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抽要 ：在患暴发慌行性 发病 囊鱼的脾 、肾 、肝、鳃组织细胞的超薄切片中观察 到直径 为 I20-I50蛐I 

的二十面体病 毒粒子，其截面呈六角形。有囊膜 将病 鱼内脏与 l0倍体积的 PBS缓冲渣捌戚组织 

匀浆渣。过滤除苗后感染对数生长期的草鱼肾细魄。结果表明，谈感染渣在 28℃条件下。培养 36— 

48 h。生长旺盛的 草鱼肾细隐开始出现 CPE，5-7 d摩染的单层细 晦逐 渐蜕落死 亡。谈细隐病 毒悬 

渣具有感染性，可持续稳定地进 行传代培 养。感染细 晦的病 毒培 养渣．经 差异离心纯 化．负染 爿 
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鳜鱼(Sinlperca chuatsi)为我国名贵淡水养殖品种，其内鲜味美，颇受 消费者喜爱。由于 

鳜鱼养殖规模的扩大及养殖密度的提高，加之 自然生态环境的污染，伴随而来的鳜鱼病害频频 

发生。除细菌性疾病外⋯ ，近年来暴发的一种大规模流行病，给鳜鱼的人工养殖造成了严重 

威胁。调查发现，经苗种和水传播病原是造成地区鳜鱼暴发流行病的主要途径。为 防止该病 

继续蔓延及恶化，我们首先对具典型发病症状的鳜鱼进行了超薄组织切片电镜观察。结果发 

现患病鳜鱼内脏切片含大量的病毒粒子。同时将其病毒进行了细胞感染实验，进一步证实引起 

该病的病原为病毒I2 】。下面报道本研究的结果。 

1 材料与方法 

1．1 病鱼材料来童、细毫培养爰病毒感染 

发宿的囊鱼材料于 1998年7月琅 自广东珠江三角洲囊鱼高产养殖鱼塘。发病囊鱼体重 175克 CIK细 

瞄培养及病毒感染按文献[5】进行。 

1．2 病鱼组织超薄切片电特样品的制备 

取典型症状的病鱼 内脏 (脾 、肝、肾、心、患)切成直径约 I一2 film 的小块．用 2．5％的戊二醛 固定．进 行包 

埋、超薄切片。2％醛酸双氧铀染色后．在 日立 H-700OFA型透 射电镜下观察。 

1．3 粗锅病毒矗液的镧备 

取经电镜超薄切 片观察发现大量病毒粒子的病鱼 内脏 。用 t'BS工作蔽 (pH7．2)漂洗三攻 后。加入一 定体 
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积的 PB& 用组磬{匀浆器 曙碎．最 后制成 1：10粗制病 毒悬 渣。该悬渣 经 8 000 r／rain离 心 30rain(Hitachi． 

RPR一20-2)．除去细胞碎片及杂质。然后用孔 径为 0 25 徽孔滤膜过滤除苗 ；滤渣置 一20℃保存备用。 

1．4 扁毒感染细胞实验及传代培养 

选用 CIK细胞株进行鳙鱼病毒的细胞感染实验。病毒感染及传代培 养按 以下方法进行 ；取 一2O℃保存 

的租翻病 毒悬液．用无血清的 MEM 培养基按 1：10比倒稀释后．接种处于对散生长期的细胞。租制病毒悬液 

在 28℃吸附细胞 1 h后．倾去未吸附的悬液．用 PBS洗谦二砍．加入含 2％血清的细胞维持 谈．同时设置正常 

细胞对照。病毒的传代培养按实验室常规方法进行。 

1 5 病毒细胞培养液的纯化丑电子显徽镜现囊 

收集感染病 毒的细胞悬液，8 000 r／rain．离心 20rain．除去细胞碎片 ：然后 15 000 r／min．离心 30mIn．将初 

步纯化的病毒细胞悬渣．用 2％礴钨酸负染制样．在 日立 H一7000FA型透射电镜下观察结果 

2 结 果 

2．1 发病鳜鱼临床症状及组织超薄切片 

典型的患病鳜鱼的临床解剖症状一般表现为头部鳃盖充血发红．鳞片色泽偏黄．体表腹腔 

两侧 出血发红，鳃部失血变白或呈花斑鳃 ；肝脏失血变 白．其血管粗大充血，肾、脾充血变紫．胃 

壁肌 肉呈斑块状充血．胃肠粘膜以及幽门充血发红，胆囊萎缩或肿大．肠 内充满黄色流 晶样物 

质，腹腔充满血样状的腹水。在典型患病鳜鱼内畦的超薄组织切片中发现大量的病毒粒子(图 

l、2、3)。从图中我们可以看到受病毒感染的脾 、肾、肝组织细胞的形态结构严重破坏．同时观 

察到鳜鱼脾 、肾、肝组织切片内含有大量的直径在 120～150 m 的球状病毒颗粒。此外在鳃组 

织切片中亦发现散在病毒颗粒。该病毒形态及结构与吴淑勤等报道的极为相似 2-3]。由此 

进一步证实鳜鱼暴发性流行病为病毒所致。 

2．2 组织培养上的细胞病理变化 

将原代粗制病 毒悬液感染 CIK细胞．36—48 h开始出现 CPE．5-7 d病变细胞逐渐裂解死 

亡。观察发现，病毒感染 36 h内，细胞在维持液中仍能缓慢生长：光镜下细胞形态无任何变 

化。但 36—48 h后，单层细胞局部开始出现小的空洞(图 4)，随着感染时间的延长．病变区域逐 

步扩大．最后导致整个单层细胞裂解脱落。而未感染病毒的细胞在维持液中仍然保持良好的 

生长状况，形态 良好(图 5)。 

2．3 纯化病毒的电镜观察 

病毒感染细胞悬液经初步纯化后．在 电子显微镜下观察到大量散在 及成堆的近似球形的 

病毒粒子(见图 6、7)；而在正常细胞的负染对照样品中未发现任何病毒颗粒。 

3 讨论 

我们成功地从流行性发病鳜鱼样品的脾脏 、肾畦、肝畦及鳃组织的超薄切片中观察到大量 

的病毒粒子。成熟的病毒粒子直径约在 120～150 Hm，二十面体对称．截面呈六边形，外面有 
一 层包膜。根据我们所观察到的病毒粒子的形态特征，证实与吴、何等【Z--4]的报道基本相同。 

在病鱼组织的超薄切片中．有些病毒颗粒大小不一，可能是该病毒在感染中处于病毒复制的不 

同阶段或没有包装上外 层包膜【6]。我们还发现病鱼的组织器官中病毒粒子 的密度及分布均 

有不同．是否病毒在病鱼组织的分布有特异性 ．尚需进一步证实。在病鱼鳃组织的超薄切片中 

亦观察到了病毒粒子，是否鳜鱼的鳃为病毒感染的初始器官，尚需通过深入的组织病理研究来 
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图 1 蠹鱼睥组织韵超薄组织切片(x 540o0) 

图 2 鳙鱼肾l|胞的超薄组织切片、箭头所示为病 毒的囊膜(×54 000) 

蹰 3 囊 鱼肝组织的超薄组织切片，箭头所示为病毒的囊膜(×54 ooo) 

圈 4 正常 CIK细胞 

图 5 感染囊鱼病毒病原所出现的 CPE 
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阿 6．7 病毒粒子的负辩电镜照片( 54lxm) 
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加以证实。该病毒的形态特征及感染特性 与 R幽  莓 的报道极为相似。此外，我 们对 

病毒感染的细胞堵养灌进行了初步纯化，并按常规核酸提取法[Ill提取 了病毒棱酸，实验结果 

表明，该病毒核酸不为 RNase所降解，其分子量大小与其他的报道 相接近(结果未示)，进 
一 步的研究正在进行中。 

为寻找癌染鬟鱼病毒的敏感细胞系，我们用草鱼肾细胞系 CIK细胞对患病毒病鬟鱼的组 

织研磨粗制病毒悬渡作了感染性实验。结果证实，鳜鱼病毒病原能感染 CIK单层细胞，出现 

明显的细胞病变，并且在经差异离心的病毒悬渡负染样品中观察到了大量的病毒颗粒，该病毒 

悬渡具有持续感染细胞的能力。 目前我们正利用此方法增殖病毒，进一步研究其核酸、蛋白特 

性及确定其分类地位。 

自1994年以来，鬟鱼暴发流行病给珠江三角洲的鳜鱼养殖业带来了严重的威胁，因此，建 

立一套快速而灵敏的检测方法及有效的防疫措施已成为当务之急，我 们将在鳜鱼病毒病原感 

染草鱼 CIK细胞的基础上，进行鳜鱼暴发流行病病原诊断试剂及其细胞灭活疫苗 的研制，为 

篡鱼病毒病的防治提供理论及实验依据。 
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Study of the Siniperca chuatsi Viral Pathogen and its 

Infectious Characteristics in Fish Cells 

FANG Qin 一。AI Tao_shan3，ZOU Gui—pingz，Yu Yun—zhen3，LIU Jia—xin2，WAN G Ya—ping‘ 

LfState Key LaboratoryojFreshwaterEcologyandBiotechno[ogy，InstituteofHydrobiology， 

Chinese Academy D，Sciences，Wuhan 430072．China) 

(Wul~n Institute D，Virology，Academia Sinica，Wuhan 430071-Ch ina) 

(W~han I~titute offishary．Wul~n 430006，China) 

Abstract：An icosahedraI virus was f0und in the ultra-thin section of spleen．kidney．Iiver．gil1 0f 

the outbreak-infectious Siniperca chuatsi by electron microscope．The virions of section show 

hexagon。about 125．150 nm in diameter，and have envelope outside．Cel1 culture indicated that 

CIK cell was sensitive to the virus．which was isolated from the interraal organs of Siniperca chu— 

ntsi．The CPE caD．be,~een after behag infected for 36—48 hours at 28℃ ．CeU cultured virus SUS— 

Dension is inf eetious and can be subcultured steadily in CIK eell1ine．Many virions  isolated by dIf_ 

ferent centrifugation from infected cell culture can．be observed by negative stained dectron micro· 

scope method，but no virions were det~ted in the control samples． 

Key words：Siniperca chuatsl；Virus；Sensitive cell line 
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