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重庆地区要幼儿峻泻枪状病毒 RN A 的分析
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试剂为成都生物制品研究所生产的轮 状 病 毒

EL IS A 试剂盒
。

检测法按说明书操作
。

五
、

电镜 ( EM )检 查

按文献 必 ’
用琼脂过滤浓缩法制备电镜样品和观

察
。

结 果

一
、

抢状 病毒 RN A 的 PA G E图谱 类型

8 6份病儿粪 标本中 有42 份 的 PA G E凝胶图谱

显示出 8一 n 条病毒 RN A 区带 , 另有 14 份的 PA G E

图谱其区带较弱 , 其他 12 份未见到任何区带
。 ,

非

腹泻病儿和健康婴幼儿粪标木均为阴性
。

在 42 份R N A 区带 明晰图 谱中可清楚看出它们

的R N A 区带的迁移 率各异
。

根据 迁移距离长短之

分
,

有 28 份的 R N A 图谱型属于长 L型 ; 14 份属于

短 S 型 ( 见图 1 )
。

再 仔 细分析长型和短型图谱

至少可分辩出四种类型即 I
、

I
、

l 和 F 型 (见图

1 )
。
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轮状病毒基因组 R N A 经聚丙烯酸胺凝胶

电泳 ( P A G E ) 分析可分出 n 个 R N A 片段
。

分析该病毒基因组 R N A 之 P A G E图谱类型对

了解轮状病毒引起的地区流行规律具有重要

意义
。

H e rr i n g l() 等报告 可省去密 度梯度离

心纯化病毒颗粒等步骤直接从病儿粪便中提

取轮状病毒 R N A做 P A G E分析
。

目前
,

这种

方法 己用于轮状病毒感染病人的快速诊断和

分子流行病学的调查 ()z s()
。

重庆地区由轮状病毒引起的婴幼儿腹泻

从病原学早 己证实 (’)
,

但该病毒基 因组 RN A

的 P A G E分析研究未见报导
。

本文就轮状病

毒 R N A的聚 丙烯酞 胺凝胶 电泳分析结果报

告如下
。

材 料 和 方 法

一
、

宾便标本收集和 处理

于 1 0 7 5~ 1 5 5 1年及 1 9 5 5年 5 次婴幼儿腹泻流行

期收集 68 份病儿粪便标本 ; 非腹泻的其它病儿粪标

本 13 份 , 健康婴 幼儿粪标本 7 份
。

标本 中加 。
.

1%

叠氮钠防腐
,

贮存于 一 20 O C冰箱
。

标本处理
,

取稀

粪标本约 s rn l
,

在 一 2。 。 C与室温中反复 冻融三次
,

过滤除去粪渣
。

以 5 0 0 0一 4 0 0 o r p m离心 2 0一 3 0m i n ,

上清液供作 R N A提取
。

二
、

轮状病毒 R N A 的提取

按H e r r
i n g等的方法进行提取 l( ’ 。

所得 R N A沉

淀溶于适量双 派水中
,

即为轮状病毒 R N A样品
。

贮

存于 一 2 0
O

C 待做电泳分析
。

三
、

枪状病毒 R N A 样品的 P A G E 分析法

仍按 H e
rr i

n g 等采用垂直板伏不连续 P A G E分

析法 (1
’ 。

板胶染色为硝酸银染色法
。

板胶背地为淡

黄色而样品中的 R N A 区带呈深褐色
。

四
、

E L IS A 检浏法

李 重庆医科大学附属儿科医院

窦

图 1 伦状病毒R N A 的 P A G E

图谱 类型
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四种类型 RN A 图谱上的 区带分 布不同
。

从图

1 看
,

第 I 类型图谱型中 n 条R N A 区带明显分开
,

其中第 2
、

3 条区带之距离较宽
,

第 7
、

8
、

9 条

之间隔分明 , 第 I 类型者的第 2 二 3 两带靠近
,

第

7
、

8
、

9 三带分开不显著
,

而第 1。 、

11 两带相距较

宽 , 第 ! 类型者中除第 10
、

n 两带相距较近外其余

带谱分布与第 I 类型者相同 ;第 F类型者的第 2
、

3

两带及第 1。、
1 1两带之间距都较宽

,

但第 7
、

8
、

9
、

三带

几乎分不开
。

这四种轮状病毒 R N A 的 P A G E 图谱

类型在 42 份阳性粪标本中出现的频率 (即阳性率 )
,

属第 I 类型者为 3 5
.

7% , 属第 l 和第 F类型者两型

均为 23
.

8% , 属第 I 类型者仅为 1 6
.

6% (表 1 )
。

表 1 轮状病毒 R N A的 四种 P A G E

图谱类型的须率

份标本
,

用于考证 P A G E法检测轮状病毒 R N A 的可

靠性
。

所得结果表明
,

P A G E法的阳性率为 73
.

。% ,

E L IS A法为 8 0
.

7% ; 而 E M 法为 46
.

1%
,

13 份经电

镜确定含有轮状病毒的标木 P A G E法检查全部为阳

性 (录乏3 )
。

表 3 比较三种方法的检 出阳性率

标木采集时间 P A G E E L IS A E M

1 9 7 8~
1 9 8 1年

1 9 8 5年

1 3 / 1 3

( 1 0 0
.

0%

1 9 / 2 6

( 7 3
.

0% )

未做 1 3八 3

( 1 0 0
.

0% )

2 1 / 2 6 1 2 / 26

( 8 0
.

7% ) ( 4 6
.

1% )

注
:

分母为检查数
,

分子为阳性数
,

括号

内为阳性%

万 总计

1 0 1 0 4 2

类 型 1 1 1

1 6
。

7 2 3
.

8 2 3
。

8 1 0 0

讨 论

我们自重庆地区婴幼儿腹泻病儿粪标本

中直接提 取了 轮状病 毒 R N A
,

经 P A G E分

析
,

获得了特征性的具有 8 一 n 条区带的电

泳图谱
。

区带分布呈四个区段
:

第一区段为

分子量较大近点样端的第 1
、

2
、

3
、

4 条带 ,

第二区段包括第 5
、

6 条带 ; 第三区段包括

第 7
、

8
、

9 条带
;
第四区段为分子量较小

泳动较快靠远端的第 1 0
、

n 条带
。

由于第一

区段中第 2
、

3 带条和第三区段中第 7
、

8
、

9 条带之间的距离常变异
,

宽窄不等甚至完

全消失
。

因此
,

有些轮状病毒 RN A 的 P A G E

图谱不是 n 条带
,

而是 10 条
、

g 条或 8条

带
。

所见与文献相符 ( ’ ) (
6
)
。

E s p e j o和 K e l i e a
等 (7 ) ( 8 ’

根据第四区段的

第 1。
、

n 条带泳速快慢
,

将泳速快和泳距较

长的 R N A 电泳图谱型称为长型 ( L型 )
,

泳

速慢泳距较短者称为 短型 (S 型 )
。

我们从

重庆地区五次流行中采集的 42 份阳性标本中

有 28 份 的轮状病 毒 R N A之 P A G E图 谱型属

长型
; 14 份属短型

。

在长型或短型 RN A 图

谱中常见许多变 异型
。

B u i t e r w e r t等 ( , j从 1 5 0

余例病人粪标本 中检出 19 种 轮状病 毒 R NA

电泳图谱型 ; R o d r i g u e z
等 ( ’ 。 ) 于 r g s 3年一次

流行中检出 4 种不同图型
,
次年又在该地区

二Jla1土no标本数 (份 )

阳性率 ( % )

二
、

类标 本中轮状病毒 R N A 的检出率

用 P A G E法检查重庆地区婴幼儿腹泻病儿
、

无

腹泻病史上呼吸道感染患儿及健康婴幼儿粪标本中

轮状病毒 R N A分析的结果见表 2
。

表 2 用 P A G E 法检查龚标本中

轮状病毒 RN A 的检 出率

轮状病毒 R N A检出
粪标木来源 份数

阳性份数 阳性%

00noūI八匕1土婴幼儿腹泻病儿

非腹泻病儿

健康婴幼儿

自6 8份腹泻病儿粪标本中检出 56 份含有轮状病

毒 R N A
,

阳性率达 8 2
.

3% ; 而非腹泻病 j L和健康婴

幼儿粪标本均为阴性
。

此说 明应用 PA G E法检测粪

标本中轮状病毒 RN A具有高度敏感性和特异性
。

三
.

、

比较 P A G E
、

E L IS A 和 E M三 法的检 出率

从 1 9 8 5年采集的 4 2份粪标本中任意选出 26 份量

较多者用 P A G E 法分析标本中轮症病毒 R N A
,

用

E L IS A 法测定其中轮状病毒抗原
,

及用 E M法观察

病毒形态
。

比较三种方法的检出阳性率
。

同时从 1 9了8

~ 王9 8 1年采集的经E M 观察确含有轮状病毒颗粒 13
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流行期间查出 7 种图谱型
,

并认为轮状病毒

RN A 的 P A G E图型存在的这种变异性可能反

映了该病毒在 自然界所产生的基因漂移
,

或

因两种R N A不 完全相 同的轮状 病毒感染同

一宿主而产 生了基 因重 组的可 能 (l ` ) 。

在我

们 42 份长型和短型图型中至少可 区分 出四种

变异型
,

它们的阳性率分别为
:

I 型 3 5
.

5 %
、

I 型 1 6
.

7%
、

l 及 那型均为 2 3
.

8%
。

四种变

异型 的检出率差别不十分明显
。

本文证明轮状病毒 RN A 的 P A G E 图谱型

有较高的特异性
。

由电镜观察确含有典型形

态轮状病毒的 13 份标本
,

用 P A G E法分析全

部呈 阳 性特征 性 RN A 电泳 图谱型
。

非腹泻

病史的其他患儿及健康婴幼儿的粪标本全部

为阴性
。

本文 比较 研究了 P A G E
、

E IL S A 及 E M

三种方法的检出阳性率
,

它们分别为
: P A G E

法 7 3
.

0%
、

E L I S A法 8 0
.

7 %
、

E M 法 4 6
.

1 %
,

故病毒R N A的 P A G E分析法的敏感性略低于

E L IS A 抗原检测法
,

但比电镜检查病毒形态

则敏感得多
。
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为提高穿切成功率
,

术者必须先行肉眼

观察所取的标本
,

以 便 决 定 是否需重复穿

切
,

肿瘤组织色深质脆而稍硬
。

本针倒钩尚不够锐利
,

加 以改进后
,

对

乳块的诊断确是一种安全有效的方法
。

与其

它辅助检查互为补充
,

可提高乳癌的术前诊

断率
。
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