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几种鱼类细胞对草鱼呼肠孤病毒

敏感性的研究

邓初夏 杨兴棋 陈宏溪

�中国科学院水生生物研究所
，
武汉�

提 要

比较研究了鲤鱼异倍体细胞系����
一���

、
团头鱿尾鳍细胞系 �����

、

大鳞副泥鳅雌核发

育单倍体胚胎细胞系 �����
、

草鱼胚胎细胞系 �����
、

草鱼尾鳍细胞系 �����
一��

、

草鱼肾细

胞系 ����
一

斜�及其四个克隆对草鱼呼肠孤病毒 ����次��的敏感性
。
证实了这些细胞 ����

除外�在不同程度上对 ���� 敏感
，
其中以 ��� 一�斗 的敏感性最强

。
这表明

，
在体外培养条件

下
，���� 并无严格的种族特异性

。
用经 ���一

�� 传代的病毒感染草鱼种
，
能复制出典型的出

血病症状
。
用 ���一�� 检测了病毒在 ���一

斜
、
����一�

、
���一��

、 ��� 和 ��� 中的滴度

�����
，。 ��一�

，
其值分别为 �

�

��， �
�

��， �
�

��， �
�

��和 �
·

��。 斗个克隆与肾细胞系对病毒的敏

感程度亦不尽相同
，

其滴度在 �
�

�到 �
�

犯 之间变化
。
上述结果对细胞工程抗病育种预示有较

大的潜在意义
。

在电镜下可见 ���� 对被感染的细胞造成了严重的破坏
。
病毒为平均直径 ���。 的球形

颗粒
，
具有一个高度电子密度的核心

，
平均直径约为 ���� 。

病毒在细胞中的分布方式有三种 �

即散布于细胞质中的
、

呈晶格状包于一膜状结构中的和整齐或不整齐地聚集在一起但无膜包

裹的
。

草鱼出血病是草鱼稚
、
幼鱼阶段危害最大的一种传染性疾病

，

发病季节长
，
死亡率高

，

对养鱼事业造成严重威胁
。
现已证实草鱼呼肠孤病毒 ��

������� ������� ����
，
�����是

草鱼出血病的病原
，

对其分离
、

提纯和鉴定
，
已有较详细的研究

汇�
，，，�〕 。 目前已知 ���� 能

感染草鱼肌肉
、

卵巢和尾鳍单层细胞
〔�� 。

草鱼肾脏组织细胞系 �����草鱼吻端组织细胞

系
‘，
���

一�����和卿鱼异倍体细胞系 ����
一��� 对该病毒的敏感性

，

亦有一些初步报

道
〔�
洲

。
但是迄今未见有关 ���� 能通过细胞繁殖传代而增强毒力及其在细胞内增殖过

程的详细资料
。
就多种鱼类细胞对 ���� 敏感性的深入研究

，

不仅能为病毒分离和疫苗

制备奠定物质和技术基础
，

而且对于抗病育种亦具有实用意义
。

我们从 ����年开始
，

对 ����在草鱼肾脏组织培养细胞内的增殖过程及其宿主细胞

��杨广智等
， �，��。

浙江水产所草鱼 出血病鉴定会材料

����年 �月 ��日收到
。
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的种族特异性进行了初步研究
，
以期在细胞水平上获得有细胞工程育种价值的材料

。

材 料 和 方 法

�
�

细胞和培养液

细胞 草鱼尾鳍细胞系 �����
一��

，
团头鱿尾鳍细胞系 �����

、

大鳞副泥鳅胚胎细

咆系 �����和螂鱼异倍体细胞系 ����
一

���均由本研究室提供
‘�。 草鱼胚胎 细 胞 系

�����和草鱼肾细胞系 ����
一�幼 及其克隆

幻由作者培养和分离
。

培养液 上述几种细胞均用 ��一���培养液 ����
�� ������������

，
����培养

。

培养液

含 ��多 小牛血清和 ����
�

�
�

���青霉素
，
工�������链霉素

，

���
�

�
�

���卡那霉素
。

培养

温度为 ��℃ 。

�
�

病毒悬液

以典型出血病症状的草鱼病灶组织制备的病毒悬液
，
由本所鱼病研究室病毒组提供

。

�
�

病毒对细胞传代感染

病毒对细胞感染 用维持液
一

�含 �一�务 小牛血清的 ��一��� 培养液�将病毒悬液稀

释成 ��一 ‘ ，
作为毒液

，

从传代 �天左右的单层细胞培养瓶中吸出培养液
，

加人毒液
，

吸附

��分钟后
，
除去毒液

，

加人维持液
。

置 �夕℃ 培养 。
同时设立不加毒液的细胞培养瓶作为

对照
。

病毒在细胞内传代 从病毒感染细胞的培养瓶 中
，

收集产 生 明 显 细 胞 病 变效 应

�����的培养液
，
用维持液将其稀释 �� 倍

，

加人待感染细胞
。
当细胞出现 ��� 时

，

再收

集其培养液
，

重复传代感染
。

�
�

病毒对草鱼感染

用作感染试验的材料鱼
，

取自本所试验场
。

材料鱼的规格为 �� 厘米左右
。
试验前

，

先在室内水泥池中暂养两周
，

证实确系健康鱼后
，

按常规方法汇，，进行注射感染
。

�
�

半数组织培养感染剂量 �����
，。
�测定

用维持液将传代扩增后的病毒悬液
，

稀释成 ��一 ‘
一��一，

的连续梯度
，

加人 �一�天前

接种于 � 孔板中的细胞上
，

每个梯度作 �一�孔
。
同时设立对照组

。
吸附 �� 分钟后

，

除

去毒液
，

加入 �
�

�毫升维持液
。

置 ��℃ 培养 。
约经 �天后

，
对照组细胞开始老化

，

即停止

实验
。
在倒置显微镜下计算出现 ��� 的孔数

，
测定 ����

�。
值

〔�� ，

即为病毒滴度
。
以此滴

度高低作为判断细胞敏感性强弱的依据
。

�
�

电镜观察习

取经病毒感染后具明显 ��� 的细胞
，
用戊二醛和四氧化饿双固定

，
酒精系列脱水

，
苯

二甲酸二丙稀醋包埋
，
制备超薄切片

，
在电镜下观察和拍片

。

� 魏彦章同志提供 ����一�细胞系
，
阎康同志提供 ��� 细胞系

，
刘汉勤同志提供 ��� 细胞系

，
陈敏容同志提供

���一

�� 细胞系
，
特此致谢

。

�� 草鱼肾细胞系 ����
一��� 的建立及其克隆分离方法

，
将另文报告

。

��由本所电镜室制片和观察
，
武汉大学测试中心协助拍照

，
特此致谢

。
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斗少 几络 匕 子士 甲
‘

砂、 口旦乙 ，斗 芬曰 刀、

�
�

病毒在细胞内的传代感染

���� 感染草鱼肾细胞系 ����
一

���之后
，

感染率随感染代数的增加而增加�表 ��
。

表 � ���� 对 ���
一��的传代感染

���
�

� ������������ �� ���� �� ���一�� �����

��
，�、 ， ‘ � 、

� 成染纽�胞瓶数 � 出现 ��� 、 、数 � 成染率 �
� � �

��� �
� 、

才吹王长 下、 戈�
一

� 一 � 。 、 公�
一

� ， ‘ 、 �� 一

� ��亏�
了万 、 �� � 外」只悦�歌里斗兰扭转

�

—
� 兰上 �

��

� 二兰兰
�

一 … 兰竺竺…兰竺一 …

—�
召� 】 �‘ 】 �。 】 。��

� … �� …
�

� … �� … 状
�

‘

�
‘

�
‘�划

� 一

，
�

�

� �
�

� … ‘ 。 日
� 厂

�

�
‘
� �

‘
� �

‘日日
�

。�‘

�
一

� �
�

兰 �
‘日日

�
。 �‘

�
‘日

�
‘日

�
‘日日

�
。��

�
”

�
‘

�
‘�� �

��‘

���
��、 ���� �� ���� 三� ��� 一�斗 ������ ���

�
�

�� ��� �������� �����、 � ���
�

�

������ �，�� ����������

���� �����
������ ����� ���

�������� ���� �� �������

当作第一代感染时
， �次重复实验中

，

有 斗次完全未出现 ���
，

其余 �次出现 ��� 的程度

亦有差异
，

症状也不十分明显
。
在此后的传代感染中

，

症状逐渐明显和稳定
，
感染率愈益

增高
。
从第 �代起

，
感染率为 ���并

。
当传至 �� 余代之后

，
感染率仍为 ��� 务

。
以此证

实 ���� 能在 ���一�斗细胞中增殖和传代
，
表明 ���一��细胞系对 ���� 具有明显的敏

感性
。

�
�

细胞病变效应 �����

为要详细了解 ��� 的发生过程
，
我们取 �� 代的 ���一

�� 细胞
，
用在细胞内传至 斗代

的病毒
，

稀释成 ��一 ‘ 进行感染
，

在倒置显微镜下作连续观察
。
感染后 �� 小时内

，
细胞无

明显变化
。
�� 小时左右

，
可见细胞内颗粒明显增多

，
色泽变暗

，

出现细胞间隙和小空洞
，

有些细胞变圆
、

膨大
、

中空呈破环形或弯月形�图版 ����
。
先 小时左右

，

细胞大量离壁
，

形

成明显空斑���小时左右
，

空斑进一步扩大
，
占培养面积 ���左右 �图版 ����

。 ��� 小时

左右
，
贴附在瓶壁的细胞呈稀网状

，
经固定和姬姆萨染色后

，
能见细胞内含有一些染色较

深的颗粒
，

可能是包涵体�图版 ����
。
对照组的细胞则完好无损�图版 ����

。

�
�

感染试验

用经细胞传代的病毒感染试验鱼
，

能复制出典型的草鱼出血病症状
。
三次感染试验

的平均死亡率为 ��
�

�外
。
对照组未死 �表 ��

。
说明能使细胞产生 ��� 的 ����

，

就是

导致草鱼产生出血病的病原
。

�
�

���� 对细胞克隆的感染

用 ���� 感染细胞克隆
，

筛选出对病毒较敏感或较不敏感的克隆
，

以寻求在细胞工

程上有价值的标准系列工具
。
取 �� 代的 ���一

�� 细胞进行克隆培养
。
将获得的 �� 个克
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表 � ���� 对草鱼感染试验

���
�

�
�

���
������ ����������� �� ���� �� ����� ���� ����������、

一燮塑些二…一壁竺兰�����壹��…��盖���些望舅竺丝��圣�津堡型燮竖�二塑翌进竺止
�
�

… � …��� …�� …��� …
。

�
�

� ” �
‘口。

�
口

· ， � ��� �
。��

�一�
����� �� ������������ ���

���������� �� ����� ���
�����������，�� �� ����� ���

��
������ ���。 �

���
���� ���� �� ������

�� ������� ���
���� ���� �� �������

隆复制品
，

在 � 孔板上进行感染
。

观测到各克隆显现 ��� 的时间有明显的差异
，
最快的

为 �天左右
，

慢的需 �一�天
，
最慢的则为 �天左右

。
从复制板上对应孔中选择性地传出

几个克隆
，

与 ���一
�� 一起测定 �以�

，。
值

。
分离出的 斗个克隆均不如肾细胞系敏感

。
现

按 ���� 。 。
值大小排列如下� ���一�斗� �

�

��
，
�����一�� �

�

�
，
����斗一� � �

�

�
，
������

���
�

�
，
�����一�� �

�

��

�
�

病毒
一

宿主细胞的种族特异性

取在细胞内传至 �代的 ���� 稀释至 ��一，，
感染 ���

，
���一�斗

，
����一�

，
���一��

，

��� 和 ��� 等 �种细胞
。
前三种细胞 �草鱼细胞�均有明显的 ���

，

而后三种细胞 �螂

鱼
、

团头鱿和泥鳅细胞�均不产生 ��� 。
于是对后三种细胞进行盲传

，

当传至 �代时
，

���一

�� 和 ���细胞出现了轻微 ���。
传至第三代时

，
���一�� 细胞出现明显空斑

，
���

细胞则见有膨胀
、

弯曲和裂解现象
。
从出现 ��� 的时间来看

，

草鱼细胞一般为 �一�天
，

螂鱼和团头鱿细胞则要 �一�天
，
而泥鳅细胞一直未观察到 ���

。
据此说明

，
在体外培养

条件下
，
���� 对宿主并无严格的种族特异性

。

为了进一步验证这几种细胞对 ���� 敏感性的差异
，

在作盲传观 察 ��� 试 验 的 同

时
，

又对其作了病毒滴度的比较测定
。
取传至 �代的 ���� 分别感染 ���一��

，
����一�

，

���一��
，
���

，
����种细胞

，
�小时后

，

除去毒液
，
用 ��� �一�洗 �次

，

分别于感染后和培

养 �天后
，

置 一��℃ 冻存 。
用 ���一

�� 来检测病毒在这 �种细����内的增殖情况
。
当预先接

种于 ��孔板的 ���一

�� 细胞长成致密单层时
，

将在 一��℃ 冻存的病毒细胞培养物取出
，

冻融 �次
，

稀释成连续梯度
，

加人 � 孔板的细胞内
，
测定病毒滴度 ��������

。
培养 斗天

的病毒在 ���一

�� 中滴度最高
，

为 �
�

��
，

在 ��� 中的滴度基本未增加
，
在 ���一�� 和 ���

中的滴度均比草鱼细胞中的低
，
分别为 �

�

�� 和 �
�

��
。
从而定量地表明了这几种不同鱼类

细胞系对 ���� 敏感性的差异
，

且其结果与这几种细胞产生 ��� 的情况是相吻合的 �表

��
。

�
�

电镜观察

为了确证 ���一��细胞被 ���� 感染后
，

产生病变及病毒在细胞内的增殖过程
，
用

经 �。 一����� 感染约 �� 小时后的 ���一��细胞作超薄切片
，

在电镜下观察
，

可见大多数

细胞均产生了程度不同的病变
，
细胞膜和内质网变形

，

胞质出现空洞
，
线粒体膨大

，

核膜内

层加厚
，

核周腔变宽等�图版 ����图版 ����一���
。

病毒粒子在细胞内的分布方式主要有� ①散布于胞质内 �图版 ������② 成团聚集于

膜状结构内
，

膜的层次多少不等
，
少的 �一�层�图版 ��� �

，
���

，
有的 �一�层�图版 ��� ���

、

一
，

匕
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表 �

���
�

�

���� 在 �种鱼类细胞系中的滴度

������ �� ���� �� ���� ���� ������� ��

细胞系
�’ 培养时间�天�” �������瓜�

��� 一�斗

—
�

—
阵一一一竺三兰一一一一

� � � �
�

��
����一�

�
�

��

�
�

�
���一��

—
�

—
阵一一一一望生一

一

—� � � �
。

��

—
�

—
� �

�
�

巧

�
�

��

�
�

��

���
�������� �� ���� �� ����������

多的 �一�层�图版 �����
。 ③ 成团聚集于胞质中

，

但无膜状结构包裹 �图版 �� ����
。
图

版 �� ��� 显示了一团无膜包裹的病毒发生基质
，

其内大部分病毒的核心部分直径为 ���士

��入
。

图版 ���� 也显示了一团病毒发生基质
，

但发育时期较图版 ���� 中所示病毒晚 些
。

图中大部分病毒已包装好蛋白质外壳
。
图版 ����� 示大部分病毒已完成包装

，

但仍有一些

空壳和无外壳的核心
，
能见到大小不等的几种病毒粒子

。
一种粒子直径为 �夕�土 ��入

，

外

包衣壳
，

衣壳上规则排列着若干子粒
，
此乃完整的病毒结构

。
另一种粒子较小

，

核心直径

仅为 斗�� 士 �� 入
。
还有一些大小不等的空壳

，
小的可能是由于机械切片造成的

，
当一刀从

球形样品边缘切割时
，

就会出现比球直径小的环
。

病毒在尚未完全形成晶格状排列时
，
出

现一些大小稍不相等的小空壳是不足为奇的 � 大的空壳也许是未包装病毒核酸的蛋白质

外壳
。
在图 ����中

，
可见病毒呈晶格状排列

，
大小基本一致

，
形态整齐

，
直径为 ��� 士 ��

入
，

核心直径为 ���士 �� 入
。
图版 ��� 则示刚从细胞中释放出来的病毒粒子

。

讨 论

当用病鱼组织提取液对细胞作第一代感染时
，
感染率只有 ��多

，
病变现象也不明显

，

传至 �代时
，

病变趋于稳定
，
感染率达 ���多

，

且在传至 �� 余代之后
，

其病变效应仍稳定

不衰
。
这种现象可能是由于在体外培养条件下

，
病毒与宿主之间

，

在开始时尚未建立起某

种适应关系
，

故病毒毒力弱
。
经传代后

，

病毒
一

宿主关系逐渐加强
，

病变也就愈益明显
。
对

此观点可从 ���一

�� 中传至 �代的病毒感染 ���一�� 和 ��� 的试验得到证实
。
用这种病

毒对两种细胞作第一代感染时
，

亦未出现 ��� ，
而经过盲传 �代

，
��� 渐趋明显

。
有人曾

报道
，

一种引起流行性腹泻的病毒
，

在经过盲传 �代后才出现不典型细胞病变���
。
这就

进一步证实了作者的上述看法
。
病毒通过在细胞内传代而增强毒力的事实

，
不仅说明病

毒能在肾细胞系内增殖
，

而且对研究鱼类病毒学及鱼类病毒病的防病免疫
，

提供了有力的
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技术手段
。
至于病毒与宿主细胞适应性增强的机理

，

尚待进一步研究
。

从 ����等 ������
〔，�，
关于鱼类细胞系与病毒的综述中可看出

，

一种鱼类细胞系对几

种病毒具有敏感性
，
或反过来

，
一种病毒能感染几种细胞系的现象较为普遍

。
�泳�� 等

������
〔��� 从大麻哈鱼 ����� �������中分离到的一种呼肠孤病毒在几种大麻哈鱼细 胞

系中滴度最高
，

而且它也能不同程度地感染其它鱼的培养细胞
。

本文也对这种现象作了

研究
。
在成体水平上

，
���� 能感染草鱼和青鱼

，

但不能感染团头鱿
〔�� 。
在细胞水平上

，

尽

管该病毒在草鱼的几种细胞中滴度较高
，

但仍能在螂鱼和团头妨细胞中增殖
，

并在盲传 �

代后产生 ���
，

这充分说明 ���� 在细胞水平上的宿主特异性不如在成体水平强
。
至于

���� 不能感染 ��� 这一事实
，

其机理有待进一步研究
。

在草鱼的几种细胞系中
，
����

�� 对 ���� 的敏感性最强�滴度最高�
，

这在细胞水平上证实了草鱼肾脏为 ���� 的靶器

官
。
这可能是由于宿主细胞膜上病毒受体蛋白结构的不同而形成的

。
同时表明 ���一

��

可用作检测病毒
一

宿主关系的工具
。
当然

，

尚应研究其免疫血清中和反应的变化
。

���� 对细胞克隆的感染试验结果表明
，

分离出的 �个克隆的敏感性虽不如肾细胞

系
，

但若用 ���� 对克隆进行连续传代感染
，
也许会增强克隆的敏感性

。
诸克隆对病毒

的敏感性存在着差异这一事实预示着用克隆来研究病毒
，
或用病毒来筛选特殊需要的克

隆
，
对于细胞工程育种学具有较大的潜在意义

。

关于呼肠孤病毒在鱼类细胞中的增殖过程
，
目前尚无较详细的报道

。
在感染哺乳类

的呼肠孤病毒中 ����������� 和 ����� ������
〔‘ ，，报 道了 �一型 呼肠孤病 毒 ��

������� ����

��对 �细胞感染及在其内增殖的过程
。
他们认为该病毒是被细胞通过一种吞噬过程摄人

的
，

然后吞噬泡与溶酶体融合形成吞噬体
。
在吞噬体中

，

病毒在溶酶体水解酶的作用下
，

脱下外层衣壳
，

形成亚病毒粒子 ��������� ������
�

�
。
当主要的外壳蛋白 ��被脱去后

，

病

毒就被激活
，
从而开始 ��� 的转录和翻译

，

并在核周围的胞质
“
工厂

”
中完成病毒粒子的

装配
。

从电镜图片中
，
也能见到 ���� 在核附近增殖的情况 �图版 ���

，
��

，

但并不都是

如此
。
此外

，

在图 ����一�
，
�中

，
可见到一种膜层结构

，

将病毒包于其中
。

我们在未被病毒

感染的细胞中也见到了类似的膜层结构
，

故认为�
这种膜层结构不是病毒本身的结构

，

而

可能是溶酶体
。
并且从图 �� ��� 中可见

，

在病毒发生的较早阶段
，

这种膜就已经存在了
，
表

明该病毒也可能和哺乳类中的呼肠孤病毒一样
，

是通过一种吞噬过程进人宿主的
。
如这

个膜结构在病毒发生过程中被破坏了
，

就会产生图 � ��
，
� 中所示的情况

。

关于引起草鱼出血病的病原是一种病毒还是多种病毒尚在研究之中
。
有人报道了在

病鱼肾组织切片中见到一种大粒子 �直径 ���一��� 入�和一种无外壳的小粒子 �直径为

斗��一��� 入����
。
另有人报道了在草鱼肾培养细胞切片中见到一种大粒子�直径 ���一���

入�和一种无外壳的小粒子�直径 ���一���入�
〔�� 。

他们推测这些不同的颗粒可能是处于

病毒粒子成熟过程的不同阶段
。
本研究亦见到大小两种粒子

，

大的直径为 ���士 �� 入
，
小

的无外壳
，

直径为 斗��士 �� 入
，

且此两种粒子处于同一膜状结构内
，

小粒子的大小与大粒

子的核心大小基本一致 �图 ��� ���
，

同时在病毒刚开始发育的基质中还见到裸露的病毒

粒子核心�图 ������
，

这足以证实这两种粒子的确属于病毒粒子成熟过程的不同阶段
。
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