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摘要 为提高聚肌胞(Polyinosinic—polycytidylic acid，polyI：C)的配对效果，本文研 究了温度和金 

属离子对聚肌胞配对的影响。实验结果显示，在 45℃条件下合成的聚肌胞减 色效应最强，说 明在该 

温度下聚肌苷酸(Polyinosinic acid，PI)和聚胞苷酸(Po1ycytidy1ic acid，PC)配对最紧密；Na 、Ca 、 

Mg抖、Mn。 和 Zn。 能够增强聚肌胞双链结构的紧密性 ，当 Na 浓度增加到 0．085mol／L后 ，聚肌胞 

的配对接近饱和；Ca 、Mg 、Mn抖和 Zn 对聚肌胞结构的保护效果基本一致 ，而 Cu 对聚肌胞结 

构具有明显破坏作用。建议采用 45℃合成聚肌胞并添加适 当浓度 的 Na 和 Ca 等增强其结构的紧 

密性 ，以避免机体 内高活性 RNA酶的降解而失去药效。 
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ABSTRACT Effects of temperature and metallic cations on the synthesis of polyinosinic— 

po1ycytidylic acid were tested to improve its structure． The results showed significant hypochro— 

mic effects of polyI：C formed at 45℃ ，which indicated that the best combination of polyI：C were 

achieved at this temperature， whiIe the meta儿ic cations incIuding Na+、Ca +、M g2+、M n +and 

Zn2上could enhance the po1yI：C c0mbination．O．085mol／L PolyI：C combination achieVed satura— 

tion when Na十 concentration was， and the diva1ent cations including Ca。+、Mg。+、Mn + and 

Zn2+plaved positive effect on the combination． However， Cu + tend to destroy the double— 

stranded structure． It is suggested that polyI：C sh0uld be made at 45℃ and suitable concentra一 
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tion of Na+and Ca +shou1d be added to make its structure more tight in order to avoid RNase’ 

s digesting． This result is useful for synthesizing polyI：C at a high quality． 

KEY W oRDS Interferon inducer Polyinosinic—polycytidylic acid Synthesis 

Temperature M etallic cations 

随着水产养殖业的迅速发展，病毒性疾病 日趋成为养殖动物健康生长的重大威胁 。由于水产养殖动物 ，特 

别是无脊椎动物的免疫体系较为低等，以及水产动物特异性免疫相关技术研究尚不充分，以干扰素为核心的非 

特性免疫技术 日益受到研究者的关注 (邵建忠等 1999；张义兵等 2OO0；Jensen 口z． 2O02；周 进等 

2。O3；高淳仁等 2O08；毛明光等 2008)。Eaton(199o)研究了干扰素诱导剂聚肌胞在 4种虹鳟(0 f0，． 一 

ĉ“s m 是 ss、O．"P，一是a、0．g0r6“s n和0．忌P￡口)感染的保护作用，证实是一种有效的抗病毒药物，之后一些研 

究者对 polyI：C诱导鱼类干扰素及抗病毒蛋白进行 了报道(Ichinohe 口z． 2Oo5；Fernandez—Tr ujillo Pf口z． 

2O08；un e￡az． 2Oo5)。研究中所应用的 poIyI：C多来源于 Sigma公司 ，价格 昂贵 ，仅限于免疫分子机理 

的研究 ，而在水产疾病防治中应用却不现实。本试验利用国产原料聚肌苷酸和聚胞苷酸通过碱基配对形成聚 

肌胞，并对其合成的影响因素进行了初步探讨 。 

1 材料与方法 

1．1 试剂与仪器 

聚肌苷酸(PI)和聚胞苷酸(PC)购于江门市群科药业有限公司，其余均为分析纯试剂。 

UV一24O1PC型紫外分光光度计 (日本 岛津)、BP211D型电子天平(德 国赛多利斯 )和 PH 3C型酸度计 

(上海伟业仪器厂制造)。 

1．2 温度对聚肌胞配对的影响 

准确称取 PI O．576g和 PC O．566g，分别用无菌生理盐水溶解并定容至 50Oml。精确量取 20ml聚肌苷酸 

液和 2Oml聚胞苷酸液分别在 3O℃下预热 ，并在该温度下将二者混合摇匀，静置 30min，O．45 m孔径的纤维素 

酯滤膜过滤后制得该温度下的聚肌胞 ，同法在 3s、4O、45、5O、55、6O和 65℃下合成相应条件下的聚肌胞 ，各取 

10ml于安瓿瓶中封口，100℃煮沸灭菌 30min，然后通过在空气中缓慢降至室温和在水流中迅速降至室温两种 

途径完成，溶液终浓度均为 1．142mg／m1。 

1．3 金属离子对聚肌胞配对的影响 

根据动物注射 生理盐水所需 浓度 附近设计 NaCl溶 液浓 度梯度 ：O．O0O、0．O17、O．O34、O．O51、0．O68、 

O．085、0．102、O．119、O．144和 O．153 mo1／L。用以上不同浓度的 NaCl溶液作为溶剂配制聚肌胞 ，其终浓度均 

为 1．142mg／ml。 

根据所配制的 1．142mg／ml聚肌胞溶液中核苷酸的磷酸根浓度 4．976×1O mol／L，分别配制 4．976× 

1O mo1／L的 CaClz、MgC1z、MnCl。、ZnSO 和 CuSO 溶液各 100ml。向 1ml的聚肌胞中加入等体积的上述盐 

溶液，并用蒸馏水稀释至 25ml得到金属离子与聚肌胞中磷酸根摩尔比分别为 1：1的溶液，同样，加入两倍体 

积的盐溶液得到 2：1的聚肌胞溶液。 

1．4 RNA酶对聚肌胞的降解 

向上述已配制(1：1)好的含有钙离子的聚肌胞溶液加入 2O l 1Omg／ml RNA酶，于 37℃水浴锅中反应， 

每隔 5min在248nm处测量光吸收值，聚肌胞的水溶液作为空白对照。 
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1．S 聚肌胞配对的测定 

聚肌胞的配对效果检测参照化药地标升国标(化药地标升国标 wS1一XGO5O一20OO)，将已配制好的聚肌胞 

25倍稀释后在 248±2nm波长处测其吸光率 ，并计算减色效应(Hypochromic effect)： 

减色效应一 ×1O0 
n 1 

式中，A 为理想状态下聚肌胞 的双链完全不配对时的紫外吸收值，A。为实际合成的聚肌胞在 248±2nm 

紫外吸收值。 

减色效应越显著，说明核酸双链之间的碱基堆积程度越高 ，双链结合越紧密 ，反之，说明核酸双链结合松弛 

或分开。 

2 结果 

2．1 温度对聚肌胞配对的影响 

在 30～7O℃之 间预 合 成聚 肌胞 ，1OO℃灭 菌 

3Omin后 ，分别在室温 (25℃左右)下复性和在水流 

(12℃左右)中复性两种途径合成 聚肌胞 。结果 显 

示，复性途径对聚肌胞减色效应具有显著影响 ，45℃ 

处预合成并在水流中复性后 ，248±2nm 波长处紫 

外吸收值明显减小，减色效应显著升高(图 1)，说 明 

在迅速退火过程 中聚肌胞双链结合程度更加紧密。 

故在以下实验中，聚肌胞的合成均采用 45℃预合成 

并在灭菌后采用迅速冷却的方式完成。 

2．2 金属离子对聚肌胞配对影响 

2．2．1 Na 对聚肌胞合成的影响 

用不 同浓度的 NaCl溶液配制聚肌胞，稀释 25 

倍后测其在 248nm处 的紫外吸收值并计算减色效 

应。如 图 2，随 着钠 离 子 浓度 的升 高，聚 肌胞 在 

248nm处 的紫外 吸收值不断减 小，减色效应越 明 

显，双链结合越紧密，当NaCI浓度高于 o．085mol／L 

时紫外吸收值基本不变，Na 对聚肌胞的作用达到饱 

和 。 

2．2．2 二价阳离子对聚肌胞配对的影响 

U  

毫 
墓l 
罢藿 
鲁 

图 1 温度对聚肌胞的影响 

Fig．1 Effect of different temperature on the polyI：C sy11thesis 

《 

宝 

NaC1(m0l，L) 

图 2 聚肌胞在不同浓度 NaC1溶液 中的减色效应 

Fig．2 The hypochromic effects of different 

concentration Na+on polyI：C synthesis 

将已稀释二价阳离子与聚肌胞的混合液在 2O0 

～ 350nm区间进行光吸收扫描，如图 3所示。图 3一A为各金属离子与聚肌胞 中磷酸根摩尔 比分别为 1：1，曲 

线 A是聚肌胞的水溶液作为空 白对 照；虚线 B是含有 Mg 或 Zn。 或 Mn 或 Ca 的聚肌胞溶液，它们在 

248nm处的减色效应分别为 0．217、0．233、0．236和 0．269，波长扫描基本重合 ；曲线 C为 Cu 对聚肌胞的作 

用 ，表现在紫外吸收值偏高 ，出现增色效应(图 3一A中 C)；图 3一B为向聚肌胞中加入两倍浓度的二价阳离子，此 

时 Mg 、Zn 、Mn抖和 Ca 的减色效应分别为 O．295、O．272、O．3O3和 0．315，加入该浓度 的 Cu计时，溶液出 

现大量沉淀，核酸发生变性，经过滤后的光吸收扫描曲线如图3一B中C所示。 

2．2．3 Ca抖对聚肌胞的保护作用 

聚肌胞在RNA酶的作用下逐渐水解为单核苷酸 ，碱基充分暴露而使其紫外吸收值增 加 。加入Ca抖 的聚 
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图 3 在二价金属离子的作用下聚肌胞的紫外 光吸收率变化 

Fig．3 UltravioIet analysis of poly1：C with different kind of diValent cati0ns 

肌胞溶液紫外吸收值随时间的变化如图 4所示 。 

图 4显示，聚肌胞 的水溶液和含有钙离子的聚肌 

胞溶液在 RNA酶的作用下 ，其在 248nm处 的紫外吸 

收值随时间的变化。对照组在 RNA酶的作用下仅需 

25min左右紫外吸收值即到 O．8，而含有 Ca 的聚肌 

胞在 55min才达到 O．8，表明含有钙离子可 以更好聚 

肌胞的抵抗 RNA酶的降解。 

3 讨论 
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图 4 Ca。 对聚肌胞 酶解 的保护作用 

Effect of Ca + protecting poIyI：C against RNase 

3．1 聚肌胞检测方法评价 

检测聚肌胞的方法主要有地衣酚法(聚肌胞注射液暂时质量标准 1985)、荧光法(张培培 l99O)、定磷法 

(张梅村等 2O05)和碱解法(化药地标升国标 WS1一X 05O一2OOO)等，不同的方法各有其优缺点。地衣酚法和 

定磷法不能区分样品中单链和双链核苷酸，荧光法虽然能特异地检测 dsRNA，但毒性较大，仪器要求较高。本 

实验在碱解法的基础上进一步加以改进，先单独测得 PI和 PC溶液的 A ，其两者等浓度下的加和平均值即 

为聚肌胞在理想状态下完全不配对时的 A。 。 ，核酸碱基配对形成双螺旋结构后，碱基平面堆积，减色效应显 

著，以此来判断聚肌胞双链结合的紧密程度。 

3．2 温度和金属离子对聚肌胞作用机理 

温度骤降退火会使聚肌胞双链结合更紧密，这可能由于在温和条件下 PI或 PC自身也存在微弱的配对作 

用 ，致使 PI和 Pc之间没有充分的配对。在 1O0℃热变性后 ，PI和 Pc的支链充分展开，而单链内的共价键并 

没有破坏；而在骤降过程 中，PI和 PC间的氢键作用力更强，避免了单链的自身结合。在 45℃，两种合成途径 

减色效应较明显 ，原因在于该特殊 dsRNA只含有两种碱基 ，其变性与复性类似于均质双链 DNA，双链在一个 

较小的温度范围内发生变性或复性(王镜岩等 2O02)。 

金属离子对核酸的性质有很大影响，这些性质包括热稳定性、三级结构、构型以及核酸与蛋白质配体的相 

互作用。核酸所提供的金属离子的结合部位有磷酸酯基 团、核酸上的羟基以及碱基上面的杂氮环。Na 与磷 

酸基团相互作用 ，通过 Debye—Huckel静 电屏蔽作用降低 了单链之间的排斥作用，有利于碱基配对结合 ，而呈 

现减色效应。Mg 、Zn抖、Mn 和 Ca 通过定位结合作用与核酸上的磷 酸基 团互作，也会产生减色效应 ， 

Mg抖、Zn 、Mn 和 Ca 的空问位阻虽然差别较大 ，但与 dsRNA的作用程度仅有细微差别。实验还发现，当 

金属离子达到一定浓度时，它们与磷酸基团的结合达到饱和，各曲线趋于饱 和一致。图 3一A中该浓度的 Cu 
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使 dsRNA双链打开，呈现出增色效应 ，当 Cu 浓度较高时就会将整个核酸结构体系破坏而发生沉淀 ，经过滤 

后出现图 3中的结果。cu 可能与碱基杂氮环优先结合 ，而使 PI和 PC不能配对形成双链结构 。图 4显示 了 

Ca抖能够保护聚肌胞免受 RNA酶的迅速降解 ，从而赋予了聚肌胞抵抗体内 RNA酶降解的作用 ，在被完全降 

解之前 ，可以充分发挥其药效。 

聚肌胞作为一种新型的免疫增强剂，虽然已在医学临床上大量应用 ，但其配对条件的研究资料 比较少 ，该 

实验结果将为配制高质量的聚肌胞提供理论依据 。目前在水产养殖 中常见的病毒病 ，如淋巴囊肿病毒病和对 

虾白斑病综合症病毒病(wSSV)尚无有效的药物治疗 ，利用干扰素诱导剂在畜禽治疗 已取得了较大进展(Ichi— 

nohe P￡nz． 2O05；范 琳等 1998；李凤艳等 20O7)，而在水产养殖中的应用尚属空白。目前 ，本课题组应 

用该法配制的聚肌胞对牙鲆淋 巴囊肿病毒病有一定的治疗效果，在治疗的 7d之内，块状囊肿出现明显脱落，而 

且还能在一定程度上抑制 WSSV在南美 白对虾上的感染(实验数据另行发表)。合成高质量的干扰素诱导剂一 

聚肌胞在水产疾病防治方面有着较大的应用潜力。 
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