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提 要 

伟聚 丙烯酰胺凝腔 电棘法对轮 状病毒 (RV)标 准株进行 RNA基 因图谱分析 ，发现人 

轮状病毒 (HRV)w4株在 MA104细胞 上连续传 5代后 ， 其 RNA基 因图谱由原 来的 4： 

2 3：2模 式变 为 4 3：3：2模式 。继续分别在 cV一1、 MA104细胞 上传代后 ，基因图 

谱进一步演变为 4：3：4：2模 式 经比较 电诛 、病 毒空斑 纯化，初步证实 RYWa有变异 

株存 在 目前 尚赤 见 RV标准株变异 的报告．有 待进一 步研究。 同时对多个 RV标 准株及 

1989年南京市 区婴妨儿 秋季 腹泻 的 RV 流 株进厅基 因图谱分析 ，发现不 同的^RV及牛 

RV标 准株有霄 屙的基 因图谱；不 同实验室 来源的 同一标 准栋 有不同 的基 因 臣谱 站外， 

尚证实 HRV是i989年南京 市区婴 幼儿 秋季 腹泻 的主要病源，总捡出率45．1啊，电泳长型 

为流行 优势株89．2啊。本文 尚对 RV RNA 基 因图谱变异 的原 因爱意义进行 了讨论。 

关键调 ：轮状病毒 聚 丙烯 酰胺凝 肢 电泳 基 因图谱分析 

轮状病毒(RV)基因组由l1个双股 RNA片段组成，用聚丙烯酰胺凝胶 电泳(PAGE)， 

可将各片段分开而呈现 RV特有的基因图谱。但其变异图型极多，从临床 标 本 检 测 的 

RV，可根据某些 RNA片段泳动距离的不同分出相当多的差异电沫型， 也有少数的 RV 

基因结构多于或少于11条核酸带。 变异的原因引起各国学者的广泛关注和研究 ，但 

目前 尚无突破性进展。本文对 RV标准株及流行株 RNA基因图谱的变异做了初步 的 探 

讨，现报告如下： 

材 料 与 方 法 

一
、 RV标 准株 ：从 浙江、上海 、北京 、合 肥等地引 进轮状病毒标 准株 Wa、Yo、Ito、Hoehl、 

ST、SA一11平旺UK，冻存于--70℃备用。 

=、羹便标本：1989年 10月至12月，从南京铁道医学院附院儿科，收集急性腹泻门诊及住院 

病儿粪便标本 184份 ，一70℃冻存。试验前 冻融后用 PBS箭成 20啊悬液 。 

三、细胞：MA104细胞 (江苏省农科院惠赠 )、 cV—l细胞 (安徽氆医学科 学院 惠赠 )。 均 

甩含 l0瞬 小牛血 清 的 gagle MEM 常规传代培 养，形成 单层后使用 。 

本文于l鲫1年 3月11日收到． 4月 4日修回自 
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四、RV RNA提取 、聚丙 烯蘸 睦耗肢 电泳 (PAGE)曩银染色： 主要 参考 Herring和 王思智 

l。l介绍 的 法进行。取 RV 细胞培 养物上清或 20嘧 粪样 上清 100~1， 加 4帕 SDS一0．2mol／L醋 

酸缓冲液 50 1振 荡混甸后再 加 150~1 3：2 (V／V)酚一氯仿混台液 ，报菏 、离心后取上清 即病毒 

桉酸 。 采 月垂 直板状聚 丙烯 酰胺 凝胶不连续 电泳， 分 离胶为 10嘧 (pit8．8)，浓缩肢为 3帕 (PH 

6．8)， 3(]mA 恒 电流， 室温诛动 4小时 ， 黾泳后取 下胶板用 5晴 醋酸一10眄 乙醇固定 10分钟 ， 

0．011mo[／L硝酸 银染 色 IO分钟 ，0．75mol／L NaOH、0．1mol／L甲醛液显 色 10~20分钟 ，观察 

结果 ，照相记 录 

五 、RV增 殖： 病毒以终浓度为 10 g／ml胰蛋 白酶37X3处 理30分 钟后 ，接种于MA104或cV一1 

以 Hank‘日维洗 过的单层细胞，37℃吸附30分钟 ， 再加维持液 (含胰蛋 白酶 l~g／m1)旋转培 养， 

待CPE选卅 ～ 时收 获，冻融 3改，低速离心后 ，取 上清液 分装，一70℃保存 。 

六 、空斑鲔 化试 验：参照文献¨ I，取24孔平库 有盖蛆织培 养板，接 种MA104细胞悬 液0．5ml／ 

孔 (约 3×10 细胞 )，置CO 2培养箱37℃孵育24小时 ．长成 单 层后弃击 液体，以Hank‘s液冼 濠细 

胞单 层 2次，接种 以10~g／ra1胰蛋 白酶处理后系 列稀释 的RV悬液0．1ml／孔，37℃吸 附30分钟后 吸 

尽接 种掖 ，加几凝胶覆盖物0．6ml／孔 (内台胰蛋 白酶 3 g／孔 )，37℃ 反 置孵育 s天后 ，再加含中 

性红凝肢0．25ml／~L，继续孵 育 1天现察结果 。在出现 肉眼可 见空斑 之最高稀释度孔 内扰取大小 、形 

态不 同 的空斑 ，分别 置^含0．45ml培 养液的青霉索瓶内，冻融 3次后 ，在CV—I细胞 上常 规增殖 。 

结 果 

一

、 Wa株在 MA104细胞及 cV一1细胞上多次传 代后的 RNA因基图谱 Wa株 在 

MA104细胞上常规传 5代后做 PAGE，发现其 RNA基因有12个片段，呈 4 ：3：3； 

2排列 (简称 WaV12)， 与原始 Wa株比较， 第 5条核酸带上方多一条核酸带， 但其 

余核酸带均相同。将 WaV12继续分别在 MA104、CV—l细胞上传代， 每代均做 PAGE， 

各传至第 4代及第 2代时， 其 RNA基因片段增至 13条，呈 4 ；3 ：4 ：2模式 (简称 

WaV]3)，与 WaV12比较，不仅多出一条核酸带， 而且第一、 三组基因片段的排列也 

不同， WaV13第一组间距明显短于原始 Wa及 waV 12。 将 WaV13在 CV一1、 MA104 

细胞上连续传 6代， 其基因图谱保持不变。 为了证实这种变异， 再将 原 始 Wa株 (呈 

4 ：2：3 ：2模式 )在 MA104细胞上常规传代，每代均做 PAGE，第 3代 RNA基因 

图谱即呈 WaV12的 4 }3：3 ：2改变， 传至第 5代时 RNA基因图谱呈 WaV13的 4 

：3：4：2分布。而原始 Wa株在 CV一1细胞上传了 5代， 基因图谱仍保持不变。 为 

了排除污染， 将 曾在本实验室增殖 过的毒株 SA一儿、 UK分别与原 始 Wa株做混合 电泳 

(1：I)，其电洙图型均与变异株不相同。且 MA104和 CV一1细胞的正常冻融液 PAGE 

亦呈阴性。 将变异株 (WaVI3)做空斑纯化试验， 获得 3株 RNA基因图谱不同的克隆 

株 (均呈 4：2：3：2模式 )， 且该 3株 RV基因图谱 与本实验室保存 的所有 RV标 

准株的基因图谱均不同| 该 3株之间及该3株与原始 Wa株的混合电泳图谱亦不同于变 

异株 WaV13，见 图 1。 
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图 1 轮状病毒Wa株RNA的PAGE毋析 

eIon e C F． clon eA G
．
~lon e B H． clon e C I． a÷ UK ，．W a+ SA一11 

二、RV标 准株的 RNA 基因图谱 

各标准株 RNA基因图谱 见图 2。It0、Yo、Hoehi和 UK四株基因图谱完全相同， 

混台电泳也无差异。但 Y。、It。、Hochi稻 UK的血清型不同，其中 Y。和 It。均为第 3 

血清型}Hoehi为第 4血清型，UK为第 6血清型。 

图 2 轮扶病毒标准株RNAh~]PAGEsL~析 
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三、不同实验室来源的同一标准株 RNA基因图谱 

。A—I1分别 引自北京和杭卅I，经 PAGE电泳，其 RNA基因图谱不同， 混合电泳可 

见整组基因不同程度上移或下移，以第二、 三组差异最为明显。Wa株分别引自杭州和 

台肥，RNA基因图谱亦不 同，差异在第 4、 5、 8、 9基因片段，见图 3
。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


332 中 国 病 毒 学 第 6卷 

阴、 RV流行 株的 RNA基冈图谱 

184例病儿粪便标本中，83倒检出 RV(45．1％ )，其中电泳长型74株 (89．2％ )． 

电泳短型 9株 (1O．8 )。将电冰图谱有 蜩显差异的标本置于同一块凝胶板上进行比较 

电泳，电泳长型可分为 2种不同的电冰型(La、【』1])其中 La 4O株， 占54 。Lb 34株， 

占46 。电泳短型均相同，如图 4。 

目 不同宴验室衰潭的轮状病毒ItNA 圈 4 南京地区轮状浦毒流行株的RN  ̂

基固图谱的比较 基因图谱比较 
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讨 论 

1． 有关 RV流行株基固变异的报告较多，尚未见到 HRV标 准株基因变异的报告。 

本文报告的变异 Wa株有演变规律， 即由 4：2 ：3 2(原始 Wa)至 4：3：3： 

2(WaVl2)再至 4 {3；4 2(WaV13)，且每出现一条新带，着色均由浅渐深， 

乃至与其它带一样深j而且除增加的基固片段外，同时伴有原基因片段的变异。空斑纯 

化试验 又获得 3株 RNA 基因图谱 有明 显差异 的毒株 ， 而且该 3抹克隆 株之间及该 3株 

与原始 Wa株的混合电泳图谱与 WaV12、WaV13不 同， 亦排除了细胞及本实验室传代 

毒林污染的可能。Clarke[日 证实基因桉苷酸序列变化时，不一定都呈现电泳型改变，但 

基因电泳型的变化均有该基因核苷酸序列的明显改变。 因此， 我们认为RVWa有变异 
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株存在。 3株克隆株可能是 Wa株 RNA片段按不 同方式变异或重配所致；而 WaV12及 

WaV13则是 由于上述发生基因变异或重配的多种变异株混台的结果 。 但克隆株与原始 

Wa株的混台电泳图谱与 WaV12、 WaV13的不同， 说明可能还有若干变异株尚未克隆 

到。此外 ，变异的演变过程说明宿主细胞因素对变异株的形成可能有一定影响。因此， 

有必要进一步探索变异的原 因，影响 素以及是否伴有抗原性、毒力或其它生物学性状 

的改变。 

2． RV标准株 ho、Yo、Hoehi、UK RNA基因图谱完全相同。Beard s等⋯证实不 

同血清型的 RV流行毒株有同一 RVA基因图谱。而我们发现不同血清型 RV标准株／to、 

Yo、Hochi、UK RNA基因图谱完全相同。此现象与 Beard s的结果类同。 

3． 不同实验室来源的同一标准株，RNA基 因图谱不同。 说明同一毒 株， 由于环 

境条件的改变，如传代细胞的种类、代次，毒 株传代的感染复数、传代频率等，可引起 

基因图谱的变异。根据 Clarke的实验推测．此现象亦有基因核苷酸序列的改变。 

4． RV是1989年南京市区婴幼儿秋季愎泻的主要病原，总检出率 为 45．1 ，电泳 

长型为流行优势株 (8 9．2％ )。 且仅 见 3种不同电冰型。 RV流行株 RNA基因图谱有 

高度 变异性，一次流行最多 曾见到32种变异图型 。变异图型的多少与年份、季节、地 

区、年龄等因素有关。此外，我n]在实验过程中观察到，即使电泳实验条件 的 微 小 差 

异，亦可导致基因图谱的改变。 因此，在同一块凝胶板上进行电泳比较，方能确定为差 

异电泳型。王永祥报告 ，同一份样品在同一块 凝胶上电溶，第 7、 8、 9基因亦会 

出现微小的差异。所以，我们认为第 7 8、 9基因的微小差异似乎不 能作为确定不 同 

电冰型 的标 准。 
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Analysis of the Variations of Genomie RNA 

Patterns of Rotavirus 

Zhang IiarL·-qi~ag M eng Ji—，Hong Lin Ling 

(Dtpartm ent 0 Microbiology， Nanilng Rai]wa>,M edica]College， N'aniing，2~0009) 

Using PAGE method． we analy sod genomic RNA patterns of several BtaⅡ一 

dard strains of rotavirus including W a， Ito， Yo， Hoehi， ST， SA-ll and UK 

strains， and the epidemic strai~s of rotsvirus which caused infant diarrhoea 

in Nanjing in October to December 1989．It was intere sting that the electro、 

phoretic model of W a strai~ had changed from 4 ：2：3： 2 to 4 l 3 j 3 {2， 

and then to 4 ： 3 ： 4 ： 2 after it was cultured 43n M A104 or cv一1 cells for 

sevt~ra]passages． Three variants Were c 3oned by the plaque assay from the 

“W a” strain with the electrepheretic model of 4 ： 3 ： 4 ： 2
．

The genera ic 

RN A patterns of these variants were di fferent each ether and different from 

that of W a strain
．
It a8 suggested that the m utations and rearra gemeⅡ拈 of 

the genome of W a strain may occur
．
The different standard strain s of hum an 

rotavirus(Ito， Yo， Hochi strain)and bovine rotorirus(UK strain)showed 

the ∞m geaomie RNA patterns， but the same standard strains(Wa， SA—l1 

strain)obtained from different laboratories expressed different genomic RNA 

patterns．Besides，we proved that the human rotavirus was the major patho— 

gen of the infant dlrrhoea in Nanjing in the winter in 1989．The positive 

rate waB 46．1％．The long lectr。pherotyPe of human rotav~rus was the domi— 

nant epldemic strain(89．2 )． 

Key w ords{ Rotavirus Variation PAGE Analysis of Genomie 

Patte rns 
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