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一株新的草鱼出血病病毒分离物的特性

柯丽华 方 勤 蔡宜权
�中国科学院 武汉病毒研究所�

提 要

从湖南邵阳地区患出血病的草鱼组织中分离到一株病毒
,

经部分提纯
、

负染后
,

电镜观察
,

揭示为双层衣壳
、

直径约 � � � � 的球形颗粒
。

其核酸在聚丙烯酞胺凝胶 电泳中呈现 �� 条带
。

经核酸酶消化
、

叮咤橙染色及核酸的变性试验
,

证明为双链 � � �
。

病毒在草鱼肾细胞株��� � �

单层细胞上
,

形成直径约 �� � 的空斑 �对温度有一定稳定性 �对乙醚
、

氯仿不敏感 � 经 � � �
、

�� 处理后仍能保持相对稳定的滴价
。

此病毒不属业已建立的呼肠孤病毒科 ‘个属中的任何一

个属
,

而可能为呼肠孤病毒科中一新成员
。

关键词 草鱼出血病病毒
,

形态结构
,

基因组
,

空斑
,

理化
,

因素影响

鱼类病毒学是病毒学中较 为年轻的一个领域
。

自 � �  ! 年
,

� � �� 从缚鱼 ��
� � �� �分

离病毒〔‘�� 以来
,

迄今发现的鱼类病毒已超过 �� 余种山
,

�� ,

分别在病毒的形态学
、

生物学
、

生 物化学及分子生物学等方面进行过研究
。

我国对鱼类病毒的研究起步较晚
, �� � � 年以

后 才开始有关草鱼出血病病毒病原的报道 ��,
” 。 � � � � 年

,

我实验室首次从草鱼出血病病鱼

组织中分离到一株病毒川
,

并对此病毒的精细结构
〔�� 和核酸特征�� 进行了研究

,

定名为鱼

呼肠孤病毒
。

不久为另一报道〔�� 所证实
。

近年来
,

我们又分离了几个毒株
,

并已进行组织

培养�另文报道 �
。

本文仅报道湖南邵阳株 � � � � ��
�

在形态结构
、

基因组及其理化特性等

方面的研究结果
。

材 料 和 方 法

,

�一� 毒株与细胞

病 毒�编号 � � � �
�, �

� 从湖南邵阳地区患出血病 的草鱼组织中分离
。

取内脏经 。
�

��

二
。 �� � 的 �� � 漂洗后加入 �� � � �� � � 的 � � �� � �� � �

�

�� 制成 � � �� 匀浆
,

滤纸过滤
,

滤液经 � � � � � � � �� 离心 �� 分钟
,

上清液按常量加双抗
,

过滤除菌后
,

置 �℃ 备用
。

组织培养所用细胞为 �� � 细胞株 �� 。

�二 � 病毒增殖与空斑试验

�� � 细胞培养于 �� �
一 � � �含 �� 多小牛血清之 � � � � 培养液中

,

�� ℃ 培养至细

胞基本铺满
,

用 � � � ��
� �

感染
,

使病毒感染复数为 �� 一 ���� � � 细胞
。

待 ��� 十分明

草鱼出血病病鱼材料从湖南那阳水产科学研究所获得
。

病毒拉子及核酸图谱照片得到本所技术室及本室吴云

涛
、

王炜同志的大力协助
, 在此一并致谢

。

�夕� � 年 � � 月 �� 日收到
。
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显时收获
。

、

空斑镌验参照 � ”��
几

的方法洲并略力准改万
�� �‘� �� 倍稀释铂病毒悬液于 � �℃ 与

已铺满的单层细胞�子 �� � 直径平皿�吸附 � 小时
,

然后加人 � � � 含 � 务 低熔点琼脂糖

的 � � �
一 � 。 待琼脂糖凝固后再加人 �二 � � � �

一 � ,

置 �� ℃ 继续培养 �一 � 天
。

倾去上

层培养液
,

再用 �� 呢 甲醛固定 �� 分钟
,

倾去甲醛
,

以 �多结晶紫染色
。

�三� 理化因案对病毒的影响

病毒抗热能力的测量是将含病毒的培养液分别于 �� ℃ 水浴中保温 �� 分钟
、

� � 分钟

及 �� ℃ �� 分钟
,

然后滴定效价
,

�� ℃ 保温为对照
。

分别调整病毒悬液 � � 至 �
、

�� 和 � ,

�� ℃ 下保温 �� 分钟
,

滴定效价
,

以测定病毒

对 � � 的稳定性
。

对氯仿和乙醚的敏感性测定
,

分别将 �� � 氯仿
、

乙醚加入 �� � 病毒悬液
,

对照管则

加入 。
‘

�� 外�
�

��
,

充分混匀 �� 分钟后
,

低速离心
,

测定水相病毒效价
。

�四 � 病毒纯化

病毒感染的细胞裂解液
,

置 � � � 一 � � 一 � 转头 �� �
�� � � ��

, � � ��
, � � � � � � � � �� 离心

� 小时
,

沉淀悬浮于少量 � � ��� 缓冲液中 ��
�

� ��� � �� � 的 �
� ��‘� , , �

�

� � � � �� � �
� � �

� � �
�

� �
,

超声波处理 � 分钟后
,

加人等体积三氯三氟乙烷充分混匀
, � �� �

�

� � �� 离 心

� � 分钟
,

水相经 � � � � � �
� � �

� � 小时及 � �   �
� � �

� � � 分钟二次轮转的差异离心
。

�五 � 病毒核酸制备

纯化的病毒制备加人 �� � ,

蛋白酶 � ,

使其最终浓度分别为 � 多
、

��� 一 � �� 拼� � � �
,

�� ℃ 保温 � 小时左右
,

用等体积酚一氯仿 ��
�
�� 提取 �一 � 次

,

氯仿一异戍醇 �� �
�
�� 提取一

次
。

经乙醇沉淀之核酸置低温下干燥
。

�六 � �� �
一

获丙嫌醉胺凝胶电泳

病毒核酸垂直板凝胶电泳
,

采用 ��� � � �� 系统阁
。

凝胶浓度为 �多
,

凝胶板经澳化

乙咙染色后
,

紫外灯下观察结果
。

�七� 病毒核酸的鉴定

病毒核酸的核酸酶消化及叮咤橙染色
,

基本按前述方法
�习
进行

。

核酸的变性试验 � � � � � 、
,

核酸溶液 �约 � �群� � � � � 置 ��� ℃ 保温 巧 分钟使之变

性
,

立即转人冰浴冷却
,

室温下于分光光度计测量光密度
,

此样品在加热前的光密度为对

照数值
。

�八 � 电子显徽镜术

纯化的病毒悬浮于蒸馏水中
,

加 � 小滴悬液于碳膜覆盖的铜 网上
,

用 � 务 磷钨酸负

染
,

在 �� �
一 � � � � 型 电子显微镜下观察

。

结 果

�一 � 病毒粒子的形态结构

在电镜下观察到经负染的病毒颗粒
,

大小均一
,

呈�� 面体对称
,

近似球形 �图 � � �
,

直

径约 � �� �
。

具有双层衣壳
,

外层厚约 �� �
,

内层 �
�

�� �
,

外层衣壳上围绕着 �� 个壳粒
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�� �� � 。岭 中盛的颗枚攀朱完全病毒 �图
�幻

,

漏杀出髓腔部分
,

直径在 � � � 二 左

右
。

,

饭场

图 � � � � � � , , 负染色照片
� 只 �� � � � � � � 又 � � � � � � � 箭头指示 � � �

��‘
�

� �址
� � 。。 � � � � �公

� � � � , 。� 。 � � � ��� � ��
�
� �二�� � � , 、� 。 。 � � � � �

, ,
�

。 火 , , � � � ��

� 义 � �  � � � � � � � � � ��� � � � � �

争

�二 � 空斑形成

接种于 �� �
�

兰星钾胞的病毒
,

在双相系缤中�凝胶
一
培养基 �

, “”℃ 培养 � � 小时
,

�

出

现直径 � �� � 的蚀斑
,

然后逐

渐向边缘扩展
,

48 一 72 小时后
,

直径约增至 Zm m (图 Zb)
。

有些

空斑内保留有残存 物 (图 3 a)
,

而大多数为清晰透明的空斑 (图

3 b)
,

未感染的细胞不出现空斑

(图Z
a
)
。

( 三) 理化特性

病毒悬液经 56 ℃ 半小时处

理
,

其 T C ID 、 由 8 9 x 一0
‘。

m L

变成 5. 9 x 101 0/ m L
,

而 当时间延

长至 l 小时
,

效价降至 L 78 x

图 2 G C H v 。 ,
在 cl K 单层细胞形成的空斑:

a
正常的

C IK 细胞; b 感染 G C H V 。, : 的 C IK 细胞

F ig
. 2 G C H V s, 3

p l
a q u e

i
n

C I K
e e

l l
s :

丁
a norm al C IK

cells; b infeeted C IK cells

,

10a /mL
。

70 ℃ 处理 l 小时
,

病毒效价为 。(表 l)
。

说明此病毒对温度有一定稳定性
,

但

其耐热范 围约在 56 ℃ 30 分钟内
。

从表 1结果看出
,

病毒对脂溶性的乙醚
、

氯仿不甚敏感
,

处理后的病毒效价没有明显

差异
,

这种抗性有可能作为此病毒不存在含脂囊膜的证据
。

p
H 3

、

10 处理也不能使病毒钝化
,

w in
t

on 报道
,

p
H 3 处理大马哈鱼病毒 (c s v )

尚能使病毒效价略有提高t101
。

这些结果与病毒的双层蛋白质外壳结构相关
。

( 四) 病毒核酸分子t 的测定

病毒核酸在 7外的 sD S一聚丙烯酞胺凝胶 电泳中
,

清晰地展示 11 条带 (图 4)
,

以 孟-
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图 3
.
G C H v , 3

在 cI K 细胞中表现的两种空斑类型:

F ig
.
3 T w o p laqu e typ es o f G C H 巩

, :
i
n

C I K
e e

l l
s :

徐留有残存物的蚀斑;

P laq ue w ith residu

b ,

透明空斑

; b elear P laqu e

农 1

T ab
.
1 E ffec ts

沮度
、

p
H

、

级仿和乙砚对 G C H V ::: 的影响

of tem p aretu re
,

p
H

,
e

t
h

e r a
, l

d
e
h l

o r o
f

o r
m

o n
G C H V

。了3

处理
T re arm en 仁

对照
C on trol

氯仿
C hlo ro fo rm

乙醚
E tl记r

5 6℃ 1 70℃

效价
(T iter)

T C ID , 。
/ m l

*
5
.
9 火 10 ’0

8
.
9 丫 10 to 3

.
0 5 丫 1 0

’o
2
.
, X 10 笼。

* * 1
.
7 8 X 1 0

吕

* 处理 30 分钟 T reatm en t fo r 30 m in

** 处理 60 分钟 T reatm en t for 60 m in

D N A 的 E eoR I一 H i
n
d l l l 酶解片段计算出 G C H V 87, 基因组的分子量为 15

.
4 6 x 10‘ o

a -

l
t o n ,

这 11个段片的大小范 围是 3
.
1一 0

.
55 x 10‘ D

a
l
t o n

( 表 2)
。

按电泳图谱上的大小

顺序
,

可大致划分为 礴个级别
,

最大的 3个段片 1一 3 为 I 级
,

4 一 6 为 H 级
,

7 一9 为 川

级
,

第 IV 级包括两个最小的段片 10 和 11。 各段片分子量见表 2
。

农 2 G C H V 。 ,

核破及各 段片分子t

T ab
. 2 M olecu la r w eigh t‘ o

f
t
h
e
R N A g e n o m

e s e
g m

e n t s o
f G C H V

: , ,

片段
Seg m en t

分 子量
M 0 1 w t

.
丫

可万一l
一

2

…
3
1
4
{

,

1

。

…
:
…

,

…
,

…
, 。

{

, ,

1
誉计

,

一!一{一}一{一}一i一…一}一{一…一{一{一
二旦塑

~

, 。6

{

‘

州
‘”

!

‘
’

“
】
‘

’

“
】
‘” ,

】
‘

’

“
}

o “ ,

{

。
·

“】
o· 7 ‘

】
。

·

, ,

{

。
·

, ,

】
‘,

·

‘6

(五 ) 病毒核酸性质

核酸酶消化及叮睫橙染色结果见表 3
。

实验证明
,

病毒核酸只能被 R N as e 消化而不为 D N as e 酶解
,

属 R N A 。

此核酸加热

变性后
,

室温下测得光密度为 0
.
633 ,

与变性前同等条件下的光密度 0
.
512 相比

,

其 O D 值

增加了 23
.
4 沁 (图 5)

,

符合双键完全解离的增色效应规律
。

同时从表 3 列出的叮咙橙染

色结果
,

G C H v
二 ,

核酸与 于 D N A
、

C P V
一
R N A 均呈暗绿色

,

而 似174- D N A 为火红

色
。

因此该病毒核酸为双链的核糖核酸
。
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T ab.3

农 3 G C H V
.
衬和几种润容核. 的 R N二 成 D N a , 消化及叮吮祖染色

琴N
a“e o r

D N
“ s e t r e a , ” ,

m t a n
d

a e r
i d i

n e o r a n
g

e s t a i
n

i
n

g f
o r

G c H v
。, : a n

d

一
、

s e v e r a

l

o t

h

e r V

i

r a

1

O u ‘
l
e
i
c a c

i d
名

一

、城 样样品
’’

.

核竣类型型 R N o se ,,
D N

a s eee 叮喧橙染色色
SSSam Pleee N u cleie aeid ty P eeeeeee A eridine oran g e 吕t a

i
n
i
n
ggg

GGG C H V 一 ,

核酸酸 d s获N AAA 十*** 一 *** 暗绿 greennn

NNN u eleic a‘i ddd 丫
,

止 、、
+++ +++ 暗绿 greennn

久久
一
D N AAA d

s
D N AAAAA +++ 暗绿 gree nnn

CCC P V 一
R N AAA d

s
R N AAAAAAA 火红 reddd

价价X 174
一
D N AAA d

s
D N AAAAAAAAA

((((( }}}}}}}}}

*
+

s e n s
i
t
i
v e 降解 ; 一 re sista n t不降解

策

0.2

��
.
喊
.

�V.4

一口O�二1!
旧‘。Pl允�11产10

�石O�翅招嗽

0

2 2 5 2勺0 2 7 5 00 吸)

波长(n n , )

W
a 丫c le n 名th (l

、
m J

5 2 今

图 4 G C H v 。, 3

核酸片段的
P A G E 图谱

.

A G C H V s, , 核酸 ; B 又
一
D N A

E
c o

R I + H i
n
d 1 1 1 酶解产物

F ig
. 4 P A G E P attern o f the

G c H v :, , g
e n o

m
e

f
r a

g m
e n t s

A G C H V
s , ,

g
e n o

m
e s e g n e

m t s ;

B E
e o

R I + H i
n

d l l l d i g
e s -

:
i
o n

P
r o

d
u e t s o

f 又
一
D N 人

F i g
.

1 A b

图 5 G C H V 。, ,
R N A 的增色效应

I 变性前吸收曲线; 11 定性后吸收曲线
5 H yp ercbrom ic effect o f th e G c H v s, , n u c

l
e
i
e a c

i d

s o r
P
卞
i
o n c u r v e o

f t h
e u n

d
e n a tu r e d G C H V

s, 3

1 1 A b
s o r

p
t
i
o n e u r v e o

f t h
e

d
e n a t u r e

d G C H V
。, ,

R N A
s
;

R N A
s

少

讨 论

经研究
,

G C H V
。,

粒子是由双层蛋白质外壳与核酸组成
,

呈 20 面体对称 ;无囊膜
,

其

基因组包含 11 个双股 RN A 段片等
,

符合呼肠孤病毒科的主要特征
〔”。

在段片数目上与

轮状病毒属 (G
enus R 。 , 。“r* ) 相同

,

但它们的电泳图谱却显示了显著差别
。

前者核酸
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的 11 个段片按其图谱上
.
的}}匝序

,

第 I
、

级包含有 3 个段片
,

1 一 3
,

11 级
,

3 个
,

川 级 3 个
,

I v 级 2 个
,

而后者的第一级包含 4 个段片 1一4
,

n 级 2 个
、

n l 级 3个
、

I v 级 2 个(图

6)
;
因此

,

从核酸的电泳图谱分析
,

:

G
C H 吩

,

有别于轮扰病毒属
。

赶且两者的形态也不
尽相同

,

而其他 5个属的基因组则是由 10 或 12 个段片组成t,]
,

在核酸段片数 目上已不

相同
。

w
i nt

o n

报道过 4 种水生动物病毒 (其中 3 种为鱼类病毒 ) 的类似结果山
, 。 本

G C H Vs
7,
可能不属于业 已建立的 6 个属 中的任何一个

,

而可能是呼肠孤病毒科中的一新

成员
。
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G C H v 87 , 与几种轮状病毒核酸的 PA G E 模式图谱的比较
人轮状病毒 (

strain D ) ;

牛轮伏病毒 (U K C
alf) ; D

B 猴轮状病毒 (sA ll) ;

草 鱼出血病病毒 (G C H v 川)

C om pariso n b etw een the P A G E p attern s of G C H v 。, ,
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