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摘要 :以核酸分子及普通病毒作为探针和模拟对象 ,进行了催化材料吸附、灭活副流感病毒的研究 ,旨在筛选出对

病毒有过滤、吸附及灭活作用的高效非特异性催化材料 ,以应用于病毒的各种防护设施以及有效控制非典型性肺

炎的传播。共评价了 93种新合成的催化剂 ,发现两种催化材料对病毒具有杀灭作用。
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Abstract : SARS ( severe acute respiratory syndrome) is a severe problem for people all over the world ,

and it is extremely urgent to control the spread of SARS. The purpose of this work is to evaluate and

find effective catalyst (s) , which can adsorb , decompose and inactivate viruses. In this study , nucleic

acid and the parainfluenza virus , which is very similar to SARS , were selected as the probe and model

object . Among the 93 newly synthesized catalysts evaluated using capillary electrophoretic and bio2
chemical methods , two of them were found to be highly effective for killing the virus and will be useful

for protection against the SARS infection.

Key words : capillary electrophoresis ; parainfluenza virus ; nucleic acid ; catalyst materials ; severe acute

respiratory syndrome (SARS)

　　非典型性肺炎 (atypical pneumonia)又名严重急

性呼吸系统综合征 ( severe acute respiratory syn2
drome ,SARS) [1～7 ]。当前 , SARS的流行是人类社

会面临的又一重大灾难。为了预防 SARS ,保障人

类的安全与健康 ,我们开展了“用于呼吸道病毒阻

隔、吸附和灭活的催化材料及相关作用机制”的研

究 ,利用特制的催化材料 ,研究其对核酸分子、副流

感病毒的吸附及灭活作用 ,以期将该催化材料进一

步应用于 SARS病毒的各种防护设施以及有效地控

制 SARS的传播。

　　SARS病毒主要是由近 3 万个碱基组成的核糖

核酸 ( RNA) 和 3 个糖蛋白组成的蛋白外壳构

成[1～7 ]。由于直接使用病毒评价催化材料的过滤、

吸附及灭活性能的周期较长 ,因此首先要建立可对

催化剂进行快速筛选的方法。由于拟发展的催化材

料是广谱性的吸附、氧化材料 ,初步可考虑选用构成

SARS病毒的 RNA 及与 SARS病毒中 3 个糖蛋白

相近的糖蛋白作为催化材料快速筛选的评价对象。

但由于糖蛋白的分析、检测方法的建立以及 RNA

的合成均需要较长的时间 ,也存在一定难度 ,而且我
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们的最终目的是筛选非特异性的高效催化材料 ,因

此本实验选用较 RNA 更稳定的脱氧核糖核酸

(DNA)分子作探针 ,对新合成催化剂[8 ]的吸附、抗

水性能进行研究 ,筛选出不怕水且有较好吸附性能

的催化剂进行下一轮的细胞毒性和病毒杀灭实验。

1　实验部分

1. 1　仪器和试剂

　　AB I 310 型 DNA 全自动遗传分析仪、2700 型

DNA扩增仪 ,购自美国应用生物系统 (AB I)公司 ;

超速低温离心机 ,购自美国科峻仪器公司 ;47 cm×

50μm i. d.石英毛细管柱 ,河北永年光导纤维厂产

品。5A分子筛、60～80目玻璃微球 ,购自天津化学

试剂二厂 ;商品化分离胶、分析缓冲液 (32羟甲基氨
基甲烷2硼酸2乙二胺四乙酸钠 , TBE) ,购自 AB I公

司 ;聚合酶链反应 ( PCR)缓冲液、Taq DNA聚合酶、

脱氧核苷酸 (dN TP)混合物、荧光标记 PCR引物 ,购

自大连宝生物 (工程)有限公司 ;副流感病毒液 (按 1

∶1 280 (体积比)的比例稀释病毒原液获得) 、鸡胚 (9

～11日龄) 、015 %鸡红细胞 ,由大连医科大学提供。

93种催化材料样品 (ASC1～ASC60 ,DSA1～DSA4 ,

AB21～AB25 ,AB2121 ,AB2221 ,AB27 ,AB28 ,AB2522 ,

HR1～ HR3 , MA1～MA5 , QA1～QA5 , L P1 , L Y ,

KZJ 0921A , KZ0921 ,Ag/ SiO2 ,活性炭)由中国科学院

大连化学物理研究所催化实验室提供。

1. 2　聚合酶链反应

　　本实验所用的 DNA分子为 K2ras基因[9 ]第一

外显子中一段长为 211 bp 的 DNA片段 ,由荧光 (62
FAM)标记的引物经 PCR扩增而成。PCR反应体

积为 50μL ,包括 1μL 模板 DNA ( 100 ng) 、5μL

PCR缓冲液、4μL dN TP 混合物、115 U Taq DNA

聚合酶、PCR 引物各 25 pmol 及适量去离子水。

PCR反应条件为 96 ℃下预变性 5 min ,然后在 94

℃下变性 1 min ,50 ℃下退火 1 min ,72 ℃下延伸 1

min ;如此循环 35 个周期后 ,在 72 ℃下再延伸 7

min ,在 4 ℃条件下放置。

1. 3　催化材料的 D NA分子吸附实验

　　将上述的 PCR产物用去离子水稀释 30倍后作

为DNA分子原液。称取 012～013 g催化材料 ,并

将其均匀铺在表面皿上。取 50μL 的 DNA分子原

液喷洒到催化材料表面并调匀 ,分别在 10 ,20 min

后用水超声洗脱 ,离心过滤 ,取上清液进行分析。

　　在 310型 DNA全自动遗传分析仪上进行电泳

分析 ,采用激光诱导荧光检测器检测。筛分介质为

短链线性聚丙烯酰胺凝胶[10 ] ,涂层毛细管柱[11 ] (47

cm×50μm i. d. ) ,进样时间和进样电压分别为 5～

50 s 和 15 kV ,分离温度为 50 ℃,分离电压为 15

kV。

1. 4　催化材料对细胞毒性的实验

　　本实验所用的细胞株为白血病耐药细胞株

( K562/ A)和白血病敏感细胞株 ( K562/ S) 。分别将

K562/ A 和 K562/ S制成 2 ×105个/ mL 和 1 ×105

个/ mL的细胞悬液。每种催化材料均制成 3个浓度

梯度的溶液 :原液 ( 1 000 mg/ L ) , 1/ 10 原液 ( 100

mg/ L) ,1/ 100原液 (10 mg/ L) 。取各催化材料样品

100μL 和细胞悬液 100μL 加至 96 孔细胞培养板

中 ,以催化材料的 3个剂量 (绝对量) 100 ,10 ,1μg来

确定其对细胞毒性的范围。将该细胞培养板放入

CO2孵箱中孵育 24 h ,显微镜下观察细胞的形态。

1. 5　催化材料的抗病毒检验

　　称取催化材料 1 g 于无菌瓶中 ,加病毒液 (1∶

1 280) 011 mL 于室温下混合作用 30 min ,每 10

min振荡 2 min ,共操作 3次 ;然后加入 2 mL 无菌生

理盐水 ,立即混匀振荡 2 min ,以1 000 r/ min的速率

离心 5 min。吸取洗脱病毒液进行血凝试验 ,同时

吸取 011 mL 稀释 100倍后 ,取该稀释液 0. 1 mL 接

种 (尿囊腔接种) 9～11日龄鸡胚 ,置于 37 ℃孵箱中

孵育 72 h后收集尿液测病毒血凝效价 ,并与培养前

的血凝效价进行比较。

2　结果与讨论

2. 1　D NA分子吸附实验结果

　　考虑到研制出的催化材料的使用环境 ,我们认

为 :一个有前途的新催化材料 ,应该能吸附、杀灭病

毒 ,且不怕水。为此 ,要对新研制的催化材料在含水

环境中的吸附性能进行研究。首先用 60～80 目玻

璃微球作为对照。结果表明 ,未经纯化处理的玻璃

微球对 DNA 分子有少量吸附 ,经过乙醇和水清洗

的玻璃微球对 DNA分子无吸附 (图 1) ,这也说明所

建立的方法可以用于催化材料的 DNA 吸附能力

评价。

　　为与常见的一般吸附剂进行比较 ,我们也对 5A

分子筛的吸附性能进行了研究 ,发现其对 DNA 分

子有一定的吸附 ,但作用较弱。同时比较了水洗脱

及甲醇2水 (体积比为 1∶1)溶液洗脱的效果 ,发现两

种洗脱方法的效果相近 (见图 2) ,因此对所有催化

材料的 DNA吸附能力评价均选用水洗脱。

　　对催化材料的吸附时间实验结果表明 ,大部分

吸附性能强的催化材料在 10 min内即可将 DNA完

全吸附 (见图 3) ,少部分需要近 20 min才能完全吸

附 (见图 4) ;对 DNA分子吸附性能较差的催化材料

在 20 min后 ,其洗脱液中仍然含有大量 DNA分子。
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图 1　玻璃微球的 DNA洗脱液的毛细管电泳图
Fig. 1　Electropherograms of DNA molecules on glass micro2beads

a. DNA molecular solution ; b. DNA eluate (eluting after adsorp2
tion for 20 min) .

图 2　普通分子筛的 DNA洗脱液的毛细管电泳图
Fig. 2　Electropherograms of DNA eluate on general

5A molecular sieve

a. DNA molecular solution ; b. DNA eluate (eluting with water

after adsorption for 10 min) ; c. DNA eluate (eluting with methanol2
water (1∶1 , v/ v) after adsorption for 10 min) .

图 3　吸附性能较强的催化材料( ASC216)的
DNA洗脱液的毛细管电泳图

Fig. 3　Electropherograms of DNA eluate on a newly
synthesized catalyst material ( ASC216) with

better adsorptive capability

a. DNA molecular solution ; b. DNA eluate (eluting after adsorp2
tion for 10 min) ; c. DNA eluate ( eluting after adsorption for 20

min) .

　　在所评价的 93种催化材料中 ,有 35种对DNA
分子的吸附能力较强 ,另有 35种对 DNA分子的吸

附能力居中 ,分别占所评价催化材料的 3716 %。剩

余 23种催化材料 (2417 %)对 DNA 分子的吸附能

力相对较弱。

2. 2　催化材料对细胞毒性的检测结果

　　本研究的目的是筛选具有灭活病毒作用的催化

材料。该材料除可用于大型防护设施外 ,也希望能

图 4　慢吸附催化材料( ASC213)的
DNA洗脱液的毛细管电泳图

Fig. 4　Electropherograms of DNA eluate on a newly
synthesized catalyst material ( ASC213) with

a slowly adsorptive function

a. DNA molecular solution ; b. DNA eluate (eluting after adsorp2
tion for 10 min) ; c. DNA eluate ( eluting after adsorption for 20

min) .
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用于与人体接触的防护材料 (如口罩、防护服等) ,因

此需要确定催化材料对细胞的毒性。本阶段对 93

种催化材料进行了细胞毒性实验。根据细胞毒性实

验结果可以将催化材料对细胞的毒性大小归纳为以

下 3组 :对细胞的毒性最弱组 (100μg剂量下 ,催化

材料对细胞的致死率≤10 %) ;对细胞的毒性较强组

(100μg剂量下 ,催化材料对细胞的致死率为 10 %

～50 %) ;对细胞的毒性最强组 (100μg 剂量下 ,催

化材料对细胞的致死率为 100 %) 。结合 DNA分子

吸附实验的结果可知 ,在所给出的吸附性能最强的

35种催化材料中 ,ASC223 对细胞的毒性最强 ,对

K562/ A细胞而言 ,2 ×104 个细胞的安全剂量 ≤10

μg ,对 K562/ S细胞而言 ,115×104个细胞的安全剂

量≤10μg ;ASC214 ,ASC219 ,ASC220 ,ASC224 ,DSA2
1 ,DSA22 ,ASC240 ,ASC241 ,DSA24 对细胞的毒性最

弱 ,它们对 K562/ A细胞而言 ,2×104个细胞的安全

剂量≤100μg ,对 K562/ S细胞而言 ,115×104个细

胞的安全剂量≤100μg ,在口罩、防护服中使用的无

毒高效催化材料应从其中选出或以此为先导。

2. 3　催化材料的抗病毒检验结果

　　对催化材料吸附病毒后的洗脱液进行血凝试

验 ,以血凝效价对催化材料的吸附能力进行筛选并

将其按吸附力的强弱分为强、中、弱 3级 ,结果如下 :

强吸附力催化材料 (洗脱液血凝效价 < 1∶20 ,吸附率

> 98 %)有 19 种 ,占所有催化材料的 2113 % ;中等

吸附力催化材料 (血凝效价为 1∶20～1∶160 ,相当于

吸附率为 8715 %～9810 %)有 39种 ,占所有催化材

料的 4318 % ;弱吸附力催化材料 (血凝效价为 1∶320

～1∶1 280 ,相当于吸附率为 0～75 %)有 31种 ,占所

有催化材料的 3418 %。催化材料对副流感病毒的

吸附2洗脱2接种鸡胚再增殖试验的结果表明 ,ASC2
28和 AB2221两种催化材料具有吸附与灭活副流感

病毒的作用。其中 ASC228吸附病毒后的洗脱液能

查出少量病毒 (1∶20) ,但接种鸡胚后无病毒增殖 ,证

明病毒已被灭活。AB2221 的洗脱液接种鸡胚前后

均为阴性 ,证明病毒完全被吸附并已被灭活。实验

中也发现有的催化材料的洗脱液中有少量病毒存

在 ,但保持活性 ,经接种鸡胚增殖后血凝效价呈升高

趋势 ,如 ASC232 和 DSA24 接种前血凝效价分别为

1∶60和 1∶40 ,接种鸡胚后增殖 ,血凝效价均上升为

1∶1 280 ,说明这种吸附并不能灭活病毒。

3　小结

　　本实验选用 DNA分子及副流感病毒作为模拟

对象 ,进行了催化材料吸附、灭活病毒的实验研究。

结果表明 ,选用 DNA分子作为探针 ,可对研制的催
化材料的吸附能力进行快速地筛选及评价 ,可为进

一步的病毒模拟实验提供依据。副流感病毒实验的

结果表明 ,我们所研制的催化新材料对病毒有不同

的吸附及灭活作用 ,从中可筛选高效非选择性的催

化材料 ,进行进一步的 SARS病毒实验 ,以期应用于

SARS病毒的多种防护设施以及控制 SARS病毒的

传播 ,造福人类。
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