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犬细小病毒层析纯化方法的建立
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摘要： 病毒纯度是抗体制备和疫苗免疫效果提升的关键， 本文利用 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 离子交换层析和 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 分子筛层析分别建立了犬细小

病毒 （ＣＰＶ） 的纯化方法。 将 ＣＰＶ 经过离心澄清和膜包浓缩后， 用 ＡＫＴＡ 蛋白纯化仪结合 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 和 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 分别进行纯化， 最后

使用超滤管浓缩， 通过病毒含量测定、 总蛋白回收率测定、 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和电镜观察分析病毒的纯化效果。 结果： ２ 种方法纯化后病

毒形态典型， 病毒颗粒大小约 ２０ ｎｍ， 总蛋白去除率 ９７％以上， 回收率 ７１％以上； Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 纯化后的病毒经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

显示无细胞成分的杂带， 而 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 纯化后的病毒有少量的牛血清白蛋白条带。 本试验结果表明这 ２ 种方法均可用于 ＣＰＶ 的纯化， Ｐｕｒｏｓｅ
ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 纯化后的病毒纯度更高。
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　 　 犬细小病毒 （ｃａｎｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＣＰＶ） 属于细小

病毒科、 细小病毒亚科的原细小病毒属。 细小病毒科

由具有 ４～６ ｋｂ 线性基因组的无囊膜单链 ＤＮＡ 病毒组

　
收稿日期： ２０２３－０４－２１； 修回日期： ２０２４－０２－１７

基金项目： 国家自然科学基金项目 （３２１００４０８）； 吉林省科技发

展计划基金 （２０２００２０１１２６ＪＣ， ２０２００４０２１１１ＮＣ）

第一作者： 代昕宇， 男， 硕士研究生

∗通信作者： 白雪， 研究员， 研究方向为动物病原流行病学与致

病机制， Ｅ－ｍａｉｌ： ｂａｉｘｕｅ０１＠ ｃａａｓ􀆰 ｃｎ。

成， 直径 １８～２６ ｎｍ， 可感染多种动物［１］。 原细小病

毒属 包 括 猫 细 小 病 毒 （ ｆｅｌｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＦＰＶ）、
ＣＰＶ、 水貂肠炎病毒 （ｍｉｎｋ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＭＥＶ） 和浣

熊细小病毒 （ ｒａｂｂａｃｏｎ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ， ＲＰＶ） ［２］。 ＣＰＶ 于

２０ 世纪 ７０ 年代末从一种类似 ＦＰＶ 的原始病毒中出

现， 可能是通过物种间跳跃获得了感染家养犬的能

力［３］。 ＣＰＶ 的线性单链 ＤＮＡ （ｓｓＤＮＡ） 基因组全长

约 ５ ｋｂ， 具有 ２ 个开放阅读框 （ＯＲＦ）， 编码 ２ 个非

结构蛋白 （ＮＳ１ 和 ＮＳ２） 和 ２ 个形成病毒衣壳的结构

蛋白 （ＶＰ１ 和 ＶＰ２） ［４］。
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ＣＰＶ 感染是引起犬死亡的主要原因之一， 潜伏

期 ３～７ ｄ， 发病犬出现严重的肠胃炎、 嗜睡、 呕吐、
发热等症状， 病程中肠道组织中广泛自溶， 肠道固有

层塌缩， 隐窝数量减少， 可见的隐窝中增生性细胞发

生大量堆积［５－７］。 ＣＰＶ 对未接种疫苗幼犬的感染率和

致死率都很高， 可能会在卫生条件较差或未接种疫苗

的犬舍暴发大规模的疫情［４］。
病毒纯化是制备高质量抗体或更高安全性疫苗的

必要条件。 常规的实验室纯化病毒方法包括差速离

心、 蔗糖密度梯度离心、 大分子沉淀和层析纯化等。
蔗糖密度梯度离心的方法通常在实验室中采用， 纯化

少量细小病毒或病毒样颗粒［８－９］， 但该方法所用仪器

昂贵， 基本无法进行扩大生产。 层析方法对病毒粒子

损伤较小， 操作简便， 并且能够实现大量制备， 已应

用于多种病毒和病毒样颗粒的纯化， 以去除生物制品

中的病毒污染物［１０］。 本试验建立了一种用于纯化

ＣＰＶ 的层析方法， 为犬细小病毒病的疫苗、 诊断及

治疗制品的研发奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和耗材

ＭＥＭ 培养基购于 Ｇｉｂｃｏ 公司， ＦＢＳ 购自上海牛

耳生物科技有限公司。 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标

记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自 ＢＢＩ 生命科学有限公司； 抗

ＣＰＶ ＶＰ２ 鼠源单克隆抗体由本团队制备并保存。
０􀆰 ２２ μｍ 滤膜和超滤管购自默克－密理博公司； 超滤

膜包购自 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司； 犬细小病毒检测试纸购自快

灵生物有限公司。 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ Ｆａｓｔ Ｆｌｏｗ （ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
４ＦＦ） 填料及层析柱购自博格隆 （上海） 生物技术有

限公司； Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 填料购自嘉兴千纯生物有限

公司。
１􀆰 ２　 细胞培养和病毒增殖

ＣＰＶ－ＺＣＳ 株、 Ｆ８１ 细胞均由本实验室保存。 在

３７ ℃， ５％ ＣＯ２环境下， 使用含 ８％ ＦＢＳ 的血清培养

Ｆ８１ 细胞至长满单层， 传代后按照感染比 （ＭＯＩ） 为

０􀆰 １ 接种 ＣＰＶ－ＺＣＳ， 继续培养至 ９０％细胞发生病变

后收获病毒， 反复冻融 ３ 次以裂解细胞， 收取病

毒液。
１􀆰 ３　 病毒初步澄清和浓缩

将病毒液 ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 以初步澄清

后， 通过 ５０ ｋＤａ 膜包超滤系统对回收的病毒液进行

２５ 倍浓缩并进一步去除病毒液中的细胞碎片。
１􀆰 ４　 病毒的层析纯化

以浓缩后的病毒液作为样品， 上样量 ５ ｍＬ， 使

用 ＡＫＴＡ 蛋白层析系统分别在 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 填料和

Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 填料中进行层析纯化， 缓冲液为 ２０

ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 溶液， 在 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速下收取紫外光

（ＵＶ） ２８０ ｎｍ 监测图谱中出现洗脱峰中的每 １ ｍＬ 流

穿液， 以细小病毒病原检测试纸初步判断病毒所在

ＵＶ 峰， 并用血凝试验进一步确定， －８０ ℃冻存备用。
１􀆰 ５　 纯化后病毒的超滤管浓缩

将病毒峰的流穿液合并成一管后加入 ３０ ｋＤａ 超

滤管中， ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ， 取超滤管中未透

过滤膜的液体， －８０ ℃冻存。
１􀆰 ６　 纯化后产物的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 及Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

取纯化后 ＵＶ 值最高的病毒液 １ ｍＬ， 以 ＣＰＶ 病

毒液作为阳性对照， Ｆ８１ 细胞总蛋白作为阴性对照，
以 １％ ＢＳＡ 作为牛血清相关蛋白对照， 将各样品上样

于 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 进行分离后， 使用考马斯亮蓝染

色液进行染色， 观察样品中的蛋白条带； 另取凝胶分

离后的样品， 通过半干式转膜将凝胶上的蛋白条带转

移至 ０􀆰 ４５ μｍ 的硝酸纤维 （ＮＣ） 膜上。 ５％脱脂奶粉

封闭 ２ ｈ 后， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ， 加入 １ ∶
２ ０００稀释后的 ＣＰＶ ＶＰ２ 单抗作为一抗孵育 ２ ｈ，
ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 加入 １ ∶ １０ ０００ 稀释后的 ＨＲＰ 标记

的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次， 最后使

用 ＤＡＢ 显色试剂盒进行染色并观察 ＮＣ 膜上的蛋白

条带。
１􀆰 ７　 总蛋白去除率和病毒回收率测定

用 ＢＣＡ 法测定层析前后的蛋白含量， 计算出总

蛋白去除率。 将 ＣＰＶ ＶＰ２ 单抗作为包被抗体， ＨＲＰ
标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ 作为酶标二抗， 以 ＥＬＩＳＡ 双抗

体夹心法检测病毒液和纯化样品中的病毒含量， 计算

病毒回收率。
１􀆰 ８　 电镜观察

采用常规负染法对纯化后的病毒液进行染色， 日

立 （日本） Ｈ８１００ 透射电子显微镜观察。
１􀆰 ９　 病毒的血凝性检测

采用血凝试验对不同纯化步骤的病毒进行血凝价

的检测， 血凝方法参考文献 ［１１］， 在 ９６ 孔 Ｖ 型血

凝板上， 每孔加入 ２５ μＬ ｐＨ＝ ７􀆰 ２ 的 ＰＢＳ 溶液， 向第

１ 排分别加入 ２５ μＬ 病毒液、 浓缩后的病毒与纯化后

的细小病毒， 每组 ２ 个重复， 进行 ２ 倍倍比稀释， 加

入 １％的仔猪血红细胞， 混匀后 ４ ℃孵育 １ ｈ， 将 ９６
孔板立起观察结果。

２　 结果

２􀆰 １　 层析图谱分析

澄清及浓缩后的病毒层析图谱见图 １， 使用快速

试纸条检测发现， Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 流穿液中， 流穿峰 ２
为唯一含有病毒的峰； 而在 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 中， 流

穿峰 １ 是唯一检测出病毒的峰。 经血凝试验进一步确
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定 （见表 １）， 发现 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 流穿峰 ３ 和 Ｐｕｒｏｓｅ
ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 流穿峰 ２ 中存在少量病毒。
２􀆰 ２　 纯化后病毒液总蛋白去除率和病毒回收率

由表 ２ 可知， ２ 种层析填料的总蛋白去除率均在

９７％以上， 但 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 更高， 可达 ９９％以上。
ＥＬＩＳＡ 试验结果显示 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 填料纯化后的

病毒回收率更高， 达到 ８１􀆰 ４３％。

图 １　 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ （Ａ） 和 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ （Ｂ） 层析图谱

表 １　 各取样点血凝效价检测 ｌｏｇ２ 　 　

层析填料
流穿峰 １ 流穿峰 ２ （病毒峰） 流穿峰 ３

取样点 １ 取样点 ２ 取样点 ３ 取样点 ４ 取样点 ５

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ ０ ５ ７ ５ ３

层析填料
流穿峰 １ （病毒峰） 流穿峰 ２ 流穿峰 ３

取样点 １ 取样点 ２ 取样点 ３ 取样点 ４ 取样点 ５

Ｐｕｒｏｓｅｓｈｅｌｌ Ｖ１５ ６ ８ ６ ２ ０

表 ２　 ２ 种层析柱纯化后的病毒液总蛋白去除率和病毒回收率

层析填料

病毒液 膜包浓缩液 纯化样品

蛋白浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
体积 ／ ｍＬ

蛋白浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
体积 ／ ｍＬ

蛋白浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）
体积 ／ ｍＬ

总蛋白去

除率 ／ ％
病毒

回收率 ／ ％

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ ３􀆰 ８２ ５００ ５􀆰 ８６ ２０ １􀆰 ５３ ３５ ９７􀆰 ２０ ７１􀆰 ３２

Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ ３􀆰 ６７ ５００ ５􀆰 ７２ ２０ ０􀆰 ８２ ２０ ９９􀆰 １０ ８１􀆰 ４３

２􀆰 ３　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

细小病毒含有 ３ 种结构蛋白， ＶＰ１ （８４ ｋＤａ），
ＶＰ２ （６７ ｋＤａ） 和 ＶＰ３ （６３ ｋＤａ）， 其中 ＶＰ３ 由 ＶＰ２
通过宿主蛋白酶裂解产生［１２］。 经层析纯化后， 选取

抗原试纸测定含有病毒的 ＵＶ 峰， 取最高峰的 １ ｍＬ
样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 由图 ２ 可

见， Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 纯化后可见 ＶＰ１ 与 ＶＰ２ 蛋白条

带， Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 纯化后仅可见 ＶＰ２ 条带， 且含有

部分牛血清蛋白。 由图 ３ 可见， 两种层析填料纯化样

品均可见 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 目标条带， 但 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５
纯化后目标条带更明显。

Ｍ． 蛋白质分子质量标准 （１００ ｋＤａ）； １􀆰 阴性对照 （Ｆ８１ 细胞蛋

白）； ２􀆰 阳性对照 （ ＣＰＶ 病毒液）； ３􀆰 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 纯化样品；
４􀆰 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 纯化样品； ５􀆰 １％ ＢＳＡ 对照。

图 ２　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 检测纯化结果
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Ｍ． 蛋白质分子质量标准 （１００ ｋＤａ）； １􀆰 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ 纯化样品；
２􀆰 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 纯化样品； ３􀆰 阴性对照 （Ｆ８１ 细胞蛋白）； ４􀆰 阳性

对照 （ＣＰＶ 病毒液）。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测纯化结果

２􀆰 ４　 电镜检测

电镜下观察病毒， 结果如图 ４ 所示， 完整的病毒

粒子大小约 ２０ ｎｍ， 呈二十面体结构。

图 ４　 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ （Ａ） 和 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ （Ｂ）
纯化样品电镜检测结果

２􀆰 ５　 血凝试验

对各步骤所得样品进行血凝试验， 观察孵育后完

全凝集的孔数， 确定血凝效价。 结果如表 ３ 所示， 使

用 ２ 种层析填料纯化后血凝效价稍有降低， 超滤管浓

缩后血凝效价明显增加， 病毒液浓度上升。

表 ３　 血凝试验结果 （血凝效价） ｌｏｇ２

层析填料 病毒液 膜包浓缩液 纯化样品
超滤管浓缩

纯化样品

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４ＦＦ ８ ９ ７ １０

Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ ８ ９ ８ １２

３　 讨论

层析纯化作为一种常用的病毒粒子纯化方法， 与

离心方法相比有着上样量大、 易于放大的优点， 并且

更容易保持病毒粒子的抗原性［１３］， 因此在工业上大

规模应用于灭活疫苗的纯化制备。 本试验采用 ２ 种不

同填料的层析柱， 通过层析将浓缩后的病毒液中各个

组分分开后， 用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 确定了适

合于细小病毒纯化的层析柱类型、 基本过程参数和病

毒主要所在的 ＵＶ 峰， 最后使用电镜确定了纯化后病

毒的形态。
层析柱上样时对于病毒液的澄清度和浓度都有一

定的要求， 本试验采用离心和切向流过滤的方式进行

病毒上样前的预处理。 低速离心 （５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） 可

以去除病毒液中的大部分固体颗粒， 有助于减小病毒

在切向流过滤中受到的剪切力。 膜包切向流过滤是一

种通过可选孔径 （３０ ～ ３００ ｋＤａ） 的吸附性薄膜分离

组分的技术， 广泛应用于生物制品的下游纯化工艺

中［１４］。 本试验中根据细小病毒粒子大小， 选用

５０ ｋＤａ膜包通过切向流过滤分离病毒与病毒液中的其

他液体组分， 达到提高留存液中病毒浓度的效果。 另

外， 在层析试验过程中， 发现由于细小病毒体积与分

子量较小， 分子筛填料无法将细小病毒与大部分杂质

分离， 而带有离子配基的 Ｐｕｒｏｓｅ ｓｈｅｌｌ Ｖ１５ 填料能够

将病毒分离在体积很小的 ＵＶ 峰中， 对于细小病毒的

分离更有优势。
综上， 本试验建立的层析纯化方法能够得到高纯

度的 ＣＰＶ 粒子， 具有较好的总蛋白去除率和病毒回

收率， 为抗体筛选和疫苗制备提供了良好的原材料，
为后续进一步的研究奠定了基础。
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