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用PCR方法证实HIV-I感染性 

病毒颗粒携带有前病毒 DNA 
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提要 用多聚酶链反应(PER)为检测手段，证明了成熟的人免疫缺陷病毒I垄【(my-i)可携带前病 

毒DNA．用细胞病毒裂解液处理病毒样品或在病毒样品中只加磷酸盐缓冲液(PaS)代替细胞裂解 

液，结果发现只有病毒裂解液处理样品后才能检测列特异DNAo完整的病毒颗粒对DNA酶不敏 

感，而只有在病毒裂解以后才能对DNA酶敏感．当靶细胞膜上的CD·受体被特异的单克隆抗体覆 

盖后不能吸附病毒时，DNA也不 B被检测到，而且DNA的数量和病毒滴度的高低相一致．这些证据 

都提示这种和病毒相关的DNA存在于完整的有感染性的成熟病毒颗粒内部。 

关键词 人免疫缺陷病毒 I型，前病挚 DNA．多聚酶链反应 

人免疫缺陷病毒 I型(HIV—1)是人类获得性免疫缺陷综合症(AIDS)的病原体D,2]。该病毒 

对人的 cD|阳性的 T淋 巴细胞有特殊的亲嗜性 。它属 RNA逆转录病毒[6 ，病毒的复制过程 

依赖于它的逆转录酶(RT)，以RNA为模板逆转成负链 DNA互补链。此时RT的H活性可将 

RNA酶解，继而再合成相应的正链DNA[6]。这种DNA可整合到宿主细胞的基因组中，在合适 

的条件下可被激活而合成病毒RNA和病毒蛋白，这些蛋白先以前蛋白的形式被表达。包括 

gas／pol的基因产物 ，然后经酶切成为成熟的RT[ 。RT具有多种酶活性功能 依赖 RNA的 

DNA多聚酶活性 Ib．依赖 DNA的 DNA多聚酶活性 ；c．RNA酶 H活性。后者可酶解掉已逆转录 

完成的 RNA[ 。另外 ，某些依赖 RT的 DNA病毒在复制过程中的逆转录作用可合成一种不完 

全的DNA形式。而这种不完全的DNA形式可被成熟的病毒粒子所携带[9． ]。 

我们在观察 AIDS病人接受 AZT治疗效果及体外筛选抗 AZT的抗药性毒株的试验 

中[”． 23，发现用RT—PCR方法测定病毒RNA时，有难以消除的可疑DNA。为了证明这一现象， 

我们进一步用DNA酶酶解DNA和抗 CD．单抗中和CD。受体等方法处理样品，发现 HIV—l的 

DNA来自成熟的有感染性的病毒颗粒内部。 

材料和方法 

l 细胞 

1．I 岛1_目细胞，CD．阳性的T淋巴细胞株m 培养于RPM]t64Q培养液tp，含 lO 胎牛血清(Flow La ，In ， 

Irvinc，U K)．具体方法见文献 ． 

1．2 细胞 ．维持于 RPMIⅢo培养液中．含 l0 胎牛血清。来源和具体方法见文献‘ “． 

·本文于i$93年 5月20日收到，i1月4日修回 
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2 病毒 

2．1 HTLV-IB株：制备于1-UV-1持续感染的H-细胞株(由M Cloyd博士增进．u M．RTx)【u 的上清液， 

经 7000r／m离心 1o分钟 ．齐沉淀一 卜清液再经 250Our|『n超建离心2．5小时CBa mm．SW55) 弃上清．沉淀 

病毒用RP~fl 重悬浮[ “，分装．保存于--80"C备用。 

2．2 HIV-1 P1株 ：由罗马大学病毒研究所分离自意大利 AIDS病人血液．常规感染r“ QⅢ细胞 ．培养至第四 

天 ，观察到大量台胞体时收集，制备方法同ⅢB株 病毒滴定方法见文献n”。 

3 多聚酶链反应(PCR) 

FCR方法见文献[11]，反应混合液中舍 5 细胞裂解液(0．01 "Priton X—100．0．001％ sDs．0．6m d蛋白 

酶 K( ElBI甘Mam~ n)O．01tool／L Trb-HC1 pH8．O r 0．001mol／L EDTA)裂解后的细胞病毒混合液或 5̈ 用 

P陷(pH7．2)材备的经病毒感染后的细胞悬液。弓I物用gag基因区的SK38／39(Cyml~ticGmen噶 SaaDiego)．或 

env基因区的SK68／69(同SK~8／39)．扩增反应样品取20山作琼脂糖凝胶电泳分析，另取30山样品与r． P． 

ATP末端标记的探~(SK19．．Gag．或sK7 0．，ear)混台{1：液相杂交。以 10 聚丙烯酰胺电泳分离，干胶后用Ko 

dak XAR胶片白显影 1B一20小时[s】，分析结果。 

4 样品裂解液处理方法 

经超建离心后的病毒0"C吸附cl1．湘 胞 1小时或经吸附 1小时后继续培养 24小时。样品用 pBS洗涤 3 

次·以击掉未吸附的病毒或游离的枝酸 洗涤后样品分别加PBs或裂解液 ．再以PCR检测样品。 

5 抗CD·单抗(1．cu 3a)处理细胞CD·受体 

细胞先用pBS洗涤 3次，制备成50山RPMII~·0培养液中含5×l0‘的Q ∞细胞。加 1呲 L∞ 3a单抗，37"C作 

用1小时后以o．1和0．01M．O．L的病毒在0℃条件下吸甜1小时，再用PBS洗涤3次~．PCR分析病毒DNA．另 

用同一样品作病毒滴定 

8 DNA酶处理样品 

细胞经病毒吸附和培养后 ．用PBS洗涤3次．加 1 0qd裂解液裂解样品后 95℃作用 15分钟灭活蛋白酶K． 

再加 1呲 DNA酶( ElBI甘Mann~im．地1ar．，1Ialy)37℃酶解 60分钟．95"C灭活DNA酶 15分钟．另用上述 

经病毒吸附或继续培养的样品．pBS洗涤 3次，重悬于1 0qdPBS中，加1qd的DNA酶，37℃孵育60分钟，再经 

95"C灭活DNA酶 15分钟。样品分别用PCR分析． 

结 果 

l 多聚酶链反应 我们用PCR方法检测经感染HⅣ一lib和Pl株的c8Ⅲ细胞中前病毒DNA， 

得到了令人满意的结果 ，见图 1。a为扩增产物经琼脂糖凝胶电泳的图谱 }b为用末端标记 r． 

p-ATP探针 与扩增产物杂交后的放射自显影图，可进一步证明其扩增产物的敏感性和特异 

性。图中 ACH一2细胞(由G．Pantaleo博士赠送 ，H珊 ，Bethesda，MD)，为每一细胞中含单一 HIV- 

1考贝数的 DNA。证明其敏感性可达到样品中含 10个以下的 DNA考 贝量。 
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困 1 以s啪 ／39为弓【物进行眦 的结果 

杂交后的放射自显影结果 

卜一3．HIY—l感染aⅢ细匏的裂解物 

4—7．ACH-2细胞，分剐为 1、l0，100、1000十DĤ 考贝 

＆阳性对照 9．阴性对蝇 

h琼脂培凝腔分析结果 

1．阳性对．嘎 DNA标准分子量 3．阴性对!!臣 

4—6．HIv·感染aI．．细匏的裂解物 

l a．m DN̂ m 岫 辟l司bpcR咄  轼 38／39岫  

( ‘gee)and时 岫 with l曲ded 。sK19)． 

T DNAderiv~ t啪 t b畦I ofal_0Hb f。咖 啪 HTLV-■B(1峭 l一3)． 

洲 删 ofDNA 加删  ACH-2吲 l墨’l。10，100 and1000 

D ．̂ vcpy 。ct_咄 ( 4—7)． 

8b pc耐时 ∞m ．Lane 9白 IIc 出 ∞叫吼  

h m  DNAⅧ  toP m 蚴  岫 时 “  by agar~ 时  

nH 仳 ∞n口 (-me1)．sl|耵由柑 m出山 _j咖 (1帅c1)．N~ ive∞rt (1a 3)． 

1k}I b of c日¨0畦h w出： ed m  H~V-I(I峭 4—7)． 

2 病毒样品分别加PBS或裂解液后所测定的结果见图2。结果显示不管病毒样品是经 0"C吸 

酣或吸酣后继续培养 ，只要是样 品中加裂解液 ，病毒粒子破裂核酸能暴露的 ，PCR结果均为阳 

性 ，而样品只加 PBS病毒粒子不破裂的 ，PCR检测结果均为阴性。 

图2 P酷 后所僦鼢 和杂交后的结果 

1．府毒瘤枭}匮胞继续培养37℃后加裂辟瘟 二 0℃吸附后的样品+裂解液 3．同 1．但加PBs 

4．同2但加P璐 5．阳性对照 

腿 2 P 卸蛐 to岫 鲥 咖 DN̂ inHIV-1 a甲删 嘲 b afterd 咖 t~ tmcmts． 

HIV-1a甲删 ∞№ and血I咖抽删 毗 37℃ 妇 24m ．也蛐 鲥ded1 bv／ler(IBTIc1)． 

HIV·1岫 嘲 0曲$at 0℃ t l hf，啦∞ 删d凸d b jh州 -H*2)． 

}Ⅱv’1 a甲删 嘲h and cI】b ted at 37℃ f。r24 h培，then枷 P日s(1aI-e 3)． 

mV-1曲∞rⅫ 曲 砒 0℃ f玎 1 ，恤 I．却d帆 PBs( 4)． 

3 细胞病毒样品经 DNA酶处理后PCR结果见图3。为了排除DNA是样品中游离的DNA所 

致，我们将样品分别在加裂解液的前后用DNA酶处理。结果显示：样品先用DNA酶处理后再 

加裂解液 ，不管是在0"C吸附一小时或37℃继续培养 2d小时均为阳性。当样品先经裂解后再 
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用 DNA酶处理都显阴性。此结果进一步提示只有病毒裂解后释放核酸 ．所带的 DNA才能对 

T)NA敏感。而完整的病毒颗粒因不释放 DNA，故对 DNA酶不敏感[16]。 

图3 细胞病毒裂解前后用IANA爵处理的样品再以POR法分折 IANA的结果(琼脂糖 

■ 凝脏电沫) 1．IANA分子量 2和4．先用DNA爵处理．再用裂解沲的PCR结果 3和5．先裂解后用IANA爵处理舶FCR结果 №3 PcR∞岫to virslDHAinHIV-I e orestadtt'~wncnt withDNase． IANA n删血Id mc~cular 西ghI(tan*1)． 1k∞m B treatedwieaⅨ hf0 1．v~dtills and veus(~m,2 and 4) 
m  wastreated withⅨ after1蛐 《 。eIbandvirtm(1Ⅲ 3 and 5) 

‘ 用单抗中和c 受体的PCR结果见图4和表 1。从图中可以看出，病毒吸附到经单抗处理 

后的细胞进行PCR结果为阴性 ，而未经单抗处理的样品结果为阳性。并且用高感染复数吸附 

和培养的样品，PCR产物也相应多于低感染复数样品，而且扩增的DNA量和样品中病毒满度 

的高低有关。也就是说 ．这种 DNA和完整的病毒颗粒有关。 

图4 用单抗处理后的PCR产物，再经探针杂交的结果 

1和 经单抗处理后的样品 2和 未经单抗处理的对照 5．明性对照 6．阳性对照 

F ．4 PCR 丑Dm 曲to detect virslDNA inHIV-I e 0 酗 啦№ andtreatme~t m MCAb 

lFtc~ntofMe．Ab 0aBe,1 and 4)． 

Amcm 瞳 McAb(Mmc*2 and ． · 

Negative contra 0̂  5)． 

Positive~oatrd (tan*6】． 

哀 1 靶纽咆经单克隆抗体处理后的病毒滴瘟 

TaN*l Virustite* 口 target。eIb weretreatedwith MCAb 
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讨 论 

本文报道的实验结果有几种迹象表明H1V一1完整的病毒颗粒可携带前病毒DNA：(1)我 

们用细胞病毒裂解液处理样品后所进行的PCR结果能测定到特异的DNA片段。而用 PBS悬 

浮细胞的样品不裂船病毒时不能测到DNAI(2)完整的病毒粒子样品中加入 DNA酶酶解处理 

时．样品中的DNA对DNA酶不敏感。而将病毒样品经裂解处理后对DNA酶就变得敏感[1‘]； 

(3)病毒在0"C条件下吸附细胞 l小时，也很容易测到DNA．这些事实都提示其DNA存在于有 

感染性的完整的病毒粒子内部。因为病毒在 0"C条件下吸附 1小时，不可能穿入细胞进行核酸 

复毒I[-o．用pcR方法测到的DNA除了样品被外来的DNA污染或者是病毒样品中原已整合在 

细胞基因组的DNA而游离于样品中外，不可能有新的逆转录成的前病毒DNA。Khn等报道[1 ] 

MV-1病毒感染细胞后篙经 16小时以上的培养才能检测到特异的DNA。~an．zam等也报道 ， 

病毒感染细胞后需 4小时方能穿入细胞 ，黑暗期长选 l6小时，子代病毒 2d小时后达到高 

峰[n]，因此病毒在0"C吸附 l小时，排除上述假设外，测到的应为病毒所携带的DNA。 

为了排除外源DNA枵染的可能，我们用DNA酶处理。在病毒粒子完整的条件下，样品中 

的DNA对DNA酶不敏感。只有当病毒被裂船后加入DNA酶，才能对DNA酶敏感。所以本试 

验结果似可排除是游离于病毒粒子外的DNA。当靶细胞膜上的'CD·受体被单抗封闭后 ，病毒 

的吸附也相应受阻，进而这种DNA亦相应减少或消失，而且这种DNA的量和病毒滴度呈对应 

关系．我们还用酚、氯仿提取的DNA样品吸附细胞，结果表明这种DNA不能特异地吸附细胞 

(资料未显示)，均证明该DNA不是游离的或被污染所致。 

最近 b--~ranco I,．oti等也报道 ，他们用不同来源的HIV一1感染不同种类的细胞，也观察到病 

毒携带DNA。我们从意大利AIDS病人分离到的MV-1 P1株以及ⅡB株都观察到此现象，提示 

这种现象有其普遍性． · 

目前尚不清楚这种病毒相关的DNA对病毒的感染过程是否必需．也不清楚它的复制机制 

和来源以及以什么方式包裹进入病毒粒子。不过有些资料表明 ，这种DNA可能来自病毒复制 

过程的早期[1G"1，在逆转录阶段的初期。它可能是由~ ／poJ基因的前体产物被不成熟地切割成 

p66／p55的逆转录酶或者是 ~g／pol前体蛋白逆转录所致[1 。而这种RT—DNA复合物可被包 

裹进入病毒颗粒 。 

另有文献报道，在病毒的复制过程中，逆转录酶的酶促作用可合成一种不完全的DNA形 

式 ，这种 DNA是由完整的负链和一个部分台成的正链组成[。 驯。我们用 env基因、的引物 

SK6g／69扩增样品，其阳性率都比gag基因低 ，即使能扩增成功的样品，其DNA产量也较 gag 

基因片段少，可能是该 DNA歃乏env基因序列所致。 

总之以上结果对研究RNA逆转录病毒的复制机制有积极意义。目前尚有许多未知因素， 

篙进一步研究。 
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S uŝ  1驰 5l82t7096-- 7100 

州rl vnr仉 ProB NaIL Acad． 

13 a卸h址nPR，w畦 R^，Dd ^0，d }h 帅 m叫e缸妊ncy1，inBir山 如n m∞锄啦 脚 ．【．1ym坤瞳 。巳啦 

R∞：p灯 Ⅱ州 u afId dif船 er峨H∞ _山dl州 时 曲0rhd este．~o V衄岫 ，1987}】58l4{一5】 

14 Ⅸ 明五 F，(3u~lo^， po 州 M R， 船  c砒  时 h啪 n 岫  出 r哪 v缸峭 l Y 哇 时 ir a嘣0n vn啦 岫  曲 } 

日 wth∞，dc c。nd越0r A ch Vhd，1988}103；】27—131 

】5 Anna Aleo~ird，BruceD W丑Ik吼 'reelmi~  ItlV R 吡 New m { S ∞ Pr嘲 ． 1990：71--76 

】6 FrarI。o T，·hdv M．V A呲哪 L，一凸L ViraIDNA衄n伽 时 hl|In孤 iIn舳  f r哪 rIBty0e】v n Jv埘 ，l∞ 2l 

66 5067-- 5074 

17 K ．S．札 inter．∞rlf r翳 椭 l̂DE ，$~ Oan， 幽 ．J啪 e，l2— 161988：11O 

18 o aw s’O础 S ^ delet~nmutationinl t pd 啡 西 nl~loneym leukemi~ r M曲 p嘣 ∞l pro 

啦咖  缸 5a8 afId pd p0I州 dm．J V d ，l船 5}53；899—0胛 

】9 F· A·】， D，一 i a 西 咖  雠 oftile iIrI】nun 由  

^lDS R Hun  Rdr咖 E日四．1988}4 l 3--398 

20 【 F， 血̂ '血 G ，( 诅n∞ E， A州  蚰 ¨ re蝌 nm日口 t鹕e 0置}uv．1 4rId o【h甘 r时r。v -∞ Ar恤 AIDS 

E ．1990l 4；l一 8 

21 l 喀C，0IangNT，0mnsTw．1 蛔 nor-afId c r且a _皿 m -d h瑚∞niIrIIrI岫 血i曲 type】盼 耐 fll~lln 

_m intH咖出 dcdmealrr~llan OelI。．J V'u-ol，1991l 65l2751— 2756 

22 Oall咖 D，V删 嶙 H B n  眦  柚ar bi( of ∞ hcpat B 诎 l璐 A呻 uRev Bc。d脚 ，l0盯 l 56I651— 693 

23 ∞nw S，h 衄 TM，HullR．R删  肛吣  r~ ion．̂ dv V 岫 R ，】987l32{35—06 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


212 中 国 病 毒 学 第 9卷 
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HIV-1 Carrying Pre-viral DNA by PCR 

Dov．$ Guanm u Guido Antonelli2 

l( 删  龇 扣r如 岫 西批船 稍d ， 油  100050) 

。(h鳓出 盯 “啊 ． 曲  勘 ，丑0I加，皿电) 

Infecci邮 mature human immunodeficlency vh'L1S type 1(HIV-1)carting pre—virus DNA w船 eVi 

denced by polymera．~ chai．q rea~ioB(PCR)．w hen tb．e s蛆lp】e晕were trea~ci with |c buffer，the re- 

suit of P should be positiceI howeverwhen PBS was added instead of |c bufief，theDNA wag 

not detected ． 11Le DNA was sem itive to DNase treatment after I 0f viral particle．s． Howev~ ，the 

DNA was not sensitive to DNase  tl'eatment for th e intact viral particles． e DNA w船 not detected af 

ter the CD·receptor of the c8m ceils were covered by ant[一cD‘receptor monoclonal antibody (Leu 

3a)．and the virus could not absorb to the eells．Furthermore，the number 0f DNA w丛 correlatlye 

with virus tlter．This evidence supported the HIv=一1 vh'~s carrying pre—vn1 DNA． 

Key words HⅣ 一1．Pre-viru~DNA ，pCR 
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