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提要 试验中用电镜观察了牛病毒性腹泻病毒 0re妒n C24V株在感染新生牛睾丸细胞l1I的形态发 

生。成熟的病毒颗粒足赢径约为 50urn的球形颗粒，内岔直径约 30rim的掳心．病毒在宿主细胞的 

胞质内复制．通过糙面内质网膜出芽成熟。病毒可 通过外捧或在细胞死亡后含有病毒颗粒的空泡 

羊的一种传染病病原。BVDV的传染不仅给世界牛、羊饲养业带来重大的经济损失 ，同时也是 

牛制品和细胞培养物的重要污染源之一。 

BVDV的基因组为正链单股 P-．~A，它与羊边界病毒(BDV)和猪瘟病毒(HCV)原属披盖病 

毒科(Togaviridae)的瘟病毒属(阳 tivi s)[ ．是瘟病毒属的代表种。但最近根据其基因组的构 

成和复制方式(replication strategy)与黄病毒科(Flaviridae)的相似性 ，已把它重新分类为黄病毒 

科 。 

自60年代开始 ，有关 BVDV的形态学研究已有大量报道。早期工作主要是纯化或部丹纯 

化病毒的正染和负染标本的电镜观察 ，所报道的病毒颗粒的大小很不一致 ，其范鬲是 35--> 

lOOnm L| ]
。 另一类形态学研究是感染组织或培养细胞的超薄切片的电镜观察D o-l~]。这些研究 

表 明，BVDV为直径约 50rim的有囊膜的球形颗粒 ，内含直径约为 27--29rim核衣壳。迄／}为 

止 ·上述研究主要涉及 BVDV的形态发生 ，但均末观察到核衣壳通过内膜的出芽过程(budding 

proo~ss)。 

本 文观察了用 BVDV Oregon C2 4V株感染的新生牛睾丸培养细胞 (NIYI'E)的超微结构 ，在 

病变轻微的 NBTE细胞中首次发现了颗粒通过变性内质网膜的出芽成熟 ，对 BVDV的形态发 

生和病毒分类提供了新的证据。 

材料和方法 

l 病毒 

BVDV On．on C24V株来自北京小国兽药监察所。 

2 细胞制备 

车文于 1994年 3月25日收到，6月6日修回 

- 
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新生牛睾丸用含青霉紊(30 ／ )、链霉紊(3O g／ )的Hanks液洗 2次，去包膜后将睾丸剪成 1--2rnrn~ 

的小块。用上述 Hanks液洗一次后加 0_25 的胰蛋白酶 37℃消化 3o分钟．每隔 10分钟用力摇动 1—2分钟。 

用大口吸管吹打后，经 一8层{fj毒纱布过滤．滤液经 I OOOr／m_m离心5分钟后去上清，加含有2O 小牛血清的 

1640培养渣混匀后计敦并分装培养瓶。用于病毒感染的细胞培养为第3一 代NBTE。 

3 病毒感染 

NBI'E的细胞培养经含双抗的Harks液洗一次后加BVDV悬液．37℃吸附2小时后吸出。在对照细胞培养 

和感染细胞培养中分剥加含 5 小牛血清的 I 640培养液，37"C：培养。 

4 电镜观案 

对照细胞和呈现细胞病变效应(aPE)的感染细胞经 Hanks液洗一次后从瓶内刮下．离心沉淀的细胞用 

2-5％戊二醛预固定后，再用 1％0宕0·后固定。经常规脱水后用E 81 2包埋。超薄切片用5％醋酸铀和柠檬 

酸铅染色．用3"EM-1 0013电镜观察。 

结 果 

1 光镜观察 

BVDV感染的NBTE细胞一般在 24—28小时出现明显的CPE 整个细胞单层呈同状，细胞 

出现肿涨 ，固缩和空泡化等明显病变 ，且有许多细胞变圆，脱落最后裂解成细胞碎片．见图 1b 

对照细胞仍生长良好，见图 la。 

圈 l 束瘟染的 啪 细胞 ，120)< 圈 BVDV感染 24小时的 NBTE细胞 ．示明显的CPE
． 120X 

Fig】E Uninfectod NF；rE。曲
- 120X 1b NBTE cdls br attcr infec~cd m BVDV

． №  appm  nT CPE，l20x 

2 电镜观察 

由于各个感染细胞的病变程度不同 ．因而在不同的细胞中同时可以观察到 BVDV形态发 

生中的不同过程。在病变较轻的细胞中 ，最先看到的超微结构变化是多聚核糖体分散 ，糙面内 

质网池扩大 ，附着在糙面 内质网膜上的核糖体明显减少。同时在胞质内可 见多 无定形的纤 

维区，这些纤维区往往紧靠变化了的糙面内质同。此时 ，在少数变化内质同池中可见少量成熟 

的 BVI2,V颗粒 ，其直径约为 50nm，内含直径约为 30nm 的核表壳
。 在少数样品中，可见核表壳 
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通过变化了的内质同膜向内质网池中出芽成熟 如图2所示 ，完整病毒的囊膜仍与内质网膜相 

连．在含有病毒颗粒的内质网膜上很少甚至见不到附着的桉糖体。 

图2 RVDV瘟染的N町 细胞．示病毒向胞质小泡中芽殖(箭头)(标尺；250rim) 

F培2 NBTE。山Iirffected h BvI，v H帐 bu,dd／n$睡 RVDVthrou~ 眦 咖  of帆 dif_咖 RER(am ) 髓 一 250nm 

在病变较重的 NBTE的细胞 中，可见许多被 Ohmann等[ 称之为空泡复台物 (Vac~lolar 

Comple~)或小泡复合物 (Vesicular Complex)的结构 ，在此空泡复合物中 ，可 见大量直径约为 

5Onto的病毒颗粒。同时 ，在胞质内仍可 见仅含少量病毒颗粒的小泡(图 3)。 

在我们所观察的材料中 ，细胞可以以两种方式释放病毒。一种是通过外排(Exoeytosis)释 

放 ，即含有大量病毒的空泡复合物不断接近质膜 ，然后通过与质膜的融合 ．将成堆病毒排到胞 

外(冈 5)。另一种是通过细胞裂解 ，将含有大量病毒颗粒的空泡复合物排到胞外 ，此时空泡复 

台物的界膜仍保持完整结构 (阿 4)，随后可通过空泡的破裂释放病毒
。 
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田3 BVDV感染的NBTE细胞．示岔有大量崭牵颗粒的小 

泡复台物(箭头)(标尺：1000nm) 

3 NBTE OHb in~cledwith BVDv．Nmew曲 corn- 

ptex (~rrow)conlatr~ng m,~ny v 啦 o 嘧 ．Il盯一 1000rim 

田4 BVDV 盛染的NBTE细胞，在破碎的胞质中可觅 

含有大量崭牵顿粒的小泡复台物(箭头)(标尺：1000rim) 

F NBTE 嘲 l$infect~dwi tll gVDV．Note ve~：ular corn 

曲 (ⅢT w)o0nlainingt y岫  嚣 in disinte~mted cyw． 

d册m．B盘r= 1 000rim 

在正常对照细胞中．细胞结构基本正常，胞质内可见大量多聚核糖体和糙面 内质同。虽在 

胞质内可见残渣小体，但未见病毒颗粒和感染细胞所特有的空泡复合物结构 

讨 论 

BVDV感染 细胞的超微结构研究已有较多的报告[1。-。 。在以前的研究中，比较一翦的结 

果是 BVDV在感染细胞的胞质内复制 ，且与内质同膜密切相关，甚至看到病毒颗粒与内质网膜 

非常靠近 ，推测 BVDV与黄病毒一样，病毒通过胞质内膜系统出芽成熟。但是．迄今为止从未看 

到病毒核衣壳通过细胞内膜系统的出芽成熟过程 ．对 BVDV的形态发生也仍不很清楚 

在我们观察的材料中，BVDV感染的 NBTE细胞的最先病变是多聚棱糖体分散 ，附着于糙 

面内质网膜 的核糖体明显减少和内质网池的扩大 ，说明糙面内质同和游离的多聚核糖体与 

BVDV的胞质内复制密切相关。但是 ．在我们的材料中，宋见Chasey与Roedef 、Gray与N~ctle 

con[”]所报道的改变的糙面内质网(ModifiedI'OU鲁h ER)一管状内质网(TubularER)。在病变较轻 

盯 NBTE细胞中，我们首次看到了病毒核衣壳通过扩大的内质网膜的出芽成熟(图 2)，这与黄 

病毒和 HCV的成熟方式相同，但不同于甲病毒的成熟过程 。后者是通过细胞质膜 出芽成熟 最 

近 ，Gteiset—Wike等[“]的免疫荧光结果证明，在细胞病变型和非细胞病变型 BVDV感染的细胞 

表面检查不出病毒蛋白的表达 ，说明BVDV不通过胞膜出芽成熟 ，这与我们的结果相一致 我 
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们的结果为 BV'DV的形态发生和 BVDV分类提供了新的证据 

在细胞病变较轻的细胞中 ，可以看到多个无定形的纤维区 ，其中盲些紧挨扩大的内质同 

(图 2)，这是否是 Ritechie与 Femeliust州认为的病毒装配区或。工厂 肓待进一步证明，因为在 

我们的材料中 ，尚束在这些无定形的纤维区找到非常确定的病毒核衣壳状颗粒。 

田5 BVDV感染的NBTE细胞·可见接近质膜的小泡复 物(箭头)和成堆的胞外病毒(插图1(标尺：500nm) 

5 NI丌E 曲 mfe~ed砷 hBV~3V N讲et眦  山 r o咖 口lcx(舢w w h肚 Bp hodt0m蚓 岫 mctTl乇删  l~set{a d cr 

of extraceUularvitae傀nid B廿一 5∞ nm 

在病毒感染较重的细胞中，除了舍有少量病毒的小泡外 ，还可见许多含有大量直径约为 

50ran的病毒颗粒的空泡复合物。它们既可以在细胞裂解时完整地排到胞外(阿 4)，也可以在 

完整的细胞中不断靠近质膜并通过与质膜的融合将空泡内的病毒成堆地排到胞外。这些结果 

与 Ohmarm与 Blo~hCI2]的报道相一致 。 

有关 BVDV的大小 ，以前报道的结果很不一致 ，其范雨为 35一>lOOnmr4-1 3]。我们所观察 

到的BVDV Oregon株的病毒颗粒的直径约为 5Ohm．内含直径约为 30ran的核心。这些结果与 

大部分超薄切片观察结果r” 相一致 ，也与有些正 ，负染标本的电镜观察结果r5 相近 ，与 

HcV和 BDV的直径也非常相近D 3,z 5]。 
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Maturation and Release of Bovine Viral Diarrhea Virus 

Zhang Rongxing Ge Xirui 

(S／u~ ur／I,~it,ale Cell 一A础 唧  ， g 200031) 

W ang X inhau 

( ；" m  ∞蛳 Vaermar#Medicine． 

X钒蛳 g AⅪd 坶 ol Agr~dt,urol 1 ml m，832000) 

The morphogcncsis of bovine viral diarrhea virus(BVDV)strain Oregon C24V in bovine testis 

celt culture w∞ examined by electron micrcr~ opy- Virions were roughly round and approximately 

5Ohm in diam eter with a 30rim core．Virus replication took place within cytoplasm 。f host cells
． Bud 

ding of BVDV through membrane of modified rough cndoptasm ic rcticulum was observed The virus 

might be released b exoeytosis or by disintegration of the vacuoles Containing virlzs after celt death． 

Key words Bovine viral diarrhea vit'~IS，Budding process，Eleetron micrc6Copy 
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