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亚甲基蓝光化学法对全血中人免疫缺陷 Ⅰ型病毒的灭活研究
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　　提　要:目的　观察不同浓度的亚甲基蓝(methylene blue , MB)与可见光联合作用对全血中人免疫缺陷 Ⅰ型病毒

(HIV-1)的灭活能力。方法　以 HIV-1 为试验病毒 ,通过 MB与可见光(640 nm)单独及联合作用于含病毒的模拟全血 , 采用

MT4 细胞感染法评价病毒的灭活效果。结果　当全血中 MB 含量分别为5 、10、15μmol/ L时 ,以 40 000 Lux强度的可见光分

别照射 30、20 、10 min ,可完全杀灭试验滴度为 105.78 TCID50HIV-1 病毒。结论　亚甲基蓝光化学法可高效灭活全血中 HIV-1

病毒。
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　　Abstract:Objective　To observe the ability of inactivating human immunodeficiency virus type 1(HIV-1)in

whole blood by visible light combination with methylene blue (MB)at different concentrations.Methods　HIV-1

was used as the test virus.The contaminated blood was treated by MB , visible light(640 nm), combined with MB

and visible light(640 nm).The test of MT4 cell infection was used to evaluate the virus inactivation efficacy.Re-

sults　After being treated by MB at the concentrations of 5 , 10 , and 15μmol/L , and then irradiated respectively by

visible light(40 000 Lux , 640 nm)for 30 , 20 , and 10 min , all the added indicated virus at the titer of 105.78

TCID50 of HIV-1 could be inactivated absolutely.Conclusion　Methylene blue photochemical method can inactivate

HIV-1 in blood effectively.
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　　临床上用血的安全性问题日益受到普遍重视 。据

WHO统计 ,全球 5%～ 10%的人免疫缺陷病毒(human

immunodeficiency virus , HIV)感染源于输血或血制品 ,

经输血途径传播 HIV的危险性依然很高
[ 1]
;有研究表

明 ,一次输血所致 HIV-1 、HIV-2 感染的危险性分别为

1/106与 1/108[ 2] 。目前 ,随着 HIV 在我国传播速度的

加快 ,HIV威胁我国输血安全已成为迫在眉睫的现实

问题 ,而常规的血清学方法难以检出处在“窗口期”的

感染的 HIV病毒 ,因此寻找有效的对血液中感染病毒

进行灭活的方法 ,是保证临床用血安全的重要措施。

本实验以HIV-1为模型病毒 ,通过 MB 与可见光单独

及联合作用于 HIV 污染血液 ,观察其灭活效应 , 结
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果报告如下。

1　材料和方法

1.1　主要试剂材料
　　抗凝全血购自中国人民解放军 307 医院输血科 , 为正常新

鲜全血 , 4 ℃冰箱保存备用。MB 购自 Sigma公司 , 将其配成生

理盐水贮存液 ,避光保存备用。使用芸香叶苷(上海生工)做血

液成分保护剂。细胞培养液为 RPMI1640 培养基(美国 Gibco-

BRL公司)补加 10%热灭活新生牛血清 , 含 106 U/ L青霉素 、100

mg/ L链霉素和 5 mol/ L Hepes。实验用光源为德国Magazin 投影

仪灯 ,光照强度使用北京师范大学光电仪器厂照度计(ST-80C)

测量 , 样本使用旋涡式微量振荡混匀器(北京海淀医疗仪器厂)

混匀。实验照度 40 000 Lux ,实验温度 22 ～ 24 ℃。

1.2　实验用细胞与病毒
　　本实验在军事医学科学院全军艾滋病检测中心生物安全

Ⅲ级(biological safety level 3 , BSL-3)实验室内进行。细胞采用

MT4 细胞 ,系携 HTLV的传代人 T 淋巴细胞(引自日本);病毒为
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HIV-l B3亚型(引自美国)经实验室传至 21 代 , 病毒滴度 8.0

LogTCID50。

1.3　样品的制备
　　取抗凝全血 45 ml , 按 9(全血)∶1(病毒原液)的容量比接种

病毒 ,混匀后分别配制成终浓度为 0、5、10、15 μmol/ L MB 含病

毒全血 ,加入芸香叶苷使其在全血中终浓度为 0.35 mmol/ L , 此

时混合血液中HIV的滴度为 7.0 LogTCID50。同时 ,另取取抗凝

全血 4.5 ml ,加入 0.5 ml病毒原液 , 使 HIV在血液中的滴度为

7.0 LogTCID50 , 不加入MB 和芸香叶苷 ,作为对照组。

1.4　MB与可见光单独作用对全血中 HIV-1灭活效果

观察

　　将含病毒的全血加入 16孔细胞培养板中 ,每孔 0.6 ml。将

此 16孔板置于旋涡式振荡混匀器上按适当频率振荡 , 同时在

40 000 Lux 照射强度下作用 0、10 、20、30 min , 对处理样本进行病

毒滴度测定。将终浓度为 15 μmol/ L MB 的含病毒全血加入 16

孔细胞培养板中 , 每孔 0.6 ml , 将此 16 孔板置于旋涡式振荡混

匀器上按适当频率在避光条件下振荡 0 、10、20、30 min 后 ,对处

理样本进行病毒滴度测定。

1.5　MB与可见光联合作用对全血中 HIV-1灭活效果

观察

　　将终浓度为 5、10 、15μmol/ LMB 的含病毒全血 , 各取0.6 ml

加入16 孔细胞培养板中。将此 16孔板置于旋涡式振荡混匀器

上按适当频率振荡 ,同时在 40 000 Lux 照射强度下作用 10、20、

30 min , 对处理样本进行病毒滴度测定。

1.6　处理样本病毒滴定
　　按照卫生部消毒技术规范(2002 年版)操作。先在 96 孔细

胞培养板各孔中 ,加入 100 μl用培养液制备的 MT4 细胞(含细

胞4×105/ml)。 取实验组与对照组样本做 1∶10 系列稀释 , 从

10-1至 10-7。取稀释好的样本 100 μl/孔滴上述 96 孔细胞培养

板 ,每个稀释度平行做 4 孔。 37 ℃、5%CO2 培养箱培养 , 于滴

定后第 3 天补加 50 μl新鲜培养液 ,逐日观察记录细胞病变状

况至第 7天 , 对未见病变细胞盲传 3代后 , 计算 TCID50 。试验重

复 3次。

1.7　灭活实验结果判定
　　MB 与可见光的协同增效作用以 T/ E 值判定。 T 为两因素

单独作用时实测存活率的乘积 , E 为两因素共同作用时实测存

活率。 T/E<1 为拮抗作用 , T/E=1 为相加作用 , T/ E>1 为增

效作用
[ 3]
。

2　结果

2.1　培养 7 d后细胞形态

　　在倒置显微镜下可见 ,未病变MT4 细胞呈集落生长 , 细胞颗

粒均匀 ,轮廓清晰(图 1)。病变细胞也呈集落生长 , 但明显可见

被感染细胞融合, 出现多核巨细胞, 发生“空泡样”病变(图 2)。

2.2　可见光与MB单独作用全血中HIV-1病毒的灭活

效果
　　如表 1所示:阳性对照组病毒滴度为 5.78 LogTCID50;以照

度为 40 000 Lux可见光单独作用全血 10 ～ 30 min , 全血中 HIV-1

病毒滴度未见明显下降。 而单独以终浓度为 15 μmol/ L的 MB

作用全血 10～ 30 min 全血中 HIV-1 病毒滴度最高仅下降 0.34

个对数级。

图 1　未病变细胞形态

Fig 1　Normal morphology of MT4 cells

图 2　病变细胞形态:MT4细胞融合肿胀 ,形成多核巨细胞

Fig 2　Pathological changes of MT4 cell s:MT4 cells formed multinucleate

giant cells after fusion and swelling

表 1　40 000 Lux可见光与 15μmol/L MB单独作用对全血中 HIV-1病

毒的灭活效果

Tab 1　Inactivation efficacy of HIV-1 in blood treated by visible light

at the intensity of 40 000 Lux andMB at the dose of 15μmol/

L , respectively

Exposed time(min)
Titer after inactivation by
visible light(LogTCID50)

Titer after inactivation
by MB(LogTCID50)

0 5.78 5.78

10 5.61 5.50

20 5.57 5.72

30 5.78 5.44

The temperature:22～ 24 ℃;Results:Means of tests for 3 times;Titer of

HIV-1 positive control:5.78 LogTCID50

2.3　MB与可见光联合作用对全血中HIV-1病毒的灭

活效果

　　当全血中MB 含量分别为 5、10 、15μmol/ L时 ,以 40 000 Lux
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强度的可见光分别照射 30、20 、10 min , 可完全杀灭实验滴度为

10
5.78

TCID50HIV-1 病毒。各剂量组的平均灭活对数值>5.00。

阳性对照组的病毒滴度为 5.78 LogTCID50。由实验可看出 , 当随

着MB 浓度的增加 ,完全灭活病毒所需要的时间减少。在实际

应用中 ,其最佳灭活病毒的条件应根据实际情况以及结合下一

步MB 的急 、慢性毒性试验进一步确定 。结果见表2。

表 2　MB与可见光联合作用对全血中 HIV-1病毒的灭活效果

Tab 2　Inactivation efficacy of HIV-1 in blood treated by combined

visible light and MB

Titer after inactivation by MB
photochemical methods(LogTCID50)Concentration of MB

(μmol/L)
Intensity of light

illumination(Lux) 10 min 20 min 30 min

5 40 000 4.67 3.33 0

10 40 000 3.78 0 0

15 40 000 0 0 0

The temperature:22～ 24 ℃;Results:Means of tests for 3 times;Titer of

HIV-1 positive control :5.78 LogTCID50

　　当全血中MB 含量为 5、10 μmol/ L时 ,与 40 000 Lux可见光

联合作用 10 min 的 T/ E 值分别为 12.93、98.84;当全血中MB 含

量为 15μmol/ L ,联合作用 10 min的 T/ E 值大于 105 。结果说明

这两种因素联合作用具有明显的协同增效作用。

3　讨论

　　亚甲基蓝(MB)属酚噻嗪衍生物 ,是一种光敏染

料。亚甲蓝分子在水溶液中带有阳性电荷 ,与带有阴

性电荷的脂包膜病毒具有高度亲和能力 。在波长为

600 ～ 700 nm可见光照作用下 ,亚甲基蓝分子被激发产

生单线态分子氧 ,这种单线态分子穿透病毒外壳 ,通过

与病毒核酸的鸟嘌呤碱基结合而影响而使核酸产生缺

口 ,引起核酸链的断裂或导致碱基位点丢失 ,从而阻止

其复制[ 4] 。此外 ,在有氧光照条件下产生的氧自由基 ,

对病毒核酸和膜蛋白也有破坏作用
[ 5]
。

　　亚甲基蓝光化学法灭活血液成分中病毒的技术在

欧美等发达国家开展多年 ,在国外已经开始应用于临

床[ 6] ,是一项比较成熟的技术 。其具有应用工艺简单 ,

对血浆中有效成分破坏小的特点 。此外 ,亚甲基蓝是

治疗氰化物和亚硝酸盐中毒的解毒剂 ,临床使用剂量

比血浆消毒的剂量要大数百倍 ,在毒理学方面对人体

是比较安全的。1992-1997年德国和瑞士已有 80万

单位的新鲜冰冻血浆(MB-FFP)经亚甲基蓝光化学法

灭活处理后应用于临床。近年来国内关于这种方法的

研究尚处于起步阶段 ,仅限于实验室的研究而未应用

于临床。

　　目前 ,国内外关于亚甲基蓝光化学法的研究和临

床应用主要针对血浆病毒的灭活 ,对于全血中病毒的

灭活方法国内外报道很少 。其原因可能是全血中红细

胞等固体成分多 ,难以被可见光均匀照射 ,使灭活病毒

作用明显降低。本实验采用增加可见光照射强度(比

国内外报道剂量高 1 ～ 2 倍),降低被照射血液的厚度

(2 ～ 5 mm),并在照射过程中使用旋涡式震荡仪 ,以适

当速度混悬血液 ,以提高光化学反应的均匀性 ,研究结

果显示 ,其灭活病毒的效果是完全的。为降低非特异

光化学反应对血液成分的损害 ,我们在血液中加入了

国际共认[ 7] 的适量芸香叶苷(rutin)成分作为光萃灭

剂 ,根据血液成分分析试验显示 ,在有效灭活血液中病

毒的同时 ,血液主要成分的含量和活性无明显变化(另

文报告)。这些结果说明 ,亚甲基蓝光化学法对全血中

HIV-1病毒灭活效果显著 ,有良好的应用前景。当然 ,

在临床应用之前 ,还有一系列的问题需进一步证实 ,如

经此方法处理的全血免疫原性变化如何 ?光照处理后

血液的保存时间及保存方法与常规操作有无差异 ?处

理的血液是否存在慢性毒性作用? 我们将继续开展这

些问题的研究。
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