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三种水生动物病毒感染鱼类细胞的扫描电镜观察

Scanning electron microscope observation on the infected
fish cells with three aquatic viruses
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　　近年 ,从我国患病的水生动物中已发现和分离到不同的病毒病原 [ 1 ,2 ] ,并通过透射电镜对部分水生动物病毒作了形

态学研究 ,包括病毒的大小和形态结构、病毒在感染鱼类细胞内的复制和装配、病毒引起宿主细胞内超微病变及与细胞

的相互作用等[ 3 - 6 ]。但对病毒引起宿主细胞表面病变的研究不多 [7 ] ,尤其是借助扫描电镜对水生动物病毒进行深入观

察与比较的报道就更少 [8 ]。在本实验室已确定鲤乳头瘤细胞 ( Epithelioma papulosum cyprini , EPC) 、草鱼性腺细胞 ( Grass

carp ovaries , GCO) 和草鱼鳍条细胞 ( Grass carp fins , GCF) 分别为中华鳖病毒 ( Trionyx sinesis virus , TSV) 、蛙虹彩病毒

( Rana grylio virus , RGV) 和鳜球形病毒 ( Siniperca chuatsi spherical virus , SCSV) 敏感细胞的基础上 ,将这 3种水生动物病

毒接种到各自敏感的细胞中 ,制备病毒感染细胞的样品 ,进行扫描电镜观察 ,并比较了病毒与宿主细胞相互作用及引起

宿主细胞表面超微结构变化的情况。

1　材料与方法

1. 1　材料

分别制备 3种水生动物病毒 TSV , RGV和 SCSV悬液 ;准备好 3种新鲜传代并已长成单层的培养细胞 : EPC、GCO 和

GCF ,这些细胞均为国际上检测水产动物鱼类病毒的标准细胞系 [9 ]。

1. 2　方法

无菌操作 ,取出患病水生动物的肝、肾、脾组织 ,剪碎 ,加 PBS匀浆后 ,再加双抗 ,冰冻过夜 ,离心取上清液 ,过滤 ,所得

过滤液即为病毒粗提液。将病毒粗提液经过滤除菌 ,接种到不同的培养细胞中 ,同时扩增获得病毒悬液 ,冻存备用。

分别传代培养 EPC、GCO和 GCF细胞 ,待传代细胞在培养瓶中长成单层后 ,取病毒悬液并将 TSV 接种到 EPC , RGV

接种到 GCO ,SCSV接种到 GCF细胞上 ,每瓶接种病毒 1mL (病毒滴度约为 104 TCID50) , 用含 10 %胎牛血清的 199培养液

(美国 GIBCO公司产品) 25℃培养。同时另设未接种病毒的细胞为对照。待感染细胞出现病变后 ,以 0. 25 %胰酶消化 ,

收集病变细胞 ,再用 2. 5 %戊二醛作前固定 ,1 %锇酸双固定 ,磷酸缓冲液冲洗 ,梯度丙酮脱水 ,乙酸异戊酯置换 ,临界点干



燥后喷金 ,经 AMRA Y - 1830型扫描电镜进行观察。

2　结果

经扫描电镜观察 ,可见未感染病毒的正常 EPC细胞 (图版21) 、GCO细胞 (图版24)或 GCF细胞 (图版27) 均为圆形或

椭圆形 ,其表面光滑或有少数细微颗粒分布其细胞膜表面。但经不同病毒感染的宿主细胞则发生了不同程度或状况的

病变。

2. 1　TSV感染 EPC细胞

TSV可直接穿透细胞膜从宿主细胞中释放出来 ,或通过细胞表面伸出的纤毛状伪足释放 (图版22) 。以这两种方式

释放的病毒对宿主细胞的损害相对较少。另外 ,从感染的 EPC细胞中 ,成熟的 TSV颗粒还可以另一种方式释放 ,即通过

宿主细胞的裂解 ,从细胞碎片中游离出大量病毒颗粒 (图版23) 。

2. 2　RGV感染 GCO细胞

RGV多以出芽方式从感染的 GCO细胞中释放。在宿主细胞表面 ,布满了出芽向细胞外释放的 RGV颗粒 (图版25) 。

如增加扫描电镜观察的放大倍数 ,可更清晰地看到从细胞内出芽、暂时还聚集在宿主细胞周围的大量球形病毒颗粒 (图

版26) 。

2. 2　SCSV感染 GCF细胞

SCSV感染 GCF后 ,随着病毒的复制增殖 ,使宿主细胞表现出明显肿胀 ,部分成熟的 SCSV 可通过出芽方式释放 (图

版28) 。但有不少宿主细胞会崩解 ,同时可见成束的病毒粒子随崩解细胞的碎片散开 (图版29) 。

3　讨论

探讨并认识病毒的复制过程与感染机理 ,是有效进行病毒病防治的前提。鱼类的组织和细胞培养是水生动物病毒

学研究的基础条件 [10 ] ;而电镜技术在水生动物的微生物病原 ,包括细菌病原 [11 ]和病毒病原的形态、细胞病理和病原微生

物的鉴定等方面都得到广泛的运用。扫描电镜观察能直观显示病毒与宿主细胞的相互作用 ,尤其是病毒引起宿主细胞

表面的病理变化。在水生动物病毒学的研究中 ,与透射电镜技术的运用相比 ,扫描电镜技术的运用显得较薄弱 ,资料欠

缺。虽然使用扫描电镜有其局限性 ,如分辨率不够高 ,但其放大倍率范围宽 ,制备样品方法简单 , 观察结果不仅与透射

电镜观察的结果可相互佐证 ,也有助于更清晰和更全面了解病毒释放及宿主细胞最终命运 ,是揭示病毒致病机理的重要

手段。

利用透射电镜对感染 TSV 的中华鳖组织超薄切片和提纯的 TSV 负染样品进行观察 ,表明 TSV 的直径较小 ,仅

30nm。由扫描电镜观察显示 ,经细胞表面伸出的纤毛状伪足释放是成熟 TSV 释放的重要途径 ,但这一现象在其它两种

直径较大的病毒释放过程中则较为少见。因此推测这是一种适于直径细小病毒颗粒释放的方式 ,在仅有少量病毒成熟

释放时 ,对宿主细胞的损伤也相对较小。

RGV是一种有囊膜的球形病毒 ,成熟 RGV颗粒多是通过出芽方式释放 ,细胞膜凸起并包裹着成熟的病毒颗粒 ,逐步

从宿主细胞表面脱离释放。在释放过程的同时从细胞膜上获取病毒囊膜 ,这可能是有囊膜的病毒尽量利用宿主细胞能

源、生物材料并节约自身能量的一种策略。

与 RGV相比较 ,SCSV虽也可通过出芽释放部分成熟的病毒颗粒 ,但出芽的病毒量并不大 ,绝大多数 SCSV是在宿主

细胞崩解后才离开宿主细胞的。经透射电镜观察病毒感染的组织和细胞超薄切片 ,或经光镜观察病毒感染细胞的染色

样品 ,显示部分水生动物病毒可在其宿主细胞内形成包涵体 [ 12 ]。人们已认识到包涵体结构可作为病毒复制和装配的工

厂 ,是细胞内增殖病毒的活性中心。经扫描电镜观察的结果进一步证实 ,包涵体对病毒有一定的保护作用。SCSV 可以

包涵体的形式存在于宿主细胞内 ,因此以出芽方式从完好的宿主细胞膜上释放的病毒量较少 ,能逃避或减少宿主的免疫

作用 ,只有当病毒扩增到一定量的时候 ,才会突然大量释放 ,使宿主难以防备。由此还可推测 ,SCSV 病毒的潜伏期可能

较长 ,但危害性更大 ,应该特别关注。
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　　不同水生动物病毒感染鱼类细胞的扫描电镜照片。可见成熟的病毒粒子从感染细胞中释放出来 (箭头所示) :

1. 正常 EPC细胞 , ×2000 ; 　2. 、3. TSV感染的 EPC细胞 , ×2000 ; 　4. 正常的 GCO细胞 , ×2000 ; 　5. RGV感染的 GCO细胞 , ×2000 ; 　

6. RGV感染的 GCO细胞 , ×3000 ; 　7. 正常的 GCF细胞 , ×2000 ; 　8. SCSV 感染的 GCF细胞 , ×3000 ; 　9. SCSV 感染的 GCF细胞 ,

×800


