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赠。正常 Raji细胞用含 10％新生小牛血清．2mmol／L各 氨酰胺，10mmol／L HEPES(Sigrna)．50mmol／L 2． 

ME(Bio-Rad)．100 u／mL青 、链霉素的 RPMI．1640(Gibco)培养基．于 37℃ 5％(202条件下培养 。当培养的正 

常 Raji细胞刚进入对效生长期时，加入 SRV-I病毒悬渣(病毒感染复效为 0．02) 感染 细胞，继续培养。 

1 2 细胞的分级抽提 基本按 Zhai等的方法 】。SRV．1感染后不同时期的 Raji细胞与未接毒 的对数生长 

期细胞，均按下列步骤 在 4℃进行 处理 ：细胞经 PBS离 心洗涤后．先经含 0．5％ Triton X．100的 CSK液 (10 

mmol／LPIPES．pH6．8．100mmollLKC[，300mmo[／I 蔗糖，3mmol／LMgCl2．1retool／LEGTA，1．2mmol／L 

PMSF)处理 3rain，再经 RSB-Magik液(42．5mmol／LTris-HC[pH8 3，8．5mmol／LNaCI，2 6mmol／LMgc}2． 

1 2mmol／L PMSF，1％ Tween 40．0．5％脱氧胆酸钠 )处理 5min，再经含 300 u／mLDNase1(RNaseffee．宝 

灵曼公司)的消化液(CSK液 中减去 50 mmol／L KCI增加 50 mmot／L NaCI)室温(23℃)处理 30 m_n_最后加入 

0 5 mol／I (NH．)2SO,使其终浓度达0．25 mol／L．处理 5 min．即制得中间纤维．核纤层．棱骨架结构体系。 

1．3 常规电镜制样和 DGD包埋．去包埋剂电镜制样 未经抽提 的细胞和以上经抽提 的材料都取样，进 行 以 

下两种电镜制样：(1)常规环氧树脂 Epon 812包埋．切片．双染；(2)材料经2 5％戊二醛和 1％0804先后固定、 

系列乙醇脱水后转入正 丁醇 ．用 DGD幔透和 包埋，超薄切 片厚 度为 80．120 llm．然后 用正 丁醇溶去 切 片的 

DGD包埋剂，只剩下裸露 的材料于铜 网上 ．经无水 乙醇过渡到醋酸异戊醇，Cq 临 界点干操 。于 H．300电镜 

下观察。 

2 结果 

1 常规电镜下的观察结果 

Rail细胞被感染后第三天即开始形成合胞体。不论是感染的单细胞还是形成的合胞体， 

其细胞质内出现越来越多的空泡，但此时胞质还很致密。后来在细胞质 内出现 了致密的病毒 

核壳体，且后 者常常在核附近的某区域成团出现 ，但细胞核内始终未见有病 毒核壳体 (图 la)。 

随着时间的推移这些核壳体在细胞表面的质膜处形成出芽而释放。但我们观察到更多的核壳 

体是在胞质内上述空泡处，包裹上一层空泡的膜 ．向空泡内腔出芽而成为完整的病毒颗粒。观 

察了许多细胞后可感觉到这种空泡不断向细胞表面移近．空泡膜与质膜融合，病毒颗粒被释放 

出胞外(图 1b)。 

2 DGD包埋．去包埋剂电镜制样观察的结果 

材料不经抽提直接固定制样．可观察到感染后形成的合胞体初期较为致密 (图 2a)，渐渐 

细胞质内出现病毒核壳体，有的还伴随有致密的圆球形粗颗粒(直径约 0．35～0．55 m)出现， 

后者可能是细胞对病毒感染反应的产物。如上所述，核壳体有的在细胞表面出芽；而更多的是 

在细胞质的空泡上向空泡内腔出芽，然后移至胞质边缘释放(图 2b)。随着细胞质内病毒的不 

断产生和释放．细胞或合胞体越来越空疏．最后核十分空洞，只在外周剩下一些残破的核膜，胞 

质内也是只剩少数残破结构和一些病毒颗粒。 

材料经分级抽提．即依次经 CSK液、RSB-Magik液和 DNase 1作用液处理后，细胞内的大 

量可溶性蛋白、膜系统、细胞器、微管微丝和染色质等结构成分均被抽去。经此处理的未感染 

的 Raji细胞，在许多结构成分被除去后；可清晰地观察到细胞内只剩下一个 由中间纤维(IF)、 

核纤层(L)和核内骨架纤维(NM)组成的结构体系(图 3a)。感染后的材料经同样的分级抽提 

宿 ．也获得了这样一个结构体系，但胞质中的中间纤维似有些凌乱，不如前者排列有序，且结合 

有病毒核壳体，这些病毒核壳体有的还是成团出现的，而核内骨架纤维上和核纤层上未见到这 

种颗粒 (图3b)。但 经过DNase1处理 的材料 ，其 病毒 颗粒往往 不 易观 察，因此 我 们在经 
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囝 I SRV 1感染后的 R i细胞常规电镜照片 

N．细胞接；cy胞质区 a：胞质内出现许多空泡结构(B)．校附近的胞质内出现成团的病毒校壳体颗粒(箭头所示 Vn)，此 

处可能是嫡毒校壳悻的“装配中心”。b：病毒棱壳体在胞质内的空泡(B)上向空泡内腔出芽成成熟病毒颗粒(箭头所示 

V)(可看到圆柱形 桂r0)．有的在胞质边缘释放出胞外 

F 1 (',anventiorta]EM microg~phs。f SRV I infected Raji cells 

N Nucleus；Cy Cytopla~ ；B Bubble a：There a代 many bubhl~ (B)in cytoplasm A crowd ofⅧ 【nucleocap~ds【Vn】 

appear in cytopLasm n叫 nud㈨ b：Viriotm bud at the bubbles which gradually to the edge Io release the rinses 

图 2 SRV-I感染后的 Raji细胞形成台胞体的 DGD包埋-击包埋剂 电镜照片 

a：整个台胞体较致密．含有多个核fN N 、N，)，胞质内产生有许多粗的致密圆颗粒fP)，边缘有许多正在向外出芽释放或 

已释放的病毒粒子(v)。b：病毒接壳体在胞质出的空泡 卜向空泡内睦出芽成成熟病毒颗粒．有的在胞质边释放出胞外 。 

Fig 2 DGD embedment free EM micrographs of in c1自 Raji celts 

a one p⋯t f a ⋯itia]P (0nn ar]yinjection stage：．hawsthree nuclel(N⋯N 、N])I andlarge nse particles(P)inthe 

c 【0由 sm There 8㈣ lot o vi rion (V)buddit+at 1h c menthr~／e b．Virions bud at the bubbles in cytoplu．sm whichⅡloVe 

10 the edge to rel~ e the⋯  
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RSB—Magik液处理后也取材观察。此时核内虽由于染色质未除去显得致密些，可咆质 内也主 

要剩下中间纤维结构，可清楚地观察到病毒颗粒和以上述粗的致密圆颗粒都是紧密结合在中 

间纤维上的。前面常规电镜下所看到的核附近成团出现的病毒核壳体，此时可观察到它们是 

成团结合在核附近的中间纤维上，其中有的较大且致密，而有的偏小疏松，它们可能是处于不 

同装配阶段的病毒核壳体，此区域则极可能就是病毒核壳体的装配中心(图 3c)。 

图 3 未感染和感染的 R l细胞 DGD包埋．去包埋剂电镜照片 

a和 b细胞均依旋经 CSK液、RSg-Magik液和 DNase处理。a：未感染细 胞。显示出一个 由胞质 中的中间纤维(IF)、棱纤 

层(L)和棱内骨架纤维(NM)组成的结构体系。b：感染细胞。也可看到图 a中的结构体系．但在中间纤维上结 台有致密 

的病毒核壳体颗粒(Vn)，有的成团出现，且大小不一，可能是处于不同装配阶段的病毒棱壳体，此区可能是病毒的“装配 

中心”。c：感染的细胞，依次经 CSK谴、RSg-Magik液处理。可请晰看到成团的、大小不一的病毒核壳悻(vn)出现大核附 

近的中间纤维(IF)i，此区可能是病毒棱壳体的一十”装配中心” 另外还有粗的致密圆颗粒(P)结台在中间纤维上。 

Fig 3 DGD embedment—free EM microgmphs of uninfected and infedted P,~ji cells 

a：A uninf~ted Raji cell，extracted by CSK、RSB-Magik aad D se，shows the intermediate filaments(IF)l~ ina(L)．nuclear 

matrix(NM )system． b：A syncitial cell formed aher SRV-I In{ectlon，extracted as a，sh㈣ viral nucl~ apsids assocj e 

firmly with the IFs c：A sy~citial cell extracted by CSK and RSB-Magik．shows llI(] clearly the as．coeiation of viral nucl~ p 

sids with IF The pa~ides of di~erent s es and dens~ies(pointed bv⋯ s)M y be viral nucl~ apsids 8t different assembling 

periods．The㈣ whero these particles gather may be an“m~ mhling Eenter”and here SRV-1 assembly depends 0n the IFs as 

suppo~ 

3 讨论 

国内外对 SRV在宿主细胞中的形态发生研究甚少，只是推测它作为逆转录病毒应与 HIV 

等其它逆转录病毒的生活史类似 1。我们在常规电镜下和未经抽提的材料的 DGD包埋一去包 

埋剂制样电镜下，都可看到病毒颗粒是出现在细胞质内的，且往往是成团出现在细胞核附近的 

胞质内，核内未见病毒颗粒，这说明病毒颗粒是在细胞质内装配的。另外还观察到病毒颗粒不 

仅在质膜上，更多的是在胞浆膜形成的空泡上出芽，这些现象确相似 于 HIV和其它逆转录病 
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毒 

细胞的分级抽提能将其它结构成 分除去，使细胞内只剩下中 可纤维 核纤层一桉骨架这一 

贯穿核、质的结构体系。DGD包埋一去包埋剂 电镜技术能很好地将这一结构体 系显示出来。 

应用这两项技术本文进一步观察到病毒棱壳体是结台在胞质骨架的中间纤维上的，虽经多步 

抽提也未脱落，这说明这种结台是很特异和很紧密的。更有意义的是还观察到成团的、处于不 

同装配阶段的病毒核壳体和装配好的棱壳体都是紧密结合在中间纤维上的，这说明此处即为 

病毒的“装配中心“，而此“中心“的装配活动就是以中间纤维 为支架的。另外还观察到感染后 

的细胞其胞质内的中间纤维排列不如未感染者有序，变得凌乱不均一，这可能是病毒感染后将 

其作了重排用于 自己的组装。Shoeman等 和 Honer等 1分别报道，从人艾滋病病毒 HIV一 

1提取出的病毒蛋白酶在体外实验(in w'tro)和微注射进细胞，都引起 中间纤维的变化，并提 

出组成中间纤维的蛋自可能参与了此病毒的感染或修饰过程。这与本实验结果有相同之处。 

因此我们认为，作为逆转录病毒的 SRV其装配和成熟释放过程很可能是病毒产物事先将宿主 

细胞中的中间纤维改组重排，以适用于 自己的组装，然后，细胞核内转录 出的核心 RNA和胞 

质内合成的病毒结构蛋自等组装成分，都集中在棱附近改组过的中间纤维上，此区域即成为病 

毒棱壳体的“装配中心”，以中间纤维为支架进行装配活动，装配好的核壳体仍结合在中间纤维 

上，并沿着后者被运送至胞浆膜形成的空泡或质膜上而出芽释放。 
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员也对本工作给予了指导，中科院昆明动物所许金菊和刘德胜老师分别参与了部分细胞培养 
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The Assembly and Release of Simian AIDS Type D Retrovirus 

f SRV)：Involvement of Intermediate Filaments 

W en ：ianfan H∞ z Shengm in 。 Zheag ongtang 

fK ， rll" 1n、i i ! f z- t R ． i h L；l1 r! xl A lP Kvf }sL crs，Kunming 65(1223 

Abstract By c：mventiona~EM technique and DGD eD~bedment free section EM technique togeth— 

er with the proc~du~P of gentle extraction the assembly and release of simian AIDS type D retro 

vi rlls(SRV)in infected Ra1 L ce!lsⅥen studied The resu[ts showed that SRV nuc[eocapsids were 

assemblied in SONIC evlopIasn? Iroan r,ear nude~，and these areas or“virus assembly eenters”were 

suspended in e intermediate fi]ament network：and the assembling and assembled virus nucleo— 

capsids were assacimed firmly with [ntcl‘mediate filaments．It is suggested that the assembly of 

SRV eucleccapsids depends oft}n'tern1cdI ll filaments as support．and the assembled nucleocapsids 

may mL】ve I Lo]lg 1he intermediated{】[amenIs fo cytoplasm membrane where they bud and are rP 

lease~l 

Key words Sit：l；a!t AIDS[ype D rc[t<}virus(SRV 1)，Virus assembly．Intermediate fdament 
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