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研究报告

超声波均质化对仙台病毒 +OIJP测试中
抗原稳定性的影响
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#摘要$!目的!研究超声波均质化%65-5;FD/:.7/5D&处理对于仙台病毒在 +OIJP测试中抗原稳定性的影响)

方法!对 NVe,%" 细胞内扩增培养的仙台病毒通过差速离心#富集后使用超声波做均质化处理#和未处理的病毒分

别包被酶标板#使用标准免疫小鼠血清和 JÛ 小鼠血清对包被平板进行测试#比较样品测试孔间测量数据的变异

率) 结果!对免疫血清做梯度稀释#各梯度样品在未经超声处理仙台病毒抗原包被 +OIJP检测中测量值的变异率

在 "3#)k h(3&%k之间$在经超声处理仙台病毒抗原包被 +OIJP检测中测量值的变异率在 &3'$k h%3%(k之间$

JÛ 血清测量值的变异率均高于免疫血清$所有样品在经超声处理的病毒抗原包被 +OIJP检测中测量值的变异率

均较小) 结论!超声波处理有效的提高了仙台病毒抗原的均质性#在 +OIJP测试中提高了抗原的稳定性)
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!!仙台病毒是实验用大小鼠严格控制的病原体#

在我国的实验动物国家标准中对用清洁级以上的

实验用大小鼠均需要排除该病原体的干扰 -".

#并且

确定以血清学检测实验动物自身携带的抗病毒抗

体水平以评价实验动物的质量) 目前对于仙台病

毒的血清学检测的 +OIJP方法中多使用病毒的天

然抗原#因为天然抗原更具有代表性) 但是目前对

于各类获取的天然病毒抗原的均质化处理#以及天

然抗原对于酶标板的吸附性状的研究较少)

本文报道了我中心采用 NVe,%" 细胞扩增仙台

病毒#使用差速离心去除了培养细胞碎片#富集了

仙台病毒) 对收集的仙台病毒采用超声波进行均

质化处理#和未处理的病毒颗粒做比较包被酶标

板#用仙台病毒的免疫血清在两种平板做测试#通

过比较测试数据的变异率分析了超声波处理对于

酶标板包被抗原的均质性和抗原稳定性的影响)

J3材料和方法

JPJ3病毒+细胞+质控血清的来源

仙台病毒和 NVe,%" 细胞来自美国 PTLL) JÛ

小鼠血清采自北京华阜康生物技术有限公司提供

的 ( hG 周龄 JÛ 级实验小鼠外周血) 免疫质控血

清按照本中心之前报道的方法进行制备 -%.

)

JPH3病毒的扩增和浓缩纯化

使用仙台病毒接种感染 NVe,%" 细胞#感染 $>

后收集培养物经 HG&j至室温的反复冻融 $ 次#后

经 '(j水浴 $& -/D 对仙台病毒灭活处理) 培养物

经 *j "& &&& C9-/D 离心 $& -/D 去除细胞碎片#收

集上清经 *j $' &&& C9-/D 离心 $ 6 收集沉淀病毒

颗粒) 使用生理盐水反复吹打沉淀物至呈均匀分

散相#使用"% &&& C9-/D $& -/D 低温离心去除结块

不溶物) 使用 NLP法测定蛋白浓度)

JPQ3病毒的超声波处理

取浓度为 $ -;9-O病毒重悬物 " -O#放置冰

上#使用小探头进行超声处理#超声频率为 %& cV:#

振幅 $&k#功率设定在 $&& f) 超声处理 ' <#停 "&

<#连续处理 (& 次) 将超声处理后的病毒再次进行

"% &&& C9-/D $& -/D 低温离心#去除不溶物#再次用

NLP法测定蛋白浓度)

JPS3酶标板的包被和血清样品的检测

将未经超声处理的仙台病毒抗原和超声处理

的抗原按照 "

"

;9-O的浓度重悬于包被液#按照每

孔 "&&

"

O包被酶标板#*j包被过夜#室温封闭后加

入待测试样品 $)j孵育 " 6) 使用 UNJT洗板 $ 次

后加入酶标记物%"p%& &&&稀释的 C.11/7.D7/,-5B<F

I;d,VMU&$)j孵育 " 6) 使用 UNJT洗板 $ 次后加

入 T[N底物液#"& -/D 内加入 % [V

%

J`

*

终止显色

反应) 至 P*'& 进行检测)

JPT3变异系数%变异率&的计算

对标准免疫血清做梯度稀释至从 "p*& 至 "p

%'(&#每个稀释度重复测试 ( 个孔) % 份 JÛ 血清

也进行 ( 个孔的重复测试) 对各样品做均值和标准

差的统计#测定变异系数#以标准差9均值 n"&&k

做变异率统计)

H3结果

HPJ3超声处理对仙台病毒抗原的抗原性无显著

影响

各血清样品在 % 种平板 P*'& 的测量均值如图

" 所示) JFQ的免疫小鼠血清稀释至 "p*&("pG&("p

$%&("p(*&("p"%G&("p%'(&#测量数值在 % 种平板的

测量值均逐渐下降#多次测量此种趋势一致) % 份

JÛ 小鼠血清%KL" 和 KL%&的测量值在 &3% 以下)

在超声处理的 JFQ病毒抗原包被平板中各样品的

测量值均低于其在未经超声处理抗原平板的数据#

但差异较小#超声处理未能显著影响仙台病毒抗原

的抗原性)

图 J3梯度稀释 JFQ免疫血清%U&和 JÛ 血清%KL&在

两种抗原平板的 P*'& 检测均值

-=EUJ!T6F.]FC.;FP*'& 5Z;C.>/FD7>/0B7F> JFQ,/--BD/:F>

<FCB- %U& .D> JÛ <FC.%KL& /D 76F7?5c/D><5Z80.7F<

HPH3超声处理抗原包被平板同一样品检测孔间变

异率较小

各血清样品在 % 种平板 P*'& 的测量均的变异

率%k&如图 % 所示) 各梯度小鼠免疫血清样品在

未经超声处理仙台病毒抗原包被 +OIJP检测中测
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量值的变异率在 "3#)k h(3&%k之间$在经超声处

理仙台病毒抗原包被 +OIJP检测中测量值的变异

率在 &3'$k h%3%(k之间$% 份 JÛ 小鼠血清在未

经超声处理的平板的测量值变异率为 (3G"k 和

)3*(k#在 超 声 处 理 的 平 板 的 测 量 值 变 异 率 为

%3)#k和 *3$*k#均高于免疫血清测量值的变异

率$但所 有 样 品 在 经 超 声 处 理 的 病 毒 抗 原 包 被

+OIJP检测中测量值的变异率均较小)

图 H3各血清样品在 % 种平板 P*'& 测量值的变异率%k&

-=EUH!T6F45FZZ/4/FD75Z].C/.7/5D %LQk& 5Z76F7F<7F>

<.-80F<%P*'&& /D 76F7?5c/D><5Z80.7F<

Q3讨论

酶联免疫吸附实验%+OIJP&在实验动物的病原

学检测中主要是利用病毒抗原包被在酶标板孔的

底面#以吸附的抗原物质检测待检血清样品中抗病

毒的抗体水平#因此病毒抗原的抗原性(抗原和酶

标板底面的吸附性(抗原包被的剂量和检测抗体的

容量等都是影响 +OIJP检测方法准确性的关键因

素) 因此寻找病原体特异性的抗原是首要因素#在

小鼠的仙台病毒 +OIJP检测试剂盒的设计上我们

依然选择病毒的天然抗原作为抗原物质进行包被#

这样就排除了使用重组表达抗原漏检的可能性 -$.

)

我们对仙台病毒的鸡胚培养物和 NVe,%" 细胞培养

物做了比较#发现细胞培养物的仙台病毒经后续纯

化后抗原纯度更高#对后续实验的影响较小 %数据

未报道&#通过抗原交叉实验确定了最佳抗原包被

剂量%另文报道&) 但是仙台病毒细胞培养物自身

的结构状态以及其与酶标板底面的吸附性状仍需

关注)

!!仙台病毒是单链 MKP病毒#病毒粒子多呈圆

形#直径 "$& h%'& D-

-*.

) 作为副粘病毒#其与细胞

组分的粘附特性值得关注) 仙台病毒差速离心后#

沉淀物重新悬起需要借助外力#加样器枪头吹打的

机械剪切力对沉淀物混匀的效果不佳) 使用电动

匀浆器对沉淀进行匀浆#可以使得沉淀物成为均匀

分散相#但进行 "%&&& C9-/D 的再次离心仍然会有

沉淀物存在) 这表明差速离心收集的沉淀物中仍

有较大团块状物质#这可能是病毒的聚集体#也有

可能是病毒与细胞碎片粘附的团块) 这些较大的

颗粒状物质在酶标板上的吸附稳定性较差#使用同

一血清样品在同一酶标板的不同孔中读出的数值

偏差较大#即使进行了再次的高速离心这种团块效

应依然存在)

超声波细胞破碎技术是对生物物质均质化的

另一选择) 超声对细胞等生物物质的热效应(空化

效应和机械效应可以更好的打开病毒颗粒之间(病

毒与细胞碎片之间的粘附#对沉淀物的均质化有一

定作用 -'.

) 本文报道了使用超声波对沉淀物质进

行均质化处理#结果可以看出此处理降低了抗原的

团块效应对于抗原与酶标板吸附的影响#降低了同

一样品在不同孔之间检测数值的变异率#提高了酶

标板吸附抗原的稳定性)
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