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摘 要 用 5 端接氰基标记法，用生物索对 B群轮状病毒(GBRV)IDIR株具有群特异性的 3片段 

基因上 23 bp寡棱苷酸序列进行标记，经高效薄层层折板(HPTLC)纯化，制备丁 B群轮状病毒生 

物索寡核苷酸探针，探针显邑灵敏度达 10段，与 GBRV、KB-63{朱基因杂交可检铡到 100 Pg靶序 

列，而与A群和C群轮状病毒及无戋基因均不产生杂交信号，该探针可用于B群轮状病毒的检测、 

鉴定．以及同群不同毒株问基因相关性研究。 
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轮状病毒属是呼肠孤病毒科中基因型呈多样性变化的一种，目前根据核酸电泳带型分为 

A、B、C、D、E五个群，能够进行分型鉴定的有 A、B、c三个群。这三个群在血清学和核酸电泳 

带型上差异较大，但同群之间有共同的群特异性抗原，核酸电泳带型的排列也较相似。近几年 

的研究还发现各群轮状病毒均存在基因重组和基因重排现象 ’ ，这给轮状病毒的分类鉴定 

带来了一定的困难。仅仅根据核酸带型的排列很难对发生基因重排或重组的病毒株进行分 

群，因此，用不同片段的基因探针进行分子杂交，是对轮状病毒进行分类鉴定和基因变异分析 

的一种有效手段。我们根据文献报道，选择 GBRV IDIR抹三片段基因上 23 bp序列(5 AT— 

CATGG GAACT 3 ) 1进行生物素标记，用该探针对我们分离的轮状病毒进 

行检测，结果该探针只与 B群轮状病毒发生杂交．而与 A群、C群轮状病毒不发生杂交。该探 

针可用于B群轮状病毒的检测，并可对我们近几年发现的 B群轮状病毒的基因重排现象进行 

深入研究。 

材料与方法 

1 试剂与材料 

B群轮状病 KB-63株，c群轮状病毒 Pc一86株．A群轮状病毒 P2株由我室从羔羊和仔猪腹泻粪便中分 

离鉴定。5 一N H2寡核苷酸由军事医学科学院二所 ABI 391A DNA合成仪合成 ；N一羟基丁二酰胺 长链生物索 

(NHS-LC—biotin)、生物索检铡系统均为 BR1 公司产品；HPTI．C板为 Merck公司产品；DMSO为 Baker公司产 

品；其余试剂均 为国产。文中图片经 Phamarcia公司凝睦成象仪成象。 

2 方法与步骤 

2．1 5'-氡基寡核苷酸 的合成 将接氯基试剂 AminolinkⅡ置 DNA合成仪 X碱基瓶位置．在 DNA合成仪上 
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用 B_氰乙基亚磷酸脂法，合成 5 ．氡基寡核苷酸。 

2 2 5 一生物素寡核苷酸探针标记 参考文献[4]进行。s 一氨基寡核苷酸 lO0 g溶于 200 I 灭菌双燕水中， 

加入 0．i mol／1 pH 9 6 Na2CO3 20 I ，混匀后加入 50 I NHS-I C—biotin(1 g／ l 溶于 DMs0中)，总体积 270 

I 。室温暗处反应 6 h，进行紫外扫描检测 

2 3 5 生物素寡核苷酸探针纯化 取一 10×2O cm HPTLC纯化板，在距下端 1 5 cm处用铅笔轻打一细线， 

用毛细管将反应液均匀 点在线上。点完后冷风咬干，置展开剂中展开。展开剂 为55％异丙醇，10％浓氨水， 

35％双蒸水，展开 6 h后，放紫外灯下观察，用刀刮取主带，故人 1．5ml 小指管中，加入 300 L灭菌双蒸水，室 

温放置 15～2O m-n，不时摇动，12 090 g离心 3rain，取 清，沉淀重复上述过程两次，最后台并上清，测上清中 

生物素寡核苷酸含量，分装小管 ．冷冻抽干。 

2 4 5 一生物素寡核苷酸鉴定 将生物索寡核苷酸点于硝基纤维膜上，80℃烤 2 h，封c玎洗膜后，加亲和素一碱 

性磷酸酶(AV-aP)和底物进行显色 

2 5 GBRV K1~63株核酸提取及 3片段基因分离 核酸提取参照文献[5]方法进行，纯化核酸经 7 5％聚丙 

烯酰胺凝胶电泳(PAGE)和 EB染色后，切下含 3片段基因凝腔，置透析袋进行电洗脱。待凝胶中校酸垒部进 

入洗脱液后，反向电泳 1 min，收集洗脱液，加入等体积仲丁醇进行浓缩，再加入两倍体积乙醇沉淀，沉淀经真 

空干燥后，用 TE(IOrnmol／I Tris，lmmd／I EDTA)溶解，测定含量。 

2 6 s 生物索寡核苷酸探针对 B群轮状病毒的杂交检测 将 GBRV KB一63株、A群轮状病毒(GARV)P2 

株、C群轮状病毒 Pc 86株基因组 RNA和酵啡RNA煮沸变性后点于 NC膜上 80℃烤 2 h，预杂文、杂交按文 

献[6]进行，用 BRI AV—AP显色系统进行显色。 

结 果 

1 5 生物素寡核苷酸探针标记 

5 ．氨基寡核苷酸与 NHS．LC．Biotin在 pH9 6，0 1 mol／L NaHCO3缓冲液中室温反应 4～ 

6 h即得 5 ．生物素化寡核苷酸探针。将4 h与6 h反应液点于HPTLC检测板，展开剂展开，紫 

外扫描可观察到，展开 6 h几乎 100％氯基寡核苷酸生物素化(图 1)。HPTLC上生物素化寡 

核苷酸的 Rf值较 5 ．氯基寡接苷酸增加，通过 HPTLC可将生物素化的寡核苷酸分离。生物 

素化核苷酸斑点显色，证明了生物素标记可靠。 

2 探针敏感性试验 

将分离的GBRV KB．63株3片段基因定量稀释点于NC膜上，与探针杂交，结果该探针能 

检测到 100 Pg KB一63基因靶序列(图 2)。 

3 5 生物紊寡核苷酸探针杂交检测 GBRV基因组 RNA 

将 1 g KBRV KB 63、GARV P2、C群轮状病毒(Pc一86)基因组 RNA．及酵母 RNA煮 

沸变性后点于 NC膜上．与 IDIR(NMP)23生物素探针杂交。结果探针只能与 KB一63基因杂 

交，而与 GARV P2、Pc 86和酵母RNA均不产生杂交信号(图 3)。 

讨 论 

目前．生物素寡核苷酸末端标记方法研究进展很快，每种方法各有其特点。3 末端转移酶 

标记生物素，标记效率高．但不适于大量制备。Kempe(1985) 报道用化学方法将生物素通过 

氨基乙醇连在寡核苷酸的 5 一端氨烷基磷酰胺上，侧链不需保护．但反应物需进行多步纯化．且 
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反应进行得不完全。本研究采用合成 5 氯基寡棱苷酸标记生物素的方法
， 简便、快速、反应效 

率高，对寡核苷酸探针的立用及今后寡核苷酸探针基因诊断试剂盒的推广有重要的实际意义 

我们采用高效薄层层析板纯化寡核苷酸探针 回收率可达 90％以上
． 比电泳及 HPLC纯 

化回收率高，且操作简便、快速。今后可用于各种寡转苷酸的纯化和检测
= 

轮状病毒是婴儿、幼畜病毒性腹泻的主要病源之一『 ：目前 已报道的有 5个群
， 其中 A 

群研究得较清楚。分为 9个血清型，其余几群较为复杂。病毒基因组包括 11个双链 RNA片 

段，棱酸电泳带型呈多态性．同群带型排列相似，群与群之间带型排列差异较大
。 近年 来对转 

状病毒基因分子生物学研究发现，各群轮状病毒均普遍存在基因重组和重排现象
。 本室在研 

究动物轮状病毒时也发现了这一现象。应甩核酸探针分-T-~．交技术，从分子水平对其基因组 

多态性 及基因重组、基因重排等变异现象进行研究，不仅对研究病毒的遗传变异规律有着重 ． 

要的理论意义，而且对深八研究轮状病毒生物学特征和流行病学规律以及病原诊断种生物学 

防治，包括基因工程痉苗的生产都有着十分重要的现实意义。作者利用寡核苷酸探针片段小
、 

特异眭强的特点，建立生物索寡核苷酸探针分子杂交技术，为轮状病毒分子生物学的研究提供 

了一个新的方法 
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Abstract According to segment 3 sequence of group B rotavirua(GBRV)IDIR strain the 23 bp 

oligonucleotide was synthesized and labelled with biotin The probe was purified by HPTLC Its 

senslttvtty is up to 10 Pg by a eolorimetrie reaction The probe can detect at least 10()Pg target 

seu0ence of GBRV and does not hybridize to Group A and Group C rotavirus The results showed 

that the probe has high specificity and sensitivity It can be used to detect and identify GBRV，and 

also tO research the genetic relativity of GBRV gene mutation and rearrangement． 
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