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摘 要：为了提取小球藻病毒基因组<0=，探索利用1>!%">的7893"""加1>!4>的

0?@(沉淀病毒。其中以4>的789和!>的0?@(沉淀效果最好，但其沉淀效率较低。
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小球藻病毒为真核藻类病毒，属7CD+’EF?GH/HE?.科，7CD+’EF?GH/IJ属，模式株为

7K@&L%。它既有真核生物病毒的性质，同时又具有某些原核生物病毒的性质，所以从
一定意义上说它是一类介于真核生物病毒与噬菌体之间的病毒，因而分类地位十分特殊。

深入研究真核藻类病毒的性质，将有可能使人们对生物的进化有进一步的认识，同时，由

于已知真核藻类病毒具有相当大的基因组，可预见其基因产物的数目和功能具有多样性，

目前已对少数基因进行了克隆、基因表达及表达产物功能分析，如甲基化酶基因 M)
@GHKNNN、M)@GHON、M)@GH;N、M)@GHKN，病毒外壳蛋白基因7GP#!［%］等。
深入研究小球藻病毒的分子生物学性质，首先要得到病毒基因组<0=。因此有必要

探索大量提纯病毒的快速简便途径。一般分离提纯小球藻病毒都是采用超速离心的方

法［$］，由于非常烦琐，只适合病毒的少量分离提纯。%251年Q.-./,就报道可以用789沉
淀植物病毒［1］，而后789法逐渐成为纯化植物病毒的重要手段［!］。因而用适当浓度的

789纯化小球藻病毒是可能的。

% 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 小球藻及小球藻病毒： 小球藻0@5!=株系由&?F8,,.F和夏远南博士（RFHG./6
JH,D’S0.-/?JT?）惠赠。小球藻病毒:;6%由本室张远征博士分离自中国福建省。

!"!"# 培养基： MKKM培养基是在K’(E’J-?J?(U.EHIU［#］中加入"B#>蔗糖和"B%>
K?+,’6P.P,’F.。MKKM软琼脂：在 MKKM 培养基中加入"B4>琼脂。MKKM 琼脂：在

MKKM培养基中加入%B!>琼脂。

!"!"$ 仪器： 超速离心机为K8@M803"，高速离心机为QNV=@QN@O$$8。



!"# 方法

!"#"! 小球藻!"#$%株系的培养：接种!"#$%细胞于&’’&培养基中，于()*，连续
光照、振荡（+(,-／./0）培养至细胞浓度为+!(1+,2个／.3，备用。

表+ 不同浓度4567,,,和!8"9的沉淀效果
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注：为高速离心后粗提病毒的滴度

!"#"# 小球藻病毒=CD+的纯化： 取
单个病毒空斑接种于(.3寄主细胞，连
续光照摇动培养$7A，扩大到+),.3三
角瓶中，培养2(A。在$*，)，,,,-／./0
离心)./0，取上清，加+,<!4G$,至
终浓 度 +<。再 加 入 不 同 浓 度 的

4567,,,和!8"9（见表+），每个浓度两
个重复，于$*过夜。经$*，+,，,,,-／

./0离心F,./0，弃上清，得粗病毒颗
粒。用),..:9／3H-/IDJ"9，KJ2;7重
悬沉淀，于 $*，F$，,,,-／./0，离心

F,./0，弃上 清；),..:9／3 H-/IDJ"9，

KJ2;7，重悬沉淀。再经+,<!$,<
（L／M）蔗糖密度梯度离心（($，,,,-／./0，$*，$,./0），吸取病毒带（位于离心管+／(!+／F
处的一条带淡蓝色荧光的乳白色条带），),..:9／3H-/IDJ"9KJ2N7稀释。最后以F$，

,,,-／./0，$*，FA，沉淀病毒颗粒。

!"#"$ 病毒空斑的检测：小球藻病毒=CG+的空斑检测通过M805@@B0［)］和张远征等［#］

的方法进行。

!"#"% 病毒形态的电镜观察：参照田波等的方法［$］，纯化病毒颗粒用+<醋酸双氧铀负
染色，用日立JD),,电子显微镜观察。

!"#"& 纯化病毒的收率：在纯化操作中的每一步骤，取样，测定其滴度，并计算其收率。
收率（<）O纯化操作后样品中总的病毒含量（4=>）／原始病毒裂解液中总的病毒含量
（4=>）1+,,

( 结果和讨论
在一定的离子强度下，456可以使病毒沉淀，颗粒较小的圆形病毒需要较高浓度的

456［2］。456的沉淀效果取决于病毒的特性、病毒浓度和溶液中盐的浓度。表+的结果
证实了这一点。在!8"9一定的情况下，随着456浓度的升高，病毒沉淀的效果也越好。
实验中发现，随着456浓度的增高非病毒物质的沉淀也增加，但这些非病毒物质的沉淀
可在随后的洗涤过程中予以除去。沉淀的效率还与盐的浓度有关。实验表明在

4567,,,为2<、!8"9为$<时，对小球藻病毒=CD+的沉淀效果最好。表(的数据表明，
虽然4567,,,可以有效的沉淀小球藻病毒，但其沉淀的效率较低，仅为(+<，而采用超
速离心的方法沉淀小球藻病毒效率较高，可以达到F#<。但在一般要求下，经高速离心
后粗提的病毒完全可以满足提取其基因组P!%的要求，此时456沉淀病毒的收率为

2,<。因此，利用4567,,,沉淀小球藻病毒以期提取其基因组P!%，仍可认为是一种较

2)))期 韩继刚等：利用聚乙二醇（4567,,,）纯化小球藻病毒=CD+



为简捷的方法。

目前，从国内外分离到的小球藻病毒均为球形多角体结构，直径!"#!"$$%&［’］。其
中()*!直径较小，为!"$%&［!］。电镜观察表明，用+,-方法分离提纯的病毒颗粒与用一
般超速离心方法分离提纯的病毒颗粒在形态上没有明显的区别。

表! 两种方法沉淀病毒的收率

纯化步骤

裂解液

体积／&.

滴度

／（+(/／&.）0!$1
总+(/0!$!" 收率／2

3 4 3 4 3 4 3 4

未处理裂解液 5$$$ 5$$$ 67’ 67’ "5 "5 !$$ !$$

离心并加入8+*9$后 555$ 555$ #71 #71 !1 !1 ’5 ’5

加入8:;<、+,-’$$$并过夜 5=1= > 71 > !’ > 6’ >

高速离心后 !"$ > !55 > != > 6$ >

超速离心后 # 6# "!$ "!$ !! != 9’ 6$

蔗糖密度梯度离心后 !# "!# 9=$ #= =71 !" 5$ #!

再次超速离心后 " "" "#$$ 5’$ 971 ’75 "! 5=

注：3，+,-’$$$沉淀的方法；4，超速离心的方法。
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