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细胞有较大的影响，速度太低载体小球悬浮得

差，速度太高又不利于细胞贴球和生长，因而

搅拌速度宜适中.培养液成分对细胞生长也有

一定影响.关于影响微载体培养的因素近来已

有较详细的报道]4'5].

十分明显，微载体培养增大了培养面积

(每 1 克Cytodex 1 的表面积是 0.6 平方米)，

随着培养面积的增大细胞产量也相应增加，而

且培养浓的消耗也相应减少.本试验采用 5ω

毫升广口试剂瓶和 1 毫克/毫升的载体浓度，当

接种 250 毫升细胞悬浓时，获得的细胞产量分

别相当于 37 个容量 100 毫升小方瓶和 4.6 个

容量 1000 毫升大扁瓶的细胞产量.如果把载

体浓度增加 2， 3 和 4 倍则培养面积亦相应增

加，精密地控制各参数可获得更高产量的细

胞，从而生产出大量病毒和细胞产物。因而微载

体培养法是一种发展中的有实用价值的方法.
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。-丙内醋用于病毒介导的细胞融合的研究*

郑硝珍王素很赵也恙

〈中国科学院动物研究所〉

制备高效和安全的仙苔病毒细胞融合剂，

事先必须灭活.当前灭活病毒一般都采用紫外

光[1> 2]或自-丙内醋(自_PL)[3] ，但前者灭活病毒

往往不完全，有细胞毒作用，对有些敏感细胞

不适用，利用。-PL 灭活病毒较完全，但它是

一种强诱变剂和有毒药物，故必须谨慎从事.

但目前各国有关实验室所用自-PL 的剂量较

高，对残留日-PL附的细胞毒性和诱变性没见

有报道.本文就不同浓度的自-PL 对仙苔病毒

几种活性的影响及残留日-PL 的细胞毒性及诱

变性进行分析，以期获得一更合理和更安全的

灭活浓度.

材料和方法

一、仙蕾帽毒的制备和灭活 同以前所述问

二、血摄效价 (HAU)，融合效力和感捧为的满

足 HAU 的测定按 Salk (1944>的方法，用 1%鸡

红血球滴定F 融合效力的测定方法同 1980 所述 [4] ，

感染力的测定，用含病毒的尿囊液原液。 .2 毫升，接

种于鸡胚尿囊腔。每组各接种四个鸡胚，在 35"c膊育

72 小时，然后分别收获，分别细菌检查和 HAU 滴定，

然后把无菌的尿囊液按组混合在一起，进行第二次感

力测定。

三、撬11 ß-PL 诱蛮幢分析用人外周淋巴细胞

染色单体交换 (SCE) 技术来检测 ß-PL 的诱变性。

自-PL 的制备模拟病毒的过程，但不加病毒。实验用

。 .01% 和 0.05% 自-PL 两种浓度进行分析，各分四

组I (1)新鲜制备不经热处理， (2) , (3)一周前制备

各经 37"c热处理30 分和 60 分1 (4)空白对照，不加

自由PL。每组 2 瓶，每瓶含 MEM 培液 3.8-3.9 毫升。

*复旦大学遗传所邱信芳和李昌本同志，暨南
大学沈锦南同志及中山医学院肿瘤所邓承
宗同志参加了部分工作，特此谨致谢意。

踹指加到病毒起;液中的自-PL 经热处理没有

完全降解部分@
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具体操作如下z 取肝素抗凝的健康人外周血 2 毫升，

每瓶加 0.1 毫升，各加相应的自-PL 0.1 毫升使最终

浓度为 0.01% 或 0.05%，充分海合后在 37 "c孵育

30 分钟，再在室温放置 30 分，然后用 Hank's 液洗

两次，细胞用 4 毫升含 PHA 的 MEM(含 20%小牛血

洁、双抗各 100 单位/毫升)重新悬浮，再加 0.1 毫升

5 寸奥去氧尿H密览核苦，使最终浓度为 10μgl毫升，放

在暗处于 37 "c孵育 72 小时，收获前四小时加秋水仙

素。. 2 微克/毫升，按常规制染色体片。一天后用 l

M Na2HPO. (PH 8.0) 在80"c处理 12 分钟，姬姆萨

染色，在1由镜下统计 SCE。每组观察 30 个染色体数

完整，分化良好的分裂相，少数几组因分裂相数不足，

只计数 12 和 17 个。

四、残留存PL 的细胞毒性分析 以对数生七二期

的 CHO 细胞的生民曲线的变化来分析残留 ß-PL 的

细胞毒性。自一PL 采用。 .01%和 0.05% 两种浓度，每

组浓度的实验分三组:1.实验组z 加」周前制备经

热处理 60 分钟的声-PL; 2. 阳性对照组g 加新鲜制备

不经热处理的自 PL; B. 空白对照s 不加自-PL。每

组 2] 瓶，每瓶力日 3 毫升 CHO 细胞悬液(含 6 万个细

1包/毫升)，在 37'C 孵育，每三天换液一次，每天在固

店时间从各组随机取三瓶计数，取其平均值，共计数

7 天，经统计制回归直线，用 t 值检验各组回归直线

斜率的差异。

实验结果

日一PL 对仙苔病毒几种活性的影响

在预备实验中，我们用 0.05%日-PL 处理

八个病毒样品，每个样品分为四份，一为对照，

其它分别热处理 30 分钟、 60 分钟和 120 分钟。

其融合效力的变化结果见表1.

从表 1 可见用。.05%ß-PL 处理病毒，经

370C热处理 120 分钟以上者融合效力不稳定.

有些样品融合效力保持原状，有些不同程度地

下降，有些消失了融合活性，而用。.01% 在PL

处理者，融合活性保持良好。处理 60 分钟以内

者仍保留一定程度的融合活性。故后边的实验

只采用 30 分钟和 60 分钟两种处理.

我们用同一病毒样品分成三组=一为对

照:二、三各与日-PL 混合，使最终浓度分别

为 0.01% 和 0.05%，然后各作三种处理z

囊 1 锺 0.05% 卢-PL 叉洁和加热纯理不

同时间后仙苔病毒融合效力

样品\效力[]---王山队在、向

\广I 30分 1 60分|附
|卅 I tt十 I I计|

了「τ口「丁百丁1一
|卅! 十i- I + I 泊失
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|卅|卅|廿|
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(1) 只在 40C 振荡 10 分钟; (2)(3) 在 40C 振

荡后再在 37 0c 热处理 30 分钟或 60 分钟。处理

后的各组病毒的感染力、融合效力和 HAU 的

检测结果列于表 2 0 

古F:11巳
二面「丁丁4-r一丁丽可忌[时-

二 :;10 川 μ巳iii
- 残留自-PL 诱变性分析

新鲜制备不经热处理的 0.01% 和 0.05%

二组三个血样细胞数量都很少，前者部分淋巴

细胞发生不同程度的转化，但分裂相极少，后

者淋巴细胞不发生转化，也没有分裂相，因此
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Neff 和 Eoder[5) 和 Waiohery 等[6) 都曾

示 0.05% ß-PL 对培葬的 CHO 细胞
生长的影响

"-"空白对照、 "60 分"实验组用一周前制
备并经 37 'C热处理 60 分的 0.05% 萨PL 处理
"+"用新鲜制备不经热处理的 0.05% 如
PL 处理

33 

示 0.01% ß-PL 对培弊的 CHO 细胞生

长的影响
"-"空白对照组吨。"实验组用一周前制备
并经 37'C热处理 60 分.的 0.01% 月-PL 处理。

"+"阳性对照组用新鲜制备不经热处理的
0.01% 萨PL 处理

+ 

论讨

志

固 2

杂

固 1

学物

这两组的 SCE 缺如.现将三个血样其它六组

的 SCE 统计数列于表 3.

用变异数分析法分别对两种浓度的日-PL

的各组 SCE 的变化进行分析.当 01 =2 ， 02=4

时， F O• 05 =6.94, Fo • o1 =18，故 O.Ol%ß-PL

各组间的差异不显著; 0.05% ß-PL 各组间的

差异显著.再进一步分析。.05% 日-PL 各组均

数之间的差异，表明热处理 30 分钟组与对照

组差异显著，其它各组差异不显著.

三、残留 ß-PL 的细胞毒性分析

用 0.01%自-PL处理 CHO细胞不管 ß-PL

是新鲜制备不加热处理，还是一周前制备经热

处理，两者对 CHO 细胞的生长影响不明显，

细胞的生长比空白对照组的稍慢些.三条回归

直线的斜率为 2 阳性对照组 10.绢，实验组

10.23，空白对照组 12.07(见图 1 ).用 t 测定

三者之间没有显著差异.新鲜制备不经热处理

的 0.05%ß-PL 对 CHO 细胞的影响较大，第

一天细胞数量显著减少，到第五天细胞消失几

尽，而 0.05%自一PL 实验组的 CHO 细胞比

0.05%空白对照组的细胞生长稍慢一些.经统

计制成回归直线(见图 2 ).三条回归直线的斜

率z 实验组为 10.88，空白对照组为 14.5，阳

性对照组 -0.1. 用 t 测定， t〉toJE，对照组

与实验组没有显著差异z 实验组与阳性对照组

差异非常显著， t<勺， 0 to 

4.7 

11. 8 

样|浓度〈%〉|:;:1工|;;lii72|2

Z3lE217 

生

残留 ß-PL 对人外周淋巴细胞 SCE

的影响

胞

6.46 

5.13 

细第 5 卷第 1 期

0.05 

0.01 

表 3
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用不同浓度的 ß-PL处理病毒，然后对病毒的几

种生物学活性的反应进行分析，我们的结果与

他们的有相似之处，结果都表明病毒的感染力

灭活最快，其次是融合活性，血凝活性较稳定。

但我们与他们又各有出入， Neff 等用 0.03% 、

0.06% 和 0.13%ß-PL 处理病毒，融合活性

仍保持完好 z 而 Wainhery 等用 0.05% ß-PL 

处理，病毒消失融合活性，用 0.013% 者保留

融合活性:我们在预备实验中用 0.05% ß-PL 

处理病毒并在 37"C处理 120'分钟，病毒的融合

效力表现不稳定。有些样品融合效力保持原状，

有些不同程度地下降，有些消失了融合活性z

而用 O.Ol%ß-PL 处理者，融合活性保持良

好.这说明不同样品的病毒融合活性对较高

浓度的。-PL 反应不稳定，而对较低浓度的

日-PL 反应较稳定. Brusik[1]曾就 ß-PL 对遗

传物质作用的特征进行评论，认为"自-PL是一

种高度活跃的分子，它快速地与嗜核中心

(nu c1eophilis cen ters)如蛋白之类物质起反

应，特别与含硫氨基酸起反应，使核酸发生单

股断裂，而不损害病毒的外壳气这大概就是

为什么病毒的感染力对自-PL 特别敏感，而融

合活性和血凝活性较稳定的原因，因为后两种

活性只与病毒的外壳有联系，必须提出的是自

PL 不损害病毒的外壳，只是对低浓度的。-PL

而言，而较高浓度的 ß-PL 对病毒外壳是有损

害的.我们用 0.01%日-PL 处理的病毒其融合

活性没有变化，并能较长时间保存，而用0.05%

。-PL 处理者融合活性降低，只能保存较短时

间，这都说明病毒的外壳随着自-PL 的浓度的

增加，受损害也加剧.

Dean[8] 曾用大自鼠的自血球进行实验，

发现 2.5 x 10-4Mß-PL 就有细胞毒作用，分

裂指数明显降低. Perry 和 Evans[町的工作

说明 3 x 10-5-3 X 10-4 M ß-PL 对 CHO 细胞

有显著的诱发 SCE 的作用.虽然不同动物的细

胞对日-PL 的反应会有不同，但从这些资料看

来，自-PL 的毒性和诱变性还是相当富的，国

外各实验室一般都采用 0.05% ß-PL 灭活病

毒，浓度较高，为了使药物降解，制剂在37"C

处理 120 分钟，而这样对病毒的融合效力影响

较大，有些融合效力下降了，有些消失了融合

活性.我们的实验证明，如果在 370C热处理时

采用连续振荡法，可以加速药物的降解。0.05%

。-PL 热处理 60 分钟，残留 ß-PL 没有显著的

诱变性和细胞毒性.实验还证明用 O.Ol%ß-PL

就足以灭活病毒，在 37"C处理 30 分钟到 60

分钟其残留日-PL 没有显著的细胞毒性和诱变

性.但融合效力保持良好，并能较长时间保存.
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