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Abstract：Bluetongue virus(BTV)HbC strain and BTV 10(the international standard strain)were 

respectively inoculated onto the different species monolayer cells such as Vero cell(monkey renal cel1)， 

C6 cell(mouse neuroglioma cel1)and Hela cell(human cervical cancer cel1)．We studied comparatively 

the replicated characteristics of BTV—HbC in different species cells，with BTV 10 in the same cells， 

morphologic characteristics under microscopy and electron microscopy after interaction between BTV— 

HbC and different cells．the serologic relation between BTV—HbC and BTV一10．It is further proved 

that the BTV—HbC strain is probably a new type of Bluetongue virus when connecting our previous re— 

search about BTV—HbC genome map and RT—PCR analyses of BTV—HbC gene coding group speci fic 

antigen． 

Key words：Bluetongue virus；Interaction between virus and cell；Serologic Characteristic of BTV— 

HbC 

摘要：BTV．HbC株和蓝舌病毒标准株 BTV一10分别接种在不同种系细胞如猴肾传代细胞(Vero)、人宫颈癌细胞 

(Hela)和小鼠神经胶质瘤细胞(C6)等细胞株上，比较研究了BTV．HbC在不同种系细胞上的增殖特征，BTV．HbC与 

BTV．10在相同细胞上的复制增殖特征，病毒与细胞相互作用的显微和超微结构特征。用免疫交叉反应研究了 

BTv—HbC株与 BTV．10型标准株之间的血清学关系。本研究结合本室对 BTv．HbC株基因组图谱分析和蓝舌病毒 

群特异性抗原编码基因 的RT．PCR分析，进一步证实了 BTV—HbC株可能是一个新的血清型蓝舌病毒。 

关键词：蓝舌病毒；病毒与细胞相互作用；BTV HbC株血清学特征 
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蓝舌病毒(Bluetongue virus，BTV)Ill为呼肠孤 

病毒科(Reoviridae)环状病毒属(Genus Orbivirus) 

的代表种，有 25个血清型，引起动物蓝舌病(Blue— 

tongue disease)，主要侵害羊及野生反刍动物，牛是 

其储存宿主，但是不引起人类疾病。动物蓝舌病由 

库蠓传播，在世界范围内广泛流行，严重威胁畜牧业 

生产和资源保护，为国际动物病毒学家和环境病毒 

学家的研究热点，各国海关检疫的重点【2]。由于该 

病毒特殊的基因组结构、复杂的血清型，所以，也是 

研究病毒结构与功能、遗传与变异、病毒与细胞相互 

作用后果的极好材料。 

蓝舌病毒湖北株(BTv—HbC株)是我室于 1987 
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年从湖北襄樊分离得到，并对其生物学和分子生物 

学特征进行了较系统的研究，根据基因图谱分析，推 

测可能是一个新的基因型[引。本研究将进一步以 

BTv一10国际标准株为对照，比较研究 BTV—HbC株 

在不同种系单层细胞上的生物学特征和被感染细胞 

超微结构变化特征，并与 BTV一10型进行血清学免 

疫交叉反应，进一步对 BTV—HbC株进行血清学鉴 

定。 

1．5．2 交叉免疫试验 琼脂糖双 向扩散法测定 

BTv—HbC与标准株 BTV一10的血清学关系。2个 

琼脂糖双扩散反应加样分别为：① 中间孔为 BTV— 

HbC抗血清，周围孔 1、4为未感染病毒的 Vero细 

胞抗原．孔 2、5为 BTV—HbC抗原，孔 3、6为 BTV一 

10抗原(见图5一A)；② 中间孔为 BTV—HbC抗原，周 

围孔 1、4为 Hela细胞免疫血清，孔 2、5为 BTV— 

HbC抗血清，孔 3、6为 BTV一10抗血清(见图5一B)。 

1 材料与方法 2 结果 

1．1 病毒和细胞 

蓝舌病毒 HbC株为我室从我国湖北省分离得 

到．并已适应在 Vero细胞上。蓝舌病毒 10型标准 

株(BTv一10)、Vero细胞和 Hela细胞均为本室保藏， 

C 细胞购自武汉大学典型培养物保存中心。 

1．2 BTv—HbC感染细胞及其增殖特征分析 

补充 10％小牛血清的 MEM 培养基用于制备 

三株细胞单层培养 ]。传代的 Vero细胞、C 细胞 

和 Hela细胞经培养并汇生成单层后，按 1MO1分别 

接种 BTv—HbC株和 BTV一10标准株，用以活化和 

增殖病毒．动态比较研究两株蓝舌病毒的 CPE特征 

和制备病毒抗原。 

1．3 被感染细胞超薄切片和电镜观察 

接种病毒的单层细胞，当 CPE达 80％时，弃去 

维持液，用自制橡皮垫刮取细胞，收集于 5mI 的 EP 

管中．加入2．5％戊二醛溶液固定，3 000r／min离心 

10min成小丸。送电镜室超薄切片、染色，透射电镜 

观察细胞内病毒颗粒和细胞超微结构变化。 

1．4 病毒提纯 

按本室常规蓝舌病毒分离纯化方法[0l5]提纯 

BTv—HbC和 BTv一10颗粒，备作抗原。 

1．5 病毒免疫分析 

1．5．1 抗 BTv—HbC，抗 BTv一10和抗 Vero血清的 

制备 用 Hela细胞分别增殖 BTV—HbC和 BTV一10 

病毒，并按本室常规方法制备 BTV—HbC和 BTV一10 

病毒免疫原 J。 

用Vero细胞分别增殖 BTV—HbC和BTV一10病 

毒．并按本室常规方法制备 BTV—HbC和 BTV一10 

病毒抗原 J。 

BTv—HbC和 BTV一10病毒免疫原和 Hela细胞 

裂解物免疫原按常规方法分别免疫兔子，制备兔抗 

BTv—HbC、BTv一10和 Hela细胞裂解物抗血清。 

2．1 BTV—HbC株在不同种系细胞上的 CPE特征 

与 BTV一10标准株一样，BTV—HbC株亦能良好 

地在 Vero细胞上复制增殖，并于感染后 32 h CPE 

达 95％。Hela细胞是人宫颈癌细胞株，感染 BTV一 

10 32 h后，CPE可达 90％，稍次于 Vero细胞；相形 

之下，BTv—HbC株则 CPE达 100％，比Vero细胞更 

敏感。C 细胞是这三株细胞中敏感性最差的细胞， 

虽然敏感，但感染病毒 32h后，其 CPE均未超过 

50％ 。 

三株种系不同的细胞感染 BTV一10型后出现不 

同程度的CPE。Vero细胞和 Hela细胞表现为细胞 

收缩变圆，间隔变大，细胞折光性增强，轮廓增强，胞 

内出现粗颗粒．然后细胞逐渐脱落、飘浮，直致死亡 

(图 1一A，B)。但是，鼠神经胶质瘤 细胞感染这两 

株病毒后，出现的 CPE形态特征则与 Vero细胞和 

Hela细胞明显不同，表现为细胞收缩，互相粘连成 

串，或如葡萄状，或如雪松状，终致病变细胞成片脱 

落，死亡(图 1一C)。 

2．2 BTV—HbC株在三株不同种系细胞上的一步生 

长曲线 

按 0．5MO1分别接种 BTV—HbC株于三株细胞 

单层．空斑分析感染病毒后 20h、28h、36h、48h、52h 

后不同种系细胞的产毒量(即一步生长曲线)，结果 

见图 2。 

图2示三株不同的细胞单层感染 BTV—HbC株 

后的一步生长曲线。经空斑分析，动态观察三株不 

同种系细胞感染 BTV—HbC后的产毒量 揭示出： 

Hela细胞和 Vero细胞均于 36h达最高产毒量，C6 

细胞于 40h达最高产毒量。其中 Hela细胞产毒量 

最高，可达 10 pfu／mL；Vero细胞次之，为 100 pfu／ 

mI ；C6细胞最差，仅为 10 pfu／mI (图2)。 
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图 1 BTv，HbC株在不同种系细胞上的CPE特征(×400) 

A．接种 BTv，HbC株32h后的Veto细胞．CPE达 95％；B．接种 BTV．HbC株32h后的 Hela细胞，CPE近 100％；C，接种 BTV，HbC株 32h后的 

C6细胞，CPE近 4O％。 

Fig．1 The CPE characteristics of BTV—HbC strain in the different species cells(×400) 

A．CPE of Veto cell is 95％ after BTV，HbC strain being inoculated onto monolayer Veto cell for 32 hours：B，CPE of Hela cell is appmximatelylO0％ 

after BTV．HbC strain being inoculated onto monolayer Hela cell for 32 hours；C．CPE of C6 cell is approximately 40％ after BTV·HbC strain being inoc— 

ulated onto monolayer C6 cell for 32 hours． 

2，3 BTv—HbC株感染三株不同种系细胞的电镜观 

察结果 

取感染病毒 32h的培养细胞作超薄切片、透射 

电镜观察，可见到分别感染了 BTV—HbC株和 BTV 
一 10型的三种不同种系的细胞的胞浆内均富含不 

同发育阶段的病毒颗粒，完整病毒粒 子直径约 

70nm，并形成包涵体；成熟病毒粒子排列成晶格状。 

除此以外。尚可见到大量的病毒空衣壳和未包装的 

病毒核物质(图3A)。 

6 

O 

28 32 36 40 44 

感染时间(h)Infection time(h) 

图 2 BTv．HbC株在三株 问种系细胞上产毒量半对数线图 

Fig 2 The semi．1ogarithm line chart of virus production of BTV-HbC 

strain in the different species cells 

三株种系不同细胞分别感染 BTV—HbC株和 

BTV一10后。可以引起明显的细胞超微结构变化，诸 

如，胞浆内包涵体、线粒体肿胀、细胞膜溶解；亦见到 

核膜结构完整但核染色质浓缩、成块、边聚、滑面内 

质网扩张的细胞(图3B)。 

图3 接种BTV．HbC株 32h的Vero细胞 

(A，×25 000)和C6细胞(B，×10 000) 

Fig．3 BTV—HbC strain being inoc ulated 

onto monolayer Vero cell(A．x 25 000)and C6 Cell(B，x 10 000) 

A：There are a lot of virus particles．Diameter of mature virus particles is 

about 70nm．It were arranged into crystal lattice．There are a lot of nu- 

cleus substance and particles of virus which locate the circumference of 

crystal lattice Furthermore．there is capsid of virus which has no nucle— 

US SUbstance．B：Nuchus substance is condensed into mass which assem- 

ble under nucleus membrane．A lot of smooth endoplasmic reticulum ex- 

pand into balloon·shaped in appearance．Other organelle is condensed ． 

Rough endoplasmic reticulum is norma1． 
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2．4 BTv—HbC株和 BTv一10国际标准株之间的免 

疫交叉反应 

以BTv—HbC株特异性抗血清分别与 Vero细 

胞抗原、BTV—HbC抗原和 BTV一10抗原作免疫交叉 

反应，免抗 BTv—HbC血清与 BTv—HbC株和 BTv一 

10病毒之间均发生特异性免疫反应，可见明显的共 

同抗原沉淀带，与 Vero细胞抗原之间免疫交叉反应 

阴性(图 4一A)；以 BTv—HbC抗原分别与 Hela细胞 

免疫血清、BTV—HbC抗血清和 BTV一10抗血清作免 

疫交又反应，BTV—HbC抗原与兔抗 BTV—HbC血清 

和免抗 BTV一10血清之间均发生特异性免疫反应， 

可见明显的共同抗原沉淀带，与 Hela细胞免疫血清 

之 间免疫交叉反应阴性(图 4一B)。 

图4 BTv HbC株和BTv．1O间免疫交叉琼脂糖扩散试验 

A．中间孔为 BTv—HbC抗血清，1、4孔，未感染病毒的 Vero细胞抗 

原；2、5孔为BTv—HbC抗原；3、6孔 为 BTv一1O抗原；B，中间孔为 

BTv—HbC抗原，1、4孔为 Hela细胞免疫血清；2、5孔为BTv—HbC抗 

血清；3、6 L为BTv一1O抗血清。 

Fig．4 Argarose diffusion test about immune across reaction 

between BTV．HbC and BTV一10 

A，Center hole is antiserum of BTV．HbC．Surrounding hole 1，4 are 

Vero cell antigen．Surrounding hole 2．5 are BTV—HbC antigen．Sur— 

rounding hole 3，6 are BTV一10 antigen；B，Center hole is BTV—HbC anti— 

gen．Su~ounding hole 1．4 is antiserum of Hela cel1．Surrounding hole 

2，5 is antiserum of BTV—HbC．Surrounding bo le 3．6 is antiserum of 

BTV一1O． 

3 讨论 

蓝舌病毒含双链 RNA(dsRNA)基因组。全套 

遗传信息由 10分子基因片段所组成。蓝舌病毒 

dsRNA的电泳图谱将这 10分子核酸片段分成长 

(I 中(M)、短(s)三个组。I 2和 M5是型特异性 

抗原编码基因，I 和 是群特异性抗原编码基因。 

BTV与环状病毒群其它成员之间没有共同抗原性。 

蓝舌病毒内层衣壳主要结构多肽 VP7是穿行于内 

外两层衣壳的结构多肽，可能起内外两层衣壳的固 

定作用，并且携带有群特异性抗原决定簇[ ．6’ ]；外 

衣壳主要结构多肽 VP2含有型特异性抗原决定簇， 

诱导机体产生中和抗体[ ]̈。 

3．1 BTV—HbC株与不同种系细胞上相互作用后果 

BTV-HbC株在不同种 系细胞，如：猴肾传代 

Veto细胞、小鼠神经胶质瘤 细胞和人宫颈癌 

Hela细胞上增殖，在相同条件下，出现的 CPE较国 

际标准株 BTV一10高，但细胞病变形态学基本相同。 

在透射电镜下，所见到 的 BTv—HbC株和 BTv一10 

国际标准株的病毒粒子形态、大小、结构一致(图 

3A)。 

三株不同种系细胞感染 BTV—HbC株后细胞均 

出现与 BTV一10感染后相同的超微结构变化，可见 

到凋亡图象(图 3B)。这种凋亡图象似乎在 BTv— 

HbC感染的 细胞中更为明显。从而提示：BTV— 

HbC株可能诱导被感染细胞凋亡，并且该病毒诱导 

细胞凋亡依不同的细胞而具不同的程度。 

3．2 BTV—HbC株的免疫学特征 

我们采取了两个措施避免病毒培养细胞引起的 

假阳性。其一，制备病毒抗原采用了不同的培养细 

胞。制备抗血清的免疫原采用 Hela细胞增殖病毒． 

免疫交叉反应抗原用 Hela细胞增殖病毒。其二，设 

置了未感染病毒的 Vero细胞提取物作对照抗原。 

该实验揭示出了这两株病毒完全重合的沉淀 

带，证明 BTV—HbC株与蓝舌病毒标准株 BTv一10 

编码有共同的抗原(图 4)。我们认为这种共同抗原 

应该是两个群特异性抗原，而非型特异性抗原。并 

且这一试验没有揭示出型特异性抗原。假设这一抗 

原抗体反应揭示出了型特异性抗原的话．那就应该 

是多条免疫沉淀带图像，因为揭示型特异性抗原的 

同时，必然也会揭示出群特异性抗原，而蓝舌病毒除 

含有群特异性抗原外，还含有两个型特异性主要抗 

原分子。当然，有关此点，有待我们利用单克隆抗体 

技术进一步深入研究。 

3．3 BTV—HbC株在不同种系细胞上的增殖表现出 

与标准株 BTV 10不同细胞的生物学特征 

本文在三株种系不 同的细胞上对照研 究了 

BTV—HbC株与标准株 BTV一10感染不同细胞的生 

物学特征。 

BTv—HbC株可以在猴肾传代 Vero细胞、小鼠 

神经胶质瘤 细胞和人宫颈癌 Hela细胞上增殖， 

与蓝舌病毒标准株比较，对于相同的被感染细胞，其 

出现 的 CPE的时 间较 BTV一10型早；敏感性 较 
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BTv一10型高；产毒量似乎也比后者大。 

按 1MOI接种单层细咆，动态观察发现：每株细 

胞产 BTv—HbC量及其产毒峰值时间不一样，依次 

为：Hela细胞>Vero细胞> 细胞(图2)。这些研 

究结果明显地提示了BTV—HbC株病毒与蓝舌病毒 

标准株 BTv一10有明显不同的生物学特征，似乎比 

BTv一10对这些细胞具有更高的增殖感染性和选择 

性 。 

本研究结合本研究室对 BTV—HbC基因组图谱 

分析[ ]和型特异性抗原编码基因 的 RT．PCR分 

析[ ]等结果，提示 BTV-HbC株可能是一个新的血 

清型蓝舌病毒。 
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