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草鱼 出血病病毒株的筛选
*

罗毅志 杨广智 叶雪平
(浙江省淡水水产研究所

,

湖州 31 3 0 01 )

提要 为筛选适用草鱼出血病细胞疫苗工厂化生产的病毒株
,

于 1 9 8 7一 1 9 3 9年
,

在浙

江湖州地区采集了 12 个具典型草鱼出血病症状的病鱼材料
。

通过比较它们的毒力
,

对细胞

的适应性
、

免疫原性
,

研究病毒在细胞内的增殖动态
、

细胞病变特征
,

毒株保存
。

结果表明
,

筛

选出的 z v 一 8 8 0 2 和 z v 一 8 9 0 9 两毒株
,

其毒力高
,

免疫原性强
,

并能在细胞中大量增殖
。

.

应用

这两株毒株制备的细胞疫苗
,

其免疫保护率在 85 肠以上
。

关健词 草鱼出血病 病毒株

草鱼出血病是病毒性疾病
,

从 70 年代开始全国各地相继应用组织疫苗和细胞疫苗进

行免疫防治
,

并取得较好效果
。

细胞疫苗效价高而且稳定
,

并能进行工厂化生产
,

但是细

胞疫苗的制备必须解决两个基本物质条件
,

一是能繁殖病毒的敏感细胞株
,

二是免疫原性

强的病毒株
。

本文系这方面的研究
。

材料和方法

病鱼材料 于 1 9 8 7一 19 8 9 年在浙江湖州地区的发病鱼 塘 采 集 具 有典 型 草 鱼

~L

( tC
` ” 口 p h 。 ; y ” g口 d 口 , id o ll “ ,

) 出血病症状的未死亡病鱼
,

取患病草鱼的肌肉
、

肠
、

肝脾肾

组织于 50 外磷酸甘油缓冲液中 4℃保存
。 1 9 8 7年采集 3 个

, 19 8 8 年采集 5个
, 19 89 年采

集 4个
,

共 12 个病鱼材料
。

1
.

2 病毒液的制备 取保存的病鱼组织
,

用预冷的磷酸盐缓冲液 ( P B S
, p H ~ .7 2 ) 洗

涤 3一 4 次
,

称量
,

按 20 倍量加人 P B S 液
,

冰浴匀浆 3 0m i n ,

以 5 o o o r
/m i n

转速离心

30 m in
,

上清液用 0
.

2 2料m 滤膜过滤除菌
, 4℃冰箱保存备用

。

1
.

3 细胞和病毒的培养 使用我所建立的草鱼吻端组织细胞株 Z C一 7 9 01 和草鱼胚胎

细胞 C P 一 8 0 ,

细胞和病毒的培养方法按杨广智 ( 1 9 8 1 )的进行
。

1 .4 病毒毒力的侧定 以鱼体感染法 ( L D so) 和细胞病变法 ( T cl 几0) 测定病毒毒

力
。

1
.

5 染毒细胞病变特征观察 光镜逐日观察细胞病变状况
,

并用
“

飞片
”

制成标本
,

以

酶标法和 se ll e s
法观察病变细胞

。

1
.

6 细胞疫苗的制备和效价测定 按杨广智等 ( 1 9 9 0 )方法进行
。

L 7 病毒的纯化
、

电镜观察和兔抗血清的制备 病鱼组织及细胞培养的病毒纯化参考

殷震等 ( 1 9 8 5 )
,

兔抗血清的制备按阂淑琴 ( 1 9 8 6 ) 方法
。

病毒的纯化样品磷钨酸负染于

* “ 七五
”
国家科技次关项目

, 7 ,
一

“
一

0 3
一

n 号
。

本研究病毒纯化部分得到毛树坚教授和邵健忠老师的指导和帮助
,
均此一并志谢

。

收稿日期: 1 9 9 1 年 1 月 2 8 日 ,
接受日期 ; 1 9 9 1 年 5月 1 6 日

。
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F o r m v a :
膜铜网上

,

以 H 30 0 型电镜观察
。

结果

病毒株筛选的过程 每年以收集的病鱼组织制备病毒悬液
,

用 P B S 作 10 倍系列

,̀,̀

稀释
,

以鱼体感染法注射感染一龄健康草鱼
,

L D , 。

法测定毒力
。

然后将毒力较高的毒种

稀释至 1 0一 ,

接种到 Z C 一 7 901 或 C P
一

80 细胞
,

以适应培养法培养病毒至第 5一 1 0代
,

收

集培养的病毒
,

以 L D
, 。

和 T CI D
: 。
测定其毒力

,

从中筛选 出能在细胞内繁殖的病毒适应

株
。

将适应株接入两接种细胞进行病毒增殖培养
,

逐日收集
,

随后进行鱼体感染试验
,

测

定 L几
。 ,

确定病毒的最佳收获时间
。

将收获的病毒制成细胞疫苗
,

注射免疫一龄健康草

鱼
,

饲养 3 周再以原毒注射感染
,

测定疫苗的免疫保护率
,

从中筛选出免疫原性较强的病

毒株
。

.2 2 病毒株的筛选结果

22
.

1 毒力高的毒种

8 8 0 6
,
8 8 7 7和 19 8 9年的

结果 (表 1 ) 表明
, 1 9 8 7 年的 8 7 0 6 , 8 7 6 6 ,

8 7 1 0 ;

8 9 0 1
,
8 9 0 9 的毒力较高

,

其 L环
。
( 0

.

3m l ) 》 3
,

0
.

表 l 原始毒种筛选结果

T a b
.

1 T h e s e l e e t i o n o f t l l e w i l d v i r u s e s

19 8 8 年的 8 8 0 2

年 份

毒种批号

L D , o ( 0
.
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.2 .2 2 适应细胞内繁殖的毒种 结果 (表 2 ) 表明
,

87 06
, 8 8 0 2 ,

7 9 01 和 C P 一 80 细胞培养并能增高毒力
,

L D SQ (耐 ) 均在 .4 0 以上
,

上
。

表 2 病毒适应株筛选结果

T a b
.

2 T h e s e l e e t i o n o f t h e v i r u s e s m u l t i p l ie a t i o n i n

8 9 0 9 毒种能适应 Z C
-

T C I乌
。 (二 , )

在 1 0 ,
·

。以

c e l l s

毒毒 种种 8 70 666 8 7 6 666 8 71 000 8 8 0 222 8 8 0 666 88 7 777 8 90 111 8 90 999

培培养细胞胞 Z C 一一

尽
---

尽
---

Z C
~~~

C P
一一

Z C --- C P 一一 Z c --- C P
一一

z 。。 C P
一一

z介介 C P
一一

77777 9 0 111 7 , U lll 7夕0 111 7 , 0 111 8 000 7夕0 111 8 000 7 , 0 111 吕000 7 , D III 书000 7 , U lll 吕000

LLL D , 。 (二 l ))) 4
。

000 2
。

555 3
.

000 4
。

555 呼
.

333 3
.

000 3
。

000 3
。

222 3
.

555 3
。

,, 3
.

亏亏 4
.

,, 呼
.

777

TTT C I D , o ( m 一))))))))) 10 ,
·

,, 1 0 ,
·

ooo 10
今·

ooo 1 0 ,
」

。。 10 ,
·

ooo 10 喀 JJJ 1 0`
·

,, 10 ,
·
ooo 10

, ·

,, 1 0
` ·

ooo

.2 .2 3 免疫原性强的毒株 免疫保护率的测定结果 (表 3 ) 表明
,

用 8 70 6 ,
8 8 0 2 , 8 9 0 9三

个毒种制成的细胞疫苗
,

其平均免疫保护率均在 85 多
,

说明具有较强的免疫原性
。
目前

用于批量制备细胞疫苗的病毒株为 8 8 0 2 , 8 9 0 9 ,

毒株名分别为 z v
一 8 8 0 2 和 z v

一 8 9 0 9。

.2 3 病毒在细胞内的增殖动态 用 z v 一 8 8 0 2 毒株接人 c P 一

80 和 z c
~ 7 901 细胞

,

L D , 。 测定结果表明
,

在培养的第 5一 6d
, L DS

。

值最大
,

说明病毒增殖量达到最高蜂
,

提示
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表 3 疫苗的免疫保护率测定 (% )

T a b
.

3 T h e d e t e e t i o n o f i m m u n e P r o t e e t i v e r a t e o f t h e e e l l v a c e i n e

疫苗批号

测定次数

试验组 (存活鱼数 /总鱼数 )

对照组 (存活鱼数 /总鱼数 )

7 4 / 8 0

3 /呼0

4 6 / 4 8

2 / 2 4

1 2̀ / 1 3 6

5 /6 8

免疫保护率
平均

范围

8 5 “冲 }
8 ,

8 0一 9 0 8 0一 9 5 8 2一 9 5

接人 z C
一

7 9 0 1 和 C p
一
5 0 细胞

,

其病变

C P
一
8 0

(0.日宙只铃铃俱

此时收获病毒是制备细胞疫苗的最佳时间
。

2
·

4 细胞病变特征 Z V
一 8 8 0 2 或 Z V 一 5 90 9

特征基本相似
,

在病毒培养的第 1一 3 代病变

不规则 ; 第 4 代后逐渐明显
。

开始病变时细

胞变暗
,

细胞上堆有较多颗粒
,

随之细胞开始

不均等收缩
,

继之细胞拉长
,

失去原有的多角

性
,

出现破损性空洞
。

经 S d l e s
法染色

,

在

细胞质中可见到嗜酸性的包涵体
,

呈月牙形

或块形
,

位于细胞核的周围
,

经免疫酶 ( H R P
-

s P A ) 染色
,

胞质着染棕黄色
,

部分细胞可见

深棕色颗粒
。

.2 5 草鱼出血病病 原 经 过 纯 化 Z V -

8 8 0 2 和 Z V
一 8 9 0 9 感染草鱼的组织和第 5一

10 代病毒培养物
,

均能观察到两种 病 毒 颗

校
,

一是直径为 70 一 80 , m 的呼肠孤病毒科

4

时间 d()

6 8

图 1 病毒在细胞中的增殖曲线

F i g
.

1 T h e g r o w t h e u r v e s o f v i r u s e s

i n e e l l e u l t u r e
d

( R
e o v i r i d a e

) 的病毒 (柯丽华
, 19 9 0 ) ; 另一种是直径为 2 4一 3 0 n m 的小 R N A 病毒科

( iP
。。 r

an
v i r i d a e

) 的病毒 (毛树坚
, 1 9 8 9 )

,

球形
,

外部无囊膜
。

将两种提纯病毒回归草鱼

试验
,

均获得 90 形以上的显症死亡率
,

表明这两种病毒均为草鱼出血病的致病病原
。

.2 6 毒株的保存 病毒可随同 Z C 一 7 9 01 和 C P 一

80 细胞传代增殖并保存
,

毒株组织

置于 50 多磷酸甘油缓冲液中
, 4℃冰箱保存 6 ,

9
,

12 个月
,

其致死率分别为 100 多
,

90 多
,

80 多
,

但保存 18 个月后毒力下降
,

致死率在 40 沁左右
。
因此 4℃冰箱保存病毒组织以不

超过 12 个月为宜
。

3 讨论与结语

3
.

1 筛选免疫原性强的病毒株是提高细胞疫苗效价的关键之一
,

在本研究的筛选 过 程

中
,

从原始毒种筛选毒力较高的毒种
,

再行筛选免疫原性强的毒株
。
结果表明

,

毒力高的

毒株
,

其免疫原性也较强
,

两者之间具有正相关性
。

但是
,

毒力较弱的毒株
,

其免疫原性如

何 ? 这方面工作还有待研究
。

.3 2 病毒株的保存
,

本研究采用在细胞中传代保存和病鱼组织置于 允 多磷酸甘油缓冲液

中 4℃冰箱保存
,

该法比较简便实用
。

根据人类医学病毒保存的经验
,

对病毒材料采用冷
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冻干燥或深低温 ( 一80 ℃ )保存
,

其保存有效期将会更长
,

病毒株保存工作有待今后改进和

提高
。

.3 3 z v 一 8 8 0 2 和 z v 一 8 9 0 9 两毒株是在不同年份但均在浙江湖州地区采集的
,

两毒株在

血 清型上有什么关系 ? 为探讨这一问题
,

我们应用葡萄球菌 A 蛋白协同凝集试验 ( S P A
-

e o A ) ( T a k a h i s a K im u : e t a l
. ,

一9 5 4 ) 进行探索
,

以兔抗 ZV 一 5 5 0 2 血清与上述病毒

株进行反应
。

结果表明
,

兔抗 z V
一 8 8 02 血清与 z v 一 8 8 0 2 毒株的阳性反应敏感度 为

l : 3 2。 ,

与 z v
一 8 9 0 9 毒株的阳性反应敏感度为 1 : 6 4 0 ,

说明两者之间在血清型上差别不

大
。

.3 4 从 12 个草鱼出血病病鱼材料中筛选出 Z V 一 8 8 0 2 和 Z V 一 8 9 0 9 两病毒株
,

它们毒力

高
,

免疫原性强
,

并能在细胞中大量增殖
,

用这两株毒株制备的细胞疫苗
,

其免疫保护率在

8 5多以上
。

本文研究了鱼类病毒株的筛选过程和方法
,

为草鱼出血病细胞疫苗的制备提

供了基本物质基础
。
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