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提 要 

从感染的 16DBK(牛肾)细胞申直接抽提 出牛疱疹病 毒 IV型 (BHV-4)DNA 分别经限 

制性内切酶EeoR I．HindⅢ斌 B4皿HI消化后，用鸟枪法和选择法将病毒 DNA片段党隆 

到质 粒 pBR322和 pUC9的相应位点申 ．构建 了三组病毒 DNA基 因库。阳性 克隆是用光生 

物素标记的病毒 DNA和牛胸臃细胞 DNA与各重组质粒 DNA杂交而筛选的。总共克隆了 

病毒基因组的 94牺．其中用 EcoRI克隆了83．4牺，BamHl克隆了63．4和，HindlII克隆了 

4摹 。 

关■饵：牛癌 疹病毒 IV型 分 子克膳 光生物素 

牛疱瘩病毒 IV型 C BHV·4)是一些分类位置尚未确定 的 病毒， 含有TK基因“ 。 

瑚目前为此，还没有任何证据证明此类病毒是某种瘀的原发病原，已有报道从患有呼吸 

遭“’和生殖遭疾病 ，恶性卡 他热 ，甚至健康的牛 体内分 离出 此类 病毒。 该病 

毒能使被藤染的细狍形成巨细胞，所 以有人称为牛巨细胞病毒 ，各分离抹癌染细胞培 

养都呈现相同的细胞病变和噬斑形成特性， 而且 DNA的限制性酶切图谱也相同” 。 由 

于目前对此痛毒基因组的特性和克隆报遘较少，所以我们用鸟 枪法结合选择克隆法构建 

了病毒 DNA基因文库，为进一 步研究其特性提供 _r条件。 

材 料 与 方 珐 

1 ■●和绷囊：BHV一4的 DN一599株列 MDBK细胞均由 ATCC(Ame rican Type cul。u 。 

Collections)提供o 

2． 一置薹它试桐：限制性内切酶 EcoR I．HindIIl，BamIll，Bgl儿， Sst I，XbaI，Kp I， 

Ap̂ I， T DNA连接酶，碱性磷酸酶， pBR322， pUC9， X—g4l及 l Kb ladder(己知分子t 

标准晶 )均购自8RL公哥(美犀)I光生物素}photobiotin)是由Researc五O gani lac．生产曲· 

3． DNA摄取 ；BHV-d DNA是按Pignatti等l’’的方 法从惑染细强申直接抽提 的·用于 酶切分 

析的重蛆质粒是采用 rh n袋解法I l 速抽提的，用于生物素标记柏质粒是用氯化铂平衡密度离 

萎 卅立大学Us 实验 ⋯．， 帅Soohaee 。 技术 此 臻谢 奉鬟验螬得勃华盛顿州立大学usD̂’̂ s实验室B r H蛐I 和 Ⅲ阳疆不带驯’ 雌 
袁示衷心昀癌谢· _ ． 
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心 lJ Dl纯化的。 

4． 分子竞■：翦 O．3llg限 御 性 一 切的 卉 毒 DNA租0．1 s两种一 切后击磷酸 化 l̈ 1的 

pBR322或 pUC9混合，加一个单位的 T-4 DNA连接酶(缓冲液 中古 ATP)在ls℃ 连接 4一l6小 

时。取 IOoPl感受态细胞 (大 肠扦曹DH$ 椽 )与连黄 盾的质粒进彳亍转化 ．然后将 细菌涂在 古Amp 

或X—gel的LB培养基上置 37℃培 养过瘦，筛选 X—gal培养基 上的无色苗 落 (pUC9)或只在 Amp 

培养基上生长，而在 Tet培 养基上不生 长的菌 落 (pBR322)抽提质社 

5． DNA的非鼓射性标记：将超声打碎的病毒DNA和 细胞 DNA都稀释成 lpg／pl，取 25 

DNA与2,．q~t1(Ipg／~1)光生物素混合(避光操作 ) 吸入一毛细玻璃管中，用石蜡封两端平放在 

琳 搭上，再 用 270W 的自娴灯在其上方 10~15厘米处照 射 I5分钟进彳亍光 合成标记。碎两端，将 液 

体吹入 Eppendorf离心管中，加 15pl 0．1mol／L Tris(pH9．0)厦 200~1仲丁酵 (See—Butano1)， 

混合 后简 单离心 ，去掉上层，再加 200pl仲丁醇混合后离心。将底层吸入 男一管 中，加i／2体积 的 

7．5mol／L醋酸铵及三倍体积 的95眄乙醇后放 入在 一20℃过夜，最后以 12，000 x g离心 I5分钟，沉 

淀盘浮于s0 l 0．1mmol／L EDTA中备用。 

6． 分子囊变：将快速抽提的备重担质粒 DNA。超声破碎的牛胸腺细胞 DNA和 BItV-4DNA 

先在部水中船热 l0分钟使其变性，迅速插入冰中，然君点在硝靛纤维素篪上置于80"C真空干燥 2 

小时 把膜装入塑料袭中按 100pl／cm 加入疆杂交液(50和 甲硫经 ，5xSSC，sxDeehardt 液 。 

25mmol／L磷酸钠 pH5．s，lmg／ml Sslmon鱼精 DNA，用前 在沸水 中加热 l0分钟 变性)．赶辱气 泡后 

封日．置42Ec水搭中强杂交2—4小时。加入变性后的撵针在 42"C水藉中杂交过夜。取出膜用 2 SSC 

一 0．1骺 SDS爰0．2X$SC-0．1嘶 SDS各洗两次，每次10分钟 (宣温)，然后再用0．16x$sc一0．1嘶 

sDS在 50"C冼 两扶，每次 l0分 钟。将 膜用 3骺BSA在 50"C封闭 20分 钟，再放在 80"C真 空干燥 

20分钟。将 燕放 在玻璃皿中按 7ml／100cm 却 0，lmol／L Tris-HC1(pH7．S)，0．1Smol／L NaC1 

缓冲灌．再拄 lktt／ml加链霉亲和素一碱性磷酸酶连接物 (str。 tTidin一̂ lhline Phosphats~e， 

BRL)与探针上的 生物 素 作用 i0分 钟 屠 髑 掉，用 0．1mM／L Tris-HC1(p[47．5)，0．15mol／L 

NaC1洗 两次 (每敬 I5分 钟 )， 最后加底物 氮 蓝四 畦 ( NBT )和 5一澳一4一氯 一3一吲 哚 磷 酸 

(BCIP)显色，详细操作见 BRL公 司 的BIUGENE--~放射性桉陵捡覆I试莉盘(Cat．No．8279SA) 

的操作指南l 】。 

结 果 

l。 BHV 4 DNA的限制性 酶切分析 

提 纯的病毒DNA分别 用限制性 内切酶HjndⅢ，BamH I，EcoR I，BglⅡ，Sst I， 

Xba I，Kp zl I和Apa I在37℃消化 2小时后，在0．7 琼脂糖凝胶中电泳l?／b时(40V)， 

结 果屺图 1。 

2． BHV一4 DNA EcoR I片段的克睦 

克隆病毒D A EcoR I片段用的载体是pUC9质粒。在盲 X—gal的LB培养基上选无色 

菌藩，杂交后选阳性克暨(图 2)进行酶切舟析，结果证明共获得l6个EcoR I片 段(表 l， 

图 3)。其中有些片段 (H翩H ，K釉K )迁移率相同，用双酶切 (EcoRI+HindⅢ或 

EcoR I+BamH I)分折 证明是非同源序列。在总共分析的120个重组质粒中，有 06个 

言有与EcoR I—K大小相同的片段，双酶切(EcoR I+BamH I)证明其中32个序列相届。 

肌图 1中也可看出EcoR I·K片段的摩尔浓度远比相邻的片段高。 
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圈 1 BHV·4 DNA的限制性酶司持析一两侧是已 

知分手置话准DNA(1 Kb ladde r，BRL) 

Fig i R P t：：ction ⋯ 】ysi s of BiI~ 4 DNA．MW 

⋯ k e r s rl kb 】d dde r，BRL)⋯  pla ced at both side s 

囤2 Dot Blot杂史筛选，将备重组质粒分别点在 

两<-Nc祭上，再分别 细脆DNA(c J韶 

毒DNAiv)探针永交．丑与詹者反虚的证明 

禽病毒DNA片段 ． 

Fig 2． Dot Blo! B rld1=4；⋯ ． R e com bl h a nl 

】⋯ 】ds w⋯ d ott Ed t 0 NC 5t r‘ps 

and b vbrj dj‘ed With ce1lui_r (C) ‘nd 

i r_lfv)DNA probe s re spectlv~l r． The 

口l⋯ id ⅡlT Te●cted wiii b vir probe 

iⅡd c·I cd co-tBi 0i E Tir=l DNA 

fr=Em々4t． 

， n c n E F c H H I J K—K [Vf N P Q 2 3 

圈3 竟避 ￡BHY．4Ⅱ A Ec0R I 片段 ．各盈姐厦位厦BHV DN (̂ )用 oR I完垒消化雷同对在0·7唏 

塘凝腔上 电休 l8小时 (40V) 已知分子量标准是l l add。r(1)租 DN 翁̂H-nd 肖化皇拗(3) 
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Fig 3． Cloned EcoR I fragments of BHV一4 DNA． Recombinant pUC9 containing EeoR I 

fragment s 日indicat ed) end BHV一4 DNA (2) e dige sted completely with 

EccR I，a nd elect rophore s ed 0n a O．T嘧 age ro~e gel for 18 honrm-t 40V．The 

MW h ⋯ l kb ladde r(I) end iambda DNA cl eaved with HindⅢ(3)． 
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3． BHV一4 DNA BamH I H 段的克隆 

用pBR322共克隆了l4个BamH I片段(见表1及图 4)其中重组质粒 pBT4 55和 pBT 

4—12，SCB6—4和 SCB6—9都含有相同大小的插入片段，双酶切分析也证明它们是非同源 

序列，所以分别命~ sBamHI—C．c 和F，F 。BamH I—N片段和Ec0R I K很相似，其克 

隆效率也远比其它片段高。 

4． BHV一1 DNA HindⅢ片段的克隆 

BHV一4 D̂ A~HindⅢ片段是用PBR322和Puc9两种载体克隆的。用pBR322克隆了 

7个片段 (C，D，E，I．J．M，O)，用puc9克隆了l1个片段 (D ，G，G ，G ，H，L， 

N，P，R，T，U)。重组质粒 pXAll一255，pXAIl一256：~1 pXAII一172均含有一个迁移 

率相同的病毒 D A片段 (图 5)，经双酶切 (HindⅢ +EcoR I)及它们的相互杂交结 

果均证明是三个互不相同的片段 (G，G 和G )。 
矗1 竞隆的BHV一4 DNA．~段 

木 高摩尔浓度片强 

B 重组 Puc9 

b．重组 日R322 

Hypc rmolar f regment~ 

R ecⅡⅢbiaBnt pUC9 

Rezom bi⋯ I PBR 322 
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BHV。 是一种慢复制病毒 ，国内对此痛毒研究的报道极少，所以对其DNA特性 

缺乏了解。EhIers等“”曾比较过BHV，4各桔重复序列，并推测此病毒 DNA的重复序列 

是以聚合形式存在。本宴验克隆的EcoR I—K和 BamHl—N片段都是高摩尔浓度片段，其 

克隆效率远比其它片段高，这两个片段能相互杂交 (未发丧资料 ) 所以推沮j达 片段 

是病毒DNA的重复序列，而且本实验缩果证明Eb1J．r s的推测是正确的。 
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Molecular Cloning of Bovine Herpesvirus Type 4 

(DN一599 Strain)DNA 

Tong G uang—zhi 

(Harbltl V erinary Research J nstilute of Chl n~sff Academ y o，Agricu[tu rⅡ 

ScieliCkS． Ha rbin 1 5000j) 

Dieter Bi!rger David T． Shen 

(c佶 DA —A RS． W a shi,；gton State Unizer sity， W ^ 991 6{ 3：0 

Bovine herpesvi r u s t ype 4 (BHV一4) DNA wR s ext racted from iv~ected 

MDBK (Bovine kidney) cells uslng Triton X一100 and phen ol／chloroform 

／ether． With shotg n and selective cloning procedtite s，th e Vi ral DNA was 

I 
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cloned into EcoR I， BamH I or HindⅡ sites of plasmid pBR322 o pUC9 

after digestion of the DNA with the three restriction end0nLlc1eases
．  res口ec— 

tirely，and three DNA libraries contalning different restricted fragments were 

constructed． Photoblotin—labeled viraI DNA and hoviⅡe thymU8 DNA were used 

as probes to identi fy the recombinant plasmids which are harbouring the viral 

DN
．

A fragment s．Total 94 of the entire genome of BHV 4 (83
．
4 with 

EcoR I，63．4 with BamH I and 45％ with HindⅡ) was cloned
． 

K ey W ordsl BHV一4 Molecular cloning Photobiotin 

第二次全国干扰素一病毒性肝炎学术会议简介 

A Short Introduction of the Second Nationwide Scientific 

Conference on Interferon-Vi ral Hepatitis 

由中国微生物学会病毒学会及中华医学会传染病 寄生 虫病学会联合举办的第 =次全国干扰素 

一 病 毒性肝炎学术会议于1990年工0月11~13日在河南省焦作市召开， 来 自全 国l6个省市自治 区的 58 

名代表出席 了会 议。会议共 收到学术论文55篇，在会议上报告的有34篇。其中 4篇专题报告 是；1．细 

胞因子网络的基础和临床研究进展 (杜平 )；2．干扰索治疗乙型慢性肝受的现状 (崔搌宇 )j 3．抗 

病 毒药物及抗肝炎病毒疗法研究进展 (熊开钩 )；4．乙型肝炎病毒分子生物学的研究 (吴章琦 )。 

我国的 乙型肝炎患病率 占世界之首，其治疗方法尚未解决，应用 干扰素治疗该病 已成为国内外 

医学界关注的问题。从收到的论文看，国内目前应用干扰素治疗慢性乙型肝炎的方法主要有3神：一是 

单独使用小剂量干扰素，每 天注射只有几万 单位 ，而目 多是粗制品；二是单独使用大量干扰素 ，每天 

注射10。单位 或更 多；三是联台其他抗病 毒药物或 中药。经 过几 年的临床试验，小剂量干 扰 素 (不 

管是粗剖 品，还是稀释 的部份纯化制品 )，都有一 定疗效。 为了提高 治疗效果，大多使用低剂量干 

扰素联台其他药物来治疗慢性乙肝。联台应用的药物主要有无环乌苷、肝炎灵、三氮唑核苷 (病毒 

唑 ) 强力宁、联苹双脂、肝必服、氟 美松 、胸腺肽 、白细胞介索一2、支链氨基酸 乙肝转移因子、乙 

肝疫苗、聚肌胞、黄蓖 甘草甜素 殛其他 中药等。 为了使干扰素在体内缓慢释放 、避免迅速降解 · 

还有人用 脂质体 包被干扰素联合近红外线辐照治疗慢 乙肝。在给药途径上，除肌 内注射外 ，证有人 

用腹股 淘琳 巴氅周围浸润注射 (用量小 )和滴鼻 (鼻粘膜吸收药物快、方 便，用于小儿肝炎 )的方 

法。所有这些试 验都取得 了一定的疗效，在某些观察指标上还具有一定的统计学意义。 

目前，国外已肯定 了干扰索对 慢活肝的疗效，但对慢 迁肝的疗效尚不 能肯定。经过讨论，会 议 

认为在以后的试治研究中．应当注意病例的选择和分组，将慢活肝和慢迁肝分成2姐，对性别、年 

龄、病程 、病情 、有无其他 慢性 严重痰患都应予 以考虑。有 条件的 单位应尽量采用双 盲对照法·并 

进行长期 追踪 。此外，根据 国家卫生部的要求，都应使用提纯的干扰素制品。会 议还就夸后的协作 

进行 了磋商，并 决定1992年下半年召开第三次全 国会议，地 点特定o 

(范中普 是章琦 刘撮东 ) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

