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中国本溪虹蹲一株弹状

病毒的分离及初步研究
‘

赵志壮 牛鲁棋
�中国水产科学研究院黑龙江水产研究所

,

哈尔滨 ��� � � ��

提 要

��� � 年 � 月
,

辽宁省本溪市虹蹲鱼种场的虹鳝稚鱼爆发大规模疾病
,

死亡率近 ��� �
。

取

病鱼组织处理后接种于鱼类细胞
,

出现明显的细胞病变
,

测定细胞培养物中的病毒滴度
,

最高

达 �护
�� � �� �。� 。 � � �

。

感染病毒的细胞用 �� 营养琼脂糖覆盖后可形成 �
�

�一�
�

�� � 的蚀斑
。

分离到的病毒对氯仿敏感
,

不耐热
、

不耐酸
,

在细胞内复制的最适温度为 ��℃
。

室内人工感染

的虹鳞稚鱼能复制出与天然发病相同的症状
。

对感染病毒的细胞制成超薄切片
,

透射电镜观

察
,

病毒长为 ��� 一 �� � � �
,

平均 �� � �
,

直径为 ��一 � �� �
,

平均 � �� �
,

形状为子弹状
,

表明是

弹状病毒
,

有囊膜及纤突
。

采用挑斑法得到了纯化的病毒株
,

暂称之为传染性造血器官坏死症

病毒中国本溪株 �� � �一�
。

关键词 虹缚
,

弹状病毒
�

传染性造血器官坏死病毒
,

分离

迄今为止
,

世界上已经报道共约 �� 种鱼类病毒�
’�

,

属于弹状病毒科的虹鳍传染性造

血器官坏死症病毒 ��� � � �是其中危害极为严重 的一种
,

� � �� � 等于 ���� 年首次在北

美分离出来
,

继而 �� �  于 � ��� 年在日本分离得到一
�】

,

对于该病毒以及由其引起的疾病

已有大量的研究报道【�一��
。

在我 国
,

从 ���� 一 �� � � 年牛鲁棋等对东北 地区的 ��  和

�� � 进行 了流行病方面的初步研究 �� 
。

���� 年
,

辽宁省本溪市虹缚鱼种场虹鳍稚鱼爆发

急性流行病
,

死亡近 ��� �
,

采样后经细胞培养分离出一种弹状病毒
,

经形态学观察
、

理化

特性和生物学特性测定
,

结果提示可能是传染性造血器官坏死症病毒
,

现将报道如下
。

� 材料与方法

�
�

� 材料来源与病毒分离
� � � 取材 病鱼材料取 自辽 宁省本溪市虹缚鱼种场人 工繁殖鱼卵孵化后七周的虹鳍

� 电镜照片由中国农业科学院哈尔滨兽医研究所电镜室协助拍摄
,

在此致谢
�

�� � � 年 � 月 � 日收到
。
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�� ��  ! 彻�� 加
、

柳�� �� 稚鱼
,

长约 �� �� �
,

体重约 �
�

� �
,

低温运回实验室
,
一�� ℃保存

。

�
�

�
�

� 细胞培养 三种细胞为虹缚性腺细胞 � � � 一�
、

大鳞大马哈鱼胚胎细胞 � � �� 和黑

头软 口绦细胞 �� �
,

� ��� 培养基
,

内含 ��  胎 牛血清
,

青霉素 ����
�

� � � �
,

链霉素

� � �拼� � � �
,

卡那霉素 �� ��
�

� � � �
,

�� �
�

�
,

�� �� 培养
。

� � � 病毒分离 取病鱼组 织用生理盐水洗数次后称重
,

剪碎
、

匀浆
,

加人 �� 倍量 的

� �� � 培养液
,

其中含青霉素 �� � �  
�

� � � �和链霉素 �� � �拼� � � �
,

置 � �� 过夜
。

次 口低速

离心取上清液
,

用 。
�

�拜� 过滤除菌
。

取长满 ��� � � 培养瓶的 � �  � 和 � � � 一� 细胞
,

每

瓶接种病毒悬液 �
�

�� �
,

�℃吸附约 �� � �� 后加人维持液
,

置于 �� ℃培养
,

并设对照
,

逐日

观察细胞病变 �� � �
� �� �� ,� �

���
� �

,

简称 � �� �
。

�
�

� 病毒的理化特性测定 ���

半数细胞培养物感染剂量值 � � � �。
�� � � ����� � �  ��� �  �� �� ���� �  � � � 

�的测定均按
� ��� 一� � � � �� 两氏法在 � � 孔滴定板中 � � � � 细胞上进行 �’“�

。

�
�

�
�

� 脂溶剂敏感性测定 取 �� �病毒悬液
,

加人 �
�

�� �氯仿
,

对照加入 �
�

�� �磷酸盐缓

冲液��� � �
,

� �� 振荡混合 �� � ��
,

然后再以 ���
� � � �� 离心 �� �� 分离氯仿

,

吸取上清液
,

处理样与对照的未处理样分别测定 � � �� �。
值

。

�
�

�� � � � 稳定性试验 取 �� �病毒悬液
,

用 �� ��  � 盐酸调到 � � �
,

于 巧℃保持 �� 后
,

再用 �� �� � � 氢氧化钠调 回到 � � �
�

�
,

对照样加入与上述等体积的 �� � 液
,

两组样分别

测定 � � �� �。
值

。

� ��  热稳定性试验 取病毒悬液于 �� ℃水浴中 ��
,

对照于 �� ℃ 中
,

然后分别作 � � �� ��

值测定
。

�
�

� 病毒的形态学观察

将病毒悬 液接种 于 � � �� 细胞
,

巧℃ 培养 �� 后
,

待细胞全 部脱落
,

将 培养物 以

�� ��
� � � �� 离心 �� � ��

,

取沉淀的细胞用 � �戊二醛预固定
, 、

经缓冲液冲洗后
,

再用 ��

饿酸固定
,

按常规方法 � � � �� �� 包埋
,

超薄切片制成后用醋酸双氧铀与柠檬酸铅双重染

色
,

�� � 一� � � �� � 型电子显微镜观察
。

�
�

� 病毒的生物学特性测定
�
�

�� � 生长温度 取 � 瓶长满 � �� � �
的 � �  � 细胞

,

各接种 �
�

�� �病毒悬液
,

分别置于

�℃
、

�� ℃
、

巧℃
、

� � ℃和 �� ℃培养箱中
,

逐 日观察 � ��
,

记录出现 � �� 的时间
。

�
�

��  宿主范围 取长满的 � � � 
、

� � � 一 � 和 �� � 细胞
,

接种病毒悬液
,

同时分别以未

接毒的细胞为对照
,

于 �� ℃ 中培养
,

逐 日观察 � ��
,

�� 后收集上清液
,

在 � � � � 中测定

� � �� �。值
。

1

.

4. 3 增殖情况 取数瓶长满 25c m
2
培养瓶的 c H sE 细胞

,

各接种 。
.
lm l病毒悬液

,

另 以

未接毒的细胞为对照
,

置于 15 ℃ 培养
,

在接毒后第 4
、

6

、

8

、

10 和 12d 分别测定 T C ID 50

值
。

1
.4.

4 鱼体感染试验 取接毒后发生 C P E 的 C H SE 细胞培养物
,

低速离心后取上清液
,

以 0
.
3拜m 孔经滤膜过滤后

,

收集毒液
,

对体重约 209 的虹缚稚鱼进行室内人工感染
,

每尾

肌肉注射 0
.
15 m l

,

共 30 尾
,

对照组 30 尾注 射 0
.
15 m l/ 尾 生理盐水

,

饲养水温为 ro 一
12℃

。
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1
.
4. 5 蚀斑形成及病毒株挑取 取病毒悬液接种 C H SE 单层细胞

,

吸附后加人 1% 中性

红琼脂糖覆盖
,

中性红浓度为 1 / 3 万左右
,

巧℃ 中避光培养
,

4 d 后观察并测量蚀斑大小

及形态
。

另以挑斑法连续两次挑取蚀斑
,

得到纯化的病毒株
,

记为 IH N V 一B
。

1

.

4. 6 病变细胞的显微观察 将培养瓶中长满 C H SE 单层细胞的小玻片接毒
,

待产生

C P E 后不久
,

将小玻片取出
,

甲醇固定
,

G ie m sa 染色后封片
,

油镜下观察包涵体
。

2 结果

2. 1 病原分离

病鱼组织经匀浆过滤后
,

接种到三种细胞单层上
,

在 15℃培养下
,

C H S E

、

R T G
一2 和

F H M 经 3一4d 出现 C PE
,

且细胞培养液中 pH 值下降不明显 (颜色无明显变浅)
,

单层细

胞中间区域出现空洞
,

其边缘细胞开始变圆
,

膨大成水泡状
,

少数细胞直径可为正常细胞

的 2一4倍
,

细胞内出现颗粒
,

几个至几十个细胞聚在一起
,

呈葡萄状堆积
,

细胞边缘之间

出现拉长的针状连接
,

伸展的长度约为细胞直径的 2一5倍
,

C P E 出现 6d 后
,

大部分细胞

脱落
。

将出现 C P E 细胞上清液离心过滤后
,

再接种于正常的单层细胞
,

同一形态的 C P E

可重复出现
,

测其滴度最高可达 1护
’
T c I D

S。
/ o

.

l m l
。

接种 了病毒悬液的单层细胞
,

用 1% 中性红琼脂糖覆盖后
,

4 一5d 可形成直径为 0
.
5

一1
.
sm m 的蚀斑 (图版 工: 1)

。

经 G ie m sa 染色后的病变细胞
,

油镜下可见在细胞质中出

现大量空泡
,

细胞核变形明显
,

染色质趋边
,

这与电镜下观察结果一致
,

但包涵体不明显
。

2. 2 病毒的理化特性

分离的病毒对脂溶剂敏感
,

不耐酸
,

对热不稳定
,

表明有囊膜
,

各滴度值见表 1
。

表 1 病毒对各种理化 因子的敏感性
‘

T
a

b

.

l S
e n s

i
t
i
v l

t
y

o
f

v
i
r u s

t
o

P h y
s
i
e a

l
a n

d
e

h
e
m i

e a
l

fa

e
t
o r s

氯仿 C h lorofo rm 热(56℃) H e a t 酸 (PH ) A cid

17一52试验组 T est

对照组 C o ntrol

’

表中数值为 T C ID
s。
/ 0

.

l m l
。

2. 3 病毒感染细胞超薄切片的电镜观察

在细胞质中出现大量病毒
,

核内未发现病毒颗粒
,

提示病毒可能在细胞质内复制;细

胞质内出现大量的空泡 (图版 I
:
2) ;细胞核 的形状发生改变

,

核内染色质趋边 ;病毒颗粒

呈子弹状
,

一端钝圆
,

另一端平直
,

外观有囊膜
,

表面可见纤突 (O ut er fri nge)
,

病毒的长度

为 131一173
nm

,

平均为 148nm
,

直径为 58一glnm
,

平均为 7Inm
,

形态显示是一种弹状

病毒 (图版 I
:
3)

,

有少数病毒颗粒只有空的蛋白囊膜
,

病毒以出芽方式释 出细胞 (图版 I:

4)
。

其形态大小与已报道的 IH N 病毒极为相似
。

2. 4 病毒的生物学特性

2. 4. 1 生长温度 接种病毒的 C H s E 细胞在不同的培养温度下出现 C P E 的时间不同(表

2)
,

在 15oC 时出现 C P E 最早
,

4 oC 和 25oC 下在第 IOd 时仍未出现 C PE
。
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表 2 不同温度细胞病变出现的天数

T a b
.
2 T im e

,

fo

r
t
h

e a
P P

e a r a n c e o
f

c
y

t
o

p
a

t
h i

e e

ffe

e
t

o
f

t
h

e v
i

r u s a
t

d i

flb

r e n
t t

e
m P

e r a
t

u r e s

飞
器器器川攫一二琴斗

一

一

牛斗尘:匕一瞥一
2.4.2在三种细胞中的增殖 接毒的 C H SE

、

R T G 一2 和 F H M 三种细胞
,

3一4d 出现

C P E
,

7d 后取上清液测定滴度 (表 3)
,

结果表 明该病毒在这三种细胞中的增殖情况接近
,

对照组滴度均为 O
。

表 3 病毒在不同细胞中的增殖
*

T ab 3 R ePllcatio n of virus ln dzffe
renteells

细细胞系 C elllin eee C H SEEE R T G 一222 F H MMM

病病毒滴度 T iter of virusss }}} 6
.
000 6

一

222

66666

.

3333333

对对 照 C on trolll 000 000 000

甲

同表 1
.

2. 4. 3 在 C H S E 中增殖情况 C H S E 细胞接毒后培养物中病毒滴度逐渐上升
,

到第 8d 达

最高峰
,

然后逐渐降低
,

对照滴度为 0
,

结果见表 4
。

表 4 不 同时间病毒在 C H S E 上增殖情况
‘

T
a

b 4 R
e

P l i
c a

t
i
o n o

f
v

i
r u s

i
n

C H S E
e e

l l
s

i
n

d
l

ffe

r e n
t

d
a

y
s

12一37一010一43一。接毒后天数 D ay

病毒滴度 T iter

对 照 C o ntrol

同表 l
。

2. 4. 4 鱼体感染试验 接种病毒的虹蹲稚鱼从第 7d 开始死亡
,

1 o d 左右达到死亡高峰(表

5)
,

其结果表明
,

该病毒对虹缚鱼苗有 明显的感染力
,

能造成较高的死亡率
。

发病症状也

与天然病鱼一致
,

表现出严重的神经症状
,

狂游乱窜
,

眼突体黑
,

腹部膨大
,

鳃丝苍白
,

肛门

拖着长的粘液状粪便
,

剖检可见肝脾发白
,

胃肠中无食物
,

有大量透明液体
。

表 5 病毒对虹缚稚鱼的人工感染情况

T ab
.
5 Infe etzo n test of virus o n ralnb ow tro u t

样样样本数 T o talN ooo 死亡数 N o
. ofd ea thsss 死亡率 M ortalityyy

试试验组 T esttt 30 尾尾 26 尾尾 87 %%%

对对 照组 C on tro lll 30 尾尾 2 尾尾 7 %%%

3 讨论

据现有资料
,

目前已经从虹缚鱼 中分离到两种弹状病毒 (R h
abdovi ru

s
)

,

即传染性造
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血器官坏死病毒 (IH N V )和出血性败血症病毒 (V H SV
,

三种亚型为 V H SV
;、

V H S V

:

和

V H SV 旅75)
,

这两种病毒在许多方面 (如形态
、

理化及生物学特性等)都很相似
,

但两者也

存在差异
,

除血清学外
,

其不 同之处 还在于
:
(l) 发病区域不同

,

I H N 仅在北美和 日本出

现
,

在欧洲尚未发现
,

而 v H s 只是欧洲的地方病}
”

,

”];
( 2) 在感染鱼体年龄上

,

I H N 急性

流行时对虹蹲鱼苗造成极大的损失
,

死亡率可达 100 %
,

而 V H S 在急性流行时
,

各种年龄

的鳍鱼均可患病
,

其死亡率可达 80 %
。

另外在 IH N 流行期间
,

将鱼池水温升到 15 ℃ 以

上 (使鱼体产生干扰素和抗体)是一种有效的防止鱼苗死亡的措施
。

以我们分离到的弹状

病毒与上述两种相比较
,

从危害程度
、

发病温度
、

病鱼症状
、

产生的细胞病变情况
、

病毒的

增殖温度
、

理化和生物学特性以及形态大小等诸多方面
,

都与 IH N 病毒相 同;另外
,

本溪

市虹鳍鱼种场爆发此病时
,

患病鱼苗几乎全军覆没
,

但未发现一龄鱼种和成鱼死亡
,

将患

病鱼苗放人 16 ℃水浴中饲养试验
,

可使大部分存活
。

鉴于上述测定与观察分析
,

分离到

的病毒虽与 IH N V 非常相似
,

但因尚未与北美及 日本的 IH N V 做血清学 中和试验
,

还不

能最后 确 认其为 IH N V 病毒
,

故暂称为传染性造血器官坏死症病毒 中国本溪株

IH N V 一B
。
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