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草鱼 C样干扰素的体内诱导

邵健忠,  项黎新,  阎春兰
(浙江大学生命科学学院,浙江 杭州  310012)

摘要:采用细胞病变抑制等方法, 在植物凝集素(Phytoagglutinin, PHA)诱导的草鱼血清中检测到一种干扰素。理

化和生物学性质鉴定表明,它不同于病毒诱导的A/B-干扰素, 表现在对 56 e 、pH2 和 0. 1% SDS 敏感, 其活性不

能被A/B-干扰素抗体所中和, 其诱生剂为非病毒性质的有丝分裂原, 诱生作用受佛波酯( PMA )和白细胞介素-2

( IL-2)的调节,这些特性与人类和高等脊椎动物中报道的C干扰素相符, 表明是一种C样性质的干扰素。草鱼

C样干扰素的体内诱导受环境温度、诱导时间、PHA 剂量等因素的影响, 25e 或 30e 水温诱导的干扰素活性明

显高于 15e 或 8e 。高剂量(每尾 0. 5~ 0. 8mg) PHA诱导的干扰素活性明显大于低剂量(每尾 0. 1~ 0. 3mg) , 且

达到活性高峰所需要的时间短,为 3d,而低剂量为 5d。PMA和 IL-2 能促进草鱼C样干扰素的诱生。
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In vivo induction of interferon-C like activity from

Ctenopharyngodon idellus by phytoagglutinin

SHAO Jian-zhong, XIANG L-i xin, YAN Chun-lan

( College of Lif e Science, Zhej iang University , Hangzhou  310012, China)

Abstract:An interferon factor was detected in grass carp ( Ctenopharyngodon idellus) serum, induced in vivo with

phytoagglutinin by cell pathological effect inhibition technique. Study on its biochemical and biological

characteristics showed that it was different f rom the interferon-A/B induced by virus. It was sensitive to heat

( 56 e ) , pH2 and 0. 1% SDS, and its activity could not be neutralized by the antibody against interferon-A/B. It

proved that the inducer was mitogen but w ith non-virus character, and the production could be modulated

signif icant ly by the phorbol myristate ester and interleukin-2. All these were consistent with the interferon-C in

human, which indicated it was interferon-C like activity. The induction was influenced by the temperature,

inducing time and dosage of phytoagglutinin. The activity was higher at the temperature of 25 e or 30 e and at

phytoagglutinin dosage of 0. 5- 0. 8 mg per f ish than that at 8 e or 15 e and at that of 0. 1- 0. 3 mg per fish.

The inducing time when the activity was the highest was 3 days at high dosage of phytoagglutinin, which was

shorter than that of 5 days at low dosage. The interferon induction could be promoted by the phorbo l myristate

ester and interluekin-2.
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干扰素( Interferon, IFN)是一种具有抗病毒、抗肿瘤和免疫调节等多种生物学功能的细胞因子,在人

类和高等脊椎动物中已发现存在A、B、C和 X 等不同型别,并开展了深入研究。但鱼类 IFN的研究尚处

于起步阶段, 60 年代以来, 国内外学者虽曾在鲦 ( Pimephales promelas )、虹鳟 ( Salmon gairdneri )、牙鲆

( Paralichthys olivaceus)和草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus)等鱼类中诱生出 IFN[ 1- 10] ,但所采用的诱生剂大

多为病毒, 所产生的 IFN性质与人类和高等脊椎动物的 IFN-A/ B相一致。对于鱼类中是否存在其它性

质的 IFN? 近年来,作者对用非病毒诱生剂体内诱导 IFN-C进行了探索。

1  材料和方法

1. 1  实验鱼

1~ 2龄草鱼 250余尾, 鱼体长 15~ 25cm,体重 35~ 270g, 购自杭州市水产研究所, 实验前置水簇箱

25 e 饲养 2周, 确证健康后使用。

1. 2  细胞

草鱼吻端组织细胞株 ZC7901、肾细胞系 CIK、胚胎细胞系 CP80、人羊膜细胞株WISH 和三角帆蚌肾

原代细胞系 HcK94由作者实验室保存,猪肾细胞系 PK15和鸡胚肾细胞系 CEK由浙江省农科院病毒研

究所提供,分别按常规法用含 10% 胎牛血清的 TC-199或 RPMI-1640培养液培养。

1. 3  病毒

草鱼出血病病毒( GCHV)、草鱼小 RNA病毒( GCPV)、三角帆蚌瘟病病毒( HcPV)、人滤泡性口炎病

毒( VSV)、鸡传染性支气管炎病毒( IBV)和马立克氏病疱疹病毒( MDHV)由作者实验室保存; 猪水泡病

病毒( SVDV)和口蹄疫病毒( FMDV)由浙江省农科院病毒研究所提供, 分别在 ZC7901、CP80、HcK94、

WISH、PK15和CEK细胞上增殖传代,按 Reed-Muench法测定滴度 TCID50。

1. 4  草鱼C样 IFN 的诱导方法

从实验鱼背鳍处皮下注射终浓度为 0. 8mg#mL - 1的纯化植物凝集素( PHA-P, Sigma 产品)和 1Lg#

mL- 1佛波酯( Phorbol 12- Myristate 13- Acetate, PMA, Sigma 产品)或 1000U#mL- 1重组人白细胞介素 2

( Interleukin 2, IL- 2, Sigma 产品) , 25 e 诱导 3d,用 0. 01%高锰酸钾体表消毒后入无菌室,从心脏或尾动

脉采血, 4 e 静置过夜,收集血清样品, - 70 e 保存备用。同时设注射空白 PBS组为对照。

1. 5  草鱼C样 IFN 的活性测定方法

采用半数细胞病变抑制法[ 11]。将细胞接种于 96孔板,待生长至单层后除去培养液,加 2倍稀释度

的血清 IFN样品 0. 1mL,每稀释度接种 3孔, 27 e 过夜, 用PBS洗净样品,加 100TCID50病毒攻击,待病毒

对照孔出现细胞病变效应( CPE)后,观察 IFN孔的 CPE 抑制作用。以能抑制 50%病变的最高稀释度作

为 IFN活性单位,用 Log2CPEI50/ 0. 1mL 表示。

1. 6  草鱼C样 IFN 的理化和生物学性质测定

1. 6. 1  理化因子对 C样 IFN活性的影响

参照文献[ 9]的方法进行。测定 C样 IFN 经离心、透析、56 e 、pH2 、0. 1% SDS、氯仿、胰蛋白酶、

DNase Ñ、RNase A、葡糖苷酶、NaIO4、磷酸酯酶处理前后的活性变化。

1. 6. 2  DNA抑制剂对 C样 IFN 活性的影响

在测定C样 IFN活性前, 先用 10- 9g#mL- 1放线菌素 D ( Act D) 预处理细胞 8h,然后加入 IFN, 测定
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活性,并与未经 ActD处理的细胞作比较。

1. 6. 3  草鱼C样 IFN作用的细胞与病毒特异性

参照文献[ 9]的方法进行。测定草鱼 C样 IFN 在鱼类、人类、哺乳类、鸟类和贝类等细胞和病毒系统

中的活性。

1. 6. 4  草鱼 IFN-A/B抗体对 C样 IFN活性的中和作用

在C样 IFN样品中加入病毒诱导的 IFN-A/ B兔抗体(作者制备,效价 1B250) , 37 e 温育 1h后测定活

性变化。

1. 7  草鱼C样 IFN 的部分诱生条件

1. 7. 1  PHA剂量对C样 IFN诱生的影响

将实验鱼分为 5组,每组 8尾,分别注射 0. 1mg、0. 3mg、0. 5mg、0. 8mg 和 1. 0mg PHA-P, 25 e 各诱导

3d后测定 IFN活性。

1. 7. 2  不同PHA剂量下C样 IFN诱生的动态测定

将实验鱼分为 4组,每组 8尾,分别注射 0. 1mg、0. 3mg、0. 5mg 和 0. 8mg PHA- P, 25 e 分别诱导 1、

3、5、7d,测定 IFN活性。

1. 7. 3  环境温度对 C样 IFN诱生的影响

将实验鱼分为 4组,每组 10尾,分别饲养在 8 e 、15 e 、25 e 和 30 e 水中, 注射 0. 8mg PHA- P, 3d后

测定 IFN 活性。

1. 7. 4  PMA、IL-2对 C样 IFN诱生的影响

实验鱼分 3组,每组 10尾,第一组每尾注射 0. 8mg PHA-P和 1Lg PMA, 第二组每尾注射0. 8mgPHA-

P 和 1000U IL-2,第三组每尾只注射 0. 8mg PHA-P, 25 e 分别诱导 3d,比较各组的 IFN活性。

2  结果与讨论

2. 1  PHA 诱导后草鱼血清中 IFN 的  

  活性测定
从PHA 诱导的血清样品中, 随机抽取 20份,

分别测定其在 ZC7901 和 CIK 细胞中对 GCHV 和

GCPV的抑制作用。结果显示, 所测样品均出现明

显的 IFN 保护活性, 平均滴度达 7. 63 ? 0. 54以上。

而未经 PHA 诱导的对照组样品, 均未检测到 IFN

活性。表明PHA注射草鱼后能有效地诱导 IFN的

合成(表 1)。

表 1 PHA诱导的草鱼血清 IFN活性测定

Tab. 1 Assay of IFN activity from grass carp

serum induced by PHA

病  毒 被感染细胞*
干扰素滴度* *

PHA 诱导组 对照组

GCHV ZC7901 8. 16 ? 0. 63 0

GCHV CIK 7. 94 ? 0. 41 0

GCPV ZC7901 8. 09 ? 0. 46 0

GCPV CIK 7. 63 ? 0. 54 0

  注: * 用 100 TCID50 GCHV ( TCID50= 105. 9/ 0. 1mL ) 和 GCPV

( TCID50= 106. 2/ 0. 1mL)感染; * * X ? SD, n= 20。

2. 2  PHA 诱导的草鱼血清 IFN的理化和生物学性质

结果显示, PHA诱导的草鱼 IFN经 10
5@ g 离心不沉降,对 PBS 透析效价不受影响,对胰蛋白酶、糖

苷酶、糖氧化剂、热、酸和 0. 1% SDS 敏感, 对磷酸酯酶、DNase、RNase 和脂溶剂不敏感;用 DNA抑制剂

ActD处理细胞,活性消失; 在不同的鱼类细胞和病毒系统中具有抗病毒活性, 但在人、哺乳类、鸟类和贝

类细胞中无抑制病毒作用;用病毒诱导的 IFN-A/ B抗体进行中和试验,活性无显著变化(表 2~ 4)。这些

性质说明 PHA诱导的草鱼干扰素是一种对酸、热、SDS等敏感的糖蛋白分子,其抗病毒作用依赖于细胞

内RNA和蛋白质的合成,即对病毒的抑制机制涉及细胞的转录和转译, 具有相对的种属特异性和抗病

毒的广谱性,与人类和高等脊椎动物的 IFN-C相符合
[ 12- 13]

, 表明是一种C样性质的干扰素。
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表 2 理化因子对 PHA诱导的草鱼 IFN活性的影响

Tab. 2 Influence of some phys-i chemical factors on the activity of grass carp IFN induced by PHA

理化因子 处理条件 干扰素滴度* t 检验* *

对照  8. 15 ? 0. 39  

超速离心 100 000g 4 e 2h 8. 12 ? 0. 28 P > 0. 05

透析 PBS 4 e 12h 8. 14 ? 0. 23 P > 0. 05

热 56 e 2h 3. 15 ? 0. 62 P < 0. 01

HCl pH2. 0 4 e 24h 3. 06 ? 0. 17 P < 0. 01

SDS 0. 1% SDS 25e 1h 3. 91 ? 0. 25 P < 0. 01

脂溶剂氯仿 25 e 1h 8. 11 ? 0. 35 P > 0. 05

胰蛋白酶 0. 1mg#mL- 1 37 e 2h 0 P < 0. 01

DNase I 0. 1mg#mL- 1 37 e 2h 8. 12 ? 0. 29 P > 0. 05

RNase A 0. 1mg#mL- 1 37 e 2h 8. 10 ? 0. 21 P > 0. 05

A-葡萄糖苷酶 300U#mL- 1 37 e 2h 5. 37 ? 0. 45 P < 0. 01

糖氧化剂 NaIO4 0. 02mol#mL- 1 4e 24h 5. 02 ? 0. 31 P < 0. 01

碱性磷酸酶 0. 15mg#mL- 1 37 e 2h 8. 14 ? 0. 25 P > 0. 05

酸性磷酸酶 0. 15mg#mL- 1 37 e 2h 8. 10 ? 0. 16 P > 0. 05

  注: * 为X ? SD, n= 5,测定系统为 ZC7901- GCHV; * * 为与对照组比较。

2. 3  草鱼C样 IFN 部分诱生条件的研究

2. 3. 1  PHA剂量对 C样 IFN诱生的影响

结果显示, 每尾 PHA剂量为 1. 0mg 时对草鱼有毒性,注射 1d后实验鱼死亡。而在该剂量以下,随

着PHA浓度的增高,C样 IFN 活性也升高,说明在致死剂量以下提高 PHA浓度能促进 C样 IFN 的诱生

(表 5)。

表 3 PHA诱导的草鱼 IFN 在不同细胞中的

抗病毒活性测定

Tab. 3  Assay of antiviral activity of grass carp

IFN induced by PHA in different cell lines

病  毒 被感染细胞* 干扰素滴度* *

GCHV ZC7901 8. 07 ? 0. 44

GCHV CP80 8. 11 ? 0. 29

GCHV CIK 7. 89 ? 0. 48

GCPV ZC7901 8. 11 ? 0. 32

GCPV CP80 7. 93 ? 0. 50

GCPV CIK 7. 71 ? 0. 36

VSV WISH 0

SVDV PK15 0

FMDV PK15 0

IBV CEK 0

MDHV CEK 0

HcPV HcK94 0

  注: * 用 100 TCID 50 GCHV ( TCID 50 = 105. 9/ 0. 1mL )、GCPV

( TCID50 = 106. 2/ 0. 1mL )、VSV ( TCID50 = 108. 2/ 0. 1mL )、SVDV

( TCID50 = 107. 4/ 0. 1mL )、FMDV ( TCID 50 = 107. 6/ 0. 1mL )、IBV

( TCID50= 106. 2/ 0. 1mL )、MDHV ( TCID50 = 107. 0/0. 1mL ) 和 HcPV

( TCID50= 105. 4/ 0. 1mL) 感染; * * 为X ? SD, n= 5。

表 4 PHA诱导的C样 IFN与病毒诱导的

IFN-A/B的抗原特异性分析

Tab. 4 Antigenic characteristic analysis between IFN-C

induced by PHA and IFN- A/B induced by virus

IFN种类 诱生剂
IFN 滴度*

中和反应前 中和反应后
t检验* *

IFN-C PHA 8. 12 ? 0. 21 8. 09 ? 0. 20 P > 0. 05

IFN-A/B GCHV 10. 94 ? 0. 26 1. 62 ? 0. 28 P < 0. 01

  注: * X? SD, n= 5; * * 中和反应前后相比较。

表 5  PHA 剂量对C样 IFN诱生的影响

Tab. 5 Influence of PHA concentrations on the induction

of interferon-C like activity

PHA 剂量( mg#尾- 1) IFN 活性*

0. 1 3. 12 ? 0. 56

0. 3 5. 13 ? 0. 29

0. 5 6. 40 ? 0. 31

0. 8 7. 22 ? 0. 19

1. 0 death

  注: * X? SD, n= 8,测定系统为ZC7901- GCHV。
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2.3.2  不同 PHA剂量条件下 C样 IFN诱生的动态变化

C样 IFN 的诱生活性不仅与 PHA 剂量有

关, 而且还与诱导时间有关 ( 表 6 )。低剂量

( 0. 1~ 0. 3mg) PHA诱生所需的时间长, 5d达到高

峰,而 PHA剂量增高至 0. 5~ 0. 8mg, 诱导时间缩

短, 3d达到高峰。

2. 3. 3  环境温度对 C样 IFN诱生的影响

结果表明, 25 e 和 30 e 水温下诱导的 C样 IFN

活性明显高于 8 e 和 15 e ,说明较高的环境温度

表 6  不同 PHA 剂量下C样 IFN 诱生的动态变化

Tab. 6 Kinetic determination of IFN-C like activities at

different concentrations of PHA

诱导时间

(d)
 

PHA( mg)

0. 1 0. 3 0. 5 0. 8

1  2. 33 ? 0. 21 3. 94 ? 0. 23 5. 42 ? 0. 18 5. 96? 0. 41

3  3. 09 ? 0. 17 5. 15 ? 0. 30 6. 48 ? 0. 21 7. 23? 0. 25

5  3. 78 ? 0. 32 6. 05 ? 0. 25 5. 40 ? 0. 22 6. 78? 0. 27

7  3. 76 ? 0. 23 5. 94 ? 0. 33 4. 98 ? 0. 32 5. 86? 0. 34

  注: * X? SD, n= 8,测定系统为ZC7901- GCHV。

有利于 C样 IFN 的诱生(表 7)。

2. 3. 4  PMA、IL-2对 C样 IFN诱生的影响

PHA和 PMA 或 IL-2 联合注射组的 C样 IFN

活性均明显高于未联合注射的对照组, 说明 PMA

和 IL-2对 C样 IFN的诱生有促进作用(表 8)。

表 7  环境温度对C样 IFN 诱生的影响

Tab. 7 Influence of temperature on

the induction of IFN-C like activity

温度( e ) 8 15 25 30

IFN 活性* 5. 02 ? 0. 31 5. 42 ? 0. 27 7. 19 ? 0. 36 7. 12? 0. 44

  注: * X? SD, n= 10,测定系统为 ZC7901- GCHV。

3  结语

作者等曾用病毒作为诱生剂, 在草鱼及其培养

细胞中诱生出 A/ B性质的干扰素[ 9- 10] , 本文则以

PHA为诱生剂,体内诱导草鱼产生了 C样干扰素。

两种不同诱生剂诱导的干扰素在理化和抗原性质

上存在很大差异,表明是两类不同的干扰素。研究

结果对深入探讨鱼类干扰素的性质与功能以及干

扰素的分子进化具有理论意义。

表 8 PMA、IL-2对 C样 IFN诱生的影响

Tab. 8 Influence of PMA and IL-2 on

the induction of IFN-C like activity

组别 IFN 活性* T 检验* *

对照( PHA) 7. 11 ? 0. 15  

PHA+ PMA 8. 21 ? 0. 20 P< 0. 01

PHA+ IL-2 8. 14 ? 0. 16 P< 0. 01

  注: * X? SD, n= 10,测定系统为 ZC7901- GCHV; * * 为与对

照组比较。

  本研究承蒙毛树坚教授大力指导,谨致谢忱。
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