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汉坦病毒结构蛋白的鉴定及其应用 

陈立礼 秦光明 柯 红 郑国英 

(四川省卫生防疫站寓毒科．成都610DM ) 

摄 蔓 

对差遵离心纯似的双坦病毒R84-1毒株进行-j'SDS-PAGE和免疫印迹试验。发现有67 

k和43k两条置白区带能与汉坦病毒抗体起反应。经单克隆抗体鉴定，67k多肽可能属嘉毒 

囊腰置自，43k多肽未定。用免疫印违法对出血热患者进行检测．初步证暇野鼠型意染者 

具有上述两种蛋 白抗原的抗体，大 鼠型患者但具有67k蛋白的抗体 ．这对 出血热 患者血清 

学分型有重要意义 

关■调：汉坦翕毒 结构蛋白 免疫印迹 血清学分型 

自l976年分离出朝鲜出血势乓删 卫 荇毒以采 肾绽金征出血热 RS)病毒 

的研究取得了很大进展。经病毒形态、化学组成及理化性状的研究 ，巳确认其窟于 

布尼亚病毒科的=仝新成员 称汉坦病毒属[5 。根据血清学研究，该病毒在我詹嘻两个 

血请型，即姬鼠型和大鼠型” 。对本病毒结构蛋白的研究，近年来有不少报遭 ”，但 

结果不尽相同，应用病毒结构蛋白分析进行病毒瞎染的型别诊断则尚未见报道。本文采 

用超离心法从感染的非洲绿猴肾CV。细胞培养液中提纯汉坦病毒，用SDS-PAGE法分析 

出分子量为67k和43k两种病毒结构蛋白，用免疫印迹法 (Western blot)鉴定 了这瞬种 

蛋白的抗原性 ，发现这两种结构蛋 白对HFRS感染的血清型别渗断有实用价值。现将结 

果报道如下。 

材 料 与 方 法 

一

、 ■●：汉坦病毒a84—1株为 本实验室 由黄胸 鼠分离，经血清学鉴定及采用单 克隆抗体 (M 

cAb)抗原分析，证宴属姬鼠型毒株，抗原性与汉坦病毒76-118株基 本一致 Il̈ 。 

二、血清夏Mck b：抗改坦病毒R84一I株家兔免疫血清由本室制各 McAb Al。、 }̂0、 3̂。、 

R l和R。。由陈伯救大夫惠赠，其 中A 2 o属姬鼠型特异性 ．R 3l和R。0属大鼠型特异性。AI 靼^¨^ 

蛆特异性lf 3】。MeAb H 2、Hl T、Hl 8、H。I、H 2 7及H“ 由本室制备，其 中H 2、HI 7和H3‘具有 

血 凝抑制活性，Hl 及 H 4属中和性McAb，Hl B、H2 7及／-／s．为膜抗原 (MA，荧 光染色阳性 I】．J。 

HFRS患者血清分别栗自四川疫区及山西疫区， 由顾先证大夫及米尔英大夫惠赠。 

三、一培音精豆汉坦■●血凝蠢：采用上海生物制品研究所生产的SPA纯蛋自由本室按改叠过 

碘酸钠法l1 l制各SPA—HRp结合物。汉坦病毒姬鼠型 (A)及大鼠型 (R)血凝素畸自中国碾防医 

学科学院流行病学研究所。 

本文于198g年 9月20日收到 
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四 担坦囊●的培井置纯化：将稀释的新鲜病毒悬液接种于非洲绿猴肾CVI细胞内培养。于3s℃ 

培养 6— 8天收集培养液，10000r／m离心30分 钟澄清。上清 用RP65T转头30000r／m离心 8小时 ， 

淀用TNE缓冲液悬浮，超声波打教，病毒样品滚存于一?YC备用。 

五、SDS—PAGE；采用LKB多用 电泳仪 ，按Laemmll方 法 I】。I．但 稍有改变 ．分离胺用12．5眄 ．浓 

缩腔用3嘶，1．2ramx14era×15em凝胶块用恒 电流12mA， 电泳l6小时 ，待澳酚兰指示剂 到达凝胶 

底部时，取出凝腔，用 甲醇醋敬液固定 和考马斯亮兰染 色，以Sigma标准蛋自 (MW-ND-$00)确 

定分离蛋自的分 子量。 

六、免疫印连 (WIB)： 

I． 电转移：基 本搔Towbin方 法进 行【J 】，7SOMA恒电流转移 2小时 ，转移 后凝胶经 考马斯亮 

兰染色，证 实转移完全。 

2． 免疫酶染色 ：将 转移后的硝酸纤 维膜 (NC)切成 O．5em宽小条 t用含有2嘶牛血清 自蛋 自 

(BSA)的PBS+-T(0．02mollL，pH7．4PBS+0．2眄TritonX一100)在4℃封闭过夜。嘛干后用l 5。 

一 l；l[10稀释为免疫血精或待捡血清在37℃震苗孵育l小时，用 PBS-T冲洗3次后以 l：200稀释的 

SPA—HRP于37℃孵育l小对 ，再以PBS-T洗s次 ．最后加0．04眄3． 二氨基联苯胺底物显 色．蒸馏农 

冲洗 终止反应 

结 果 

一  样品纯化及SDS—PAGE ‘ 

病毒悬液经超离心浓缩后，ELISA滴度可达l：1 280—1I2560。浓缩样品经sPs—PAGE 

呈现约l0条区带。经蛋白印迹实验证实 ，其中只有两条带可与汉坦病毒抗体起反应。这 

两条带与标准蛋白比较 ，一条分子量为67000道尔顿，另一条为43000道尔顿 (见图1)。 

薄层扫描测定表明，67k蛋白量约4倍于431<蛋白 (结果未列出 )。 

二、病毒结构蛋白的鉴定 

用HFRS患者血清、抗汉坦病毒家兔免疫血清及汉坦病毒McAb与电转移后 Nc条作 

免疫酶染色，结果见表 1、2及图2。表l结果指出，67k及43k两条蛋白区带对汉坦病毒家 

裹 l 坦囊●培}I|垂白特异性簋定 

Tab l Id entlfi⋯ t 0n 0f Sp日 i ri city 。f HBIItB i rI】3 Stfu ‘urc PretviⅡ 

Se ～ 一 一—— 一一 一 一 
67k 43k 

抗援坦病毒兔免疫血清 

HFRs患者血清 

AB 7(野鼠感染者 ) 

 ̂o 5B(同上 ) 

RSD 50(家鼠型感染者 

H500B(同上) 

乙晌患者血清 

乙轩患者 血清 

正 嚣凡血清 

正常兔血 清 
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兔兔疫血清及 HFRS患者阳性血清有特异性反应，与其他患者血清、正常人血清和正常 

兔血清无反应 ，证实该两条区带为汉坦病毒特异性蛋 白抗原。注意到A622及A505B两份 

姬鼠型病毒·感染患者血清同时对两条蛋白抗原带起反应 ，而R5050及 R5006大鼠型感染 

者血清仅对67k蛋 白抗原起反应，初步显示大鼠型感染者缺乏43k蛋白抗原的抗体。 

McAb分析结果表明，A A 。及A。 对两条蛋 白带均有反应，R 。及R．o两株大鼠型 

特异性McAb，仅前者对67k蛋白起反应，6株 H—McAb，多数对67k蛋白有反应 ，仅H z 

呈双反应性。 

裹 沮坦 毒l言构蛋白的抗■性分析 

T4b 2 ^nti Eeni e An●l sis of H⋯ t Vi ru日 St ct e P r0tei口i 

by M Ⅲ clo日t1 A_tibod iee 

R 31 

R90 

H2 

HI7 

H18 

HP1 

B2T 

H34 

正常Bxlb／c鼠血清 

67k 

一  

十 

+ 

囊 3 M~Isl方法翻定HFRs矗者■清抗覆坦 ●抗体 

T·h 3 Detectic~ of A．ti Hantgvl rus Serum A．1ibodie s by Different Metbed s 

(H) 太曩血凝幕 
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三、汉坦病毒结构蛋白与患者血清的反应性 

为 了进一步证实67k及43k蛋 白抗原与不同血清型HFRs患者血清反应的差异性，采 

用山西及四川疫区大鼠型及姬鼠型患者血清与 Nc抗原条作免疫印迹实验，部分结果列 

于表 3。结果表明，两种结构蛋 白抗原对两型HFRs患者确有不同的免疫反应性。 

舟 l 汉垣病毒(a与b)及符准蛋白 ( )的SDS-PAGE 

Fig i SDS—PAGE of Stand ard Protein sf c 

_Ⅱd Pa r[1 4IlY Purified H Bn【-’itu， 

讨 论 

图 2 汉坦病毒结构蛋白免疫甲进 

rig W e，【⋯ B】0l f Ilsnt mvi ru● 

Slructu re Pr0lein’ 

病毒样品经SDS—PAGE分析和免疫 印迹实验 ，发现有67k和43k两条病毒特异性蛋自 

区带。经MeAb分析，67k蛋白能与具有中和活性、血凝抑制活性和膜抗原荧光染色阳性 

的McAb起反应 ，表明该蛋 白可能为病毒囊膜蛋白。43k蛋 白抗原对一些具有血凝抑制活 

性和中和性的McAb不起反应 ，但对具有MA染色阳性特征的H t有弱反应性。43k蛋白究 

竟属病毒外膜蛋 白或核蛋白尚需进一步证实。 

用我们制备的Nc抗原条检测HFRS患者血清 ，结果表明大 鼠型感染者缺乏 43k蛋自 

抗原的抗体，这对HFRS患者血清学分型有荤要价值。与血凝抑制试验相比较，本法用 

于血清分型似更准确可靠，而且能测出早期的抗体。 

关于汉坦病毒结构蛋白的研究。文献报道颇有出八 -l”“ ，造成差异的原 因可能 
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是由于所采用的病毒材料和实验方法不同所致。关于机体对各抗原组分的反应性，郝连 

杰等也曾有过研究报道 。这方面的深入研究将对HFRS的血清学诊断和疫苗制备有重 

要意义。 
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Identification and Application of Hantavirus 

Structure Proteins 

Chert Li-li pin Guang ruing Ke Hong Zheng Gno‘ylng 

(Health and Anti·Epidemic Center Df Sichuan Proeince- Chen~du 8100 31) 

SDS-PAGE and iminunoblotting 

purlfi ed by differential eentrifugation 

test of Hantaviru8 (HTV) R84-l strain 

Were carried out．Two st rueture proteins 

of HTV一]1841 strain with MW 67k and 43k weTe identifled reapertirely。it was 

identified by McAb analysi s test that the 67k polypeptide is 8 viral envelope 

protein sad the 43k polypeptide WaS uneertain．By WeSt ern blot， antibodies to 

the 67k and 43k protein antigens were found jD sara from patle~ts wltb Apo— 

demua t ype HFRS and the 67k protein antihody were in the patients with Rat— 

tn8 type only．The results will be useful for serological typing to HFRS． 

Key W ordsI Hantaviru8 Str~cture protein ImmunobJ。̈ j 5 

Serological typing 

三三 量詈= ㈣ 篇  
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