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摘要 目的 探究不同光照时间条件下核黄素灭活病原体

效果的影响。方法 采用含水疱性口炎病毒( VSV) 血浆分

4 组，分别添加核黄素浓度致终浓度为 50、100、150 μmol /L，

0 μmol /L 为对照组。观察其在 10、15、20、25 min 的生长滴

度，不进行光照的为对照组。用 Ｒeed-Muench 法计算灭活前

后培养后生长滴度，通过灭活后 log 减少因子评价不同浓度

核黄素对灭活效果的影响。结果 在无光照的条件下添加

核黄素无病原体灭活效果，随着光照时间从 15 min 增加到

25 min，无核黄素组 VSV 灭活效果增加; 当光照小于 15 min

时，50 ～ 150 μmol /L 核黄素 VSV 灭活效果差异无统计学意

义; 当光照时间为 15 ～ 25 min 时，添加核黄素后 VSV 灭活效

果增强，但不同浓度核黄素组间差异无统计学意义。结论

在 25 min 内核黄素病原体灭活效果随光照时间的增加灭活

效果越好，与核黄素浓度影响较小。
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输血是现代医学治疗中不可或缺的手段，但是

输血感染仍然时有发生，感染性风险由可通过输血

传播的病原微生物构成，其中包括人类免疫缺陷病

毒、乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒等多种病毒以及大

肠杆菌、金黄色葡萄菌、梅毒等细菌和原虫等。血液

病原体灭活技术是最有希望能够进一步降低输血感

染风险的方法，是保障血液安全的最后一道屏障，但

血液病原体灭活技术目前还不成熟，还需要进一步

研究和发展。
核黄素光化学病原体灭活法作为一种新型高效

的病原体灭活技术近年来得到广泛的关注。核黄素

一般是指维生素 B2，是人体必需的营养物质。核黄

素的安全性也已经得到了充分的肯定，它被美国食

品和 药 物 管 理 局 ( Food and Drug Administration，

FDA) 归类为一般认为是安全的［1］，并与紫外线介导

的活化一起用于新生儿黄疸的治疗［2］。核黄素光

化学法的原理是核黄素在受到紫外光或可见光激

活，鸟苷碱基被氧化，通过电子转移对鸟嘌呤残基进

行修饰，阻断核酸复制对核酸造成不可逆损伤［3 － 4］，

从而实现抑制或破坏病原体复制的目的。Mirasol
PＲT 系统对临床相关病原体有效和灭活白细胞［5］，

而不显著损害产品的功效［6］或导致产品损失［7 － 8］，

同时也不需要后续的清除步骤。目前很少有文章报

道血液病原体灭活研究中核黄素浓度与紫外光照联

合作用效果，本文将探究不同光照时间与不同浓度

核黄素对血浆水疱性口炎病毒 ( vesicular stomatitis
virus，VSV) 灭活效果的影响，为核黄素光化学法病

原体灭活技术灭活条件的选择和灭活效果的优化提

供可靠的依据。

1 材料与方法

1． 1 仪器与试剂 倒置光学显微镜购自日本尼康

株式会社; ABO 型血浆由四川德阳中心血站提供;

核黄素购自西格玛奥德里奇( 上海) 贸易有限公司;

生理盐水购自四川科伦药业股份有限公司。
1． 2 实验用病毒与细胞 VSV( 原代剂量 15 ml 由

本所输血传播病原体研究中心馈赠) ; Vero E6( 由本

实验平台输血安全课题组传代保存)

1． 3 实验方法

1． 3． 1 核黄素浓度配制 取生理盐水配制终浓度为

500 μmol /L 的核黄素生理盐水溶液，溶液避光保存。
1． 3． 2 病毒培养 取出 VSV 存管，水浴锅解冻。
VSV 复苏反复感染 Vero E6 细胞，连续传代，以增加

病毒毒 力; 收 集 病 毒 培 养 液，离 心 过 滤 后，放 入
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－ 80 ℃ 保存备用。使用前检测病毒原液滴度。
1． 3． 3 病原体灭活 本实验旨在评估水疱性口炎

病毒 VSV 在不同核黄素浓度和不同紫外光照时间

下灭活效果。实验准备需要提前培养好细胞，实验

当天取出同血型血浆，将血浆混合病毒液后再加入

不同工作浓度核黄素配制好后加入血袋，配制为 4
组核黄素浓度，每组核黄素终浓度为 50、100、150
μmol /L 以及空白对照组; 使用 365 nm 紫外线灯各

组照射时间为 10、15、20、25 min 及未进行光照的对

照组; 每组设置重复实验 6 次。病毒灭活后，在灭活

实验后使用终点滴定法( 1 ∶ 10 连续稀释，每个稀释

8 个平行样品) 分析样品。Vero E6 细胞与每个病毒

样本一起培养，并在 37 ℃ 和 5% CO2 下培养 3 ～ 5
d。每天使用显微镜记录细胞病理学效应，并使用

Ｒeed － Muench 法［9］计算病毒滴度。
1． 4 统计学处理 结果数据采用 珋x ± s 来描述。采

用多因素方差分析比较不同核黄素浓度和不同紫外

光照剂量光照前后病原体生长量差异，采用 SPSS
16. 0 统计学软件进行分析; P ＜ 0. 05 表示差异有统

计学意义。

2 结果

2． 1 光照时间对灭活效果的影响 当光照时间为

10 min 时，不添加核黄素组与添加核黄素组各组间

差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) ，添加核黄素浓度 50
μmol /L 组与 100 μmol /L 组组间差异无统计学意义

( P = 0. 633) ( 图 1A) ; 当光照时间为 15 min 时，不

添加核黄素组与添加核黄素组各组间差异有统计学

意义( P ＜ 0. 001) ，添加核黄素组各组间差异无统计

学意义，P 值分别为 0. 859、0. 128、0. 174( 图 1B) ; 当

光照时间为 20 min 时，不添加核黄素组与添加核黄

素组各组间差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) ，添加核

黄素组 各 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义，P 值 分 别 为

0. 076、0. 110、0. 361 ( 图 1C) ; 当光照时间为 25 min
时，不添加核黄素组与添加核黄素组各组间差异有

统计学意义( P ＜ 0. 001) ，添加核黄素组各组间差异

均无统计学意义，P 值分别为 0. 361、0. 361、1. 000
( 图 1D) 。实验结果证明，在实验时间 25 min 内，当

光照时间到 15 min 后增加光照时间对病原体灭活

效果无影响。
2． 2 核黄素对 VSV 灭活效果的影响 当不添加核

黄素时，光照 10 min 与光照 20 min 和 25 min 组差

异有 统 计 学 意 义 ( 图 2A ) ; 当 核 黄 素 浓 度 为 50
μmol /L 时，只有光照 20 min 组和光照 25 min 组间

差异无统计学意义( P = 0. 235 ) ( 图 2B) ; 当核黄素

浓度为 100 μmol /L 时，只有光照 20 min 组和光照

25 min 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P = 0. 658 ) ( 图

2C) ; 当核黄素浓度为 150 μmol /L 时，只有光照 20
min 组和光照 25 min 组间差异无统计学意义( P =
0. 474) ( 图 2D) 。实验结果表明，当核黄素浓度超

过 50 μmol /L 后，增加核黄素浓度对病原体灭活效

果无影响。

图 1 核黄素光化学法病原体灭活后 VSV 生长量

A － D: 光照时间分别为 10、15、20、25 min; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与浓度 50 μmol /L 组比较: #P ＜ 0. 05，###P ＜ 0. 001 ; 与浓度 100

μmol /L 组比较: △△P ＜ 0. 01

图 2 核黄素光化学法病原体灭活后 VSV 生长量

A: 不添加核黄素; B － D: 核黄素浓度分别为 50、100、150 μmol /L; 与 10 min 组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 15 min 组比较: ###P ＜
0. 001
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2． 3 光照时间与核黄素浓度相互作用对病原体灭

活效果的影响 总结上述各实验结果可得出结论:

在 25 min 内，光照时间越长，效果越好，VSV 生长量

越低。与核黄素浓度相比，光照时间的增长比核黄

素浓度的增加效果更明显。当核黄素浓度增加到

50 μmol /L 后再增加核黄素浓度病原体灭活效果不

会增强。见表 1 和图 3。

表 1 光照时间与核黄素浓度相互作用时

实验结果检出 VSV 生长量 log 数统计

作用时间

( min)

核黄素浓度( μmol /L)

0 50 100 150
0 5． 62 ± 0． 22 5． 62 ± 0． 22 5． 62 ± 0． 22 5． 62 ± 0． 22
10 4． 44 ± 0． 12 2． 74 ± 0． 23 2． 69 ± 0． 16 3． 10 ± 0． 23
15 4． 31 ± 0． 14 2． 09 ± 0． 38 2． 05 ± 0． 64 1． 71 ± 0． 39
20 3． 72 ± 0． 39 0． 60 ± 0． 55 0． 20 ± 0． 31 0． 10 ± 0． 25
25 2． 89 ± 0． 59 0． 32 ± 0． 35 0． 10 ± 0． 25 0． 10 ± 0． 25

图 3 光照时间与核黄素浓度联合作用

灭活病原体后 VSV log 生长量

3 讨论

核黄素光化学病原体灭活技术在 20 世纪 60 年

代被发现，通过对这项技术的深入研究表明活性氧

介导的非特异性氧化应激以及核黄素分子插入到微

生物的 ＲNA 和 DNA 中会对微生物造成损伤［10 － 12］。
到目前为止，在一些欧洲国家核黄素光化学法病原

体灭活技术已被运用于临床［13］。
在核黄素联合紫外光照光化学法灭活病原体的

实验中，紫外光照剂量增加可有效提高病原体的灭

活效果，当紫外光照的时间达到 20 min 以上时，效

果尤为明显。相比于紫外光照剂量增加带来的有效

改变，核黄素浓度的增加对于灭活效果有一定的提

升，但就不那么显著了。孔令魁 等［14］的早期核黄

素紫外光照灭 菌 实 验 也 证 实 核 黄 素 浓 度 12. 5 ～
50. 0 μmol /L 灭活后细菌下，降数与无核黄素的空

白对照比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 但是随

着核黄素浓度的增加灭菌效果趋于下降核黄素浓度

＞ 75 μmol /L 后无灭菌效果( P ＞ 0. 05) 。
该实验表明，核黄素与紫外光照两者联合对病

原体的灭活是具有促进作用的，且差异有统计学意

义。该实验结果表明将紫外照射的剂量增加后，紫

外光照剂量引起的病原体生长量变化幅度要大于核

黄素 浓 度 变 化 引 起 的 病 原 体 生 长 量 变 化。这 与

Makdoumi et al［15］在对观察紫外光( UVA) 活化核黄

素对角膜炎中常见的 3 种细菌的抗菌作用时结果基

本一致。这可能是由于紫外线剂量的增加也有可能

放大氧化应激产生的数量，然而，核黄素浓度的增加

并不一定起到同样的作用。也许只需要少量的核黄

素就可以达到所研究的效果，过量的核黄素甚至可

以阻止紫外线渗透到液体溶液的深层。同时受试病

毒的代谢周期、代谢途径等也可能是影响氧化应激

敏感性的因素之一。关于其他作用条件可能会给病

原体灭活带来的影响以及其中的作用机制等还需要

后续的实验继续深入探索。
该实验表明核黄素联合紫外光 A 对 VSV 灭活

确实存在一定的疗效，但也存在一定的局限性。本

文只验证了核黄素浓度和紫外光 A 剂量的影响，其

他实验表明病原体的灭活也可能与其他因素有关，

例如不同的介质、温度、光照距离及其他机械因素。
后续实验将进一步探索。

面对各种传染病的威胁，警示了血库和输血医

学领域迫切需要有更新的技术创新。由于核黄素光

化学病原体灭活的优越性，在保持处理后产品无需

清除工作且高质量减少副反应的发生，Mirasol PＲT
系统可能会被进一步展开研究，其开发应用在未来

也具有非常大的潜力。
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Effect of light and riboflavin concentration on photodynamic
inactivation of pathogens by riboflavin
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Abstract Objective To investigate the effect of riboflavin on inactivation of pathogens under different light time
conditions． Methods Plasma containing vesicular stomatitis virus ( VSV) was divided into 4 groups，and the final
concentrations of riboflavin were 50，100，150 μmol /L and 0 μmol /L was used as the control group． The growth ti-
ters at 10，15，20 and 25 min were observed． The control group was treated with no light． The growth titers of VSV
culture before and after inactivation were calculated by Ｒeed-Muench method，and the effect of different concentra-
tions of riboflavin on the inactivation effect was evaluated by log reduction factor after inactivation． Ｒesults Under
the condition of no light，the addition of riboflavin had no pathogen inactivation effect． With the increase of light
time from 15 min to 25 min，the inactivation effect of VSV in the non-riboflavin group increased． When the light
was less than 15 min，there was no significant difference in the inactivation effect of 50 to 150 μmol /L riboflavin
VSV． When the light duration was 15 to 25 min，the inactivation effect of VSV was enhanced after the addition of
riboflavin，but there was no difference between different concentrations of riboflavin groups． Conclusion The in-
activation effect of riboflavin pathogen within 25 min is better with the increase of light time，and has little influence
on riboflavin concentration．
Key words riboflavin; UVA; photochemical method of pathogen inactivation; VSV
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