
书书书

ＭＡＰＲＥＣ技术检测Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎病毒的基因突
变率并评价疫苗神经毒力
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［摘　要］目的：采用ＭＡＰＲＥＣ技术检测Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎灭活疫苗（ｓＩＰＶ）生产收获液中病毒神经毒力决
定位点的基因突变并评估疫苗神经毒力。方法：采用ＭＡＰＲＥＣ技术用 ＣＹ５荧光标记引物替代同位素标记检测
疫苗株ＳａｂｉｎⅠ、Ⅱ型及ＰｆｉｚｅｒⅢ型疫苗病毒收获液及毒种的神经毒力决定位点的突变率，并与猴体神经毒力比
较；采用ＭＡＰＲＥＣ技术检测在不同培养温度、传代的次数、降低病毒接种的感染复数（ＭＯＩ）时病毒各位点突变
率变化。结果：ＭＡＰＲＥＣ方法检测显示，本研究收集的病毒收获液的突变率符合猴体神经毒力检测结果；当病毒
培养条件发生改变导致突变率增加后，ＭＡＰＲＥＣ检测出的神经毒力决定位点的突变率也同样增加。结论：ＭＡ
ＰＲＥＣ技术可用于检测Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质炎病毒的基因突变率，并评价疫苗的神经毒力。

［关键词］脊髓灰质炎灭活疫苗；ＭＡＰＲＥＣ实验；神经毒力决定位点；突变率；感染复数
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　　脊髓灰质炎是由脊髓灰质炎病毒（ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ，
ＰＶ）引起的、可致患儿肢体肌肉出现弛缓性麻痹、
并留下终身残疾、甚至导致患儿死亡的急性肠道传

染病。ＰＶ属细小核糖核酸病毒科（ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）
肠道病毒属（Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ），有 ３个不同的血清型
别［１］。毒粒表面的衣壳由 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３和 ＶＰ４
蛋白组成［２］，衣壳内包裹着单股正链ＲＮＡ基因组，
大小约为７．４ｋｂ。为了预防脊髓灰质炎，Ｓａｌｋ和
Ｓａｂｉｎ等［３］先后研制出脊髓灰质炎灭活疫苗（ｉｎａｃ
ｔｉｖａｔｅｄｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ，ＩＰＶ）和脊髓灰质炎减毒
活疫苗（ｏｒａｌｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｖａｃｃｉｎｅ，ＯＰＶ）［４］，ＯＰＶ以其
使用方便、价格低廉的优势得以在全球推广使用，

大大降低了脊髓灰质炎的发病率。ＳａｂｉｎＩＰＶ［５］是
用脊髓灰质炎减毒株（Ｓａｂｉｎ株）生产的 ＩＰＶ，一方
面可以防止使用野毒株生产 ＩＰＶ（ｗＩＰＶ）的过程中
由于野毒株的散布导致脊髓灰质炎的偶然爆发，以

确保生产安全；另一方面一旦全球证实脊髓灰质炎

被消灭时，ＯＰＶ生产厂家可以在生物安全等级相
对较低的条件下生产 ＳａｂｉｎＩＰＶ，对于发展中国家
与不发达国家而言，更加切实可行，并易于推广和

控制成本。ＳａｂｉｎＩＰＶ的研发成功为彻底根除脊髓
灰质炎发挥其重要作用［６］。现已证实 Ｓａｂｉｎ株 ＰＶ
在体内复制过程中易发生碱基突变，即脊髓灰质炎

疫苗衍生病毒（ｖａｃｃｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ，ＶＤＰＶ），
病毒基因的突变会导致病毒神经毒力的回复，从而

引起受种者或其接触者出现脊髓灰质炎疫苗相关

麻 痹 （ｖａｃｃｉｎｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐａｒａｌｙｔｉｃ ｐｏｌｉｏｍｙｅｌｉｔｉｓ，
ＶＡＰＰ），导致急性弛缓性麻痹［７－８］。ＭＡＰＲＥＣ（ｍｕ
ｔａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｂｙＰＣＲａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｌｅａｖａｇｅ）
技术是利用聚合酶链反应（ＰＣＲ）和限制性内切酶
裂解技术分析突变的方法，在待测毒力位点处通过

ＰＣＲ引物引入一个单一的限制性内切酶酶切位
点，该位点在非突变病毒的扩增片段上不存在或为

其他酶切位点，以此将突变病毒和无突变病毒区分

开来。通过 ＰＣＲ、限制性内切酶酶切和电泳分离
得到相信酶切片段，进行定量分析可计算出突变碱

基的含量，从而评价病毒的神经毒力［９］。本研究

采用ＭＡＰＲＥＣ方法对疫苗生产中病毒收获液样品
中脊髓灰质炎病毒中Ⅰ型 Ｓａｂｉｎ株的４８０Ａ位点
和５２５Ｃ位点、Ⅱ型 Ｓａｂｉｎ株的４８１Ｃ位点以及Ⅲ
型Ｐｆｉｚｅｒ株的 ４７２Ｃ位点的突变进行检测，探讨
ＭＯＩ、培养温度和病毒传代次数等对突变率的影
响［１０］。

１　材料与方法

１．１　细胞株、毒种、主要试剂及仪器
本研究使用的 Ｖｅｒｏ细胞来源于生物所 Ｖｅｒｏ

工作细胞种子库，经本研究所全面检定合格，批号

２０１３０１，代次１４１。研究使用的 Ｓａｂｉｎ株脊髓灰质
炎病毒为本研究所制备的病毒工作种子，Ⅰ型 Ｓａ
ｂｉｎ株ＳＯ＋３，Ⅱ型 Ｓａｂｉｎ株 ＳＯ＋３，Ⅲ型 Ｐｆｉｚｅｒ株
ＲＳＯ３，经检定均合格。主要试剂有 ＤＭＥＭ、Ｍ１９９、
新生牛血清（购自 Ｇｉｂｃｏ公司）、Ｌ谷氨酰胺、胰蛋
白酶（购自西格玛奥德里奇上海贸易有限公司）、

病毒基因组提取试剂盒（ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡＫｉｔ）、２
×ＰｆｕＭａｓｔｅｒＭｉｘ（康为世纪）、内切酶（ＭｂｏＩ、ＤｄｅＩ、
Ｂｓｐ１２８６Ｉ及 ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自北京 ＮＥＢ）、
ＴＥＭＥＤ、１９∶１的４０％丙烯酰胺溶液（购自北京酷来
搏科技有限公司）。主要仪器为 ＧＥｔｙｐｈｏｏｎ９４１０
多功能激光扫描成像系统。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　从工作细胞库取 Ｖｅｒｏ细胞于
３７～４０℃注射用水中化冻，３７℃转瓶传代。细胞
培养液以 ８５％ＭＥＭ为基础液，按配置体积加入
１０％新生牛血清，１０００００ＩＵ／Ｌ硫酸卡那霉素、２％
谷氨酰胺及３％碳酸氢钠。
１．２．２　病毒培养　培养Ｖｅｒｏ细胞达到８００００万／
Ｌ后种毒，病毒培养条件为：温度 ３３．０℃、溶氧
５０％、ｐＨ７．２０、压力０．０２ｂａｒ、搅拌转速５０ｒ／ｍｉｎ。
为研究培养条件对病毒突变率的影响，采用罗氏瓶

进行病毒培养，当 Ｖｅｒｏ细胞长为致密单层后接种
病毒，分别以 ＭＯＩ（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）感染系
数０．１、０．０１及０．００１接种病毒工作种子，以研究
不同 ＭＯＩ对突变率的影响；以 ３３．５、３４．５及
３５．５℃培养病毒，观察不同培养温度对突变率的
影响；将病毒连续传代至４代和５代，以研究病毒
传代对突变率的影响。病毒维持液以９３％ Ｍ１９９
为基础液，按配制体积加入２％谷氨酰胺，１％联抗
和４％碳酸氢钠。
１．２．３　病毒 ＲＮＡ提取及第一链 ｃＤＮＡ合成　使
用ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡＫｉｔ试剂盒按照说明书提取
ＲＮＡ，分装后于－８０℃保存。取ＲＮＡ５μＬ用Ｐｒｏ
ｔｏｓｃｒｉｐｔＩＩＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ试剂盒进行
第一链ｃＮＤＡ的合成，分装后于－２０℃保存。
１．２．４　引物的合成　Ⅰ型引物 ｐＳ１／４４５，ｐＡ１／
５２６，荧光标记引物 ｐＳ１ＣＹ５，５端修饰，ＨＰＬＣ纯化
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Ⅰ型 １００％突变对照 ｓｓＤＮＡ为 ＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴ
ＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴＡＡＴＣＣＡＡＡＣＣＴＣＴＧＡＧＣＡＧＧＴＧＧＴＣ
ＡＣＡＡＡＣＣＡＧＴＧＡＴＴＧＧＣＣＴＧＴＣＧＴＡＡＣＧＣＧＣＡＡＧＣ
ＣＣＧＧＡＧＣＧＧＡＡＣＣＧＡＴＡＣＴＴＴＧＧＧＴＧＴＣＣＧＴＧＴＴ，
Ⅰ型０％突变对照ｓｓＤＮＡ为ＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴ
ＧＣＧＧＣＴＡＡＴＣＣＣＡＡＣＣＴＣＧＧＧＧＣＡＧＧＴＧＧＴＣＡＣＡＡ
ＡＣＣＡＧＴＧＡＴＴＧＧＣＣＴＧＴＣＧＴＡＡＣＧＣＧＣＡＡＧＴＣＣＧＴ
ＧＧＣＧＧＡＡＣＣＧＡＴＡＣＴＴＴＧＧＧＴＧＴＣＣＧＴＧＴＴ；Ⅱ 型
引物 ｐＳ２／４３１，ｐＡ２／４８３，荧光标记引物 ｐＳ２
ＣＹ５，５端修饰，ＨＰＬＣ纯化Ⅱ型１００％突变对照 ｓｓ
ＤＮＡ 为 ＧＣＴＡＣＡＴＡＡＧ ＡＧＴＣＣＴＣＣＧＧ ＣＣＣＣＴ
ＧＡＡＴＧＣＧＣＣＴＡＡＴＣＣＴＡＡＣＣＡＣＧＧＡＧＣＡＧＧＣＧ
ＧＴＣ ＧＣＧＡＡＣＣＡＧＴ ＧＡＣＴＧＧＣＴＴＧ ＴＣＧＴＡ
ＡＣＧＣＧ，Ⅱ型０％突变对照ｓｓＤＮＡ为 ＧＣＴＡＣＡＴＡ
ＡＧ ＡＧＴＣＣＴＣＣＧＧ ＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧ ＣＧＧＣＴＡＡＴＣＣ

ＴＡＡＣＣＡＣＧＧＡ ＡＣＡ ＣＧＴＧＧＴＣ ＧＣＧＡＡＣＣＡＧＴ
ＧＡＣＴＧＧＣＴＴＧＴＣＧＴＡＡＣＧＣＧ；Ⅲ 型引物 ｐＡ３／
４８４，ｐＳ３／４７０，荧光标记引物 ｐＡ３ＣＹ５，５端修饰，
ＨＰＬＣ纯化Ⅲ型１００％突变对照 ｓｓＤＮＡ为 ＴＧＡＧＣ
ＴＡＣＡＴＧＡＧＡＧＴｇＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴ
ｇＡ ＴｃＣＴＡＡＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＧＧＣＡ ＧＣＴＧＣＡＡＣＣＣ
ＡＧＣＡＧＣＣＡＧＣＣＴＧ，Ⅲ型０％突变对照 ｓｓＤＮＡ为
ＴＧＡＧＣＴＡＣＡＴＧＡＧＡＧＴＣＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴ
ＧＣＧＧＣＴＡＡＴＴＣＴＡＡＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＧＧＣＡ ＧＣＴＧ
ＣＡＡＣＣＣＡＧＣＡＧＣＣＡＧＣＣＴＧ。引物和 ＤＮＡ片段
均合成２ＯＤ，合成后引物用ＴＥ缓冲液按要求分别
稀释成３ｇ／Ｌ及３０ｍｇ／Ｌ４℃保存，ｓｓＤＮＡ片段则
稀释成１００μｍｏｌ／Ｌ，引物序列及浓度见表１，存储
浓度－２０℃保持。

表１　引物合成
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｙｎｔｈｅｓｉｓｔａｂｌｅｓ

　名称 序列 浓度（ｍｇ／Ｌ）
ｐＳ１／４４５ ５’ＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴＡＡＴＣＣＡＡＡＣＣＴＣＴＧ３’ ３
ｐＡ１／５２６ ５’ＡＡＣＡＣＧＧＡＣＡＣＣＣＡＡＡＧＴＡＧＴＣＧＧＴＴＣＣＧＣＴＣＣＧＧ３’ ３０
ｐＳ１ＣＹ５ ５’ＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴＡＡＴＣＣＡＡＡＣＣＴＣＴＧ３’ ３
ｐＳ２／４３１ ５’ＧＣＴＡＣＡＴＡＡＧＡＧＴＣＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＣＣＴ３＇ ３
ｐＡ２／４８３ ５’ＣＧＣＧＴＴＡＣＧＡＣＡＡＧＣＣＡＧＴＣＡＣＴＧＧＴＴＣＧＣＧＡＣＣａＣＧｔ３’ ３０
ｐＳ２ＣＹ５ ５’ＧＣＴＡＣＡＴＡＡＧＡＧＴＣＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＣＣＴ３＇ ３
ｐＡ３／４８４ ５’ＣＡＧＧＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＧＧＴＴＧＣＡＧＣＴＧＣＣＴＧＣ３’ ３
ｐＳ３／４７０ ５’ＴＧＡＧＣＴＡＣＡＴＧＡＧＡＧＴＧＣＴＣＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴＧＡ３’ ３０
ｐＡ３ＣＹ５ ５’ＣＡＧＧＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＧＧＴＴＧＣＡＧＣＴＧＣＣＴＧＣ３’ ３

１．２．５　不对称 ＰＣＲ扩增　用不等量的引物（１∶
１０）进行 ＰＣＲ，产生大量的单链 ＤＮＡ，以Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
型 Ｓａｂｉｎ株 ＰＶ、１００％突变、０％突变对照进行
ＰＣＲ。于２ｍＬ离心管中分别加入２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒ
ｍｉｘ７５６．０μＬ，ＰＡ与 ＰＳ各１６８．０μＬ，最后加入去
离子水４２０．０μＬ，配置成１５１２．０μＬＰＣＲｍｉｘ。标
记１～９个１．５ｍＬ离心管，１号加入 ＰＣＲＭｉｘ５６．
２５μＬ，２～８号加入ＰＣＲＭｉｘ５０μＬ，９号加入 ＰＣＲ
Ｍｉｘ４５μＬ、去离子水５μＬ做为对照；然后１号管再
加入ｃＤＮＡ６．２５μＬ混匀后取１２．５μＬ至２号管，２
号管混匀后取１２．５μＬ到３号管，如此类推，最后
８号管取１２．５μＬ丢弃。倍比稀释后将９个离心
管进行ＰＣＲ，反应条件为９４℃１０ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、
５５℃ １５ｓ、６５℃ ３０ｍｉｎ，４０循环；６５℃延伸
３ｍｉｎ，４℃ １ｈ。
１．２．６　ＰＣＲ产物的检测　先使用未被标记的引
物混合物１μＬ与１号 ＰＣＲ产物５μＬ混合，７２℃

１０ｍｉｎ孵育；孵育后加入 ｓｙｂｒｇｒｅｅｎⅡ及６×ｌｏａｄ
ｉｎｇｂｕｆｆｅｒ各１μＬ电泳，对比 ＤＮＡｌａｄｄｅｒ检测产物
条带，要求Ⅰ、Ⅱ及Ⅲ型的条带大小分别为１１５、９０
及８３ｂｐ。
１．２．７　最优荧光标记引物浓度的确定　在一个
１．５ｍＬ离心管中分别加入标记引物４μＬ，２×ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１０μＬ去离子水６μＬ，配置成标记引物
混合物。分别从 １～９号离心管中取 ＰＣＲ产物
５μＬ及标记引物混合物１μＬ，于７２℃１０ｍｉｎ孵育
后加入无色 ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ１μＬ进行１０％聚丙
烯酰胺凝胶电泳，使用扫描仪检测，选择 ｃＤＮＡ用
量最少且没有引物二聚体的稀释度，进行下一步酶

切消化。

１．２．８　限制性内切酶消化　取最优稀释度的ＰＣＲ
产物６μＬ分别加入内切酶１μＬ３７℃过夜消化。
（１）Ⅰ型ＭＡＰＲＥＣＰＣＲ产物片段全长１１５ｂｐ，内切
酶ＮｃⅡ和ＤｄｅＩ消化下两条片段大小分别为８２ｂｐ
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和３３ｂｐ；（２）Ⅱ型ＭＡＰＲＥＣＰＣＲ产物片段全长９０
ｂｐ，内切酶Ｂｓｐ１２８６Ｉ消化下的片段大小为５３ｂｐ；
（３）Ⅲ型ＭＡＰＲＥＣＰＣＲ产物片段全长８３ｂｐ，内切
酶ＭｂｏＩ消化下的片段大小为４３ｂｐ。
１．２．９　聚丙烯酰胺凝胶电泳分离及成像分析　于
１５ｍＬ离心管中加入４０％丙烯酰胺１．５ｍＬ（１∶１９）
和１×ＴＢＥ４．５ｍＬ，混合均匀后加入１０％过硫酸铵
溶液７２μＬ和 ＴＥＭＥＤ６μＬ，再次混匀后立刻倒
胶，配置成１０％的聚丙烯酰胺凝胶。凝胶室温静
置１ｈ后可进行电泳，每个样品加入无色 ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ１μＬ。电泳条件３００Ｖ恒压１８ｍｉｎ。将凝胶
放入ｔｙｐｈｏｏｎ９４１０多功能激光扫描成像系统，选择
适当的程序成像，并用ＩＱＴＬ分析软件进行分析。

２　结果

２．１　不对称ＰＣＲ产物的鉴定
ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳分析，ＰＶ

Ⅲ型ＰＶⅡ型片段大小为８３ｂｐ和９０ｂｐ，在７５ｂｐ
～１００ｂｐ，ＰＶⅠ型片段大小为 １１５ｂｐ略高于
１００ｂｐ。可以确认３型的 ＰＣＲ产物无误，使用荧
光标记引物则可以屏蔽杂带，提高酶切计算突变率

的精确度。见图１。

注：Ｍ为低分子量ＤＮＡｌａｄｄｅｒ，１为Ⅲ型ＰＶＤＮＡ片段，
２为Ⅱ型ＰＶＤＮＡ片段，３为Ⅰ型ＰＶＤＮＡ片段

图１　ＰＶⅠ、Ⅱ及Ⅲ型ＰＣＲ片段的鉴定
Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｓｅｇｍｅｎｔｏｆＰＶ

Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ

２．２　最优标记引物浓度的选择
梯度稀释后进行１０％的聚丙烯酰胺电泳，上

层条带为ＤＮＡ片段，下层为多余引物形成的引物
二聚体，第４泳道没有引物二聚体，为最优浓度。
见图２。
２．３　酶切效果的确认

样品与１００％和０％的对照一起酶切后电泳，

Ⅰ型有２个酶切位点，切下的片段为２条，Ⅱ型与
Ⅲ型只有１个酶切位点，酶切后片段仅为１条。没
有突变的位点的０％突变对照无法切开，而完全突
变的的１００％突变对照完全切开，可以证明３型样
品的突变位点都能完全被内切酶消化。见图３。

注：１～８分别标记引物的稀释度为１∶１、１∶５、１∶２５、１∶１２５、
１∶６２５、１∶３１２５、１∶１５６２５及１∶７８１２５，９为对照

图２　最优的标记引物浓度的选择
Ｆｉｇ．２　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｏｐｔｉｍｕｍｍａｒｋｅｒｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．４　各样品突变率
通过ＭＡＰＲＥＣ技术测得３代工作种子及两个

生产样品的神经毒力决定位点的突变率，各型３代
种子的突变率相对较低，符合正常的允许突变范

围；两个生产样品的突变率相对工作种子有所增

加，且都在正常范围内；符合 ＷＨＯ规定标准。见
表３。改变病毒培养条件后，ＭＡＰＲＥＣ实验测得各

型病毒收获液突变率的百分比随着 ＭＯＩ的降低，
温度和代次的增加不断升高，见图４。

表３　工作种子及两个生产样品的突变率
Ｔａｂ．３　Ｄｅｔｅｃｔｅｄｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｗｏｒｋｉｎｇｓｅｅｄｓａｎｄ

ｔｗｏｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｓ
病毒

类型

突变

位点

突变率（％）
３代 生产样品１ 生产样品２

Ⅰ型 ４８０＋５２５ ０．８２ １．１０ １．１５
Ⅱ型 ４８１ ０．４３ ０．４６ ０．４９
Ⅱ型 ４７２ ０．１３ ０．３２ ０．３６

３　讨论

Ｓａｂｉｎ减毒株的神经毒力相关位点有很多，ＰＶ
Ⅰ型的４８０、５２５、９３５、２４３８、２７５９、２８７９、６２０３、７４４１
等位点，ＰＶⅡ型的４８１、２９０８、２９０９位点，ＰＶⅢ型的
４７２、２０３４、２４９３位点，以上位点都与神经毒力有
关，其中ＰＶＩ型４８０Ａ位点和５２５Ｃ位点，ＰＶⅡ型
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的４８１Ｃ位点以及 ＰＶⅢ型的４７２Ｃ位点，这些位
点的变异对神经毒力的影响尤其突出，所以，本实

验选择这４个位点作为检测位点对 ＰＶ疫苗株的
神经毒力进行分析。

注：Ａ、Ｂ、Ｃ分别为ＰＶⅠ、Ⅱ及Ⅲ型，１、２为１００％突变对照，３、４为０％突变对照，５、６为样品１，７、８为样品２，９、１０
为样品３，１、３、５、７及９未酶切，２、４、６、８及１０已酶切，Ｄ１为ＮｃｉＩ酶酶切片段，Ｄ２为ＤｄｅＩ酶酶切片段，

Ｄ３为Ｂｓｐ１２８６酶酶切片段，Ｄ４为ＭｂｏＩ酶酶切片段

图３　ＰＶⅠ、Ⅱ及Ⅲ型ＤＮＡ酶切片段
Ｆｉｇ．３　ＴｙｐｅⅠ，Ⅱ ａｎｄⅢ ＰＶＤＮＡｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ

图４　ＰＶⅠ～Ⅲ型部分变突位点在不同ＭＯＩ、代次及温度时的突变率
Ｆｉｇ．４　ＰＶⅠ～Ⅲ ｌｏｃｕｓｍｕｔａｔｉｏｎｒａｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩ，

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

　　本实验在逆转录完成后进行了不对称 ＰＣＲ，
用不等量的一对引物即低浓度的限制性引物和高

浓度的非限制性引物进行 ＰＣＲ，在最初的十到十
五个循环过程中产生的主要是双链 ＤＮＡ，当第浓
度的引物用完后，高浓度的限制性引物就会引导

ＰＣＲ产生大量的单链 ＤＮＡ，之后再引入荧光标记
过的低浓度引物与单链 ＤＮＡ结合，最终形成大量
的带有荧光标记探针的双链 ＤＮＡ。在电泳后对荧
光的激发，只有后面形成的带有荧光标记的 ＭＡ
ＰＲＥＣ条带可见，消除了其他杂带 ＤＮＡ的影响，与
其他核酸染料相比提高了特异性。

ＭＡＰＲＥＣ试验在国外实验室应用较多大多都
是使用放射性同位素标记［１１］，很多疫苗研发机构

或生产商多不具备相关试验条件，且试验费用较

高。ＢｅｌｌａＢｉｄｚｈｉｅｖａ等［１２］通过实验发现近红外染

料的荧光标记在 ＭＡＰＲＥＣ实验中具有很高分辨

率，在他们的研究基础上本实验选择近红外荧光染

料花青染料ＣＹ５对引物进行标记。通过实验发现
用ＣＹ５进行标记后，检测出的神经毒力位点的突
变率可以精确到０．０１％。核酸测序技术和荧光定
量ＰＣＲ技术［１３－１４］虽然也可以对神经毒力进行检

测，但只有 ＭＡＰＲＥＣ技术和 ＴｇｍＮＶＴ在脊灰质检
中的作用通过了 ＷＨＯ的确认。世界卫生组织
（ＷＨＯ）ＴＲＳ（ｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｅｐｏｒｔｓｅｒｉｅｓ）９９３关于脊髓
灰质炎病毒突变检测的建议为：Ⅰ型４８０和５２５两
个位点突变率之和小于２％；Ⅱ型４８１位点突变率
小于１．５％；Ⅲ型４７２位点突变率小于１％［１５］。通

过上述ＭＡＰＲＥＣ实验检测出工作种子与生产样品
的神经毒力决定位点的突变率进行检测，其结果符

合世界卫生组织 ＴＲＳ规定的突变允许范围，证明
了在标准的生产工艺条件下通过神经毒力要求的

低突变率可以被本实验改进过的ＭＡＰＲＥＣ方法检
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测出来。Ｓａｂｉｎ脊髓灰质炎病毒为低温传代获得的
减毒株，对温度敏感，提高培养温度病毒的神经毒

力会相应增加，增加病毒的传代次数，降低病毒接

种ＭＯＩ，病毒复制次数将增加，神经毒力也会升高，
而这突变率升高的变化也能够通过本实验检测出

来。可见，无论神经毒力决定位点突变率的高低，

都能被ＭＡＰＲＥＣ实验检测出来。
虽然ＳａｂｉｎＩＰＶ是灭活疫苗，但从生物安全角

度考虑，防止其回复突变后造成一定的风险仍有必

要进行相关检测［１６］。上述实验证明了，ＭＡＰＲＥＣ
方法可以快速，简单，直观的检测出疫苗生产中病

毒收获液的神经毒力决定位点的突变率，同时也可

对疫苗批生产的一致性与安全性进行评价。
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