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摘 要 : 从患病虎纹蛙 (技
” 讯 `
咖an

r 砚
卿破站

。
) 蟒衅中分离得到一种蛙病毒

,

感染鱼的 FH M
、

c o
、

E代 细

胞
,

获得大量的病毒原料
,

分离纯化得到高纯度的病毒粒子
,

电镜下可见病毒粒子为二十面体
,

具囊膜
,

直径平均为 125 nln
.

抽提病毒核酸
,

对其基因组 D N A 进行酶切分析
,

病毒基因组为双链 D N A 分子
,

表现脊

椎动物虹彩病毒基因组的特点即其胞嗜咤 5
,

端高度甲基化
.

以限制性内切酶 乃
a
工

、

召`
训 H l

、

iH dn m
、

彻
n

l 和 sP t L酶切病毒基因组 D N A
,

经电泳分离后
,

分别得到 13
、

25
、

6
、

14
、

22 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 100 kb
.

用 代R 方法
,

得到这个病毒的主衣壳蛋白 ( M C P ) 基因保守

序列
,

与 F V 3 相比
,

同源性达 98 %
.
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近年来
,

在许多野生和养殖 的鱼类
、

两栖

类
、

爬行类中
,

陆续有病害发生
,

其主要病因是

由虹彩病毒引起的川
.

虹彩病毒属于细胞质内寄

生的 D N A 病毒
,

具有囊膜
,

二十面体
,

它能够

感染无脊椎动物 (如昆虫 )
,

以及鱼类
、

两栖类
、

爬行类等脊椎动物
.

病毒基 因组有末端富余

( t e
mr i n

iall er d u n d an e y )
、

环状变换 ( C i cr u lar 伴mr
u -

at iot n
) 的特点图

,

脊椎动物虹彩病毒的基因组
,

有 20 %胞 嚓咤甲基化川
.

病毒中编码主衣壳 蛋

白 ( M C P ) 的基因
,

具有高度保守性
,

可用于鉴

定所分离的虹彩病毒
.

到目前为止
,

全世界已发

现的虹彩病毒超过 60 种
.

在我国
,

虹彩病毒在

水产养殖中也有发现
,

如养殖撅鱼中发生的暴发

性流行病的病原是 sI NK v[
4〕 ; 我国引进 的养殖品

种沼泽绿牛蛙发病的病原是 RvG 川 ; 在深圳中

华鳖中也发现 了虹彩病毒 Sl l v 〔6 」
.

最 近
,

在广

东养殖的虎纹蛙中
,

其蛾抖大量的死亡
,

给养殖

业造成巨大损失
.

它们发病的重要病原— 蛙病

毒
,

也是一种虹彩病毒
.

本文从患病虎纹蛙蟒鲜中分离到病毒
,

通过

回接感染健康的斜鲜和成年蛙
,

发病后分离到同

样的病毒
,

再感染鱼的 FH M
、

c o
、

E cP 细胞系
,

使病毒大量的增殖
,

经分离纯化
,

得到大量高纯

度的病毒粒子
,

抽提病毒核 酸
,

对其基 因 组

D N A 进行酶切分析
,

为建立这个病毒的基因组

文库和物理图谱奠定了基础
,

为诊断和防治此病

毒提供基础资料和理论依据
.

1 材料与方法

1
.

1 泰国虎纹蛙 ( aR an t

蜘an
r 更塔“ le 3 a

)

被病毒感染的
、

濒死的泰国虎纹蛙蟒蚂
,

以

及健康虎纹蛙蛾鲜和成年蛙于 2 0( X) 年 7 月取 自

广东省南海某虎纹蛙养殖场
,

运回实验室
,

健康

虎纹蛙蛾抖和成年蛙先在实验室暂养 1周
,

无病

症再用于人工感染实验
.

1
.

2 病毒和细胞系

单层 r H M ( fa t h e耐 而 n n
ow

。 e l一)
、

C O ( g班 15 5

e

呷 vo 娜 )
、

E CP (
e p i th e l iom

a p aP i l lo s

utn
c y p ir n i )

细胞
,

于 细胞培养瓶 ( (流 i en r
公司 ) 中生长

,

分别加人 100 了mL 青霉素和 100 拼岁m L 链霉素
,

以及含 w = 10 % 胎牛血清的 M 199 培养基 ( GI B
-

C O / B RL 公司 )
.

病毒液由患病蟒鲜分离得到
,

即分别取健康蟒鲜和被病毒感染的患病斜鲜按 w

二 0
.

10 加人 P B s ( p H 7
.

2 )
、

1姗
。 /毗 青霉素

和 l 以x〕拌群mL 链霉素
,

冰浴中匀浆后
,

5 以】〕 r/

ha n ,

4 ℃离心 30 m in
,

取上清
,

经 0
.

22 脚 滤膜

抽滤后
,

感染这 3 种细胞系
.

出现细胞病理变化

(
C yt o pa th o罗 n i e

effe
e ts ,

C PE ) 后
,

收集细胞液
,

用于病毒的纯化
.

健康蟒鲜匀浆液接种至细胞中
,

作负对照
.
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1
.

3 电镜样品的制备

取健康
、

患病和人工感染蟒鲜
,

切成小于 0
.

5 e m x o
.

s e m x o
.

s e : n
的组织块 ;取发生 C pE 变

化的细胞
,

离心
,

倾去上清液
,

沉淀的细胞和组

织块于 25 岁 L 的戊二醛 ( 0
.

1 1110 1/ L BP S 配制
,

p H 7
.

2 ) 中固定
,

BP S 冲洗
,

10 g/ L 的饿酸 ( 0
.

1

mo l几 BP S 配制
,

州 7
.

2 ) 后 固定
,

BP s 冲洗
,

乙醇梯度脱水
,

环 on
` 5 8 12 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
.

1
.

4 病毒粒子的分离纯化

感染病毒的细胞出现 c PE 后
,

置于
一

20 ℃
,

经冻融后
,

用差速离心法得到病毒粗提液
,

再将

它铺于蔗糖梯度上
,

用 eB ck ~
S双碑O iT 转子 4

℃
,

超速离心 2 h
.

收集病毒带于透析袋中
,

用

透析缓冲液 ( 15 I
nn lo F L N a CI

,

10 11朋 0 1/ L M邪12
,

10 n如0 1/ L irT
s 一H C I

,

p H 8
.

0 ) 透析过夜
.

纯化的病毒粒子滴加于铜网上
,

用 、 二 2 %

磷钨酸 ( p H 7
.

0) 负染 2 而 n
后

,

滴加蒸馏水洗
,

干后用 日立 EJ M 一 l oo C X n 透射电镜观察
.

1
.

5 病毒核酸的提取

纯化的病毒粒子悬液加人 S D S 和蛋白酶 K

( M e cr k公司 ) 至终浓度分别为 、 二 0
.

5 % 和 0
.

5

m g/ nrL
,

于 55 ℃ 消化 3 h
,

随后用酚法抽提
、

乙

醇沉淀病毒 D
NA

.

1
.

6 病毒核酸的甲基化分析

病毒 D N A 用限制酶 你
a 且和 肚叨 1 (华美

公司 ) 于 37 ℃酶切 1 一 3 h
,

取 5 匹 反应液在 w

= 0
.

8 %琼脂糖凝胶上电泳观察
.

1
.

7 病毒核酸的限制酶切分析

病毒 D
NA 用 限制性内切 酶 方马。 I

、

及叨 乙H

1
、

iH n d m
、

彻
n l 和 几 t l ( N e w E n

gl an d 公司 )

于 37 ℃酶切过夜
,

在 w 二 0
.

6 %琼脂糖凝胶上电

泳
.

利用 U’V P U fe cS i en c e
公司 U V -P 8《XX )凝胶分

析系统摄像
,

并扫描出各条带迁移距离
.

以相对

分子质量 M a r ke r
为标准

,

借助 D N A S IZ E 软件计

算出个酶切片段的相对分子质量
,

并由此算出病

毒基因组大小
.

1
.

8 CP R 扩增

根据蛙 病毒属 的代表种 卿3 主衣壳蛋 白

( M C )P 基因高度保守区设计一对引物川
:

P I
:

5
’

一GA C丁r G GC C A C叮 ATG A C一 3
’

几
:

5
’

一 GT C T CT G GC C A C I T A TG A C一 3
’

模板的制备如下
:
取感染病毒的细胞液或浓

缩的病毒液
,

加入 0
.

5 n l
g/ m L蛋白酶 K ( M e o k

公司 )
、 、 二 0

.

5 % S D S
,

5 5 ℃消化 l 一 3 h
,

用酚

/氯仿 /异戊醇抽提
,

乙醇沉淀后用无菌水重溶
,

存于
一

20 ℃
.

反应体积为 25 拼L
,

除模板 D N A 外
,

还含

有 10

mmo
F L irT

s 一H C I ( PH 8
.

9 )
,

5 0 n nU o F L KC I
,

甲 = 0
.

1% irT ot n 一 100
,

1
.

5 I

mn
o l / L M邪犯

,

0
.

2

morn
F L d N Tp

,

10 pm o l / L 引物
,

1 u

aqT
D NA 聚

合酶
,

上层盖少许矿物油防止蒸发
.

反应条件为
: 95 ℃预处理 2 而 n ,

进行 30 个

循环
,

每个循环反应包括 94 ℃ 30
5 ,

55 ℃ 30
, ,

72 ℃ 1而 n ,

循环完成后
,

72 ℃充分延伸 10 而 n ,

取 5 拌L反应液在 、 = 0
.

8 % 琼脂糖凝胶上电泳观

察
.

1
·

9 CP R产物的克隆

CP R扩增产物用 N uc l e
oT 哪

叼
D N A 纯化试剂

盒 ( C OL N T E C H ) 回收纯化后插人 叮
一

dA
y
载体

中
,

转化人 E
.

co il 几1
一

hi u e
中

,

挑选白色菌落
,

碱法提质粒
,

用 拭几 d m和 大乙“ I 双酶切以鉴定

重组子
.

1
.

10 序列分析

重组质粒用 uQ ant uln 既沪 lP as 而d iM in erP p

苟 t ( BI O 一 R A D ) 抽提纯化后
,

用 A BI P IR S M I M

进行测序
,

所得序列通过 nI et me
t 进人 eG

n B a n k

( N at ion al C e n te r

for B ioet
e hn o l卿 玩为助

a t io n ,

eB ht e s da ,

M D
,

USA )
,

进行 B LA S’ NF 比较
.

2 结 果

2
.

1 细胞的感染

用患病的虎纹 蛙蛾抖匀浆液分别接种至

llF M
、

CO
、

E p C 细胞中
,

病毒在这 3 种细胞系中

均增殖
,

其中对 E CP 细胞最敏感
,

24 h 后就出

现细胞病理变化 ( C PE )
,

即排列紧密的细胞出

现空洞
,

空洞周围的细胞收缩变圆
、

坏死
,

空洞

逐渐变大
、

变多
,

形成破鱼网状
,

最后细胞全部

缩成球状
,

脱离瓶壁
.

用健康的虎纹蛙峪鲜匀浆

液做负对照
,

没有发现异常变化
.

电镜观察发现细胞质中有大量病毒粒子
,

为

二十面体
,

具囊膜
,

直径平均为 125 lun
,

在细

胞质中呈整齐的晶格状排列
.

2
.

2 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 1 )
,

因此这一乳白色或淡黄色折
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