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　 　 摘要:　 以矿化效率为评价标准ꎬ对猪圆环病毒 ２ 型(ＰＣＶ２)生物矿化的反应温度、反应时间及 Ｃａ / Ｐ 比、抗原

初始 ｐＨ、添加剂用量等条件进行优化ꎬ并通过小鼠实验检测矿化病毒的免疫原性ꎮ 结果显示ꎬ生物矿化最优处理

条件为初始 ｐＨ ６􀆰 ５ꎬＣａ / Ｐ １􀆰 ６７ꎬ４ ℃矿化 １２ ｈꎬＭｇ２＋ / Ｃａ２＋为 １􀆰 ０ꎮ 在该反应条件下ꎬ病毒粒子能够形成球形结构的

钙磷 ＰＣＶ２ 粒子ꎬ粒径为 ２００~５００ ｎｍꎮ 不同批次 ＰＣＶ２ 抗原矿化率皆在 ９０％以上ꎬ且该方法可去除大量杂蛋白ꎮ
小鼠免疫矿化 ＰＣＶ２ 病毒颗粒后 １４~２８ ｄꎬ抗体水平与商品苗对照组、未矿化 ＰＣＶ２ 病毒组基本相同ꎬ２８ ｄ 后对照组

抗体水平下降明显ꎬ而 ＰＣＶ２ 矿化颗粒组的抗体基本维持在原水平ꎬ表明 ＰＣＶ２ 矿化颗粒具有缓释抗原的作用ꎮ
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　 　 猪圆环病毒 ２ 型病毒(ＰＣＶ２)可引起多种猪疾

病ꎬ如断奶仔猪多系统衰竭综合征(ＰＭＷＳ)、猪呼吸

道疾 病 综 合 征 ( ＰＲＤＣ )、 猪 皮 炎 肾 病 综 合 征

(ＰＤＮＳ)、猪急性肺水肿 ( ＡＰＥ)、猪繁殖障碍症

等[１￣４]ꎬ该病毒主要侵害猪的免疫系统ꎬ导致机体抵

抗力降低甚至免疫抑制ꎬ从而引起其他继发疾病ꎮ
猪圆环病毒病的发病率可达 ５０％ꎬ因地区不同ꎬ死
亡率为 ５％ ~ ７０％ [５]ꎬ对中国及世界范围的养猪业

造成了严重的危害ꎮ 目前中国已有自主研发的猪圆

环病毒灭活疫苗ꎬ但此类疫苗在生产过程中面临着

体外培养病毒增殖能力不强ꎬ滴度不高的困难[５]ꎬ
因此开发高效快捷的抗原纯化浓缩处理工艺成为提

高抗原含量ꎬ增加免疫效果的有效手段ꎮ 目前ꎬ应用

于兽用疫苗生产的主要浓缩纯化方法包括低、高速

离心除杂ꎬ超滤纯化等[６￣８]ꎮ 但是这些方法效率偏

低ꎬ过程复杂或成本较高ꎬ因此急需建立一种高效、
经济、便捷的兽用疫苗抗原浓缩纯化方法ꎮ

生物矿化是自然界中普遍存在的现象[９]ꎬ利用

生物矿化可将生物体形成具有各种结构和功能的有

机￣无机复合材料[１０￣１１]ꎮ 生物矿化现已成为制备具

有复杂结构纳米复合材料的一种简单且有效的方

法ꎮ 一些可生物降解的高分子ꎬ 如蛋白质[１２]、多
肽[１３]、胶原[１４]等ꎬ 被认为是进行生物矿化的首选基

材ꎮ 这些高分子材料中的官能团通常是矿化的成核

点ꎬ 能促使矿物在材料表面沉积ꎬ形成有机￣无机复

合物颗粒ꎬ无机“壳”使生物材料具有新的特性ꎬ如
缓释作用ꎬ对高温环境耐受等[１５]ꎮ 生物矿化结果受

到很多因素制约ꎬ当条件改变时ꎬ矿化效率与矿化产

物形态等都会发生很大变化ꎮ 为得到最优的生物矿

化结果ꎬ需要对矿化条件进行优化ꎮ 本试验拟利用

磷酸钙对 ＰＣＶ２ 病毒颗粒进行包裹ꎬ通过设置不同

ｐＨ、温度、Ｃａ / Ｐ 比ꎬ对生物矿化条件进行优化ꎬ提高

矿化率ꎬ优化磷酸钙颗粒形态ꎬ从而达到浓缩纯化病

毒的目的ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 仪器与材料

ＰＣＶ２ 抗原由本实验室保存并扩增ꎻ ＣａＣｌ２、
Ｎａ２ＨＰＯ４等试剂均为分析纯ꎬ购自翼飞雪生物公司ꎬ
ＤＮＡ 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自上海捷瑞公司ꎬ荧
光定量 ＰＣＲ Ｔａｑ 酶为 ＴａＫａＲａ 公司的 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)ꎮ 主要仪器:普通 ＰＣＲ

仪(ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙ￣
ｃｌｅｒ 􀅹 ４８０Ⅱ(Ｒｏｃｈｅ 公司产品)ꎮ 猪抗 ＰＣＶ２ 多克

隆抗体购自美国 ＶＲＤＭ 公司ꎻＦＩＴＣ 标记的葡萄球菌

Ａ 蛋白购自武汉博士德生物工程有限公司ꎮ
１.２　 生物矿化条件优化

１.２.１　 反应温度、反应时间　 生物矿化过程参考 Ｈｅ
等 [１６]的方法ꎬ取 １５ ｍｌ ＰＣＶ２ 病毒液ꎬ加入 １ ｍｌ
０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＣａＣｌ２溶液ꎬ分别置于 ４ ℃、２５ ℃、３７
℃下使用磁力搅拌器搅拌 １ ｈꎬ再逐滴加入 ５００ μｌ
０􀆰 １２５ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４溶液ꎬ分别反应 ３ ｈ、６ ｈꎬ过夜

(１２ ｈ)后分别取样ꎬ检测矿化效率ꎮ
１.２. ２ 　 Ｃａ / Ｐ 　 取 １５ ｍｌ ＰＣＶ２ 病毒液ꎬ加入 １ ｍｌ
０􀆰 １００ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＣａＣｌ２溶液ꎬ使用磁力搅拌器在选定

温度下搅拌 １ ｈꎬ再逐滴加入相应体积 ０􀆰 １２５ ｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４ 溶液ꎬ 使 Ｃａ / Ｐ 终浓度比分别为 １􀆰 ００、
１􀆰 ３０、１􀆰 ５０、１􀆰 ６７ 和 １􀆰 ８０ꎮ 反应结束后取样ꎬ检测矿

化效率ꎮ
１.２.３　 初始 ｐＨ　 在确定 Ｃａ / Ｐ 后ꎬ取 １５ ｍｌ ＰＣＶ２ 病

毒液ꎬｐＨ 分别设为 ５􀆰 ５、６􀆰 ０、６􀆰 ５、７􀆰 ０、７􀆰 ５、８􀆰 ０、８􀆰 ５、
９􀆰 ０ꎬ进行矿化处理ꎬ反应结束后取样进行矿化效率

检测及电镜观察ꎮ
１.２.４　 添加剂添加量　 在上述条件优化的基础上ꎬ
在收取矿化样品前 ３０ ｍｉｎꎬ分别逐滴加入 ０􀆰 １００
ｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋溶液ꎬ使 Ｍｇ２＋ / Ｃａ２＋比率分别为 ０􀆰 ５、１􀆰 ０、
１􀆰 ５、２􀆰 ０ꎮ 反应结束后取样检测矿化率ꎮ
１.３　 不同批次抗原检测优化后的矿化率

７ 个不同批次的抗原扩繁方式一样ꎬ但扩繁时

初始病毒浓度不同ꎬ保存时间不同ꎬ扩繁规模不同ꎬ
最终得到的抗原病毒 ＤＮＡ 含量不同ꎮ 将 ７ 批抗原

按照优化后的条件进行矿化处理ꎬ检测其矿化率ꎮ
１.４　 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＰＣＶ２ 矿化率

１.４.１　 标准品目的片段的获取 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上

公布的 ＰＣＶ２ ｃａｐ 蛋白保守序列(ＨＭ００９３３２)ꎬ设计

特 异 性 引 物 ５′￣ＣＧＧＡＴＣＣＡＴＡＡＣＣＣＡＧＣＣＣＴＴＣＴＣ
ＣＴＡＣＣ￣３′ꎻ５′￣ＣＣＴＴＴＡＣＡＴＣＴＧＧＴＧＣＡＴＣＣＧＧＴＴＣＧＡＡ
Ｃ￣３′ꎬ以 ＰＣＶ２ ＤＮＡ 为模板进行扩增ꎬ将扩增产物连

接 Ｔ 载体后转化至大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ挑取单克隆过

夜培养并提取质粒测序ꎮ 测序结果正确后使用内切

酶酶切质粒ꎬ通过琼脂糖凝胶电泳分离后回收目的

片段制成标准品 ＤＮＡꎮ
１. ４. ２ 　 荧 光 定 量 ＰＣＲ 标 准 曲 线 建 立 　 根据

ＨＭ００９３３２ 序列设计引物ꎬ ５′￣ＡＴＡＡＣＣＣＡＧＣＣＣＴ￣
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ＴＣＴＣＣＴＡＣＣ￣３′ꎻ ５′￣ＣＣＴＴＴＡＣＡＴＣＴＧＧＴＧＣＡＴＣＣＧＧ￣
３′ꎮ 根据重组质粒拷贝数进行 １０ 倍梯度倍比稀释ꎬ
选取合适浓度范围(１ μｌ １０３ ~ １０８拷贝数)ꎬ每个浓

度梯度设立 ３ 个重复样本进行 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ￣ ＰＣＲꎮ 荧

光定量 ＰＣＲ 扩增体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ其中 ＳＹＢＲ １０􀆰 ０
μｌꎬ引 物 １ ( １０ ｐｍｏｌ / ｍｌ ) ０􀆰 ４ μｌꎬ 引 物 ２ ( １０
ｐｍｏｌ / ｍｌ) ０􀆰 ４ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ２ μｌꎬ模板 ２􀆰 ０ μｌꎮ 反应

条件为 ９５ ℃ ３０ ｓꎬ１ 个循环ꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ２０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎮ 反应结束后ꎬ分析熔解曲线ꎬ根据各浓

度组对应的重复样本 Ｃｔ 值ꎬ绘制标准曲线ꎬ并计算

扩增效率ꎮ
１.４.３ 矿化效率检测 　 取 １ ｍｌ 矿化后样品ꎬ１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ将上清液和沉淀分离ꎮ 使用氯

仿￣Ｔｒｉｓ 酚法分别抽提上清液和病毒原液 ＤＮＡꎬ以抽

取的 ＤＮＡ 为模板ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 检测相应的 ＤＮＡ
拷贝数ꎬ根据以下公式得到矿化效率[１６]ꎮ
矿化效率 ＝ (原液中 ＤＮＡ 的总拷贝数－上清液中

ＤＮＡ 的拷贝数) /原液中 ＤＮＡ 的总拷贝数×１００％
１.５　 抗原纯化效果检测

将 １ ｍｌ 矿化后样品以 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎꎬ分离上清和沉淀ꎮ 沉淀使用 １ ｍｌ 溶解液(１００
ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ ０􀆰 ８５％ ＮａＣｌ)溶解ꎮ 取 ＰＣＶ２ 病毒

液、矿化后沉淀溶解液、矿化后上清液进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 检测ꎬ浓缩胶浓度 ５％ꎬ分离胶浓度为 １２％ꎮ
１.６　 矿化 ＰＣＶ２ 颗粒对细胞的感染

选取 １ ｍｌ 含 １０６􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０的 ＰＣＶ２ 抗原按优化

条件进行矿化处理ꎬ所得病毒颗粒离心后弃上清液ꎬ
ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ使用 ＰＢＳ 重悬沉淀至矿化前体积ꎮ
９６ 孔板上培养单层 ＰＫ￣１５ 细胞 ２４ ｈ 后ꎬ分别加入

２００ μｌ 未经矿化处理的 ＰＣＶ２ 病毒液及相同体积的

ＰＣＶ２ 矿化颗粒重悬液ꎮ 将细胞板置于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２培养箱中孵育 ４８ ｈꎬ采用间接免疫荧光检测法

检测细胞感染情况ꎮ
１.７　 小鼠实验检测矿化 ＰＣＶ２ 颗粒免疫原性

选取 １ ｍｌ 含 １０６􀆰 ５ ＴＣＩＤ５０的 ＰＣＶ２ 抗原按优化

条件进行矿化处理ꎬ所得病毒颗粒离心后弃上清液ꎬ
ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ使用 ＰＢＳ 重悬沉淀至矿化前体积ꎬ
并使用 β￣丙内酯灭活处理 ２４ ｈꎬ与等体积法国 ＳＰ￣
ＰＥＩＣ 公司的 ２０６ 佐剂乳化ꎬ制备疫苗ꎮ 共设 ４ 个处

理ꎬ分别为未经矿化处理的 ＰＣＶ２ 抗原、ＰＣＶ２ 矿化

抗原、空白对照 ( ＰＢＳ)、商品疫苗对照 (梅里亚

ＰＣＶ２ 灭活疫苗)ꎮ 选取 ＢＡＬＢ / ｃ ５ ~ ６ 周龄雌性小

鼠ꎬ进行颈部、背部多点皮下注射ꎬ每只免疫 ０􀆰 ２ ｍｌꎬ
初免两周后ꎬ等剂量加强免疫 １ 次ꎬ免疫后每周采血

分离血清ꎬ使用武汉科前生物科技有限公司的

ＰＣＶ２ 抗体 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测其抗体效价ꎮ

２　 结 果

２.１　 温度与矿化时间对 ＰＣＶ２ 生物矿化的影响

由图 １ 可知ꎬ温度对抗原的矿化率有一定影响ꎬ
相同矿化时间下ꎬ温度越高矿化效率越高ꎮ 经过 ３ ｈ
的矿化后ꎬ４ ℃下抗原的矿化效率只有 ２０％ꎬ３７ ℃
下矿化率达到 ８０％ꎬ而 ４ ℃下 １２ ｈ 后矿化率才达到

７０％以上ꎮ 虽然 ２５ ℃和 ３７ ℃下相同时间内矿化效

率较 ４ ℃更高ꎬ但考虑到抗原反应喜低温的特殊性ꎬ
且 ４ ℃的反应温度所达到的矿化效率具有提高的空

间ꎬ所以选择生物矿化温度为 ４ ℃ꎬ矿化时间为

１２ ｈꎮ

图 １　 不同温度下 ＰＣＶ２ 生物矿化效率

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＰＣＶ２ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍ￣
ｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２.２　 Ｃａ / Ｐ 比率对 ＰＣＶ２ 病毒生物矿化的影响

初始 Ｃａ / Ｐ 比率不同ꎬ所产生的钙结晶组分也

有所变化ꎬ通过改变初始反应的 Ｃａ / Ｐ 比率可得到

不同钙产物[１７]ꎮ 当 Ｃａ / Ｐ 比率为 １􀆰 ３３ ~ １􀆰 ５０ 时ꎬ倾
向于生成不定形钙[１８]ꎻＣａ / Ｐ 比率为 １􀆰 ６７ 时ꎬ则更

易于生成羟磷灰石[１７]ꎬ因此需探索在不同种类钙产

物中 ＰＣＶ２ 矿化率的变化ꎮ 通过图 ２ 得知ꎬ Ｃａ / Ｐ 为

１􀆰 ００ 时ꎬ矿化效率最低ꎬ提高钙离子的初始含量ꎬ能
够有效提高矿化效率ꎬ当 Ｃａ / Ｐ 达到 １􀆰 ６７ 后ꎬ矿化

１６１徐　 悦等:ＰＣＶ２ 病毒生物矿化条件的优化



效率稳定在 ９０％ꎮ 推测初始 Ｃａ / Ｐ 小于 １􀆰 ６７ 生成

的钙磷化合物不稳定ꎬ易于结团ꎬ矿化效率低ꎮ 从矿

化效率和成本角度考虑ꎬ选择 Ｃａ / Ｐ 为 １􀆰 ６７ꎮ

图 ２　 不同的 Ｃａ / Ｐ 下 ＰＣＶ２ 病毒的生物矿化效率

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＰＣＶ２ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ Ｃａ / Ｐ ｒａｔｉｏｓ

２.３　 初始溶液 ｐＨ值对 ＰＣＶ２病毒生物矿化的影响

从图 ３ 可知ꎬ在初始溶液呈酸性的条件下ꎬ
ＰＣＶ２病毒矿化效率较高ꎬ随着初始 ｐＨ 的升高ꎬ矿
化效率开始下降ꎬ当 ｐＨ 为 ９􀆰 ０ 时ꎬ矿化率只有

２０％ꎮ 不同的 ｐＨ 值会对病毒表面电性及病毒蛋白

电性产生影响[１９]ꎬ从而使得磷酸钙￣病毒粒子复合

产物形

态发生变化ꎮ 从电镜图片中可以看到ꎬ酸性条件

(图 ４ａ)ｐＨ＝ ４􀆰 ５ 下ꎬ复合颗粒为棒状条形颗粒ꎬ长
度１０~ ２０ μｍꎬ形态明显不符合疫苗生产需要ꎻ当初

始 ｐＨ 为 ６􀆰 ５(图 ４ｂ)时ꎬ钙磷￣ＰＣＶ２ 粒子呈光滑球

形ꎬ直径为 ２００ ~ ５００ ｎｍꎻ当初始环境为碱性 ｐＨ ＝
８􀆰 ５(图 ４ｃ)时ꎬ复合物呈现不规则的晶体形态ꎬ此时

ＰＣＶ２ 吸附在不规则的钙磷化合物表面ꎬ直径达到

６００~ ８００ ｎｍꎮ 初始 ｐＨ ＝ ６􀆰 ５ 时复合颗粒所形成的

光滑球形结构较为理想ꎬ符合 ＰＣＶ２ 的保存需要ꎬ此
时生物矿化率达 ８５％以上ꎮ

图 ３　 初始溶液不同 ｐＨ 下 ＰＣＶ２ 病毒的生物矿化效率

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＰＣＶ２ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｉｔｉａｌ
ｐＨ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ

ａ:ｐＨ ４.５ꎻ ｂ:ｐＨ ６.５ꎻ ｃ:ｐＨ ８.５ꎮ
图 ４　 初始溶液不同 ｐＨ 下磷酸钙￣ＰＣＶ２ 复合粒子透射电镜形态

Ｆｉｇ.４　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＣａＰ￣ＰＣＶ２ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ

２.４　 添加剂对 ＰＣＶ２ 病毒生物矿化的影响

在生物矿化过程中加入可溶性物质ꎬ如镁离子、
氨基酸、胶原蛋白等可抑制晶体生长[２０]ꎻ添加柠檬

酸能够粗化生物矿化颗粒[２１]ꎮ 添加 Ｍｇ２＋可调控晶

型ꎬ抑制晶体生长过程ꎬ稳定无定形相 [２２]ꎮ 由图 ５
可见ꎬＭｇ２＋ / Ｃａ２＋≥１􀆰 ０ꎬ矿化率提升了 ８％ ~ １０％ꎬ因
此可通过添加镁离子进一步提高矿化率ꎬ兼顾到成

本ꎬ可选择 Ｍｇ２＋ / Ｃａ２＋为 １􀆰 ０ꎮ
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图 ５　 不同 Ｍｇ２＋ / Ｃａ２＋比率下 ＰＣＶ２ 病毒的生物矿化效率

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ＰＣＶ２ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒ￣

ｅｎｔ Ｍｇ２＋ / Ｃａ２＋ ｒａｔｉｏｓ

２.５　 ＰＣＶ２ 病毒抗原纯化效果

图 ６ 显示ꎬ杂蛋白主要存在于上清液中ꎬ沉淀里

杂蛋白含量很少ꎮ 这说明矿化过程中ꎬ只有少量蛋

白被磷酸盐包裹ꎬ大部分蛋白不参与矿化反应ꎬ也说

明本方法具有较好的纯化作用ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ １:ＰＣＶ２ 病毒液ꎻ ２:生物矿化沉淀ꎻ３:生物矿化上清

液ꎮ
图 ６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 检测 ＰＣＶ２ 病毒生物矿化处理的纯化效果

Ｆｉｇ.６　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＶ２ ａｆｔｅｒ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌ￣
ｉｚａｔｉｏｎ

２.６　 ＰＣＶ２ 病毒抗原矿化率差异

将 ７ 种不同批次的 ＰＣＶ２ 抗原按优化后条件进

行生物矿化处理ꎬ抗原 ｐＨ ６􀆰 ５ꎬ按 Ｃａ / Ｐ 为 １􀆰 ６７ 加

入 Ｃａ２＋ꎬ矿化结束 ３０ ｍｉｎ 前逐滴加入 Ｍｇ２＋(Ｍｇ２＋ /
Ｃａ２＋比率为 １􀆰 ０)ꎬ４ ℃矿化 １２ ｈꎮ 取样检测后发现ꎬ
７ 个批次的 ＰＣＶ２ 矿化率均在 ９０􀆰 ００％以上ꎬ有 ５ 个

样品矿化率甚至达到 ９５􀆰 ００％(表 １)ꎮ 矿化率与抗

原中 ＤＮＡ 拷贝数大小无直接联系(表 １)ꎮ

表 １　 不同批次 ＰＣＶ２ 抗原的生物矿化效率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ＰＣＶ２
ｖｉｒｕｓ

批次
ＤＮＡ 拷贝数

ＰＣＶ２ 原液 矿化上清液
矿化率(％)

１ １０８.７６ １０７.４１ ９５.５３

２ １０１０.２３ １０８.８２ ９６.１１

３ １０９.８１ １０８.２１ ９７.４９

４ １０９.５７ １０８.５１ ９１.３０

５ １０８.４７ １０７.２３ ９４.２４

６ １０１０.７９ １０８.７９ ９９.００

７ １０１０.６４ １０９.１０ ９７.１１

２.７　 ＰＣＶ２ 矿化颗粒的细胞感染性

经 ＩＦＡ 方法检测 ＰＣＶ２ 矿化颗粒感染 ＰＫ￣１５ 细

胞的情况ꎬ如图 ７ 所示ꎬＰＣＶ２ 矿化颗粒与未矿化对

照组对 ＰＫ￣１５ 细胞均具有较高的感染性ꎬ经测定毒

价达到 １ ｍｌ １０６.０ ＴＣＩＤ５０ꎮ
２.８　 ＰＣＶ２ 矿化颗粒对小鼠的免疫原性

图 ８ 显示ꎬ免疫后 １４ ~ ２８ ｄꎬＰＣＶ２ 矿化颗粒免

疫组抗体水平与未经矿化处理的 ＰＣＶ２ 以及商品苗

对照组基本相同ꎮ ２８ ｄ 后ꎬ未经矿化处理的 ＰＣＶ２
抗原及对照组抗体水平开始明显下降ꎬ而 ＰＣＶ２ 矿

化颗粒组和商品苗对照组的抗体基本维持在原水

平ꎮ 表明 ＰＣＶ２ 矿化颗粒具有较长抗体持续期ꎬ推
测经钙磷包裹处理后的 ＰＣＶ２ 矿化颗粒可能具有缓

释抗原的作用ꎬ从而延长了抗原作用时间ꎮ

３　 讨 论

近年来ꎬ使用生物矿化方法浓缩处理病毒、蛋白

质的报道越来越多ꎮ Ｋｏｐｐａｄ 等使用该方法对新城

疫尿囊液进行处理ꎬ得到光滑的球体钙磷颗粒ꎬ直径

大小为 (５５７􀆰 ４４±１８􀆰 ６２) ｎｍ (ｎ ＝ ４０)ꎬ蛋白包装量

达到(５ ４０１􀆰 ５３±７３０􀆰 １０) μｇ / ｍｌꎬ免疫鸡胚后抗体水

平优于未经矿化处理的抗原ꎬ且具有明显的持续

期[２３]ꎮ Ｗａｎｇ 等[２４]矿化处理乙脑( ＪＥＶ)病毒ꎬ得到

直径为 ４０~５０ ｎｍ 的颗粒ꎬ且该钙磷￣ＪＥＶ 复合病毒

颗粒具有抗高温特性ꎬ放置于 ３７ ℃及 ４２ ℃ ７ ｄ 后

病毒滴度损失明显少于没有处理过的 ＪＥＶꎮ 病毒生
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图 ７　 间接荧光免疫法检测 ＰＣＶ２ 矿化颗粒对 ＰＫ￣１５ 细胞的感染性

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ＰＣＶ２(ａ) ａｎｄ ｂｉｏｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ＰＣＶ２(ｂ) ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ (ＩＦＡ)

图 ８　 ＥＬＩＳＡ 检测小鼠血清抗体水平

Ｆｉｇ.８　 ＰＣＶ２￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ

物矿化不仅操作简便ꎬ成本低廉ꎬ浓缩效果好ꎬ同时

具有免疫增强剂和佐剂的功能ꎮ 但目前该方法尚处

于实验室研究阶段ꎬ未见将其运用至疫苗生产的工

序中ꎮ 本研究通过对病毒生物矿化反应温度、反应

时间、初始 ｐＨ、Ｃａ / Ｐ 比率等条件下产物的矿化率进

行检测ꎬ并观察酸性、中性及碱性条件下矿化产物形

态ꎬ得到适宜于生产的最优条件ꎮ 在该条件下制得

的 ＰＣＶ２ 矿化颗粒能够正常感染细胞ꎬ且免疫小鼠

血清的抗体水平下降缓慢ꎬ具有良好的缓释作用ꎮ
目前该方法距离实际生产应用还有一段距离ꎬ需继

续研究:①通过添加表面活性剂等方法增加颗粒的

亲水性ꎬ减小钙磷￣ＰＣＶ２ 复合粒子的直径ꎬ令其更易

被机体吸收ꎻ②解决纳米颗粒团聚问题ꎬ提高制苗的

稳定性ꎻ③检测该矿化颗粒对细胞的毒性ꎮ
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