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草鱼出血病病毒的生长特性及高滴价培养 

方 勤 柯丽华 蔡宜权 

(中国科学院武汉病毒 研究所，武汉 ) 

提 要 

草鱼出血病病 毒感染鱼 肾 (elk)单层细胞 后， 产生明显的细胞病变， 其繁殖周期为 

2-- 3天。病毒增 殖的 上升期在感染后的12— 48小 时。28。c下 ，当瘟染复数 (Multiplicity 

of Infection简 称 MOI)为0．05PFU／ce11时，病毒滴价 可达 1．78×10̈ PFU／ml， 不 同 

温度 (25 、28一 、30。c)下通气培 养， 铡定 病毒滴价 略有差异。 感染病 毒的细胞培 养 

液经 ELISA捡测和电子显微镜观察均为阳性结果， 并且能感染健康草鱼。 

关键调：草鱼出血病病毒|生长特性J病毒效价 

1983年我们首次从草鱼出血病病鱼组织中分离到一株病毒 ，通过形态结构的研究 、 

按酸分析等鉴定 后，定 名为鱼呼肠孤病毒 (FRV)“】，该病毒能够感染CIK细胞 。近 

年来 ，我们从湖南邵阳分离到另一毒榇，编号为GCHV一873。 对其形态、基因组及理化 

特性等已进行了研究 (另文报道 )，同时成功地从组织培养中获得了高滴价病毒。这一 

研究 结果， 对该病毒的深入研究及其应 用等提供了物质基础和实验依据， 现将GCHV一 

873在 CIK细胞培养中的某些生物学特性及高滴价培养的结果报告如下： 

材 料 与 方 法 

一

、
细囊豆其培养 实验选用CIK细胞株【。】。细胞培养液含10嘶小牛血清的Eagle，sMEM， 

并加入谷 氨酰胺 (按300~g／m1)。维持液含 2％小牛血 清。用 7．5嘶 的 NaHCO3调整 pH 至 7．2左 

右，培养温度为 28 c。 

= ．曩始病毒样品的制备 从湖南邵阳地区患草鱼出血病之草鱼中取其内脏，用0．01mol／L 

PBS(pH7．2)漂 洗三次 ，加入少量 lOmmol／L的HEPES(pH7．0)缓 冲液，用组织匀浆器磨 碎 ， 

制成1 l 10的租制悬液。悬液冻融三次 ，用普通滤纸过滤 ，滤 液经 8．O00r／m (Hitachi，RPR一20—2 

转头，下同 )离心 30分钟，上清经 ELISA[‘ 铡定为 阳性后， 加入青霉素 (100u／m1)和链霉素 

(1OOp,g／m1)，过 滤除菌 ，置 4。c冰箱 备用。 

三 、病毒接种与传代 取 4。c保存之病毒悬液，用无血清的Eagle’sMEM稀释成 1；10接种 

细胞。28。C下吸 附 1小时 ，倾去未吸 附的悬液，加 入维持 液置2 8~C培 养。 三 天后，取 lOOpl上清 

作 ELISA检测，阳性结果的培养液作为继续传代的毒源。 以后各代病毒的传 代培养按上述方 法 

本文于1 988年 9月13日收到。 

本所电镜室的同志拍摄本文电镜照片，湖南邵阳地区水产科学研究所遐供毒源置回接窭验数蜡在屿 
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进 行。 

四、寰毒滴债 定 培养于 24孔培养板 (Coster)的细胞长成单层后，用无血清的Eagle。s 

MEM 将待 瓤病毒悬蔽作 l0倍稀释，每孔接 0．1ml，每 一稀释度 3个 孔，培 养 2—3天，观察细胞 

病变 ，按 Reed和 Mucch 法计算 出 TCID 5 o／ml。同时采用空斑 清定 法 (方法另文报 道 )计算 病毒 

悬液 的 PFU。 

五、寓毒繁殖曲壤的霸定 细胞在直径为 60ram的平皿 (Corn|ng)中培养 2—3天，每平 

皿加入0．1ml的病毒悬液 (感杂复数分丑 为 0．0s，l，20 PFU／cel1)。 接种方法同上．不同时同 

取样测定病毒滴价。 

六．细囊传代寓●的回接试验 用细胞传代第 16代GCH~-873回接 3．s一4．2寸草鱼。每尾 

注射 0．3--0．5ml的病毒培 养液，28。c一3l。c水 温条件下 观察发病情 况。 

七 ．寓毒部分摄纯殛皂鼍曩寨 收集感染了病毒的细胞培养液，8，O00r／m离心 30分钟，去 

细强碎片。然后再经16．O00r／m离心 4小时 ，去上清 沉淀用lx 5Be(0．1Smo1／L氯 化钠 0．015mol／L 

柠檬酸三钠 ，pH7．4)缓冲液溶解。上述过程重复一次，沉淀用少量双蒸水悬浮滴于锕网上，晾干， 

用2嘶磷钨酸 (pH6．9)负染，置 JEM-IOOC型 电子显微镜观察。 

结 果 与 讨 论 

一

， 病毒的复制与传代 

从病鱼组织中分离，制备的病毒 悬液感染细胞 ，病变出现在 48小时以后。 病变伊 

始，单层细胞局部出现边缘不整齐的空洞 (图 1)，来感染的细胞无此现象 (图 2)。随 

着 CPE的发展，整个单层细胞拉成网状 ， 最后大部分裂解的细胞离壁飘浮于液面。 从 

感染到收集病毒这一过程约需 5天时间。感染后第三天，用 ELISA法捡 测 细 胞 培 养 

液呈 阳性反应 ，来感染的细胞培养液则为阴性反应 。随着传代次数的增加，病毒的毒力 

和产量都有所提高，繁殖周期相应缩短，当病毒传至3—4代，这些指标逐步趋于稳定， 

结果见表 1。 

囊 1 卉毒传代寝敢与囊债的关系 

Tab1。1 Reletloeship t tw咖 se rla】prop4g atlon tⅡd titcr 0f GCHV一8 73 

‘虏(代一一从病鱼组织箭备的病毒悬液 

¨ND一一耒测定 

二、通气条件对病毒增殖的影响 

接种于 24孔培养板的瘫毒，分别置 28℃ 普通培养箱和 CO 培养箱 (含 5 CO ) 

华养，48，卜时后检查培养液的pH和病毒滴价，发现前者的pHi7．8—8．0，后者的pH 
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为 6．0—6．5，两者的病毒滴价 较为接近， 如表 2所示。 此结果表明， 由于细胞代谢和 

空气所导致的培养液 pH之轻度变化，对病毒复制无大的影响。 

裹 2 叠气条件对囊■增矗曲群一 

Table 2 Effect of etmosp~ete o partial pre smure s 0f C02 

0n GCHV-873 r。PIin ti0n 

三、温度对病毒增殖的影响 

比较7"25℃、28℃、30℃三种温度对病毒增殖的影响，结果如表 3。 

裹 5 沮虞对矗●增矗曲群响 

Table 3 Tho effect of tempa ratR re 。n GCHV一873 repli cation 

这三种温度培养之病毒， 滴价略有差异 ，25℃ 略高，30℃ 偏低，28℃ 介于二者之 

间。 因 CIK细 胞在 28℃ 生长较快且比较稳定 ， 故我 们一般采用 28℃ 作为细胞生长 

和痛毒增殖的温度。 

四、不 同感染复数对病毒产量的影响 

同一条件下， 用不同感染复数的 病毒感染细胞， 其病毒产量有显著差异， 结果见 

表 4。 

寝 4 不同瞎染复截 和病毒产量的影响 

Tabl~ 4 Th e effect 。f MO1 0n GCHV一873 ield 

在其他条件相同的情况下，感染复数与病毒 的收获量存在着一定的关 系。当 MOI为 

20时，其赢毒滴价为 7．89×10 PFU／m]，MOI等于 1时所获病毒滴价为 5．2 X 10~~PFU／ 

ml,而 M0I减少到 0．05时， 滴价则上升到 1．78×10“PFU／ml。 由此不难看 出感染复 

数对病毒产量的影响，可能当感染复数较高时，细胞很快被破坏。感染复数较低时
， 细 

胞可利用宿主细胞进行多次侵染，故病毒谪价较前者高。 

五、病毒繁殖 曲线 

接种病毒的细胞，在 28℃ 下， 测定的病毒繁殖曲线如图⋯所示。 病毒增殖从 6小 

时开始， 12～48小时呈对数繁殖，48小时达 到最高点， 随着时间的推移，逐步趋向 
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平稳。 

六、细胞传代病毒的回接试验 

传代第 16代 GCHV一873回接 鱼体， 感染 6天后， 开始发病， 第 9天发 病率高迭 

90％。 实验结果表明- 从组织培养中收获的病毒， 不仅适应细胞培养， 而且能够感染 

鱼体。 

七、电子显微镜观察 

60m 癔染病毒 的细胞培养液， 经部分提纯之样品在电子显微 镜下可见到成片前 病 

毒粒子 (图 4)。 

匿 1 感染病毒的 CIK细胞 

Fis 1 MicfOE r‘ph of i_feeled CI ceIl 

图 2 来感染病毒的C[K细胞 

Fig 2 Centrol CI e11B 

囤 3 GCItV—It$的繁殖曲线 

Fig 3 lLepre|B口t‘li e growth Ⅲ ve 。f GCHV一873 

^一置 ＼：口_Iul工 v书挂■憔 
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图 4 电子显檄镜下负染的病毒粒子 

Fig 4 EIect r0Ⅱ mic rograph of ⅡeE t̂iv~1Y sttin ed CCHV 一873 
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Growth Characteristics and High Titer Culture of 

Grass Carp Hemorrhage Virus(GCHV)一873 in Vit ro 

Fang Qin Ke Li-hua Cai yl—quau 

(W uhan Institute 0，ViraIogy，Academia Sinica，Wuhan) 

Some biological properties of Grass Carp Hemorrhage Virus (GCHV)一873 

have been studied in this report
．
This virus could make grass carp kidney cells 

(CIK) to produce a unique cytopathic effect． At 28℃ its logarithmic growth 

phase occurcd12 to 48 hr after infection．The virustiter reached 1
．78×10”PFU／ml 

when the MO1 was approximately 0．05PFU／cel1．There were slight differences 

in virus titer under incubation of 25℃ ， 28℃ and 30℃ respectively。 and the 

similar results in 5 CO2 or in normal atmosphere
．

The virus particles in 

culture fluid of infected cells were further confirm ed by using ELISA and 

electron microscopy， and it could infect healthy grass uarp as wel1
． 

K ey w ordsl Grass Carp Hemorrhage VirusI Growth uharauteristiu， 

Virus titer 
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