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传染性脾肾坏死病毒
、

和 对

体外鲡的头肾淋巴细胞转化的影响

曾 慷‘ , ,

何建国“
,

王晓红
,

翁少萍
,

左 涛“

暨南大学生物工程系
,

广东 广州 肠 中山大学生命科学学院
,

广东 广州

摘要 采用
,

颜色反应法研究传染性脾肾坏死病毒
、

伴刀豆球蛋白 汕
,

和脂多

糖 叮 面
,

在离体状态下对健康和 感染后存活 或 印 的级的头肾淋巴细胞转化的

影响
。

结果表明
,

和 巧 能促进健康级头肾淋巴细胞的转化
,

而对感染后存活 或 印 的级头肾淋巴

细胞没有作用 纯化的 对健康级头肾淋巴细胞没有促进淋巴细胞转化的作用
,

但对 谧 的作用有抑

制
,

对感染后存活的 或 的级头肾淋巴细胞
,

纯化的 有一定的促进转化的作用
。

感染存活的级

头肾中有对 巧刃卿 的免疫记忆性 细胞
。

另外
,

用建立的 ℃ 检测方法对健康和 入 感染后存活

的级组织进行了检测
,

结果显示
,

健康级为阴性
,

而 感染后存活的鱼
,

头肾
、

后肾
、

脾脏和部分鱼的心脏

为阳性
。
矛 在级体内形成潜伏感染

。
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期 曾 慷等 传染性脾肾坏死病毒
、

伽 和 】」召对体外级的头肾淋巴细胞转化的影响

献 涨

目前虹彩病毒科 顶 试 中有淋巴囊肿病毒属和类金鱼病毒 型属中的病毒感染鱼类〔’弓
。

在

八十年代前
,

能引起鱼类疾病的虹彩病毒只有淋巴囊肿病毒
,

而且感染是良性和 自我恢复的
。

近十几

年来
,

鱼类的虹彩病毒病在世界范围内的养殖鱼类和野生鱼类中大量流行
,

据统计
,

目前已在 多种

鱼类中报道有虹彩病毒病的发生川
。

在这些病毒病中那些能够引起系统性感染的虹彩病毒病危害尤

为严重阎
。

在我国的养殖鱼类中
,

何建国等川报道在发生暴发性传染病的级 祀兀 体内观

察到一种病毒
,

通过回归感染证实其病原性
,

并认为是鳅 暴发性疾病的主要病原
。

随后
,

邓敏等困和

翁少萍等困对病毒感染组织的特异性
、

特征性病理变化以及分子生物学特性进行了研究
,

认为此病毒

是一种能引起系统性感染的虹彩病毒
,

命名为传染性脾肾坏死病毒
。

同时曾慷等图对病毒的

宿主范围
、

传播途径以及温度对感染的影响作了研究
。

本文利用
、

和 对健康的和感染后存活级的头肾淋巴细胞的功能进行了初步研

究
,

以及用 已建立 的 检测方法对感染后存活级 的内脏组织进行了检测
。

这对于 了解

对鲡免疫功能的影响和潜伏性有一定的意义
。

料与方法

实验级

健康级 从无 发病史的东莞市鳅养殖池购人
,

体重平均为
,

暂养于本研究室的水泥池

中
,

充气与循环过滤水
,

温度为 ℃
,

每 日投喂 级体重的健康草鱼苗
。

三周后
,

鱼无异常
,

同时用

检测方法图
,

随机抽验级无 阳性后
,

用于本实验
。

感染后存活毓 用人工浸泡的感染方式感染健康级
,

方法参考文献 「」
。

在感染后
,

感染鱼表现

症状前 内降低至 巧 ℃养殖温度
,

周后将未发病死亡的鱼 内升温至 ℃养殖
,

此后感

染级不再发病
。

在 ℃分别养殖 和 后
,

用于本实验
。

另外
,

健康级经过同样的温度处理作为

对照组
。

纯化病毒离子的制备

取濒临死亡的人工感染 的鳃的脾脏和头肾
,

组织学确定在这些组织中病毒感染的细胞在

以上
。

将脾脏和头肾剪碎
,

℃匀浆后
,

用灭菌
,

含
· 一 ’青霉素和 拌’

一 ‘

链霉素 按 稀释后放人 ℃冰箱中过夜
。

次 日稀释匀浆液于 ℃
,

《 〕离心 五 取上清

液
,

于 ℃
,

以】〕离心 上清液通过 哗 的滤膜后
,

于 ℃
,

减〕离心
,

沉淀悬于少量的

无菌 中
。

将病毒悬液铺于不连续蔗糖梯度
、 、 、

和 上
,

于 ℃
,

仪旧 离心
,

取在梯度为 和 之间的病毒带 于 ℃
,

仪 〕离心 五
,

沉淀即为纯化的

病毒离子
。

沉淀的病毒悬于少量的无菌 即弓 中
。

头肾淋巴细胞的分离

方法参考文献 「〕
。

分别取健康鲡和感染后存活的毓
,

用 的 一 麻醉后
,

切去尾柄从

尾静脉放血
,

减少头肾的血液
。

体表用 的酒精浸泡消毒后
,

无菌操作用手术刀从鱼的头部和躯干

部之间切开
,

取出头肾放人 《〕培养基 每毫升含 青霉素和 拜 链霉素
,

肝素钠

中
。

用眼科剪将头肾剪碎后挤压过 目的不锈钢筛网后
,

于 ℃
, 一 ’离心

,

沉淀细胞

悬于 曰沮 培养基中
,

头肾淋巴细胞在 军 比重为 ’呱
一 ‘ 细胞分离液上分

离
。

分离的淋巴细胞用 孙沮 粼〕培养液洗 次后
,

悬浮于完全培养基 刊沮 《 〕
,

含
· 一 ‘青霉

素
、 拌’

一 ‘链霉素和 拌’
一 ’卡那霉素

,

的胎牛血清
,

健康级血清
, 拌 正 巧

,

拌
· 一 ’琉基乙醇 中

,

的台盼蓝活体染色观察活细胞在 以上
,

调整细胞浓度为 护
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个
· 一 ‘ ,

将调整好的头肾淋巴细胞悬液加人到 孔细胞培养板中
,

每孔 汕
。

淋巴细胞体外转化的方法

每尾实验鱼的头肾淋巴细胞用纯化病毒
、 、 、 十 纯化病毒 等 种刺激物

。

纯化病

毒为每孔加人稀释 倍的纯化病毒悬液 沙 几 浓度为 醉 略
· 一 ‘ 用 孙沮 配

制
,

每孔加人 汕 的浓度为 印 拌’
一 ’ 用 到 配制

,

每孔加人 拌 纯化

病毒 为先加人 浓度为 陀
· 一 ‘

汕 培养 后
,

再加人 拌 纯化病毒悬液刺激
。

每种

刺激物作 个平行孔
。

另设对照组加人 汕 的 《 培养基
。

,

法检测淋巴细胞转化能力

采用 颜色反应法测定头肾淋巴细胞转化的活性图
。

在淋巴细胞加人各种转化刺激物后
,

培

养板放人 培养箱
,

温度为 ℃
,

饱和湿度 中培养
,

后
,

每孔加人 溶液
,

·

毗
一 ‘用无菌 配制 拌

,

继续培养
,

将培养板于 ℃
, 一 ‘离心

,

去上清

液
,

每孔加人 溶液 沁
,

培养板在酶标仪 型 上测量 值
。

检测健康鲡和感染后存活的级

在每次取健康鱼和感染后存活鱼的头肾时
,

分别收集鱼的肝脏
、

脾脏
、

头肾
、

后肾
、

鳃
、

肠
、

心脏
、

性

腺和脑等组织
,

检测这些鱼体组织中是否有
。

针对 的 检测方法的建立由邓敏等阁

建立
。

本实验采用其报道方法
。

各组织的总 〕 用于 反应的模板
,

采用酚氯仿法抽提
,

乙醇沉

淀后无菌水重溶
,

存于 一 ℃
。

设计的引物能从 的 中特异性扩增 饰 的片段
,

反应体系

为 沁
,

除模板 外
,

尚含有 刀 一 ’ 一 , 卫刀 一 ‘ ,

,

朋
一 ‘ , 一 ’ ,

, 一 ‘引物
, 拌 聚合酶

,

上层盖少许

矿物油防止蒸发
。

反应条件为 ℃预处理
,

进行 个循环
,

每个循环反应包括 ℃
,

℃
,

℃ 五
,

循环完成后
,

℃充分延伸
,

取 汕反应液在 琼脂糖凝胶上电泳观察
。

数据的处理

结果采用平均值 土标准差
,

尸 和 认为存在显著差异和极显著差异
。

结果

健康鲡头肾淋巴细胞的转化

在离体状态下
,

与对照组相 比
,

℃时 几 和 都是有效的刺激物
,

能够显著的刺激级头肾淋

巴细胞的转化
,

其中 的作用比 更加有效
。

而用纯化的病毒离子单独刺激
,

淋巴细胞的转化

没有的变化
,

但当纯化病毒加人到已被 几 刺激了的淋巴细胞后
,

降低了 的作用
,

说明纯化病

毒能够抑制 的琳巴细胞的转化 图
。

感染后存活的鲡的淋巴细胞的转化

与健康姗相比
,

其结果截然不同
,

和 污对于 感染后存活 或 的鳃
,

不是一种

有效的刺激物
,

其刺激结果与对照组相 比
,

没有变化 而纯化病毒离子却有一定的刺激转化作用 图
。
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主要感染的组织阁
。

这些结果初步证实了 在级体内存在潜伏感染
。

但无法确定在这些

组织中是否有感染性的病毒粒子的存在
。

关于引起系统性感染虹彩病后其病毒潜伏感染有些不一致

的结果
。

腼币 等 〕通过对虹蹲的研究表明
,

自然感染 且 后 一 月存活的鱼临床表现正常

并不能从这种鱼的体内分离出
,

同时在这种鱼体内也检测到特异性抗体的存在
。

而 朔 和

硫 「
‘ 〕认为这种从自然感染 州 后存活的河妒获得了一定的保护性免疫

,

能成为病毒的携带

者
,

并在此病毒病不流行的季节成为病毒的感染源
。
刀 等〔‘ 应用 检测方法

,

不能从腹腔注射

个月后的真绸的脾脏组织中检测到病毒 的存在
。

进一步证实 在级中潜伏感染性

对于级养殖业非常有意义
。
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