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免疫转印技术分析流行性出卑热 

病毒抗原组分的研究 

法医学教研室 邓世雄 裳润方 

提 要 免疫转印技术分析流行性出血热病毒(EHFV)~ ．R珂株结构蛋白。病毒抗原系感染 

乳鼠脑内增殖 硫酸鱼精蛋白一PEG法提取。采用免疫EHFV血清(浙江R·血清 抗B 血清)及抗 

EHFV单克隆抗体 (R t、Am Am A---A--一 )对两株病毒多肽抗原进行分析。结果陈株具有 

75KD．69KD，66KD,61KD4~多肽．磁}2株具~72KD 69KD，64KD2~多肽。抗体识别模式表明两 

株病毒抗原仅有微小的株问差异。 

苎 鲁鉴 薹杰：兽 兰些 塑 ：单克隆抗体；病毒 里 份 中围分类号R373：R392 33 一  

流行性 出血 热病毒 属于布尼亚 病毒 

科(Bunyaviridae)一个新属，命名为汉坦病 

毒屑(Hantaan Viridae)“ 。该组病毒基因为 

单链RNA．具有3个核酸片段，表达G。、G 和 

N三种结构蛋白．对该病毒蛋白质抗原分析． 

近年来曾有不少报道，但结果不尽相同。本 

文采用免疫转印技术对初步纯化的病毒抗 

原进行分析研究。 

1 材料和方法 

l_1 病毒株 

陈株：姬鼠型．重庆市卫生防疫站转赠。 

R，，株：大 鼠型 ，中国预防医学科学院病毒研究 

所蠹赠。 

1．2 竟痤血清厦单克隆抗体q~cAb) 

兔抗出血热病毒 血清：浙扛省卫生防疫站提 

供(下称浙江丑血 清)。 

兔抗R 病毒血清：本室制备。 

McAb：A小A -，-AI ，均由中国预防医 

学科学院．病毒研究所陈佰权教授提供 ，均经IFA鉴 

定。其中A A。 A 组特异性．R 为大鼠壹特异 

性，A 为姬 鼠型特异性． 

1,3 实验动物 

昆明种小 白鼠 3～4日龄乳鼠 本校动物室 提 

供。 

1．4 主要试荆 

硝酸纤维膜[NC]：浙江黄岩^民化工厂产品。 

硫酸鱼糖蛋 白：上海化学试荆厂产品。 

聚乙=醇[PEG]：分子量60∞ 分析纯 日本进 

口．重庆化玻公司分装 。 

醇标抗体：酶标羊抗兔 G抗体，工作浓度1：100 

(批号892) 酶标羊抗BALil／c IgG抗体 工作浓度 

1：100(批号踟3 均 由北京生物制品研究所提供。 

蛋白质分子量 标准品：上海生物化学研究所 东 

风试 剂厂产品，古烟草花叶病毒外壳蛋白17 5KD 

碳 酸 酐酶 30KD，肌动 蛋 白43KD．牛血 清 蛋 白 

67KD．磷酸化酶B 94KD。 

十二烷基磺醴钠(sDs)：日本进 口分装．广州 医 

药站化学试剂公司。 

甲叉jⅨ丙烯酰胺(Bli日)：化学纯，E．Merck~ 司 

产品。 

丙烯酰胺fAcr． 化学纯．北京化学试剂厂。 

1．5 病毒增殖殛抗原的初步纯化 

陈株 及R：，株 病 毒 细胞 培养 上清 }匣 以 

0．02m1／只 接种于3—4日龄乳鼠脑内．连续传代增 

殖．乳鼠发病后于攘死期处死 取出鼠脑 经荧光证 

实 阳性 者 一70℃ 冰 箱 保 存．按 硫酸 鱼糖 蛋 白 

— — PEG法从 鼠脑 中提取EHEV抗原 初步纯化之 

抗原 经点酶法鉴定．确定 为病毒特异性抗原 ．其抗 

原漓度分 别为：陈株1：160．R 1：80。 
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1．6 SDS—— PAGE 

样 品经SDS一尿 素及SDS一 一硫基 乙醇处 

理 ．基本按Laemmlli不连续缓 冲系统 电泳圳．同时 

设置正常鼠脑抗原．正常兔血清及PBS代替第一抗 

体 的实验对照。在同一凝胶板上进行样 品及蛋白质 

分子量标准品的电泳．转印电泳按Towbin法“ 。转 

印有样 品的NC膜进行免疫染色 ．而转 印有蛋 白质 

分子量标准品的NC膜采用碳素墨水染色作为参考 

测定病毒多肽抗原的分子量f图11。 

2 结 果 

陈株出现4条多肽 分子量为75KD、69 

KD 66KD、6lKD。＆ 睬病毒出现3条多肽， 

分子量为72KD、69KD、64KD。抗R 病毒血 

清及McAbA 。、A A 对两株病毒具有相同 

的 识 别 模 式 、能 识 别 两 株 病 毒 所 有 多 

肽 M cAbR A 一 均 能 与 陈株 病 毒 

75KD、66KD及R 株病毒72KD、64KD发生 

反应 浙江R。血清能识别陈株病毒4条多肽 

及R 株病毒69KD、64KD两条多肽。各种对 

照未出现阳性区带 证 明出现的区带为病毒 

抗原特异 性 区带。结果见 下表 及圈2 圈 

3，SDS一日硫基 乙醇处理的病毒抗原仅 出现 
一

条多肽分子量为50KD(图4)。 

襄 I EHFV'．J~ 组fI}免痤转印分析螬暴 

病 毒 棒 

抗 体 腺 棒 R 抹 

正常 

鼠置 

75KD 69KI)66KD 61KD讫KD 瓤 D 84KD 抗胃c 

’、+ 表示阳性扰麻区带．‘一 表示明性． 

· 捌 - 

w一 }lf Kd] 

标准蛋白迁移率 

圈1 标准蛋 白质迁移 曲线 

圈2 病毒多肽免疫转 印图谱(一) 

A19识别阵株多肚图谱 B 

A∞识别陈株多肚田谱 D 

A25一l诅别障株多肚砸谱 F 

A35识别障株多耻围谱 H 

A19识别R嚣株多肚图谱 

A20识别1~2W$置t噩谱 

A25一l识别R22株多肚噩诗 

A851~qS担22tt$置t田谙 

圈3 病毒多肽免疫转印固谱 ) 

A 新江瑚 血{I．讽嗣酶株多肤图谱 

B 浙江R3血清讽捌R22株多肤田谱 

C 抗R22血清识别阵株多肚圈谱 

D 抗22血清识射R22株多肤圈谱 

E R瓤识别蒜 株多肤田谱 

F R31识~JR22株多肚围谱 

、 
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固4 SDS一腑 基乙醇处理粗提与 

初步纯化样品免疫转印图谱 

A 粗提样品 

B 初步鲍忧样品 

3 讨 论 

免疫转印技术具有凝胶电泳的高分辨 

力，无需将抗原高度纯化，又具有特异性免 

疫反应等优点，因而为一种分析流行性 出血 

热病毒抗原较为优越的技术。本文在研究中 

发现初步纯化的抗原较粗制抗原免疫转 印 

效果好(图4 采用硫酸鱼精蛋白——PEG法 

初步 纯化的抗原进行分析．未见非特异性区 

带，说明该方法提取的抗原适合于进行免疫 

转 印分析。本文曾对SDS一口一疏基乙醇与 

SDS一一尿素处理 的病素抗原进行 比较分 

析 ，发现经前者处理的病毒抗原 ，免疫转印 

分析仅出现一条特异性抗原区带(圉4)；后者 

处理之病毒抗原，免疫转印分析出现多条特 

异性区带说明日一疏基乙醇可能造成抗原生 

物活性丧失，与文献报道相符 。故建议作免 

疫转印时 ，以SD 一尿素作样品处理液。 

本文实验结果表明，姬鼠型病毒陈株与 

大 鼠型病毒 ：株．在结构上有交叉。两株病 

毒共有一条69K多肽，其与各株抗体反应性 

相同。经免疫荧光分析(IFA)，确定为型特异 

性单克隆抗体(R 、A。 ，在免疫转印分析中， 

与两株病毒抗原均有反应。其原因可能在于 

完整的病毒颗粒上抗原分子，由于空间结构 

的位阻作用．掩盖 了一部 份抗原决定簇，免 

疫荧光分析可不出现反应。但当病毒颗粒裂 

解后，暴露其内部的多肽抗原决定簇 ．在免 

疫转印分析中，出现异型交叉反应。 

对该病毒结构蛋白的研究，不同的作者 

采用不同的材料和实验方法 ，结果 不尽相 

同 Elliott 采用SDS—PAGE分析76一I18 

株发现3条多肽，特殊标记 尚可 出现第四种 

蛋 白．分子量分别为45KD、56KD、72KD、 

200KD。同布尼亚病毒科N、G，、G 、L蛋白模 

式相似，但分子量明显不同。郝连杰 等应用 

免疫转印技术及安徽血清、浙江血清，分析 

从感染乳鼠脑内提取的陈株抗原 ，结果发现 

有7条区带反应。陈立礼 等免疫转印分析姬 

鼠型病毒R⋯ 抗原，发现67KD、43KD两条 

多肽 ．且发现大 鼠型特异性单克隆抗体R 

也能与姬鼠型67K多肽反应。徐志凯“ 等采 

用硫酸鱼精蛋白一PEG法从感染乳鼠脑内 

提取陈株病毒抗原，再经McAb免疫吸附柱 

纯化抗原．SDS分析，发现一条5OK多肽。本 

文与上述结果表 明．有必要采用标化试剂 ， 

统一实验技术常规，对该病毒结构多肽作进 
一 步探讨，以获得客观、公认的结果 
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同水平的表达异常，已有多种报道。DNA水 

平的基因点突变，基因插入“一 ，mRNA水平 

的转录异常 及蛋 白质水平的翻译异常 均 

有报道 由此可见 ，血小板无力症作为一种 

遗传病，发病原因是GPⅡb／Ⅲa缺失已为人 

们所认识，但GPⅡb／ma表达异常导致缺失 

的原因，其报道按照分子生物学中心法则分 

析可知，在DNA复制水平(遗传)，mRNA转 

录水平，蛋白质翻译水平及基因调控异常均 

可 引 起 该 病 的 发 生 而 这些 异 常 导 致 

GPⅡb／Ⅲa缺失的机理尚未阐明，特别是基 

因异常与转录，翻译调控的关系有待进一步 

研究。笔者认为血小板无力症不失为研究遗 

传性疾病的基因结构，基因调控与mRNA转 

录，蛋白质翻译表达等关系的理想模型。 

(本 文为笔者在 日本留学期问所作的部分工作 ． 

在此 向山口教授 ，豪教授 ．安永博士 ，足立博士 ．管野 

博士．吉田博士 的热心指导与帮助探表谢意 1 
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GLANZANN ’S THR0MBASTHE NIA AND GPⅢa 

GENETIC EXPRESS10N 

Jiang Jikai，et al 

Dept．of Clinical Biochemistry 

Glm~ann’B thrombasthenia(GT is genetic hemorrhs【gic diBea8e．Unusual genes of platelet 
mombrane glycoproteins(GP)Ⅱb／ma cau∞ GPIIb／ma deletion．result in platelet coagulation 
function deletiomUsing reve】噶e transcriptase-polymerase chain reaction(RT—PCR)，an8lysed the 
genetic expresmc~ of a GT patian t~howed that its tr8nslating level was unusual、It was suggested 

thst one ofthe caumngfactors 0fGPmadeletionwasGPm amRNA not beentranslated． 

KEY W ORDS Gla~ nn’B也 rombaB也 臼 ia：P1atelet glyccproteins me；PCR 

(上接第205页) ． 、 ANAI lYSIS 0N EHFV COM P0NENT ANTIGEN 

BY卫 MUNOBLOT TECHNIQUE 

Deng Shixiong．et al 

Dept．of Forensic M edicine 

~ tlnObloting鱼n̂ lysis w鼬 carried out On the vh~on proem of strain chan  and strain R22 

viru~ s,the a etiologic agent of EHF-The viral antigen WU purified and  characterized roughly by 
protAmine sulfate and polyethylen e glycol~ecipit／on m  h'am．tissue of suckling mice infected 

with EHFV strain chen or strain R罄 ．hmnunoblcting analysis Was performed wi也 rabbit 

anti-EHFV sera(~ti-R22 virus sece,Zhejiml R3sera)and McAb A19，A20A35．A26一1．R3LIt 
showed fotit bands on NC with molecular weights of 75l【D，69助 ，蚴 ． l【D．in strain 出 en and 

three bands On NC with molecujar weights of讫KD，69KD，64KD in strain R22．All antibodies 

reacted wi也 theviral antigen of也etwo viruses． 

It shOWS a little difierence between stra in 也 e／l and R自in Virral antige~ 

KEY W ORDS hnmunoblot technique，EHFV；McAb；Component of antigen 
⋯  

。
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