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摘要
:

从发病濒死的虎纹蛙 (R a
肌 tlgr i。

:

蜡ul 。、 )蛾鲜中分离到一种病毒
。

在 25 ℃条件 下
,

该病毒能在鲤鱼

表皮瘤细胞系 (EPC )
,

胖头峡肌肉细胞系 (FH M )和草鱼性腺细胞 系 (CO )三种鱼类 细胞上产生空斑状的细胞病

理变化(C PE )
。

该病毒对氯仿
,

热 (56 ℃
,

30 m in) 和酸 (p H3) 敏感
。

其体外培养的适合增 殖温度范 围 为 20
-

3 0 ℃
、

电镜下观察
,

病毒为对称的二十面体
,

切 面正六边形
,

对角直径 1 25 n m 左右
。
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K ey w o rds
: R a n a rig ri n a r

ug u lo sa : iri d o v iru s : in : itro e u ltu re : Physic o 一 eh em ie al Pro Pe rt ie s

20 00 年 5 一 6 月间
,

广东省南海市一养殖场饲养的虎纹蛙 (Ra
n a t必ri na

:

ug ul os a) 蛾鲜出现不明病因

的大批死亡
,

死亡的蟒鲜体表无明显病症
。

为查明病因
,

我们利用鱼类细胞系从虎纹蛙蟒鲜中分离到

一种病毒
,

通过对这种病毒 的理化特性
、

生物学特性和形 态学 特性 的研 究
,

认 为该 病毒 是虹彩病 毒

(Iri do vi ru S )
,

现将该病毒的体外培养及其理化特性的研究结果作一报道
。

1 材料和方法

1
.

1 病蛙来源

濒死的虎纹蛙蟒鲜来 自于广东省南海市一养殖场
。
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1
.

2 病毒粗提液的制备

将整只濒死蟒鲜称重后用清水冲净
,

再用双蒸水冲洗 2 次
,

移人超净工作台中干净的小烧杯中
,

用

70 % 酒精浸泡 10 而
n ,

用无菌双蒸水冲洗 2 一 3 次后剪碎
,

按照 1 : 10 的比例加人磷酸缓冲液 (PB S
,

pH7
.

2) 冰浴匀浆
,

匀浆液中加人双抗 (1 O‘x )班
·

mL
一 ’青霉素

+ 10 00 傀
·

mL
一 ‘链霉素 )

,

35 00
r

·

而
n 一 ’,

4 ℃离心

20 m in
,

取上清液经孔径 0
.

45 阳 的滤膜过滤
,

所得滤液即病毒粗提液
。

1
.

3 病毒分离

取病毒粗提液用细胞培养液 M 199 进行 10 倍系列梯度稀释 (浓度为 10
一 ’一 10

’ 4 )
,

将病毒粗提液

及其梯度稀释液分别接种于已长成致密单层细胞 的 % 孔板 中
,

对照组用 M19 9 代替病毒粗提液
。

每

孔接种 。
,

05 m L
,

25 ℃吸附 lh
,

每孔再加 M 19 9 培养液至 0
.

2 m L
,

置于 25 ℃
,

c q 浓度为 2
.

5 % 的 Cq 培

养箱培养
。

逐 日镜检观察细胞病理变化 (CPE )
,

取出现 C PE 的孔 中的培养悬液再接种细胞
,

方法如上
。

如此连续传 3 代
。

用于病毒分离的细胞有鲤鱼表皮瘤细胞系 (E PC )
,

胖头 肌肉细胞系 (FH M )和草鱼

性腺细胞系 (CO )
。

本研究中病毒的 TC ID , 〕
值(半数细胞病变剂量 )测定

,

均在 96 孔板上进行
,

所用细胞为 E p C
。

病毒

液做 10 倍系列稀释至 10
一 ’2 ,

记录各稀释度产生 cP E 的孔数
,

按照 R e ed 和Mu en ch 川 的方法计算病毒

的 T C叭
。
值

。

1
.

4 病毒的体外培养

将病毒粗提液稀释 10 倍
,

取 O
.

lm L 接种于已长满致密单层 E p C 细胞的细胞培养瓶 (25 。
耐 )中

,

吸

附 1h
,

加人 sm L M 199 细胞维持液 (含 2 % 小牛血清 )
,

置于 25 ℃
,

2
.

5 % 的 Cq 培养箱培养
。

当细胞单

层出现 C PE 达 80 % 以上时
,

即可收获病毒
,

方法是将培养物置于
一
20 ℃冰箱

,

冻融 2 次
,

4 0() 0 r
·

而
n 一 ’ ,

4 ℃
,

离心 20 而
n ,

上清液即为体外培养的病毒悬液
。

1
.

5 病毒理化特性测定

1
.

5
.

1 脂溶荆敏感性

按 照 Fe ld m an 和 w an g图 的方 法
,

在 1 m L 体外 培养 的病 毒 悬 液 中加 人 0
.

s
mL 氯仿

,

对照组

加人 0
.

sm L 磷酸缓冲液 (PB S )
,

室温下振荡 10 ~ 后低速离心
,

分离氯仿
,

吸取上层水相
,

同时与对照

组分别作 T CID , )
值测定

。

1
·

5
.

2 pH 稳定性试验

用 IN HC I或 IN N a o H 调病毒悬液 (约 l
mL )pH 分别为 3

、

4
、

5
、

10
、

1 1
、

12
、

13
、

14
,

在 20 ℃保持 lh
,

再

分别用 IN Hc l或 Nao H 调回 pH 值至 7
.

2
。

对照组病毒悬液 pH7
.

2
,

同时作 T CID 印值测定
。

1
.

5
.

3 热稳定性试验

病毒悬液置于 56 ℃水浴分别处理 15
、

30
、

60
、

90 m in
。

对照组置于 20 ℃
,

后分别作 TC ID so 值测定
。

1
.

6 病毒形态学观察

感染病毒的 E pC 细胞
,

当出现 CPE 达到 80 % 以上且大部分脱落时
,

加入与培养液等量的 4 % 戊二

醛电镜固定液
,

固定 15 而
n ,

2 0( 旧r
·

而
n 一 ‘
低速离心 10 而

n ,

弃掉上清液
,

沉淀细胞再用 4 % 戊二醛固定
,

经 PB S 冲洗再用饿酸固定
,

然后按常规方法包埋
,

切片
,

染色
,

电镜观察
。

1
.

7 病毒的生物学特性

1
.

7
.

1 细胞宿主范围

将鲤鱼表皮瘤细胞系 (EPC
,

eP ithe lio m a paP il lo su m cy prin i)
、

胖头嵘肌肉细胞 系(FH M
,

mu sc le ce lls
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o f fa the甜 而ni o w )
、

草鱼性腺细胞系 (C O
, o ve叮 e e lls o f g ra ss e

呷)
、

鲤鱼 白细胞 系 (CLC
,

le u e o eyte s o f

e o

nun
o n e

呷)
、

草鱼肾组织细胞 系 (CIK
,

ki dn 即 e ells o f g ra s s e

呷)
、

虹蹲性腺细胞系 (R T G 一 2
,

g o n ad

e e lls o r 面
n b o w tro

u t)
、

梭鱼性腺细胞 系 (p G
,

g o n ad e e lls o f p i址 )
、

大鳞大麻哈鱼胚胎细胞系 (CH SE -

2 14
, em b仃。 。ells o f e hin o o k sal m o n )8 种细胞分别接种于 2 5 em 2 细胞培养瓶中

,

待长成致密单层后
,

每瓶

接种体外培养的病毒悬液 0
.

lm L
,

吸附 lh
,

加 M 199 培养基 sm L
,

于 25 ℃
,

2
.

5 % 的 Cq 培养箱中培养
,

逐 日观察 CPE
。

1
.

7
.

2 生长温度

在 7 个已长满 EPc 细胞的 2 5c 耐 的细胞培养瓶内
,

各接种 0
.

lm L 病毒悬液
,

吸附 lh
,

加 M 199 培养

基 sm L 分别置于 4
、

10
、

1 5
、

2 0
、

2 5
、

3 0
、

3 5 ℃条件下培养
,

逐 日观察 C PE
。

7 d 后冻融 l 次
,

4 仪旧r
·

而
n 一 ‘ ,

4 ℃离心 20 而
n ,

收集上清液
,

分别作 TCI D , ;值测定
。

2 结果

2
.

1 病毒分离及体外培养

稀释 10 倍的病毒粗提液本身对细胞有一定的毒性
,

使细胞不能正常生长
,

接种第二天
,

细胞就大

部分死亡
。

接种了稀释梯度为 10
一 “ 一 10

“ 4

病毒粗提液 3 一
4d 后

,

在 Ep C
、

c o 和 FHM 三种细胞中均出

现不同程度的 CPE
:

细胞先是变暗
,

轮廓明显
,

胞质颗粒增加
,

继而细胞坏死
,

出现小空洞
,

空洞周 围细

胞均收缩变圆坏死 (图版 一 l)
,

然后
,

空洞变大增多
,

形成破鱼网状
,

最后
,

细胞全部缩成球状
,

脱离瓶

壁
,

呈片状悬浮
。

这一变化过程十分迅速只需 1 一
2d

。

而且随着病毒液稀释度的增加
,

细胞 出现 CPE
的时间及病变速度越慢

,

即稀释度与细胞病理变化呈负相关
。

取出现 CPE 的孔 中的培养悬液继续接

种细胞
,

在 25 ℃如此连续传 3 代
,

相同的 CPE 仍反复出现
,

且 出现时间逐渐提前
,

从开始 (自然感染宿

主来源的病毒粗提液 )的 3 一
4d 到第二代的 2d 到第三代的 2 4h 即可出现 C PE

。

以上结果可以初步认

定病毒的存在
。

实验发现
,

EPC 细胞出现 CPE 的时间最早
,

且变化最快
,

说 明病毒在 EPC 上增殖效果最好
,

故选用

EPC 细胞进行该病毒的体外培养
。

体外培养的病毒悬液接种 EPC 细胞后 出现 C PE 的时间最终稳定在

2 4 一 36 h
,

一般接种病毒后 3 d 即可收获病毒
。

2
.

2 电镜观察

感染病毒的 E pC 细胞经超薄切片
,

电镜下观察
,

未成熟病毒粒子均呈晶格状整齐地排列于细胞质

中(图版 一 3 )
,

病毒粒子为二十面体 (图版 一 4 )
,

横切面为正六边形
,

成熟的病毒粒子均由三部分组成
,

由中心向外依次为核心
、

电子非致密区和衣壳
。

病毒直径均在 12 5 n m 左右
。

2
.

3 病毒的理化特性

病毒经氯仿处理后
,

对 EP C 细胞失去感 染力
,

表明该病毒对脂溶剂氯仿敏感
。

病毒在 56 ℃处理

30 m in 即失去感染力
,

说明病毒对 热敏感
。

病毒在 pH 3 处理 lh 无感染 能力说 明病毒对酸敏感
,

但在

pH1 4 处理 lh 后仍有微弱感染力
,

说明病毒对强碱有一定抗性 (表 l )
。

表 1 病毒对氮仿
、

热处理和 p H 的敏 感性 及不同温度下的增殖

T a b
.

1 Tb e vir us 哭nsi U讨ty to c目 o r ofo rm
,

he at a n d p H tre
attn e n 肠 in re la tio n to th e

re P】ica tio n at d in短re nt te m 碑
ra tu r e s

氯仿
Chlo ro fo r m

热 (56 ℃ )处理时间 (而n)
time of heat (56 ℃ ) tre

a tm e n t

温度 (℃ )
te n 1Peratu re

15 3 0 〔又〕 性洲〕 3 4 5 10 1 1 1 2 13 14 10 1 5 2 0 2 5 3 n

试验组
te st

对照组
CO I】to l

3
.

6 3
.

0 1 1
.

3 7
.

3 5
.

6 3
.

0 0
.

3

关 109 T C ID , , .

0
.

05 n 1L
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2
.

4 病毒的生物学特性

2
.

4
.

1 细胞宿主范围

病毒 接 种 到 e xK
、

PG
、

CLC
、

CH SE 一 2 14 和

R TG 一 2 细胞系后
,

均无 CPE 出现
,

而接种到 EPC
、

C o 和 FHM 细胞上以后
,

均有 CPE 出现
。

病毒出

现 CPE 的时间在感染后 24 一 72 h 内
,

3 一 sd CPE 可

达 80 % 以上
。

实验显示
,

病毒对 EPC 和 CO 细胞

的感染力比 FH M 强 (表 2 )
。

2
.

4
.

2 增殖温度范围

表 2 病毒对 8 种鱼类细胞系的敏感性

T a b
.

2 T he se 朋iU v ity o f eigb t n sb ee n li n e s to th e vi rus
细胞 系 出现 CPE 的时间 (h) 达到 C P日刃 % 以上的时间

C ell lin es CPE time 80 % CPE d ays

E代! 24 一 3 6 3

C O 36 一 4B 4

FH M 阳 一 72 5

C LC 一 一

PG 一 一

R T G 一 2 一 一

C H S E 一 2 14 一 一

C IK 一 一

注
: “ 一 ”

表示不产生 CPE

吻te s : “ 一 ”
由 o w in g n o s

yto pa山ie effe c t(CPE )

病毒接种于 EPC 细胞后
,

在 20
一
30 ℃培养条件下均能大量增殖并产生 CPE

,

最适增殖温度应为

30 ℃
。

而在此温度范围以外
,

Tc ID 50 值均较低
,

在 10 ℃和 15 ℃条件下
,

c PE 出现得十分缓慢且 TC I巧
)

值较低 (表 l )
。

在 4 ℃和 35 ℃时
,

由于此温度不适于 EPC 细胞生长
,

细胞在此温度下很快变 圆脱落死

亡
,

故无法观察 CPE
。

3 讨论

本研究结果表明
,

从濒死的泰国虎纹蛙蟠鲜中分离到的病毒
,

在透射电镜下观察为正六边形
,

在

细胞质 中成熟的病毒粒子呈晶格状排列
,

其直径大小在 12 5 n m 左右
。

在酸 (pH3 )和热 (56 ℃
,

30 m in) 条

件下不稳定
。

这些特性 与虹彩病毒 (Iri d ov iri d ae )相似 [3j
,

最近
,

本实验室完 成了该病毒株基 因组全

D NA 序列的测定
,

结果表明这种病毒是虹彩病毒科蛙病毒属的病毒
。

虹彩病毒是一种二十面体胞浆

型 D N A 病毒
,

只感染昆虫和冷血脊椎动物圈
。

近十几年来虹彩病毒成为危害鱼类养殖业的主要病害

之一
,

到目前为止
,

已报道近一百种鱼类有虹彩病毒的感染冈
。

虹彩病毒与两栖类 的疾病有密切关

系
。

其 中 Fv 3 是虹彩病毒科蛙病毒属 (Ra na 沉ru 、 )的代表种
,

也是研究最为全面的虹彩病毒之一〔”〕
。

它

是从豹蛙(Ra na p iPi ens )中分离到的
,

且对成熟豹蛙无致病性
,

但对豹蛙蟒抖有致病性
。

在我国张奇亚

等 [“〕报道 了从患致死性综合症 的美国青蛙 (Ra na g 。健i。 stej ne ger )中分离到了一种虹彩病毒 (R G v )
,

成

熟的病毒粒子大小为 1 50 n m
,

K a n c han akh
a n 等【

7 ]报道了从养殖的患病的泰国虎纹蛙中分离到一种虹彩

病毒
,

该病表现为背部和腿部 的皮肤溃烂
,

他们用 E PC 细胞从患病蛙 中分离到的虹彩病毒 (T FI v )直径

为 1 28 n m
。

我们分离到的这种病毒与 Fv 3
、

R G v
、

TFIv 之间的关系
,

还有待于进一步研究
。
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