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摘 要 利用高效持续带毒增殖的细胞株传代增殖获取甲型肝炎病毒(HAV)。采 不 续蔗糖／ 

甘油密度梯度超速离心分离高度纯化的 HAV颗粒。温和病 毒裂解 渡裂解病毒后，运 用高效液相 

色谱 分 离出三 种蛋 白，SDS-PAGE和 W~tern—blot证 实所分离 蛋 白为 HAV 三种 主要结 构 蛋 白 

VP1、VP2和 V ．蛋白含量较高。 

关键词 ! 堑 ，笪塑 堕-坌苎，! ·兰里 

甲型肝炎病毒的发病率在各型病毒性肝炎 中仍居首位，然而 HAV感染的始发机理一直 

都是亟待解决但尚未弄清楚的课题，至今没有阐明感染始发有关衣壳蛋白种类及各种衣壳蛋 

白在感染始发中的相互作用。因此有效分离出高度纯化和保持蛋白天然空间结构的 HAV三 

种主要结构蛋白 VPI、VP2和 VPj，对研究解决 HAV感染始发机理具有重要意义。 国外有学 

者报道分离出几种 HAV结构蛋白，但因实验中使用蛋白变性剂，所获蛋白为变性结构蛋 

白ll,Zl；国内尚未见到有关 HAV结构蛋白分离纯化的报道。本研究采用超速离心和高效液相 

色谱技术，首次成功分离出具有蛋白本身天然结构的 HAV的兰种主要结构蛋白．旨在为解决 

HAV感染始发机制研究提供丰富材料和有力手段。 

1 材料和方法 

1 1 细胞和病毒 HAV HM．15'5株适应于恒河猴胚肾传代细附 FRhK4井形成持续感染，参考 Simmonds等 

方法 j传代．每周传代一次．可维持生长两周。 ． ‘ 

1 2 材料和仪器 超速离心机为日立 SCP85H型．高效液相色谱仪为岛津 LC-6A型．电泳仪为 BI~-Rad 

3000Xi型。抗 HAV VP1、V 单克隆抗体由上海市传染病医院免疫室提供，甲肝患者饿复期血清由武汉市传 

染病医院提供。 

1．3 间接免疫荧光检测细胞中HAV抗原 按 Provost等 方法加以改进．HAV感染细胞用胰醣消化后制成 

抗原片，加入 HAV患者恢复期血清 ．湿盘中置 37℃恒温祜 45 n矗n，洗涤畋千．加入羊抗 人 l 荧光抗体 ．37 

℃孵育 45mm．潍诛吹干后在荧光显微镜下观察．{剜细附阳性率．确定 HAv在 FRhK4细胞增殖高峰时间。 

1．4 连续蔗糖／甘油密度梯度超建离心制备高纯度 HAV HAV持续感染传代细咆培养两周后弃击培养 

液，用胰酶／EDTA消化细胞，低速离心收集细胞沉淀，共收集 400方瓶(28∞ ／瓶)细胞沉 淀物 ．加 入终 浓度 

1％NP40裂解细胞膜．离心击除细胞桩和细胞残渣．加入终浓度为 2％的 SDS．以进一步裂解剩余少量细胞 残 
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泉物 。l2mL水平离心管用带细长针管注射器由管底依次缓慢加入 l 8mL 100 g／L的蔗糖 (含 1％sos)、1 8 

mL 200 g／1 的蔗糖、1 8mI 300 L的蔗糖 、0．5mL体积分数为 鲫 ％的甘油．然后在离心管上部加入 5 3mL 

粗制 HAV悬液，离心管放入水平离心转头 (Hitashi SW40)．37 000 r／mia(170 000 g)．18℃离心 6 h，最 后用 

带细长针头注射器从管底收集 1 mL液体．即 _为高纯度病毒悬液 ．其它部分也分部收集 1 mL供检 测 - 。 

1．5 高效液相色谱(HPLC)分离 HAV结构蛋 白 村 速离心所得 HAV加入终浓度为 4 mol／L盐酸弧(GuH— 

E1)和 lmtool／L二硫苏糖醇(DTT)．50℃恒温水浴 l0rain以裂解 HAV颗粒。HPLC色谱杜为 Shim．packDI— 

OL-150．流动相为 0．01mollL pH6．6 PBS，流速为 0 6mL／min．紫外硷测器波长为 280 nm，温度为 25℃．每次 

进样量为 50 ．出峰后从半峰高起收集各蛋白峰 ， 。 

1．6 SDS-PAGE测定蛋白质分子量 分离胶浓度为 l2 5％．浓缩胶 度 3％，样品加入处理液 煮沸 3rain后 

加样电诛，同时加入标准分子量作对照，稳流电泳．开始 电流为 15 raA．样 品浓缩成线进入分离胶后加大到 30 

mA，总共电泳约 5 h．剥胶后考马斯亮蓝染色。电泳后根据标准蛋白分子量和其相对迁移率在半对效坐标纸 

上作分子量标准 曲线．然后根据待测蛋白的相对迁移率从标准 曲线上查知其分子量。 

1．7 Western．blot 样品经 SDS-PAGE后，将凝胶上蛋 白条带电泳转 印到硝酸纤维膜 上，丽春红染色后将蛋 

白条带切下，条带用 1％ BSA 4℃ 封cjj过 瘦．TBS洗涤．置反应槽 内．加 1 5mLTI~-Tweea20稀释 的一抗 

HAV患者恢复期血清或 鼠抗 HAV McAh．37℃温箱振荡孵育 2 h．TBS洗涤后加入酶标二抗羊抗人 lgG-HRP 

或羊抗鼠 lgG-HRP1 5mL．37℃振荡孵育 2 h。洗涤后加入 l 5mL底物液，振荡 15rain．待 充分显色后．自来 

水冲洗终止反应 。 

1 8 蛋白质薄层扫描 将 SDS-PAGE后剥下的凝胶进行薄层扫描，紫外检测．波长为 280 nn11根据峰面积计 

算蛋白质含量(标准蛋白作为对照)及 HPLC分离蛋白回收率。 

2 结果 

2．1 IFA检测 HAV在细胞内增殖 不同培养时间细胞所做抗原片．IFA在荧光显微镜下见 

到感染 HAV FRhK4细胞胞浆内有大量黄绿色砂粒状荧光颗粒．培养一周后细胞荧光阳性率 

达69．4％，培养两周后阳性率几乎达 100％。 

2．2 IEM观察超速离心所得 HAV 透射电镜下，超速离心收集的离心管底 1 mL悬液观察到 

大量聚集在一起的典型的 HAV颗粒，大小约 27nm，无包膜，可见到实心颗粒 和空心颗粒，以 

实心颗粒为主(见图 1)。其它分部收集物仅见少量 HAV颗粒或无。 

2．3 I~PLC分离 HAV结构蛋白及重复性 分离到三个大致呈正态分布的较窄的蛋白峰，保 

留时间分别为 10．72min、13．73 min、16 58min(见图 2)，将收集到三个峰样品分别重新进样， 

各自得到一个峰，保留时间与原最初样品保留时间相对应。样品多次进样出峰和保留时间也 

无改变。 

2 4 分子量测定 HAV结构蛋白分子量分别为 33、29、27 kD；HPLC所得三个峰样品分子 

量：保留时间 10．72mln的为 33 kD；保留时间 13．73rain的为 29Id3；保留时间 16．58rain的为 

27 kD(见图 3)。 

2．5 Western．blot鉴定各结构蛋白 

2．5．1 用 HAV患者恢复期血清和羊抗人IgG—HRP分别作一抗和=抗．超速离心HAV样品 

出现三条反应带，而HPLC收集到的三个峰样品与抗血清反应也分别显出一条带(见图 4)。 

证明 HPLC收集到的三个峰样品都为 HAV结构蛋白。 
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负染免疫 电镜 照片。示超速离 心后样 品 HAv被 抗 HAV 

McAb凝集成的病毒聚集体 。 

病毒直径约 27／llrl1．分实心和空心颗粒两种 (6000~X)。 

HAV with typical rr,arptx,]ogy reoovered from u]trace~trifu r 

gatlon were observed immune deetron microscopy(IME) 

(60．00OX) 

图 2 高技液相色谱分离 HAV结构蛋 白三十洗脱 

峰 保 留时间分别为 10．72 mm、13．73 min、 

16．58min 

Fig．2 The stwoctura]proteins of HAV ~parat 

ed by hj ]iquld chormatcgraphy(HPI )． 

three口eBks of protein with eiution time being 

10．72mln．13 73mln and 16 58min 

respectiv由 cdlected． 

2 用抗 HAV VP1 McAb bF4和羊抗鼠 IgG—HRP分别作一抗和二抗，超速离心HAV样 

现分子量为33 kD一条带，而 HPLC收集到的三个峰样品仅见保留时间为 1O．72 min(33 

昔出现阳性条带，其它二峰值样品为阴性反应，未见条带(见图5)，证明保留时间为 1O．72 

的蛋白是 HAV结构蛋白 v P1。 

3 用抗 HAVVP McAb 3D9和 羊抗鼠 IgG-HRP分别作一抗和二抗，超速离心 HAV颗 

现分子量为27 kD一条带，HPLC收集的样品仅见保留时间为 16．58rain的峰(27 kD)处 

现一条带，其它二峰未见条带 (见图 6)，证 明保 留时间为 16．58 rain的蛋白(27 kD)为 

，结构蛋白 V 。 

4 HPLC收集的保留时间为 13．73 rain(29 kD)样品能与 HAV患者恢复期血清发生免 

应，而不能与抗 HAV VP3、vPI单克隆抗体发生免疫反应，证明它为 HAV另一种结构蛋 

P2，其分子量与文献报道分子量 相吻合。 

蛋白质含量的测定 超速离 tL"共收集到6 mL高度纯化的 HAV，经薄层扫描与标准蛋白 
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图 3 SDS．PAGE照片。1．标准分子量；2 H v̂；3 HPLC分离物{16 58min)；4 HPLC分离物{13 73rain)； 

5．ftPLC分离物{10．72mia)。 

Fig．3 SDS-PAGE demonstrated the molecular weight of three structural proteins of HAV Lane 1．molecdnr weight 

marke ：L抓e 2，virions HAV{Lane 3 to 5．products of HPLC with different eluti~ time． 

图 4 Western blot．用 HAV患者恢复期血清和羊抗 ^ I G．HRP反应系统。1 HAV；2．27 kD蛋 白(16．58mkn 

峰 )；3 29 kD蛋白(13 73mln蜂){4．33 kD蛋白(10．72min峰) 

F 4 Westen~-blot analysis of sera of pntient infected by HAV with vornplete vlrions(Lane 1)and HPLC purified 

StrHctugal proteins of HAV (L劬 e 2 to 4) 

比较计算，每 100止 含HAV蛋白11．45#g；HPLC每进样 100止 超速离心样品．可收获 VP1 

3．68／xg、VP21．14／xg和 VP3 3．56／xg。HPLC的回收率为 73．2％。400~ (280 cmZ)~胞共 

可收获高度纯化 HAV蛋白 687／xg、VP1 220 8／xg、VP2 68／tg和 VP3 213．6 tLg。 

3 讨论 

本研究充分利用 HAV本身在细胞培养上的一些生长特性，即生长缓慢、病毒 复制产量 

低、不产生细胞病变、不形成缺陷干扰颗粒、易形成持续感染l3 JJ。将 HAV标准原型毒株 

HM175适应至恒河猴胚肾传代细胞株 FRhK4，病毒能瞳细胞传代而稳定增殖，形成持续感 

染，省去了病毒接种。每周仅传代一次 ，细胞可维持生长 2周，节省了大量人力物力．细胞生长 

二周时 IFA检测阳性率达 100％，这样就较容易得到大量病毒材料。 

裂解感染 HAV细胞释放病毒时，采用了非离子表面去垢剂 1％ NP40。NP40短时间作 

用能使细胞膜破坏而使胞浆中病毒释放，核膜不会破裂，低速离 tL-就能去除细胞核。因为病毒 
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2 

5 

图 5 Western blot。用抗 HAVv PL单抗 b 和羊抗 鼠 IgG．HRP反应 系统。1 HAV；2．27 kD蛋 白(16 58mln 

峰)；3 29 kD蛋白(13．73m en峰)；4 33 kD蛋白(10．72min峰 )。 

Fig 5 W~tera blot analysis Df McAb against HAV VP1 with complete vlrions(Lane 1)and HPLC puril'ied structural 

proteins of HAV(Lane 2 to 4) 

图 6 Western—blot。用抗 HAVVP3单抗 3 和羊抗鼠 IgG HRP反应系统。1．HAv；2 27 kD蛋 白(16 58m en 

峰){3 29 kD蛋 白(13 73min峰)。4 33 kD蛋 白(10．72min峰)。 

Fig 6 W ~tera blot analysis Df M eAb against HAV VP3 with complete virlorts(Lane 1 and I-IPLC purified structural 

proteins of HAV(Lane 2 to 4) 

是在胞浆中增殖，去除胞核既不使病毒产量损失．又去除了核物质可能形成的污染。密度梯度 

离心前 ．所收集病毒上清中加入高浓度阴离子表面去垢剂 2％SDS．其作用是使上清液 中残余 

细胞碎片进一步充分裂解．使其沉降系数降低．超速离心时留在较上层蔗糖梯度介质中。 

HAV结构非常致密，对高浓度 SDS有抵抗力，故不受到破坏，超速离心时，因其沉降系数最 

高．会沉降至离心管底部甘油层．这样就通过一步超速离心就收获到高纯度的 HAV颗粒 

本研究采用了不连续蔗糖／甘油密度梯度，十分经济简便。少量甘油(0 5 mL)铺垫于离 

心管底部．一步离心后，病毒颗粒直接进入甘油介质处，收 集底部 l mL液体就可收获绝大多 

数病毒颗粒。另外．采用了水平离心转头，缩短 了离心时间 。 

病毒蛋白分离纯化经常采用的方法是亲和层析和 SDS—PAGE电泳洗脱法。亲和层析需 

应用多种病毒高效价 McAb分别偶联色谱柱，一种 McAb只能分离一种蛋白，偶联活化色谱柱 

费时费力有毒且柱效不高。SDS-PAGE电泳洗脱法在蛋 白质凝胶电泳时．因 SDS和 ME的 

使用会改变蛋白质的天然空间构象．影响其生物学活性和蛋白质结构本身，尚需逐一从凝胶上 
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切下各蛋自带后电泳洗脱，电泳洗脱产物损失较大．回收率更低。本研究采用高效液相色谱成 

功分离出 HAV三种结构蛋自．一次进样就能将三种主要结构蛋白一一分 出．重复性好 ．回收 

率高，且保持 了蛋白质的天然椅象。色谱柱是 DIOL一150柱，其分离原理是分子排阻．柱效高， 

由于不同分子量蛋白质在色谱柱中保留时间不同，大分子量蛋白质保留时间短 ．小分子量蛋自 

质保 留时间长，这样就能将不同分子量的蛋自质分离开来。另外采用了较低 pH值的磷酸盐 

缓冲液作流动相，以便 HAV三种疏水性蛋 自质充分溶解．不相互聚集，且蛋 白质不会变性 。 

蛋自质分子量较大．扩散系数较小，流量对分辨率有较大影响，一般流量是 1 mL／min或更低， 

本研究采用 0．6 mL／min，分离效果较好。 

SDS-PAGE与 Western-blot证实了 HPLC所分离三种蛋白质的分子量及血清学反应 的特 

异性，11 200 cm2细胞共收获 HAV总蛋自 687 ftg．比国外同样条件 下产 量高 6倍 以上_6 J． 

HPLC的回收率为 73．2％，共收获 HAV结构蛋白 VP vP2和 VP3分别是 220．8 68 、 

213．6“g(1l 200 cm2细胞)。本实验分离出的高度纯化的 HAV颗粒及三种主要结构蛋白，为 

研究HAV结构蛋白理化和免疫特性、探讨 HAV感染始发机制、研制 HAV灭活疫苗和亚单位 

疫苗、实验诊断等提供了丰富材料和有力手段。 

致谢 本实验得到中科院武汉病毒所唐建客老师及湖北医社弋学实验中心崔冶建老师大力支 
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Separation，Purification and Identification of 

Structural Proteins of Hepatitis A Virus 

Lu Yinping Lin Yulin2 Yao Xuejun2 Qin Qizhenz Li Hui2 Zhang W eiying 

(Department Virology，Union Hospital Tongfi Medical Uniz~rsity， 430022) 

(Virtu Rts~rch Institu~。Hubel Medical University．w“n 430071) 

Abstract A cell line persistently infected by Hepatitis A virus(HAV)was ultilized to produce 

high yield viral particles of HAV．HAV particles were recovered in a single u1tr丑centrifugation 

step through discontinuous sucrose厂glyeerol density gradients．Three kinds of major structural 

protein of HAV were separated and purified by high performance liquid chormatography．SDS- 

PAGE demonstrated the molecular weight of three structnral proteins of HAV being 33，29 aM  

27 kD．The special immune reactions were sbwn in W estern-blot test，suggesting the proteins 

with 33，29 and 27 kD are VPI，VP2 and VP3 of the virus，respectively．The tota1 contents of the 

proteins．VP1，vP2 and VP3 were respectively 687，220．8，68 an d 213．6 pg from 1l 200 cm 

cells infected with HAV．The h II1y purified particles and sturctural proteins of HAV may be 

used in research for the development of vaccine．clinical diagnosis and  pathogenesis of HAV 

Key words Hepatitis A virus，Structural proteins，Separation．Purifica tmn，Identification 
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