
第2期 方勤等：草鱼呼肠孤病毒 991分离侏的病毒学特性分析 

所分离的大多数草鱼出血病病毒毒株，在形态结构 

与基因图谱 上具有相同特征，仅个别毒株在基因带 

型上有些差异Is J，但未见深入研究。近年来，我们 

从 湖 南 长 沙 分 离 到 一 株 新 的 GCRV 毒 株 

(GCR 。1)，该毒株对草鱼具有强的致病性。为进 
一

步弄清该病毒特性．进行了形态学，细胞感染特 

性，抗原性与病毒结构蛋白分析等比较研究。该结 

果不仅将为揭示草鱼出血病病毒各分离株间的差异 

提供依据，同时对草鱼出血病基因工程疫苗研究及 

草鱼抗病育种的毒株筛选具有十分重要的意义。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

实验所用 CIK(草鱼肾细胞)由本实验室保存， 

传代 156代。FHM(肥头鲤细胞)由法国马赛地中 

海医科大学分子病毒学系 Houssam Attt~u 博士馈 

赠，传代 145代。BF2(蓝鱼细胞)与 EPC(鲤鱼上皮 

瘤细胞)细胞系由德国慕尼黑大学动物学院 S Ess— 

bauer博士馈赠，传代次数分别为 168、175代。草鱼 

呼肠孤病毒湘南邵阳株L5 (GCRV一873)本实验室分 

离，一30℃保存；免抗 GCRv873抗体由本实验室制 

备，一3012保存。草鱼呼肠孤病毒湖 南长沙株 

(GCRV一991)由湖南农业大学提供【91。 

1 2 方法 

1．2．1 细胞培养、病毒感染与中和实验 草鱼肾细 

胞系(CIK)的细胞培养及病毒接种传代与滴度测定 

按本实验室常规方法进行【 。采用本实验室常 

规固定病毒量与倍 比稀释血清法进行中和效价测 

定。实验设置 3组重复，于 24孔 Cast板中进行。 

同时设病毒感染与正常细胞对照各一组 按 Reed— 

Muech法计算 50％中和滴价。 

1 2．2 GCRV一991毒株的分离及免疫电镜观察 

本实验采用差异离心法提取病毒粒子，采用 CsC1密 

度梯度离心(20％、30％、4O％、50％)获得纯化的病 

毒蛋白，分带收集纯化的样品．在双蒸水中透析 24h 

除去样品中的 CsCI。免疫复合物的制备按如下方 

法进行：取一滴兔抗 GCRVm抗体，与 9倍体积的 

GCR 9l病毒培养液混合，37℃保温 lh，于12 000g 

离心 10min，沉淀溶于适量无菌双蒸水中，上述样品 

经2％RTA负染 F一700FA型电镜下观察结果 

1 2 3 病毒核酸与结构 蛋白的 SDS-PAGE 

GCRV的核酸提取按实验室常规方法进行【51，采用 

I eammli系统 l 对 GCRV 核酸进行 分离：SDS- 

PAGE浓度为7％，在 30mA条件下电泳 12hT。EB 

染色后在紫外下观察结果。纯化的病毒蛋白与 2× 

样品缓冲液(0．0625mol／L Tris．HCL pH6 8．2％ 

SDS，5％p巯基乙醇)混匀后，95℃变性 5min，于 

12％ SDS—PAGE凝胶进行电泳分离。考马斯亮蓝 

染色后观察结果 l 1。 

2 结果 

2．1 GCRV 。的细胞感染与中和滴定 

本实验采用四株水生动物细胞(CIK，FHM， 

BF2及EPC)与 2株哺乳动物细胞(BHK．Ver0)对 

GCRV99l进行了细胞敏感性比较实验。病毒感染细 

胞后2—3d，可观察到 CIK，FHM 细胞产生明显的 

细胞病变作用 (Cytopathic eftect，CPE)，而 BF2． 

EPC细胞无任何病理变化。将原代培养的细胞病 

毒悬液进行传代培养，发现 GCRv9。 在 CIK．FHM 

细胞上传代2—3次，病毒滴价趋于稳定，而在 BF2． 

EPC细胞上仍无 CPE产生。此外，选用与人类亲源 

关系较为接近的哺乳动物非洲绿猴肾(v r。)和地鼠 

肾细胞系(BHK)进行了细胞感染实验，结果表明、 

37℃培养条件下，GCRV能使 CIK细胞产生 CPE． 

表 1 GCRV~】的细胞感染殛中和实验 

TIble 1 CPE(TCIDm determination 0f GCRV J and Its serllm ncntriallzatien lest 

Note：F1．F2 and F3 pri nt generatingtimein cell e~l'ture c
．
vctes．CIK p s t 37V Control 

SNT：Serum Neutriati~tion Tesr 

而对哺乳动物 BHK，VERO细胞不敏感(表 1)。根 

据对三株 GCRV毒株的免疫原性 比较研究 ．选 

用免疫原性强的GCRVm毒株抗体与GCRV ，毒株 

进行了细胞中和实验，结果表明 GCRVm抗体能有 
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效地中和 GCRV 抗原(表 1)．说 明GCRV99l抗原 

具有与 GCRV 抗体的结合能力。 

2 2 GCRV， 病毒的形态结构与免疫复合物 

将 GCRV~．组织浸取液感染CIK细胞，经2～3 

次传代，收集裂解的细胞病毒悬液。该病毒悬液经 

一 30℃冻融 3次，离心浓缩病毒样品，然后采用 

CsC[密度梯度离心分离不同结构的病毒蛋 白 收 

集的不同密度病毒样品，在电镜下观察到三种不同 

结构的病毒颗粒即完整病毒颗粒，病毒空壳和核心 

(图 1A，B，C)。图 1A显示完整的病毒结构，图 1b 

为失去病毒核酸的外层与内屡衣壳，图 1C病毒表 

面可见明显的钉状物突起，这是外层衣壳裂解后的 

病毒桉心结构。推测其钉状物为病毒转录复制时枝 

蛋白运送通道 “ 。此外，将 GCRV 细胞病毒悬液 

与 GCR 在 37℃浮育 1h，离心沉淀后，在电镜下 

观察到大量成片的结构不很清晰的病毒颗粒即免疫 

复台物，这是因为病毒颗粒的表面为特异抗体所包 

被 (图 1D)。此结 构 表 明 GCRVs 抗 体 能 与 

GCRV 抗原产生特异1生免疫反应。 

田 1 GCRV~ 的结构 免龌复合：由 

Fig 1 Fine Structure 。 GCRV,~l and lb imm~ocompouad with 

GCRV~3~dbody 

Al lmact Vidon；B．2 Layer Capeisides：Cl Virus~k>re；D
．
Vir~．1m 

mun~ompound Bar 10Ohm 

2，3 GCR 9l的核酸与结构蛋白分析 

将纯化的 GCRV99】与 GCRVs 3桉酸在相I刮的电 

泳条件下进行分离，所得结果见冈2A。从图巾可以 

看出，CK_'RV99l的核酸大小与带型与 GCRV t·分 

相似。以DNA Marker为标准，测得各基因片段分 

子量近似值见表2。为确定成熟病毒颗粒的多肽组 

分，我们对梯度纯化的完整病毒颗粒进行了结构蛋 

白分析；SDS—PAGE电泳计算机凝胶扫描结构显示， 

GCRV 含有 5条主要与 2条微量结构多肽。其中 

3条高分子量多肽为 138、136、132kD，2条中分子量 

多肽为 82、65kDa，另外 2条低分子量多肽各为43、 

34kDa(图 2B)。根据已发表的 GCRV ，GCRV 

核酸蛋白研究报道，本研究结果在结构多肽的数量 

与分子量测定上与先前的报道差异很大 ：，但符合 

呼肠孤病毒科及水生呼腑孤病毒属结构蛋 白特 

性_l 。我们认为过去报道的 GCRV结构蛋白为 11 

条多肽的结论可能与样品纯度等实验误差有关。 

97 

66 

图2 GCRV~ 棱酸与结构多味的分析 

Fig 2 GCRV*~j dsRNA aad its t~vtcvural p。1ypeptide 

A-Eleetrophoresis。I GCRV*vl dsRNAi B，GCRV~ 1 st~mrral potyp~p 

tide l-GCRV~j i 2，GCR 7]； DNA／ R I+H dⅢ 

3 讨论 

根据对水生呼肠孤病毒基因组研究，表明其基 

组由11条双链分段的 RNA组成，而这一特性与 

呼眄孤病毒科轮状病毒相似。血清学研究发现，水 

生呼腑孤病毒与哺乳动物呼肠孤病毒无免疫相关 

性，其抗原不能为哺乳动物呼肠孤病毒所中和 ] 

核酸杂交实验表明，与轮状病毒有着相同基因数目 

的水 生 呼 肠 孤 病 毒 与 其 无 杂 交 同 源 性 " 

GCRv873基因组序列分析与氡基酸同源性比较研究 

揭示，GCRV与正呼腑孤病毒在氡基酸水平 t的相 

似率为 26％～41％l LS]。对 GCRvq9【细胞感染特陆 

研究表 明，在细胞生长温度许可范围内，GCRV对细 

胞的感染性可能与细胞受体相互作用有关 ]=对 

GCRV99【下 GCRV8 3的免疫学分析表明，GCRV 

抗体能有效地 中和 GCRV 抗原，表明这两 株 

(X'RV具有相同的抗原性。 
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王炜等曾对GCRV8 毒株进行了较为细致的研 

究，他们认为 GCRV875的核酸带型与GCRVm相似， 

但分子量不同。本研究将GCRV 。l与GCRV873在同 

一 条件进行了SDS PAGE电泳分析．表明两者的核 

酸分子量相同。对 GCRV 。的结构蛋白分析表明， 

GCRV 与GCRVs 在多肽电泳图涪上表现相同的 

特性．成熟病毒粒子舍 5条主要与2条微量结构蛋 

白 非结构蛋白为病毒基因所编码，但仅在病毒复 

制过程中产生，可能在复制中行使某种功能，但不为 

成熟病毒颗粒蛋白组分。进一步的研究需通过体内 

外翻译与精确的基因定位进行确定。 

GCRV 为近年来分离的毒株，上述研究表明， 

GCRV 所具有的特性与 CK'RV 分相似，两者 

在棱甘酸与氨基酸序列上是否存在很高的同源性， 

目前还不能加以定论。研究报道显示．GCRV 为 

研究得较为系统的毒株 ” ．但已丧失对草鱼的感 

染力。基因序列研究表明，这一变异可能是因为频 

繁的传代使病毒在复制或包装时产生了敞损性干扰 

颗粒_2 。CAZRV991对草鱼具有很强的致病l生．两者 

在基因水平上是 否存在一定的差异 乃是值得探讨 

的课题 
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