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” 几 ”
,

于 年在南朝鲜分离到肾病综合征出血热病毒一一 病毒后
,

我国病毒

学者对 的分离
、

流行病学
、

血清学以及病毒形态学做了大量工作 〔
‘一 ‘ 〕。近几年来国

外用 “ 病毒研究生化特征
。

研究病毒生化需要纯的病毒
,

针对 在细胞内复

制周期较长
,

病毒产量低
,

我们用
“

一氨基酸对 进行细胞内标记
,

初步探索感

染对细胞蛋白质合成的影响
、

标记的适当条件和标记 在病毒蛋白研究 上的应用
,

现将结果报告如下

材 料 与 方 法

病毒 一
,

陈株 〔 〕
,

接种乳鼠
,

取鼠脑 成毒液
,

经 细 胞传

代
,

收获的细胞冻解在维持液中作为种子毒液
,

分别测定 。。为 。
“ ’和

’“。 〔 ,

株
,

一直在 “ 细胞传代
, 。为

“ 或 ,

种子毒液使用前均 存 放
一

℃备用
。

细胞培养和病毒感染 细胞的生长液成分含
’ ,

灭 活小 牛

血清
,

青霉素
、

链霉素
、

庆大霉素含量依 次 是 那 、 。户
、 八加

, 了 ,

维持液仅降低小牛血清为
,

其余成分均与生长液相 同
。

细胞培养瓶是
“

容 量

木工作承安徽省医学科学研究所倪大石主任大力支持
,

将此致谢
。
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,

份

,

加生长液或维持液
,

细胞传代 用 胰蛋 白酶
、

石 消化
。

病毒感染是挑选生长致密
、

形态完好的单层细胞
,

倒掉生长液
,

加入种子病毒液
,

℃吸附 一 分钟后
,

加足维持掖至 二
,

每 日或隔天更换 新鲜维 持液
,

℃

继续培养
。

病毒的放射性标记 感染病毒之单层细胞
,

在感染后第 天
,

用 “ 一氨基 酸配制

的标记维持液替换原来维持液
。

标记维持液成分
。

一
、

一 ’
、 “

一 三种

混合氨基酸 那。 加
, ’

少透析的小牛皿清
,

侧 特别配制

的
‘

缺上述三种
“

一氨基酸
,

配制平 衡标记维 持 液
,

每瓶细胞加入
,

总放射性 声 。

标记后次 日起
,

逐 日加入特别配制之 倍浓缩
‘。液

,

一

每瓶细胞
,

直至标记到第 天为止 即感染后第 天
。

收 集 标记 维持液及刮下

细胞
,

前者 分钟
,

除去沉淀物 刮下的细胞
,

混悬适量 溶液中
,

离心洗

次
, 一

℃反复冻融 次后
,

超声波粉碎 分钟
,

离心 分钟
, 犷收集上清

液
。

维持液及细胞上清液
,

分另作为细胞外内提取病毒材料
。

免疫亲和层析提纯细胞内外的 叭肾病综合征出血热患者恢复 期血 清提

取 与澳化氰活化的
, 偶联 按产品说明书的方法进行

,

装

柱
,

柱床
,

先以 一 。
。

平衡
,

含有 的细胞和维持液样品
,

分别在 ℃

以 流过亲和层析柱
,

然后用 一 工 一 通过柱洗掉未结合 的 蛋白

质
,

与 结合的病毒用
、

的碳酸盐缓冲液洗脱 流速
,

管收

集洗脱液
,

用 中和至
,

用 法测定病毒抗原滴度
,

将阳性各管合

并
、

浓缩
,

置
一

℃待用
。

法检测病毒杭原滴度 用 蛋 病人恢复期血洁提取之
,

作为 包被 抗

体
。

辣根过氧化物酶标记兔抗
,

按夹心法 〔 ,进行检测
。

用酶标 光 度计
,

测

定样品在 吸收值
,

判断标准以 值大于正常对照的 倍 以上为阳性
,

并

用倍比稀释度测定病毒抗原滴度
。

放射性测量 用液体闪烁仪 一里饭型 二六二厂或 “ “ ,

测 量样 品 放

月寸性
。

结 城一与 讨 比

一
、

放射性标记的正常细胞和感染细胞的对比关系

我们用相同的放射性标记条件
,

对同一细胞株的正常细袍和 感染细 胞进 行

标记
。

结果从表 表明
,

正常细胞和感染细胞两组标记率为
,

由此可见病毒对细

胞蛋白合成最终抑制
。 ,

可以理解 感染细胞后
,

由于长周期 的复制 过程
,

因此对细胞蛋白的合成抑制是逐步缓慢发展的
。

二
、

感染细胞中病毒蛋白和细胞蛋白两者放射性标记比幸

用三株病毒
,

经 次感染
。

细胞
,

进行相同条件的放射性标记试验
,

就表 所

示说明
,

病毒和细胞两者放射性标记 比例的平均值是近似
。

根据结呆分析
,

我们
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‘ 一 三一五一
‘

表 正常细肥和感染细胞放射性标记率的比较

分 组 样 品 数 加入放射性 细胞内放射性
一

召 井

标记率

肠

抑制率

呱

正常细胞

感染细胞

细胞内蛋 白质合成抑制率

二每瓶细胞

认为可能是 感染细胞早期抑制部分细胞或对细胞蛋 白的合成不完全 关闭
,

所 以

细胞蛋白的放射性标记很高
,

不同批次试验的病毒和感染细胞放射性标记之比率有一定

差异
,

这与病毒力和细胞质量等因素有关
。

表 病毒与细胞两者放射性标记比例

试验次数 病岑 感染细胞

〕

病毒 感染细胞 平均率

肠 畅

一一一
。 “

细胞内外病毒放射性

感染细胞放射性
甲

三
、

放射性标记的细胞内外病毒量的差别

从表 表明
,

细胞外放射性标记的病毒比细胞内高 一 倍以上
,

并可观 察到 病毒

总标记率 细胞内外相加之和 的增高
,

主要是细胞外放射性标记病毒的增多
,

也就是

病毒在细胞内复制后释放量增多的结果
。

根据试验结果推论
,

细胞感染初期仍可合成蛋

白
,

维持较长生命时间
,

有利于 在细胞内长周期大量复制和释放
,

故感 染细 胞

的维持液作为提取病毒 〔” 〕的主要来源
,

是有其实用价值的
。

四
、

病毒感染滴度在细胞内放射性标记中的重要性

种子毒液 。。的对数值大
,

则感染后的 检测抗原滴度高和被标记病毒 的放

射性强
,

反之便降低和减弱
,

三者成正比关系 表
。

由此不仅证实感染滴度对

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



病毒学杂志
注。

一 生已

二一

表 细胞内外放射性标记病毒的数 , 差别

试验次数 细胞外 细胞内小

火

细胞外 细胞内

」
上目口。亡

⋯
甘,月月了

几

细胞外病毒

二

细胞内病毒

小

量的增殖是个关键
。

且对细胞内放射性标记病毒
,

亦具有相同的重要性
,

当标记率较高

时
,

标记病毒的比放射性可达 。抗原滴度 表
,

可适用于病 毒蛋白

分析
,

对 的分子生物学研究提供有利条件
。

表 种子病毒的感染性和放射性标记病毒的关系

主

病毒株
种子病毒感染滴度
几 丈 宜

。

上清抗原滴度
病毒放射性

功

一

一

一

标记病毒的比放射性表

抗原滴度 抗原滴度

哎少一﹃八﹃乙
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乙肝病毒 检测药盒在汉通过鉴定

乙肝病毒 弓起的 乙型肝炎 是人们普遍关注的传染病
,

目前一般 采用血清

学方法进行临床检测
。

中国科学院 武汉病毒研究所 分子病毒 室用
“

一 标记克

隆化的 片段作分子杂交探余卜
,

制备检测 药盒
,

研究 在人血清
、

体液和组织中存在的状态
。

以 功 作为传染性的 指标比皿清学方法 更为直接可

靠
。

该药盒不需特殊试剂和设备
,

能在一般科研
、

医疗
、

卫生和防疫等部门应用
。

两年

来
,

经湖北
、

湖南
、

江西
、

浙江
、

广东
、

河南和上海等省市三十多家医疗研 究 单 位 试

用
,

均取得满意的结果
,

其敏感度和特异性较 目前临床上应用的方法要高
。

年 月 日
,

由中国科学院武汉分院主持召开了 “ 乙肝 病毒 检测药盒鉴

定会 ”
。

与会专家们在对药盒的研制及应用情况进行认真甲议后一致 认为 乙 病 毒

检测药盒使用方便
,

结果客易判断
,

其敏感性和特异性高
。

该药盒的研制成功
,

为

乙肝的诊断
、

预防和疗效考核提供了有力的检测工具
,

具有显著的社会效益 和 经 济 效

益
,

值得推广应用
。

丁洁泉 何 丽华
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