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摘要!目的! 研究人轮状病毒@AB4? 株灭活疫苗的制备及在实验小鼠中的免疫原性评价" 方法!

轮状病毒@AB4? 株在C6109 细胞上经蚀斑筛选纯化后#获得单一克隆接种至D*E(细胞上适应性

培养#免疫荧光定量检测病毒的感染性滴度#对收获的病毒液进行离心$超滤$分子筛纯化#甲醛

灭活#抗原定量检测 6,%FG&

2

吸附制备的实验性疫苗" 使用不同剂量 %5HI$2/HI$1/5HI$

/?3HI&经肌内注射免疫小鼠#共免疫三次#免疫间隔 / 周" 采用间接HJKL6法检测血清特异性抗

体效价" 结果! 通过蚀斑纯化#筛选得到一株纯化的病毒株 @AB4? 纯41#在 D*E(细胞上适应性后

感染性滴度达 MN2?,(-""K8

?0

><,'大量培养收获的病毒原液滴度为 MN?M,(-""K8

?0

><,#制备获得轮

状病毒样品抗原含量为 / ?30HI><,'经肌内注射#初次免疫后#所有剂量组动物均获得抗体阳转#

阳转率为 100O'第一次加强免疫后#各组血清特异性抗体水平均明显增高#免疫剂量为 1/5HI和

/?3HI的两组小鼠血清抗体效价均达 1P10 /90'第二次加强免疫后#各剂量组%5HI$2/HI$

1/5HI$/?3HI&血清抗体效价依次达 1P? 1/0#1PM 9?3#1P19 951N?9#1P19 951N?9"结论!人轮状病

毒@AB4? 株可在D*E(细胞上稳定增殖#所制备的疫苗具良好免疫原性#用 1/5HI>/ 次免疫即可

获得良好的免疫效果"

关键词!人轮状病毒!D*E(细胞!灭活疫苗!免疫试验

中图分类号!Q727N9

!!人轮状病毒"#R<&% E()&S$ERT!GBD#是引起 ? 岁以

内婴幼儿严重腹泻最主要的病原体& 轮状病毒感染导

致的婴幼儿急性腹泻每年在世界范围内可造成近百万

儿童死亡'1(

& 用疫苗预防轮状病毒感染%降低重症死

亡率是有效手段& 而目前国内外市场上的轮状病毒疫

苗都为减毒活疫苗!虽能在人群中产生一定的保护作

用!但存在毒力返祖的危险和潜在的副反应& 因此!研

究安全有效的灭活疫苗是预防轮状病毒感染的一项重

要策略& 本研究通过蚀斑筛选纯化获得毒力较强的克

隆病毒@AB4? 纯41 株!并对该毒株在 D*E(细胞上适应

性培养%大量制备!将收获的病毒原液进行离心%超滤%

分子筛纯化!甲醛灭活%病毒抗原量测定!而后将制备

得到的实验性疫苗免疫小鼠及对免疫效果进行评价&

&'材料与方法

&(&'病毒株及细胞

人轮状病毒@AB4? 株"血清型为 U'/(V2#由云南

省昭通市医院儿科腹泻病患幼儿腹泻排泄物标本中分

离获得!轮状病毒实验室标准株 W&株"U'5(V1#%

L611 株"U'/(V2#和猴肾细胞 C6109 "第 /M 代#及

D*E(细胞"第 195 代#由中国医学科学院医学生物学研

究所分子生物室保存&

&()'主要试剂和仪器

CHC培养基%双抗%碳酸氢钠和谷氨酰胺由该所
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生物制品四室提供)新生牛血清购自兰州民海生物工

程有限公司)豚鼠抗轮状病毒 @AB4? 纯41 株全病毒颗

粒多克隆抗体由中国医学科学院医学生物学研究所分

子生物室制备)XKA"标记的兔抗豚鼠 K-V购自德国

L$-<&公司)小量病毒 BY6>8Y6抽提试剂盒购自上海

华舜生物技术有限公司)GBU标记的羊抗小鼠 K-V购

自美国A#*E<(公司)轮状病毒酶标试剂盒购自兰州生

物制品研究所&

X(E<&L*E$*TKK"F

/

培养箱为美国 A#*E<(公司产

品)H"JKULHH300 荧光显微镜为日本Y$Z(% 公司产品)

/00>/N0 U([*ELR\\,.垂直电泳仪为美国 'KF4B68公

司产品&

&(*'实验动物

15 ]/0 -雌性 '&,̂>+小鼠!购自昆明医学院实验

动物中心&

&(+'病毒的蚀斑筛选纯化实验

轮状病毒@AB4? 株在C6109 细胞蚀斑筛选纯化方

法参见文献报道'/(

& 按以上方法进行 2 次蚀斑纯化&

&(%'轮状病毒在,-./细胞上的适应性培养

用含 10O胎牛血清的 CHC培养基培养 D*E(细

胞!待细胞长成单层后!按 0=0? CFK接种经蚀斑筛选

获得的@AB4? 纯41 株病毒'2(

!观察细胞病变""UH#情

况!待"UH达___]____时!收获病毒液!按上

述方法连续传 10 代& 其具体操作见参考文献'9(&

&(0'病毒滴度的测定

取病毒 10 倍系列稀释!接种C6109 单层细胞进行

""K8

?0

检测'?(

& 将 C6109 细胞按 1N? 1̀0

9 个>孔接种

在 73 孔板上!于 2Ma!?O"F

/

孵箱中培养至长成致密

单层!加入 10 倍系列稀释的病毒!稀释度从 10

41

]10

45

!

每个稀释度设 10 个孔!2Ma吸附 1#后加入不含小牛血

清的8CHC细胞维持液!2Ma培养 13# 后!采用等体积

甲醛溶液 9a固定 20 <$%!洗净甲醛!随后依次加入用

?O'L64U'L \GMN/ 溶液稀释的豚鼠抗轮状病毒@AB4?

纯41 株全病毒颗粒多克隆抗体"1P?00 稀释#和 XKA"

标记的兔抗豚鼠 K-V"1P/ 000 稀释#!且每次加完抗体

后在 2Ma!?O"F

/

条件下孵育 30<$%并洗板!最后一步

洗板后在荧光显微镜下观察结果&

&(1'病毒基因组检测

采用小量病毒BY6>8Y6抽提试剂盒提取病毒基

因组BY6!进行聚丙烯酰胺凝胶电泳"U6VH#%银染!检

测病毒的核酸带型'3(

&

&(2'病毒原液的大量制备

在容积为 /J的转瓶中用含 10O胎牛血清的 CHC

培养基培养D*E(细胞!待细胞长成单层后!将经 /0

"

->

<,的胰酶 2Ma水浴下激活的病毒接种到转瓶中!并在

含终浓度为 0=?

"

-><,乙酰化胰酶的 CHC维持液中

培养& 按以上方法接种 10 个转瓶!每个装瓶含病毒液

与维持液总共 /00<,& 设等体积%等胰酶浓度的 D*E(

细胞作为对照!于 2Ma!?O"F

/

孵箱内培养&

&(3'实验性灭活轮状病毒疫苗的制备

将病毒液离心%超滤%分子筛纯化后!在纯化病毒

液中加入终浓度 0N007 /?O甲醛灭活!而后加入 6,

"FG#

2

吸附及采用HJKL6法进行抗原定量检测&

&(&4'血清免疫学评价

15 ]/0-雌性 '&,̂>+小鼠!经 HJKL6检测血清轮

状病毒抗体!抗体阴性且无其他病原体感染的小鼠用

于实验& 用于免疫的轮状病毒样品与6,"FG#

2

吸附制

备的实验性疫苗经抗原定量后!设立四个实验组$依次

为 5HI%2/HI%1/5HI%/?3HI的灭活轮状病毒抗原

"@AB4? 纯41 株#免疫剂量组和一个阴性对照组& 每组

3 只小鼠!免疫途径为肌肉注射!共免疫 2 次!免疫间隔

为两周!加强免疫两次& 每次免疫两周后尾静脉采血!

分离血清& 采用间接 HJKL6法检测血清抗体效价'M(

&

其具体检测过程见参考文献'9(&

)'结'果

)(&'病毒的蚀斑筛选纯化

病毒接种C6109 细胞后约 / ]2 天出现蚀斑!蚀斑

较小!平均直径约 1N?<<& 随着病毒稀释度的增加!蚀

斑数目呈现递减& 在病毒稀释度为 10

49

%10

4?

%10

43下!蚀

斑数目%形态大小比较适合用于挑斑& 用巴氏管吸取

出周边较规则!直径约 1N?<<的蚀斑即@AB4? 纯41& 2

次蚀斑后!蚀斑大小形态一致!表明病毒株已获纯化!

扩培后作为毒种!用于接种D*E(细胞"图 1#&

)5)'轮状病毒!"#$% 纯$& 株在,-./细胞上的适应性

生长

选择在C6109 细胞上培养的第 9 代病毒收获液接

种至D*E(细胞!进行适应性生长!2Ma培养观察细胞病

变情况& 首代在培养 M 天后出现少量细胞病变情况!

待传代至第 ? 代后!病毒已适应 D*E(细胞!接种 9 ]?

天后即可出现典型"UH"图 /#&

)(*'病毒的感染性滴度

检测结果如图 2 所示!随传代代次增加!病毒的感

M
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图 &'轮状病毒!"#$% 株蚀斑筛选纯化

678(&'9:.7;7<=>7/?/;./>=@7.:A!"#$% A>.=7?

BC DE=F:-A<.--?7?8

"&#Y*-&)$S*+(%)E(,!"^#8$,R)$(% (b10

49

!"+#8$,R)$(% (b

10

4?

!"c#8$,R)$(% (b10

43

图 )'轮状病毒!"#$% 纯$& 株感染

,-./细胞后G9H! I+4"

678()'G9H/;,-./ <-EEA7?;-<>-JK7>L./>=@7.:A

!"#$% D:.-$& A>.=7?! I+4"

"&#I%$%b*+)*c D*E(+*,,T!" ^#"UH(bD*E(+*,,T&b)*E$%b*+)$(%

[$)# @AB4? \RE*41 T)E&$%

图 *'病毒 & M&4 的感染性滴度

678(*'N?;-<>7/:A>7>-.A/;./>=@7.:A!"#$%

D:.-$& A>.=7?/;D=AA=8-A& M&4

染性呈上升趋势!并于第五代次达到最高感染性滴度&

随时间增加!病毒的感染性呈上升趋势!病毒在培养

1/#后感染性颗粒出现明显增殖!病毒感染性滴度达到

9NM? ,(-""K8

?0

><,!并于 9 天达到最高感染性滴度

MN2?,(-""K8

?0

><,!但继续培养至 5 天!病毒感染性滴度

呈下降趋势& 确定该毒株在D*E(细胞上培养 9 天为最

适培养时间"图 9#&

图 +'病毒在,-./细胞上增殖动力学曲线

678(+'9./E7;-.=>7/?O7?->7<A/;./>=@7.:A

!"#$% D:.-$& A>.=7?7?,-./ <-EE

)(+'病毒的遗传稳定性

U6VH结果显示!在 D*E(细胞中继续传代 10 代过

程中!轮状病毒 @AB4? 纯41 株基因组的核酸带型保持

一致!呈典型的 9P/P2P/ 型!表明轮状病毒 @AB4? 纯41

株在适应性培养过程中保持良好的遗传稳定性"图 ?#&

图 %'轮状病毒!"#$% 纯$& 株 & M&4 代及实验室标准株

!P=株#QR&& 株"的基因组核酸带型

678(%'S:<E-7<=<7JB=?JD=>>-.?/;8-?/T-/;./>=@7.:A

!"#$% D:.-$& A>.=7?/;D=AA=8-A& M&4 =?JE=B/.=>/.C

A>=?J=.JA>.=7?!P= A>.=7?$ QR&& A>.=7?"

C$ 8Y6C&EZ*E8J/000) 1 ]10$ B()&S$ERT@AB4? \RE*41 T)E&$%

(b\&TT&-*T1 ]10

)(%'实验性轮状病毒灭活疫苗

待转瓶中细胞病变""UH#达 ___]____

时!收获病毒液!?0 个转瓶共收获 10J病毒原液!其滴

度为 MN?M,(-""K8

?0

><,& 其后将病毒原液离心%超滤%

分子筛纯化!收获 100<,病毒液!甲醛灭活且与 6,

"FG#

2

吸附后轮状病毒样品抗原定量测定结果为

/ ?30HI><,的轮状病毒抗原量&

)(0'病毒血清免疫学评价

实验结果显示!实验性灭活轮状病毒疫苗初次免

疫后所有剂量组获得特异性抗体阳转!阳转率为

100O)随免疫剂量和次数增加!血清特异性抗体水平

5
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增高!且免疫接种 1/5HI剂量 / 次达到较好的免疫效

果"表 1!图 3#&

表 &'灭活轮状病毒样品免疫小鼠后血清特异性抗体效价

"=BE-&'Q-.:TAD-<7;7<=?>7B/JC >7>-.A=;>-.7TT:?7U=>7/?

K7>L7?=<>7@=>-J./>=@7.:AA=TDE-A7?T7<

实验组 免疫程序 免疫剂量 血清K-V效价"A$)*ET!VCA#

第一组 肌注!2 次免疫 5HI ? 1/0N00 d/?3

第二组 肌注!2 次免疫 2/HI M /90NMM d213N9?

第三组 肌注!2 次免疫 1/5HI 19 951N?? d1 0/9

第四组 肌注!2 次免疫 /?3HI 19 951N?? d1 0/9

!!L*ER<E()&S$ERTT\*+$b$+K-V&%)$̂(c$*T[*E*c*)*+)*c T)&E)$%-&)&

c$,R)$(% 1P10)A#*c&)&&E**e\E*TT*c &T)#*E*+$\E(+&,(bT*ER<&%)$̂(c.

)$)*ET"VCAdL=H=C=#)L*ER<E()&S$ERTT\*+$b$+K-V&%)$̂(c.)$)*ET̂.

))*T)! "!f0N00?#

图 0'不同免疫剂量的血清特异性抗体水平变化趋势情况

678(0'".-?J/;AD-<7;7<=?>7B/JC E-@-EA/;

J7;;-.-?>J/A-A/;7TT:?-

*'讨'论

轮状病毒感染引起的婴幼儿轮状病毒性腹泻多发

生在秋冬季! 且6群轮状病毒引起的腹泻占病例总数

的 ?0O以上!其发病率和严重程度属秋冬季腹泻之

首'5(

& 实验中的 @AB4? 来自于 /007 年秋季云南省昭

通地区发生的小儿"小于 ? 周岁#腹泻住院及门诊病例

粪便样本中的病毒毒株!通过特异性轮状病毒抗原筛

查%轮状病毒 cTBY64U6VH电泳及 DU9!DUM!YLU9 基

因BA4U"B扩增及测序!筛选得到 1 株病毒复制能力强

且遗传稳定性好的轮状病毒毒株!命名为 @AB4?!属于

U'/(V2 型轮状病毒& 通过对 @AB4? 毒株 11 个 BY6

片段进行 BA4U"B并构建基因文库及测序!获取了

@AB4? 毒株全基因组片段的基因序列& @AB4? 毒株全

基因共 15 0?? 个碱基!确定该毒株属轮状病毒 6群轮

状病毒!其准确基因为 V24U'/(4K/4B/4"?4C?46?4Y?4

A?4H/4G? " DUM4DU94DU34DU14DU/4DU24YLU14YLU/4

YLU24YLU94YLU?#!简称U'/(V2 型轮状病毒"这部分

由本实验室其他人员完成#& 目前提出控制轮状病毒

的主要手段在于$健全和完善轮状病毒流行病学监测

系统! 开发高效安全的轮状病毒疫苗& 轮状病毒灭活

疫苗是开发轮状病毒疫苗可行的一项策略& 许多病毒

如脊髓灰质炎病毒%甲型肝炎病毒在开发减毒活疫苗

后!又成功开发出相应的灭活疫苗!两类疫苗互相补

充!为疾病的预防提供了多种手段& 这些疫苗的研发

为轮状病毒灭活疫苗的研制也提供了一定的思考和基

础& 在制备实验性灭活疫苗过程中发现蚀斑筛选试验

中同一来源的毒株存在蚀斑形态上的差异& 按该病毒

一般特性筛选出毒力较强的大斑!筛选出的斑适应到

D*E(细胞上刚开始会出现病毒复制下降以及复制时间

延长!在D*E(细胞上传代后!随着传代代次的增加!表

现出感染性滴度和增殖能力增强的趋势!最终达到稳

定增殖& 基因组检测表明病毒传代培养过程中病毒基

因核酸带型保持不变及病毒在适应性培养过程中保持

良好的遗传稳定性& 在规模化制备中发现病毒滴度易

受多种因素的影响!如病毒的感染复数"CFK#%细胞密

度及质量或者它们的交叉作用均会对病毒的滴度产生

显著影响& 实验中灭活病毒采用的方法是化学方法

"甲醛灭活#!与有关文献报道的热灭活方法相比!甲醛

灭活更完全& 实验性灭活轮状病毒疫苗以不同剂量分

组免疫小鼠后!引起的免疫反应具有剂量依赖性和记

忆效应!随免疫剂量和次数增加!血清轮状病毒特异性

抗体水平呈增高趋势!第一次加强免疫后!各剂量组的

抗体水平明显增加!第二次加强免疫后抗体水平达到

最高值!但较第一次加强免疫后抗体效价升高不显著&

此外!与有关文献报道的 6,"FG#
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吸附制备的热灭活

轮状病毒样品免疫效果相比较!实验中免疫的小鼠血

清抗体效价达到较高水平!可能与疫苗制备的方法或

者病毒本身有关& 这项研究为使用轮状病毒@AB4? 纯4

1 毒株研究灭活轮状病毒疫苗提供了重要依据&
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