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鸭乙型肝炎病毒复制复合体(DHBV R )的 

提纯及其对外源模板的利用。 
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煳调肆 基堕堂·DNA聚德 ·勘蝴 · 馘 
l 鸭乙型肝炎病毒复制复合律(DHBV Rcs)的提纯 

根据文献[ ]方法将 I~rmv阳性鸭肝制成匀浆，经 3O 蔗糖垫 

，2／ 

层离 心(RP50-T， 

1430008，4"C，3hr。Bio-Gel 柱层折 ，10一d0 蔗糖 密度梯度离心 (RP50-T)， 

50000g，4℃，3．5hr)，提取 DHBv RCs。 

1．1 肝匀浆经 Bio--Gel̂ 柱层析后 ，收集样品，每管 8ml，共 36管．测管内样品内源 

性 DNA聚合酶活性脚，蛋白吸光度 AⅢ和 DHBVDNA[3 】。结果表明， 

1．1·1 在 DHBV阳性鸭肝脏样品中有内源性 DNA聚合酶活性 ．阴性鸭肝样品无此 

酶活性(见图 】)，且 DigoxingenJn标记探针斑点杂交检测 DHBV DNA结果(见图2)和 

内源性DNA聚合酶活性高峰一致，说明此内源性DNA聚合酶活性是DHBV特异的． 

1．1．2 内源性 DNA聚合酶活性高峰位于第4管，蛋白浓度高峰位于第 3—8管。收 

取第 4 样品。可击昧大量杂蛋白． 
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图1 B 。西  ̂拄层析提纯鸭乙塑肝炎病毒复制复台体 (DHBV RCS) 

瞰 lt't'm~tcetiof, DHBVR by ctxromatograt：ltyon 8i~-Gel Am 
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图2 斑点杂交法检髑 B~o-Oe．／A 5lI-拄层折后的 ⅨlBvRCs样品 

F 2 D眦-bld Bf 出 d DI-IBV牲ptia巨ti ∞m4∞  B【 0d曲 硼嘲 r曩phy AI一‘‘vi 一‘；B卜。l vj ·一1． 

1．2 蔗糖密度梯度离心后，自离心管顶端开始取 l2管，每管 3ml，内源性 DNA聚合 

酶活性和蛋白吸光度A 测定结果(见图3)表明：内源性 DNA聚合酶活性高峰位于 

第 9／10管 ，相当于 A 第 2个高峰的后 部。收集高峰管样品 ，超离心(RP65一T， 

63600g，15hr)，可使DI-IBV RCs得到进一步的纯化。 

图3 蔗糖拂度分析l~'o-Gd 层析后的DHBV DNA阳性样品 

F 3 slIcr∞ gradient a吲  0f cdDHBV DN^ p。妯 ef~acfioa8lrdI1 ak>~-d A5一曲r呻 憾‘。Brap 

2 DHBV R 的纯度鉴定 

2．1 测定过柱前、过柱后和蔗糖密度梯度离心后样品的内源性 DNA聚合酶活性。各 

阶段样品的比活性分别为 6．28，13．80和 521．99cpm g。Bio—GelA5m柱层析和蔗糖密 

度梯度离心分别使酶比活性提高了2．20倍和 37．38倍，两步纯化步骤使终产物的比 

活性提高了 83．12倍(见表 1)。 

衰 J ’H~r／-rp掺人法检测 Dl-11~~RCs的纯度 

Tab．I Purity瞳 DHBV RCs 删  p。n妯  ’H柙  

A，D]-IBV耳c ‘mchrmn 0 a血 酣 

B‘DHBV RCs purtfi~J from Bio-Od ASm( m“。Bra曲y 
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物无内源酶和利用外源模板的活性 ，且20umol／L PFA可使DHBV RCs利用外源模板的活性降 

低 80 以上．说明该活性是病毒逆转录酶特异的．排除了细胞酶污染的可能． 

3．2 理亿因索的影响 在酶反应之前，先对 DHBV RCs芷}行如下处理 ，以增加核心题粒对外 

源模扳的通透性． 

3．2．1 5％ TritonX-100室温分别处理 1O．2O和 3O分钟。 

3．2．．2 0．06tool／LTris／glycine pH2．5处理 10分钟． 

3．2．3 lmot／L NaC!室温处理 1O秒钟．去污荆(5 TritonX-100)，高盐浓度(1mo!／LNaCI)和 

低 pH(0．06 tool／L Tris／glycine pH2．5)处理不能增加 DHBV RCs对外源模板的利用．说明在本 

实验的反应系统内，外源模扳能够通过核心颗粒的外膜，通透性不是其低利用率的原因．相 

反，由于反虚条件的_改变 ，酶制品在处理过程中的影响，利用外源模板的活性有不同程度的降 

低 ． 

参 考 文 献 

l Ra~iwal0， H．s凼妇 H，d止 duct． Bvirtu DNA p岫y_t棚 b associatedwah妇 viral 

mru~ttlee and unatle to"№ toⅡ excgmous tem~ ．V'm)iogy．1988IlS3(1){l23一I32 

2 瓤巨坶．璩诗疆． 乙型肝燕病毒复捌复台体中由蔼}性DHA聚台爵穗定方法的建立盈其应用，病毒学报，1f~6,6 c3) 

2lO一 2l5 

3 球博蕾，车牡．性暂箕。等．阿精靠皆单磷酸对鸭己童肝炎曲冶疗效果．实验和瞒床病毒学~ ,,198913(1)t12--18 

4 蒜捌■，赢簋人．蒋毫秩．尊．斑点杂交实验直接检铡^请中乙壅肝毙府毒DNA．中华传染病学杂志一1983；l(2),63--65 

5 Offemp='$erW-B，w-H E一0如删辫 甘S· t M  p4I越，B DiNA pa|” ，捆e丑nd埘  砰 妇 瑚 pt艄{ j 日 

lq邮眦  ：o0mpk~ 衄‘II。dfrom liver andth -山叫豇 Ⅺ in vltx~．Vid y，1988I t64(1)t|8—5| 

Isolation，Purification and DNA Polymerase Activity 

Analysis of DI-IBV Repficatlve Complexes 

ShaeXin~wu Tao Peizhen Guo Jutao ChenHon~ an 

(A舭 of Md／c／m／醣 5，好， 嘲! of ＆ 删 ，& 畸 100050) 

Duck hepatitis B virus re plicativc complexe~(DHBV RCs)wcl~e isol~ted from DI-~V—infected 

duck li~er by chromato~aphy thxou曲 Bio--Oel A 5m followed crose gradient centrifugation．The 

feIathe endogenous DNA polymcra．se activity of the purified RCs was 100 times higher than that of the 

unchromatosraphed one，confirmed by detecting their DHBcAg with Dot-EIA me~od． 

The utilization of exogenous ternplate in l~evcrse tr~tsc'riptese~eaCtlolx was determined by incorpo 

ration of’H d'IWP into poly( )(dT)l：一l1．nle results m~eated that DHBV RCa could use the exoge- 

nous telnp】ate，the activity was about妒％ of that of the endogenous DNA polymerase．Pretreatment 

ofDHBVRCs wjm nonionic detergent(5 TritonX一100)，high concentration salt(1 mol／LNaCI) 

and low pH (D．06mol／L Trm／~ycmc pH2．5)did not enhance the utilization of CXOgCftOUS template 

activity． 
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