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紫外线诱变建立草鱼抗出血病

病原病毒的 A H Z C 8 8 细胞株

李亚南 毛树坚

(杭州大学生物研究所 )

提要 通过 U V 对草鱼出血病病原病毒敏感的草鱼 z C 7 901 细胞株反覆诱变
,

获得了对

出血病病原病毒具有抗性的 乃丑Z C 88 细胞株
。

经生物学特性测定
,

A H z C 88 细胞的染色体

Z n 二 48
,

温度适应范围 4
。

~ 。8℃
,

最适生长温度 27 ℃
,

分裂指数在 86 小时时达最高值
。

经病

原病毒的人工侵染等试验表明尸订犯 C 88 细胞不受草鱼出血病病毒感染
。

在电镜切片观察中
,

细胞内不见病毒颗粒
。

L D H 同工酶分析
,

比敏感细胞少 1 条酶带
。

关键词 草鱼出血病
,

抗病细胞株
,

呼肠孤病毒
,

小 R N A 病毒

陈燕桑等曾从草鱼 (价。。 夕ha 妙呵。面。 店̀ 。林。 0
,

机 V
·

) 患出血病病鱼中分离到一种

呼肠孤病毒 ( R e 。讨ur : ) 「
, 。, ,

作者等又在病理细胞中发现并分离到一种属于小 R N A 病毒

科 (到 。 。 r n a vj ri d a e
)的病毒

。

该两种病毒的感染
,

都能使草鱼复制出典型 的出血病『1 , , , 。

为进一步探索抗病原病毒的因子和培育抗病草鱼新品种
,

有必要建立抗病的草鱼细胞株
。

本文利用对两种病原病毒敏感的草鱼 2 0 7 9 0 1 细胞株
,

经过紫外线 ( U V )诱变筛选
,

获得

了突变株 A R Z C 88 细胞
。

经生物学特性鉴定及感染试验等表明
,

A R Z 0 88 细胞是 2 0

7 9 0 1 细胞的突变株
,

对草鱼出血病的病原病毒具有抗性
。

材 料 和 方 法

1
.

细胞培养与病毒感染

翔 胞 草鱼吻端组织 z C 79 01 细胞株
,

继代培养 60 次
。

该细胞株已经证实对草鱼出血病病原病

毒极敏感
。

在培养瓶或 96 孔微量培养板中常规培养
`洛 ,

. , 。

病毒液 从典型出血病病鱼组织分离得混合病毒及纯化 后 的呼肠 孤 病毒 ( R V )
、

小 R N A 病毒

( P V )
〔 , ’ ,

j月维持液稀释成 1 0
一 ’

悬液
。

病毒感来 用病毒液感染细胞 60 分钟后
,

洗去病毒液
,

加维持液 27℃培养
。

以不加病毒液的细胞

作对照
。

CT ID 。 。
浏定 用 9 6 孔微量培养板 (C a

est
r 或 几叨压 )测定 T C I D , 。

值
仁

川
,
即为病毒滴度

.

以滴度

高低作判断细胞敏感性强弱的依据
.

2
.

杭性细胞的筛选

病毒筛选 用混合病毒或个别的两种病毒感染传代后培养 3 天左右
,

长成单层的 Z C 7 9 01 细胞
。

培

本文是 8邸一 01 粥
一
毅 课题的部份工作

。

收稿年月
: 1铭 9 年 7月 ;同年 12 月修改

。
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养 8天后
,

选出无 C P E 的培养瓶 〔孔 )中细胞进行继代扩增
。

重复 3 次
.

U V 诱 变筛选 取 1 、 1。 ,

细胞 /毫升的细胞悬液 3 毫升置 印 毫米培养皿中
,

紫外线照射 5 分钟
「
川 ,

换培养瓶培养
。

当有 10 ~ 2 0形的存活细胞贴壁后
,

换新鲜培养液
,

使细胞长成单层
。

然后病毒筛选
,

重

复 3 次
。

筛选的全过程是
,

①病毒筛选 (I 混合病毒感染 3 次 )一②U V 诱变筛选 (I 混合病毒感染 3 次 )一⑧
U V 诱变筛选 I (I 混合病毒感染 3 次 ) ~ ④病毒筛选 11 (R V 感染 3 次 )一⑤U V 诱变筛选 工11 ( R V 感染

3 次 )一⑧U V 诱变筛选 工V (R V 感染 3 次 )一⑦病毒筛选 工I 1( P V 感染 3 次 )。 ⑧U V 诱变筛选 V (P V

感染 3 次 ) * ⑨病毒筛选 I V (混合病毒感染 3 次 )一L获得抗性突变株 么H z C 88 细胞
。

5
.

细胞溶解物感染试验

将受混合病毒感染的 z C 7 9 01 细胞及 A E Z C 88 细胞分别经过 8
、

48 小时培养
,

一 2 0℃冻融后用维
-

持液稀释拍 倍
,

即成两种细胞溶解物
。

4
.

杭性洲定

Z C7 的 l 细胞与 A H z C 8 8 细胞分别培养于 9 6 孔微旦培养板
,

俊孔中细胞长满后加入病毒液作感染
」

处理
。

以不加病毒液的细胞作对照
。

在对照细胞开始老化时
,

统计培养板中出现 C P E 的孔数
,

计算抗

性程度
。

抗性程度 (绍 ) 二 未出现 C P E 的孔数 ,受试细胞的总孔数 x 男
。

又取前述两种细胞溶解物分别
:

对 么C 7 9 01 细胞与 人月 z c 88 细胞作抗性测定
。

5
.

电镜样品制备

取经 P V 感染后 5夭的 Z C 7 901 细胞 沪卫 2 C 88 细胞按常规方法作电镜切片观察.L 斗
。

分
.

乳酸脱姐酶 ( L D H )同工酶分析

取生长良好的 z C 7 9 01 细胞与 A月 z C 88 细胞
,

经一 2扩C 冻融匀浆
,

制成电泳样品
,

采用高 p月 不

连续系统聚丙烯酞胺管状电泳
t ”

,

“ 1 。

了
.

生物学特性鉴定
,

均按有关常规方法进行
仁。

,
, ` .

结 果

1
.

2 0 7 9 0 1 细胞时 R V 与 P V 都极敏感
,

结果 见表 1
。

表中各第 1 次试验的病毒
,

是

来 自病鱼组织分离所得
,

第 2 ~ 5 次试验的病毒
,

是在细胞中经过逐次传代后的细胞病毒
。

表 1 Z C 7即 1 细胞受病毒感染后的敏感性

T叻
.

1 T h . .B助坛 t l vi 勺 of t h e Z C 7加 1 伪 l场 I n f . ct 喊勿
v rl . 侧 .

病病 毒毒 棍 合 病 毒毒 R VVV P VVV

试试验次数数 III HHH I UUU 互VVV VVV III I III 1 1 111 IVVV III I III II III 工VVV VVV

受受试细胞总孔数数 555 666 444 555 666 555 666 444 444 666 1000 777 555 666

出出现 C F E 孔数数 `̀ 555 444 666 555 888 444 444 444 444 888 666 555 666

感感染率 (万 ))) 加加 鸽鸽 二0000 1 oooo 】oooo OOO6 6 777 1oooo 土0 000 6 777 的的 8 555 1 oooo 1 oooo

对对照 C P地 /细均脚狱狱 O阳阳 O阳阳 0 / 222 0 / 222 O 222/ 0 / 111 0 / 111 0八八 0八八 0 , 111 0 /111 O / 111 O lll/ O 111/

T C ID
, 。

测定结果
,

混合病毒为 1 0一
` ,

R V 为 1 0一
。 . ,

P V 为 1少` 忍` 。

2
.

抗性细 胞的 筛选 经过病毒筛选和 U V 诱变筛选后
,

获得的突变株 A H Z c 88 细胞
,

对两种病毒的抗性程度达到 100 %
,

结果见表 .2

3
.

细 胞溶解物感染试验 (结果见表 3 )
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表 2筛选过程中杭性程度递增的变化

T ab
.

2p o rg r

拙加
。
of

rs e加t an o e五n t h es e,的 t l, . m u t at l o n of z C 79 0 I .cl 坛

筛筛 选 过 程程 111 222 888 444 555 666 777 888 仑仑 1 000

杭杭性程度度 筛选细胞胞 7
一

巧巧 3 7
一

666 8工
.

2 555 8 7
.

555 锡
.

222 8 9
.

6 333 8 666 8 777 铭铭 1的的

(((男 )))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))))
对对对照细胞胞 6

。

333 4
.

222 6
。

888 4
。

222 4
。

222 4
。

222 0
,

吕吕 4
。

222 2
.

111 4
,

222

表 3 细胞溶解物对 名C 79 0 1 细胞
、
A H z C 88 细胞的感染结果

T 岛b
.

3 岛 es 目 t of t h . Z C 7 90 1 睡n d ^ H Z C 88 .0 1肠 妞 f傲由喊 妙 t h .
.o U d ar l y as .t

细细胞溶解物物 抗 性 程 度度 存 活 细 胞 培 荞 后 果果
杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏杏

受受感染细胞胞 培养 8 小时时 培养拐 小时时时

ZZZ C 7加1 细胞液解物物 2 6刃刃 1钾落落 (1) 将发生 C卫E 孔中的幸存细胞挑出培养
,

2次传代后后

子子子子子 出现 C f E
,

最后死亡
。。

么么C 7的 1 细胞胞胞胞 (2) 从不出现 C r E 的孔中挑出细胞培养
,

2 次传代后部部

份份份份份细胞出现 c P E ,,

222 0 7的 1 细胞溶解物物 蛇男男 的万万 ( 1) 将发生 C P E 孔中的幸存细胞挑出培养
,

2 次传代后后

杏杏杏杏杏 细胞生长良好
,

可以长成单层
。。

AAA H Z C 88 细胞胞胞胞 (2) 从不出现 C卫E 的孔中挑出细胞培养
,

2 次传代后细细

胞胞胞胞胞生长正常
。。

人人H Z C 88 细胞溶解物物 1伪万万 100 绍绍绍
毒毒毒毒毒毒

ZZZ C 7的 1 细胞胞胞胞胞

人人H Z C 88 细胞溶解物物 1 00 绍绍 洲男男男
毒毒毒毒毒毒

AAA 狂Z C 88 细胞胞胞胞胞

4
.

电镜观察 电镜下分别检查受 P V 感染过的 Z C 7 9 0 1 细胞与 A E Z C 88 细胞各

30 个
,

在 z C 7 90 1 细胞中发现细胞结构受损及含有 P V 的囊泡
,

也看到 P V 增殖时形成

的颗粒 (图版
,

4 )
,

A H Z 0 88 细胞则结构正常
,

不见病毒颗粒
。

5
.

L D H 同工酶 分析 Z C 7 9 01 细胞的 L D H 同工酶出现 6 条酶带
,

而 A H Z C 88 细胞

只有 5 条酶带 (图版
, 5 )

6
.

细胞生物 学特性测 定

( )l 细胞形态见照片 (图版
,
1一 3 )

。

( 2 ) 在 4
,

C
、

1 0
O

C
、

1 6
O

C
、 2 0

O

G
、

2 7
“

C
、
3 2

,

C
、

3 7
,

0
、

3 8
0

0 各温度下培养
,

A 且 2 0 8 8 细胞

的最适温度为 27 ℃
,

与 2 0 7 9 0 1 细胞基本相同
。

A H Z C 88 细胞在 3 2
O

C时生长虽 然加

快
,

但仍然良好
,

未见老化 , 3产C时细胞仍能保持缓慢生长 ; 3罗 C以上时仍有少数细胞存

活
。

说明 A H z 0 88 细胞对温度的适应范围较广
,

在高温区也更耐热
。

( 3) A H Z C 88 细胞在 2 70 0接种 4 ~ 5 天时
,

细胞数目达最高峰
,

不久即见生长停顿

并逐渐老化
。

(4 ) 据 1 0 0 0 以上细胞的统计
,

A H Z C 88 细胞的分裂指数在 36 小时时为 最 高
,
达

4 2
.

7编
。
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病毒感染
,

但其溶解物不含病原病毒
,

不使敏感细胞发生 C P E
。

A H Z C 88 细胞在遭 受

Z C 7 9 0 1 细胞溶解物侵染时
,

不发生 C P E 或只发生极少数的 C P E
。

如将极少数 C P E 培

养孔中幸存细胞挑出培养
,

细胞生长正常
。

因而证明
,

人且么0 88 细胞确实具有抗病毒能

力
,

极少数 C P E 现象并非是病毒感染所致
,

可能是溶解物中含有细胞破碎后的毒物 (如

水解酶 )所引起〔” ,

可以排除细胞有潜伏病毒的可能性
。

遵
.

鱼类的 L D 旦 同工酶国内外有过若干报道阵
, .

, J
。

昊力钊等 [,] 报道草鱼的 L D H

至少有 3个基因座位 ( L d卜A
、

L dh一 B
、

L hd
一 0 )

,

但在一般组织中可检测出由 L D且一 A
、

L D 且一 B 亚基组成的 5 种 L D H 同工酶和 1 条遗传基础和亚基组成 尚不清楚的 L D H 一X

酶带阅
。

2 0 7 9 0 1 细胞具有 6 条酶带
,

与一般组织的 L D H 酶带一致
。

但 A H z O 88 细胞

在阳极方向少 1 条相当于 L D H 一B 的酶带
。

这可能是 U V 的照 射 而 导致 L d卜 B 基 因

表达的变化
。

抗性细胞 L d h一 B 基因表达的变化既是区别于敏感细胞与突变株细胞 的 重

要标志
,

又可以用以分析抗性因子相关的遗传结构
。

5
.

Z C 7 9 0 1 细胞是成纤维细胞型与上皮细胞型混合的细胞
,

经诱变筛选后的 A且Z C

88 细胞仍是混合型的细胞株
,

但上皮细胞型的细胞增多 ;染色体数仍为 4 8
,

但分布频率有

扩散的趋势
。

A H Z 0 88 细胞的生长速度也类似于 Z C 7 9 0 1 细胞
,

但在高温区的适应性比

2 0 7 9 01 细胞略强
。

这表明 A 且 2 0 88 细胞在生物学特性与遗传结构上与 2 0 7 9 0 1 细胞

株无很大的差异
。

’

在连续 6 个月的每月一次抗性程度检测中
,

抗性程度一直保持 100 %
,

没有出现回复突变
,

说明 A 狂 2 0 88 细胞株是稳定的
。
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