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中国对虾中一种与肝胰腺细小病毒混合
感染的呼肠孤病毒的初步鉴定

‘

薛清刚 宫云浩’ 王文兴

(国家海洋局第一海洋研究所
,

青岛 2肠(X) 3)

十(农业部动物检疫所
,

青岛 2仅刃32 )

提要 于 199 1年 9 月在青岛市沙子口镇对虾养殖场采集中国对虾病虾
,

采用酒石酸钾 一甘

油密度梯度离心法从病虾肝胰腺中分离出一种呼肠孤科病毒
,

并通过电子显微镜观察和提

取分析病毒基因组核酸等方法进行初步鉴定
。

结果显示
,

该病毒在酒石酸钾 一甘油密度梯

度离心纯化时与肝胰腺细小病毒混合存在 ; 病毒颗粒为有包膜的正二十面体立体对称结

构 ; 带包膜的完整颗粒直径在 研一砧 n m; 裸露核衣壳平均直径为 53. 2n 哪 病毒基因组由

分成 10 个节段的双链 R N A 构成
。

目前还没发现与该病毒有明确关系的组织和细胞病理变

化
。

关键词 中国对虾 呼肠孤病毒 混合感染 鉴定

近年来
,

国内一些地区陆续发现了几种新的对虾病毒 (严隽其
,

1995 ; 国际翔等
,

199 4 ;
陈细法等

,

19 94
;
邹国祥等

,

19 94)
。

作者在研究中国对虾肝胰腺细小病毒的过

程中
,

在患病虾的肝胰腺组织内发现了一种属于呼肠孤病毒科 (R eo vi ri d ae ) 的病毒
,

报告如下
。

1 材料和方法
1

.

1 试剂 本实验中所用试剂见作者前文
’

)o

1
.

2 样品采集 中国对虾 (Pe na e二 。h加en s的 (下简称对虾) 病虾样品于 1991 年 9

月取自青岛市唠山区沙子 口镇对虾养殖场
。

患病对虾表现为生长速度缓慢
、

身体瘦弱
、

体色灰暗
,

群体累积死亡率明显高于正常者
。

取样时
,

现场捕获对虾用清水洗净
,

随机

取 ro 尾虾用 D av id so n 固定液和 2% 戊二醛固定液固定 (薛清刚等
,

1992)
。

其余对虾

于清洁条件下取出肝胰腺
,

一 70 ℃ 保存
。

1
.

3 病理学检查 D av id so n 液固定的对虾样品
,

取头胸部按常规方法制备石蜡切

片
,

苏木精 一伊红 (H
·

E) 染色
,

光学显微镜观察各种组织
,

尤其是肝胰腺的病理变

化
。

戊二醛固定的样品则直接选取肝胰腺
,

按常规方法制作超薄切片
,

以 JEO L 一 1200

透射电子显微镜观察
。

1
.

4 病毒分离 将对 虾肝胰 腺组 织加 T N E 缓 冲液 (0. 01 m of / L Tri
s一 H O

,

*
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o
.

4 m o l / L N a a
,

0
.

00 1m o l / L ED
TA

,

p H = 7
.

4 ) 研磨制成匀浆并配成 20 0;0 的悬液
,

用三氯三氟乙烷脱脂 2 次
。

上清液用 8% (终浓度 ) 聚乙二醇 (PEG
,

MW 6《X旧) 浓

缩
,

差速离心 4 次
,

过 35 % (砰 / 闭 蔗糖垫离心 1 次
。

最后
,

通过按 A shi ey 等

(198 2) 方法改进的酒石酸钾 一甘油密度梯度
,

置 H itac hi R PS 65 T 转子 中以 50 00 0

r /而 n
,

于 10 ℃ 离心 4h 纯化
。

离心后取出不同的折光带分别对 TN
E 缓冲液透析

,

4 ℃ 过夜
。

1
.

5 病毒形态学观察 纯化后的病毒悬液经透析
、

浓缩后
,

滴加到 Fo
rm va r 膜支持

的铜网上
,

3% 中性磷钨酸负染
,

透射电子显微镜观察形态并测量计算颗粒直径
。

1
.

6 病毒基因组核酸的提取和鉴定 取电子显微镜观察证实有病毒颗粒的悬液
,

先

按 50 u /而 和 5. o m g / nil 分别加人 D N A 酶和 R N A 酶
,

在制造商提供的说明书所要求

的缓冲液条件下
,

37 ℃ 水浴 1
.

5h
。

接着
,

在反应液中加人蛋白酶 K 和十二烷基硫酸钠

(SD s) 使终浓度分别至 0. 5 m g /而 和 0. 5% (砰 / 的
,

置 37 ℃ 温浴 Zh
。

然后
,

用等体

积的平衡酚和酚 : 氯仿 : 异戊醇 = 25 : 24 :l 各抽提 1 次
,

取水相用等体积氯仿 : 异

戊醇 = 24 : 1抽提 2 次
。

最终水相液加人 1 / ro 体积的 3 m of / L 乙酸钠 (P H 二 5. 2) 和

2. 5 倍体积的预冷无水乙醇
,

一 20 ℃ 过夜
。

最后
,

以 l3 0(刃 r /而 n 离心 0. 5 h
,

弃上

清
,

沉淀用 70 % 乙醇洗 2 次
,

真空抽干
。

将病毒基因组核酸用不同核酸酶处理
,

结合琼脂糖凝胶电泳鉴定病毒核酸
。

基本过

程为 : 用少量花缓冲液 (0
.

0 1m o l / L Tri
s一 H Q

,

0
.

00 1m o l / L ED TA
,

pH = 8
.

0) 溶

解病毒核酸
,

取样分别用无 R N A 酶的 D N A 酶
、

R N A 酶和 sl 核酸酶按说明书要求条

件处理
。

反应体积均为 20 川
,

各种酶的用量分别为 : D N A 酶 Z u
,

R N A 酶 0
.

1雌
,

sl

核酸酶 su
。

处理后的病毒核酸在用珊E 缓冲液 (0. 09 m of / L Tr is 一 硼酸
,

0. 00 1m ol / L

ED
TA

,

p H 二 8
.

0) 配制的 1% 琼脂糖凝胶中与未经酶处理的病毒核酸同时对比电泳
。

将

澳化 乙锭按 D
.

5 # g / nil 混入凝胶中
。

分子标志物 为 只D N A 一 Ec o R I+ Hi nd H I
。

恒压

(4V / cm ) 电泳 Zh
,

紫外光下观察
、

拍照
。

2 结果

2
.

1 患病对虾的病理变化 在固定后检查的 10 尾对虾中
,

有 6 尾在组织切片中发现

肝胰腺细小病毒感染的典型肝胰腺组织病变 (薛清刚等
,

1992)
,

另外 4 尾在包括肝胰

腺在内的头胸部主要器官内未发现明显改变
。

电子显微镜检查 4 尾对虾的肝胰腺
,

2 份

样品显示肝胰腺细小病感染的细胞核内病变
。

所有被检对虾肝胰腺组织细胞均未见到肝

胰腺细小病感染以外的新的病变
,

也未发现新的病毒颗粒样结构
。

2
.

2 病毒的形态特征 酒石酸钾一 甘油密度梯度离心后
,

离心管内通常可以出现 3

条折光带
。

取样作电子显示显微镜检查发现
,

除个别病毒颗粒存在于中间条带外
,

绝大

部分集中在近管底端的致密条带内
。

该条带中样品负染后的电子显微镜观察结果见图版

I
:
1

。

可以看到形态相似但大小差别显著的 2 种病毒核衣壳颗粒
。

小的病毒颗粒 (个) 直

径在 23 一 29 llln
,

与肝胰腺细小病毒相符
。

而大病毒颗粒 (C ~ ; E ~ ) 直径则在

51
.

2一 56 .6 nm
,

平均 53
.

2nm
;
同时

,

大的病毒颗粒有两种形式
,

一是完整的核衣壳

(C ~ )
,

另一种为空的衣壳 (E ~ )
。

在形态上
,

2 种病毒颗粒均符合正二十面体立体

对称病毒的特征
。

在同一批纯化但于不同铜网上检查的样品中
,

还 见到更大且呈 圆球
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