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提 要 通过比较溶液 的离子浓度对病毒形态结构的影响，发现 GCHV 在低盐溶液低温(一20 

℃)保存条件下．外壳蛋白会自动降解，但不十分完全。采用舍 1％NP40(Nonidet p40)的稀盐溶液 

处理感染病毒的细胞，经冻融及差异离心．电镜下观察到纯度较高的病毒双层衷壳、核心衷壳及散 

在的子粒。纯化的病毒亚单位用核酸酶消化后．与等量的福氏佐剂混合，免疫家兔制备抗体。该 

抗血清经中和试验测定，显示了较强的中和病毒的能力。纯化的病毒亚单位在 7％聚丙烯酰胺凝 

胶电泳条件下．未见病毒电泳条带。同时采用地高辛标记的 GCHV cDNA克隆探针，与病毒 RNA 

及亚单位样品进行斑点杂交，检测病毒 RNA灵敏度达到 l0 pg，病毒亚单位样品均为阴性结果。 

该亚单位制剂具有纯度高 体积小的特点．将是一种安全性能好、使用方法简便、又便于保存和运 

输的亚单位疫苗 
．1 ， 

关键词 鎏堂 些中和试验’分子杂交毛扦 f，坜 疆 、 l 一 ／ 
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草鱼出血病病毒(GaⅣ)是引起草鱼死亡的主要病原⋯。十多年来．我们对该病毒的形 

态结构、生物学特性及某些分子生物学性质等进行了研究 ]，为揭示该病毒的致病机理及 

发展抗病毒制剂创造了条件。“七五”期间．国内对草鱼出血病防治技术的研究进展很大，随着 

组织浆及细胞灭活疫苗的相继应用 · ．出血病在一定程度上得到了控制。然而 由于疫苗的 

稳定性及可能存在的残余感染性等因素．出血病在不同地区仍时有发生。由此看来．研制一种 

安全 高效的疫苗是防止出血病及发展鱼用病毒疫苗的必然趋势。国外对鱼用病毒疫苗的研 

究起步较早，特别是近期关于水生动物病毒基因工程疫苗的研究报道【9- 】，拓宽了鱼用疫苗 

的研究领域。一般说来，鱼用疫苗的纯度和安全性指标不及人用疫苗．但要使疫苗达到有效地 

防治出血病的目的，杜绝出血病的再度流行，就必须使疫苗生产走向正规及商业化的轨道。为 

寻找防治出血病的优选途径．“八五 期间．我们结合鱼用疫苗及本国国情，试图在细胞疫苗基 

础上通过理化方法制备病毒抗原亚单位．为鱼用亚单位疫苗研制探索新路．下面报告 GCHV 

抗原亚单位研制的结果。 

材料和方法 

l 细胞培养和病毒增殖 实验所用的细胞为鱼肾CIK细胞系．病毒毒株选用 GCHV~ ，方法按文献⋯进行 

2 病毒纯化殛亚单位分离 病毒纯化方法参照文献⋯，其病毒亚单位分离方法如下：待感染病毒的细胞出 

现 80％CP'E时．倒掉病毒维持渡，用10retool／! PBS清洗三次．收集病变细胞 加入少量的I％NP40(溶于1O 

：~x；mol／LPBS)．置一∞ ℃冰箱．经三攻冻融后．样品置离心机 10000 g低速离心 30rain．除去细胞碎片．然后， 

· 啦稿H期：l996—05—17 修回日期 1996—09一q12 
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130000 g超速离心 2 h．沉淀溶于 10mmol／I PBS中，加入 200mg／mL RNase，27℃消化 4 h．然后对双蒸水 4 

℃透析 48 h．除去残余 Ni~40。 

3 病毒样品的电镜观察 纯化的病毒样品经 2％PTA(pH6 9)负染．F一700FA型透射电镜下观察结果。 

4 蛋白含量的紫外分光光度测定 纯化的病毒及亚单位分别在 uv一300型分光光度上测定 0 叫及 0 。 

光密度．并根据 280 nnl及 260 nm下的吸收差求出蛋白的浓度。 

5 兔抗 GCHV殛其亚单位血清的镧备 纯化的GCHV及其亚单位约100 g(样品蛋白含量约0 5 g， L)与 

等体积的福氏佐剂混合．淋巴结途径免疫家兔．两周后加强免疫一次．第二次加强后的第三天采血，收集抗血 

清．采用 ELISA法测定抗体效价。 

6 病毒接酸的聚丙烯酰胺凝胺电泳 病毒核酸的提取方法及聚丙烯酰胺凝胶电泳条件见文献 。电泳后， 

凝胶用EB染色、ZDJ一多功能紫外透射电镜观察结果。 

7 地高辛探针标记 采用DIG—dUTP(德国宝灵曼公司生产)对 2 g GCHV cDNA克隆片段(另文报道)进 

行标记．方法按试剂盒操作指南进行。标记的探针经无水乙醇沉淀．真空干燥后，溶于 50 I TE缓冲渡中．一 

20℃保存备用。 

8 斑点杂交 将煮沸变性的cDNA阳性对照 、GCHVRNA及亚单位样品点于 NC膜上 80℃，烤干 l h．杂交 

在 42℃条件 下进行。杂交赦 舍 50％甲酰胺、5×SSC、0．1％N—LauroyL~arcosine．Na—salt，0．02％SDS、1％ 

Blocking reagent。首先进行 4 h预杂交．以障去非特异性物质．然后加入 10 L经热变性的探针，42℃杂交过 

夜。杂交完毕．用 0 1×SSC、0 1％SDS室温洗膜 2冼．42℃洗膜 2冼。滤膜用 1％Blocking solution封闭30分 

钟后．再加入 DIG抗体一碱性磷酸酶复合物孵育 30分钟。洗涤后．加入底物 NBT及 X—phosphate显色过 

夜，出现兰紫色斑点者判为阳性。 

结 果 

1 病毒亚单位的分离 

1．1 溶液的离子浓度对完整病毒结构的影响 

将纯化的病毒溶于不同离子浓度的SSC中(10×SSC-0．01×SSC)．一2O℃保存．不同时 

间取样．电镜下观察其变化。结果发现，GCHV在高盐及生理盐状态下保存，形态结构比较完 

整(图 la)．而在低盐溶液中保存．病毒空壳数量会随判着时间的延长及冻融次数逐渐增加(图 

lb)，这一结果可能是因为低浓度的盐溶液会使外壳蛋白子粒松散，而冻融则可以通过物理作 

用破坏病毒内部结构，从而影响病毒衣壳结构的严紧度。 

1．2 NP40对病毒亚单位分离效果的电镜观察 

采用 NP40对感染病毒的细胞进行处理，经三次冻融和一次差异离心．电镜观察的结果如 

图 lc，d所示。从图 lc，d中我们可以看到成片的结构松散的病毒双层衣壳、核心衣壳(c)及散 

在的子粒(d)．未见到完整病毒颗粒。同时采用 1％Triton—X—100在相同条件下处理病毒样 

品．视野中偶见完整的病毒粒子(未图示)，说明同样浓度的 NP40较 Triton—X一100处理效 

果要好。 

2 GCHV亚单位中和效价的测定 

将纯化的病毒亚单位免疫家兔．抗体经 ELISA和细胞中和试验测定结果如下表所示。从 

表中可以看出，采用同样的抗原量免疫家兔测得病毒亚单位与完整病毒的抗体效价基本相同． 

而 GCHV亚单位抗体的中和效价略低于完整病毒的中和效价。这是因为完整病毒降解为亚 

单位后．其抗原性减弱的缘故。根据鱼用疫苗浸泡免疫的有关报道[ ，完整病毒降解为亚单 

位后，其免疫保护效果可能会比完整病毒更好．这是因为完整病毒降懈为亚单位后更易渗透鱼 
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体，此外加入有效的佐剂也有利于提高其免疫保护效果。总之，更为有效的方法有待于我们通 

过鱼体试验及深入的研究才能作出结论。 

丧 完整病毒与亚单位抗体的 ELISA效价置中和效价的比较 

Tab．Czm~parastm of antisera ELISA a d neutxali~tion tJtr~ 

for b0thGCI-W  andits~bunits 

3 病毒亚单位制剂的核酸检测 

3．1 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

经核酸酶消化的病毒亚单位及， 经核酸酶消化的亚单位制备同时用酚、氯仿进行抽提，相 

同条件下．经 PAGE凝胶电泳．EB染色后在紫外灯下观察的结果见图2。从图中可以看出．未 

经核酸酶消化的样品，电泳染色后呈现明显的 11条带，而 RNase处理后，核酸带消失。 

3 2 地高辛标记探针的核酸检测 

未经消化的 GCHV亚单位与1LNase处理的样品经聚丙烯酰胺凝胶电泳确定初步结果后． 

再将此样品与 Dig标记 GCHV cDNA探针杂交．同时设置 cDNA克隆为阳性对照．其分子杂 

交结果见图 3。图中A． 为 1O倍稀释的 GCHV RNA样品，Bl一3为 RNase消化的病毒亚单 

位， 为未经酶消化的亚单位样品， 为阴性对照，C】5为 cDNA克隆阳性对照。图3结果可 

以看出，标记的 DIG—cDNA探针能检测到 10 Pg的 GCHV RNA．而同样浓度的亚单位经 

RNase消化检测结果刚为阴性。 

讨 论 

呼肠孤病毒不同属种．外壳蛋白内部结构强度差异很大。有的在保存时会自行脱落 ． 

有的则需用物理和化学方法加以处理ll 。根据草鱼出血病病毒在稀盐溶液低温保存条件下 

极易脱落这一特性．实验中我们采用上述方法，制备得到了较高纯度的病毒亚单位制荆 近年 

来，关于轮状病毒亚单位疫苗的研究．已证明由第九基因片段编码的 VP7蛋白是决定血清型 

特异性和产生中和抗体的主要外壳蛋白，亦有人证实 VP3位于外壳蛋白上，可表现出高水平 

的中和活性ll 。本实验室王炜等曾对 GCHV单个多肽进行了免疫原性的研究 】，并筛选出 

vp6为免疫原性强的多肽片段。这就说明单个多肽作为抗原能刺激肌体中和抗体的产生。至 

于中和效价不高．是由于保存时间过长或因其单一的多肽不具备足够的免疫原性，原因有待进 
一 步探讨。我们研制的GCHV亚单位疫苗含有完整病毒的多肽成份，并采用分子杂交技术对 

其核酸进行了严格的检测，检测灵敏度可达到 10 。该疫苗经鱼体浸泡免疫实验，已证实对 

草鱼出血病具有较高的免疫保护效果(浙江淡水水产所承担，另文报道)．如在生产环节中进一 

步提高疫苗效价．降低成本，或采用更为有效的佐剂及免疫途径，将具有应用前景，同时亦将为 

国内鱼用疫苗的深入研究及商品化生产探索一条新的途径。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 l2卷 

图 1 覃量出血镉镉毒厦其亚单位的 电镑观察 

A 完整病毒(x 243000) 

B 完整病毒及空壳混合物 f×l350g0) 

C+经 NP40TH处理后结构 抡散的病毒 檀心 
衣壳及外层表壳 (×l4o0o0) 图2 聚丙烯酰胺凝腔电泳分析 

n NP40处理后的散在子粒(×94500) A-未经 RN se消化的亚单位样品棱酸抽提物 

F l EIec￡f 皿 cr。grap}-s af G【IHv and， 、u 兀】Is 
B 经 RN se消化的亚 单位样品棱 酸抽握物 

A lntacl (×2430~0) F 2 E】㈣ Phor ⋯ l 0IGcHV—RNA by PA( 

B．T e mixtu~ imact a|ld op∞ mp∞ eⅡts 
A “d g led prepa ‘ F( HV ub “ t 

(×l35o00】 B d g ed p 呻 t “ GcHV b “ t 

C loosentop and⋯ ~ ponent*treated byI％ NP40 

(x 140000) 

D ca 0rr1 朗red bv 1％ Np40(×94500) 
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图 3 斑点杂空检蔫结果 

AI 5为lOng一1Pg的 GCHV—RNA 

B1—3为消化后的亚单位样品 

B4未经 RNase消化的亚单位样品 

西 为胡性对照(pBR328) 

CI 5为 GcHv—eDNA阳性 克隆 

F 3 De~ectinn of GCHV—RNA D1G—labelled GCHV—eDNA dot hybridisati~l 

AI 5 a RNA =~mnple5f 10ng—Ipg 

BI 3 the bunib digested b RNa~e 

B4|s pce~it[v~coetrol(GCHV RNA) 

B5 is negative contral(pBR328) 

C1—5 缸e GCHV—cNDA positive clone Dfoduc 
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Preparation of Grass Carp Hemorrhage Virus Antigen Subunit 

Fang Qin Jiang Hong Ke Libm 

(Wuhan l~ itute Virdogy．Academia Sinica，Wahan 430071) 

By studying the fine structure of GCHV (Grass Hemorrhage Virus)，ItⅧ found that 

the capsid oI purified C-CHV can be degraded spontaneously into its morp hological units by pro— 

bging in a buffer of low ionic streng th．but not very completely The virus preparation was ob— 

tainedfrom GCHV irdected cell，then treated wi th 1％ NP40 reagent low —salt sokaion and 

fieezed thaw ng．finally purified by differential centrifng ation
． Using  negative staining  method， 

OUt，~X3,13ff capsid and capsomeres of the virus were showed by electron micrograph．Afterwards． 

the preparation digested by RNase was equally mixed with Freund s adjuvant and immunized rab— 

bits．The antibody W；LS tested  by ELISA and neutralization test．which demostrated the prepara— 

tion can elicit good levels of antibody．The RNA — free preparation Ⅵ detected bv PAGE and 

DIG —labelled GCHV —cDNA hybridization
． The sensitivity of the test is approximately to lOpg． 

the samples of subunit all showed negative．The preparation has a high purity
． small volume and 

be tt盯 safety．Besides。it is easy to use．also convenient in transportation an d conservation
． It will 

be a ideal vaccine against grass carp hemorrhage disease
．  

Key words GCHV．Antigen subunits,Neutrilization  test．Dot hybridization 
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