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鸭 a 千 扰 案 的 研 究
,

郑 茂 林二

(软医 系 )

扭 要

以鸭胚成纤维细胞— 水泡性口膜炎病毒作为鸭干扰素的检侧系统
,

证明北京特的脾脏

细胞和全血细胞在诱生剂作用
一

F
,

能够产生鸭外源性干扰素
。

考虑千扰素的杭病毒活性的效

价
、

操作的简便和提纯的效果
,

以脾脏细胞诱生法优于全血细胞诱生法
.

以正交表L 。 ( 3 ` ,安

排试验
,

表明诱生鸭干扰素的最佳条件组合是
:

水解乳蛋白液—
2 x ol

’
脾细胞 / 屯升

一
N D V一F系

,
3 9’ c 旋转培养 20 ~ 24 小时

,

鸭脾干扰素的 滴度 可 达 2
,

。00 单位 / 毫升 以 上
。

10 %的小牛血清对于诱生鸭干扰素是必需的
。

理化和生物学特性的测定证明本研究的抗病毒

物质是鸭干扰素
。

硫酸钱分级盐析法可以对鸭干扰素进行浓编和粗提绅
,

滴度可 以 提高 到

10
,

0 00单位 / 毫升
。

前 言

1 9 5 7年 I s a a e s
和 L i n d e n m a n n

二人发现了干优素 ( I
n t e r f e r o n ) ’ ` 〕 ,

现 已 知 干扰

素是在诱生剂的作用下
,

由正常细胞基因组控制产生的一种地蛋白
。

干扰素除了具有抗

病毒作用外
,

还具有抗其它微生物
、

抗肿瘤
、

抑制细抱生长和参与免疫调节等多种生物

学功能
。

70 年代以来
,

国内外学者在干扰素的基因调控
、

分子结构
、

作用机理
、

与免疫

学的关系及用遗传工程的方法生产人类干扰素和临床试用等方面都有很大进展
。

在兽医界
,

国内近年来仅有内源性干扰素对某些动物病毒病防治的研究
,

未见关于

动物外源性干优素研究的专门报告
。

国外对多种动物外源性干优素的研究虽 有较 多 资

料
,

但对于鸭仅见关于鸭胚产生干扰素的文章
` 」,

未见 以鸭白细胞 (不论是 来 自血液

或脾脏 ) 诱生外源性千优素的报道
。

本研究即以鸭脾细胞和全血细胞诱生外源性干扰素 , 寻求较好的诱生方法 , 测定鸭

干扰素的理化及生物学特性 , 对所诱生的干扰素进行初步 的浓缩与粗提
。

材 料 与 方 法

(一 ) 材料

北京鸭来源于广州市郊黄金围鸭场 , 鸭胚和鸡胚来源于广州市种苗公司
,

小牛血清

·

本研究是在导师欧守抒教授的指导下完成的
。

本研究得到中山医科大学第三附扁医院传染

病科实验室
、

广东省农科院兽医研究所和木系遗传繁育教研室在材料和技术
_

卜的支持
,

在此

深表谢意
。

二 本校 1 97 9

—
198 2年研究生

,

本文是硕士学位毕业论文 . 现在内浪古农牧学院工作
。
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来谏于广州市畜牧场
。

细胞培养液采用英国 O xo id的水解乳蜜白 (简 称L H )
、

日 本产

的 19 9和美国的 P R M l l6 4。 D (f io c )配制
。

_
一

`

二

鸡新城疫病毒 F 系 ( N
ew ea st l ed i sa e e sv i u s s rt ra it r;

F
,

N D V 二F )
、

仙 合 病毒

( S
e n d a i v i r u s ,

s v ) 和水泡性 口膜炎病毒 ( v e s i e u l a r S t o nr a t i t i。 二 i r u s S t r a 王n I n d i一

na
a ,
V S V ) 均 由中山医科大学第三附属医院传染病科提供

。

聚次黄嚷吟核普酸
:

聚 胞嚏

吮核昔酸 ( P o l y i n o s i n i e a e i d
:

P “ l y e
夕t id y l iU a e i d

,
P o

-yl l
:
C ) 为广州第五制药厂

、

广东江门甘蔗化工厂制
,

批号是 7 9 0 6 1 6
。

(二 ) 方法

1
。

鸭脾干扰素的诱生
:

无菌摘取鸭脾脏
,

去除外部 的 结缔组织
,

以H a n
ks

了

液冲

洗 3 遍 , 剪碎脾脏
,

加人含小牛血清 10 %的营养液吹打过滤制得细胞悬液 , 稀释到要求

的脾细胞浓度, 加人干扰素诱生剂
, 3 9

”

C旋转培养 20 一 2 4/ J、 时, 离心取
_

_

仁清 液
,

调 至
pH Z ,

置 4
”

C酸化 5 天 , 中和至 pH 7
,

无菌检查合格即为鸭脾干扰素
。

2
。

鸭全血干扰素的诱生
:

参照人全血细饱诱生干扰素的方法 〔 ’ 〕 ,

心脏采血
,

基本

同脾干扰素的诱生方法
。

3
.

干扰素抗病毒效价的测定
:

鸭干扰素抗病毒效价的测 定在鸭胚成纤维细胞—
水泡性口膜炎病毒系统 ( D E F一V S V 系统 ) 中进行

,

其相对种属特异性的鉴定在鸡胚成

纤维细胞— 水泡性口膜炎病毒 ( C E F一 V S V 系统 ) 中进行
。

鸡胚和鸭胚细 胞的 制备

采用常规的组织培养方法
。

测定方法采用细胞病变抑制法 ( C yt ,o p鱿 h i o e
ff

e c t i n h bi i一

t i o n a s s a y ,

C P E I ) 〔 ` 〕 〔 7 〕 。

以能保护 5 0 %的细胞免受V S V破坏的干扰素最高稀释度为

一个干扰素活性单位
,

以单位 /毫升或 L O g 2 C P E I 5o 7血 1表示
。

4
.

鸭干扰素的浓缩和粗提 i 根据盐析法分离纯化蛋白质 的基本原理与方法
,

参考

以硫酸按分级盐析法提纯人脐血干扰素的方法碑
J ,

对鸭干扰素进行粗提
,

第 一 遍分级

盐析采用固体硫酸按
,

第二遍采用饱和硫酸按溶液
。

试 验 结 果

(一 ) 不同诱生条件对鹅脾干扰紊产 生的影晌

1
.

三因素三水平正交 比较试验结果
:

三因素三水平正交比较如表 1
。

表 i L g ( 3 4 ) 因 素 水 平 表

(营养液 ) (脾白细胞浓度 ) (诱生剂 )

2 x 1 0 ’
/ m l

1 x 1 0 7
/ m l

0
。
5 x 1 0 7

/ m l

N D V 一F ( 1 2 8血凝单位 / m l )

S V ( 1 2 5血凝单位 / m l )

P o l y l : C ( 5 0微克 / m l )

nùOéǐ1咬河O口1习
内01
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对各因素
、

水平组合所诱生的千扰素滴度比较表明
,

营养液最好 的是 L H
,

其次 为

16一0
,

最次为 1 9 9
,

L H 和 1 6` 0差异不显著 ( P > 0
.

0 5 )
,

而 L H 和 1 6魂。二者与 1 9 9 的差异

都极显著 ( P < 0
.

0 1) , 脾白细胞浓度以 2 x 1 0
7

1花升最好
,

o
.

5 x 10
7

1奄升最差
,

三者

差异极显著 ( P < 0
.

01 ) , 诱生剂以N D V一 F最好
,

P ol yl
:
C次之

,
S V极差

,

三 者 差

异极显著 ( P < o
。
0 1 )

。

依上述结果
,

结合经济观点
,

鸭脾干扰素诱生的最佳条件组合是 L H

—
2 x 10

?

细

胞 l范升—
N D V一 F

。

按这种组合用两只鸭分别进行验证
,

结果 干 扰素活性为 2 8 0 5单

位 l毫升和 2 2 8 8单位 l毫开
,

证明该组合可靠
。

2
。

小牛血清与脾干扰素诱生的关系
:
按上述组合

,

以同一鸭脾细胞悬 液 进 行 试

验
,

营养液中小牛血清含 t 分别为 。 、
2 %

、 6 %和 10 %
,

其它条件相同
,

最后在同一

批细胞中侧定干扰素效价
,

重复试验 2 次
。

结果第 1 次试验干扰素滴 度 分 别 是 4 27
、

4 0 7
、

7 9 2和 17 7 4 , 第 2 次为3 5 4
、

1 9 4
、

4 57和 2 1 8 7
。

说明不加血清和血 清浓 度低
,

都不

足以诱生较高滴度的干优素
,

而以 10 %浓度为好
。

(二 ) 特全血组
二

生千扰幸的绝 .

R PM I 1 6 4。为营养液
,

N D V一 F 为诱生剂
,

鸭全血细胞四次试验产生干优素的滴度

分别是 6 3。 、
4了8

、

7 94 和 6 30 单位 l毫升
。

说明鸭全血细胞如同人的全血细胞一样 〔 ’ 〕 〔` 〕 ,

也可以诱生干扰素
,

但在本试验条件下
,

滴度都不高
。

(三 ) . 千挽索 . 性的侧定

1
.

残留病毒测定
: 以N D V一 F诱生的鸭干扰素直接进行血球凝集试验

,

结果呈阴

性 , 把它接种于 9 日龄鸡胚尿囊控孵育 3 天后收获尿囊液与羊水
、

血凝试验亦为阴性
,

证明其中不存在残留病毒
,

其干优作用不是由活病毒引起的
。

2
.

对胰酶的敏感性
:
干优素是一种蛋白质

,

对胰酶的作用很敏感 〔毛〕 〔. 〕 。

以。
。

1%

的胰蛋白酶与等 t 鸭干扰素混合于 3 7
O

C水浴 1 小时后
,

用含小牛血清 6 %的 营 养 液稀

释 20 倍
,

终止胰蛋 白酶的作用
,

然后测定其抗病毒效价
。

四个干扰素样品 (抗病毒效价

分别为 246 7
、

3 169
、

4 3 6 0和 1 2 8 7) 经上述处理后其抗病毒效价均小于20
。

说明本实验的

抗病毒物质对胰蛋白酶的作用十分敏感
。

3
。

诱生剂的作用
: 同一鸭脾的细胞悬液

,

一份加诱生剂 N D V一F
,

另一份不加诱

生剂
,

相同条件培养后
,

在同一批细胞测定其抗病毒效价
,

两次试验加诱生剂的为 2 2 8 8

和 2 8 0 5单位 /毫升
,

不加诱生剂的均小于 3 单位 /毫升
。

证明千扰素的产生必须要有诱生

剂的作用
。

4
。

鸭干扰素本身抗病毒作用的检测
:
鸭干扰素样品以营养液稀释 10 0倍 与等 t 含

i o o T C I D 5 0的 V S V的营养液混合
,

3 7
O

C 水浴 3 0分钟
,

然后接种到 D E F和C E F 中 , 同时

以不含千扰素的营养液同上法与病毒液混合
,

水浴后也接人两种细胞作攻毒对照
,

待对

照细胞发生 1 00 %病变时
,

观察其它细胞
,

结果 8 个干扰素样品对D E F 明 显 保 护
,

对

C E F却无保护作用
。

说明干扰素的抗病毒作用不是本身直接产生的
,

只能诱导同种属的

细胞间接起作用
。

6
。

对其它病毒的作用
:

按照在D E F一V S V 系统测定干扰素的方法
,

测定 鸭 干扰
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素在D F E中对一种细小核糖核酸病毒D F E适应株的干扰作用
。

结果表明鸭 干 扰素可明

显干扰这一病毒株
,

抗该病毒株的效价都在 960 单位 l毫升以上
。

证明鸭干扰素的抗病毒

作用没有病毒的专一性
。

6
。

耐热性
:

3 个干扰素样品 56
”

C水浴 30 分钟后测定其抗病毒活性
,

与未水浴时的

抗病毒活性比较
,

差异不显著 ( P > 。
。
。5 )

,

证明鸭干扰素与其它动物 的干 扰素一样
,

对热的作用较稳定 〔, 〕 。

7
.

鸭干扰素相对种属特异性的测定
:
对 4 个鸭干扰素样品在D E F一 v s v 系 统和

在 C E F一 V S V系统抗病毒效价进行比较 (表 2 )
。

从表 2 可明显看出
,

在 D E F 上有较高

滴度的鸭千扰素在 C E F上仅有很弱 的抗病毒作用
,

证明鸭干扰素也具有 相对 的 种属特

异性
。

表 2 4个鸭干扰素样品在D E F和C E F所侧效价比较

样 品 号 在D E F一V S V系统 在C E F一V S V系统

i 士 s

t检验

1 1
。

27
.

( 2 4 67
. `

)

1 1
。

63 ( 3 1 69 )

1 2
。

0 9 ( 4 3 60 )

1 0
。
3 3 ( 12 87 )

1 1
。

33士 0
。

7 5

6
。
4 4 ( 8 7 )

5
。

7 3 ( 5 3 )

5
。
3 9 ( 4 2 )

5
。
7 4 ( 5 4 )

,二,人只一O口啥上21二,“
no傀甘,O,口

5
。
8 3士 0

。
4 4

P < 0
。

0 1

。

助g , C P班
:

萨m l · 。

单位 / 毫升

8
.

耐酸性和对细胞的毒性测定
: pH Z 酸化 5 天是制备鸭干扰素必经 步 骤

,

该 处

理使样品中的病毒致死
,

而干扰素活性仍未丧失
,

说明它可耐受 p H Z
。

每 次测定过程

都证明鸭干扰素仅选择性地干扰病毒
,

单独接干扰素的细胞不攻毒
,

细胞一直生长正 常
,

说明干扰素本身对细胞无毒害作用
。

( 四 ) 呜千找索的浓编与粗提纯

以硫酸按分级盐析法浓缩和粗提鸭干扰素
,

对提纯前后样品的体积
、

干扰素活性和

电泳区带数进行比较见表 3
。

表 3 硫酸铁盐析法提纯鸭干扰素结果

体 积 干 扰 素 活 性 效 价 电泳后明显区带

搪蛋白带
提纯后提纯前

回收率%高提数倍体积 (毫升 ) 活性效价 (单位 / 毫升 )

提纯前 }提纯后 提 纯 前 提 纯 后

缩小倍数
试验次数

ù”甘ǐ曰甘行才六O2 1

7
一

7

7 7 6

28 8 4

1 1 4 8 1

13 4 0 0

八甘口勺3.0

舀....
百
.几........

Où0内tJl
丹七O自

·

第 1 次为呜脾干扰紊与鸣全血干扰紊之混合 , 第 2 次 为鸭脾千扰紊
。
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讨 论

本研究所诱生的抗病毒物质的特性测定完全符合干优素的判别标准
,

与人类 。 千扰

素的特性类似 〔 ’ 〕 ,

且生产细胞为鸭脾和血液的白细胞
,

故可认为是鸭的 a干 扰 素
。

鸭

全血和脾脏在诱生剂作用下均可产生千优素
,

但在本实验室条件下
,

脾干优素效价高
、

杂蛋 白含量较低而利于提纯
、

脾脏法操作较简便
,

因而脾脏法更优于全血法
。

R P M l l 6 4。是最适宜 白细饱培养的合成培养基
,

水解乳蛋白是天然培养基
,

二 者在

鸭干扰素的生产中效果无明显差异
,

但后者价格便宜
,
更适宜于大 t 生产的使用

。

在人

类二千扰素生产中
,

国际上广泛采用的诱生剂是仙台病毒
,

而N D V 是多种 动 物的 最好

的干扰素诱生剂
。

鸭 。干优素的研究表明 N D V 一 F 同样是一个很好的诱生荆
,

而仙台病

毒诱生能力极差
。

P ol 刃
:
C在人类干扰素的研究中主要用于内稼性干扰素和日干扰素的

诱生
,

本试验表明它在呜。 干扰素的诱生中效果不好
。

各种动物干扰素均有相对的种属特异性
。
N a ` a n 。证明同属于A n es ri of r si 目的北京

鸭
、

野鸭和鹅的任一种的干扰素在另外两种中都有活性
,

而对属于另一目G al l i for “ 的

鸡
、

火鸡和鹤鹑却无活性 〔, 〕 。

W ga ne r证明鸭胚干扰素对东方马脑炎病毒在鸡胚细抱 上

的空斑形成有轻徽但明显的抑制作用 〔 . 〕 。

本研究表明鸭。 干扰素在 C E F中有 明显 存在

但效价很低的抗病毒作用
,

与他们的结果一致
。

畜禽临床应用干扰素的纯度可以较低
,

本研究提纯方法可使干扰素效价达 1 万单位

以上
,

估计能为今后进一步研究和试用所采用
。

虽然未能证明鸭。 干扰素也是艳蛋白
,

但提纯后的样品经聚丙烯酸胺凝胶 电泳后
,

以糖蛋白特异的Sc 五 i“ 试荆染色
,

表明尚有

箱蛋白带
,

且为主要区带
。
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