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摘要 级传染性脾肾坏死病毒 是近年来危害广东地区级养殖业 的主要病原
。

本文用 回接感染健康级

获得病毒原料
,

分离纯化 了大量高纯度 的 病毒粒子
,

电镜下 可 见病毒粒子 为二 十面体
,

直径平均为

印
。

抽提病毒核酸
,

对其基因组 进行酶切分析
,

病毒基因组为双链 分子
,

表现脊椎动物虹彩病毒

基因组的特点即其胞嚓咤
’

端高度甲基化
。

以限制性内切酶
、

吐丑
、 、

沮 和 酶切 基

因组
,

经电泳分离后
,

分别得到
、 、 、 、

条清晰的酶切片段
,

并根据酶切片段算得基因组 的大小超过

仍
。
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级 琴吧 是我国名优淡水养殖品种
。

随着姗人工繁殖和育苗技术的成功
,

缘养殖业得到

较快发展
,

与此同时病害问题也 日益严重
。

在 年 一 卯 年间
,

广东省每年级暴发流行病发病率约
,

到 琪〕 年病情进一步严重
,

仅南海市级池塘发病率达
,

死亡率达
。

吴淑勤等从患病级中

发现了直径为 的球型病毒
,

并认为是级暴发性传染病的主要病原川
。

何建 国等通过 回归感染进

一步证明了该病毒的病原性
,

并对其感染的组织病理进行 了研究
,

发现脾肾是其主要感染器官
,

导致脾

肾坏死
,

因此将之暂命名为传染性脾 肾坏死病毒
,

图
。

该病毒为细胞质内寄生的具囊膜二十面体病毒
,

直径大小为
,

初步认为是一种虹彩病毒
,

感染缘

脾
、 ’

肾
、

肝脏
、

鳃
、

心脏和消化道等组织器官
,

脾和肾是其主要感染器官
,

肝脏
、

鳃
、

心脏和消化道不是其主

要感染器官
,

在光镜下偶见受感染细胞
。

具很强的致病性
,

浸泡感染和注射感染
,

在 一 ℃

范围内
,

受感染撅在 一 内死亡率为
。

在发病池中
,

鳃一般 内死亡率达 如 左右
。

人工感

染结果表明草鱼和加洲妒是 的实验宿主
,

其中对草鱼不致病
,

不引起组织病变 而对加洲妒有较

强致病性
,

人工感染死亡率达 ￡〕
。

对 的检测方法
,

据报道有常规组织学方法 染色
、

电镜观察
、

分离外源性核酸〔〕
、

检测和核酸探针原位杂交技术
。

在分子生物学方面
,

李新辉等用

随机引物扩增多态性 技术克隆核酸片段
,

并对之进行 了序列分析川 邓敏等对 扩增

产物的序列分析发现 与日本报道 的真绸虹彩病毒
,

具有很近 的亲

缘关系困
。

本文通过 回接感染实验获得病毒原料
,

分离纯化了大量高纯度的 病毒粒子
,

抽提病

毒核酸
,

对其基因组 进行酶切分析
,

为建立 的基因组文库和物理图谱奠定 了基础
,

为诊断

和防治 提供基础资料和理论依据
。

材料与方法

飒

被 感染的濒死姗于 年 月取 自广东省南海市某崛养殖场
,

表现典型 的传染性脾肾坏

死病症状
,

经组织病理和电镜检测在其脾脏和 肾脏发现大量
,

检测 为阳性
。

将之用液氮冷

冻后带回实验室
, 一 ℃保存

。

健康崛每尾 一 ,

取 自广东省东莞 市某姗养殖场
,

外观和解音没有

病症
,

检测为阴性
。

先在实验室水泥池饲养 周
,

无病症后移至 可控温水簇箱中饲养
,

水体
,

水温 ℃
,

周后无病症用于人 感染实验
。

蛾人工感染

分别取健康鳃和被 感染的患病鳃脾 肾按 加人
、

侧洲〕拌’
一 ’青霉

素和 姗 拜’
一 ’链霉素

,

冰浴中匀浆后
,

姗’而
一 ’,

℃离心
,

取 上清
,

经 “ 滤膜抽滤

后
,

℃保存
。

滤液接种于 平板上 ℃培养
,

观察平板上无细菌生长
。

人工感染实验共分 组
,

每组健康鳃 尾
,

养殖温度为 士 ℃
,

充气饲养于 加 控温循环过

滤水族箱中
,

每天投喂一次活鱼饲料和吸污一次
。

感染组按每 鱼体重 腹腔注射被

感染的患病蛾脾肾滤液
,

对照组按每 鱼体重腹腔注射 健康鳃脾肾滤液
。

分别取感染组和对照组缘脾肾进行 检测
、

组织切片 染色 和电镜观察
。

检测

按邓敏等囚 的方法制备模板 分别取被 感 染的患病鳃 与健康缎脾和 肾
,

按 加人
,

冰浴中匀浆后
,

以〕
·

而
一 ’,

℃离心 而
,

取上清
,

分别用酚
、

酚 氯仿 异戊醇
、

氯仿

异戊醇抽提 次
,

乙醇沉淀后用无菌水重溶
,

存于 一 ℃
。

反应体积为 川
,

除模板 外
,

尚含
· 一 ‘ , · 一 ‘ ,

一 , · 一 ‘ , · 一 ‘ , · 一 ’引物
,

聚合酶
,

上层盖
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少许矿物油防止蒸发
。

反应条件为 ℃预处理 而
,

进行 个循环
,

每个循环反应包括 ℃
,

℃
,

℃ 而
,

循环完成后
,

℃充分延伸 而
,

取 拌 反应液在 琼脂糖凝胶上电泳观察
。

组织切片染色

取健康
、

患病和人工感染鳅的脾肾
,

切成小于 的组织块
, ’

固

定液中固定 以上
,

按组织切片常规技术制成 一 拌 厚的组织切片
,

经 染色
,

封片后于光镜下

观察
。

电镜样品的制备

取健康
、

患病和人工感染缘的脾肾
,

切成小于 的组织块
,

于
· 一 ’

的戊二醛
· 一 ’ 配制

,

中固定
,

冲洗
, · 一 ’的饿酸

一 ’ 配

制
,

后 固定
,

冲洗
,

乙醇梯度脱水
,

因
’

液渗透包埋
,

超薄切片经醋酸铀和柠檬酸铅染

色
,

透射电镜观察
。

病毒粒子的分离纯化

取被 感染的濒死鳃 的脾和 肾
,

称重
,

剪碎后 于液 氮中研磨成粉
,

随后加 入 倍体积

玻璃匀浆器 冰浴匀浆后
,

℃
,

以 离心 而
,

上清于 ℃
, ,

。以〕 离心 而
。

沉淀用

重悬
。

重复上述步骤 一 次后
,

将病毒重悬液铺 于 一 豁 蔗糖梯度上用

取〕 转子 ℃
,

侧洲〕
· 一 ’离心

〕

收集病毒带于用透析缓冲液
· 一 ’ 副 ,

· 一 ’ 犯
, 一 ’ 一 ,

透析过夜
。

纯化的病毒粒子滴加 于铜 网上
,

用 磷钨酸 负染 后
,

滴加蒸馏水洗
,

干后用 日立
一 透射电镜观察

。

病毒核酸的提取

纯化的病毒粒子悬液加人 和蛋白酶 至终浓度分别为 和 ’
一 ’于 ℃ 消化

,

随后用酚法抽提
、

乙醇沉淀病毒

病毒核酸的甲基化分析

用限制酶 和 华美公司 于 ℃酶切 一 ,

取 反应液在 琼脂

糖凝胶上 电泳观察
。

病毒核酸的限制酶切分析

用限制性内切酶
、 、

珑
、

和 公司 于 ℃酶

切过夜
,

在 琼脂糖凝胶上电泳
。

利用 公司 习 旧 凝胶分析系统摄像
,

并扫描出

各条带迁移距离
。

以高分子量 火 和 岔 为标准
,

借助 软件计算出各酶切片段 的

分子量
,

并由此算出 基因组大小
。

结果

级人工感染

感染组健康级腹腔注射 病毒滤液后
,

在 一 ℃下饲养
,

至第七天开始死亡
,

第十天全部死

亡
,

死亡率为
。

其症状与自然状态下发病的级相 同
,

特征表现为脾肾肿大
,

充血
,

坏死 经 染
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色后
,

光镜下显示
,

感染组级脾肾组织的细胞病变严重
,

表现为细胞肿大
,

直径为正常细胞的 一 倍
,

细

胞核固缩 图版 一 感染组级脾肾组织制成超薄切片
,

电镜观察发现其脾肾组织 的细胞质中有大量病

毒粒子
,

为二十面体
,

具囊膜
,

直径平均为 图版 一 取其脾肾组织做 检测
,

结果都为阳性

图版 一 。

对照组健康级腹腔注射 后
,

在 一 ℃下饲养
,

不发病
,

感染率为
,

组织学方法 染

色 和电镜观察未发现病变和病毒粒子
,

取其脾肾组织做 检测
,

结果都为阴性
。

病毒纯化及其形态特征

经超速离心后
,

在蔗糖梯度中可见一条乳 白色 有时为淡黄色 不透明的折光带
,

收集此折光带经负

染后于电镜下观察
,

可见大量高纯度的 病毒粒子 图版 一 ,

因此这一乳白色或淡黄色折光带即

为病毒区带
。

经超速离心后
,

病毒粒子有一些变形
,

已失去囊膜
,

核衣壳为圆形
,

负染后 内部结构不可

见
。

基因组 的甲基化分析

限制酶 和 呱 是一对同裂酶
,

但它们具有不同的甲基化敏感性
,

其中 五对 甲基 化

修饰 敏感
,

而 则 对 之 不 敏感
。

基 因组 经 和 酶 切 后
,

取 川 反 应

液 在 琼脂糖凝胶上 电泳
,

其结果如图版 一 所示
,

基因组 能被 切开
,

而不能被

切开
。

由此证明 基因组 胞嗜陡
’

端高度甲基化
。

基因组 的酶切分析

如图版 一 所示
,

基因组 用限制性 内切酶
、 、

孤 班
、

和 酶切

过夜
,

用 琼脂糖凝胶电泳分离后
,

分别得到
、 、 、 、

条片段
,

其中小于 的片段 已跑出

凝胶
。

计算各酶切片段的大小
,

算得基因组的大小超过
。

讨论

分离提纯病毒的前提是获得大量的病毒材料
。

由于尚未建立 的敏感细胞株
,

因此我们采用

回接感染健康姗
,

导致蛾发病
、

死亡
,

表现出与 自然发病的级相同的症状和病理变化
,

运用 检测
、

常

规组织学方法 染色 和电镜观察确证病原为该病毒 另外
,

由于脾肾是其主要感染器官
,

电镜观察

可见大量的病毒粒子
,

而其它部位病毒粒子较少
,

所 以我们选择感染 的濒死蛾脾肾组织为原料

分离提纯
,

经蔗糖密度梯度离心后
,

电镜下可见大量的病毒粒子
。

用提纯 的病毒粒子抽提病毒
,

用多种限制酶酶切
,

经琼脂糖凝胶 电泳分离得到清晰的条带
,

可见我们得到的病毒是高纯度的
。

从酶切图谱中可以看到
,

不能酶切 基因组 和 托 皿在 基因组

中切点不多
,

所以得到的酶切片段较大但不多 和 特别是 在 基因组 中切

点较多
,

所以得到的酶切片段多但相对较小
。

自 年代后期以来
,

由虹彩病毒引起的水产动物致死性传染病在包括美洲
、

欧洲
、

亚洲和澳洲在 内

的世界各地普遍流行
,

给海淡水养殖业造成 了严重的经济损失阁
。

虹彩病毒为细胞质 内寄生的病毒
,

具

有致密的不规则的中央核心体
,

含有双链
,

其基因组 胞啼陡
’

端高度 甲基化
,

特别是蛙病毒

和淋巴囊肿病毒 因为二者的基 因所编码 甲基转移酶 的缘故 〕。

我们用一对 同裂酶 和

分别酶切
,

其结果发现 基因组 能被 切开
,

而不能被 切开
。

这是因为 基因组 胞嚓陡
’

端高度 甲基化
,

对 甲基化修饰敏感
,

所 以切不开 而

对之不敏感
,

所以能切开
。

而且
,

由于限制酶 冶 对 甲基化敏感
,

也不能酶切
,

所以 经 玫 酶切 只得 到一 条片段
。

至 于 应属 于哪一属
,

目前不能定论
,

等「’”】比较了 种虹彩病毒 寄主包括鱼
、

两栖类和爬行类 的酶切图谱
、

甲基化反应和 扩增产物 的
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序列分析
,

认为鱼的虹彩病毒与蛙病毒属的代表动物蛙病毒 更相近
,

并且从同一地 区分离的病

毒更相似
。

我们对 产物的克隆与序列分析发现 与从 日本分离 的真纲虹彩病毒

同源性很高
,

但 由于没有 酶切图谱的报道
,

所 以无从 比较
,

不能进一步确证
。

我们将

的酶切图谱与 〔‘ 和鱼淋巴囊肿病毒 的酶切图谱〔川进行比较
,

发现差异较大
。

为了构建 基因组文库
,

我们将各酶切片段插人质粒 中
,

转化人大肠杆菌
一

中
,

目前对重组子的筛选工作正在进行中
,

相信将对 的分子生物学研究有很大帮

助
。
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