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　　提　要　目的: 建立一种用短波紫外线 ( UVC)与交联淀粉碘 ( CSI)联用的血浆消毒实用模型。 方法:设

计并制作了血浆消毒模型。用辛德比斯病毒 ( SV )作为试验病毒 ,通过细胞感染试验测定模型的灭病毒效果。

采用免疫化学技术观察被处理血浆中 IgG的活性变化。结果: 含病毒血浆首先经剂量为 9 860 J/m2的 UV C

照射后 ,再流经 CSI柱时 ,血浆在 CSI柱内的滞留时间越长 ,其病毒的滴度越低 ,在滞留时间为 120 min时 ,

血浆中的病毒灭活达 6. 78个对数级。而此时 ,血浆中 IgG的抗原和抗体活性无明显变化。结论: UV C与 CSI

联用技术的血浆消毒模型能有效灭活 SV病毒 ,不损害血浆中抗体成分的活性。
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　　血液及其制品的病毒污染问题已得到广泛关注 ,

寻找能有效灭活其病毒的方法是一项迫切的任务。 短

波紫外线 ( UV C)和碘复合物 ( IC)对脂质包膜病毒和

非脂质包膜病毒均有良好的灭活作用 [1～ 3 ]。 我们的研

究也发现 , UV C和 IC的灭细菌和灭病毒作用受蛋白

成分的影响很小 ,当血浆经一定剂量的 UV C照射后

再经 IC作用时 ,其中病毒的灭活可以达到最好的效

果 ,而血浆中多数成分维持在正常范围
[4～ 6 ]
。根据这些

结果 ,我们制作了 UV C与交联淀粉碘 ( CSI)联用消毒

血浆的实用模型并测定和观察了其灭病毒效果和被处

理血浆中 IgG的活性变化。

1　材料与方法

1. 1　实验细胞和病毒
　　 BHK-13细胞 (中国仓鼠肾细胞 )和 SV (辛德比斯病毒 )均

由中国医学科学院病毒研究所引进。

1. 2　主要器材
　　 UV R-254型紫外线强度测定仪 (日本 , TOPCON公司产 )

　　短波无臭氧紫外线灯 (北京四环卫生药械厂产 )

　　 340-2型全自动酶联仪 (日本 , Flow Labs公司产 )

1. 3　主要试剂
　　 CSI(本室制备 )

　　人新鲜血浆 (第三军医大学附属西南医院输血科和解放军

　　 　熊鸿燕 ,女 , 36岁 ,副教授 ,博士

输血中心提供 )

　　麻疹病毒抗体、风疹病毒抗体、腮腺炎病毒抗体等酶联免

疫试剂盒 (德国 Human生物工程有限公司产品 )

　　 HBV抗体 ( IgG)酶联免疫试剂盒 (上海科华实业生物技术

有限公司产品 )

　　羊抗人 Ig G血清 (军事医学科学院流行病微生物研究所产

品 )

1. 4　细胞培养和病毒滴定
1. 4. 1　 BHK-13细胞的培养　　 BHK-13细胞采用 DM EM培

养液进行培养。培养箱中 CO2浓度为 5%。正常细胞经 0. 25%

胰蛋白酶消化后接种传代。 24～ 28 h后可形成单层细胞。

1. 4. 2　 SV的增殖与滴定　　①增殖: 将 SV原液用 D-Hank

液 10倍稀释。取 2 m l稀释液加入长满单层 HBK-13细胞的 40

cm2细胞培养瓶内 ,摇匀 , 37°C下吸附 2 h,弃上清液 ,再加入 10

ml培养液继续培养。当细胞病变效应 ( CPE)达 以上时收集细

胞悬液 ,存放于 - 70°C。②病毒的浓缩和滴定: 收集的病变细胞

悬液在 - 20°C反复冻融 3次 , - 4°C下离心 ( 5 000 r /min, 10

min)。 将上清液用聚乙二醇 ( PEG)粉包埋 , 4 h后用 1 ml离心

管分装浓缩的病毒悬液 ,置 - 70°C冻存。滴定时 ,采用组织培养

半数感染量法 ( Tissue cultur e infection dose, TCID50 ) ,根据

Reed-M uench方法计算病毒的 TCID50[7 ]。

1. 5　血浆中病毒的模拟实用灭活试验
　　我们设计并由北京颐和园玻璃仪器厂制做了 UVC与 C SI

联用的血浆消毒器 ,见图 1。紫外线灯灯筒内的 UVC辐照度值

为 5 478μW /cm2。石英玻璃管管径为 0. 5 mm。在石英玻璃螺旋

管中心 ,用冰块控制温度于 18～ 20°C。
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图 1　血浆消毒器示意图

Fig 1　 The diagram of the device for disinfection of plasma

　　将 30 ml含病毒血浆以一定速度通过 UV C照射的石英玻

璃螺旋管 ,再以不同速度通过装有 3. 0 g CSI的玻璃柱 (直径

1. 2 cm,高 7. 0 cm)。将血浆通过石英玻璃螺旋管的速度控制在

以管内某点在 3 min内通过其全程的恒定速度为准 ,使其被照

射剂量为 9 860 J/m2。 控制血浆流出 CSI柱的速度 ,使其在柱

内滞留时间分别为 15、 20、 30、 60、 120 min。 处理前后分别收集

血浆 ,作病毒含量测定。 试验重复 3次。

　　结果判断: 含病毒血浆吸附细胞后 ,连续 7 d无 CPE者为

阴性。 对可疑细胞进行传代 ,再连续培养 7 d,无 CPE者为阴

性。 按 TCID50方法计算病毒减少量对数值。

　　病毒减少量对数值= 对照组病毒含量对数值 -试验组病

毒含量对数值。

1. 6　血浆中 IgG的变化

1. 6. 1　 Ig G微量免疫电泳分析　　将经 UVC与 CSI联用法

消毒的血浆作为试验样品 ,以未经消毒处理 ,在室温下放置 120

min的正常血浆作为对照样品。 按微量免疫电泳方法进行实

验。 观察抗原抗体复合物沉淀带 ,以判断血浆中 IgG的聚散变

化。

1. 6. 2　 Ig G火箭电泳分析　　将经 UV C与 CSI联用法消毒

的血浆作为试验样品 ,以未经消毒处理 ,在室温下放置 120 min

的正常血浆及其稀释 2、 4、 8和 16倍的血浆液为对照样品。 按

火箭电泳方法进行实验。 观察火箭沉淀峰的面积 ,判断血浆中

IgG的抗原活性变化。

1. 6. 3　 ELISA测定血浆中多种 IgG抗体活性　　将经 UV C

与 CSI联用法消毒的血浆作为试验样品 ,以未经消毒处理 ,在

室温下放置 120 min的正常血浆作为对照样品。按试剂盒说明

书测定血浆中麻疹病毒、风疹病毒、腮腺炎病毒和乙型肝炎病

毒等 4种 Ig G抗体活性。

　　样品均平行测定 3个。 试验同时设空白对照 2个 ,阴性对

照 2个、阳性对照 2个。

2　结果

2. 1　血浆消毒器对血浆中病毒的灭活观察
　　将血浆消毒器用于血浆中 SV的灭活时 , 30 ml含病毒血

浆首先经剂量为 9 860 J/m2的 UVC照射后 ,再流过 CSI柱。从

试验结果可见 ,在经 CSI柱的滞留时间分别为 15、 20、 30、 60、

120 min时 ,血浆中病毒分别减少 4. 22、 5. 11、 5. 00、 6. 34、 6. 78

个对数级 ,即随着流速的降低 (血浆在 CSI柱内滞留时间的增

长 ) ,病毒灭活程度明显增加 ,在滞留时间为 120 min时 ,血浆

中的病毒基本能完全灭活 (灭活病毒达 6. 78个对数级 )。

2. 2　血浆中 IgG的抗原活性和聚散程度分析

　　从免疫火箭电泳和免疫微量电泳的观察结果可见 ,在有效

灭活病毒处理的血浆中 ,与正常对照的血浆相比 , Ig G抗原抗

体沉淀带的形态和面积基本相同 ,说明其抗原活性分子的含量

和聚散程度无明显改变 ,见图 2、 3。

图 2　消毒血浆样本的微量免疫电泳

Fig 2　 The microimmunoelectrophoresis of plasma

1: Disinfected plasma; 2: No rmal plasma

图 3　消毒血浆样本的火箭免疫电泳
Fig 3　 The rocked immunoelectrophoresis

1: No rmal pla sma; 2: No rmal plasma ( 1∶ 2 diluted) ;

3: No rmal plasma ( 1∶ 4 diluted) ; 4: No rma l plasma

( 1∶ 8 diluted ) ; 5: No rmal pla sma ( 1∶ 16 diluted) ;

6: Disinfected plasma
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2. 3　血浆中 IgG抗体活性的变化分析
　　根据 ELISA试验分析 ,消毒血浆中抗 -HBs Ag-IgG、抗 -麻

疹病毒 -IgG、抗 -风疹病毒 -IgG和抗 -腮腺炎病毒 -IgG的滴度与

正常对照相比无下降 ,见表 1。相反 ,除抗 -HBsAg-IgG外 ,其它

抗体均有一定的增加。

表 1　血浆中各种 IgG抗体活性的变化

Tab 1　 The changes of activities of IgG in plasma

Tis ters of antig enic activiti es
An tigen

Cont rol Tes t

An ti-HBV-IgG 1∶ 256 1∶ 256

An ti-M easles vi rus-Ig G 1∶ 156 1∶ 512

An ti-Rubella vi rus-IgG 1∶ 64 1∶ 128

An ti-M umps vi rus-Ig G 1∶ 64 1∶ 128

3　讨论

3. 1　 UV C与 CSI的灭病毒机制

　　 UVC照射能显著提高化学因子对细菌的攻击力 ,

因为射线使菌膜的通透性破坏 ,减弱了细菌对环境中

化学因子的抵抗力 [8 ]。 因此 , UVC与 CSI联用对血浆

中病毒灭活的增效作用机制可能是病毒在经 UV C的

照射后 ,由于核酸的破坏 ,一部分病毒感染活性消除。

此时 ,残存抗性较强病毒的包膜和核酸均亦有一定程

度损伤 ,在进一步经 CSI的表面时 ,由于电荷移动络

合物的氧化作用 ,病毒活性进一步降低 ,以至消除。

3. 2　血浆成分的变化

　　消毒处理往往使血浆中蛋白质含量下降、蛋白分

子多聚体形成、蛋白分子降解、凝血因子活性降低、补

体活性降低、 IgG( IgM )活性降低 ,以及带来残留物质

的毒性作用和新抗原产生等问题。

　　我们的研究结果显示 ,被消毒血浆中的蛋白含量、

蛋白酶 (除乳酸脱氢酶外 )的活性 [4 ]、免疫球蛋白的抗

原和抗体活性等均无明显的变化 ,相反 ,有的 Ig G抗

体的滴度与正常对照相比有一定的增加 (这可能是由

于受理化因子处理后 IgG分子结构的变化增加了其

抗体活性 )。此说明 UVC和 CSI的联用在有效灭活病

毒的同时能保持大部分血浆中蛋白质的含量和功能 ,

此方法对血浆、白蛋白、球蛋白等血浆制品的消毒是有

适用性的。

　　血液成分中抗力最弱的是凝血因子 ,因此 ,消毒研

究中往往选其作为判断血液成分损害情况的指标之

一。 FⅧ 在血液的凝集过程中起着非常重要的作用。它

由两部分组成 ,即 FⅧ ∶ C主导的凝血功能和 FⅧ R

∶ Ag主导的血小板粘附功能 ,其中 , FⅧ R∶ Ag蛋白

还是 FⅧ∶ C蛋白的载体。我们的研究还证明联用消

毒法对 FⅧ ∶ Ag的功能保存较好 ,但能使 FⅧ∶ C活

性完全破坏 (另文报道 )。因此 ,是否将此方法用于凝血

因子制剂的消毒必须慎重考虑 ,有必要在对其它凝血

因子的功能进行探讨后作出结论。

3. 3　有待研究的问题

　　近年来 , HAV和 HPV在血液制品中的检出以及

所造成的流行已引起人们广泛重视 [9～ 13 ]。 HAV和

HPV均为非脂质包膜病毒 ,其蛋白包膜具有较高抗物

理、化学因子作用 ,增加了消毒难度 ,目前还无有效的

灭活方法。迅速建立有效灭活血液制品中脂质包膜病

毒、非脂质包膜病毒和耐热病毒的方法是预防血液制

品引起感染所亟待解决的问题。使用 UVC与 CSI联

用消毒法有望为灭活血浆中非脂质包膜病毒打开一条

通路。惜因时间限制 ,本课题尚未能进行对非脂质包膜

病毒杀灭效果的研究。

　　 UVC和 CSI的来源和制备较为方便 ,将其联用于

血浆中病毒灭活 ,有较好的实用价值。 为进一步将

UVC与 CSI应用于实际的血浆和血浆制品消毒中 ,还

必须进行更深入的系列研究 ,如 CSI吸附碘的稳定

性 , UV C与 CSI对血液中非脂质包膜病毒灭活的作

用、消毒后血浆的毒性和免疫原性作用 ,降低对血浆中

抗力较弱蛋白质的损害 ,消毒血浆的保存时间及其保

存后质量问题等均有待进一步得到解决。
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An experimental study of plasma disinfection with short wave ultraviolet

rays and cross-l inked starch iodine
Xiong Hongyan, Zhang Tinghui, Li Chengw en, Li Li ( Depar tment o f Epidemio lo g y, Third Milita ry Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To construct an effectiv e and practica l disinfecto r fo r pla sma disinfection with

sho r t w ave ultrav io le t ray s ( UVC) and c ross-linked sta rch iodine ( CSI) . Methods: A disinfecto r wa s de-

signed and constr ucted. Sindbis v irus ( SV ) wa s used to infect the blood cells. The infec ted plasma was tr ea t-

ed with UV C and CSI. In o rder to dete rmine the efficacy o f disinfection and the viability o f th e vir us, the

changes o f the Ig G activity in the t reated pla sma was measured with immunochemist ry technique. Resul ts:

After th e infec ted pla sma w as ir radia ted with 9 860 J/m2 UVC, the plasma flow ed thr ough a column o f CSI.

The longer the infec ted pla sma sta yed in the CSI co lumn, th e low er the titr ation concentration o f SV in the

plasma. When the infected plasma stayed in the CSI co lumn fo r 120 min, th e viability o f SV was r educed to a

deg r ee of log 6. 78. Simultaneously , no significant change o f the mo lecula r integ rity and activ ity o f IgG was

found. Conclusion: UVC and CSI could effectiv ely inac tiv a tion SV w ithout affecting the antibody activity in

the tr eated plasma.

　　 Key words　 UV C; iodine complex; inactiv ation of vir us; plasma

　　 (上接 580页 )

　　目前国内高压氧治疗小儿外伤性脑梗塞的报道极少 [3] ,文

献报道结果与作者的观察结果表明 ,高压氧对促进本病的早日

康复具有独到之处 ,表现在两个方面: ①缩短病程 ,本组 4例均

在 5周内恢复健康 ,最快 2周 ,而既往报道 [1, 2]单纯药物治疗 ,

痊愈一般需 4周到 6月 ;②恢复彻底 ,后遗症发生率低 ,本组 4

例无 1例残留后遗症 ,既往单纯药物治疗时 ,少数病人遗留神

经损害表现。高压氧治疗机制为:提高血氧含量与氧张力 ;增加

血氧弥散距离 ;刺激病灶区域内毛细血管新生 ,促进侧支循环

建立 ;减轻脑水肿 ,有利于改善局部缺氧状态 ,使濒死的脑细胞

重新恢复正常功能。

采用高压氧治疗时 ,应注意以下问题: ①必须使患儿配合

治疗 ,尽量采用纯氧舱、婴儿氧箱 ,只具备多人舱、面罩吸氧条

件时 ,应予主动供氧 ;进舱前根据患儿情况适当使用镇静剂。②

文献报道高压氧可使体内自由基增多 ,导致神经元等结构损

伤 ,损伤程度与高压氧压力、吸氧时间、疗程呈正相关 [4, 5] ,缺乏

维生素 E饮食饲养的大鼠经高压氧处置后 ,视网膜电流图 a

波、 b波消失 ,中心视网膜的外核层厚度显著变薄 [6 ]。因此 ,应根

据患儿年龄选择适宜的压力、吸氧时间与疗程 ,高压氧治疗期

间适当使用抗氧化剂 (维生素 E、 C等 )。

　　关键词　高压氧 ;小儿外伤 ;脑梗塞

　　中图法分类号　 R726. 5
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