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两种级病毒的共感染现象及引起感染细胞的超微变化
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摘要
:

借助细胞培养和 电镜技术
,

揭示 了级球形病毒 (si
n

咖rc a ch 咖
i , pheri

c al ,

iru
。 ,

sc sv )与级弹状病毒 (s止几咖rca

ch ‘玩 山abd ov iru s ,

sc R v )在草鱼鳍细胞 (Gras
。 c

arP fin
: ,

G cF) 中共感染的现象
。

在筛选到敏感鱼类细胞系和建立 了

级病毒体外增殖系统的基础上
,

取患典型病毒感染出血症的级组织
,

制备组织悬液
,

接种到 G C F 细胞中传代培养
,

在攻毒后间隔不同时间收集细胞
,

对攻毒细胞的超薄切片进行电镜观察
。

揭示 两种形态的级病毒可在同一 个 GC F

细胞中增殖
,

并描述和分析了病毒复制引起感染细胞的超微病变
。

本研究结果有助 于阐明鱼类重要病毒病害的发

生过程及致病机理
。
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在人们掌握 了水产动物的繁育技术之后
,

大面

积暴发的水生动物病害就成为制约渔业可持续发展

的瓶颈
。

而不同病毒病原共感染
,

导致水生动物发

病或死亡
,

增大疾病防治的困难
,

加速病害扩散
、

流

行及水环境恶化川
,

给人类生产和生活带来不 良影

响
。

因此
,

探讨由复杂病毒病原引起的水生动物流

行病是一个很有意义的课题
。

作者起初在患病级组

织中观察到不 同形态 的病毒颗粒存在川
,

也对级球

形病毒的鱼体回接感染及病原性等作了详细研究 [31
。

但限于材料和研究系统
,

对级复杂的病毒病原及病原

间相互作用的认识难 以深人
。

经过敏感细胞的筛选
,

借助本实验室建立的级病毒体外扩增系统
,

并结合应

用电镜技术
,

进一步对级两种病毒及与宿主细胞的相

互作用进行了仔细观察和研 究
,

查明级球形病毒和

弹状病毒可在鱼类培养细胞中引起共感染
。

1 材料与方法

1
.

1 撅病毒的来源及宿主细胞 病毒来源于患致

死性 出血病的级组织匀浆液
。

宿主细胞为草鱼鳍细

胞系(G ras
s 。

呷 6 n , ,

e e r )[4 ]
。

病毒粗提液的制备及体外扩增
: 取患病级的肝

、

脾
、

心和肾等内脏器官
,

剪碎
、

匀浆
,

加人双抗 (青霉

素 loo lu
,

链霉素 100 拼g )置 一
20 ℃过夜

,

冻融后离心
,

上清为病毒粗提 液
。

过滤后 接种到 已长成单层 的

GC F细胞中
。

25 ℃培养 2一3d
,

光镜下观察
,

可见有细

胞病变
。

收集级病毒感染的细胞液 (级病毒悬液 )
,

再

接种到正常单层 G CF细胞 中
。

如此进行多次传代培

养
,

使细胞病变出现的时间和状况保持稳定
。

1
.

2 电镜样品的制备及超徽观察 在细胞培养瓶

中培养5组 G CF单层细胞
,

1 组为不接种病毒 的对照

细胞
,

另外 5 组分别接种经过多次传代培养
、

感染性

状稳定的级病毒悬液
,

在按种病毒悬液后 12h
,

16 h
,

24 h
,

32 h 和 36 h 各取一组样
,

经胰酶消化后离心收集

细胞
,

戊二醛 固定
,

包埋
,

用 晚ica Ul trac ut
一

R 超 薄切

片机 (莱卡公司产品 )制备超薄切片
,

经透射电镜 (日

本电子 公 司产品 )观察
,

透视 电镜 图像传输 系统

G a tan Mod e l 7 80 D u al v is io n 3(X) W (美 国 G a tan 公 司产

品)转存图像
。

2 结 果

2
.

1 病毒的形态特征

电镜下观察到级球形病毒的形态呈球状或近似

球状
,

其大小不均一
,

多数病毒颗粒的直径为 150 n m

左右
,

少数颗粒直径超 过 2(X) n m 或不 足 loo
n m (图

IA )
。

级弹状病毒是大小为 70 一 lro x 30 一 45 n m
、

其形

态是一端尖头
、

另一端平头的标准子弹状颗粒 ; 由于

弹状病毒有一个中央核心
,

当观察到超微结构的横切

面时
,

可见其圆心呈现一个黑点 (图 IB )
。
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2
.

2 两种病毒在宿主细胞中的增殖

当用级病毒接种 G CF 细胞后
,

在 12 h 和 16h 这

一时段中
,

扩增 的病毒大多数 是球形病毒 (图 ZA
,

ZB) ;在 24 h 至 32 h 时段 中
,

可观察到球形病毒与弹

状病毒同时存在 (图 IB)
。

接种病毒 16 h 后
,

随时间延长
,

宿主细胞 内弹状

病毒 t 随之增加
,

直至接种 32 h一 36h
,

观察到在宿

主细胞内大多数是弹状病毒
,

有时可见到双倍 (或多

倍 )长度的弹状颗粒及串列样结构(图 Zc
,

ZD )
。

观

察结果显示
,

级球形病毒和弹状病毒能在同一宿主

细胞中增殖
,

它们有各自最佳增殖时段
。

一般看来
,

球形病毒大 t 增殖的时段要早于弹状病毒
。

2
.

3 病姆的分布
、

释放及与细胞的相互作用

增殖后病毒分布在宿主细胞质中
,

可散在
、

聚积

或形成包涵体
,

而释放在胞外的病毒粒子也可散在
、

堆积或围绕在空泡周围 (图 l
,

图 2 )
。

级球形病毒和

弹状病毒在宿主细胞 中增殖后
,

都可通过 出芽方式

释放
。

球形病毒增殖后可通过细胞 内膜出芽
,

释放

到胞质空泡小腔中 (图 ZA )
,

也可在细胞 膜上 出芽
,

释放到细胞膜外 (图 3 A )
。

弹状病毒也可通过类 似

的方式
,

出芽释放到胞质 空泡小腔 中(图 ZC )
,

或释

放到细胞外 (图 3 A
,

图 3B )
。

另外
,

球形病毒和弹状

病毒可同时或不同时释放
。

尽管多数情况下
,

球形病毒增殖的时段要早于

弹状病毒
,

但在接种病毒 16 h一32h 之间
,

两种病毒

往往可同时增殖
。

如 当球形病毒大量增 殖和释放

后
,

弹状病毒仍按部就班在宿主细胞 内增殖
。

反之

亦然
,

在接种病毒后 24 h 的细胞超薄切片中
,

可见弹

状病毒大量增殖并释放到细胞间隙后
,

在胞质 中还

存在许多尚未装配的球形病毒衣壳
,

显示球形病毒

保持继续增殖的势头 (图 3 B )
。

这提示
,

撅两种病毒

共感染时
,

不会因一种病毒的增殖和释放而对另一

种病毒增殖造成明显的抑制作用
。

病毒入侵和感染所引起的宿主细胞超微病变主

要表现为
:
有 的细胞肿胀变圆

,

使原本贴壁的细胞失

去猫附力
,

同时细胞外周 被释放病毒颗粒和凋亡小

体的混合物所围绕 (图 3C ) ; 有的核膜皱缩
,

胞核凝

集
,

核质边缘化
,

胞质浓缩
,

内质网扩张形成细胞质

气泡
,

在胞质 中会出现大小不一的空泡
,

有时空泡内

还可见有病毒存在 (图 3 D )
,

通常病变细胞 的胞膜还

能保持完好
。

这些表现 大多具有 典型细胞凋亡 的

特征
。

图 l 姗两种病毒的电镜照 片
。

A
.

接种病毒 24b 的细胞
.

产 生了大量散在的子代球形 病毒预粒
,

如箭头 所示 ( x 30
,

(祀旧 )
。

B
.

接种

病毒 32h 的细胞
,

聚积在一起的子代弹状病毒
.

如箭头所示 ( x 40 ) 】X))
。

图例同图 3
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图 2 病毒在宿主细胞中的增殖
。

A
.

接种病毒 12h 的细胞
.

在胞质空泡中的子代球形病毒
,

如箭头所示 ( x ls
,

O阅)
。

B
.

接种病

毒 16 h 的细胞
.

子代球 形病毒释放在细胞间隙中
,

如箭头 所示 ( x ls
,

(阅目)
。

C
.

接种病毒 32卜的细胞
.

在胞质空泡中有大t 子代弹

状病毒 ( x
40 )叉刃 )

。

D
.

接种病毒 3 6h 的细胞
,

堆积在胞质中的子代弹状病毒(40 )洲刀)
。

图例同图 3

Fig
.
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3 讨 论

作者曾直接在患病级组织中观察到存在不同形

态病毒颗粒的现象〔2〕
,

对缘球形病毒病原的检 出方

法及组织病理也进行 了测试分析 t3】
。

但当时限于未

找到撅病毒体外感染的适当条件和敏感细胞
,

对不

同病毒病原间及其与宿主的关系尚未涉及
。

经过反

复筛选
,

本实验室建立 了稳定的级病毒体外扩增系

统
。

在此基础上
,

利用 GCF 细胞对级两种病毒进行

了体外多次传代培养
,

辅以电镜技术
,

观察到级球形

病毒和弹状病毒的体外共感染现象
,

并 阐述缘两种

病毒共感染引起鱼类培养细胞产生超微变化 的特

点
。

后续实验还证实
,

级球形病毒和弹状病毒均能

分别感染几种鱼的培养细胞
。

这为揭示级病难以防

治的重要原因之一是存在多种病毒病原提供了直接

证据
,

也为低等脊椎动物病毒相互作用
、

分子进化及

其致病机理等研究提供了新的材料和系统
。

不同病毒之 间的作用可分为两大类
,

一类是一

种病毒增殖有利于另一种病毒的增殖协同作用
,

如

利用辅助病毒及其产物拯救失活的鱼病毒性败血症

病毒(vHS v )
、

重组蛙鱼弹状病毒等 [5
,

6〕;一类是一种

病毒增殖有碍另一种病毒的干扰抑制作用
,

如鱼的

传染性胰 腺坏死病毒 (IPN V )与传染性造血器官坏

死病病毒 (IH N v )之间存在 干扰作用 [v]
。

深人探讨

病毒与病毒之间
、

病毒与指主细胞之间的相互作用

是认识病毒遗传
、

变异与进化等本质特征的基础
,

也

是 阐明病毒病原致病机理及其控制对策的必要途
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图 3 病毒释放及对宿主细胞的损害
。

A
.

接种病毒 24 h 的细胞
,

病毒从细胞膜上 出芽释放
.

如箭头所示 ( x
4D

,

以刃 )
。

B
.

接 种病毒 2 4h 的细

胞间晾中充漪弹状病毒顺粒
,

而胞质中存在许多球形病毒衣壳
,

如筋头所示〔
x
4o J洲刃 )

。

C
.

接种病毒 32 h 的细胞周围散布有大量阅亡小体

( x s
,

O以】)
。

D
.

接种病毒 24 h 的细胞核凝集呈不规则形态
,

核质边缘化
,

胞质中有许多空泡
.

大小不一
。

有的空泡中还存在球形病毒顺粒
,

如箭头所指( x s
,

《洲洲))
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径〔8
·

9〕
,

同时还可促进相关学科 的发展
,

如人类腺病

毒伴随病毒的发现和作为基 因载体
,

就导致 了人类

疾病基 因治疗 技术 的突破〔’。一 l2]
。

因此
,

人们对 阐

明病毒共感染现象
、

不 同病毒间的相互作用及建立

相应的病毒病防治技 术持有浓厚兴趣 t’3〕
。

对卫星

病毒
、

DI 颗粒等的研 究较 为深人
,

并对病 毒的分子

进化
、

生物学性状及实际应用都产生了影响 [’4 〕
。

现

已知伴随病毒难 以单独完成复制有感染性子代病毒

的全过程
,

但当辅助病毒存在时则可使伴随病毒恢

复其感染性 [ , ,
·

, 6 ]
。

对级病毒感染细胞的超薄切片进行 电镜观察的

结果显示
,

在级球形病毒大量增殖之前
,

没有出现弹

状病毒
。

这表明级球形病毒可以不依赖弹状病毒而

独立复制和增殖
,

不是弹状病毒的伴随病毒
。

而级

弹状病毒是在继球形病毒大量增殖之后才开始出现

的
,

那么级弹状病毒是否是球形病毒的伴随病毒呢 ?

对此专门进行 了撅弹状病毒 的分离与纯化
,

并获得

了能起细胞病变的级 弹状病毒株
,

这表 明级弹状病

毒也不是球形病毒的伴随病毒
。

进一步的观察还显

示
,

级的两种病毒增 殖时段是不同步的
。

这样 比它

们采取同时增殖给宿主细胞造成的空间
、

能量和原

料需求的压力要小
。

当两种病毒成熟后
,

主要是通

过出芽释放
,

使宿主细胞较少裂解或不裂解
。

观察

结果还显示
,

出现凋亡细胞 的量 比裂解细胞的量要

多 2一3 倍
,

可见病毒感染对宿主细胞的影响主要是

引起细胞凋亡
。

关于鱼类两种病 毒的共感染现象 尚未见报道
。

本研究所观察的样 品是病级组织悬液接种细胞
,

并

经过体外多次传代培养所 获得 的
。

在经多次传代

后
,

弹状病毒和球形病毒仍然相伴相随
,

是什么机制

使级鱼两种病毒能长期和谐相处 ? 这是一个有趣且

有待进一步探讨的问题
。
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[ 4 ]
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