
第 27 卷 第 3 期

199 6 年 5 月

海 洋 与 湖 沼
O CE A N O L O G IA E T L IMN O LO G IA SIN 】CA

V o l
.

27
,

Ma y

N 0
.

3

1创拓

中国对虾肝胰腺细小病毒的纯化与鉴定
‘
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,

青岛 2肠(X) 3)
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,
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提要 于 199 1年 9 月一 199 3 年底
,

利用在青岛市沙子口对虾养殖场采集的中国对虾病虾

肝胰腺样品
,

采用一种改进的酒石酸钾 一甘油密度梯度离心法
,

对原先称之为肝胰腺细小

样病毒的一种对虾病毒进行纯化
,

通过电子显微镜观察
、

提取病毒核酸用不同核酸酶处理

并结合电泳等方法
,

对病毒的基本生物物理和生物化学特性作鉴定
。

结果表明
,

用酒石酸

钾 一甘油密度梯度离心法
,

可获得良好的病毒纯化效果: 纯化后的病毒颗粒显示正二十面

体立体对称的特征
,

颗粒直径为 23
.

3一 四
.

sn m
,

平均 26
.

3
nln

,

在 C sCI 中的平均浮力密度

为 1
.

划留
c m 3 ;

空的衣壳直径为 22 一 24 n m
,

平均 23. 2n 哪 病毒基因组为分子长度相当于

4
.

3 k b p 的单链 D N A
,

病毒具有 4 种结构多肤
,

分子量分别为 86
.

Ik d al
,

58
·

Zk d al
,

40
.

g k d a l

和 39
·

8 k d al
。

从而证明
,

该病毒的确是一种细小病毒
。

关健词 中国对虾 肝胰腺细小病毒 纯化 鉴定

对虾病毒和对虾病毒病是近年世界水产养殖界普遍关注的问题
。

到目前为止
,

世界

上已发现了多种对虾病毒
,

见诸于文献的已有 10 多种 (薛清刚等
,

199 2 a
,

b ; U ght ne r,

1993 )
。

对虾肝胰腺细小样病毒 (H ep a to p anc re a tie p arv
o 一 like Vi rus

,

H p V ) 是发现较

早的对虾病毒之一 (U gh tne r et al
. ,

19 85 )
。

迄今
,

有关研究除在诊断方法上有所进展

外 (孙修勤等
,

1992 )
,

对于病毒的分类一直是推测性的
。

本研究是在改进纯化方法并

将病毒大量纯化的基础上
,

对纯化的病毒作形态学和生物物理
、

生物化学特性鉴定分

析
,

以期为确定病毒的分类位置和对病毒作更进一步的研究提供科学依据
。

1 材料和方法
1

.

1 试剂 所用生物试剂购 自华美生物技术公司
.

其中
,

D N A 酶
、

R N A 酶和蛋白

酶 K 为 Pro me ga 生物技术公司进 口
,

Sl 核酸酶为 R 抢丽
n罗 r M a n nh e im 生化试剂公司

进口
,

蛋白质分子量标志物为 Pha皿aci
a 公司产品

,

D N A 分子标志物由华美公司生

产
。

化学试剂均为分析纯级
。

1
.

2 样品 中国对虾 (Pe na e心 rk 沁ns 台
,

简称对虾)
,

分别于 1991 年和 1992 年在青

岛市沙子 口对虾养殖场
,

选择生长差
、

累积死亡率高的养殖后期 (8一 9 月份) 对虾群

体
,

随机取样固定并作常规组织病理学检查
。

捕获检查证实有文献中报道的 H PV 感染

典型病变 (薛清刚等
,

1992 a ; U gh tne r et al
. ,

1985 ) 的对虾
,

以清水冲洗干净
,

相对

无菌条件下取出肝胰腺
,

一 70 ℃ 保存备用
。
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1
.

3 酒石酸钾 一甘油密度梯度离心纯化病毒 冰冻肝胰腺组织快速解冻后
,

用玻璃

组织研磨器研成糊状
,

以 0. 05 m of / L Tri
s 一H O

,

0. oo lm of / L E D TA
,

p H = 7
.

6 (盯)

缓冲液配成 30 % (v / V) 悬液
。

在悬液中加人等体积的氯仿充分振荡
,

于 4 ℃ 静置

Zh
,

以 3以洲)r /而 n 转速离心 巧而n
,

取上清液用 1 / 2 体积的氯仿重复处理 1 次
。

最后

的水相液中加人 60 % 聚乙二醇 (PEG
,

MW 6仪幻) 和固体 N aa
,

使相应终浓度分别

达到 7% 和 1%
,

混匀后于 4 ℃ 静置过夜
。

将混合液置 Hi tac hi R P 45 T 转子中
,

以

6 (x洲〕r /而 n
,

于 5 ℃ 离心 30 而 n
,

弃上清液
。

沉淀用原体积 1 / 10 的 ET 缓冲液悬浮
,

置 H ita e hi R P 4 5T 转子中
,

以 10 (X又)r /而 n
,

s aC (下同) 离心 Zo m in 去大颗粒 : 上

清液层加到 350,0 (牙 / 动 蔗糖垫上
,

以 H ita e拍 R P 7叮 转 子
,

60 000
:
/ mi n

,

于

5 ℃ 离心 3. 5 h
。

取沉淀
,

用 ET 缓冲液悬浮
,

以 H itac hi RP 45 T 转子
,

10 0叨 r /而n

离心 20 而n 去不溶物
。

上清液即为部分纯化的病毒悬液
。

按照 A shi ey (19 82 ) 方法在塑料离心管内配制酒石酸钾 一甘油密度梯度
,

将部分纯

化的病毒悬液层加到密度梯度介质表面
,

置 Hi tac hi RP S 65 T 转子中
,

以 60 000
r /而n,

于 ro ℃ 离心 3 h
。

直视下取出离心管内各折光带
,

分别对 o.0 1m of / L Tri
S一 H a

,

0. 00 1m ol / L ED TA
,

p H = 8. 0 (T E) 缓冲液透析过夜
。

透析完毕并适当浓缩后
,

分别

取少量悬液作电子显微镜检查
,

其余置 一 30 ℃ 保存
。

1
.

4 Cs Q 密度梯度离心纯化病毒与病毒颗粒的浮力密度测定 用于分析病毒结构多

肤的病毒颗粒
,

在经酒石酸钾 一甘油密度梯度离心后
,

又 通过 Cs O 密度梯度离心

作 进一步纯化 的基本过程为 : 将酒 石酸钾 一 甘油离 心 纯化 的病 毒悬液 经透 析

并 3 000
: /而 n 离心 巧而 n 去大颗粒

,

配制 30 % 一 50 % (砰 / 网 cs a 溶液
,

制备不

连续密度梯度
,

置 H it ac hi ”5 65 T 转子
,

65 00 o r /而n
,

于 10 ℃ 离心 3 h
。

直视下取

出折光条带
,

留少许作电子显微镜观察
,

其余对 T E 缓冲液透析过夜
,

浓缩后于 一 20 ℃

保存备用
。

每次取离心后样品时
,

先以微量注射器自条带中央吸取少量测定折光系数
,

以确定病毒颗粒的浮力密度值
。

1
.

5 病毒颗粒的电子显微镜观察 病毒悬液滴加到 Fo
rm ve r 支持的铜网上

,

3% 中

性磷钨酸负染
,

以 JEO L 一 12 00 透射电子显微镜观察
。

1
.

6 病毒结构多肤的鉴定 选择 Cs O 密度梯度离心后含空衣壳少的病毒悬液
,

用

sD s一聚丙烯酞胺凝胶电泳 (sD s一PA G E) 法鉴定结构蛋白 (Tij
s se n et a l

. ,

1976)
。

缓

冲系统为 p H 二 7
.

2
,

0
.

1m of / L 的磷酸缓冲液
,

凝胶浓度为 10 %
。

恒定电压电泳后
,

考马斯亮

蓝 R 2 50 染色
,

计算各条带的比迁移 (劝 值
,

对照分子量标志物计算结构多肤分子量
。

1
.

7 病毒基因组核酸的提取与鉴定 通过酒石酸钾 一甘油密度梯度离心纯化的病毒

浓缩悬液 Inil
,

加人蛋白酶 K 和 10 % SD S
,

使终浓度分别达到 o
.

sm g /耐 和 0
.

5%

(w / V) 并混匀
,

于 37 ℃水浴 60 而 n
。

反应液加人等体积的平衡酚抽提 1 次
,

以

酚 : 氯仿 : 异戊醇 = 25 : 24 : 1 的混合液抽提 2 次
,

以等体积氯仿 : 异戊醇 = 24 : 1 的

混合液抽提 2 次
。

最后的上层水相加 1 / 10 体积的 3 m of / L 乙酸钠
,

p H = 5. 2
,

混匀
.

加 2 倍体积的预冷无水乙醇沉淀
,

于 一 20 ℃ 过夜
。

室温下将沉淀液以 13 (x旧 r /而n 转

速离心 20 而 n
。

沉淀用 70 % 冷乙醇洗 2 次
,

真空抽干
,

用少量 TE 缓冲液溶解
,

此即为

用于鉴定的病毒基因组核酸
。
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颗粒的直径在 23
.

3一 29
.

Slun
,

平均 26
.

3nm
。

图中还显示出有许多无核心的空衣壳存

在
,

其直径小于完整颗粒
,

在 22 一 24 nln
,

平均 23
.

2llln
。

2
.

3 病毒的基因组核酸 对病毒基因组核酸进行鉴定的结果示于图 1 和图 2
。

可以看

940300430670

M

�一一一一

出
,

病毒核酸经 1% 琼脂糖电泳后在相当于 4
.

3k bp 的

位置形成单一条带 (图 IN )
。

但经过 D N A 酶消化处

理后的病毒核酸样品无条带形成 ( 图 ID )
,

相反
,

经

R N A 酶处理的样品电泳后仍在与未处理样品相同的

位置出现条带( 图 I R )
,

这说明病毒基因组是对 D N A

酶敏感的核酸
,

即属于 D N A
。

同时
,

病毒核酸对选择

性降解单链核酸的 Sl 核酸酶也敏感
,

经 Sl 核酸酶处

理后的样品电泳条带也消失(图 2 5)
。

2. 4 病毒 的结 构 多 肤 纯 化 的病 毒 颗粒 经

SD S 一PA G E 后的结果示于图 3
。

可以看出
,

病毒样

品显示 4 条多肤条带
,

由大到小分别称之为 VP I
,

钾2
,

vP 3 和 vP 4
,

测量计算形值并作图估算分子

量
,

分 别 为 : V P I 二 86
.

1 kd a l
,

V PZ二 58
.

2 kd a l
,

VP 3二 40
.

g kd al
,

VP 4里 39
.

8 k d a l
。

从各条带着色强度

看
,

钾2 的条带最宽
,

着色最深 ; 其次是 VP I ;

VP 3

与vP 4 着色强度接近但条带最窄
。

3 讨论与结语

V P I
. . . .

V PZ . . .

V P3

-、甲 4

-

图 3 中国对虾肝胰腺细小病毒结构

多肤的 S D S 一PA G E 结果

(v
.

病毒结构多肤 )

Fig 3 刀le indi
eati

o n r e sul t o f SD S 一 PA G E

o f th e e o ns t r送tur e p ol yp e p ti de
s in H p vPC

(V
.

e o ns truc tur e p o 一yp e p ti山
5 o f H p们犯)

对于一个新病毒的认识
,

首先必需有获得一定量纯病毒颗粒的方法
。

在对虾病毒的

研究中
,

目前还无法通过细胞培养的方式获得大量病毒颗粒
,

因此
,

一个从组织内纯化

病毒的好方法就显得更加重要
。

另外
,

对病毒的生物物理和生物化学特点进行较系统的

鉴定后作出分类位置的判断
,

也是全面认识病毒的基础
。

本文正是在这两个方面对对虾

的肝胰腺细小病毒进行研究探讨
。

3
.

1 病毒的纯化方法 作者曾经根据吕鸿声 ( 1982) 报道的纯化家蚕浓核症病毒的

方法用蔗糖密度梯度离心法纯化对虾肝胰腺细小病毒
,

但离心后条带不集中
,

浓缩分离

效果不理想
,

难以满足对病毒作精细鉴定的需要
。

A s川ey 等 ( 1982) 在纯化人细小病毒

时建立了一种以酒石酸钾和甘油两种介质形成密度梯度的病毒纯化方法
,

经比较
,

发现

该方法在分离和浓缩方面与 Cs a 平衡密度梯度离心有同样效果
,

但比后者经济
。

为

此
,

本研究将 A shi ey 的方法予以改进
,

应用于该病毒的纯化
。

方法中保留了密度梯度

介质的制备过程
,

将离心时间缩短为原来的 1 / 5
。

用该方法纯化出的病毒颗粒经常规方

法提取
,

可以得到纯净的病毒核酸
,

同时
,

用其作为抗原免疫家兔制备的抗血清经环状

沉淀法鉴定
,

证实与正常对虾组织无明显的交叉反应 (薛清刚等
,

19 95)
。

这说明
,

本

文所介绍的酒石酸钾 一甘油密度梯度离心的方法纯化肝胰腺细小病毒效果良好
,

可以满

足对其进行深人研究的需要
。

Cs a 密度梯度离心作进一步纯化
,

可以在一定程度上使

空衣壳与完整颗粒相对分开
,

但这对大部分研究都意义不大 ; 另外
,

Cs a 密度梯度离
‘

心还存在材料昂贵的缺点
。
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3
.

2 病毒的几项主要生物物理和生物化学特征 从结果可 以得知
,

病毒完整颗粒在

Cs a 中的平均浮力密度为 1
.

360 9 / cm 3 。

从形态上看
,

病毒颗粒具有二十面体立体对称

的特点
,

平均直径为 26
.

3nm
。

病毒基因组则具有以下特点 : (l) 对 D N A 酶敏感
,

而对

R N A 酶有耐受力 ; (2) 能被低浓度的 Sl 核酸酶降解
,

而 sl 核酸酶在低浓度时只选择

性降解单链核酸 ; (3) 在琼脂糖凝胶电泳中显示分子大小相当于 4
.

3 kbp
。

由此 可 以得

出以下判断 : 病毒的基因组是一种长度相当于 4
.

3 kbp 的单链 D N A 分子
。

对病毒结构

多肤的分析结果显示了该病毒具有 4 条大小不等的结构多肤
,

分子 量在 39
.

8 一 86
.

1

k da l之间
。

3
.

3 病毒的分类位置及与其它细小病毒的比较 按照现行的动物病毒分类体系
,

只

有细小病毒具有基因组是单链 D N A 的特点 (侯云德
,

19 90)
。

同时
,

本研究所鉴定的

这种病毒在形态学特征和理化特性也与其它动物细小病毒相似
,

因此可以认为
,

它的确

是细小病毒科 (Par v o vi ri dae ) 的病毒
,

应正 式称之为 中国对虾肝胰腺 细小病毒

(H ep a to pan c re a tic par v o v ir u s o f 凡n a eo e h加e ns 台
,

H p钾C)
。

当然
,

与整个细小病毒

科的共同特征相比
,

肝胰腺细小病毒具有以下特点 : (l) 病毒颗粒偏大
,

这导致病毒粒

子的浮力密度相对较低 ; (2) 基因组核酸分子偏小 ; (3) 4 条结构多肤与一般细小病毒有

一定差异
。

但是
,

这些特点与 Bo
n

ami 等人 (19 90) 对另一种对虾细小病毒— 传染

性皮下与造血组织 坏死病毒 (Infe
c tio us H yp ode rm al a n d H em a to p oi e tic 从

cr o sis

Vi rus
,

IH H N V ) 的鉴定结果类似
,

尤其在基因组大小和结构多肤数量方面更加接近
。

这是否意味着肝胰腺细小病毒与 IH H N V 之间有某种亲缘关系呢 ? 对此
,

尚有许多比较

性工作有待于进行
。
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