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禽传 染性 支气 管炎病毒 适 应鸡胚

肾细胞致产生细胞病变的试验观察

刘 福 安

(呀史医 系 )

提 要

本文报道为了进行一种微量血清中和试验
,

使禽传染性支气管炎病毒马萨诸塞 4 1株
,

适

应鸡胚肾细胞培养物的过程
。

在利用E ar le 氏均衡盐液为基础成份的营养液并在二氧化碳培养箱的条件下
,

用培养平皿

培养
,

渝不是培养瓶培养
,

是病毒得以继代的关键
,

第一次接毒尤其如此
。

作者认为是由于

松宽的培养
.

皿盖
,

使培养箱内的 5 %二氧化碳的空气较易进入平皿之故
。

病毒继代的早期代次用于检测病毒活力的鸡胚气管器官培养方法亦作了详细的描述
。

为了利用细 iffJJ 培养物进行禽传染性支气管炎病毒 ( BI V ) 的微量血清中和试验
,

首

先必须 使 IB V 适应细胞培养物并产生细胞病变 ( C P E )
。

本文报道经多次试验而最终成

功地使 I B V马萨诸塞 ( M as s ) 41 和康涅狄格 ( C o n n) 46 毒株适应了鸡胚肾 ( C E K ) 细

胞培养物的经过和经验
。

材 料 与 方 法

一
、

细胞培养物

以无菌操作取出18 ~ 20 日龄鸡胚的肾
,

用 。
.

25 %胰酶消化后
,

以每毫升 1
.

5 火 1 。 “

个

细胞接种于含 7 %经灭能的胎牛血清的 E a g le 氏基础营养液 ( B M E ) 或最低必需营养液

( M E M )
。

4 8~ 72 小时后
,

细胞多融合成单层
,

可以接种病毒
。

细胞 培 养 容 器 是 用

C or in gn 牌 25 平方厘米培养瓶或 60 义 15 毫米培养皿
。

在含 5 %二氧化碳空气和 3 7
“

C温度

的条件下进行培养
。

二
、

病毒接种

在细胞培养物用不含血清的 B M E或 M E M等冲洗一次后
,

将 BI V M a s s 41 和 C o n n

46 两个毒株的种毒分别以每份培养物接种 0
.

1毫升量
。

病毒在 37
“

C吸附 于 细 胞 1 小 时

后
,

用无血清的 1 99 营养液代替原来的培养液
。

一般每 4 8小时将病毒继代一次
。

不显示

C P E 的早期代次收获物
,

被接种于鸡胚气管器官培养物
,

以确定其是否含有病毒
。
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三
、

鸡胚气管器官培养

将 20 日龄鸡胚的头颈剪下来
,

并使气管保持最大长度
。

沿腹侧剪开颈皮肤而暴露气

管
,

然后左右手各拿一把镊子将其周围脂肪组织剥离
,

将气管剪下并移到盛 B M E 的平

皿里
。

约 5 ~ 6 个胚可供 48 个适用的横断面标本
。

用一细径的玻璃滴管插人较宽的气管

前端
,

然后冲洗数次
,

使其内层表皮 的粘液
、

血块等尽量除净
。

用一具有细长末端 的镊

子挟住气管中部
,

并提吊空中以便观察
。

然后用锋利的剪刀把气管剪成若干横段
,

一般

每一段将包括 2 ~ 3 个气管环
。

为使培养期间气管横段保持正确位置
,

两个断面应该是

平行的
。

在剪切过程
,

气管断段往往贴附于刀刃上
,

只须浸没在 B M E即可使其脱落
。

用一经烧灼灭菌的
、

尖端稍带角度的金属线穿过气管内腔
,

将向上直立的那些断段转移

到一块 24 孔的培养板
。

为了增加每孔有直立气管断段 的可能性
,

每孔放两个标本
。

每一

孔各加人 B M E I
.

5毫升
,

置于培养箱内一天
。

这时往往可见大量细胞贴附于粘膜
。

用滴

管有力地冲洗气管断段
,

然后换上新的 B M E
。

一般选择位置直立的
、

纤毛运动最活跃

(定为 4 十 ) 的气管断段作接种病毒用
,

其他孔则为未接毒对照
。

每天在倒置显微镜下

观察器官培养物并记录所见到的纤毛运动情况
。

接毒后五天再用滴管冲洗气 管 断 段 一

次
,

并作一次纤毛运 动的观察
。

最后一次观察作为判断的根据
,

纤毛运动完全停止被视

为有 IB V存在的确证
。

细胞培养
、

病毒接种
、

器官培养等操作均在垂直层流式的超净无菌罩 内进行
。

结 果

试验进行十一次
。

一至五次是用 C or in gn 牌 25 平方厘米有预培养瓶培 养 C E K 细 胞

的
。

虽然采用不同 日次收获病毒
,

用 聚乙二醇 (P E G ) 〔 ’ 〕和乙二胺四乙酸 ( E D T A ) 试

图改变细胞膜特性
,

增加接种的病毒浓度等办法
,

但均未能使 BI V 成功地感染细胞培养
“ 卜

物
。

试验六
:

据文献 〔 2 〕报道 的方法是用 C or in n g牌 60 x 15 毫米培养平皿
,

我们却一直

在用有颈的培养瓶
。

因此
,

本次试验用培养平皿代替培养瓶
;
放弃烦琐的 P E G

、

E D T A

和 P B S冲洗细胞法
,

恢复原来的 B M E冲洗法 ; 收获病毒 4 8小时一次
; 只收获液体而不

用刮下细胞层 ; 病毒继代时不预先作冻融处理
。

试验结果表明
,

用器官培养物测毒
,

发

现第一代次所有平皿收获的物质均有明显的病毒活性
。

这次试验采用的培养条件下
,

用

平皿培养细胞似乎是 BI V继代 的关键因素
,

这大概是由于和培养瓶比较
,

在平皿 内外含

5 % C O
Z

空气能更快达到平衡有关
。

试验七
:

为确定继代 BI V用平皿培养细胞是否只有在第一代次才是关键性
,

从试验

六的第一代次开始分线作了培养瓶和平皿两个系列的病毒继代
。

直到第 13 代次试验结束

的时间为止
,

从培养瓶和平皿收获到的液体均表现病毒活性
。

由此可 知第一 次接种病毒

于培养平皿是关键 的一代次
,

而一旦较适应细胞培养物的少数病毒粒子能在体外繁殖
,

以后在培 养瓶内继代病毒就变为容易了
。

试验八
:

为了确定在病毒吸附 后加 1
.

5 % a
一甲基葡糖昔于 1 99 营养液中是否 有利于

BI V的繁殖
,

分别在平皿的营养液中加 1
.

5% a 一甲基葡糖营和不加分别作了两个 系列的
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病毒继代
。

刚好那时 B ME 营养液供应不上
,

改用 M E M作为接毒前形成细胞单层的培养

液
。

结果表明在 1 99 营养液内加 1
.

5 % a一甲基葡糖普没有什么优越性
,

加与不加收获的

液均继续表现病毒活性
。

B M E 和 M E M所制备的培养液没有什么差别
,

两 种培养液对细

胞生长和病毒继代效果良好
。

试验九
:

企图用空斑法挑选对细胞适应的病毒粒子
,

本试验在细胞培养 物接种 BI V

M as s 41 株之后
,

用含 1 %琼脂 的 M E M复盖细胞单层
。

复盖物中分别 作 了加 胰 酶 〔 ` 〕

( 10 微克 / 毫升 ) 和不加胰酶两种处理
。

结 果两种方法均未能产生空斑
。

试验十
: 为确定在细胞培养物出现明显 C P E (合胞体形成 ) 之后缩短病毒继代时间

是否有利
,

从试验八的第 2 4代开始分开两条线每隔 4 8小时和 24 小时继代病毒
。

试验进行

了 2 4天
。

试验 24 天后
,

隔 4 8小时继 代的病毒达 35 代而隔 24 小时的达 42 代
。

那时可 以 看 到 隔

24 小时继代的病毒所产生的 C P E比隔 4 8小时的多得多
。

隔 4 8小时的到第 35 代即停止
,

而

隔 24 小 时的继续到 45 代便形成了适应于 C E K 细胞的 BI V 入4a s s 41 株种毒
。

试验十一
:
本次试验 的目的是确定使 I B V M as s 41 毒株适应 C E K细胞的经验是否能

同样见效于 C o n n
46 株

。

方法是在鸡胚内将 I BV C o n n
46 种毒继代四次

,

然后接种在培

养 C E K细胞的平皿上
,

待第三代次出现特征性的合胞体 C P E后
,

改用每 24 小 时 继代病

毒一次
。

即使没有 采用气管器官培养物检测法
,

也可以很明显地观察到病毒在第 10 代已

迅速适应了 C E K 细胞 (图 1
、

2 )
。

使 BI V M as s 4 1株 成功地适应 C E K细胞的操作方

法
,

同样在 C o n n 4 6 毒株 也行之有效的
。

另外
,

113V C o n n 4 6毒株比 M
a s s 4 1毒株更易

适应 C E K 细胞
。

图 1 I B v 在 c E K细胞培养物形成的合胞休 图 2 合胞体的透明球状粪

讨 论

(一 ) 使 BI V 成功地在培养于平皿的 C E K细胞中繁殖
,

似乎与 5 %二氧化碳空气在

平皿内外迅速达到平衡的现象有关
。

鉴于所用的营养液的旅础成份都是 E ar le 氏均衡盐

液 (含 N a H C O
3

较多 )
,

以及在二氧化碳培养箱之外进行病毒接种细胞营 养液 会 变硷

性
,

故使用平皿有利于 p手I值降低到适合的范围
。

对于 BI V来说
,

在 37
一

C 最适 p H 值 为
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7
.

4 ; 而 p H S
.

0是有害的
。

(二 ) 初期只有很少部分病毒群体 〔“ 〕是适合在 C E K细胞繁殖的
,

因此为第一次接

种提供最适宜的条件是关键性的
。

假如将培养瓶盖放松一点
,

可以促进瓶 内外的气体交

换
,

但毕竟比不上平皿的快
。

估计两种培养容器不存在有细胞毒性
。

(三 ) 在 未出现明显 C P E的早期继毒代次 时
,

应用鸡胚气管器官培养物检测 BI V是

很有价值的
。

可是
,

由于其操作麻烦
,

一般到试验后期就不使用它了
。

( 四 ) 在原代细胞培养物中BI V 似乎仅作用于其中的类上皮型细胞
。

这些细胞收缩
、

变圆
、

核浓缩
、

出现合胞体
;
成纤维细胞却继续正常生长

。

这可能解释为什么在试验九中

I B V难于形成空斑
,

而有些人宁愿用小鸡而不用鸡胚来供应肾细胞
;
前者提供类上 皮型

细胞的比例较大 〔 ” 〕 。

如果进一步使 BI V 适应于一种类上皮型的传 代细胞系
,

例如 V E R O

细胞 〔 7 〕 ,

按道理应该可以获得更多 C P E和空斑形成
。

(五 ) 呈 透明球状囊的合胞体是本研究过程观察到的 BI V颇有特征 性 的现 象
,

在

C EI 丈细胞培养物和气管器官培养物均能见到
;
弄清其性质有待 进一步的研究

。
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注
:

本研 完为作者 于 1 9 8 0年 10 月一 1 9 8 1年 10 月在美国加升 大学戴维斯 校 区兽 医学 院进修期 间
,

在

R
.

A
.

班考斯基教授指导下 并在其所提供的 实验 室条件下进 行的
。
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