＧ浓

缩的流感病毒ＢＹ免疫山羊，得到抗血清，进行血凝抑制试验

后得到其效价为１０２４，与其他病毒无交叉，结果见表２。

图１　　流感病毒全病毒ＢＹ电镜照片

表１　　免疫前血清检测

标准抗原
ＢＶ／重庆渝中

／１３８／２０１０

ＢＹ／四川安岳

／１３９／２０１１

Ａ３／福建同安

／１９６／２００９

Ａ１／天津津南

／１５／２００９

Ａ１／四川

／ＳＷＬ１／２００９

免疫前血清 ＜５ ＜５ ＜５ ＜５ ＜５

表２　　山羊抗体效价与交叉

标准抗原

血清

ＢＶ／重庆渝中

／１３８／２０１０

ＢＹ／四川安岳

／１３９／２０１１

Ａ３／福建同安

／１９６／２００９

Ａ１／天津津南

／１５／２００９

Ａ１／四川

／ＳＷＬ１／２００９

ＰＥＧ浓缩 ＜５ １∶１０２４ ＜５ ＜５ ＜５

３　讨　　论

自１９３３年鸡胚培养流感疫苗获得成功以来鸡胚培养法成

为大量获得流感疫苗的主要手段。现已上市的流感疫苗大都

使用鸡胚培养法制备［１０］。但从鸡胚尿囊液中获取的病毒液混

有脂蛋白、卵清蛋白等杂蛋白，纯度较低。因此，流感病毒鸡胚

尿囊液的浓缩纯化成为制备流感疫苗的关键。目前密度梯度

离心是病毒纯化最常使用的方法［１１１２］，但是此方法操作繁琐，

需要超速离心机。

本实验通过摸索不同浓度ＰＥＧ、沉淀时间和离心力对鸡

胚尿囊液中病毒的浓缩纯化效果的影响，对其浓缩条件进行了

优化。选择的最终优化条件为４％ＰＥＧ，沉淀时间２ｈ，离心力

为８０００ｇ。以此条件浓缩的病毒尿囊液上清液中基本检测不

到流感病毒，病毒回收率能达到８０％，而且病毒浓缩液中卵清

蛋白含量仅为６０．０７ｎｇ／ｍＬ，明显少于尿囊液中３４９１２．１１

ｎｇ／ｍ的含量，流感病毒鸡胚尿囊液中加入氯化钠和有机物质

ＰＥＧ后，改变了病毒液中盐离子浓度，使得杂蛋白沉降减少，

实现了病毒沉降的最大化，达到了较好的纯化效果。电镜下观

察病毒完整，说明有机物质ＰＥＧ在最大化沉淀病毒的同时，对

流感病毒的包膜蛋白没有太大的破坏，不仅病毒纯化效果较

好，而且浓缩倍数较大，１０００ｍＬ浓缩至５ｍＬ，相当于２００倍

浓缩，后续免疫山羊，抗血清滴度较高且无交叉。因此，本研究

能初步证明优化后的ＰＥＧ沉淀法对鸡胚培养流感病毒尿囊液

中的病毒浓缩、纯化达到了很好的效果。

在疫苗的实际生产过程中，应从质量要求、产物特性、纯化

方法的特点、成本等多方面考虑，选择合适的方法。与传统的

离心方法比，高速ＰＥＧ高速离心每次能处理２４００ｍＬ病毒

液，仅需要离心１ｈ，处理的量大，省时省力。同时由于加入了

ＰＥＧ，病毒回收率更高，操作简单且对离心机的要求不高，适合

大批量制备纯度相对较高的流感病毒。　　　（下转第５页）

·２· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１



与 ＷＬＬ株、ＢＪ株和 ＨＫ株都高度同源，没有发生氨基酸序列

的改变。同样的方法可以比对３株广东地区人类博卡病毒的

全基因序列的ＮＰ和ＮＳ蛋白部分。因此，在后续的人类博卡

病毒蛋白的表达工作中，优先选择 ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖ

ＧＤ６２１为模板株进行表达。

３　讨　　论

呼吸道病毒感染病原学十分复杂，目前报道在儿童急性呼

吸道感染性疾病中，病毒感染主要病原为呼吸道合胞病毒、流

感及副流感病毒、人鼻病毒、腺病毒、人偏肺病毒和冠状病毒

等。还有一部分儿童的急性呼吸道感染，虽然认为是由病毒感

染引起，但是其病原并未被阐明［７８］。人类博卡病毒是２００５年

瑞典学者Ａｌｌａｎｄｅｒ等
［１］采用随机半巢式ＰＣＲ扩增，测序并结

合生物信息学方法对儿童急性呼吸道感染样本进行大规模筛

查而发现的一种新的细小病毒。

ＨＢｏＶ感染大多见于婴幼儿，一年四季均可发生，以冬春

季节为主，但不同国家报道的季节特征有所不同。ＨＢｏＶ的感

染主要引起儿童肺炎、支气管炎等，同时部分伴随上呼吸道感

染［９１０］。值得注意的是，美国关于 ＨＢｏＶ感染的报道中约有

７．１％的患者伴随有腹泻症状。最新的研究报道在腹泻患者的

粪便中可以检测到人类博卡病毒，粪便中检测出的高浓度人类

博卡病毒和星形病毒表明 ＨＢｏＶ是一种引起肠道疾病的病原

菌，正如人类博卡病毒是一种引起呼吸道疾病的病原体一

样［１１１２］。

为了对人类博卡病毒全面的认识，了解广东地区流行的人

类博卡病毒株的生物学特点。笔者首先从临床呼吸道感染的

标本中筛选出人类博卡病毒感染的阳性株，然后设计特异性引

物６条配成５对，采用半巢式方法通过３轮半巢式ＰＣＲ扩增

出人类博卡病毒的全基因序列，向 ＧｅｎＢａｎｋ提交克隆的全基

因序列获得基因登录号分别为 ＧＱ９２６９８１、ＧＱ９２６９８２ 和

ＧＱ９２６９８３，均属于人类博卡病毒 ＨＢｏＶ１型。最后对全基因

序列及相应的蛋白序列的在线比对分析：不同国家检出的

ＨＢｏＶ核苷酸序列都表现出高度的一致性，表明人类博卡病毒

是一种高度保守的病毒，而 ＨＢｏｖＧＤ５７１发生了部分氨基酸

序列的改变，在后续的人类博卡病毒相关蛋白的表达工作中，

我们优先选择 ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖＧＤ６２１为模板株进行

表达。随着测序工作的顺利完成，对人类博卡病毒的研究很快

由病毒的筛选和基因组测序转向病毒蛋白组学等后基因组学

的研究。
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