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摄 薹 

本文对我国无锡： 离的兔出血症病毒 A~．R-3毒株核酸的某些理化性质进行了研究。 

采用孚尔根染色、二苯胺反应和核酸酶解实验证实病毒核酸为 DNA类型。吖啶橙染色、 

甲醛反应、核酸酶sl消化和核酸热变性实验表 明病毒桉酸为单链型。 核酸电泳呈单一组 

分 电镜观察显示核酸分子链呈线状 ，平均长度约为2．i5 。计算分子量约为2．1—2．5× 

10 d。核酸碱基组成为 A25．舛、T29．37、 C23．85、C22．43、 (G+c)克分子百 分比值 

为45．28 锗台以前的报遭【ra1、我们认为：兔出血症病毒可以归类于细小病毒科。 

关■髑 ：兔出血症病毒 单 链 DNA 细小 病毒 

1984年，在我国江苏无锈首次爆发了一种家兔烈性传染病，经证实该病系由病毒感 

染所致⋯。随后， 我们对该病毒原发毒株 A，R一3病毒粒子 的形态与结构，某些生物学 

性质、血清学性质等进行了研究报道 。本文进一步报道了A R一3毒株病毒核酸的某 

些性质，加上早先关于该病毒其它性质的报遭，对该病毒进行 了初步分类。 

材 料 与 方 法 

一

、 靖毒与增殪： 

(1)毒种：兔出血症病毒A 2R-3(RHDV-AlR-3)毒株、由无锡县兽医站提供。 

(2)病毒增殖：参黑文献 ¨J方法进行。 

本文中使用 的家蚕蜜核病毒 (BmDNV)中国镇江抹 由本所谢天思教授 惠赠、家蚕质 型多角体 

病 毒 (9mCpV)系作者 所分离 

=、靖毒曲纯化： 

基本 参照文献 【 J方法进行 ，即样品经差异离心初步纯化后，再经40-60曲蔗糖梯 度离心 (。日 

立80P型超速离心机 )、收集5s曲址乳白色病毒带，再经 40DODr／m离 心脱糖 后用 Sepharose 2B柱 

层析进一步纯化 (柱床体积 l×s m、流速 lml／Smin、监铡器 xz-85一i型核酸蛋白流动监 测仪、 

洗脱液0．7mmo1／L pB、pH7．2)收集第一个流出蜂，经莲析脱盐、浓缩后备用。 

本文1990年 3月14日憧到9月20日修回 

{本课题部分由国家自然科学基金资助。 
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三、■毒辕t悔摄取： 

参照Kelly．D．C．等 的方法进行 【4 J。 

在抽提核酸之前、病毒粒子悬液预先用DNase、RNase(终浓度为l~g／m1)、37℃处理30—60 

分钟。 然后在0．7mmol／L低盐 溶液中用冰饱 和时提取核酸 ， 抽糌液经遗析后如冷 乙醇， 置一30℃ 

低温冰赭过夜，离心收集核酸沉淀，溶于0．7mmol／L pB，pH7．2援冲液中备用，其纯度用紫外分 ． 

析 及凝碇 电泳法捡 查。 

四 精毒掖疃的定性试验： 

(1)孚尔根染色：参照文献【 I进行。 。 

(2)二苯胺反应：参照文献【a J进行。 

(3)核醴酶及s-酶消 化试验：基本 参照文献 【 

DNa se--溶于0．Oimol／L Tris—HC1，pH7．2， 

公 司产 品 )。 

J进 行 

0．005mo]／L MgSO‘中，浓度Sopg／pl(Sig a 

RNa Be一溶于磷 酸盐一醋酸 援 冲 液 中， pH3．8，浓度 sO g／ 1 (Serva1 Laborltorles公司 

产品 )。 

桉酸酶 sI一溶于 20mmoI／L Tris-HC1， pH7．5，50mmol／L NaC1， 0．immol／L ZnC1 2中， 

浓度50gg／gl(中国预防医学科学院病毒所一室赠培 )。 

RNa ge需预先在80--90~术俗中处理iq分钟以钝化可能混入的杂酶。 

反应条件：备酶匣应浓度为5--10~g酶／Pg核酸，37℃保温1--3小时 ，经琼脂糖凝腔电泳分离 

后 ，用 EB染 色，在紫外灯下控 醴0。 

五、掖t链塑 的分折： 

(i)霄r啶橙染色试验：参照 Bra aley．D．E【 】等方法进行。直接用病毒粒子经 0．01嘶 霄r啶橙染 

色后，在紫外灯下观察颜 色反应。 

(2)甲礁反应：基本参照Yu-chan ehao I 郝虹 【9】等人的方法进行。 

(3)热变性温度吸收曲线特莅的祝I定： 参照 D．c．Kelly【 I苷测定细小病毒单链型核酸的方法 

进行。测定已知 的单链核酸和RHDV核馥在 O．D．260am 波长的吸收值变化趋 势。使用 仪器： 日本 

岛津 u 300【枉酸 溶于 0．7mmo]．／L PB，pH7．2中，在密封附 件中，自 40℃ 起颓序升温，每 升温 

2℃ ，平衡I--2分钟后读数 )。 

f4)碱基组成的测定：参照袭城或 【 l等方法进行。取 定量桉酸加适 置 HCIO‘密封 ，置100~C沸 

水溶 中水解 l小时后用6H KOII中和至 pH7．0—8．0，离心 ， 职上清点样于华特曼 层 析 纸上 ，在 

异丙醇：氨水：水 (6：3：1)系统审进行室温上行展层l6～2O小时，以标准碱基为对厢侧定斑点位 

置，样点经0．1N HC1浸泡 ，洗脱后，置 岛津uv一300泣铡其O．D．值 计算克分子百分含置。 

六、裱t的 电镜观察： 

采用徐有成 I I等介绍的甲 酰胺 法进行。 展 层液上 相为 0．1tool／e Trl s一0．Otmol／L Na 3 ． 

EDTA， pH8
．5。细胞色素C 0．0j—O．1mg／ml 甲酰胺40嘶。下相为 0．0[mol／L n i日一lm mol／L 

IW~sEDTA， 甲酰胺 i0嘧 (或用无离子术 )。染 色、投影均接常规 方法 ，用0．1嘶 碑钨馥染 色10— 

30秒，自然干操后置 JEE一4B型真空喷镀仪中投影。用 日立JEM-100：型透射电镜观察。 

结 果 

经蔗糖梯度离心，Sepharo se 2B柱层祈进一步纯『七、 浓缩后获得的宿毒 血凝效价 

’lN=(~tmol／L)×离予价数 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 1期 孙格柏 等：兔出血症病毒蛀酸的某些理化性质的研究 61 

可达2×10 ，在电镜下观察病毒粒子形态完整 。 

纯化的棱酸经紫外扫描涮得最高吸收峰在 260nm、 最低吸收峰在 232nm，其 O．D． 

26010．D．28O 1．87。凝胶电游检查呈单一组分，证明所获病毒 核酸较纯(见图 lA、 

B)． 

A 220 2d0 2fig 2S0 ：}。0I】 I1 B 

W ⋯ ~e J：$t J 

固 l A．兔出血症寰毒接酸的絷外吸收曲缦 

B+免出血庄病毒蛙的凝腔电泳 

Fig．1．A．UV ，o pIioD ~peetrt 0f RHDV—DNA 

B
．RI{DV—DNA " Ptt r̈ ed hy 1．4袖 ⋯ 。 ge 

病毒桉酸用孚尔根 染色， 二苯胺反应 呈兰色 核酸能 抵抗 RNase的作用、 而被 

DN'ase降解 (见图贩Ⅷ2)。表明 RHDV核酸属于 DNA类型。 

病毒粒子经吖啶染色后， 在紫外光激发下 产生火焰红色， 而 已知的双链病 毒核酸 

(BmCPV dsRNA)为亮绿 色。 RHDV DNA与已知的单链病毒核酸(BmDNV ssDNA) 

均能被核酸 s 消化，而已知的双链按酸 (BmCPV dsRNA)不能 降解 (见图版Ⅶ3)o 

RHDV DNA与甲醛作用后，在波长260rim至270rim区间吸收值有一定的增加，而已 

知的 小牛胸腺 dsDNA在此波长范围内，经甲醛处理前后的吸收值基本无变化。但是 

通过热变性获得的单链小牛胸腺DNA和 已知舶BmDNV ssDNA在相 同条件 下与 甲醛作 

用结果与 RHDV DNA的变化特征非常相似(见图 4)，与郝虹0 等报道的小鹅瘟细小病 

毒核酸的甲醛反应结果一致。对于这种现象的解释一般认为是 甲醛可与单链核酸中来配 

对的碱基上的氨基作用，而使其紫外吸收值有一定的增加。 

RHDV核酸的温度吸收曲线变化特征的测定结果表明，RHDV核酸在温度升高时， 

其0．D．260nm处吸收值变化较小，吸 收曲线比较 平坦、略呈上 升趋势，：与 BmDNV 
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固4 兔出血症霸毒的甲醛反应试验 
A

．小牛胸腺 uDNA (热变性获得 ) B．小牛胸腺 deDNA 

c．~ nr,rv ssDNA D．兔出血症病毒接酸 

Ejg．4 The efleet 口f fo rma]dehydⅧ the ultm io]et ibsorption 

”“ f(̂ ) aeDNA(CMf lhymu s DNA denatured h boiling lI 100 

’C， lOmia
． )；(B) Calf tbymu目dsDNA；(c) RHDV．DNA；(D) BmDNV 

DNA
．

Neut rali zed f。rmaldebyd⋯ ‘ mdded tO ㈨ mple目iⅡ 。
．?ram。]／L 

PB， pH 
．
2 10 fj口al COliC⋯ t ^tioa of 1

． 8嘶。 The日b so pti pect⋯  

d,etermined immedlate]y(O h)·口d incubated at 3 7。C．determined 

g‘ at24h after addition。 

DNA的结果相近似。 与文献记录的 xl74日sDNA
、 TMV ssDNA的总趋势类似 、仅 

在幅度上有一定的区别 (见图 5)，这可能是由于不同类型病毒单链核酸分子发夹结构 

上的差异所致。 它们都不具有典 型双链核 酸热变性曲线特征⋯)。上述结果可初步确认 

RHDV DNA的链型为单链。 

为了进一步证明其单链性质，我们测定了RHDV核酸的碱基组成，结果表明 RHDV 

DNA的碱基组成为A25．34，T29．37，G23．85，C21
．43，(G+c)克分子 含量为 45．28， 

其中A年T，G年C，~ !BHDV DNA属单链型(见表1)。 

经甲醛胺法展层的核酸在电镜下观察可见 RHDV核酸分子呈线状，(见图版Ⅷ 6) 

采用里程计测量一定量核酸分子链长平均约为 2．15 ，由_此推算出该病毒接酸的分子量 

约为2·1--2·5xlOSd(见图7)与周明龙 等用电镜法测得的RHDV南京分离物的援 

酸分子量 2．3×10ed相近似。 
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图 5 兔出血症病毒棱酸和家蚕密接病毒壤酸热奎性温度曲线 

($) l自c．A．奈特，分子病毒学，方荣祥译(P5) 图 7 兔出血症病毒拄酸分子 
一 · 一 兔出血症宿毒棱酸 一△一家蚕密核病毒 长度的分布图 

棱酸 一 -扭 1 749自DNA 一 ·一TMV9自RNA Le。gth(um 

F ig．5 Th伽 tl dⅢ fur●Ii⋯ Ⅱ RHDV DNA Fig．T D18tributioⅡ of fhe 

(-- ·一 )， BradNv DN^(一△一 ) i1"i4 】e gth of DNA mol⋯ 】e 

ssDN^( )·na TMv_·RN^(-- ·一 )I F舢  f～ !RHDV，obtiiⅡed by 

C．A．Kni ght； |̂ le 】i r Vi rolosY(25)口 I re·t吣 t_“h 4O％ f0r皿I皿】de 

讨 论 

根据以往的一些报道，获知RHDV的一些生物学特性““ 及血清学性质 ，在 CsCl 

中的浮力密度值为1．30g／cm 发现RHDV与某些细小病毒相似。为此，我们按Kelly⋯、 

Chao Yuehan~”
、 郝虹⋯等研究细小病毒的方法，提取了RHDV核酸，并证实 RHDV核 

酸为DNA类型呈单链构型，单一基因组，分子链长约为2．15 ，电镜法计算分子量范围 

约为2．1—2．5×10。d，与文献记录的细小病毒核酸性质相似，其碱基组成与 (G+c)克 

分子 值均在细小病毒核酸碱基组成范围内。 

结果表明t兔出血症病毒可归类于细小病毒科。 

本文仅从 RHDV分类的目的出发，研究了 RHDV核酸的类型与链型等，而未对该 

病毒核酸在高盐条件下是否可形成双 链及其双链型的核酸性 质的进一 步研究。 毫无疑 

毫1 童出直盘痛●辕■与纂兰细小●毒辕● 的蠢基量畦 

TaM e I Baee eompo eitloa of RHDV DNA _nd e pazTovl rus DNA s 

寄Thi。p4per本文 

_ 
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r 
／ 
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问，对这些方面的深入研究， 为进一步揭示 RHDV的本质以及它与某些细小病毒之间 

的分子生物关系也是极其重要的。 
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Studies on Some Biophysical and Biochemical Characteristics 

of Rabbit Hemorrhagic Disease Virus(RHDV)DNA 

Sun Song—bai W ang Hang—zhong Yang Xue’Ion 

Luo Jing Liu Hong 

(W uhan In stitute 0f Virology，Acad emia Sinica，Wuhan 4 30071) 

In present paper， som e biophysical and bioehemleaI eharaeterlstie~ of the 

nue]elc acid in the origina] strain of the RabZit Hemorrhagic Disease Virus 

(RHDV)一A，R一3(separeted f rom W uxi，China．1984) have been studied． 

By udng Feulgen assay，DiphenyIamine reaction test and nucleasc digestion 

aensitivity test． we demonstrated that the nucleic arid of the RHDV was 

DNA form． 

Staining with aeridlne orange， reaction with diluted formaldehyde， dige’ 

stion with nuc Jease S1 and determ inatlon of the therm al denaturat{0Ⅱ of the 

RHDV DNA 8howed that t he RHDV contains single—stranded DNA(ssDNA)． 。 

Electron micrcgraF。h revealed that the RHDV DNA is 1inear slngle-st rand 

DNA molecules with 2．15／* in length，their molecular weight is about 2．1— 2．5 

× 10 d ． 

The hose composition isl A 25．34，T 29．37，G 23
．

38， C 21．43。 The G +C 

moI is 45．28． 

The result s suggested that the RHDV can be clagsificated int 0 the Parvo。 

viridae and as a member cf the Parvoviruses． 

Key w ords I Rabbit Hemorrhagic Disease Virus(R HDV) Parvovirtts 

Single stranded DNA(ssDNA) 

⋯ ㈨ ㈨㈨ ㈨ 
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