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【摘要】 目的 比较 2种纯化浓缩鸡胚尿囊液中流感病毒方法。方法 将流感病毒鸡胚尿囊液分别采用蔗糖 

密度梯度离心法(sucrose—density gradient—centrifugation，SDGC)和红细胞吸附释放法(absorption and release—RBC， 

AR—RBC)进行纯化 ，收集纯 化病 毒测定血凝效价，比较 2种纯化方法。结果 SDGC法纯化病毒可在 3O 和 

45 蔗糖层面交界处的区带中检测到流感病毒，血凝效价为 l：2 560；用 AR—RBC法纯化病毒过程中用新鲜鸡红 

细胞出现了溶血现象，而用甲醛处理过的鸡红细胞则无此现象，血凝效价均为 l：2 560。结论 与 SDGC法纯化病 

毒比较，AR—RBC法是一种经济实用、操作简便并有较高纯化效率的方法，尤以甲醛处理过的鸡红细胞纯化效果最 

好 。 
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ABSTRACT：0b．jective To compare two methods for purification of influenza A virus in 

allantoic fluid of embryonic egg．M ethods Influenza virus in allantoic fluid of embryonic egg was 

purified using two methods which are sucrose—density—gradient—centrifugation(SDGC)method and 

absorption and release—RBC (AR—RBC) method． The hemagglutination titers of two purified 

viruses were tested to compare two purification methods．Results Using SDGC method．influenza 

virus was detected in the strand of 30 一 45 and the hemagglutination titer was 1；2 560
． 

Using AR—RBC method，the haemolytic phenomenon occurred in fresh cock S red blood cells but 

did not happen in red blood cells treated by formaldehyde． The hemagglutination titers about 

1：2 560 were observed in both methods．Conclusion Compared with SDGC，AR—RBC．especially 

using red blood cells treated by formaldehyde，is an efficient，economical and available method
．  

M eSH： influenza A virus，human； centrifugation， density gradient；absorption and 

release—RBC；chick embryo 

流感病毒是一种常见的呼吸道传播病毒，鸡胚 

培养和细胞培养是其实验室常用的培养方法。鸡胚 

培养具有病毒产量高，操作简便，经济实用等优点， 
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因此鸡胚培养是实验室培养流感病毒最常用的方 

法。然而从鸡胚中收集的病毒液存在纯度较低的问 

题，且常有鸡胚蛋白混杂。严重限制了其应用并对实 

验结果产生不利影响，所以鸡胚病毒液的浓缩纯化 

是制备流感疫苗及开展流感病毒的生物学特性、免 

疫学特性及分子生物学等研究的前提和基础。目前 

纯化病毒的方法主要有沉淀法、离心法和透析法等， 

其中超速离心法是应用最广泛的一种方法。超速离 
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心法可分为等密度梯度离心法和平衡密度梯度离心 

法，较常使用的梯度材料有蔗糖、甘油、氯化铯和重 

水等u一。氯化铯主要用于平衡密度梯度离心法，其 

价格昂贵、成本较高；蔗糖则用于等密度梯度离心 

法，因其溶于水，对核酸和蛋白质无不良影响，应用 

较为普遍。流感病毒包膜上镶嵌着 3种膜蛋白，分 

别为血 凝 素 (hemagglutinin，HA)、神 经 氨酸 酶 

(neuraminidase，NA)和基质蛋白 M2。HA以三聚 

体的形式存在于双层类脂膜上，可与特异性含唾液 

酸的受体结合，凝集多种动物的红细胞 一。根据流 

感病毒的这一特性可以使用红细胞吸附释放法来浓 

缩纯化流感病毒，该方法简单方便，浓缩效率较高， 

流感病毒损失较少，是一种浓缩纯化流感病毒较好 

的方法 。本文分别使用 了蔗糖密度梯度离心法 

(sucrose—density—gradient—centrifugation， SDGC) 

和红细胞吸附释放法(absorption and release—RBC， 

AR—RBC)浓缩纯化流感病毒，并将 2种方法进行比 

较 ，结果发现 2种纯化病毒效果都较好，但 AR—RBC 

操作更简便、病毒丢失量少、经济实用、便于推广。 

1 材 料 与 方 法 

1．1 材料：人流感病毒株 A／PR／8／34(H1N1)由中 

国疾病预防控制中心病毒病预防控制所国家流感中 

心提供，经复苏稀释后待用。无特定病原 (specific 

pathogen free，SPF)鸡胚由四川大学华西医学中心 

实验动物中心提供。 

1．2 实验方法 

1．2．1 鸡胚培养流感病毒：取 39℃孵化的 9日龄 

SPF鸡胚，每个鸡胚接种流感病毒稀释液 0．2 mL。 

继续孵化 48 h后收取鸡胚尿囊液并测血凝效价。 

1．2．2 SDGC浓缩纯化流感病毒：取血凝效价 1： 

2 560的流感病毒鸡胚尿囊液 50 mL，2 000 r／min 

离心 30 min，去沉渣。然后 30 000 r／min超速离心 

1 h，弃去上清(另外收集该上清液测血凝效价)，在 

残留沉淀物中加入 0．5 mL pH 7．2的PBS，充分混 

匀，4℃过夜。在离心管 中依次加入 2 mL 60 、 

4 mL 45％、4 mL 30％ 蔗糖溶液形成密度梯度，将 

样品平铺于最上层，20 000 r／min离心 t h。离心后 

用注射器各层面取样进行血凝效价检测。 

1．2．3 AR—RBC浓缩纯化流感病毒 

1．2．3．1 新鲜鸡红细胞浓缩纯化流感病毒：取血凝 

效价为 1：2 560的流感病毒鸡胚尿囊液 15 mL， 

2 000 r／min离心 30 min后去沉渣，收集上清液。 

取 300“L 50 新鲜鸡红细胞加入该上清液中，混 

匀，置 4。C下 40 min。1 500 r／min离心 10 min后 

弃去上清(另外收集该上清液测血凝效价)。残留沉 

淀物中加入 500“L生理盐水，37℃水浴 4 h，20 min 

振摇 1次，最后 1 500 r／min离心 10 min后收取上 

清并检测血凝效价。 

1．2．3．2 甲醛处理的红细胞浓缩纯化流感病毒：取 

1 mL 50 新鲜鸡红细胞加入 1 mI 36 甲醛 ，充 

分混匀。置 4℃ 48 h，3 h混匀 1次。2 000 r／min 

离心 10 min后弃去上清，剩余沉淀物中加入 l0 mL 

生理盐水混匀，2 000 r／min离心 10 min弃去上清， 

然后加入 10 mL生理盐水进行第 2次洗涤，如此洗 

涤 6次。洗涤完毕，加 500 L生理盐水配成 50 

甲醛处理过的鸡红细胞悬液。 

取 600 L以上步骤配好的鸡红细胞悬液代替 

300 L新鲜鸡红细胞作 AR—RBC浓缩纯化流感病 

毒，操作同前。 

2 结 果 

2．1 SDGC：以 30 000 r／min超速离心后弃去的上 

清液测定 的血 凝效价为 1；1 280。在 30 与 

45 蔗糖层面交界处出现乳白色条带，取样约 0．5 

mL，测血凝效价为 1：2 560；而 45 蔗糖与 60 

蔗糖层面中未出现肉眼可见的条带，抽出的该层样 

品无血凝反应。 

2．2 AR—RBC 

2．2．1 新鲜鸡红细胞纯化流感病毒 ：在纯化过程弃 

去的上清液略带红色，检测不到血凝效价；最后收集 

到的纯化病毒液颜色不清亮 ，呈红色，出现溶血现 

象，血凝效价为 l：2 560。 

2．2．2 甲醛处理的鸡红细胞纯化的流感病毒：在纯 

化过程弃去的上清液颜色清亮，同样检测不到血凝 

效价；最后收集到的纯化病毒液清亮 ，无溶血现象， 

血凝效价为 1：2 560。 

3 讨 论 

病毒的纯化一直是病毒学研究的一个难点，密 

度梯度 离 心是病 毒纯 化 最常使 用 的方 法l|一一。 

SDGC以其成本低、对核酸和蛋白质无损伤作用等 

特性成 为 目前病毒纯化较普遍使用 的方法 ～一。 

SDGC的原理是将要分离的样品放入准备好的用不 

同密度组成的梯度液的表面或底部，通过离心，样品 

中的各组分便会按照各自的特性在密度梯度液中形 

成有层次的样品区带，从而达到分离样品的 目的一 。 

该方法精密度较高，使用该方法如果密度梯度选择 

恰当可以收到比较满意的效果，但是该方法操作过 

程比较繁琐，需要特殊仪器设备一超速离心机。鸡 
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红细胞表面含有血凝素的受体唾液酸 ，血凝素可以 

与之结合并发生凝集，随后在一定的温度条件下流 

感病毒又可与鸡红细胞分离，因此根据流感病毒的 

这一特性可以使用 AR—RBC来纯化流感病毒。本 

实验在 30 000 r／min离心 1 h后丢弃的上清中仍检 

测到较高效价的流感病毒，说明超速离心并未使病 

毒完全沉积于管底，因此造成流感病毒的丢失；而利 

用 AR—RBC纯化流感病毒却在丢弃的上清液中未 

检测到流感病毒，说 明流感病毒基本上已完全被鸡 

红细胞所吸附，或仅有少量丢失。进一步比较 2种 

方法发现，在使用相同血凝效价的流感病毒鸡胚尿 

囊液的前提下，AR RBC只用 15 mL鸡胚尿囊液就 

达到了 SDGC需用 5O mL鸡胚尿囊液得到的纯化 

效果，即获得等量血凝效价的纯化流感病毒，显示出 

AR—RBC可节省病毒鸡胚尿囊液的用量，纯化效率 

高。但是在 AR—RBC中存在新鲜鸡红细胞溶血现 

象；而使用甲醛处理过的鸡红细胞却无溶血现象，建 

议在使用 AR—RBC纯化时最好使用甲醛处理过的 

鸡红细胞 。 

总之，通过 2种纯化流感病毒的对比研究，作者 

认为 AR—RBC是一种操作简单，易于掌握，而且对 

设备要求不高，经济实用的纯化流感病毒的方法，值 

得推广，特别是使用甲醛处理过的鸡红细胞纯化效 

果更 为理想 。 
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