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摘　要　目的:研究聚乙二醇沉淀和蔗糖梯度离心法提纯柯萨奇病毒 B1(CVB1)的效率 ,并采用 β-丙内酯(BPL)将其灭

活 ,观察 BPL的灭活效果。方法:①聚乙二醇沉淀法将病毒悬液初步浓缩;②在 10%～ 50%(m / V)蔗糖梯度中上样 , 低温超

速离心;③电镜观察并做病毒活性测定;④BPL对病毒进行灭活 , 测定残存毒力。结果:①病毒在 50%(m / V)蔗糖处有一吸

收峰 , 并被电镜证实;②BPL灭活病毒彻底 , 灭活后病毒稀释 102 ～ 1010倍接种细胞未见病变 。结论:CVB1 经聚乙二醇沉淀和

蔗糖梯度超速离心后收获率高 , BPL灭活彻底 ,保证了进一步实验的成功。
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Abstract　Objective:To study an improved method of Coxsackie virus B1(CVB1)purification with polyethylene

glycol(PEG)sedimentaion followed by sucrose ultracentrifugation , and to study the effect of virus inactivation by β-pro-

piolactone (BPL).Methods:① Virus suspension was concentrated primarily by PEG.② Samples were layered onto

10%～ 50% sucrose gradient and purified by ultracentrifugation.③Virues were identified under electronic microscope ,

and the toxicity was measured as well.④Viruses were inactivated by BPL and the toxicity measured again.Results:①

CVB1 showed a peak value of A260 in 50% sucrose gradient , which was approved by electronic microscope.② CVB1

were thoroughly inactivated by β-propiolactone , cytopathology was not seen even when viruses were diluted from 102 to

1010 times.Conclusions:①Highly purified CVB1 after PEG sedimentation and sucrose ultracentrifugation was obtained.

② Inactivation of CVB1 by BPL was complete , which guarantee the successfulness for further studies.

Subject headings　Coxsackie viruses B/ isolation &purification;propiolactone;centrifugation , density gradient;

virus inactivation

　　Coxsackie病毒 B1(CVB1)是一种小而无囊膜的

单链正股 RNA病毒 ,直径为28 nm ,属于小RNA科肠

道病毒属。新生儿和婴儿感染此类病毒可引起胰腺

炎 、无菌性脑膜炎和致死性热性惊厥等。而成人感

染可无症状。该病毒的持续感染被认为是心肌炎 、

扩张性心肌病 、自身免疫性肌炎和慢性疲劳综合征

的病因
[1 , 2]

。现已将 CVB1用来制备稳定的实验性

肌炎模型。病毒 RNA的持续存在反应了病毒嗜性。

病毒感染后可在小鼠心肌 、骨骼肌 、脑 、脊髓中检测

到阳性 ,而其它组织中如肝 、肾 、脾等组织则为阴

性[ 3] 。在肌细胞的基因转移中 ,曾有灭活腺病毒

(AV)促进基因转移的报道 ,但AV 对肌肉无特异性

亲和力 ,靶向不够明确。CVB1的嗜肌肉特性为靶向

于肌细胞的基因转移提供了良好的应用前景。

4 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 1999, 20(增刊):4～ 7

① 国家自然科学基金(39800045)和卫生部临床重点学科基金(97040229)资助课题

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).1999.0107



CVB1对HeLa 细胞(宫颈癌细胞)和 vero 细胞

(绿猴肾细胞)具有高度亲和力 ,能在细胞中迅速繁

殖。因此 ,这两种细胞常被用来研究 CVB1的受体

和病毒提纯[ 4] 。文献报道的提纯方法都是用氯化

铯(cesium chloride , CsCl)超速离心法 , 但 CsCl 对

CVB1外壳的结构和功能有一定影响 ,使提纯后病

毒对细胞的感染能力下降甚至消失[ 5] 。因此 ,我们

报道采用比较温和的水溶性大分子蔗糖进行梯度

超速离心 ,再将提纯后的病毒采用 BPL 进行灭活的

方法 ,为进一步的基因转移研究打下基础。

1　材料与方法

参照 Novoty[ 4]和 Mapoles[ 6]报道的方法加以修

改。

1.1　病毒的接种和收获

预先将 vero 细胞用含有胰酶和 EDTA 的消化

液[ 0.25%(m / V)的胰酶和 0.02 mol/L EDTA 按

V / V =1/3的比例混合] 消化 ,传代培养至总体积

为250 mL。取病毒液(中国预防医学科学院毒种

室)1∶100稀释并接种细胞 ,用含 2%(m / V)小牛

血清的 RPMI 1640液(维持液)置 37 ℃培养箱吸附

1 h , 取出换完全培养液 , 继续培养至细胞出现

100%病变时取出 ,置-40 ℃冻存 。反复冻融 3次

后 , 3 000 g×20min离心 ,收集至 500mL 的烧瓶内。

1.2　聚乙二醇沉淀

加入含有 1.25 mol/L NaCl 的浓度为 50%

(m / V)的聚乙二醇(PEG ,相对分子质量为 6 000),

使PEG终浓度为6%(m / V),4 ℃下置磁力搅拌器

上搅拌过夜。10 000 g ×(30 ～ 60)min离心 ,收集沉

淀。将沉淀重悬于 40 mL PBS中 ,5 000 g×30 min离

心以去除细胞碎片和大相对分子质量杂质。取上

清。

1.3　NP-40进一步裂解细胞和释放病毒

取上清在 4 ℃以 150 000g ×2 h离心 ,取沉淀

重悬于含 0.15%(V / V)NP-40的 PBS 5 mL 中 ,

4 ℃过夜 ,再匀浆化 , 5 000 g ×30 min离心以去除

不溶性杂质。取上清 。

1.4　蔗糖梯度离心

取上清加样 ,置于 10%～ 50%蔗糖(本文蔗糖

浓度皆为 m/ V )不连续梯度液顶端(每个梯度

2 mL ,共10 mL ,制备梯度时加样应缓慢 ,尽量防止

梯度层之间相互渗透), 加样量为 1 mL/离心管。

160 000 g×2 h离心 ,分部收集 ,每管 2 mL。测 A260

值 ,注意应用相应浓度的蔗糖做对照管。根据以下

公式对病毒定量:1.0 A260 =9.4 ×10
15
病毒颗

粒/L[ 7] 。

1.5　去除蔗糖

将 30%(m / V)以上的蔗糖液及管底沉淀

(用PBS 悬浮后吸出)分别加于装有 10 mL PBS 的

离心管中 ,150 000 g×60 min离心 ,用 20 μL HEPES

缓冲液回收沉淀 。必要时重复一次 。

1.6　电镜观察病毒形态

取回收样品各 2 μL 送检(尽量不含蔗糖),将

加有病毒液的铜网倒置于 1%～ 3%(m/ V)的磷

钨酸盐水上负染 10 min ,烘干 ,在电镜下放大 10万

～ 15万倍寻找和观察病毒 。

1.7　TCID50(组织培养半数感染量)观察细胞毒力

取病毒液 10 μL 稀释 102 ～ 1010倍 ,置 96 孔板

vero细胞中 ,每 4孔细胞为 1个稀释度 ,每孔加入

0.2 mL 病毒液 ,用维持液在 37 ℃1 h ,无血清 RPMI

1640液洗涤3次后加入维持液。16 ～ 24 h后 ,96孔

细胞中50%病变孔的病毒稀释倍数即为 TCID50值。

1.8　β-丙酰内酯(BPL)灭活

根据姜述德[ 8]等的报道加以修改。取 BPL 原

液用 PBS 稀释成 10%(V/ V)的浓度 ,再加入病毒

液中 ,使终浓度为 2%(V/ V),置 4 ℃冰箱 24 h ,取

出敞开管盖在 37 ℃中孵育2 h 。取样品 10μL按步

骤1.7再做 TCID50观察细胞毒力 ,同时做电镜形态

观察 。加 40%体积甘油 , -80 ℃保存 。

2　结　果

2.1　各蔗糖梯度的相应 A260值和浮密度

超速离心后各蔗糖梯度和管底沉淀经 HEPES

悬浮和再离心后所得 A260和浮密度见表 1。A260 在

50%浓度处有一吸收峰 ,并经电镜和细胞病变证实

为CVB1 ,病毒集中在 40%、50%的蔗糖和管底沉淀

内 ,而 10%蔗糖内的物质经电镜观察为直径大小不

等的圆形颗粒样物质 ,不是病毒 ,可能是细胞内的

一些细胞器 ,它们的浮密度介于 1.081 ～ 1.127 之

间 ,而 CVB1在蔗糖中浮密度为 1.230。因而通过

蔗糖梯度成功地将病毒与细胞器分离。混合各管

所得 ,测最终的 A260 为 0.85 ,根据公式 1.0 A260 =
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9.4×1015病毒颗粒/L ,得 250 mL 原液中所收获的

病毒总量为6.4×1012颗粒 。
表 1　各蔗糖梯度的相应浮密度和 A260值

Table 1　Correspondent floating densities and A260 values

of different sucrose gradients

Sucrose gradient

(m/ V)
Floating density A260

10% 1.038 0.25

20% 1.081 0.01

30% 1.127 0.02

40% 1.176 0.43

50% 1.230 0.94

sediment 0.12

2.2　灭活前后细胞病变

病毒经 BPL 灭活前 TCID50显示在 10
10
稀释孔

内出现半数细胞病变 ,即 TCID50为 4。细胞病变表

现为细胞光泽消失 ,变圆 ,脱壁并悬浮于培养液内 ,

见图 1。病毒经 BPL灭活后接种细胞 ,在最大稀释

倍数时亦未见细胞病变 ,细胞光泽好 ,形态规则 ,说

明 BPL灭活病毒彻底 ,方法可靠 ,见图 2。

图 1　病毒灭活前的细胞病变

Fig.1　Cytopathologies before virus inactivation(×20)

图 2　病毒灭活后的细胞病变

Fig.2　Cytopathologies after virus inactivation(×20)

2.3　电镜观察病毒形态

电镜结果与所测 A260结果一致 ,在 40%、50%

浓度的蔗糖和管底沉淀内可见形态一致 、大小规

则 、放大倍数与病毒大小一致的病毒颗粒 ,在 50%

蔗糖液中病毒密度最高。BPL 灭活前后病毒形态

无明显变化 ,详见图 3 和图 4。灭活前可见病毒内

深染 RNA ,灭活后则病毒中心透亮度增加。这些说

明 BPL灭活CVB1稳定可靠并符合要求。

图 3　病毒灭活前的形态

Fig.3　Viruses shapes before inactivation(×150 000)

图 4　病毒灭活后的形态

Fig.4　Viruses shapes after inactivation(×100 000)

3　讨　论

3.1　本实验的操作原理

CVB1感染细胞后 ,经过分裂繁殖并引起细胞

病变 ,部分病毒释放到细胞外 ,但仍有部分病毒存

留在细胞内 ,反复冻融的目的是破坏细胞完整性 ,

从而使尽量多的病毒释放到细胞外。这样经过低

速离心后大部分病毒随着细胞碎块沉降于管底。
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PEG的作用是在 NaCl 的存在的条件下 ,与病毒颗

粒发生可逆性结合使之进一步浓缩 ,使体积仍然过

大的病毒悬液进一步集中。进一步差速离心后的

上清就含有包括 PEG 在内的大部分病毒 。NP-40

是一种细胞裂解剂 ,低浓度NP-40的作用是使不易

破碎的细胞裂解 ,保证病毒被最大限度地提取和纯

化 ,以达到高度利用的目的 。经过上述步骤 ,感染

细胞后的病毒绝大部分被浓缩 ,但细胞内的一些细

胞器如核糖体 、微粒体 、线粒体 、内质网片段以及可

溶性蛋白质仍存留在病毒悬液中。为了在以后的

试验中尽可能地避免其它因素的干扰带来的误差 ,

有必要采取进一步的纯化措施。CsCl是一种重金

属盐 ,与病毒长时间离心有可能引起蛋白外壳的分

解 ,破坏病毒结构的完整性 ,铯离子还可穿过病毒

外壳进入病毒内部 ,置换病毒内的 K+使之溢出于

细胞外。研究发现[ 9] ,一个病毒颗粒可以进入铯离

子的最大量是 7 500个 ,使病毒浮密度从 1.34增加

到1.45。而蔗糖是一种中性分子 , 不引起蛋白分

解 ,避免了高盐浓度对病毒颗粒的破坏。尽管

CVB1在蔗糖溶液中与大部分亚细胞颗粒的浮密度

相似 ,但它们的沉降系数差别较大 ,因此可以通过

速度区带离心法将其分离 。

3.2　蔗糖梯度也能高度纯化病毒

本研究发现 ,可溶性蛋白和另一类干扰物质可

能存在于 10%的蔗糖内 , 另外一些散发存在于

20%～ 30%区带内 ,而大部分病毒密集存在于 50%

区带内 ,且电镜显示基本没有亚细胞成分性颗粒和

蛋白 。因此 ,本研究证明蔗糖区带离心法也能象

CsCl一样将病毒高度纯化。本研究还发现 ,同一病

毒颗粒在不同介质内 ,其浮密度不一样。CVB1 在

CsCl中浮密度为 1.34 ,而在蔗糖中是 1.23。该数

据的获得为 CVB乃至其它小 RNA病毒的提纯中 ,

确定相应的介质浓度和离心参数提供了实验依据。

本研究在 250 mL病毒悬液中提取出的病毒浓度亦

是相当高的 ,总量达到 6.4×10
12
颗粒 。本实验既

不破坏病毒又将病毒进行了高度纯化。

3.3　BPL灭活病毒的特点

用BPL灭活病毒的原理与制备病毒疫苗是一

样的。本实验所采用的方法是根据制备 CVB3 疫

苗而来的 , BPL能穿透病毒粒子并作用于核酸使病

毒失活 ,但不破坏病毒外壳 。尽管有作者发现 BPL

在灭活过程中有一拖尾现象 ,但继续处理 24 h 后 ,

活病毒就不能再被测出。BPL水溶液不稳定 ,37 ℃

下2 h完全水解 ,也省却了去除 BPL的麻烦。本实

验中 ,经 BPL 灭活的 CVB1接种于 vero 细胞后 ,对

细胞的致病作用完全消失 ,与文献报道一致 ,且电

镜证实灭活后的病毒形态保持完整 ,完全达到预期

目的 。
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