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流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞中培养的条件优化


余钧池，陈柳军

（广西柳州市疾病预防控制中心　５４５００７）

　　摘　要：目的　探讨流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞中的最佳培养条件。方法　将流感病毒以吸附法和直接接种法接种在 ＭＤＣＫ

细胞上，比较接种效果；选择最佳病毒接种方案，分别通过调整细胞培养时间、培养温度、病毒生长液胎牛血清浓度、胰酶浓度、病

毒接种量和染毒传代次数来优化选择最佳培养条件。结果　直接接种法的培养效率较高；流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞中培养的最佳

收获时间为９６ｈ；最佳培养温度为３５．５℃；胎牛血清对病毒的增殖有明显的抑制作用；病毒生长液含有终浓度为２．５μｇ／ｍＬ的胰

酶可提高病毒血凝效价；用于流感病毒培养的ＭＤＣＫ细胞的传代次数不宜超过４代。结论　流感病毒在ＭＤＣＫ细胞中最佳培养

条件是：在病毒生长液环境下直接接种流感病毒，放置３５．５℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养９６ｈ后收获。其中病毒生长液中无胎牛血

清、胰酶终浓度为２．５μｇ／ｍＬ。
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　　流感是全世界最严重的呼吸道传染病之一，其发病率和病

死率极高［１］。流感病毒的分离与鉴定是当今诊断和研究流感

的主要手段［２］。利用 ＭＤＣＫ细胞培养、增殖和分离流感病毒

的方法已广泛地应用于流感病毒研究、监测及疫苗生产等工

作，使用 ＭＤＣＫ细胞分离得到的流感病毒，抗原性和基因特性

比鸡胚分离得到的病毒更接近于原始采集标本［３］。因此，运用

ＭＤＣＫ细胞分离流感病毒是我国流感监测网络实验室检测流

感病毒的主要手段之一。本文通过比较不同培养条件下，使用

ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的效果，以摸索出流感病毒在本实

验室 ＭＤＣＫ细胞上的最佳分离培养条件。

１　材料与方法

１．１　细胞和病毒　ＭＤＣＫ细胞由广西自治区疾病预防控制

中心病毒所惠赠，为第１２代；Ａ１代表季节性流感 Ｈ１Ｎ１；Ａ２

代表季节性流感 Ｈ３Ｎ２；Ａ３代表甲型 Ｈ１Ｎ１；Ｂ代表Ｂ型（Ｖｉｃ

ｔｏｒｉａ）。实验过程中使用的病毒株，均为本实验室分离鉴定得

到，经国家流感中心或广西自治区疾病预防控制中心病毒所鉴

定确认。

１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ 基础培养基购自 ＨＹＣＬＯＮＥ公司，

ＤＨａｎｋ′ｓ溶液购自ＧＥＮＥＲＡＹ 公司，ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ、胎牛血

清（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司，１．５％人＂Ｏ＂型血来自本实验室。

１．３　流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上接种方法的比较

１．３．１　吸附法　将在４８孔细胞培养板中生长成致密单层

（７５％～９０％）的 ＭＤＣＫ细胞用ＤＨａｎｋ′ｓ溶液洗涤３次后，接

种１００ｍＬ流感病毒液，温和摇动数次，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱

中吸附１ｈ，取走接种物，用 ＤＨａｎｋ′ｓ溶液洗涤３次后加入

１ｍＬ病毒生长液，放置３５．５℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。

１．３．２　直接接种法　将生长成好的 ＭＤＣＫ细胞用ＤＨａｎｋ′ｓ

溶液洗涤３次后，每个培养孔中加入１ｍＬ病毒生长液，再接

种１００ｍＬ流感病毒液，放置３５．５℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。

以下实验均采用直接接种法。

１．４　流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上最佳收获时间的选择　将接

种了流感病毒的 ＭＣＤＫ细胞，放置于３５．５℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱中培养。每日观察细胞病变情况，分别于不同的时间进行收

获，收获之前将细胞放于－８０℃冰箱，冻融１～２次，按《国家

流感中心标准操作规程（修订版）》进行流感病毒的血凝（ＨＡ）

滴度检测。

１．５　流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上最佳培养时间的选择　将接

种了流感病毒的 ＭＣＤＫ细胞，分别放置于３４．０、３４．５、３５．０、

３５．５、３６、３６．５、３７．０℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养９６ｈ，收获后测

定病毒的 ＨＡ滴度。

１．６　胎牛血清对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的影响　将培养

好的 ＭＣＤＫ细胞涤３次后，接种流感病毒。病毒生长液中分

别含有为：０．０％、１．２５％、２．５％、５．０％、１０．０％、２０．０％的胎牛

血清和终浓度为２．５μｇ／ｍＬ的胰酶，放置于３５．５℃、５％ ＣＯ２

培养箱培养９６ｈ，收获后测定病毒的 ＨＡ滴度。

１．７　胰酶对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的影响　将培养好的

ＭＣＤＫ细胞涤３次后，接种流感病毒。病毒生长液中胰酶终

浓度分别为：０．０、１．２５、２．５、５．０、１０．０、２０．０μｇ／ｍＬ，放置于

３５．５℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养９６ｈ，收获后测定病毒的 ＨＡ滴

度。

１．８　流感病毒最佳接种量的选择　将各型流感病毒分别接种

１０、２５、５０、７５、１００、１２５、１５０、１７５、２００μＬ于培养好的 ＭＤＣＫ细

胞上，放置于３５．５℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养９６ｈ，收获后测定

病毒的 ＨＡ滴度。

１．９　流感病毒连续传代情况　将生长成致密单层的 ＭＣＤＫ

细胞用ＤＨａｎｋ′ｓ溶液洗涤３次后，接种流感病毒５０μＬ，放置

于３５．５℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养９６ｈ，收获的病毒液连续盲传

１０代，测定各代病毒的 ＨＡ滴度。

２　结　　果

２．１　两种接种方法的比较　根据实验结果发现，直接接种法

收获的病毒，其 ＨＡ滴度高于吸附法，结果如表１。同时，通过

实验操作步骤的比较，发现吸附法步骤比较繁琐，有增加潜在

污染的危险。

２．２　ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的最佳收获时间　测定不同

时间收获的流感病毒液的 ＨＡ滴度，绘制病毒增殖曲线图。

由图１可知，流感病毒经过９６ｈ增殖所得的 ＨＡ滴度最高，见
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图１。

２．３　流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上最佳培养温度　流感病毒在

３５．５℃培养时，得到的 ＨＡ滴度最高，如表２。

表１　　流感病毒两种接种方法 ＨＡ滴度比较

方法
流感病毒两种接种方法 ＨＡ滴度比较

Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ｂ

吸附法 １６ ８ １６ ４

直接接种法 ３２ ３２ ６４ １６

图１　　不同时间收获流感病毒的血凝效价

表２　　流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上最佳培养温度

培养温度

（℃）

温度对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的滴度

Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ｂ

３４．０ ４ － ２ －

３４．５ ８ ４ １６ ４

３５．０ １６ ８ ３２ ４

３５．５ ３２ ３２ ６４ １６

３６．０ １６ １６ ３２ ８

３６．５ ３２ ３２ ３２ ８

３７．０ １６ １６ １６ ４

　　－：无数据。

２．４　胎牛血清对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的影响　随着病

毒生长液中胎牛血清浓度的升高，流感病毒的血凝效价明显下

降，见表３。

表３　　血清对流感病毒在 ＭＣＤＫ细胞上增殖的影响

血清浓度

（％）

血清对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的滴度

Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ｂ

０．００ ３２ ３２ ６４ １６

１．２５ ８ １６ １６ ８

２．５ ４ ８ － ２

５．０ － ４ － －

１０．０ － － － －

２０．０ － － － －

２．５　胰酶对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的影响　病毒生长液

中含有终浓度为２．５～５．０μｇ／ｍＬ的胰酶时，可以较明显的提

高流感病毒血凝效价，提高 ＭＤＣＫ细胞病变程度；当胰酶终浓

度为１０．０μｇ／ｍＬ时，血凝效价明显下降，见表４。

２．６　流感病毒最佳接种量　流感病毒接种量为５０μＬ时，得

到的 ＨＡ滴度最高，见表５。

２．７　流感病毒连续传代情况　流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上经

过连续传代，在第３、４代达到最高 ＨＡ滴度，此后再传滴度出

现下降，到第７、８代滴度开始出现阴性，见表６。

表４　　胰酶对流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上增殖的影响

胰酶浓度

（μｇ／ｍＬ）

胰酶对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的滴度

Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ｂ

０ ８ １６ １６ ８

１．２５ １６ ３２ ３２ １６

２．５ ３２ ３２ ６４ １６

５．０ ３２ ３２ ６４ １６

１０．０ １６ １６ ８ ４

２０．０ ４ ４ ４ ２

表５　　接种量对流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上增殖的影响

接种量

（μＬ）

接种量对 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的滴度

Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ｂ

１０ １６ １６ ８ ８

２５ １６ １６ １６ ８

５０ ３２ ３２ ６４ １６

７５ １６ ３２ ３２ １６

１００ １６ １６ １６ ８

表６　　传代对流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上增殖的影响

代数
ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒的滴度

Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ｂ

第１代 ８ １６ ８ ８

第２代 １６ １６ ３２ ８

第３代 ３２ ３２ ６４ １６

第４代 ３２ ３２ ６４ １６

第５代 １６ １６ ３２ ８

第６代 ８ １６ １６ ４

第７代 ４ ８ ４ －

第８代 － ２ － －

　　－：无数据。

３　讨　　论

使用 ＭＤＣＫ细胞分离流感病毒的实验方法，是常规流感

检测及病毒研究的关键技术［４］，由于不同的 ＭＤＣＫ细胞株均

有各自的生长特点，流感病毒对其侵袭力及在该细胞上的繁殖

条件均有所差异。因此，对本实验室使用的 ＭＣＤＫ细胞针对

培养流感病毒开展最适培养条件优化研究，既能提高流感病毒

的分离率，又能节省人力、物力，提高工作效率。

流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上培养，先吸附后加病毒生长液

的吸附接种法既费时又费力，同时会增加污染的可能性，而将

病毒液直接接种到病毒生长液的直接接种法，即减少实验操作

步骤又可降低潜在污染。同时，通过实验的比较，发现直接接

种法的培养效率比吸附法高，较适合本实验室流感病毒的分离

培养。
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流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞上连续培养，前３～４代流感病毒

的 ＨＡ滴度逐渐提高，之后随着传代次数的增加，流感病毒

ＨＡ滴度逐渐下降并最终消失。其原因可能是流感病毒经过

多次传代后，细胞的产物积累在生长液中，不利于细胞生长，从

而减少子代病毒的含量［５］。因此，在病毒培养过程中应尽量减

少细胞的传代次数。同时，病毒接种量也要适中，接种量太少，

流感病毒对 ＭＤＣＫ细胞的侵袭力不够，得不到滴度高的病毒；

接种量太高，会产生大量不具有感染性的不完全病毒颗粒［６］。

使用 ＭＤＣＫ细胞培养流感病毒过程中，加入一定量的胰

酶可将没有感染性的非裂解型血凝素变成有感染性的血凝

素［７］，少量的胰酶有助于流感病毒的增殖［８］。同时郭元吉等［６］

也指出，胰蛋白酶类物质能提高细胞病变程度，增加空斑数，加

大空斑的直径和提高清晰度，提高病毒收获量。然而，在 ＭＤ

ＣＫ细胞中不存在该酶类，因此在病毒繁殖时，加入适量的胰

酶，能补充该细胞蛋白酶的不足，提高病毒 ＨＡ的裂解。实验

表明，胰酶浓度过高，细胞过早脱落，浓度过低又无相应作用，

病毒生长液中胰酶终浓度为２．５～５．０μｇ／ｍＬ时，可以明显提

高流感病毒的 ＨＡ滴度，提高细胞病变程度。在不影响流感

病毒的分离培养又能节约成本的原则下，建议本实验室使用

２．５μｇ／ｍＬ的胰酶。

因胎牛血清中含有某些抗胰酶物质，可减弱甚至丧失胰酶

分解蛋白的作用，此外血清中还含有一些物质，能覆盖在细胞

膜的病毒受体上，降低或影响病毒对细胞的感染［９］。本实验表

明，随着病毒生长液中胎牛血清浓度的增大，细胞病变速度减

慢，病毒的 ＨＡ滴度下降明显。因此，在病毒的生长液中不能

含有胎牛血清，在接种病毒前细胞也应充分冲洗干净，尽量去

除细胞中残留的胎牛血清。

总之，通过以上实验分析，发现流感病毒在 ＭＤＣＫ细胞中

最佳培养条件是直接接种流感病毒于病毒生长液，放置

３５．５℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养９６ｈ。其中病毒生长液中无胎

牛血清、胰酶终浓度为２．５μｇ／ｍＬ。含有流感病毒的细胞传代

次数应控制在４代以内。收获流感病毒前，将细胞反复冻融

１～２次，可提高病毒的 ＨＡ滴度，收获的病毒应放置于－８０

℃冷冻保存。
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血清超氧化物歧化酶检测方法评价及其在临床诊断中的应用价值探讨

施一帆，齐发梅△，韩平治，司玉春，贾彦娟，王爱霞，袁秀梅

（甘肃省人民医院 兰州７３００００）

　　摘　要：目的　对比色法测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的方法学进行评价，探讨血清ＳＯＤ活性在消化系统疾病、肾脏疾病、呼

吸系统疾病、烧伤整形、脑血管疾病、心血管疾病、２型糖尿病患者的血清水平变化及其临床应用价值。方法　用Ｏｌｙｍｐｕｓ５４００

全自动生化分析仪，对比色法测定血清ＳＯＤ活性试剂盒从精密度、准确度、线性、参考范围等方面进行评价。选择２０１２年１～８

月期间来该院就诊的已确诊住院患者２３８例作为病例组，健康体检人群８０例作为健康对照组，测定血清ＳＯＤ活性，数据用ＳＰＳＳ

统计软件进行分析。结果　测试数据表明，比色法测定血清超氧化物歧化酶活性的精密度、准确性、线性、回收率等主要性能指标

良好。消化系统疾病、肾脏疾病、呼吸系统疾病、烧伤整形、脑血管疾病、心血管疾病患者的血清ＳＯＤ活性水平低于健康对照组，

差异具有统计学意义（犘＜０．０１），２型糖尿病患者血清ＳＯＤ活性水平与健康对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　比

色法测定超氧化物歧化酶试剂精密度、准确性、线性、回收率等结果符合要求，说明试剂盒测定结果稳定，实测浓度和预测浓度一

致，具有良好线性关系，完全满足临床需求，血清ＳＯＤ活性在心、脑血管疾病、肾病、肝脏疾病检测中具有良好辅助诊断价值。

关键词：ＳＯＤ；　方法学；　评价；　临床意义

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０１．０３９ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０１００９４０４

　　超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是以铜、锌、

锰或镍为辅因子，催化超氧化物通过歧化反应转化为氧气和过

氧化氢的一种酶，一种重要的抗氧化剂，与体内自由基含量成

负相关［１］。许多物理、化学、生物因素都可诱发产生大量的自

由基，自由基以各种方式造成组织急性或慢性损伤［２］。所以，

了解自由基的平衡状态，对于预防疾病，治疗疾病都有非常重

·４９· 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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