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提 要 我们从腹泻病人便样中纯化了病毒，其结构蛋白组分按分子量大小分别为 VP1 

(136K)．VP2(I13K)．VP3(92K)．VP4(84K)，VP5(64K)．VPe(4；'K)．VP7(41K)．所有这些蛋白皆具有 

抗原性．VP6是B组轮状病毒的共同抗原。B组轮粳病毒的每_结构蛋白与A组轮状病毒都无交叉 

，至今只有 A、B C三 

组的轮状病毒侵袭人 ，成人腹泻轮状病毒(ADRV)是唯一能引起人类腹泻爆发的 B组轮状病 

毒，该病毒尚不能体外培养，有关它的来源和生物学性质，它与其它轮状病毒的关系，以及为 

什么它仅在我国大陆流行等许多问题都值得研究。我们从腹泻病人便样中纯化了该病毒，研 

究了它的结构蛋白∞与病毒基因组编码病毒蛋白的关系m．本文报道了用免疫印迹方法研究 

病毒结构蛋白取得的一些结果 。 

材料和方法 

1 病毒和抗血清 

ADeN腹泻病人的便样采集于1981年河北省承籀市腹泻爆发现场。A纽轮状病毒参考株(SAII)接常规用 

MA．104细胞培养．病人双份血清(急性期和恢复期)收集于同—流行现场．豚鼠和家兔抗ADRV高免血清，豚 

鼠抗SAIl高免血清皆用纯化的病毒免疫芎b物制备．大鼠抗大鼠B组轮状病毒ODIR)双份血清(免疫前和免疫 

后)由美国霍普金斯大学 Dr 3．Eidm提供，豚鼠抗牛B组轮状病毒(BESV)，猪抗猪 B纽轮粳病毒(PN338)和牛 

抗牛B组轮状病毒(BATI)双份血清由美国俄亥俄州立大学 Dr LSaLt提供。 

2 病毒的纯化方法参见文献 。 

3 蛋白电泳 

1 ol|g纯化病毒样品与等体积 2X样品诫混匀，经 100"~加热 2分钟后电泳。SDS-pAGE：使用 12％聚丙浠酰 

胺垂直扳层凝腔(胶厚 0．75吐n)和 L矗enIllu不连续缓冲系统 ，在 I5—20mA下电婊5小时，然后用考马斯亮兰 

染色(n 25％)啪．病毒蛋白分子量由与标准参考蛋白的分子量(1~o-Rad I．aboratroy)比较推算出． 

t 免痤印进分析 

病毒蛋白组分用SDS-PAGE分开 ．在含20 甲醇的眦 甘氨酸缓冲液内电转印至硝酸纤维泸膜(65V，2．5 

车文于1992年 9月29日收到·1993年 1月10日修回· 

·车工作在CDC完成 得到sMonroe．M．b Ls时，̂ E n和V．C,~yea的帮助，作者一井致谢。 
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小时)．印迹泸膜在室温下与洗液(O．Olrml／LP日s配制的0．3 吐温 2O和 0．25 脱脂奶粉)稀释的抗血清孵育 

2小时，泸膜诜四次用含 5％脱脂奶粉的PBS封闭，再洗四次后用不同酶结台物(羊抗豚鼠I ·Dako~ I免抗 

猪 lBG．Ac删 e公司 I羊抗大鼠lBG，A御 眦 公司 I羊抗牛lBG，Accurate公司}猪抗免1 · k0公司)检测结 

合的抗体．加酶底物染色 ，薰馏水洗后泸膜即可干燥保存． 

结 果 

1 纯他的病毒和病毒的结构蛋白 

纯化病毒颗粒在电镜下呈典型双壳轮状病毒形态(见图1)。经蛋白电泳后未见杂蛋白带， 

与已知A组轮状病毒SAll比较，病毒蛋白带的分布模式大致相近 ，然而每一相应病毒蛋白的 

分子量要 比SAIl高些(见图 2)，它们分别为 VPl(1 36K)，V'P2(IIBK)·VPB(92K)，VP4(84K)， 

VPS(f4K)．vP6(47K)和 VPT(4lK)。 

册 1 从睃泻病^便样l{|纯化的B组轮状病毒ADRV．2~PTA(plq4 6)负染。X87·500 

F l n口if groupB r堪m ADRVfr0m 埘 哪 耐 ∞·nega~B,,e蚰 衄 Ewilh 2，；PTA (pH{·6)，X87·500 
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圈2 组轮状病毒 D̂RV(B行)与^组轮就病毒 ŝ 儿(̂ 行)二者结构蛋白的比较
。 M行是标准分于 

量参考蛋白(K )．圈巾标有病毒噩白(vP)和推算的分子量(K )
。 

Fig,2 Cornl~rlmn otstrueturall~y／xtidm时 groupB( B)州 ^( ^)r0 La cM c0n诅i唯 tF目l睇 

Iar mass呻  k啪 (in Kilod~om)-The Ⅻ ( )山．d lhcir apD巨rc nl m日l。cu ~ ights are indl∞la|
．  
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图3 人和动物对 D̂RV病毒蛋白的免疫反应比较．ADRV蛋白印遵泸膜用病人急性期或棠盘免疫前血清 

(̂ 行)，或不同病人恢复勰吱兔抗血清(c行)免疫检涸。P行为低稀释度的恢复期血清免疫匣应作为 

阳性对照． 

嘻  ㈣  human and且n immune|皓p0n嘲 Io polypcUd~ o[^DRv
． Wcsl~rn blot vi脚 叫 州 j w晰 prob酗 

with ph曲e 0r Lme跏 (1a ^)orw“h∞nvm n ph hypN mum 哪 (hnec)
． Positlw ∞  

h咀 ( 栳 P)w∞ a human∞nv讪黜 n ph ~rurn岫 h远 tit％ 
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图4 ADRV置白印连泸膜用琢鼠抗^请(ADRV免疫．GPaADRV行)
、大鼠抗■请(IDIR免疫． 

RaI~IDIR行)、豚蔚扰■请(BEsv免疫，GJ铀脚 行)、猪抗■请(PN~8免疫，Pige,PN338行)
、  

q-．-~j．请(I~T1免疫， I 盯1)免疫睦测。圈巾^行为免疫前血请
，C行为免疫后^请． 

瞰 4 We~em № d ADRV 脚  l~obed WiIhguinea ¨l toADRV(OPOADRV)
。IIl¨  

啪 toI 咀 (RI删 DⅢ)，脚 piB且nlb邯 to丑Esv (0P删 )，piB肌li啪 IoPN3~8(飚 删 338)
．and 

州 f艄 t。BAT1(c山姐 T̂1)．L心 ^，嘞 mme螂 m}L心 b，hy 血帅呲 咐 删
． 
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图5 A组轮状病毒(左斟)和 B组轮状病毒(右斟)的病毒噩白印连泸膜用与病毒相应的抗血情(A／n̂ 和 

aB)或jll与病毒非对应的抗血清(A／an和Bloh,)免疫检i融．田中A行为免疫前血清·c行为抗血 

清，P行为相应病人恢复期血清免痤反应作为阳性对雕。 

5 Wcstcvn blot otv m p B时 groupA (kn and groupB( 帅 )anlivlrm wc ~'Obcd with 

mciogom (A／cO~,and● 胡 ) 喀 啦 (A／oH and )anli．~m·Lal1c ，̂pi~bnm帅c I 

L叫e c．hyp自 田u眦 so-rum．Pmit[v~∞呲 (h眦 P)w硼 a T 。g叫 um l∞nv丑1e晰 n1鲫 m· 

2 人和动物对 ADRV的免疫反应 

电泳分开的病毒蛋白经电转印至硝酸纤维泸膜 ，用不同病人的双份血清和家兔双份血清 

进行免疫印迹分析，结果见图 3．从兔抗血清和低稀释度的病人恢复期血清(c行和 P行)的免 

疫反应看．显示每一病毒蛋白皆具有免疫原性和反应原性，而VP6(盯K)带染色最深·对比病 

人双份血清的免疫反应看，c 病人对VP6产生抗体的水平大大翅过抗 VP7的抗体，而cz病人 
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则抗 VP6和抗、 7二者的抗体水平相近。此外在病人急性期血清的实验中亦有较强的VP2 

带 ，在另一例正常婴 儿血清免疫印迹试验亦有 VP2带(结果 未列入)，提示正常 凡可能有抗 

ADRV VP2的非特异性抗体。 

3 VP6是 B组轮状病毒的共同抗原 。 

ADRV病毒蛋白的印迹泸膜 ，用不同动物 B组轮状病毒免疫前后的双份血清进行免疫印 

迹分析结果见图 d，免疫前的血清内皆无抗体(A行)，免疫后的抗血清：用ADRV免疫的豚鼠 

(ctADRV，C行)其免疫反应与兔抗ADRV的抗血清结果相同，用其它动物B组轮状病毒大鼠 

的 IDIR(~IDIR，C行 )和猪的 PN888(aF~888，C行)免疫的抗血清仅有 VP6带和可能的非特异 

VP2带 ，牛的 BESV(oBESV，C行)和 BAT1(o．BAT1，C行 免疫的抗血清则仅有 VP6带。这表明 

VP6是所有 B组轮状病毒的共同抗原。 

● A组轮状病毒和B组轮状病毒无交叉免疫反应 

用豚鼠抗 SA11和抗 ADRV免疫前后的双份血清分别与转印至硝酸纤维泸膜上的 SA1l 

病毒蛋白和 ADRV病毒蛋白进行免疫反应 ，其结果见图 5。用 SA11免疫的豚鼠 l(GPIctA)4~J 

双份血清与 SA1l病毒蛋 白 印迹反应 ，表明其具有高滴度的抗 A组轮状病毒抗体(GroupA． 

GPlctA行)，而该抗体与 ADRV病毒蛋白印迹反应时 ，不与 B组轮状病毒的任何病毒蛋白带产 

生免疫反应(Group B，GPlctA行)，用 ADRV免疫的豚鼠 2(GP2uB)双份血清与 ADRV病毒蛋 

白印迹反应，表明其具有高滴度的抗 B组轮状病毒抗体(Group B，GP2uB行)， 该抗体与 

SA11病毒蛋白印迹反应时，双份血清无差~fj(Group A，GP2uB行)，但都有弱的显色带，表明豚 

鼠 2在用 ADRV免疫前已具有低滴度的抗 A组轮状病毒抗体 ，但免疫后产生的抗 B组轮状病 

毒抗体则不与 A纽轮状病毒的任何病毒蛋白带产生免疫反应 。 

讨 论 

成人腹泻轮状病毒自1982年在我国发现以来[5．‘]，由于不能在体外培养，限制了对病毒性 

质的研究 ，我们从腹泻病人便棒中纯化了病毒 ，利用免疫印迹分析研究病毒结构蛋白的抗顾 

性 ，实验表明病毒颗粒的每一蛋白组分都可以在机体内刺激产生相应的抗体 ，VP6是 B组轮状 

病毒的共同抗原，当ADRV感染人时，C 病人抗 VP6的抗体水平明显高于抗、 7的水平 ，这 

与一般轮状病毒感染的情况相同 ，可能是 由于 VP6的量占全部病毒蛋白成分的 50 以上 ，且 

其免疫原性和抗原性强[|3有关。本实验中 病人抗 、 7的抗体水平与抗 VP6的水平较相近 ， 

这一现象过去未被研究者注意过 ，由于抗 、 7抗体是病毒中和抗体[2]，是否这是 ADRV感染 

病人后在不同病人中 I起临床症状不同的赋因之一 ，有待进一步证实。 

抗 ADRV VP2抗体在一例病人急性期血清，一例正常婴儿血清 ，以及大鼠和猜抗非 ADRV 

的 B组轮状病毒抗血清内都存在，提示抗 VP2抗体不是 ADRV感染所特异的 ．这一非特异的 

抗体在一些正常人体内的存在可能是为什么在用对流免疫电泳进行人群抗ADRV抗体血清 

流行病学调查时啪出现假阳性的原因[ 。 

研 究 ADRV病毒蛋白的抗原性质 ，为弄清该病毒的来源及其生物学性质 ，以及如何控制 

它在我国的流行提供了参考依据 
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W estern m ot Anal 0f Viral 

Proteins 0f Adult Diarrbea RotavjIrU$ 

Fang Zhaoym_。 W en Leying1 Roger GIa 。 

(1．抽 妇  砒  ， of ，确 ，100052) 

(2． ％ 喵．for 卿_腰 捌 ， ＆硎 ，GA 30333啪 ) 

Adult dhtn'he．~r0ta irus(ADRV)is k∞wn as only彻 e of group B rotayirus that causes huⅡ 

dim t埘 1．1he viral pr0tei船 were determined by SDS—PAGE of purifie~ viriot~ from infected feces as 

folloWS：VP1(136K)，VP2(1l3K)，VP3(92K)．VP4(84K)．VP5(64K)，VI'6(4 )．VPT(41K)． 

W estern blot ana1ysis was used to ox~ulline幽 eir im muno10gic I~ropetties．The result~sh0 that 

all s砷埘m al t~lypeptkles are antigenic。VP6 is most~trongly one and c0Iltains a{N31illnoN group B anti 

gon．The ratio of tho antibody r芒印。rI∞ to VP7 and VP6 differed markedly between two pa n №  

c瓣 reac vi could be dern0rIsnated with aIl缸s啪 to group A T0 irus te,gte~ by w~torrl blot of 

ADRV p。1ypep亡ides 0r aIl廿sera to ADRV tested nlgai~ t group A pr0te - 

Key words{ Rotaviu~ Adult dims'hell W estern blot Viral protein IlIlliiurl~resp0I1s} 
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