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提 要 

使 用 PEG—DS两相 系统和超离心提纯的兔出血症 病毒 (RHDV )四个分 离椿病毒 ， 

再经 Sepharo g,~4B拄层析进一步提纯霜，得到较 纯的病毒粒子，回收率可 运70哺以上 。 

照用常规双向免痤扩散试验，交叉血凝抑翩试验和酶联免疫嗳附试验 (ELISA)对四个 

不 同地 医分 离株 问的血清学关系进行 了比较研究。结果表 明实验 中前 四个分 离 袜病毒均 

雇同一血清型。SDS-PAGE结果表阴， 这四个分离 株病毒 均含有四 条多脒， 分子置为 

28--66KD。各株病毒多肚的分子量和各多肽在病毒粒子总蛋白中所占比例略有差异。 因 

此四十分离株的 RHDV在蛋白笫构上 可能存 在地 区差 异。 

关键诃：兔出血症宿毒 瞳芏差墨 ．生要兰坠 

兔出血症病毒自1 984年发现 以来，国内许多科学工作者针对奉地区发生的兔出血症 

分离橡进行了形态结构、理化性质方面的研究“ 。罗经” 、黄文林㈣、孙富栋 等曾 

对 国内～些地区 RHDV分离株之间的血清学关系进行了研究，证明这 些地区的分离 株 

同属一血清型。对 RHDV的结构多肽 的研究报道为数不多，且结果也各有差异 ”。 

本文采用几种不同的血清学试验方法，对我国四个地逸 分离株的RHDV病毒进 行了血 

清学关系研究，同对对四株病毒的蛋自多肽进行了分析。这将为今后生产亚单位疫苗和 

诊断药盒的研制提供理论依据， 为有效地 防治该病 的流行和 RHDV的分子病毒学基础 ． 

研究具有重要意义。 

材 料 与 方 法 

一

、 瘤毒 无锡 A 2R～3抹(霄5) 无锡兽医站提供。 

山东1-7-2株 (SD )，从山东兔出血症病死兔肝 中分离。 

贵州棒 (GZ)从贵州兔 出血症病 死兔肝中分离 

本文于1991年 8日1q月收到，l2月-~OEI惨回。 

此谭题为国家 自然科学甚盘资助项目之一。 

幸 现在成邪四川大等 生物工程系工怍。 
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湖北滨镧株 (BH )为本 组在武汉分离。 

以上各株病毒均在兔体内传代两次后使用。 

=、痈毒抗器的制备 四株 RHDV均采用两相法和 Sephsrose 4B柱层析法提取和纯化。 

扁兔 肝组 织经匀浆，冻融，lO000r／m 30‘离心后，上请 液加入 6．5嘶 (wtv )PEG和0．4舶 

(wtv)硫酸葡聚糖 (DS500000)溶解后 4℃ 过夜，沉淀溶于 0．1mol／L PBS(pH7．4)中． 

10000r／m离心30分钟。上滑液苒经40000~／m离心 90分钟，和以25咖蔗糖溶液垫底 40000r／m离 

心90分钟，沉淀溶于0．02mol／L PBS中，再经Sepharose 4B柱层析进一步纯化， 获得纯 病毒垃 

于。 

正常兔肝匀浆液经高速离心后，上清液用作正常对照。 

三、病毒抗血清的制备 四株 RHDV抗血清均采用相同方法制备。 

按常规方法将纯病毒经 甲醛灭活后．与福氏佐剂混合多点注射实验兔， 每星期注 射一次共五 

次。以静脉放血收集抗血清，加防腐剂后一20℃保存备用 取娃康未经接 种疫苗的兔 血清作正常 

血清对照。 

四、血清学试验 

i． 免疫双 扩散试 验 (ID)：拄文献 [13)介绍的方法进行试验。 

2． 对 流免疫电诛试验 (CIE)：拄文献 [13)介 龋的方法 进行。 

3． 交叉血凝抑制 试验：用作试验的各毒株的抗 血清在使用前先经 56℃灭活 稀释 液为含 

o．05；舶明腔和o．025舶BSA的 PB(pH7．2)缓冲浪， 抗原为 8HAU。 室温感作 30—60’． 再加入 

1．0咖人 ‘0。型 血球，室温中静置 1— 2小耐后．观察结果。 

4． ELISA试验 ： 

用碳酸钠包被缓冲液 (pH9．6)稀释各株抗原后，加入聚荤乙烯扳，4℃过夜，加入1舶BSA于 

37℃封闭1小时。加入用保温液i：100稀释的抗血清，37℃ 2小时后，加入酶 结台物， 室温中 4 

— 5小时后加入酶底物邻荤二胺 ，于暗盒 内室温 下置30分钟， 加终 止液后于 GXM一201型酶 联检 

蚀仪上 于492nm 测定 OD值 ，凡 捡测血清 P／N值超过i．5者均判定为 阳性 。 

五、病毒蛋白的 SDS-PAGE：取提纯的病毒液，加入等体积样品缓冲液 (0+0625mol／L Tris 

- HC1 pH6．7，2嘶SDS， 5舶ME，10嘶甘 油0．001 溴酚兰 )混合后 于tO0℃ 煮沸 3分钟于冰上骤 

冷。凝 胶采 用 Laemmll不连 续系统I 4I，浓缩胶为4嘶．分 离胶为 tO咖，以90V电压 电诛 8小对然 

后用考马氏亮兰染色。 

结 果 

一

、 病毒粒子的形态特征 t 

四个分 离株 RttDV经 PEG—DS两相系统浓缩，Sepharose 4B柱层析提纯后，发现 

四株病毒均有3— 4个洗脱峰，经血凝效价测定和紫外吸收测定后，确证第一峰为病毒 

粒子峰。提纯的病毒叠紫外分光光度计测定获得典型的病毒粒子吸收曲线 (图 1)。病 

毒样品经电镜观察后，发现大量形态大小均一 的病毒粒子 (图 2，3，4， 5)。四株病 

毒的形态大小基本一致，直径为 33—37Ⅱm无囊膜的廿面体对称粒子。同时也观察到中 

心充满磷钨酸染液的空心粒子。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


336 中 目 ■ 毒 学 

圈P． BU株病毒粒子 (81000X) 

Fig．2 TiZ o~B of BH et r| 

ilil8 
图 4 Gz株病毒粒子 (810oo×) 

Pi1 4 ％'i rlon s of GZ st仆 in 

图 1． 病毒柱子紫外吸收曲线 

Fig． 1．Uh r㈨ i 1et ah 9orpti⋯ P。cI ra 

af 'jrionB 

1． 霄s株 P． BII株 

霄 S Bt r̂ in BH I rajn 

3． sD 株 4 Gz株 

SD 5t i GZ itf‘in 

第 7老 

图3． ws株病毒粒 子(81000×) 

Fil．3 Vi Tioa~of W S strai~ 

囤 5 SD株病毒粒子 (引0 00× ) 

Fig．5 Vi rions of SD I1 rBin 

二、四株病毒的血清学关系： 

I． 琼脂糖免疫双扩散试验：结果如图 6， 7。从图rf1呵 看出l 个分离株辅毒抗 

原均能与 WS株抗血清产生沉淀带，同时也能与 SD株抗血清 严生沉淀请，Jig]{叉沉 

淀现象。这说明四个分离株病毒有相同的抗原性，属同一血清型。 
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从表 1、 2中可看出。WS株抗血清、sD株抗血清能分别与 RHDV四个分 离株抗 

原发生反应，各株抗原稀释度在 1 ·4以下时结果均为阳性。 由此可见，CIE与 ID试 

验结果是一致的，说明这四个不同地区分离株病毒具有相同的抗原性，属同一血清型。 

3． 交叉血凝抑制试验：结果见表 3。 

囊 5． 四蜂 RHDV交夏直麓挪确实睦螗幂 

Ta5．3． ResnIt日of Cros~一HI te。t目0f f⋯ str●i⋯ f RF[DV 

根据表 3所列 HI值，按 r(抗原比 )= 公式 计算 ws株抗原与其它各株 

抗原之间的抗原比。结果 rw日：r BH=1：0．7，rw s{ro z 1：1．4，rw 8{rSD=1{0·7。 

值代表两个毒株之间的抗原差别，r值等于 1时， 表示两毒株之 间完全相同， 是 

同一亚型病毒。 r值在1．5：1— 1；1．5时表示毒株间抗原无显著差别。从本实验结果 

看，WS株与 BH株、Gz株、sD株之间的抗原比均在1．5{1～ l：1．5之间， 表明它 

们无显著差别。同雇～血清型。 

4． ELISA试验I结果见表 4、 5。 

囊 4． WS抹抗且请与 RHDV四个分离糠的 EL1SA结果 

Ta5．4． Result s 0f ELISA of four st rains of BHDV ‘Ⅱd ●Ⅱ1i eera t o W S 日t r iD 

裹 5． SD蜂抗血清与 RHDV四个分离抹曲 ELISA煞果 

Ta5． 5． Re ealZ● of EL1SA of four s~ra~n e of RHDV 4nd aⅡti aera to SD 日lr‘in 

N 
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从表中 可以 看出 四株病 毒抗 原均 分别能与 WS株抗血清、 sD株抗血清 呈阳性 

反也。WS株抗 原与 SD株抗 原的 抗原比为 r ：r ： 一 i一8D ：1：1．4， 比值在 

i11．5～1．sll之间，表明两抗原之间无明显差异，属同～血清型。 

三、四个分离株 RHDV病毒 多肽 的比较： 

1． 病毒多肽及分子量； 采用不连续 SDS—PAGE测得四株病毒 均含有 四条多肽 

(图 8)。按标准蛋 白分子 量对数一迁移率 (Rf)的工作曲线， 测得各株病毒粒子多肽 

的分子量 (表 6)。 

寰 6． 四椿 RHDV的病毒 多赋 

Tah．6． VirR】p0 Lyp pti 8 0f fou 

st rBi口B of R HDV 

病毒粒子 病毒多肽(d) 

Vi⋯i 8 Vi a】 p0 Lypeptide 8 

VPI Vp： 

— — — —  

62000 

4g000 

4B000 

43000 

VP 

— — _ _ J _ J  

4 0O0 

430O0 

43000 

VP● 

3900O 

3600O 

36000 

28000 

8 毒多肽的 PAGE隔 

ri g
．

8 V irat p0iypcpll e 

SDS—PACE P⋯tt Ⅱ 

A
． 标}l三蛋 白 

H． BH 棣 

C
． WS株 

w S 8t r a【 

D GZ株 

C2 8t ral口i 

E． SD株 

从表 6中可以看出四株毒病的Vp 

分子量大小相同， Vp，也基本一致。其 

中 WS株与 GZ株病毒的四条多肽 Vp 

Vp2、Vpj、Vp．的分子量完全相同，而 

BH株、SD株病毒的Vp2、Vp。的分子量与 

ws株、Gz株的Vp。、Vp．的分子量略有不 

同。这可能是分离地区不同引起的差异。 

2． 病毒多肽在病毒粒子总蛋 白中 

的比例 ； 

SDS—PAGE电 泳 后 的 凝 胶， 用 

UV-300紫外 分光 光 度仪 上 在 560rim 

进行扫描，凝胶扫描结果见图 9。 用重量法求得 各多肽在病 毒粒子总蛋 白中所占的比 

例 (表 7)。 

从表中可见四株病毒粒子均有四条多肽，但 各多肽在病毒粒子总蛋白中所占比例有 

所不 同。BH株、WS株中，Vp 所占比例最高，而 Gz株、sD株中 V 所占比例最高， 

因此推测 P-和VP：是病毒粒子的主要结构多肽 

 ̈ 们 5} 
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{ 
VPt 

图 9 病毒多肽的扫描图谱 
Fig．9 S catning pBtIern日 of vj ra1 poly p Ptjde s 

扫描方向：从右至左 波长：560nm 
Scl口njng di re tjo ： from rlgh| Io left m le。Sth； 56Onm 

B
． SD株 b． GZ株 e． ws株 d． BH株 
SD ¨rBjn GZ 日I r-in W S 5Irain 日H st rBin 

寰 7． 靖毒多肚在囊毒蕾千总■白中的比饿 (畴 ) 

Tab． 7． Proportj⋯ of i r̂ I Polyp。pIides in Iot̂ 1 ViraI p rotzins 

讨 论 

本文首次对 RHDV几个地区分离株的病毒多肽进行 了比较研究， 结果表明它们均 

具有四条多肽 ，四条多肽的分子量大小与王汉中[1”、张全顺[1 等的报道略有 差异。逮 

可能与病毒的纯化方法及所用凝胶系统不同有关。逮四株病毒均具有分子量大小相同的 

Vpt。其中 ws株、GZ株的 Vp。、Vp．分子量略有差异。但采用几种血清学方法检测证 

明它们属同一血清型，具有相同的抗原性， 由此推测 Vp 是主要决 定病毒抗原 性的。 

4条多肽 中究竟哪几条是主要决定病毒抗原性的，正在进行研究中。 

另外，从 |DS—PAGE凝胶扫描结果看，四株病毒的多肽在 整个病毒粒 子总蛋 白中 

所占比例各不相同。因此尽管这四株病毒同属一个血清型，它们在蛋 白结构上有一定的 

差异，这可能是RHDV各地区分离株 在结构多肽上存在地区差异。因此今后在制备 亚 

单位疫苗和生产诊断药盒时应给予注意。 
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Studies Oil the Viral Polypeptides and Serological 

Relationships of Four Strains of Rabbit Haemorrhagic 

Disease Virus(RHDV ) 

Zhu W en Luo Jing Yang Xue—lou 

(W uhan Institute 0，Virology，Academia Sinica，W uhan 43087：[) 

la this paper four different strains 0f RHDV were purified by two phases 

of polyethylene glyeol-dextran sodium sulfate and centrifugation， then virions 

in highly pure form were obtained by using Sepharose 4 B chromat。g phy
．
The 

recovery rate of virus preparation was about 70 percent． Serological rela— 

tionships of four different strains of RHDV were studied by using immuno 

double diffusion，cross hem gglutination inhibition and enzyme—linked immunos— 

orbent assay(ELISA )．The results showed that serotypes are the same among 

four different strains of RHDV
．
The viral proteins of four strains of virus were 

analysed by SDS—PAGE． The results ind Jested that the four strains of virus 

all have four polypeptides． Their molecular weight rang from 28KD to 64KD． 

But the molecular weight of polypeptides of four strains and the composition 

ratio of each polypeptide in total viral proteins are different
．

The results 

suggested that the district difference probably exist in structural proteins of 

four strains of virus． 

K ey w ordsl Rabbit haemorrhagic disease virus Serological relation— 

ship Viral polypeptide 
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