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草鱼出血病病毒多肽的荧光染色’ 

生
．堕 蔡宜权 柯丽华 

(-『,Nf4~院武汉病毒研究所 ．武双 ．'130071) s |．4|} 
提要 将草鱼出血府病毒(Grass Carp Hemorrhag~Virus．GCW~)置于还原性的溶液rl】-然后加凡 

等体积的NaHCO3配制的异硫氰酸荧光素溶液进行多肽的标记 ．再经SDS-PAGE分析，在紫外灯下 

即可检澳恻 GCHV全部的 I1十结构多肽的荧光带。该片法虽小检测量 500 ，由浚方‘法回收的多 

：妻 
出血病的病原[。，该病毒系 

仃效防治 ，对各十多肤的性 

质均需深入分析 ，为此必须分离到单个的多肽 ，并保持其生物学性质 ，通常在蛋白匝电泳后 

进行荧光染色即可 ，但是荧光染色试剂来源不易 ，因此我们采用米源较广的异琉氰酸荧光素 

对病毒多肚进行荧光标记 ．再进行SDS-PAGE分析 ，现将结果报道如 r。 

材料与方法 

l 病毒 草鱼出血府府毒(Grass Carp Heznorrhag~Virus，GCHV)875由4 实验室提供。 

2 多肽的萤光标记 根据异硫氰酸荧光素的特性及影响标记的因素Ⅲ．将病毒置于还原性的溶液-I (Trls． 

HCL 0．25mol，L，廿油 25 ．SDS 0．086nx*l／L，2-巯基乙醇 ．0．32nx．1，L，pH6．9)．100"C保温 3分钟，然后加凡等 

体积的 Itool，LNaHCO1配制的异疏氰酸荧光素溶液(2mg／m1)，在 r反应过夜。标准蛋白的标记方‘法同 所 

述 。 

3 多肽的SD~PAGE 未标记的多肽和异硫氰酸必圯素标记的多肽分别在 1 0 聚 烯酰胺凝胶 卜电泳．电泳 

条件同前文报道 电泳结束后．荧光标记多肽的凝胶直接在紫外灯 r观察，未标记多肽的凝胶经考马斯亮兰 

染色。 

结果与讨论 

I 荧光标记的效果 

通常蛋白质的荧光标记条件十分苛刻 ，许多情况下的蛋白质不能被育技地标记。因此 ，我 

们设计了将病毒蛋白在还原条件下裂解成多肚，此时溶液 pH为中性，不需要更换试剂，可直 

接加入配制好的异琉氰酸荧光素进行标记。经SDS—PAGE分析，标准蛋白在紫外灯 F的荧光图 

谱与考马期亮兰染包图谱一致 ，如罔 1所示。标记的 GCHV多肽的凝胶在紫外灯下可见到 11 
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图 2 GCHV多肽的 SD$- 

PAGE荧光图谱 

F 2 GCHV Poay~ ide SE 

PAGE 卜1 Pa~tern 

图 1 标准蛋白的SDS-PAGE图谱 

A 荧光标记I 

Bt考马斯亮兰染色 

F培 1 S~mdard Protein SDS-PAGE Patterns 

A：Fluorescence la0elI 

B!Coomas~e brmianl blue stain 

条荧光带 ，如罔2所示 ，与病毒结构多肽组成 
一 致[2]。由此说明每种多肽都能仃效地标记 

上荧光索，方法是可行的。罔2中病毒多肽的 

荧光强度不一，是因为各多肽在病毒中所占 

比例不一。在实验中 ，我们注意到如果直接 

用完整病毒进行标记 ，则不能使全部的结构 

多肤有效地标记 ，尤其是内层衣壳多肽 易 

被标记，但是否可作为研究病毒多肽在内外层衣壳的分布的一种 

方法 ．值得进一步研究完善。 

2 荧光标记的多肽性质 

荧光标记多肽的电泳图谱与考马斯亮兰染色的电泳同谱比较 

(如同 】)，二者图谱一致 ，各种多肚迁移率未见改变 ，说明荧光标 

记后多肽的电泳行为未发生可见的变化。异硫氰酸荧光索标记蛋 

白质是通过化学键的连接 ，结合比较牢同而且稳定 ，其反应机理[ 

为 ：荧 光 索 一N— C+ N 一 蛋 白质 一 荧 光 紊 一 

』 n／＼H 
N—c_N 一蛋白质 
1 I 
H S H 

因此 ，标记的多肽经电泳后 ．仍带青荧光 索．故可 见荧光。由于荧 

光标记的多肽仍具有一定的生物学性质 ．因此 ，将此法标记的多 

肽在紫外灯下回收，可作免疫学研究 ，也可 用于病毒多献的大量 

制备。我们『日此法回收了病毒的 l 1个结构多肽 ，经免疫学实验证 

明这些多肽都具有抗原活性 。并逐个测定了各个多脞的中和抗原 

能力，结果另文报道。 

3 荧光标记的多肽检测灵敏度 

将标准蛋白牛血清白蛋白(BSA)定量后进行标记 。再经 SDS— 

PAGE分析(凝胶厚度0．8mm)，90瓦紫外灯下观察荧光带 ，最小可 

见到 500ng的蛋白带 。比考马斯亮兰染色灵敏度稍差 ，如同 3所 

示。这可能由于异硫氰酸荧光素的吸收光谱是 495nm．i酊我们用的 

紫外灯为 d5瓦 275nm和 45瓦 360nm各一个，使荧光强度 够。 

该方法具有如下优点 ：试剂简单，省时问，电泳结束后即可见 
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结果 ，可回收蛋白质 ，蛋白质具有抗原活性。在条件一般的实验室也能宋用。 

翻 3 标啦蛋白的荧光图谱与考马斯亮兰 色圈 藩比较 

A：荧光圈谱 B；考马斯亮兰染色图谱 

Fi$．3 Coml~mtive SUIS-FAGE Patterns the F】ucre0∞n∞ Labd and C∞|懈  Rrill／am Blue S~ain 

A：Fluorcacenc~label B：Coomam~ brilliant H瑚 a4aln I；1 BSA ：n 5 BSA ■：0．1vg晦  ̂
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The Fluorescence Staining of Grass Carp 

Hemorrhage Virus(GCHV)Polypeptides 

W ang W ei Chen Yah Cai Yiquan Ke Lihua 

(w № of V／rNo~t，Aca~n／a 6'ink：a，Wrd~n 430071) 

It had been reported that the GCHV(Gr~s Carp Hemorrhage Virus)is a new member in Reoviri- 

dae and has 1 1 polypeDtides by oLlr Laboratory-W e did further experiments ola the viral polype ptides． 

The virior~s(GCHV一875)were purified from the medium of infection culture cells by density gra． 

dient centrifugation tdissolved in the buffer containing Tris—HCI 250re：tool／L．glycerin 25 ，SDS 

86mmol／L，2-ME 320retool／i(pH6 9)and then heated at 1 00℃ for 3 min．After that，by adding 

an equal volume of FITC solution(2mg／m1)in l mol／L NaHCOa，the viral polypeptides were labelled 

with Fire，and analysed by SDS—PAGE．All the viral structural polypeptides (1 I bands)，namely 

VP】30．’ 120，’ l13，VP1 07，VP75，VP65，VP60，VP52，VP42，VP39 and VP31，were visible un 

dot。UV light． These polype ptides were retrieved  by cutting down each band from the gel and demon． 

strated kept immunologieal property．The method can determine 500ng protein band in gel under uV 

Iig h[ 
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