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提要   于 1997 年 10 月 ) 1999 年 3 月, 采用半数细胞病变抑制等方法, 进行植物凝集素

( Phytoagglutinin, PHA)体外诱导草鱼白细胞产生C-干扰素的研究。结果表明, 在 PHA 诱导

的草鱼白细胞培养液中出现了一种抗病毒因子, 经理化和生物学性质鉴定证明, 该因子是一

种干扰素活性物质。但它不同于病毒诱导的A/B-干扰素, 主要表现为: 对 56 e 、pH = 2 和

011% SDS 敏感;其活性不能被病毒诱导的干扰素抗体所中和; 其诱生剂为 PHA, 来源于白细

胞;在诱导条件上, 佛波酯( PMA)和白细胞介素-2( IL-2)能显著地促进其诱生, 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性质的干扰素。
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干扰素( Interferon, IFN)是一种重要的细胞功能调节因子, 具有抗病毒、抗肿瘤和免

疫调节等功能, 其研究正日益受到重视。近年来,鱼类 IFN 的研究已取得一定进展。国

内外学者先后在鲦鱼 ( Pimephales p romelas )、虹鳟 ( Salmon gairdner i )、牙鲆 ( Par-

alichthys oli vaceus )、草鱼( Ctenopharyngodon idel lus )和鲫鱼( Cyp rinus carp io )等鱼类或

细胞中诱生出 IFN ( Gravell et al , 1965; Beasley et al , 1966; Oie et al , 1971; De-Kinke-

lin et al , 1973; Roge-l Gaillard et al , 1993; Tamai et al , 1993; 江育林等, 1991; 王铁辉

等, 1999;邵健忠等, 1993, 1998) ,但以上研究均采用病毒作为诱生剂,诱导产生的 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,以

及能否用非病毒诱生剂 PHA诱导鱼类产生 C-干扰素( IFN-C)等问题尚无研究。近年来,

作者在该方面进行了探索,以期为深入揭示鱼类干扰素的性质与功能提供资料。

1  材料与方法
1. 1  实验鱼

二龄草鱼 200余尾, 鱼体长( 25 ? 415) cm, 体重( 250 ? 20) g, 于 1997 年 10月 ) 1998

年 3月购自杭州市水产研究所,实验前置水族 25 e 饲养 2周, 确证健康后使用。
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112  细胞

  草鱼吻端组织细胞株 ZC7901、胚胎细胞系 CP80和肾细胞系 CIK引自浙江省淡水水

产研究所, 人羊膜细胞株WISH 引自美国印地安那大学 T aylor实验室,猪肾细胞系 PK15

和鸡胚肾细胞系 CEK 由浙江省农业科学院病毒研究所提供, 三角帆蚌肾原代细胞系

HcK94由作者实验室建立。以上细胞按常规法(陈瑞铭, 1991)用含 10%胎牛血清( FCS)

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 ( MD-

HV)由本实验室分离和保存; 猪水泡病病毒( SVDV )和口蹄疫病毒( FMDV)由浙江省农

业科学院病毒研究所提供。以上病毒分别在 ZC7901、CP80、HcK94、WISH、PK15和 CEK

等细胞上增殖传代, 按 Reed-M uench法(殷震等, 1997)测定滴度 T CID50。

1. 4  草鱼白细胞的分离与培养
参照Hardie等( 1994)方法进行。在无菌条件下取外周血、头肾和脾脏组织, 外周血

加肝素抗凝,经 Hank. s液稀释一倍后在试管中静置 1 ) 2h,取上层富含白细胞的血浆层,

置51%Percoll介质上, 于 4 e 400g 离心 40m in,收集分布于血浆与 Percoll界面处的白细

胞。头肾和脾脏置培养皿中,加入适量含 2%FCS、1%青霉素/链霉素( P/ S)和 012%肝素
的 L-15培养液, 轻轻梳刮成细胞悬液,经 120# 金属网过滤后置 51% Percoll上,按上述条

件分离白细胞。然后将 3种组织的白细胞混合培养于含 10% FCS、1% P/ S 和 012%肝素
的 L-15培养液中,细胞浓度为 5 @ 106ind/ ml。

1. 5  草鱼 IFN-C的诱生方法

在白细胞中加入终浓度为 75Lg / ml纯化的植物凝集素( PHA-P, Sigma 公司)和 20ng/

ml佛波酯 ( Phorbol 12-M yristate 13-Acetate, PMA, Sigma 公司) , 27 e 诱导 6h 后, 用

10mmol/ L 磷酸缓冲生理盐液 ( PBS, pH= 712) 轻轻洗涤白细胞 5 次, 然后加入含 1%

FCS、1% P/ S 的 L-15培养液, 48h后收集培养液, 10 @ 104 g 离心 1h, 冰冻干燥浓缩,再经

T C-199培养液透析和过滤除菌后测定干扰素活性,同时设不加 PHA诱导组为对照。

1. 6  草鱼 IFN-C的活性测定方法

采用半数细胞病变抑制法(侯云德, 1985)。将细胞接种于 96孔板, 待生长至单层饱

和密度时除去培养液,加 2倍稀释度的 IFN-C样品 011ml,每稀释度接种 3孔, 27 e 作用
12h后用 PBS 洗净样品, 加 100T CID50病毒攻击,待病毒对照孔细胞病变效应( CPE)完全

后,观察干扰素孔的 CPE 抑制作用。以能抑制50%病变的最高稀释度作为干扰素活性单

位,用 log2CPEI50/ 011ml表示。

1. 7  草鱼 IFN-C的理化和生物学性质测定

1. 7. 1  部分理化因子对草鱼 IFN-C活性的影响   参照邵健忠等( 1998)的方法进行。

测定 IFN-C经离心、透析、56 e 、pH= 2、0. 1% SDS、氯仿、胰蛋白酶、DNase I、RNaseA、葡

糖苷酶、NaIO4、磷酸酯酶处理前后的活性变化。

1. 7. 2  DNA抑制剂对草鱼 IFN-C活性的影响   在测定草鱼 IFN-C活性前, 先用 10- 9

g / ml放线菌素 D( ActD)预处理细胞 6 ) 8h,然后加入 IFN-C,测定其活性, 与未经ActD处
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理的细胞作比较,观察 IFN-C的活性变化。

1. 7. 3  草鱼 IFN-C作用的细胞与病毒特异性   参照邵健忠等( 1998)的方法进行。分

别测定草鱼 IFN-C在鱼类、人类、哺乳类、鸟类和贝类等不同的细胞-病毒系统中的活性,

观察其抗病毒的差异。

1. 7. 4  病毒诱生的草鱼 IFN抗体对 IFN-C活性的中和作用   在 IFN-C样品中加入病

毒诱生的 IFN-A/ B兔抗体(作者实验室制备,效价为 1: 250) , 37 e 温育 1h 后, 分别测定抗

体中和作用前后 IFN-C的活性,同时设 IFN-A/ B组为对照。

1. 8  草鱼 IFN-C部分诱生条件

1. 8. 1  PHA浓度   在相同数量( 5 @ 107)的白细胞中, 分别加入终浓度为 0、1215、25、
50、75和 100Lg/ ml的 PHA 和 20ng/ mlPMA, 27 e 各诱导 6h 后, 按前述方法制备 IFN 样

品,测定活性。

1.8. 2  PHA 诱导时间   在上述数量的白细胞中分别加入终浓度为 75Lg/ m lPHA,

27 e 分别诱导 3、6、9、12和 24h,然后制备 IFN样品, 测定活性。

1. 8. 3  PMA 浓度   在 75Lg/ m l PHA诱生剂中分别加入浓度为 0、5、10、15、20、25和

30ng / ml的 PMA, 27 e 分别诱导白细胞 6h后, 制备 IFN样品,测定活性。

1.8. 4  IL-2浓度   在 75Lg / ml PHA 诱生剂中分别加入浓度为 0、50、100、200、500、

1000和 1500U/ ml的重组人白细胞介素-2( rhIL-2, Sigma 公司) , 27 e 分别诱导白细胞 6h

后,制备 IFN 样品,测定活性。

2  结果
2. 1  PHA诱导的草鱼 IFN-C的活性测定

取 PHA 诱导的白细胞培养物 10份,分别测定其在 ZC7901和 CP80细胞中对 GCHV

和 GCPV的 CPE抑制作用。结果显示,所测样品在两种草鱼细胞和病毒系统中均呈现出

明显的干扰素抗病毒活性,平均滴度可达 7133 ? 0124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作用于白细胞后能有效地诱导 IFN的合成(表 1)。

表 1  PHA诱导的草鱼 IFN-C的抗病毒活性测定

T ab. 1  Assay of IFN-Cactivity from leucocytes of grass carp induced by PHA

病毒 被感染细胞1)
干扰素滴度2)

PHA诱导组 对照组

GCHV ZC7901 7. 68 ? 0. 12 0

GCHV CP80 7. 54 ? 0. 21 0

GCPV ZC7901 7. 89 ? 0. 16 0

GCPV CP80 7. 33 ? 0. 24 0

  1) 用 100 TCID 50 GCHV ( TCID 50 = 105. 8/ 0. 1ml) 和 GCPV( TCID50= 105. 6/ 0. 1ml) 感染; 2 ) 单位为 log2CPEI50/

011ml, n= 10

2. 2  草鱼 IFN-C的理化和生物学性质测定

2. 2. 1  部分理化因子对 IFN-C活性的影响   结果显示, 草鱼 IFN-C经 10 @ 104g 离心

2h不沉降, 对 PBS 4 e 透析 12h效价不受影响,对热、酸和 011%SDS敏感,对脂溶剂不敏

感,抗 DNase和 RNase,但胰蛋白酶能使其迅速失活。用两种葡糖苷酶和 NaIO4 裂解糖

基,活性显著下降,说明其具有糖蛋白的性质;而两种磷酸酯酶的作用不影响其活性,提示
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其未经明显的磷酸化修饰。草鱼白细胞 IFN 的以上特征与人类和高等脊椎动物中报道

的 IFN-C相一致( Sidney , 1981;侯云德, 1990) ,见表 2。

表 2  部分理化因子对草鱼 IFN-C活性的影响

T ab. 2  Influen ce of some phys-i chemical factors on the activity of IFN-Cof grass carp

处理方法    
干扰素滴度1)

1 2 3 4 5 X ? SD t 检验2)

对照 7. 54 7. 46 7. 61 7. 50 7. 72 7. 57 ? 0. 10

10@ 104g4 e 2h 7. 62 7. 68 7. 52 7. 52 7. 44 7. 56 ? 0. 09 P > 0. 05

Dialyz e4 e 12h 7. 68 7. 72 7. 74 7. 56 7. 52 7. 64 ? 0. 10 P > 0. 05

56 e 2h 2. 88 3. 14 3. 12 2. 96 2. 79 2. 98 ? 0. 15 P < 0. 01

pH= 2. 04 e 24h 2. 12 2. 33 2. 19 2. 25 2. 22 2. 22 ? 0. 08 P < 0. 01

0. 1% SDS 25 e 1h 3. 16 3. 28 2. 97 2. 99 3. 21 3. 12 ? 0. 14 P < 0. 01

Chloroform 25 e 1h 7. 48 7. 53 7. 60 7. 49 7. 55 7. 53 ? 0. 05 P > 0. 05

T rypsin 37 e 2h 0 0 0 0 0 0

DNase 37e 2h 7. 66 7. 60 7. 51 7. 50 7. 64 7. 58 ? 0. 07 P > 0. 05

RNase 37e 2h 7. 59 7. 66 7. 82 7. 52 7. 60 7. 64 ? 0. 11 P > 0. 05

A-Glucosidase 37 e 2h 5. 10 4. 89 5. 22 4. 98 5. 02 5. 04 ? 0. 12 P < 0. 01

B-Glucosidase 37 e 2h 4. 82 5. 23 5. 06 5. 31 4. 92 5. 07 ? 0. 21 P < 0. 01

NaIO 44 e 24h 5. 92 6. 06 6. 11 5. 49 5. 12 5. 74 ? 0. 42 P < 0. 01

AKP 37 e 2h 7. 42 7. 51 7. 58 7. 37 7. 60 7. 50 ? 0. 09 P > 0. 05

ACP 37 e 2h 7. 62 7. 54 7. 66 7. 50 7. 57 7. 58 ? 0. 06 P > 0. 05

  1) 单位为 log2CPEI50/ 0. 1ml; 2)与对照组比较

2. 2. 2  DNA抑制剂对草鱼 IFN-C活性的影响   ActD是一种转录抑制剂,它通过与

DNA结合而抑制依赖于 DNA的 RNA 合成。实验表明,低浓度( 10-9g / ml)的 ActD对草

鱼细胞无毒性作用, 对病毒在细胞中增殖所引起的 CPE 也无明显的干扰, 但若细胞经

ActD预处理 6 ) 8h,再加入 IFN-C,这时其抗病毒作用消失,活性完全被抑制。这可以反

映草鱼 IFN-C的作用机制是依赖于细胞内 RNA 和蛋白质的生物合成, 即它对病毒的抑

制作用是通过对细胞内转录和转译水平的调控途径来完成的。这一特性与高等脊椎动物

干扰素的作用机理是相符合的。

2. 2. 3  草鱼 IFN-C作用的细胞和病毒特异性   草鱼 IFN-C在几种不同的细胞和病毒

系统中的活性测定结果显示, 它在 3种不同的草鱼细胞和病毒系统中均具有明显的抗病

毒活性,但在人、哺乳类、鸟类和贝类细胞中无抑制病毒的活性, 表现出其抗病毒作用具有

相对的细胞种属特异性及在同种细胞中具有抗病毒的广谱性, 这与高等脊椎动物干扰素

的特征也是相符的(表 3)。

2. 2. 4  病毒诱导的 IFN抗体对 IFN-C活性的中和作用   结果显示, IFN-C在病毒诱

导的 IFN-A/ B特异性抗体中和反应前后,其活性并无显著性变化( P> 0105) , 而对照组的
IFN-A/ B经中和反应后活性丢失( P< 0101) , 说明 PHA诱导的 IFN-C与病毒诱导的 IFN-

A/ B之间存在不同的抗原特异性, 是两类不同的抗原分子(表 4)。
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表 3  草鱼 IFN-C在不同细胞中的抗病毒活性测定

Tab. 3  Assay of antiviral act ivity of IFN-C in dif ferent cell lines

病毒 被感染细胞1) 干扰素滴度2) 病毒 被感染细胞1) 干扰素滴度2)

GCHV ZC7901 7. 62 ? 0. 24 VSV WISH 0

GCHV CP80 7. 66 ? 0. 20 SVDV PK15 0

GCHV CIK 7. 58 ? 0. 18 FMDV PK15 0

GCPV ZC7901 7. 71 ? 0. 26 IBV CEK 0

GCPV CP80 7. 63 ? 0. 12 MDHV CEK 0

GCPV CIK 7. 49 ? 0. 30 HcPV HcK94 0

  1) 用 100TCID 50 GCHV( TCID50= 105. 8/ 0. 1ml )、GCPV ( TCID 50 = 105. 6/ 0. 1ml)、VSV( T CID50= 108. 5/ 0. 1ml )、

SVDV(T CID50= 107. 4/ 0. 1ml )、FMDV( T CID50= 107. 6/ 0. 1ml)、IBV( T CID50= 106. 2/ 0. 1ml)、MDHV( T CID50= 107. 0/

011ml)和 HcPV( TCID50= 105. 8/ 0. 1ml)感染; 2)单位为 log2CPEI50/ 0. 1ml, n= 5

表 4 PHA诱导的 IFN-C与病毒诱导的 IFN-A/B的抗原特异性分析

T ab. 4  Ant igenic characterist ic analysis betw een IFN-C induced by PHA and IFN-A/B in duced by virus

IFN 种类 诱生剂
IFN 滴度1)

中和反应前 中和反应后
t 检验2)

IFN-C PHA 7. 62 ? 0. 31 7. 57 ? 0. 22 P > 0. 05

IFN-A/B GCHV 11. 24 ? 0. 46 0. 61 ? 0. 58 P < 0. 01

  1) 单位为 log2CPEI50/ 0. 1ml, n= 5; 2)中和反应前后相比较

2. 3  草鱼 IFN-C部分诱生条件

2. 3. 1  PHA浓度   结果显示,浓度为 100Lg/ ml的 PHA 对草鱼白细胞有较高的毒性,

能使细胞在短时间内死亡,因此该实验组未检测到明显的 IFN-C活性,而在该剂量以下,

随着 PHA 浓度的增高, IFN-C活性也随之升高, 说明在致死剂量( 100Lg/ m l)以下提高

PHA 浓度能促进 IFN-C的诱生(图 1a)。

2. 3. 2  PHA诱导时间   结果显示, PHA 诱导的 IFN-C活性随诱导时间的不同而不

同,其中 6h、9h和 12h诱导组的 IFN-C活性较高,三者间无显著差异( P> 0105) , 3h 诱导
组的 IFN-C活性较低,而 24h诱导组对细胞产生一定的毒性,部分细胞死亡,其结果无法

统计(图 1b)。

图 1  PHA 浓度( a)和诱导时间( b)对草鱼 IFN-C诱生的影响

Fig. 1  Influence of PHA concent rat ion ( a) and inducing time ( b) on th e induct ion of grass carp IFN-C
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2. 3. 3  PMA 浓度   结果显示, 在 5 ) 20ng/ ml浓度范围内, PMA 对草鱼白细胞无毒

性,而当 PMA浓度增加至 25ng / ml以上, 则对细胞产生毒性, 造成部分细胞死亡。在无

毒性浓度范围内, PMA与 PHA 共诱导组的 IFN-C活性均显著地高于不加 PMA 的对照

组( 0101< P< 0105, P< 0101) , 说明 PMA 对 PHA 诱导草鱼白细胞产生 IFN-C具有明显

的促进作用,其促进效应随着所加入的 PMA 浓度的增加而增强(图 2a)。

2. 3. 4  IL-2浓度   结果显示,当 IL-2浓度低于 1500U / ml时, 对草鱼白细胞无毒性,

在 50 ) 1000U / ml浓度范围内, IL-2对 PHA诱生 IFN-C具有明显的促进作用, 加 IL-2诱

导组的 IFN 活性显著地高于不加 IL-2的对照组, 促进作用随 IL-2浓度的增加而增加(图

2b)。

图 2 不同浓度的 PMA( a)和 IL-2( b)对草鱼 IFN-C诱生的影响

Fig. 2  Inf luence of dif ferent PMA( a) an d IL- 2(b) concent rat ions on the in duct ion of grass carp IFN-C

注:与对照组( 0ng/ ml)相比, * 0101< P < 0. 05, * * P< 0. 01

3  讨论
在PHA诱导后的草鱼白细胞培养液中检测到了一种高效的抗病毒活性物质,经理化

和生物学性质鉴定表明, 该物质是一种非巨球蛋白性质的糖蛋白分子,具有在多种草鱼细

胞中抵抗不同病毒的能力,表现出在同种细胞上具有广谱的抗病毒活性,但在人类、哺乳

类、鸟类及贝类等非鱼类细胞上,无抗病毒活性, 表现出在不同种属的细胞间具有抗病毒

的特异性,其抗病毒过程不是直接杀灭病毒, 而是通过细胞内 RNA和蛋白质的合成途径

来完成,涉及抗病毒相关基因的表达,这些性质与干扰素的判断标准相一致,表明是一种

干扰素活性物质( Sidney, 1981; 侯云德, 1990)。

目前已在人类和高等脊椎动物中鉴别出 A、B、C、X等不同型别的干扰素,它们在诱生

剂种类和诱生规律、细胞来源、理化性质、抗原特异性和生物学功能等方面存在差异,其中

C-干扰素主要由 PHA 等有丝分裂原诱导产生, 来源于白细胞, 佛波酯和白细胞介素-2能

显著地促进其诱生,具有对 56 e 、pH= 2 和 011% SDS 敏感等特征,因此在早期亦称为酸

不稳定性干扰素( Sidney, 1981)。本文通过 PHA诱导草鱼白细胞产生的干扰素与上述 C-

干扰素的特征相一致,说明是一种 C-干扰素物质。

作者等曾用病毒作为诱生剂, 先后在草鱼及其体外培养细胞中诱生出 A/B性质的干

扰素, 其理化性质与本文报道的 C-干扰素有很大差异(邵健忠等, 1993、1998)。本实验进

一步对两者的血清学性质进行了鉴定, 结果也表明它们具有不同的抗原特异性,是两类不
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同性质的干扰素。研究结果揭示了鱼类中存在不同类型的干扰素,这对深入探讨鱼类干

扰素的性质与功能以及干扰素的分子进化等具有理论意义。

致谢   闫春兰同志参加部分工作,并承蒙毛树坚教授大力指导,谨致谢忱。
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IN VITRO INDUCTION OF INTERFERON-GAMMA FROM

CTENOPHARYNGODON IDELLUSS LEUCOCYTES BY

PHYTOAGGLUTININ

SHAO Jian-Zhong, XIANG L-i Xin

( College of L if e S cience, Zhej iang University , H angz hou , 310012)

Abstract   An antiviral factor was detected in grass carp ( Ctenopharyngodon idellus) leucocyte culture super-

natant following induction with phy toagglutinin dur ing October, 1997 to March, 1999 in Hangzhou City, Zhe-

jiang Prov ince, China. Biochemical study showed that the factor could not be dialyzed and sedimented at 10 @ 104

g, exhibited stability to treatment of DNase, RNase and lipid solvent, but was sensitive to trypsin, glucosidase

and NaIO4 . According to the above characteristics it should be a glycoprotein. Its inhibitory effect on v irus repl-i

cation w as dependent on the process of cellular RNA and protein syntheses. It could inhibit different kinds of

virus in the cells of grass carp, but failed to do so in human, mammalian, av ian and shellfish cells. The result in-

dicated the antiviral factor w as specific to fish cells and viruses. Its biolog ical character istics w ere consistent w ith

those of high vertebrate interferon. Furthermore, it was induced from the leucocy tes by phytoagg lutinin, sens-i

tive to heat ( 56 e ) , pH= 2 and 0. 1% SDS. Its antigenic character istic was different form that of interferon-A/

B induced by the virus, and its production could be promoted significantly by the phorbol ester and interleukin-2.

T hese character istics of the antiviral factor accorded with those of interferon-gamma. T he results revealed that the

antiviral factor was an interferon-gamma and there were different types of interferon in fish.

Key words   Phytoagg lutinin, Leucocytes of grass carp, Interferon-gamma, Induction in vitro
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