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从感染鼠脑中提取高纯度森林脑炎病毒E L ISA 抗原的研究

樊武舫 刘启富 李光平 朱德钟 (微生物学教研室 )

E L巧A 技术由于其高度敏感性和 特 异

性
,

已广泛应用于病毒血清学试验
。

但在虫

媒病毒中应用结果并不满意
,

主要因为虫媒

病毒在感染鼠脑中病毒滴度最高
,

但不易纯

化 (` )( ’ ) ,

而高纯度抗原为 E U S A技术的关键

因素
。

我们以森林脑 炎 (森脑 ) 病 毒 为 材

料
,

采用简易程序曾从感染鼠脑 中提取了高

纯度 E L IS A抗原
,

报导于后
。

材 料 与 方 法

一
、

毒 种

森脑病毒张株
。

从长春生物制品研究所引进第

13 代干燥毒种
,

经在 2 ~ 3 周龄健康小白鼠脑内接

种连续传 3 代后
,

取感染鼠脑
一

20 ℃保存备用
。

二
、

纯化程序

共分六个步骤
: ( 1 )将感染鼠脑制成 20 % 组织

匀浆 (所用液 体为 p H g
. 。溶液

,

内 含有 。 .

01 m ol

N a : H P O ` ,
o

.

i s m o l N a C I
,

用 N a o H调酸碱 度 至

p H g
. 。 )

,

置 4℃过夜 ; (2 )添加硫酸鱼精蛋白《上海生

化制药厂 ) 使最终 浓 度 3 m g / m l
,

置 4 ℃ l h
,

然

后以 1 6 0 0 0 x 9 4 ℃离心 s om i n ,

取上清作为 初 始

病毒液 , ( 8 ) 在上清中添加等体积的 10 % P E G
-

6 00 0 (上海化学试剂二厂 )
,

搅拌均匀后以 1 6 。。。

x g 4 ℃离心 30m i n ,

取沉淀 , ( 4 ) 在沉淀 物 中

加入病毒分 散 液 ( Z om m o l T r i s , o
,
i 3 m o l N a C I

-

i m m o l E D T A ) ,

将其吹打分散 ; ( 6 ) 在 离 心

管 ( 日立 s o P
一

7 离心机
,

R P S 2 7
一

2 转头 ) 中加入

20 %
、

30 %
、

40 %
、

50 %蔗糖溶 液 各 5 m l
,

然后

将已分散的病毒沉淀物加到 20 % 蔗搪液 表 面
,

经

2 7 0 0 0 r P m (约 12 0 0 0 0 x g ) 4 ℃离 心 7Om i n 后
,

从下到上以 1 m l量为单位取组分
,

自制的简易装取

样器见图 1 , ( 6 ) 对各组分进行H A试验
,

将H A

活性知 1
:

16 。 的各组分混合
,

在 p H g
.

。溶 液 中 4℃

透析7 h2
,

添加N a N 。至万分之一终 浓度
,

分 装后

4 ℃保存备用
。 1月 内抗原活性无明显变化

。

三
、

杭原

活 性及纯度 的

钡明定
·

1
。

血凝试

验 `H A ) 按

C l a r k e等 人 所

述 的 方 法 进

行
` 3 ’ 。

2
。

蛋白测

定 用弗 林酚

法
,

以 B S A 为

标准蛋白
。

3
。

H / P

`血凝活性 /单位

蛋白) 比值的计

算以 每毫 升 病

毒标本中所含的

H A 单位数 为分

子
,

以每 毫升 病

毒样本中所含的

蛋白毫克数为分

母
,

所求的商即

为 H / P比值 “ , 。

排气孔~

徽皮塞 ~

图 1 自制的装取样器

用时将其套在离心管口
,

使长

针头紧靠管底
。

装梯度溶液时
,

从

低向高浓度装 , 取样时从高向低

浓度取
,

注意在装取此装置时
,

要

垂直移动
,

并防止气泡
。

4
.

P F (纯化因子 ) 值的计算 以初始 病毒

液的H / P比值为分母
,

以纯化后的病毒样本的H / P

比值为分子
,

所得出商数即为 P F因子
。

P F 因子是

纯化程度的指标 “ , 。

5
。

E L巧 A 程序 微量间接法
,

按樊武舫等

人所述的方法进行 “̀ ’ 。

给 果

一
、

此化病毒杭原的回收率
以 H A 活性为指标

,

连续试验三次以上
。

每次

取感染鼠脑 30 个
,

制成 60 过 120 %脑悬液
, 、

经鱼精蛋

白处理离心沉淀后
,

得到约 40 “ 1上清 (初始病毒
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2 39

液 )
。

经测定 HA活性为 32 0单位 / m l
,

共含有 ” 8 00

H人单位
。

经 P E G
一
6 0 00 浓缩后

,

得到 3
.

s tn l病毒悬

液
,

H A活性为 2 5 6。 单位 / m l
,

共计 8 9 6 o H A 单

位
,

H A活性 回 收 率为 7 0% ( 5 9 6 0 / 1 2 5 0 0 )
。

经

蔗塘密度梯度离心纯化后
,

得到含有 H A 活性的组

分共 I l rn l
,

平均 H A活性为64 。单位 / m l ,

共计 7 04 。

H A单位
,

H A 活性回收率为 7 5
.

5 % ( 7 0 4 0 / 5 9 6 0 )
。

占初始病毒液H A活性总数 的 5 5% ( 7 0 4 0八 2 5 0 0 )
。

森脑病毒 H A 活性在蔗糖密度梯度溶液中的分布见

图 2
。

二
、

病毒抗原的纯化程度

试 验以 P F因子作为病毒抗原的纯化指标
。

用

弗林酚法测定不同样本的蛋白含量
,

参考各样本相

应的 H A活性
,

结果发现在初始病毒液中
,

蛋 白含

量为2 5
.

7m g / m l
,

H / P比值 为 22
.

5 ( 3 2 0 / 2 5
.

7 )
。

在经 P E G
一
6 0 00 浓缩的病毒液中

,

蛋白含量为 1 1
。
2

m g / m l
,

H / P 比值为2 28
。
6 ( 2 5 6 0八 i

。
2 ) ,

以 初

始病毒液为基准
,

P H因子为2 0
.

4 (2 28
.

6八 2
.

助
。

经蔗糖密度 梯度离 心纯化后
,

病毒液的 蛋白含量

为o
.

i s m g加 l
,

H / P比值 为 4 2 66
。

7 ( 6 4 0 / 0
.
1石)

。

勺

与经 P E G
一

6 0 0 0 浓缩 过的样本比 较
,

P F 因子为

15
.

7 “ 2 6 6
.

7 / 2 2 5
。
6 ) , 与 初始病毒液比较

,

P F

因子为 341 ( 4 2 6 6
.

7八2
.
5 )

。

本 结果提示 病毒抗

原纯度提高了 3 00 倍以上
。

J
:
写l合D

1 1盆. 0

.
妙

盛 , ` , , 1 JO l l J 2 13 I 4 1 5

祛抽 密皮仲度禽心姐分乌号 ` 1 . 1 / 每组分 )

图 2 森脑病毒在蔗糖密度样度溶液 中

的H A 活性分布 ( 1 2 0 0 0 x g 7 0m i n 离心 )

1 ~ 15 组 分按蔗塘浓度从低到高依次排列
,

其中 1 ~ 6 组分相当于 z0 %蔗糖
, 6 ~ 10 组分相当

于30 %蔗糖
,

1 1~ 1 5组分相当于 40 %蔗糖
。

从图中

可以看到 H A 活性集中在 30 %蔗搪溶液内
。

三
、

用于 E IL S A试验的效果

用纯化的病毒抗原和正常鼠脑对照抗原分别包

被固相微孔板
,

然后反复检测同一份阳性参考血清

( C F T 效价 i
:
6峨

,

H IT 效价 i : 1 6 0
,

系 病人 血

清 )
。

结果表明
,

病毒抗原与 1 : 1。。阳性血清的反

应 O
。

D值为 l
。

46
,

对照抗原与 1
: 1 0。阳性血清的反

应 O
.

D 值为 。 .

15
,

P / N值> 7
. 。 。

阳性血清与病毒

抗原的终点反应滴度为 1
: 6 4。。 ,

与对照抗原 的 终

点反应滴度 < i : 100 (以 O
。

D》 O
。
2 作为阳性反应

最低界线 )
。

本文所述的纯化病毒抗原建立了检测森脑病毒

特异 I g G 抗体的间接 E L IS A系统
,

并对 109 份血请

标本进行了检测
。

结果表明E L IsA 比 C F T 和 H I T

分别多检出 15 份和 7 份阳性标本
,

符合 率 分 别 为

9 3
.

6%和 5 6
.

2%
,

相关非常 显 著 仃 e ; r ” o , 8 , 12
,

Y IH T = 。 .

95 50 )
。

E L sI A检出滴度分 别 是 C F T 的

5 0~ 2 0 0倍
,

是H I T的 10~ 5 0倍“ ’ 。

使用相同的纯化病毒抗原
,

建立了检测森脑病

人特异 I g M抗体的 E L ISA系统
,

亦取 得了满意的

效果
。

试验表明
,

使用 30 个感染鼠脑一般可获得 3o m l

左右经透析后的纯化抗原
。

在致敏 E L IS A 固 相载

体时
,

至少还要稀释6Q 倍以上
。

按每孔抗原包被量

。 .

2 m l计算
,

可包被 9 。。。孔
,

按市售的 4。孔酶联板

计算
,

可包被 2 20 余块
。

平均每个感染鼠脑制备的

纯化病毒抗原可包被 , 块酶联板
。

试验在纯化的各步骤均设立了正常鼠脑对照
,

未发现其 H A 活性
,

这与血清学试验是一致的
。

经

蛋白含量测定
,

正常鼠脑经本法纯化后
,

相应蔗糟

组分中的蛋白含量为 2 5林g / m l
,

而感染鼠脑经纯化

后
,

相应蔗塘组分中的蛋白含 量 为 15。拼g / m l ,

提

示后者所含的纯病毒组分约为 1 25 “盯 m l 左右
,

约

占总蛋白量的 85 %
。
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