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AT-2 灭活 HIV-1 病毒及纯化回收鉴定
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【摘要】 目的 制备具备完整空间构型且纯度在 90%以上的灭活 HIV-1 病毒，用于 HIV 疫苗研究。方法

应用化学制剂 2，2’-dithiodipyridine ( aldrithiol-2;AT-2) 灭活 HIV-1 病毒，对灭活的病毒超速离心浓缩并洗涤去除

灭活用的化学制剂 AT-2。采用分子筛技术去除灭活病毒中残存的杂质蛋白质。结果 250 μmol /L AT-2 与 HIV-1

37℃作用 1 h 可以彻底灭活病毒的感染性，同时保留病毒的免疫原性。灭活的病毒纯化后检测不到 AT-2 的残留，

检测牛血清蛋白残余量低于 50 ng /mL。结论 灭活的 HIV-1 病毒经过纯化后纯度达到 95. 6%，可以满足作为 HIV

疫苗研究的免疫刺激剂的使用要求。
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【Abstract】 Objective To prepare an inactivated HIV-1 virus with configurational integrity and more than 90%

purity for HIV vaccine research. Methods HIV-1 virus was inactivated by 2，2’-dithiodipyridine ( aldrithiol-2，AT-2)

with complete immunogenicity. Ultracentrifugation and washing was conducted to remove the chemical reagent used for virus

inactivation. The residual impurity proteins in the inactivated virus was removed by molecular sieve technology. Results

For chemical inactivation，HIV-1 virus was treated with 250 μM AT-2 for 1 h at 37℃ . Chemically inactivated noninfectious

SIV with conformationally and functionally intact envelope glycoproteins was produced by treatment with AT-2 as described

elsewhere［1 － 2］. No AT-2 residue was detected in the purified inactivated virus. Residual bovine serum albumin was

detected less than 50 ng /mL. Conclusions In this study HIV-1 virus was successfully inactivated with AT-2 and reached a

purity of 95. 6% . It can meet the requirements as an immune stimulating agent in HIV vaccine research.
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传统的病毒灭活方法有加热灭活或者应用一

定浓度的甲醛液灭活，这些方法通常会破坏病毒的

空间结构从而改变病毒的抗原性，灭活的病毒多作

为免疫原用于制备疫苗。HIV 病毒在多年的研究中
常采用加热的方法灭活，灭活后的病毒与小片段的

多肽在体外刺激试验中比较，多肽具有更好的刺激

活性，但是体内试验的结果正好相反。造成这种结
果的原因是多方面的，这与病毒的构型改变影响了

灭活病毒的免疫原性有关。有文献报道用化合物
2，2’-dithiodipyridine ( aldrithiol-2，AT-2) 共价修饰
HIV 病毒核衣壳(NC)蛋白中的锌指结构，从而灭活
其感染性，这种灭活方法保持了病毒表面的病毒和

宿主细胞来源的蛋白结构和功能的完整性。本研
究是应用这种化学制剂将 HIV-1 病毒灭活，对灭活
的病毒加以纯化已达到能够进行体内试验的纯度，

为进一步研究 HIV 免疫机制奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 实验材料
1. 1. 1 病毒:HIV 病毒来自于 HIV 病人血浆，由
PBMC 细胞培养后收集上清液，存放于 － 80℃保存
备用。
1. 1. 2 主要仪器设备: XK16 /70 柱 ( Pharmacia
GE)，GC-17 气相色谱仪，液相色谱仪(Bio-Rad)，酶
标仪 ( Bio-Rad)，涡旋振荡器 LDZ5-2，分析天平，
AR1140 万分之一，低速离心机，生物安全柜，－
80℃冰箱。
1. 1. 3 主要试剂及耗材:AT-2(Roche 公司)，PBS，
20% 乙醇，Sephacry S-1000 super fine ( Pharmacia
GE)，30%丙烯酰胺混合液，10% 十二烷基硫酸钠
(SDS)，10% 过硫酸铵，分离胶缓冲液( 1. 5 mol /L
pH8. 8 Tris-HCL 缓冲液)，2 × SDS 凝胶上样缓冲液，
5 × Tris-甘氨酸电泳缓冲液，转膜缓冲液，10 × TBS，
TBS /T 洗液，封闭液，底物液，SDS-PAGE 蛋白电泳:

采用 Tris-甘氨酸-SDS-PAGE。羊抗人 IgG 辣根酶标
记 ( Jackson)，Mark Prestain protlander ( Invitrogen)，
ecl 染色剂(中山公司)。PerkinElmer Life Sciences，
Inc. ，HIV-1 p24 ELISA 试剂盒。定量检测牛血清
白蛋白酶联免疫试剂盒(无锡博生医用技术开发有

限公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 灭活 HIV 病毒:使用二甲基亚砜将 AT-2 的
浓度调配到 250 μmol /L ，在 37℃条件下，将溶解的

AT-2 滴加入待灭活的 HIV 病毒，边滴加边摇匀。滴
加完毕后在 37℃条件下反应 1 h［3］。
1. 2. 2 灭活效果测定:RPMI 1640 培养液(含 10%

牛血清)中加入 PHA ，将配好的培养基加入 PBMC

细胞中，置 CO2 培养箱培养过夜。次日用 PBS 洗细
胞 1 次。细胞中加入 RPMI 1640 培养液(含 IL-20
U /mL)，放 CO2 培养箱。4 d 后接种灭活的 HIV 病
毒。接种病毒后观察 2 周，4、6、9、12、14 d 取样品上
清作病毒载量测定。
1. 2. 3 浓缩及洗涤灭活病毒:将灭活的 HIV 病毒
已 超 速 离 心 的 方 法 浓 缩 洗 涤，100 000 g
(29 300 rpm) 4℃离心 2 h。离心 3 次洗涤 HIV 灭
活病毒。
1. 2. 4 纯化灭活 HIV 病毒: XK16 /70 ( 140 mL，
70 cm 柱长度凝胶层)，应用这种分子筛对灭活 HIV

病毒进行纯化。聚丙烯酰胺葡聚糖超微凝胶
(Sephacryl S-1000 Super fine)装填于 XK16 /70 的柱
子中并用 PBS 平衡柱子，调基线使基线为零。上蓝
色葡聚糖-2000(大分子量分子全排阻)，观察装柱情
况，如蓝色葡聚糖均匀稳定成一条基线向下移动证

明柱子已装好。用 PBS 将葡聚糖冲出。上样，加 5
ml 的灭活 HIV 病毒进入柱子，并用液相色谱仪记
录，收集峰值的液体，同时用 PBS 洗脱。同时测定
回收液 280 nm 的 A 值，确定回收的溶液中的总蛋
白含量。
1. 2. 5 AT-2 残余量测定:气相色谱分析:用移液器
精密量取对照品 100 μL，置于 10 mL 容量瓶中，加
入乙酸乙酯稀释至刻度，摇匀，作为 1 号标准溶液，

浓度为 10 μg /mL，再用逐步稀释法，配成 8、6、5、4、
2、1 μg /mL 的系列标准溶液，按照色谱条件进样分
析，以峰面积与浓度作标准曲线。用“金羊工作站”

提供的统计软件进行结果分析。
1. 2. 6 残余牛血清测定:应用 ELISA 的方法检测
灭活 HIV 病毒中牛血清含量，根据药典第三部要求
作为抗原刺激剂的生物制品牛血清残留量不超过

50 ng /mL。
1. 2. 7 抗原含量测定:用 ELISA 方法进行 P24

测定。

2 结果

2. 1 HIV 病毒灭活效果
AT-2 灭活后的 HIV-1 病毒和未灭活的 HIV-1

病毒分别加入到 PBMC 细胞中，在接种后的第 4、6、
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9、12、14 天取出一半的溶液作病毒载量测定。测定
结果显示，灭活的病毒在 PBMC 细胞中没有增殖，
证明病毒已经被彻底灭活。结果见图 1。

HIV-1 病毒，HIV-1:HIV-1 病毒对照

图 1 病毒载量变化，AT-2:AT-2 灭活的
Note: AT-2: AT-2 inactivated HIV-1 virus;

HIV-1: HIV-1 virus control

Fig. 1 Viral loading in days

2. 2 灭活病毒浓缩及洗涤的效果
灭活的 HIV-1 病毒超速离心，后经过 3 遍洗涤

体积浓缩了 100 倍。RT-PCR 检测灭活 HIV-1 病毒
载量，灭活病毒比超离前浓缩了 50 倍，回收率在
51%左右。气相色谱分析的方法检测 MT-2 在灭活
HIV-1 病毒中的残余量，AT-2 残留量在气象色谱检
测的域值以下，即检测不到灭活剂的残留。灭活病
毒洗涤前、后的变化见表 1。

表 1 灭活病毒洗涤前后比较
Tab. 1 Results of ultracentifugation

of the inactived HIV-1 virus

组别

Groups

体积

Volume (mL)
载量 Virus loading
( copies / mL)

AT-2 含量
AT-2 content
(μg / mL)

洗涤前

Before
washing

洗涤后

After
washing

洗涤前

Before
washing

洗涤后

After
washing

洗涤前

Before
washing

洗涤后

After
washing

Test 1 900 9
1. 006
× 108

5. 124
× 109 N －

Test 2 1000 10
0. 971
× 108

5. 01
× 109 N －

Test 3 600 6
0. 947
× 108

4. 792
× 109 N －

N 未检测， － 未检测到
Note: N: not tested; － not detected

2. 3 对纯化前、后的样品进行蛋白含量测定
A280 nm 测定峰 1 回收液中蛋白含量为:0. 022

mg /mL;峰 2 回收液中蛋白含量为:0. 001 mg /mL。
根据液相色谱分析图显示图 2，两个峰已经完全分
开，根据蛋白量计算纯度为 95. 6%。
2. 4 抗原回收率及纯化结果
对几次纯化结果进行了灭活病毒 P24 测定，各

图 2 灭活 HIV Sephacry S-1000 柱层析图谱
Fig. 2 Sephacry S-1000 column chromatographic profile

of the purified inactived HIV virus.

次结果都很接近，重复性较好。按灭活病毒原液
量、纯化后的灭活病毒收液量及其 P24 浓度进行计
算，灭活病毒的平均回收率为 74 %。柱层析后牛
血清蛋白清除率为 99%以上，纯化后的样品中牛血
清蛋白残留含量 < 50 ng /mL。灭活病毒纯化蛋白含
量及回收率结果见表 2。

表 2 灭活病毒纯化蛋白含量及回收率
Tab. 2 Results of ultracentifugation of the inactived

HIV-1 virus

组别

Groups

牛血清蛋白含量

BAS content ( ng /mL)
P24 含量

P24 content ( p /mL)

洗涤前

Before
washing

洗涤后

After
washing

洗涤前

Before
washing

洗涤后

After
washing

回收率

Recovery
%

Test 1 N 6. 12 2. 94 × 104 2. 13 × 103 75

Test 2 N 7. 14 2. 67 × 104 1. 73 × 103 70

Test 3 N 5. 78 2. 39 × 104 1. 42 × 103 77

N 未检测 － < 50 ng /mL
Note: N: not tested; － < 50 ng /mL

3 讨论

一些被灭活的完整病毒颗粒已成功应用于疫

苗研制，但以前的灭活方法可使病毒蛋白变性，免

疫原性降低使灭活的病毒失去了作为免疫刺激剂

的基本结构。一接种疫苗后，值得注意的是，一些
疫苗促进了疾病的发展而非起到保护作用。我们
用化合物 2，2’-dithiodipyridine ( aldrithiol-2;AT-2)
共价修饰人免疫缺陷病毒 1 型 ( HIV-1 ) 核衣壳
(NC)蛋白中的锌指结构［4，7］，从而灭活其感染性。
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灭活病毒在体外不易发觉感染性。和常规方法加
热或甲醛液处理灭活的病毒相比，保持了病毒表面

的病毒和宿主细胞来源的蛋白结构和功能的完整

性。AT-2 灭活病毒其结构和功能的完整性的维持
表明这种病毒可能是有效的疫苗抗原

［3，5 － 9］。我们
的研究也证实了这种化学方法灭活的的病毒是被

彻底灭活的，病毒不再具有感染性和复制能力。
灭活的 HIV-1 病毒用作体内试验的免疫刺激

剂，对于其纯度有一定要求。其中混在的在蛋白在
一定程度上会影响灭活病毒的免疫效果。基于这
种要求，对于灭活的病毒做了纯化和浓缩的处理。
灭活 HIV 病毒经过超速离心浓缩后过 Sephacry S-
1000 凝胶柱纯化，99%以上的杂蛋白及残留牛血清
被除去。灭活病毒回收率为 74% 左右。总蛋白含
量的减少说明纯度的提高，达到了纯化的目的。凝
胶过滤层析是层析技术中最简单、条件最温和，对
保持生物大分子的活性最有力的方法。纯化后的
灭活病毒纯度在 95. 6%，已经可以满足体内试验的
要求，为做 HIV-1 病毒免疫机制研究以及研发疫苗
做准备。
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