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的电子显微镜研究

胡 远 扬

武汉大学病毒 系
,

武汉

日本 山梨 县 蚕业试 验场
,

日本

几本名古屋大学农 学部
,

日木

提 要

妓近所分离的家蚕浓核病毒 山 梨株 一 与最初在家蚕中发现 的

伊那株在各种理化性质方面有所不 同
。

从 一 中提取 的病毒 在琼脂糖凝胶 电泳 中

出现二条带 工和 丑
。

用 限制性内切酶处理这些
,

其结果也 明显不 同
。

为了弄

清这些现象
,

用 电子显微 镜对这些 分子进行研究
。

通过琼脂糖凝胶 电泳分离的 工

和 亚都是双 链线状分子
,

但 分子的长度略长
。

在电子显微 镜下
,

二种 的

构象没有差异
,

因此可以肯定 工和 五有不同 的碱基序列组成
。

这在 中是罕

见 的
,

因为到 目前为止所知道 的所有 都只有 种结构蛋 白
。

基于这种情 况
,

在前一篇

论文我们曾推测这些蛋 白质可能是 来 自两种
,

它们各自具 有其 中 种 或 种结构蛋

白
。

应当指出的是
, 一 的衣壳本身是 由一 种还是 由二种结构所组成 的还需要进一步

的研究 给子证实
。

因为 一 的病毒直径很小
,

它不可能包含二种 分子量分别为 “ 和

欠 “ 所以家蚕 一 很可能是 由二种相似但是不相同 的 所组成 的混合

物
。

年
,

家蚕浓核病毒 首次在 日本长野县 伊那市被分离发现
。

日本的几位学者 已经对伊那株的细胞病理学
、

化学及血清学性质进 行了研究
。

作者对 给本工作 以有益建议 和帮助的
,

伴户博士 和
,

森博士 表示感谢
。

注 本文 曾 以英文在 丫 王

一

一 上发表
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不久前
,

等 和 等 分别报告从长野县佐久市分 离

的 佐久株 和从山梨县分离的
一

的某些性质同伊那株明显不同
。

可是
,

这些新的 在化学性质上相互之间十分相似
,

最近
, “ “ “ 等 指

出佐久株和 山梨株在血清学上难以 区分
,

他们将佐久株和
一

命名为
,

而

将伊那株命名为
。

值得注意的是从 中提取的 样品在琼脂糖凝

胶电泳中形成二条靠近的迁移带一 工 和 亚 等 等
。

病毒粒子中包含着单链
,

但是在适 当的高盐缓冲液和高温条件下提

取这种 时
,

能够同相邻的 的单链 形成双链
。

因为

非常小 直径为
,

不大可能在它的病毒衣壳中包含二种 分子量分

另为 义 和
。 义 等

。

对这种现象的解释
, “ 等 认为这二条 带是在从病毒粒子抽提

过程中由于 。 的二种不 同构型而产生的
。

另一方面
, “ 。等 发现从琼

脂糖凝胶中回收的 工和 亚 它们都是双链线状分子 有不同的碱基序列组成
,

因为用限制酶处理这二种 样品其片断 电泳结果不同
,

这意味着 可能是二

种相似但不相同的 的混合物
。

但是
,

尽管我们多次采用蔗糖密度梯度离心和

密度梯度离心
,

都未能将这二部分病毒分开
。

本研究 目的在于证实 工和 五 的存在是 由于其 构型不同所产生的还是由于

它们本身就是不相同的 基因组
。

为此
,

我们用电子显微镜对
一

的 工和

互 进行了观察分析
。

同时
,

对经尿素处理后
,

分子从病毒粒子中释放的过程

也进行了 观察
。

材 料 与 方 法

病毒增殖 在实验所使用的
一

在桑蚕锦秋 钟和品系中增殖
,

它是 已知 的对

易感染的且对 显示抗性的品 系
。

实验蚕经注射感染

于第 天收集并置
一 “

保存
。

病毒提纯 从
一

感染病蚕中提取病毒方法参照 不 所

叙述之方法并略有修改
。

经过蔗糖密度梯度离心后收集的病毒通过 电子显微镜检查其纯

度
。

病毒 的抽提 病毒 的抽提按照 行等 了 方法进行
。

根据 样品

的需要分别进行““ 和 “ 抽提
。 ” 抽提时在高离子强度缓冲液中进行

,

所用

苯酚以
一
。 磷酸缓冲液饱和

,

抽提温度为
“ 。

本实验中分另采

用电泳法
、

低融点琼脂糖法和直接法等多种方法对 琼脂糖凝胶 电泳巾获得的二条

带 工 和 分另进 行切取 回收
。

从 和 五凝胶带中回收的

用于电镜分析
。

病毒 的直接释放 从病毒粒子中直接释放 是通过 尿 素在 处理

一 小时而进行的
。

从衣壳中释放的 按后面所述的方法制备样品
,

用
一
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电镜观察分析
。

的电镜现察 按 和 观察 分子所采用的方法处理

制备样品
。 召 上相液中含 一 粼 ,

细胞色素
,

和 多百甲酸胺
。

下相液由
一 ,

和 甲

酞胺组成
,

用复盖有 一碳膜的铜网捞 取样品
,

经 乙醇脱水后以金把进行旋转投

影
,

角度为
“ ,

用电镜观察并摄取照片
。

结 果

病毒衣壳中 的直接释放

用 电镜观察经过提纯病毒的负染色样品
,

检查其纯度
。

如图 所示
,

病毒材料中未

见混有夹杂物
,

病毒粒子的平均直径为
。

当
一

病毒用 尿素处理时
,

随着处理时间的不同
,

链从病毒衣壳中

逐步释放 图
。

小时后
,

相当于几乎整个基因组长度的最长的单链线状 从病毒

衣壳中释放出来
。

有时还可以看到二端都带着空衣壳的 “ 十 ” 、 “ 一 ” 链由于退火而形

成 分子 图
。

这表明家蚕的 也和其它的 及腺联病毒一样
,

在抽提过

程中病毒粒子中的 “ 十 ” 和
“ 一 ”

链可以通过互补而粘联在一起 “ ““ ,

本实验结果也证实 了这种假说
。

工 和 五 分子的结构

当我们用电镜观察
一

的 样品时
,

可以看到平均长度分别为
。 召 和 , 川

的二种长度不相同的线状双链 分子 图
。

偶尔也可以看到非常长的双链

分子
,

其中还部分连接着单链 图
。

这表明该 分子具有粘性末端结构
。

可是
,

本实验中未见到环状 和园锅柄状结构分子
。

为 了证实这两种不同长度的 分子是否来 自 工 和 五 分子 工 和

五是分别从琼脂糖电泳中得到的带
,

从这些凝 胶带中分别 回 收 八 并用 电镜进

行了观察
。

结果不管是 工还是 且都是双链线状分子
。

这些 链在结构上没

有什么不同
,

只是 工的长度比 略长 图
一 。

分子量的确定

工和 卫 的分子量是通过其长度进行计算的
。

它们的平均长度分别为 召叨

工 和 。 且 ,

作为双链 它们的分子量分别相当于 义 道尔

顿和 义 道尔如
。

此结果与 等 所报告的结果几乎完全一致
。

仑

在以前的一篇论文中 “ 、、“ 等 、,

我 们曾报告过
一

可能是两种 既相似

但又有差别的 的混合物
。

因为 从琼脂糖凝胶 电泳中得到的二种 —
一

入 工和

入 州潇儿种限制性酶处理时产生了不同自勺片断图像
。

在不实验 中
,

我们确
一

证从凉脂糖

凝胶中分离的这二种 都是同样的双链线状分子
,

在 电镜下我们尚未发现它们之间在
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结构上有些什么差异
。

只是 工 分子的长度略长于 且 ,

这与它们在凝胶电泳中

迁移率的差别是一致的
。

和 、, 报道过用 电子显微镜观察伊那株的 分子
。

它们都

是线状双链
,

偶尔可见较长的分子 二聚体 并且没有环状分子
。

和

报告 和 的 中不仅存在着线状单体
,

也存在着

环状单体和连环体分子
,

尽管主要是线状单体
。

最近
, 。等 报道从

中新近分离的 中存在着锅柄状结构的环状单链
。

他们认为在

这种 的基因组中存在着倒置末端重复序列
。

然而
,

用我们的材料进行观察时
,

未看

到
一

有这样的 结构
。

前面 已经提到
, 一

的病毒颗粒很小
,

不大可能包含二种分子量约为
“

道尔

顿的单链
。

因此 很有可能是 由两种不同的 所组成
,

而且每一种病毒都

包含有正
、

负二种病毒粒子
,

也就是说在各自的衣壳中包含有 “ ”
的或 “ 一 ” 的单链

。

如果这是事实的话
,

可以设想
一

病毒粒子中存在着 种基 因组
。 “ “ 等

也曾报告过
一

包含有 种结构蛋 白
,

这在 中是罕见的
,

因为 目前为

止所知道的所有 都只有 种结构蛋 白
。

基于这种情况在前一篇论文中我们曾推测这

些蛋 白质可能是来自两种
,

它们各自具有其中 种或 种结构 蛋 白
。

应 当指 出的

是
, 一

的衣壳本身是由一种还是由二种结 构所组成的还需 要进一步的研究给予证

实
。
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