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草鱼出血病病毒基因组体内转录的研究 
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(中国科学院武汉病毒研究所．武汉 4300 71) 

提 要 

c} t 

本文采用n一(̈ p]ATP标记 物在鱼 肾细胞系 (CIK)系统中，对草 鱼出 血病病毒 

(Graes carp hemOT rhage vi rⅡB。GCHV)基 因组进行 了体 内转录的研究。通过放线菌 

素 D抑制宿主细胞基 因组的转 录活动，从感染病毒细胞 中分离出病毒的 mRNA，分别采 

用液相杂交和 No1"the rn blot方法捡查病 毒 mRNA的转录情况。试验结果表明， GCHV 

含有 内源性转录酶，其基因组的转录活 动是在病毒感染 细胞后 4小时开始，由早期基 因所 

转录， 8一l0小日寸-获得晚期基因的转录产物。这些 mRNA 的大小、数 目大体上与病毒基 

究暂定名为鱼呼肠孤病毒[I 。对病毒的形态结构、基因组与多肤等方面的研究表明，草 

鱼出血病病毒具有呼肠孤病毒科的主要特征 )。近 几年深入而系统的研究揭示， 此病 

毒应为呼肠孤病毒科的新属和新种。 

对于呼肠孤病毒的研究，尤其是关于呼肠孤病毒属(Reovirus)和轮状病毒属 (Rot‘ 

-vi FUS)，国外 巳有较深^的工作 ，如病毒复制过程中的 mRNA转录、加工、剪接 

以及分子克隆等[1 的研究。国内在家蚕质型多角体病毒方面也进行过类似的工作。我国 

对鱼类病毒的研究起步较晚、对草鱼出血病病毒的分子生物学研究剧刚开始，尚未见有 

关体内转录的研究报道。为了弄清该病毒基因组的体内转录过程 ，进 一步研究病毒的复 

制和防冶出血病，我们对GCHV基因组的体内转录进行了研究，现将其结果报道如下。 

材 料 与 方 法 

一

， 材料 ： 

1． 病毒：GCHV。T8由本实 验室提供。 

本文-T-1991年11月 5日收劐．1992年 9月 1 7日修回。 

牛 现在地址 中科院上海生化所，上海． 209931 
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2． 细胞 鱼 肾细胞系 (C1K)由本实验室提 供。 

=、细囊培彝和病毒增殪：参照本实验室常规方法进行II11。 

兰．病毒基因组曲 SDS—PAGE和璃脂糖凝豉皂涞： 

按照本实验室常洼 l I提 出病毒dsRNA，然后采用 Laemroll系统 l j进行 sD 聚丙烯酰胺凝 

胶电泳 (凝胶浓度为 7％ )，琼 脂糖凝胶电泳所用凝 腔浓度为 l和。 电泳后，凝歧经 EB染色，蒙 

补灯下观察试验 结果 

四、病毒 mRNA的标记与分膏：感染 了病毒的细胞， 在含有 放线菌素 D的病毒培 养液中培 

养，于不同时间扁培养液加^Ⅱ一[ P】ATP(2．51xci／m1)，继续培养 2小时。 收枭细胞，用冷的 

$5C(0．1Smol／L氯化钠．0．015mol／L柠檬酸钠 ，pH7．4)洗一遍，再溶于低渗溶液 RsB(0．0lmol／L 

氯 化钠，0．I]-lmol／L三羟 甲基 氨基 甲烷 ，0．0015mol／L氯化镁，pH7．4)，置 0℃ l5分 钟，8000g离 

心 3分钟，上清液 加入 1曲 SDS和0．2 xaol／L氯化钠 ，室温下放置l5分 钟后用 2倍体积无水乙醇沉 

窿过夜，收集沉淀并悬浮于O．05mol／L醋 酸钠，0．0lmol／L EDTA(pH5．1)溶浓 中，再加 l嘶的 

SD5和0．5mol／L高氯酸钠，充分混句，以等体积 的氯仿一异戊醇 (24：1)稠台并用力振荡3分 

钟，置球俗l5分钟， 低速离心后之上清澈再用氯仿抽提一次， 无水乙醇沉淀过夜， 然后离心收集 

沉谜并溶于消毒双蒸水牛，再姐．＼4mol／L氯化锂，于 4℃过夜II。】。t6000r／m离心 l0分钟， 所 

得沉淀溶于少 量双蒸木即为病毒 mRNA溶液。 

五、索交试验：病毒 mRNA与基目蛆的杂交试验采用两种方法进行。 

1． 液相杂交，参照 Watantbe等人的方法I1‘】进行。病毒基因蛆 dsRNA与标记的mRNA亮 

分涡合于0．0lmol／L STE(O．01mol／L NaC1．0．Olmo]／L Tris—HC1 pH7．4，0．001mol／L EDTA) 

中t再加入 9倍体 积二 甲基亚砜 (DMSO)，于37℃保温3O分 钟变性，加 4倍体积的 无承乙醇一2O℃ 

下沉淀过夜，离心 收集沉淀并用70咖乙醇洗涤 两遍除去 DM30，再溶于0．3mol／L STE(0．3mol／L 

NaC1， 0
．0 lmol／L Tris—HC1 pH7．4，0．001mol／L EDTA)中，于65℃水浴反应 lO小 时。杂 交产 

物以 2倍体积的无水乙醇沉淀并进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。 

2． Northem blot法，用于琼 胎糖龌 肢电泳分 析 的病毒核酸， 上样前先经戊 二醛 和 DMSO 

变性I 1．电诛后直接进行Northern转移l1日l，烘干转移后的硝酸纤维索膜 (NC)并作预杂变，杂 

交反应时只需在 杂变袋 内加八 已标记的 mRNA，再 加 10ml 6 xSSC溶液，6S℃ 保温 24小时，然 

后真空干澡，经放射自显影后观寮试验结果。 

六、棱糖棱鼍碑的魁理试验： 

扁毒 mRNA及杂变产物的核酸酶处理试验按照 BellamyI1 】和蔡良婉I1。 方法进行。 

结 果 

一

、 病毒基因组的聚丙烯酰胺凝胶 电泳与琼脂糖凝胶电泳分祈 

GCHV基因组在 7％的聚丙烯酰胺凝胶电泳中，l1条带清晰可见，且大致可分为 4 

组 (如图版Ⅲ1 A)，而在 1％的琼脂糖凝胶电泳中，只能显示出四条宽带 (图版砸l 

B)，相对于病毒基因组的四个组，即使改用 3 的琼脂糖也未能取得满意的效果 (材 

料未示 )。 

二 病毒 mRNA的聚丙烯酰胺凝胶电泳 

病毒基因组体内转录产物经 SDS—PAGE和放射自显影显示了 转录阳性的结果 (图 

版Ⅲ2A)。而相同产物经lOpg／ml RNas e 37℃消化30分钟后进行同样试验则呈阴性反 
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应 (如圈版Ⅲ2B)，这是因为转录产物被核酸酶完全消 化的缘故 ， 从而说明， 标记产 

物是单链 RNA。 

三、病毒基因组和病毒 tuRNA分子杂交试验 

1． 液相杂 交 

病毒感染细胞后 4— 6小时及 8—10小时标记的 mRNA分别与病毒 基因组杂交， 

杂交产物经 Northe rll杂交后的放射 自显影结果如图版 Ⅲ3所示。从该圈看出， 4— 6 

小时及 8—1O小时转录产物的杂交结果 均显示四组带， 对应于病毒基 因组的 四组 (圈 

3、图 1)，并且杂交产物经10／~g／ml RNase消化后仍不消失。 从而推断 ， 标记的转 

录产物和病毒基因组的核苷酸序列互补， 形成双链才具有 抵抗一定浓 度的RNase酶解 

作用。上述试验表明，标记产物是病毒的 mRNA~这两 组不同时间 区域的 mRNA分别 

为病毒早期和晚期基因转录所致。 4小时开始为早期基因所转录，8小时后由晚期基因 

行使转录功能，与 Changl ”及 Silv orsteinl” 的结果基本一致。 

2． Northorn印迹杂交 

病毒感染细胞 8一 l0小时标记转录产物和 NC膜上 dsRNA杂交， 在 X光片 上显 

示出与晚期基因转录产 物在液相 杂交中的 结果相似。 但是 ，No rthe rn blot杂交结果 

(图阪Ⅲ 4)能展示出病毒基因组 ll条转录产物的电泳图谱， 而液相杂 交试验 结果只 

能显示出相应于基因组四组转录产物的大体位置。此结果说明采用 Northern blot方法 

进行转录产物杂交分祈的效果比用液相杂交后电泳的效果好。 图 4上的带尚 不十分清 

晰，这可能是由于标记物过量，使分子量近似的带相连成片所致。 

田 1．GCHV基雹坦的SDS—PAGE模式与璩詹■曩藏电律檀式的比较(图见看) 
Fig 1．Comparison betwee pattm ● 。f GCHV genome in SDS—PAGE 

a．d ● 4r0日 gel e1~at ro~hoteai B ^
．  

SDS。PAGE； B
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田 2． GCHV mRNA的 SDS—PAGE般射 自五 

Fi 2
．

AⅡtor|di。g -ph of SDS—PAGE of GCH~ mRNA M
．
psttern； 

A
．
GCHV mRNA before dlgtst ioa by RNase；E． GCHV mRNA 

sft er dige stion hy RNsle
．  

田 ． GCHV mRNA与基固组液相杂交产精曲般射自五 

Fig 3． Autoradlograph of the hybtidiffiatiaa prodnet i llqui4 phase 

of GCHV gⅢ  t it 8 mRMA． ^
．
Hyhridi,at ion product_ 

一̂ 6h aft er i∞featio．． E
．
8— 10h t et i_feeti0n

．  

圈 4．GCHV基雹坦与 mRNA的 NozthⅢ blot杂交产簟曲茸射自量髟 

Fig 4
．

Autorsdiogtaph of t he Nozth blot hybridlzstio product B 

of GCHV genO叭 nd it B mRNA 

讨 论 

呼肠孤病毒 基因组 的体内 转录， 通常分 为两个时期即 早期和晚 期，早期是 RNA 

聚合酶以感染细胞的病毒 dsRNA为模板进 行转录， 晚期则是以子代病毒基因为摸扳进 

行转录 。】，两者的 转录并无大差别， 只是转 录模板 来源不同而巳。 本实验在两 个 

时间 分离到的 信使 RNA分别 代表 者早期和晚期基因的转录产物。对于 mRNA在体内 

何时出现，各个报道不一， Bollamy等人⋯ 用呼肠孤病毒三 型进行 研究，认为 病毒 
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mRNA出现是在感染细胞后 5— 6小时。Zweerink和 Joklik 在病毒 感染 细胞后 2 

小时即检测到它的 mRNA。本研究也曾在病毒感染细胞后 2— 4小时 进行分离， 但未 

获得转录产物。因此，我们初步认为，草鱼出血病病毒基因组的体内转录是在病毒感染 

细胞 4小时后开始。 
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Studies on in Vivo Translation of Grass Carp 

Hemorrhage Virus Genome 

Zhang Baoyan Ke Lihua 

(W uhan In stitute of Viro／ogyt Academia Sinica_W uhan 490071) 

Studi es on grass carp hemorrhage vi rus(GCHV )genome transcription 

in VlVO have been carri ed out． V i ra1 m RN A lab eled with 口一“ P ATP WaS 

extracted from infect ed cells t reated w ith actinom ycin D and detected by 

means of liquid phase hybridization and Northern blot hyh ridization． The 

re sults showed that the early and late s tage mRNA wer e transcribed at 

4hr and 8hr after infection and roughly divided in to four groups， among 

which each OUe cortesponds to th e relati ve vira1 ge ztO]11e segm ent． 

Key w ordsI Grass carp hemorrhage virus V iral genome In vivo 

transcription 
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