
@f 一I67 
第15卷第2期 

2000年 6月 

中 国 病 毒 学 

VIROLOGICA SINICA 

15 No．2 

Jun． 2000 

鲫鱼囊胚细胞干扰素的诱导及部分特性 

堡 墨 醚 李戈强，贾方钧，俞小牧 ， ／ sq铂．|n 
～ ‘- —— 一  ，， 

摘要 ：用紫外线灭活的草鱼呼腑孤病 毒(GCRV)诱导鲫鱼囊胚 细胞 (CAB)能产生一种高滴度的抗 

病毒物质。这种物质在 56℃及 pH 2一I1稳定；对胰蛋白酶敏感；抗病毒活性受被保护细胞的密 

度 、培养温度及保护时间的影响 ；不能被 GCRV的特异性抗体 中和；无直接 杀病 毒作 用 ；抗病毒机 

制依赖于细胞 内 RNA和蛋 白质的合成 ：在多种鱼类培养细胞 中具有抑制病 毒作 用。这 些特性与 

哺乳类 B干扰索一致．是一种鲫 鱼干扰紊。 
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自1957年发现干扰素(Interferon，IFN)后，陆续有关于鱼类干扰素的报道【1 ]。干扰素 

是一种细胞因子，不仅有广泛的抗病毒活性，而且还有明显的免疫调节等功能。鱼类培养细 

胞_1 和鱼体l4· 接种病毒后都能诱导产生干扰素。利用鱼类干扰素基因或相关基因进行基 

因工程抗病毒病育种，是解决鱼类抗病育种的一条途径，为此我们开展了鱼类干扰素的研究， 

发现经紫外线灭活的草鱼呼肠孤病毒(GCRV)是一种高效诱导剂，能诱导几种鲤科鱼类细胞 

产生高滴度的抗病毒活性物质L1 ，对从鲫鱼囊胚细胞(cAB)中诱导的抗病毒物质的主要生物 

学特性、理化特性及抗病毒机制进行了研究．表明是鲫鱼干扰素。本文报道这一研究结果。 

1 材料与方法 

1 1 细胞 

鲫鱼囊旺细胞系(CAB)““、草鱼囊胚细胞系(GCB)、稀有饷姊胚胎细胞 系(GRE)、草鱼 肾细胞系(GCK)、 

甲鱼蹼细胞(CTW)均由本实验室建立 ：草鱼肾细胞系(CIK)[1 由中国 科学院长江 水产研究所建立。细胞用 

10％新 生牛血清 (杭 州四季青 产品，使 用时 56℃灭 活 30min)的 TC-199(GIBCO产 品 )培 养基 置 28℃ 培 

养 1 ，CTW 培养 于 30℃培养箱。 

1．2 病毒 

草鱼呼腑孤病毒 GCRV(原称草鱼出血病病毒 GCHV)[ 钉和甲鱼虹彩病毒 STIV[ ’ (探圳市动植物拉疫 

局江育林研究员惠赠)分别在 CIK细胞和 CAB细胞上繁殖并拉测病毒滴度 

1．3 抗病毒物质的诱导 

紫外线灭活 GCRV采用本实验室方法[1叭，灭活前病毒滴度为5×IO~TCI o／mL。CAB细胞按常规方法 

收稿 日期 {1998—12—18．修回 日期：1999—06—07 

基金项 目：中国科学院重点项 目(KY95．儿一316)；国家自I}!；科学基金资助项 目(39870602)。 

作者简舟：张义兵(1969年 一)．男．硬士．主要从事鱼类遗传学的研究。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


164 中 国 病 毒 学 第 15卷 

传代 I ．28℃培养．4 d长成 致密单层。去掉 细胞 培养上清液 ．用无血 清培养基 洗 1次．加 入紫外 线灭 活的 

GCRV(诱导病毒剂量为病毒灭活前 100 TCI 0／细胞)于 28℃吸附 2 h。去掉诱导病毒艘 ，用无血清 培养基洗 

3次，再加入无血清培养基，28℃继续培养细胞 2 d，收 集细胞培养上清艘，用 35 000 r／min超 离心击除残余 的 

诱导病毒．以孔径为 10 nm的微孔滤器过滤细胞碎 片后即抗病毒物质 样品，供抗病 毒滴 度的检测及其它实验 

用 。 

1 4 抗扁毒物质及抗扁毒滴度的检测 

采用微量细胞病变(CPE)抑制法 ，除非特别说明均 在 CAB细胞上 检测。细胞 传代于 96孔板 (Nunc产 

品)24 h后．去掉培养基．加入用维持液 3×系列稀释 的抗病毒物质样品。每个稀释度 3孔．每 孔 0．1mL。8 h 

后加入 10000TcID50／孔的 GCRV。同时设不加抗病毒物 质样 品的病 毒对照与不 加病毒的细胞对 照。24℃ 

培养 2 d后，持病毒对照孔细胞 CPE完全时．固定、染色。以抑制 50％CPE出现 的最高稀 释度作为一个抗 病 

毒单位．抗病毒物质的滴度用 I1／mL表示。 

1．5 GCHV竟抗血清 的棚备 

参照文献u‘ 方法。 

1．6 抗扁毒物质的理化特性分析 

抗病 毒物质分别经如下处理 ：(1)温度：56℃ 2 h．60℃ 1 h．65℃ 1 h．70℃ 1 h；(2)pH 2和 pH11处理 72 

h，4℃ ；(3)冻融处理：1次．3次 ．6次．9次 ；(4)乙醚处理 4℃ ．30rain；(5)酶处 理：分 别用 DNa~e100pg／mL． 

RNas巳100“ mL．Trypsin 500 ／mL．在 37℃处理 2h；(6)紫外线室温处理 30min．然后检测抗病毒活性。 

1．7 DNA抑制剂对抗病毒物质抗扁毒效应的影响 

用 ActD处理 96孔板单层细胞 10 h后 加入抗病 毒物质样 品．设加 ActD的正 常细胞 对照与 加 ActD和 

GCRV的病毒对照．结果与未加 ActD的样品作比较．观察抗病毒物质的抗病毒滴度变化。 

2 结果 

2 I 抗病毒物质的诱导 

GCRV在紫外线照射 5min后全部失活  ̈。灭活的 GCRV诱导 CAB细胞的培养上清 

液，经 35 000 r／mln超速离心、过滤去除残余病毒和细胞碎片后。能诱导多种鲤科鱼类培养细 

胞 CAB、CIK、GCB、GRE对 GCRV的抗性，其中对 CAB、GCB、GRE细胞的保护作用尤为明显 

(表 1)，表明灭活的 GCRV能诱导 CAB细胞产生高滴度的抗病毒活性物质。抗病毒物质的诱 

导产量受诱导温度、细胞 日龄、血清及病 毒诱导剂量等 因素的影响，ActD具有超诱导作用，诱 

导产生的抗病毒物质具有启动效应Ilo]。 

衰 l 抗病毒自爱在几种皇科鱼娄培养细胞 中对 GCRV的抑制作用 

Tlble 1 Activity 0f antlvlral sabstEmve to CC RV ；n several cultured fish cell lin瞄 

2．2 几种因素对抗病毒活性的影响 

实验中发现，当所获得的抗病毒物质浓度(在 CAB细胞上的最初效价为 2 500 u／mL)和攻 

击病毒剂量(10000TCIDso／孔)一定时，抗病毒物质的抗病毒活性受细胞密度 、细胞培养温度 

及与受体细胞混合培养时间的影响。 

2．2．1 细胞密度 

在 96孔板中，细胞密度高于 2×10 细胞／孔，能铺成致密、光滑的单层。细胞密度过高， 

细胞培养液的 pH容易过酸，影响抗病毒物质的抗病毒活性(表 2)。 
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表 2 不同细胞密度对抗府毒物质活性的影响 

n b【e 2 Effect of CAB cell d~ sity on the activity of antivi sub~ nce 

塑堕童塞 ! 竺 !! 苎 !旦 
抑制滴度 Iahibitic~tlter(u／|【LL) 

! !： 1 
1 950 2100 2020 860 

2 2．2 培养温度 

图 1表 明，培养温度高于 24℃时，抗病毒物质对细胞的保护作用显著降低
， 由于本实验室 

鱼类细胞培养的最适温度为 28℃，因此在检测抗病毒物质的抗病毒活性时细胞培养温度改为 

24℃ 。 

∞  2． 2B 弛  36 

图 1 细胞培养温度对抗病毒物质活性的髟响 

Fi~一1 E f of incubation temperature on the activity of antiviml substance in CAB cells 

2．2．3 保护细胞的时间 

加入 GCRV前 ．抗病毒物质与细胞共同培养 9 h，对细胞的保护作用逐步增加，16 h后趋 

于稳定。这表明抗病毒活性是随着抗病毒物质对细胞诱导时间的延长而增加．细胞必须经 一 

段时间诱导后，才处于最佳抗病毒状态(图 2)。 

1 3 6 9 16 2． 32 ．e 

Tim, ， 

图 2 抗病毒物质与 CAB细胞共同培养时间对其抗扁毒活性的影响 

F ．2 Effect ofincubationtimeof antivlml suhstm ~ with CAB cP
+tls 

before GCRV challenge锄 the activity of anttvlml substznce 

姗m姗哪啪枷珊瑚0 

薯 ，ni  I ，q!l苫  

姗 l言 哪 蜘 。 

{̂ )÷ I】I|q-i _ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 15卷 

2．3 抗病毒物质的理化特性分析 

抗病毒物质经各种理化因子处理后．其抗病毒活性如表 3。结果表 明，这种抗病毒物质不 

受 DNasel、RNase的破坏，对 Trypsin敏感．因此是一种蛋 白质。耐强酸、强碱，56℃ 处理 2h 

抗病毒活性不降低，4℃下存放 20个月，其抗病毒活性仍保持最初的 10％．对温度有一定稳定 

性。同时抗病毒活性也不受 乙醚和紫外线照射等影响。 
衰 3 几种理化因子对抗翕毒物质活性的影响 

Table 3 [niluence of some physloehercfir~d factors on the activity of antlvlral su~,tante 

处理方法 
Treatment 

塑 堕塞 竺! !! 
实验组 Test g 叩 对照组 Control group 

2，4 GCRV兔抗血清对抗病毒物质活性的影响 

抗病毒物质(在 CAB细胞上的最初效价 l 773 u／mL)-~ GCRV免血清(在 CAB 细胞上 

的效价为 3 380 u／mL)等体积混合，置 28℃、4 h后检测抗病毒活性。实验表明．GCRV特异性 

抗体不能中和该物质的抗病毒活性(表 4)。 
衰 4 Gc v兔抗直i膏对抗病毒翱质活性 的影响 

n bk 4 Effect of rabbit anti．GCRV Se~Yfllm on 哪 i 婶 且nti 蚍bsnnce 

2．5 抗病毒物质对病毒滴度的直接影响 

以往的研究表明，干扰索保护细胞并非直接杀伤病毒．而是诱导宿主细胞处于抗病毒状 

态．抑制病毒在宿主细胞中的复制 。本实验 中，将抗病毒物 质(在 CAB 细胞上的最初效价 

为l 773 u／mL)与等体积的 GCRV(滴度为 l 000000TCID~0／mL)混合，置 28℃，48h后测定病 

毒滴度。结果表明滴度只有轻微降低(表 5)，证实抗病毒物质的抗病毒作用并非直接灭活病 

毒或中和病毒活性。但是抗病毒物质与病毒同时加入．又能诱导 CAB 细胞对 GCRV一定程 

度的抗性 。 

2，6 DNA抑制剂对抗病毒物质抗病毒效应的影响 

干扰索的一个重要特性是其对病毒的抑制作用通过对细胞内转录和转译水平 的调控途径 

来完成[4·17一t9]。ActD是一种 DNA抑制剂，它通过与细胞内 DNA结合而抑制依赖于 DNA的 
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衰 5 抗病毒袖质对璃●滴 度的直接髟响 

Table 5 Direr effect of antlvlralⅫb ce on GCRV tite~ 

竺 互鳖 ! 竺 
200 L antivira]sul~ ance+200 L GCRV 

200 LTC-199+200 L GCRV 

塑主塑 竺!!_岫 竺 
I 

I 

RNA合成，低浓度的 ActD对细胞无毒性，对病毒在细胞 中增殖引起的 CPE无明显的抑制作 

用。细胞经不同浓度的 ActD处理 10 h，再加入抗病毒物质(效价为 1 773 u／mL)，结果其抗病 

毒活性全部消失或滴度显著 降低 (表 6)。这 表明抗 病毒物质 的抗 病毒机制依 赖于 细胞 内 

RNA和蛋白质的合成。 
衰 6 AetD对抗病毒袖质活性 的髟响 

Table 6 Eff~t of ActD on aetivity of a 鲥 rIc0 

堕垦 !!! 竺 竺 抑制漓度 Inhibition titer(ulmL) ： ： !： !： 1 
0 0 < 5 < 5 

7 抗病毒物质对不同细胞和病毒的作用 

GCRV是一种RNA病毒 ．sTIV是一种DNA病毒[‘ 。抗病毒物质能不同程度地诱 

导多种鲤科鱼类培养细胞对 GCRV的抗性 ．也能诱导 CAB、GCB对 sTIv的抗性，表明在鱼类 

培养细胞对 DNA病 毒和 RNA病毒都有抑制作用。但不能抑制 sTIv在 cTw 细胞 中的繁 

殖。两种草鱼肾脏细胞 CIK和 GCK对抗病毒物质表现 出不同的敏感性 (表 7)。 

衰 7 抗病毒物质对不同细胞和囊●的作用 

Table 7 Actlvby antlvlr~]subs nce to different',qnm _m diffm'e~t cell I 曙 

3 讨论 

干扰索系统在生物界普遍存在。哺乳类干扰索分为 3种：n、B和 7干扰索，其中 n和 B干 

扰索有相同的起源统称为 I类干扰索，7干扰索为 Ⅱ类干扰索[‘”。当用病毒等诱导剂诱导 

时．鱼类也可以产生干扰索。体外培养的 FHM 细胞【“、虹鳟性腺细胞 RTG-2[9】、虹鳟鱼[ 受 

病毒感染后能产生干扰索。深入研究表明．这些诱导产生的干扰索耐酸、耐热，分子量在 26～ 

94kDa、等电点在 5．4--7．1之间 。’ 。鱼类干扰索的这些理化特性、产生机制以及诱导细胞 

的起源与高等脊椎动物的 I类干扰索相似[ 。 。除此之外．Graham[ 等认为鱼类还存在 Ⅱ类 

干扰素，他们从用 ConA诱导的虹鳟白细胞上清液中发现巨噬细胞因子(MAF)和干扰索活性 

(在细胞上的抗病毒活性)同时存在和消失，证 明 MAF和干扰索活性物质实际上是 同一种蛋 

白质，并且不耐酸(pile)，对温度敏感(60℃)．而所有这些特性 与哺乳类 7干扰素一致。 

近年来．我国江育林等 用大马哈鱼呼肠孤病毒(csv)从草鱼性腺细胞(co)以及邵建 
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忠等 用草鱼呼肠孤病毒(GCRV)从人工诱变的抗草鱼呼肠孤病毒细胞株 AHZC88中分别 

诱导出抗病毒活性的类干扰素物质；Murakami等 从人工转化的牙鲆白细胞中诱导 、纯化出 

干扰素并克隆出干扰素基因；Snegaroff 发现多种病 毒都具有从虹鳟 白细胞 中诱导干扰素的 

能力。所有这些都表明，鱼类干扰素确实存在．且分为不同种类，当细胞与机体受病毒感染时 

就会产生。 

呼肠孤病毒是一种高效的干扰素诱导剂。紫外线灭活的呼肠孤病毒感染细胞后 ，在细胞 

内降解释放 dsRNA，从而诱导干扰素的产生f2 。我们用紫外线灭活的GCRV从 CAB等五种 

鲤科鱼类细胞中能诱导出高滴度的抗病毒物质，也可能有类似机理，诱导时 ActD的超诱导现 

象和抗病毒物质的启动作用等与哺乳类干扰素产生机制一致f1 。我们对 CAB中诱导产生的 

抗病毒物质的深入研究表明．该物质是一种蛋白质，在多种鱼类培养细胞中对 GCRV及 sTIv 

有抑制作用，但 在 CTW 细胞 中对 STIV无抑制作用。GCRV特异性抗体不能中和其抗病毒 

活性，其保护细胞并非直接杀伤病毒．而是诱导细胞成 为抗病毒状 态．即抗病毒机制依赖于受 

体细胞 RNA和蛋白质的合成，所有这些特性和诱导机制、抗病毒机制表明．这种用病毒诱 导 

产生的抗病毒物质是一种鲫鱼干扰素。由于鲫鱼干扰系诱导于囊胚细胞 ．对温度不敏感，活性 

在 pH2～u 稳定．又与哺乳类 B干扰素特性一致。 

干扰素的抗病毒作用离不开细胞膜上的特异性受体，有实验表明对干扰素不敏感的细胞 

是因为缺少高亲和性的干扰素受体f1 。CIK细胞对鲫鱼干扰素不敏感．尤其是对自身来源的 

干扰素，检测滴度为O(结果未列出)，是否因为 CIK细胞在本实验室传代十多年．干扰素受体 

发生了变异，还有待进一步研究。我们用获得的鲫鱼干扰素在草鱼鱼体 中的抗 GCRV感染作 

用表明．干扰素对防治草鱼出血病具有一定的效果(结果另文报道)。因此．无论是运用干扰素 

防治还是利用干扰素基因进行抗病育种，对防治乃至根治鱼类病毒病都有诱人的应用前景。 
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Induction and Partial CharacterjzatiOn Of CAB Fish Cell 

(Blastulae Embryonic Cell Line of Crueian Carp)Interferon 

ZHANG Yi—bing．W．&NG Tie-hui．LI Ge—qiang，JIA Fang—iun，YU Xiao-mu 

(Institute ofHydrobiology．ChineseAcademy ofSciences， Wuhan 430072，China) 

Abstract；The Antivira[substance was nduced from bhStulae emhryonic celt Line of crucian cup 

(CAB)by ultra-violet inactivated grass carp~eovims(GCRVuv)．This substance was sensitive to 

trypsin and stable at 56℃ pH 2— 11．The activity of this substance was influenced by target cell 

density，incubation temperature and time with 0 cells，but not decreased by treatment of the 

special antibody of GCRV ．This substance couldn t kill virus directly． but showed anti-GCRV 

and anti—STIV activity in various cultured fish cells．Inhibition of viral replication in cells was de． 

pendent on the process of cellular RNA transcription and protein synthesis．These characteristics 

consist with IFN alpha／beta of mammals．and the substance is a kind of crucian carp interferon． 

Key words：CAB celIline；Grafts carp reovirus；Crucian carp interferon 

0  1  2  3  4  5  6  7  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

