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摘要 :分不同时间, 收集经人工感染了蛙病毒的样蛙,取其心、肺、肾、肠、脾、肝六种组织, 并通

过免疫组化方法进行检测。结果分别在感染了病毒 3d、9d、11d 后的幼蛙这六种组织中, 由表

及里观察到了深色的阳性信号,从而测定了病毒在入侵组织中的存在部位。其中, 肺和肠组

织中阳性信号最强,呈灶性分布, 其余四种组织中的阳性信号则呈散在分布。在未注射病毒

的幼蛙阴性对照组六种组织中没有检测到阳性信号。
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近年来虹彩病毒所引起的疾病在鱼、蛙中多次爆发,给水产业带来了严重的经济损失。

张奇亚等[ 1� 2]先后从患病的美国青蛙( Rana grylio Stejneger,又称沼泽绿牛蛙)中发现和分离

到3株蛙虹彩病毒( Rana grylio virus, RGV) ,分别称为RGV9506, RGV9807和RGV9808,并对它

们的组织病理、细胞病理、体外扩增、病毒与宿主细胞间的相互作用等进行了观察和研究。

由于病毒寄生在宿主细胞内,因此至今尚无有效的治疗方法。现在对其防控主要通过电镜

观察、PCR、组织病理观察等检测方法。这些检测方法虽各具优势,却也都有一定的局限性。

免疫组化法(又称免疫组织化学方法)因其操作简便、实用, 已用于鱼、虾病毒的检测

与病理学研究[ 3 � 5] ,但尚未见用于两栖类动物病毒检测的报道。该方法是利用抗原抗体

的特异性反应检出病毒; 它可保持待检标本的组织或细胞形态不被破坏,特别适用于检测

组织内的病毒和确定其存在位置。作者探讨和建立了蛙虹彩病毒在宿主组织中分布的免

疫组化检测方法,并将结果报告如下:

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 � 由中国科学院水生生物研究所关桥实验场提供健康美国青蛙的幼蛙,体重约

15 � 25g。驯养于 1m3 的水体中, 备用。所用的蛙虹彩病毒毒株为 RGV9506。兔抗

RGV9506由本实验室制备, 保存于- 20 � 备用。辣根过氧化物酶偶联的羊抗兔 IgG购自

华美生物工程公司。
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1�2 � 病毒液的制备 � 病毒粗提液和经细胞培养扩增病毒液的制备见文献[ 6]。病毒的

TCID50约为 10
5
。

1�3 � 人工感染 � 将40只健康幼蛙随机分为5组,每组 8只。将磷酸缓冲液(对照组)或病

毒液(实验组)通过腹腔,以 1mL/只蛙的剂量(特别注明的除外)注射到蛙体内, 注射后将

1个对照组和 2个实验组(病毒注射剂量不同,其中 1个组注射 0. 5mL/只蛙, 另 1个组注

射1mL/只蛙)分别置于 21 � 1 � 水箱内养殖,而另外 2个组分别置于 28 � 1 � 的水箱中养
殖。注射后每天观察记录发病及死亡情况,收集样品。

1�4 � 兔抗 RGV IgG纯化 � 取 250�L 抗血清, 用等量预冷的 PBS( pH7. 4, 0. 01mol/ L)稀释,

加入 2倍体积饱和硫酸铵溶液( 500mL 双蒸水加热至 70 � 80 � ,加入 400g 硫酸铵,充分溶

解后冷却、静置) , 4 � 静置 30min, 10 000r/ min 离心 10min, 弃上清, 取沉淀。再用 250�L

PBS悬浮, 添加 125�L饱和硫酸铵溶液,重复提取 3次,沉淀用 250�L PBS悬浮。最后用

PBS在 4 � 透析2 � 3d, - 20 � 保存备用。

1�5� 制片及免疫组织化学检测 � 分别对3个实验组进行抽样检测:在实验组1中,选感染9d时

出现病症的幼蛙,其脚趾部充血,游动缓慢;实验组2中的蛙,感染 11d后发现其严重变形,腿部

严重充血、溃烂,腹部有大量的出血点,不能游动,濒死;拿实验组3的蛙感染 3d后发现其腿部

红肿,腹部出现出血点,分别取之解剖,取心、肺、肾、肠、脾、肝6种组织,切成米粒样大小,低温

酒精固定 16h,包埋,切片厚度4�m,免疫组化检测。

载有样品的玻片先经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化, 用 PBS洗涤 20min。然后将玻片放

于湿盒中, 37 � 在含 0. 3%过氧化氢的 PBS 中温育 60min,以除去内源性酶, PBS洗涤 3次

( 5min/次)。在每片玻片上加入稀释的兔抗RGV,置于湿盒内,盖上湿盒, 37 � 孵育 60min,

以PBS 洗涤 3次( 5min/次)。随后加入稀释的辣根过氧化物酶偶联的羊抗兔 IgG, 湿盒内

37 � 孵育 60min,以 PBS洗涤3次( 5min/次)。滴加二氨基联苯二胺( DAB�H2O2)底物溶液

(染色前加 30% H2O2,使 H2O2 的最终浓度为 0. 03%) , 室温避光孵育 20 � 40min, 光镜观

察。当样品的某些部位存在RGV时, 兔抗RGV就会与之结合,随后兔抗 RGV又会与辣根

过氧化物酶偶联的羊抗兔 IgG结合, 所以原有 RGV 的部位就会存在辣根过氧化物酶,当

采用一种能产色的氢供体化合物氨基联苯二胺作为辣根过氧化物酶的底物时,在辣根过

氧化物酶的作用下氧化脱氢从而在阳性反应部位生成一种不溶于水的深(棕红)色物质。

对观察结果进行显微照相。

另外,同时设置两种阴性对照: A: 将对照组中的蛙分别按照以上三种方法固定、包

埋、切片,然后进行免疫组化检测。B:以 PBS 替代兔抗 RGV 对实验组中的组织切片进行

免疫组化检测。

2 � 结果

2�1 � 幼蛙感染后的发病情况 �
实验组1、2、3三组幼蛙在注射病毒后开始出现病症的时间分别为 9d、7d、3d; 幼蛙开

始死亡的时间分别为 11d、11d、3d;注射两周后三个实验组的累积死亡蛙数分别为 3只、4

只、8只;三个实验组最后的总死亡蛙数分别为 6 只、6只、8只, 致死率分别达到 75%、

75%、100%。其中实验组 1和实验组 2由于在实验后期控温不准, 水温偏低, 导致死亡率
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下降(表 1)。而两个对照组在实验期间均未观察到发病和死亡的情况。

表 1 � 幼蛙感染后发病和死亡的结果

Tab. 1 � The data about diseased and dead juvenile frogs by artificial infect ion of RGV9506

� 处理

� Treatement

组 1:病毒液( 0. 5mL/只)

Group 1: Virus( 0. 5mL/ frog)

组 2:病毒液( 1mL/只)

Group2:Virus(1mL/ frog)

组 3:病毒液( 1mL/只)

Group3:Virus( 1mL/ frog)

实验蛙只数

No. of f rogs

8 8 8

水温( � )

Temperature

21� 1 21 � 1 28 � 1

开始出现病症时间( d)

Time of symptom appearance

after injection

9 7 3

开始死亡时间( d)

Time of death appearance

after injection

11 11 3

注射 2周后累积死亡蛙只数

No. of death

after 2 weeks

3 4 8

注射 4周后总死亡蛙只数

Total No. of death

after 4 weeks

6 6 8

致死率( % )

Mortality

75 75 100

感染的幼蛙在发病前,主要表现为精神不振, 食欲减退。发病初期,蛙逐渐失去重心,

身体开始发生变形, 腿部出现紫红色的斑点, 随后腿部出血并肿胀,腹部皮肤出现出血点。

病重的蛙体非常消瘦,解剖后观察到有的肝或胆肿大, 在其他组织表面也可观察到出血

点,肠中空、无食物。

2�2 � 免疫组织化学检测 �
肝 � 在三组幼蛙的肝组织切片中均检测到了深色的阳性信号颗粒,其中组 1 和组 3

幼蛙的切片中阳性信号颗粒较少, 且主要位于组织外周。组 2幼蛙的切片中阳性信号颗

粒增多,在位于肝小叶间的结缔组织和肝索区、肝血窦区等呈散在分布, 但在中央静脉区

周围未见阳性信号(图版 �: 1)。

脾 � 组1幼蛙和组3幼蛙的阳性信号颗粒主要出现在脾组织的被膜区。而组 2幼蛙

在脾实质区也开始观察到病毒与抗体反应后出现的阳性结果, 阳性信号颗粒主要出现在

白髓区,在红髓区中则较少见(图版 �: 2)。

肠 � 在三组幼蛙的肠黏膜层和黏膜下层内均可以检测到阳性信号。其中组 1和组 3

幼蛙的肠粘膜层内阳性信号颗粒较少。而在组 2幼蛙的肠切片中阳性信号非常强烈,遍

布整个肠粘膜层和粘膜下层(图版 �: 3)。
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肾 � 组1幼蛙的肾组织切片中仅在少量位置检测到阳性信号颗粒, 且集中在肾被膜

区。而在其余两只幼蛙中,阳性信号反应较强烈, 但阳性信号颗粒也主要出现在被膜区,

在皮质区内仅有少量阳性信号颗粒(图版�: 4)。

肺 � 组 1幼蛙和组 3幼蛙主要在肺组织的粘膜上皮层和间质区内检测到阳性信号。

而组 2幼蛙在组织的实质区也普遍检测到了阳性信号(图版� : 5)。但三组幼蛙肺组织中

的病毒抗原均呈局灶性分布。

心 � 三组幼蛙的阳性信号均主要出现在外膜区,心肌层内几乎未见阳性信号颗粒(图

版� : 6)。

阴性对照结果: 在两种阴性对照实验中均未检测到阳性信号。

3 � 讨论

目前对水生动物病毒的检测主要是通过电镜、组织染色、PCR、临床症状诊断等技术

进行,但当这些技术分别使用时,却各有其局限性。通过电镜观察,可了解病毒感染、复制

的超微结构及与宿主细胞间相互作用超微形态变化等信息,但其费用高,耗时长并需要具

备特殊的实验器材且其视野较窄,这都限制了它的应用。组织病理观察则不太适用于早

期检测,通常在病毒严重感染机体全身,产生明显的、不可逆转的组织病变时,方可得到确

证,而在本研究中,采用免疫组化方法对存在于组织外周被膜区的病毒感染也能检测到,

说明免疫组化方法比组织病理观察能更早地确证病毒感染。而 PCR技术需要特殊器材

和训练有素的专业人员, 且对小量群体使用显得不够经济。与此同时,免疫组织化学方法

已在人类或农业的病毒性疾病诊断中得到了广泛的应用
[ 7]
。除了它的灵敏性和准确性之

外,其费用低,操作相对简单, 且能在成分复杂的组织中进行单一细胞的研究,而不受同一

组织中其它成分的影响, 可完整地保持组织的形态,所以它不但可以成为一般实验室的病

毒检测实用技术,而且能检测到动物体内的受侵害程度以及病毒侵染的靶目标,进而可以

用于研究病毒入侵宿主的途径以及疾病的发展过程。本研究结果显示,在感染组幼蛙的六

种组织中均成功地检测到了病毒,而在对照组幼蛙的组织切片中没有阳性信号,这说明所建

立的免疫组织化学方法用于检测蛙虹彩病毒在感染宿主中的检测与定位是成功的。

实验结果表明, 肠和肺的阳性反应最强,阳性信号呈灶性分布。所以推测 RGV可能

具传染性,当同一水体中的蛙被病毒所感染后, 它们之间又互相传染, 所以其消化系统和

呼吸系统受到多重感染, 引起病灶增多, 这说明病毒在同一水体的蛙群中可迅速水平扩

散,导致病毒病的流行和爆发。蛙肺是一对中空、壁薄, 富有弹性的囊状构造。囊腔中有

许多网状隔膜, 将内腔隔为若干小室, 称为肺泡, 以此而增加了肺囊与空气的接触面积。

而它的这些结构特点也造成其不但易于接触病毒,且易于被病毒所吸附,成为传染性病毒

病首先侵入的靶器官。肺泡壁上密布的微血管, 又使得病毒可迅速经血液循环系统侵入

其他组织和器官。而肠作为消化器官,首先由肠壁吸收食物经化学变化分解成的简单物质,

随后这些物质通过肠上皮细胞而进入附近的血液或淋巴后经循环系统运送到各处细胞或组

织。所以经口腔进入体内的病毒不但会大量积聚于肠腔内,而且之后复制扩增的病毒易于

通过循环系统扩散到其他组织,造成所有组织发生严重病变,引起宿主快速死亡。

从组 2幼蛙的检测结果显示, 与肠和肺组织相比较, 肝和脾组织的阳性反应虽不甚
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强,但却较深入组织内部,不但在组织的外周与被膜层存在阳性信号颗粒,在组织的内部

实质层中也能检测到阳性信号,所以可能是 RGV感染的主要靶器官。肝细胞能吸收有毒

物质,经分解或与其他物质相结合,变成无毒物质起着解毒作用,肝血窦中的枯否氏细胞

也有着吞噬防御作用。所以当肝组织内部受损时,必然使得机体的保护防御功能削弱,从

而有利于病毒的侵染。而脾脏是身体最大的免疫器官,也是机体最活跃的免疫器官,同时

它是机体的造血器官,也是对血源性抗原产生应答的主要场所。所以当其受到病毒侵染

时,必然使得体内的免疫系统产生功能性障碍, 给病毒在蛙体内增殖有了可乘之机[ 8 � 9] ,

同时病毒可借血液循环感染机体全身组织,也使得机体的免疫力进一步下降,当病毒在同

一水体中传播时,机体易受重复感染,从而使得病蛙快速死亡, 也导致病毒病的流行与爆

发。

以上的结果说明免疫组织化学方法得出的结论与组织病理学观测得出的结论相符[ 6] ,

但却比之更为敏感及适于病毒的早期检测,不失为一种快速有效的蛙虹彩病毒检测技术, 且

本研究也是首次应用免疫组织化学方法对宿主体内的蛙虹彩病毒进行分布和定位研究。
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DETECTION OF RANA GRYLIO VIRUS (RGV) IN HOST FROG

TISSUES BYUSING IMMUNOHISTOCHEMISTRY ASSAY

XIE Jian1 , LI Zheng�qiu2, ZHANG Qi�ya2 and LI Wen�xin1

( 1�School of life sciences, Wuhan University, Wuhan � 430072;
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Abstract: Immunohistochemistry assay has been used for detecting RGV in heart , lung, kidney, intes�
tine, spleen, liver from the artificially infected juvenile frogs. The results showed RGV was detected
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in these tissues of juvenile frogs at 3d, 9d, 11d after infection. No posit ive signs were observed in

these tissues from negative control. Strong positive signs were detected in lung and intestine t issue

specimens, distributing in local.However the positive signs distributed diffusely in the other four tis�
sues.
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图 版 �
1�RGV(箭头)定位于组 2幼蛙的肝组织中, � 200; 2�RGV(箭头)定位于组 2幼蛙的脾组织中, � 400; 3�RGV(箭头) 定位

于组 2幼蛙的肠组织中, � 200; 4�RGV(箭头)定位于组 2幼蛙的肾组织中, � 200; 5�RGV(箭头)定位于组 2幼蛙的肺组

织中, � 400; 6�RGV(箭头)定位于组 2幼蛙的心组织中, � 400

1�The posit ion of RGV( arrow) in liver of juvenile frog in group 2, � 200; 2�The posit ion of RGV( arrow) in spleen of juvenile frog in

group 2, � 400; 3�The position of RGV( arrow) in intest ine of juvenile frog in group 2, � 200; 4�The posit ion of RGV( arrow) in kidney

of juvenile frog in group 2, � 200; 5�The position of RGV( arrow) in lung of juvenile frog in group 2, � 400; 6�The posit ion of RGV

( arrow) in heart of juvenile frog in group 2, � 400
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