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兔出血症病毒信使RNA的分离纯化及其生物活性的鉴定 
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提要 用癌相免疫沉淀法从感染兔出血症病毒(Rabbit H~morrhagic Di ∞Virus，RHDV)8小时后 

的兔肝组织的多聚核糖体中，分离出 RHDV特异性的多聚核糖体 ，并由此获得全核酸 ，经 Oligo 

(盯)一cellulose亲和层析 ，得到 3 4A 的R} V poly(A) RNA占全棱酸的 3．5 。此 Poly(A) RNA 

经甲醛变性琼脂糖电泳，得到 6条单一的带 ，其大小分别为 0．95、1．22 1．82、2．40、3．63和 5．Olkb 

在兔阿织红细胞体外翻译体系中，此 PolF(A)+RNA能促进 一亮氨酸的掺人 ，其掺人量为对照组的 

5．3倍 翻译产物经 SDS-PAGE和免疫转印可得到 6条带 ，分子量分别为 64．56、船．88、53．70、 

51．蚰 、28． d和 23．98kD 

关键词 些些 塞量：堕堕 皇，兰 ! 世 ，免疫沉淀，体外翻译 

兔 出血症病毒(Rabbit Haemorrha&ic Dksease Virus，RHDV)是 l984年我国首先分离到的一 

种兔的新病毒。在过去的几年 中，国内外学者对其形态 、形态发生、理化特性 、生物学特性 、病 

理发生等方面进行了深入细致的研究[r 然而 ，在该病毒的初期研究中，由于病毒纯化方面的 

困难和方法的不一致 ，对病毒核酸和蛋白质的研究存在争论。1988年后 ，对 RHDV核酸 ，国内 

遂于确定为单链 DNA口 ；但欧洲的报道认为是单链 RNA，归属嵌杯状病毒科 。 

本研究采用液相免疫沉淀技术 ，旨在分离纯化兔出血症病毒特异性 的信使 RNA．并对 其 

生物活性进行鉴定 ，为进一步台成 cDNA，构建 RHDV cDNA文库 ，并从文库中筛选出编码相应 

的病毒结构蛋白基因提供首要条件 ；为 RHDV基因工程疫苗的研究奠定基础。 

材料与方法 

1 病毒和易感兔 RHDV一南京株由l车实验室保存，易感兔由北京农业大学兽医学院微生物室扬投春先生提 

供 

2 试剂 兔阿织红细胞体外翻译试剂盒为BoehringcrMannheirl公司产品。超纯蔗糖(无棱酸酶)为BRL公司产 

品 ，ougo(crr)一Cellulc~ 为 Sigma产品。 

3． 器皿和溶液的处理 在分离多聚核糖体和纯化 mRNA时 ，为了防止和减步核酸酶的污染，全部玻璃器皿 

都需经 1 sDs溶液处理，20o℃烘烤 2—3小时 ，所有塑料制品和缓冲液在使用前必须高压灭菌 

4 抗体的翩备 按文献 进行 ，用提纯的 RHDV经冻融裂解后 ，加佐剂免疫新西兰兔 ，免疫琼脂扩教效价选 

本文于 Ig94年 3月 21日收到 ，11月7日修回 
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64时，取血分离抗血清。 

5 抗体的纯化 按文献 进行。抗血清经饱和硫酸铵沉淀 ，Seplmdex-G25豌盐 ，四A-Se曲m 4B亲和层析 ， 

除去棱酸酶。山羊抗兔 I r也按文献 纯化，除去核酸酶。 

感染 Fd4DV的兔肝组织多聚核糖体的制备 按 J．P．K地崛和 LE．Roscn~ 的方法嘲进行。 

7 免疫沉淀 PJ4DV特异性的多聚核糖体 

7．1 分析试验 按 scbechce 的方法进行。实验结果如表 I所示 

7．2 制备试验 感染RHDV兔肝组织总多聚核糖体(约20nⅡ)，加入 1OfI】g兔抗 RHDV抗体，4℃{ 温 30分钟 

后，加入 120mg羊抗兔 G抗体 ，4"C保温 6O一90分钟。通过 lmol／L的蔗糖垫，2℃离心 12，O00r／min(Sarvall 

SS34转子)、沉淀用 10ml多聚核糖悼缓冲液悬浮，37"C保温 30分钟后 ，经酚、酚 氯仿 异成1~(25：24：1) 

表 l RYIDV 

TaSte l AnalyVeal i 啪 “q p扎丑non d p0 嗍 by the d I e antit,ody Teeanique 

反应组分0) 

Rca~ an( “rD∞ 印 Is0 

多聚棱糖体0 200 200 200 200 0 0 0 0 200 200 

Polysomes~ 

补加溶液 110 106 102 98 310 306 302 298 390 】14 

Solutlon C sup 

纯化 RI-IDV抗体0 4 8 】2 l6 4 8 l2 16 10 0 

Pu CoRH 

纯化抗兔 1 G抗体曾 286 286 286 286 286 286 286 286 0 286 

Pu Ab,toRabbit l 

结果 

R~ ull3 

A06o 1．74 2 63 3．06 3．87 0．96 l 7】 1 98 】．|7 2 28 

A2日o 1．|3 2 l4 3 02 2．86 0．83 1．00 1 47 1．50 0 82 2．27 

* ∞ O．85 1 67 0 25 】．89 

*^3w 0．60 】．14 1．35 1．36 

沉淀多聚棱糖体的百分比@ 

Poly~Pr。d Fr锄1( 1@ 

*Az6o ．25 8．35 J】 3 0．45 

*Az日D |．0l 7．60 10．3 0．06 

【D加入反应的镦升数。 

②兔肝总多聚棱糖体量(J∞  ̂0单位／枷)。 

@溶液 C(0．25／vi蔗塘 ．0．2mg／ml肝素 ．1 恤 环已酰亚胺和 0．1 NP-40)。 

@ ]0mg／~ 的纯化免抗 抗体。 

@5．6mB／盯d的纯化羊抗兔 l8G。 

@扶兔肝总多聚核糖体悬液 中沉淀 R}IDV多聚棱糖体的百分比 

( )NIImbc 代 缃 t m 。f rc睇【ant add L 

~ uspenaice。f total硝 y mfrom rab~tliv,cr．100A~ ／ 

(~ dutionC sup~ ntcdwith 0 2 L哪 ．0．2 ltlI p 面，J嶂／ltlI cyclobc)~ e and 0．1，‘NP一40． 

( )10m~nd of purmed rabbit anlt R／-[DV衄tn)0m 

l of purm cd 鲫 I emli-rablbit 

脚 ∞n d pilaIa|硝 y∞me*^210蛐 d *A2̈ VatL~ with ∞唧 0r 【lg abeacban~ 。ft ori曲诅 poly~ome鲫日p 

sien．muZt~paed by 】00． 
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提取 RNA用2．5倍体积预冷无水乙醇一70℃沉淀I小时 。12，OOOr／mb~,离心·沉淀用 70 乙醇洗后，干燥．溶于 

TE( 玎．5)中。 

8 RI-IDV Poty(A) RNA的纯化 参照 M~atis等 的方法进行 

9 RHDV Poly(A)+RNA的划 、鉴定 采用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，按 I曲ra出蜘等人的方法进行。 

10 RHDV Poly(A)+RNA生物活性的鉴定 RHDV Poty(A)+RNA在兔网织红细胞俸外翻译体系中的话性测 

定．参照试剂盒说明书进行。 。 

11 RI-IDVPob'(A) RNA翻译产物的鉴定 SDS-PAGE和 Westernl}l0I 

结 果 

l 兔出血症病毒及其抗体的纯化 

取感染 RHDV48小时或死于 RHDV的病兔肝组织 ．经匀粱、反复冻融 、氯仿处理 、PEG沉 

淀和蔗糖密度梯度离心后 ，得到的病毒 悬液再经 Sepharoso-4B柱层析 ，可得到纯 度较 高的 

RHDV(图 1)；此病毒悬液经琼脂糖电泳鉴定可得到一条清晰的病毒带。甩纯化的 RHDV免疫 

新西兰兔获得兔抗 RHDV血清 ．经 SPA—Sephmrose：4B亲和层析得到纯化的 RHDV抗体 ，再经 

双向免疫琼脂的扩散鉴定 ，可得到清晰的沉淀线 ，效价为 64。 

图 l 纯化兔出-症病毒颗粒电镜 母 

№ I m  mictf~opy 0f v ink~sm 吣 staining h 1％ uranyl acetate 

2 多聚核糖体免疫沉淀分析试验 

特异性多聚核糖体 间接免疫沉淀取决于第一抗体对转译的新生肽链的识别 ，以及第二抗 

体与第一抗体充分结合物的浓度。通过免疫沉淀分析试验 ，测定沉淀 RⅢ)v特异的多聚核糖 

体的最佳条件。图 2是用不同浓度的兔抗 R}Ⅱw 抗体所沉淀的 砒mlv特异的多聚孩糖体百分 

比柱状图 实验表明，在加入 1．5m$羊抗兔 I8 的条件下，当兔抗 RHDV抗体量达 120t~g时，沉 

淀的多聚核糖体百分比最大(约 1l )。 

3 RHDV Poly(A) RNA的分离和纯化 

用不连续蔗糖密度梯度超离心方法 ，从 60g感染 RHDV 8小时后的兔肝 组织 中，获得约 

1800A~o单位的多聚核糖体 。按分析实验的条件 ，用双抗体免疫沉淀法 ，从 18．00A 的肝组织多 
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聚核糖体中得到 191A 的 RHDV特异的多聚核糖体 ，得率为 10．6 。此多聚核糖体经抽提 ， 

获得 97A∞0的全核酸 ，A ／A 一2．0，此核酸经 olig。(dT)一cellulose亲和 层析 ，获得 3·4A。B0 

RHDV Polg(A)+RNA，如图 3所示 ，占全核酸的 3-5 。 

一  

善 

善； 
兰 

蠢 
暑 

0 

Ant1．aHDV ^n【l y 

抗 RHDV抗 体 

图2 不同浓度的兔抗 RHDV抗体沉淀 RHDV特异的多聚核糖体百丹比桂状图 

Fig 2 Pt蝴 毗i凸丌b吐s。fRl-~V polyaom~ 肚 af岫c蝴 of an~ad~~oneemmtiom Constant㈣ u柏b of RI~IDV 科 y蚪 n蠕 

(20A2日0 utti~ per tubc)wer~rea tdi with jn∞ ．枷 ㈣ un d rabbit an~-RHDV aIIⅡ岫 and血蛐  也 goat antibody (1 6 

rag) 

l RHDV PoIy(A)+RNA的大小测定 

用 甲醛变性琼脂糖 电泳鉴定了免疫沉淀法提取的 RHDV Poly(A) RNA，结果如图 4所 

示 制备物在甲醛变性凝胶电泳中呈 6条单一的带 ，其片段大小分别 为 0．95，]．22，1_82， 

2．40，3．63，5．0lkD 。 

5 RHDV Poly(A) RNA生物活性鉴定 

本实验采用兔罔织红细胞体外翻译体系测定 RHDV PolylA) RNA和 RHDV特异的多聚 

核糖体 RNA的生物活性 ，RHDV Poly(A) RNA和 RHDV特异的多聚核糖体 RNA在这个体系 

均可促进。H一亮氮酸的掺八。由表 2可见，加入 5峙 RHDV特异的多聚核糖体 RNA，其掺入量为 

对 照组的 4．7倍 ，而 lpgRHDV Poly(A) RNA的掺入量为对照组的 6．3倍 ，据此计算 RI-LDV 

Poly(A)+RNA的翻译活性为RHDV特异的多聚核糖体RNA的 6．7倍。 

B RHDV Poly(A) RNA体外翻译产物的鉴定 

RHDV Poly(A)+RNA和 RHDV特异的多聚核糖体 RNA在兔罔织红细胞翻译体系中的翻 

译产物经 I1 SDS PAGE分析 ，结果显示在 25kD至 65kD之间有蛋 白带 翻译产物进一步进 

行免疫转印鉴定 ，结果表明 RHDV Poly(A) RNA指导的蛋白合成 ，经免疫印迹可得到 6条 多 

肽带 ，分子量分别为 6 ．56，58．88，53．70，51． 0，28．84，23．98kD，而 RHDV特异的多聚核糖体 

RNA仅在 65kD处显示出 l条带(图 5) 
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8 1 2 21 28 32 

Fr~acg[on nun 

图3 RHDV多聚核糖体 RNA o~o(dlO—c~llul,~c亲和屠析 

图 

^峰 I缓冲液 ^洗脱物 I B峰 ：缓冲液 B洗脱物 。 

飚 3 (Hi (dT)∞u c ( 帆 【0甄 phy R}IDV Pd 

m RNA． 

P A !mate~al eLute~ with h A 

Peak B：materi~ etuted with hld B． 

gd 1 2 3 4 

齄瞻
T．40~

三 

2■04 

23-●●一 

Kb 

^ ■ C 

Kb 

5 O1 
3 63 

240 

1 0 2 

' 22 

O．95 

图 4 R}IDV PMy(A)+RNA的 甲醛变性琼脂糖 电泳图 

谱 

A：DNA标记物 I‘B和 c：RHDV pO~'(A)+RNA。 

F 4 l~ ro1)b．oresis斌 the RHDV Poly(A) RNAs 1 Ⅱ 

g 。o Bd oontairfing fdT呻  d1 

A．RNA molecularⅥ̂eig marker I IB．RHDV PoIy(A) RNAs． 

C RHDV PMy(A) RNAs． 

冀 d 

B● 

29 

- 2420 

图 5 RH PoIy(A) RNA和 RHDV特异的多聚核糖体 RNA体外商译产物的SDS-PAGE和免疫转印分析 

】和 3：RHDV Poly(A) RNAI2和 4：RHDV特异性多聚拔糖体 RNA的痢译产物 -5和 6：SI~-pAGE-7：分子量参照物。 

飚 5 Analys~s of4 岫  妇 prcdt~tsmdngRHDV mRNA 肌 dtotalRHDV s畔 出c po[ysomaIRNA aR咖  Rc~iculo 

cyte L s e Translation 5 咖  

L丑力e t，3·5；t唧 口 断 】produet~斌 RHDV mRN _̂I2ttlc 2．4．6：岫mn products of total RM．~DV 印 自d 删  an1Bl RNA
．  

L 1e 

7：marker，the m瑚 are indAcated in ldlcdaltons． 

一 
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表 2 外潭RHDV RNA指导的翻译系统 H_亮氦酸的掺人■ 

Tatx~ 2 m inct~poratienintrad iation sys~．ra directed by exoS~as rtIRNA 

讨 论 

兔出血症病毒的感染性极强 ，在体内、体外复制很快。大量病理形态发生和抗原发生动态 

等资料表明，在RHDV感染 d一8小时内，即可在兔肝组织中检测到病毒抗原嘲，并且在细胞中 

可见大量核糖体颗粒堆积[州。感染 8一 l2小时后的兔肝组织细胞 中可发现病毒粒子 ，大小为 

32--34nmu 。RHDV短时间的形态发生特征必然有赖于病毒基因组的有效转录和大量表达。 

本实验的结果表明在 RHDV感染 8小时内，从兔肝组织中分离到 RHDV特异的 mRNA占全核 

酸的 3．5 。这样高丰度的mRNA在编码肝组织的各种结构或功能性的蛋白质中也很少，表明 

RMDV基因组在活体内转录和翻译的速度极快。RHDV人工感染易感兔时 ，最急性者 2d小时 

即可导致死亡 ，病死兔肝的血凝价可达 10X 。，推断本病毒在活体内繁殖速度很快 ，而本实验 

为这一现象提供丁直接证据。 

用抗 RHDV抗体分离到的 RHDV特异的 mRNAs是病毒基因组全部编码的信息。这些 mR 

NAs分子大小的测定对估测病毒基因组转录状况甚为重要。在变性条件下 ，显示较为均一的 

RHDVmRNA单带(图 4)，其大小在 5．01kb之问。这一结果提示 RHDV基因组编码结构和非 

结构蛋白，但伺者编码结构蛋白 ，伺者编码非结构蛋白有待进一步分析。 

在兔网织红细胞体外翻译系统中，兔 出血症病毒 mRNAs的特殊 比活为对照的 6．3倍 ，而 

且高出免疫沉淀的多聚核糖体 KNA 6．7倍 (表 2)，这表明 RHDV mRlqA是完整的 ，具有生物 

学活性 ，其翻译产物经 SDS—PAGE和免疫转印分析进一步证明免疫沉淀获得的病毒 mRNA包 

含RHDV蛋白编码信息。由于病毒纯化方法不同，报道的RHDV多肽数目也各不相同。F．Parra 

等[1z](1990)对氯化铯梯度纯化的病毒进行了SDS—PAGE和免疫印遗分析 ，在 SDS—PAGE中发 

现分子量为 60kD的一条主带 ，以及 85、56、40、30kD和小于 20kD的共 5条次要多肽 ，且只有 

60kD和小于 20kD者能为康复血清识别。同年 ，Rcxtak等口 对氯化铯梯度纯化的病毒的多肽分 

析结果表明，6l 52和 38kD 3条带很清楚地为 SDS—PAGE和 Western blot检 出，61kD为最主要 

多肽。张全顺等[1](1991)用单克隆抗体对 RHDV的结构多肽进行了分析 ，纯化病 毒经 sDs 

PAGE和 Western blot显示 6条带 ，分子量分另 为 60、58 55、53、5l和 26kD。但 V．F．Ohttnger 

等口](1990)报道 RHDV只有一条主要多肽(6okD)。与上述报道的RHDV多肽分析结果相比 ， 
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本实验病毒 mRNA翻译产物的免疫 印迹 图谱和张全顺 以及 Rodak等报道的结果基本一致。因 

此 ，有理由推测 RHDV多肽至步由 4种组成 ，其中 64--60kD的主要多肽为 目前所确认。在体 

外翻译系统 中，大分子 mRNA成熟前翻译终止是个重要问题 ，这样翻译产物分子量与病毒多 

肽的分子量会有差异 ，但体外翻译系统可以防止病毒 mRNA的初级翻译产物(前体多肽)免受 

细胞内蛋白水解酶作用 。因此，可以排除 RHDV结构多肽由单一病毒 mRNA编码的可能性 。本 

实验中，RHDV特异的多聚核糖体 RNA翻译产物只检测到 64kD一条多肽。这可能是在体外翻 

译系统中多聚核糖体 RNA比mRNA翻译效率低的缘故 ，尚有待进一步探讨 。 
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Rabbit Haemorrhagic Disease Virus：Isolation of 

Messenger RNA and Identification of Its Activity 

Gong Xiaoming Du Nianxing 

( of 埘 岫 唧 and hrawmoto9~．Ⅳ珊加 Ag'icul&rd 邶匈 ，m 210095) 

Cao Jie Chin QingxI an Song De u 

( 蝴 出 Denetop 胁  妇 ， 础 腼哦Ⅱ，＆咖 l00080) 

Poly(A) RNAs e／ll~chod with rabbit huaemorrhagic disease virus(RHDV)proteins were Is0la ed 

from RHDV—infected rabbit liver tissue by~ ysomc immunopreeipltafion and purified by oligo(dT) 

cellulose chromatography．The purifiod p。dy(A)+RNA was identified through denatural agar0∞ eI∞ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 
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trophorcsis·Six single narrow bands，5．0】，3．62，2．40，1
． 82，1．22 and 0．95 kb respectively．were v 

sualized．The m translation producLs of viral m RNA~ have been demonstrated by sDs
— PAGE an d 

imm unobletting an alysis，proteins with molecular weight of 64，59
，54，5l，29，24 and 20kD were 

showll RHDV—specific． 

Key words Rabbit haer『m hagic disease virus，Messenger RNA，Polysome immunoprecipitation
．m 俯  

To translation ‘ 
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