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血清对Ⅱ型脊髓灰质炎病毒感染性
滴度检测结果的影响
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摘　要　目的　比较 ６种不同血清对Ⅱ型脊髓灰质炎病毒感染性滴度（ＣＣＩＤ５０）检测结果的影响。方法　分别采用 ６种未

处理血清和 ６种预处理血清组（免疫吸附法）进行Ⅱ型脊髓灰质炎病毒感染性滴度检测（微细胞病变法），检测了不同组血清中

Ⅱ型脊髓灰质炎病毒中和抗体滴度，并使用处理血清组进行促细胞生长试验。最后分析不同血清对感染性滴度的影响。结果

６种未处理血清组病毒感染性滴度检测结果差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），６种处理血清组病毒感染性滴度差异无统计学意义

（Ｐ＞００５）。未处理组 ２号血清的中和抗体滴度为 １∶４，６号血清的中和抗体滴度为 １∶８，其余各组血清的中和抗体滴度均

＜１∶４。６种处理血清组的中和抗体滴度均为 １∶２。血清促细胞生长试验显示 ６种处理组血清细胞生长趋势正常。结论　Ⅱ型

脊髓灰质炎病毒感染性滴度检测前使用免疫吸附对血清进行预处理，可降低血清中存在的中和抗体对检测的影响，为比较不同

实验室数据提供可能。
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　　脊髓灰质炎是由脊髓灰质炎病毒引起，主要通过
粪 －口途径传播的急性传染病，俗称小儿麻痹症。属
小核糖核酸病毒科（Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）肠道病毒属（Ｅｎ
ｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅ）。病毒直径 ２４～３０ｎｍ、二十面球形，无包
膜的颗粒

［１］
。目前尚无有效抗病毒药物，疫苗是预

防该疾病的有效手段。我国一直使用脊髓灰质炎减

毒活疫苗（ＯＰＶ）预防脊髓灰质炎，并且取得了十分显
著的成绩，但是 ＯＰＶ存在潜在的疫苗安全性问题，由
其引发的疫苗衍生脊髓灰质炎病毒（ｖａｃｃｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ
ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ，ＶＤＰＶ）和疫苗相关麻痹性脊髓灰质炎病例
（ｖａｃｃｉｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐａｒａｌｙｔｉｃｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，ＶＡＰＰ）已超
过了由野生型病毒引起脊髓灰质炎发生率。为配合

ＷＨＯ彻底消灭脊髓灰质炎病毒，减少因接种 ＯＰＶ引
起的疫苗相关病例和衍生病例，研制脊髓灰质炎灭活

疫苗（ＩＰＶ）势在必行［２］
。目前，中国、日本、和荷兰都

在研制生产 Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（Ｓａｂｉｎ
ＩＰＶ），中国医学科学院医学生物学研究所自主研发
的 ＳａｂｉｎＩＰＶ于２０１５年１月１４日获得国家食品药品

·３４·

　　医学研究杂志　２０１８年 ５月　第 ４７卷　第 ５期 ·论　　著·　



监管总局批准，成为全球首个 Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭
活疫苗（单苗），并于 ２０１５年 ６月成功上市。在消灭
脊灰的“后 ＯＰＶ时代”，为了避免 ＶＡＰＰ和 ＶＤＰＡ引
起的病例，彻底根除脊髓灰质炎，中国政府决定逐渐

用 ＩＰＶ替代 ＯＰＶ，建议第 １、２剂次先使用 ＩＰＶ，其余
剂次用 ＯＰＶ，并按 ＯＰＶ的免疫程序完成全程免
疫

［１，３］
。脊髓灰质炎灭活疫苗的使用，可实现世界卫

生组织在 《消灭脊髓灰质炎最后阶段战略计划

（２０１３～２０１８年）》中提出的消灭脊髓灰质炎野病毒
和消灭脊髓灰质炎疫苗衍生病毒两个平行目标。因

此利用 ＩＰＶ将成为全球消灭脊髓灰质炎的必由之举。
世界卫生组织也于近期致函我国相关部门，提出将我

国生产的 ＳａｂｉｎＩＰＶ引入全球根除脊髓灰质炎行动计
划中。

疫苗的免疫效果与病毒含量密切相关，所以准确

测定其含量是疫苗有效性的保证
［４］
。感染性滴度是

重要的活性指标，因此在疫苗生产过程中，为了确保

疫苗免疫效果，对疫苗滴度的检测是其质控必不可少

的环节
［５］
。其间需使用细胞作病毒滴度测定基质，

细胞培养过程中使用的血清试剂对脊髓灰质炎病

毒感染性滴度的检测结果可能存在的影响是不容

忽视的
［６］
。且市面上血清试剂的种类繁多，在质量

上存在批间差异，增加了疫苗生产检定的不稳定性

和疫苗质量控制的难度
［７］
。本研究主要比较了不

同血清试剂对Ⅱ型脊髓灰质炎病毒感染性滴度检
测的影响，并探寻如何保证Ⅱ型脊髓灰质炎病毒感
染性滴度检测结果的有效性和不同实验室间数据

的可比性。

材料与方法

１．细胞株：Ｈｅｐ－２细胞，由中国医学科学院医学
生物学研究所提供。ｓＰ２／０细胞，由中国医学科学院
医学生物学研究所提供。

２．毒种：Ⅱ型 Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎病毒 ＳＯ＋３，由
中国医学科学院医学生物学研究所提供，保存于

－７０℃冰箱。Ⅱ型脊髓灰质炎病毒灭活单价原液由
中国医学科学院医学生物学研究所提供。

３．试剂：血清试剂：１号（胎牛血清，美国 Ｇｉｂｃｏ
公司 ＦＢＳ，批号：１３３０６７），２号（新生牛血清，美国
Ｇｉｂｃｏ公司 ＮＢＣＳ，批号：１４３１０９２），３号（新生牛血清，
北京民海生物科技有限公司，批号：２０１３０１３１），４号
（新生牛血清，北京民海生物科技有限公司，批号：

２０１３０７０１），５号（新生牛血清，美国 Ｇｉｂｃｏ公司，批
号：１１１２１４），６号（小牛血清，美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号：

１４Ｅ０１０），ＭＥＭ细胞培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），胰蛋
白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）。

４．血清免疫吸附预处理：不同血清以 １０∶１比例
与Ⅱ型脊髓灰质炎病毒灭活单价原液混合，４℃过夜，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，２０ｍｉｎ弃沉淀备用。

５．病毒感染性滴度测定：采用微量滴定法测定Ⅱ
型脊髓灰质炎病毒感染性滴度，病毒做 １０倍系列稀
释（１０－１到１０－８），将不同稀释度加至微量细胞板中，
每个稀释度８孔，每孔１００μｌ，另设８孔只加病毒稀释
液作为阴性对照。然后每孔加入 １００μｌ制备好的２×
１０５／ｍｌＨｅｐ－２细胞悬液，细胞悬液已分别加入不同
血清试剂。置 ３５℃、５％ＣＯ２培养箱培养。７天结果
判定，Ｋａｂｅｒ公式计算病毒滴度。

６．血清中和抗体滴度的测定：采用微量细胞病变
抑制法测定血清中Ⅱ型脊髓灰质炎病毒中和抗体滴
度。将待测血清置于５６℃灭活３０ｍｉｎ，１∶２开始在 ９６
孔板内开始２倍系列稀释，每孔 ５０μｌ，每个稀释度 ２
个复孔。每孔加入 ５０μｌ２０００ＣＣＩＤ５０／ｍｌⅡ型脊髓灰
质炎病毒稀释液，３６℃、５％ＣＯ２培养箱中和 ３ｈ。然

后每孔加入１００μｌ密度为２×１０５／ｍｌ的 Ｈｅｐ－２细胞
悬液，３５℃、５％ＣＯ２培养５天，观察细胞病变（ＣＰＥ）。
将能抑５０％ＣＰＥ的最高稀释度判定为抗体的中和滴
度，以抗原稀释度的倒数来表示抗原的中和抑制滴

度。以中和抗体滴度≥１∶４表示有中和抑制细胞病
变效应（ＣＰＥ）的作用。

７．不同处理组血清促细胞生长试验：按照 ２０１５
年版《中国药典》三部通则 １１４进行支持细胞增殖检
查。ｓＰ２／０细胞用处理组血清适应培养 ３代后，将长
成单层的 ｓＰ２／０细胞用不同血清的细胞维持液悬浮，
调整细胞浓度为 １×１０５个／毫升，分别接种于 ２４孔
培养板中，每孔 １ｍｌ，置 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，
每天于显微镜下观察细胞形态，每隔２４ｈ随机取 ３孔
进行活细胞计数，每孔计数３次，取平均值，绘制细胞
生长曲线并计算倍增时间。

８．统计学方法：用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件进行方
差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．未处理血清组和预处理血清组检测的脊髓灰

质炎病毒滴定结果：滴定结果在第７天后出现病变的
孔数量不再增加，将此时间作为微量板法滴定脊髓灰

质炎的终判时间，本实验中所有最低稀释度实验孔全

部病变，最高稀释度病变不完全。使用 Ｋａｂｅｒ公式计
算病毒滴度 ＬｏｇＣＣＩＤ５０／ｍｌ，各血清组所测脊髓灰质炎
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病毒滴度不同。做方差分析，未处理组差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）。两两比较后，１、３、４、５号血清组在
同一子集，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），２、６号血清
组在同一子集，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。１、３、
４、５号血清组与２、６号血清组，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），见表 １。其中 ２号与 １、３、４、５、６号血清组
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），６号与 １、４号血清组
差异极有统计学意义（Ｐ＜０．０１），６号与 ３、５号血清
组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。而 ６种预
处理血清组，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表３）。未
处理 ２号血清组和预处理组 ２Ｔ号血清组做两两比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），６号未处理组和
６Ｔ号处理组做两两比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１），其余４组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。

表 １　未处理的 ６个血清组检测的脊髓灰质炎病毒滴定结果

未处理血清组别 次数 Ⅱ型脊髓灰质炎病毒滴度

１号血清组 ５ ８．１０±０．２２

２号血清组 ５ ７．２３±０．２７

３号血清组 ５ ７．８０±０．２６

４号血清组 ５ ７．９０±０．２４

５号血清组 ５ ７．８３±０．２６

６号血清组 ５ ７．４０±０．２１

　　与２号和６号血清组比较，Ｐ＜０．０５

表 ２　未处理组间差异显著性比较

组别 Ｐ

２号与１、４号血清组 ０．０００

２号与３号血清组 ０．００１

２号与５号血清组 ０．００１

６号与１号血清组 ０．０００

６号与４号血清组 ０．００４

６号与３号血清组 ０．０１６

６号与５号血清组 ０．０１１

表 ３　预处理 ６个血清组检测的脊髓灰质炎

病毒滴定结果 （ｘ±ｓ）

预处理血清组别 次数 Ⅱ型脊髓灰质炎病毒滴度
１Ｔ号血清组 ５ ７．９３±０．２１
２Ｔ号血清组 ５ ７．７３±０．２１
３Ｔ号血清组 ５ ７．９０±０．２２
４Ｔ号血清组 ５ ７．９５±０．１１
５Ｔ号血清组 ５ ７．９３±０．１９
６Ｔ号血清组 ５ ７．９３±０．２６

图 １　未处理组和处理组滴度分析
　

　　２．未处理血清组和预处理血清组检测的脊髓灰
质炎病毒中和抗体的滴度测定结果：未处理组２号的
中和抗体血清的滴度为 １∶４，６号的中和抗体血清的
滴度为 １∶８。其余 ４组中和抗体血清滴度 ＜１∶４。６
种预处理血清组中和抗体的滴度均为１∶２。

３．不同预处理组血清促细胞生长实验结果：（１）
预处理血清组培养的 ｓＰ２／０细胞的形态：显微镜下观
察可见，不同血清培养的 ｓＰ２／０细胞，细胞正常生长，
细胞浑圆，透亮，贴壁多，悬浮少（图 ２）。（２）预处理
血清组培养的 ｓＰ２／０细胞的生长曲线：６种预处理血
清组培养的 ｓＰ２／０细胞均经历潜伏期、对数生长期、
稳定（平台）期和衰亡期 ４个生长阶段，生长曲线呈
标准的 Ｓ型（图３）。

图 ２　预处理血清组培养的 ｓＰ２／０细胞形态
Ａ．１Ｔ号血清；Ｂ．２Ｔ号血清；Ｃ．３Ｔ号血清；Ｄ．４Ｔ号血清；Ｅ．５Ｔ号血清；Ｆ．６Ｔ号血清

　

讨　　论
本研究以Ⅱ型脊髓灰质炎病毒为例通过微滴

法
［８］
比较发现，６种不同血清对Ⅱ型脊髓灰质炎病毒

感染性滴度检测差异有统计学意义，随后对６种血清
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图 ３　ｓＰ２／０细胞在不同预处理血清培养

条件下的生长曲线

　

进行免疫吸附处理后发现滴度检测差异无统计学意

义。本研究从血清试剂的影响进行分析，并采用免疫

吸附预处理的方法后减少检测差异，提供了不同实验

室间使用不同血清检测数据的比较方法。同时可作

为Ⅰ、Ⅲ型脊髓灰质炎病毒滴定的及其他病毒滴定的
参考方法。

本实验结果显示不同血清组所测的脊髓灰质炎

病毒滴度比较差异有统计学意义，未处理组的 １、３、
４、５号血清与２、６号血清差异有统计学意义，表明在
脊髓灰质炎病毒感染性滴度检测时，使用不同来源不

同厂家血清试剂间存在明显差异，增加了滴度检测的

不确定性。本研究结果与张金菊等
［９］
文献结果有一

致也有不同，张金菊等文献中仅得出滴度结果检测有

差异，而本实验中未处理组的 １、３、４、５号血清组与
２、６号血清组滴度检测差异有统计学意义，中和实验
结果显示未处理组 ２号的脊灰血清中和抗体滴度为
１∶４，６号的血清脊灰中和抗体滴度为 １∶８，其余 ４组
血清中和抗体滴度 ＜１∶４，推测血清中存在的脊灰中
和抗体对病毒滴定产生影响

［１０］
。本实验中处理组血

清预处理实验方法根据免疫吸附原理，血清经过脊灰

抗原免疫吸附处理后，６种不同血清处理组滴度检测
差异无统计学意义，６种不同血清处理组中和抗体的
滴度均为１∶２，表明血清中存在的中和抗体与Ⅱ型脊
髓灰质炎病毒灭活单价原液抗原发生结合，消除了引

起中和抑制细胞病变效应（ＣＰＥ）的作用。同时 ６种
预处理组血清促细胞生长实验表明，细胞正常生长，

表明处理后血清都能够满足细胞生长的需求
［１１］
。

综上所述，本研究通过Ⅱ型脊髓灰质炎病毒滴度
检测，发现不同来源和不同厂家的血清试剂对病毒滴

度检测实验结果有影响，这就提示针对脊髓灰质炎病

毒滴度检测可以从以下３点考虑：①在进行滴度检测
前对可能产生影响的因素做到分析排查，对种类繁多

的血清在实验操作前应该进行预处理，如使用病毒抗

原免疫吸附处理，该方法简单，易操作，减少因血清试

剂的来源和厂牌间质量差异引起的检测差异，提高实

验的重复性，从而保证不同实验室间使用不同血清进

行日常检测结果的可比性
［１２］
；②将使用前的中和实

验作为检测筛选血清试剂的１个标准，减少因血清差
异引起检测差异。在检测前对不同的血清试剂，采用

微量细胞病变抑制法测定血清中脊髓灰质炎病毒中

和抗体滴度，结果判定以中和抗体滴度≥１∶４为阳
性。若测定结果为阳性的血清，不建议用于脊髓灰质

炎病毒滴度检测；③可以考虑使用无血清培养基进行
检测。但因商业化的无血清培养基配方因细胞特性

的不同而异，针对性强，通用性差
［７］
。在预实验中使

用的无血清培养基对 Ｈｅｐ－２细胞贴壁效果差，需进
一步挑选针对性强的培养基配方，为后续无血清检测

方法提供实验依据。
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