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用 EL ISA 检测传染性囊病病毒诱导的细胞凋亡
关
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,

广州
,
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摘要 用 5 株传染性囊病病毒 (田 D V )分别感染鸡胚成纤维细胞 ( C E万)
,

于感染后不同时间收集接

毒组与对照组的细胞进行检侧
.

试验结果显示
,

接毒组与对照组细胞的 D N A 在琼脂糖凝胶电泳谱

上均呈现梯状条带
.

用酶联免疫吸附试验 ( U 」S A )检侧各组细胞中降解 D刊A 量
,

发现感染 m D V 7

h 后
,

接毒组细胞降解 D N A 量比对照组明显增加
,

且各接毒组间降解 D N A 量有一定的差异
.

试验

结果表明
:

各株 I B DV 均诱导 口臣
,

发生细胞凋亡
,

但不同 m D V 毒株诱导细胞凋亡的能力有差异 ;

E口 SA是定量检侧细胞凋亡的较好方法
.

关键词 传染性囊病病毒 ;细胞凋亡 ;鸡胚成纤维细胞

中图分类号 5 85 5
.

3

传染性囊病 ( m D )是由传染性囊病病毒 ( m D V )引起的一种高度接触性传染病
,

主要侵害 3

一 12 周龄的雏鸡和青年鸡
,

破坏法氏囊中的 B 淋巴细胞
,

导致免疫抑制 ( L止e rt et d
,

199 7 )
.

由

于传染性囊病的复杂性和重要性
,

人们对该病进行了大量的研究
,

但对于 m D V 引起免疫抑制

机理的研究则不够深人
.

近年来
,

研究人员通过用 BI vD 感染雏鸡
、

鸡胚
、

培养细胞等多种途径

进行研究
,

发现 BI VD 可诱导细胞凋亡 (曹永长等
,

199 7 ; b 田 e e t d
,

1望科 ; 仆附 et 公
,

199 6 ; v as
-

~
e l佣 et d

,

199 4
,

199 5 )
,

因而推测细胞凋亡与 m D V 引起 B淋巴细胞数量减少
,

从而导致免疫

抑制有关
.

本试验采用了 5 个 BI VD 毒株感染鸡胚成纤维细胞 ( CE r)
,

通过 D N A 电泳和 E U IS A Z 种研

究手段
,

建立了 BI vD 诱导细胞凋亡 的实验模型
,

同时比较了几株 m D V 诱导细胞凋亡能力的

差异
,

以期进一步对 BI VD 引起免疫抑制的机理进行探讨
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

细胞为 9 日龄鸡胚按常规方法制备和培养的鸡胚成纤维细胞 ( C E F )
.

传染性囊病病毒

( m D V )共 5 株
,

C Z 9 1 1
、

CZ 9 12 为华南农业大学家禽研究室分离保存的细胞适应株
,

洛 1
、

SD
一

3

是由北京市农林科学院畜牧兽医研究所提供的细胞适应株
,

囊病 2 号 ( B 一
2) 为苏威动物保健

品有限公司的疫苗株
.

C Z 9 1 1
、

C 9Z 1入洛 1
、

sD
一

3 细胞适应株经 C EF 传代 2 次后备用
,

B
一

2 经

C EF 传代 3 次以适应细胞并引起细胞病变后备用
.

按常规测定 BI VD 滴度
,

用 R以妇一 M u e n e h

法计算细胞半数感染量 (代 I D , )
.

1
.

2 方法

DNA 的提取和电泳分析
:
参照 I翻 ( 19 9 6 )的方法进行

.

C EF 长成单层后
,

按 1护CT ID 印的剂

量接种 m D V
,

分别收集接毒后 0
、

7
、

24
、

3 1
、

5 2
、

7 2 h 的 C EF
,

未接毒 0
、

24
、

5 2
、

7 2 h 的 C EF
,
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由鸡胚刚制备好的细胞
,

用 S PF鸡胚制备培养的未接毒 CE F 及接毒后 O h 的 CE F ;然后用 199

维持液清洗上述细胞 厂T IE 重悬细胞后
,

用等体积的酚
:
氯仿 ( 1 : l )

、

抓仿
:
异戊醇 ( 24

:
l) 各抽提

1 次
,

均 5 侧x ) “ m运离心 10 m i n
.

于抽提好的水相中加 1l/ 0 体积的 3 xn 刀 L (声 5
.

2) 醋酸钠
、

2

倍体积的冷无水乙醇
,
一 20 ℃过夜

.

10 姗 口m加 离心 15 碗
,

去上清液
,

用 甲二 70 % 的乙醇洗

沉淀
,

离心
,

干燥
.

沉淀溶于 100 匹 TE 中
,
一 20 ℃保存

.

将样品 5汕与 1汕含 0
.

25 岁 L 澳酚

蓝和甲 = 30 %甘油的上样缓冲液混合均匀后
,

在含 0
.

5 网扩L 澳化乙锭的 15 岁 L 琼脂糖凝胶板

上电泳
.

电泳结束后置于紫外透射仪下观察
、

摄影
.

EL巴六 :
按 肠曲血哪

r M ar 回比如公司的 份n de alt l de 此犯 it . E L` A 垃使用说明书测定 C E F 中

降解 D N A 一组蛋白的含量
.

C E F长成单层后
,

按 1护冗兀肠的剂量接种 BI vD
,

分别收集对照组

及接毒组接毒后 认 7
、

解
、

31
、

5 2
、

72 h 的 C E F
,

用 1卯 维持液悬浮分散 C E F
,

用血细胞计数板计

数
.

取含 1 x l了个 C E F 的悬浮液
,

1
500 口m in 离心 5碗

,

去上清液
.

细胞沉淀加姗 汕 裂解

缓冲液
,

室温放置 30
I l l in

.

1 X( X) “ m运离心 10 面 n ,

取上清液
,

4 ℃保存待测
.

于 E L IS A 反应板

上每孔加 20 汕待测的细胞裂解液
、

so 泌新鲜配制的免疫混合试剂 (4 匹 生物素标记的抗组

蛋白抗体
、

4匹 过氧化物酶标记的抗 D N A 抗体
、

72 汕培养缓冲液 )
,

每个样品做 2 个重复
.

每

批测样时均做一次阴性对照
,

即用培养缓冲液代替细胞裂解液
.

室温下
,

置微量振荡器上 5 00

“ m访振荡 2 h
.

用培养缓冲液洗涤 3 次
,

彻底移走清洗液
.

加 100 匹 底物
,

室温下
,

置微量振

荡器上 2 50 r/ m ln 振荡 15 1 1111 1
.

用 D四双酶标仪在 4 0 5 lnn 波长下对样品进行读数 ( D . lnn )
,

阴

性对照则在 4 92 nnI 下读数 ( D . 二 )
.

样品 D 、 = D拐 unI 一 D说 mn
.

2 结果

2
.

1 几株 正D V 滴度的测定结果

每 0
.

Z mL 的 C即 1 1
、

C z g l Z
、

洛 l
、

S D
一

3
、

B
一

2 病毒原 液 的 代m , 分别为 10
一 6

·

2 、

10
一 6

·

33 、

10
一 7

·

8 1 、

10
一 6

·

5
、

10
一 5

·

53
.

.2 2 0 叮
l

的 D N A 电泳结果

由琼脂糖凝胶电泳的结果可以看到 (图 1 )
,

从对照组及感染 BI VD 后的细胞中提取的 DNA
在电泳谱上均呈有规律的梯状条带

.

2
.

3 C E万
,

中降解 D N A 含 t 的变化情况

由表 1可知
:

.

经皿石A反 应后
,

对照组 的 D 、
(表示 降解 DNA 含量 )在整个测试时间内变化

表 1 各组细胞不同时间的降解 D N A 水平 ( D
、

) ’ }

组别 一

一
一一

—
一- 一一一一一型旦生一一一一一- - -

— 一
一

-一0 7 24 3 1 52 72

对照组

住 , 11

住 , U

SJ 一 1

S仆 3

B 2

0
.

1刀 士 .0 X( 拜

0
,

1份土 .0 《工巧

0
.

1钓士 .0 01 0

0
.

119 土 0
.

《I B

0
.

】伍 土 .0 ( X招

0
.

1巧土 0
.

(仍

.0 《兀巧土 .0 《】13

0
.

0乃 土 0
.

(琪

0
.

10 1土 0
.

01 1

0
.

11日士 0
.

口万

0
.

份 7土 0
.

任拜

0
.

(历 士 0
.

m l

0
.

161 土 0
.

《达护

1
.

1斜 土 .0 伍叮
.

1 2 泪 土 .0 洲卜

0
.

3 17 土 0
.

腌
目

0
.

5弘 士 0
.

0 16c

0澳巧土 0
.

1罗
I

0
.

1肠 土 0
.

仪公

.0 闷仍 士 .0 仪口
1

0
.

丈拐 土 0
.

住忍
c

0
.

亡砚 土 0
.

仪沼
二

0
.

〔洲士 0
.

工I
c

0
.

3苗士 0
.

1 1户

0
.

3夕 土 0
.

J 刃
.

O沈更巧 土 0
.

1砂
0

.

溯
土 .0 恻卜

.0 6刃 土 .0 07 1山

2
.

以1 士 0
.

13 扩

0
.

双
土 .0 叹

b

0
.

1肠 土 0
.

以万
.

.0 只习士 .0 01 户

1
.

1 19 土 0
.

任抖厂

1
.

527 土 .0 任巧d

1
.

338 土 0
.

份l
e

1
.

0刀 土 .0 侄净
竺

l) 经多重比较统计
,

组间数据标有相同字母者表示差异不显著
,

不同字母为差异显著 ( P < 0
.

05 )
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为细胞体积缩小
,

核染色质浓缩
,

细胞核裂解
,

进而胞膜内陷将细胞自行分割成单位膜包围的

凋亡小体
,

凋亡细胞周围没有炎症反应
.

生化变化主要表现为 D N A 的有控降解
,

DNA 发生有

规律的断裂
,

在凝胶电泳谱上呈梯状条带
.

本研究的首要 目的是要建立一个 BI D V 诱导细胞凋亡的实验模型
.

笔者采用了 5个 BI DV

毒株感染单层 C E F
,

通过 D N A 电泳和 E ll S A 这 2 种研究手段
,

证明这 5 个毒株均能诱导 C E F

发生细胞凋亡
.

这与 hT am 等 ( 199 6) 和 V

~ cn el os 等 ( 199 4) 的研究结果一致
.

同时
,

笔者观察到
,

未感染 BI vD 的对 照组细胞 的 D
NA 电泳谱也呈梯状 条带

.

hT am 等

( 19 96 )也观察到类似的现象
,

他们认为这是体外培养细胞的正常生理性死亡引起的
.

E IL S A 同

样检测到对照组 D
NA 发生断裂

,

但对照组降解 D
NA 量 (用 D 、

值表示 )自始至终低于感染 IB
-

D V 的实验组
,

且基本维持恒定
.

这些结果说明
,

C E F 在培养过程中会发生细胞正常的生理性

死亡
,

这是 C E F 维持细胞数量恒定的一种机制
.

比较这 2 种检测细胞凋亡的方法
,

可以得出下列结论
:

(l) 虽然 D N A 电泳是检测细胞凋亡

的常用方法
,

但在 BI D V 诱导 CE F 细胞凋亡的实验模型 中
,

由于 C E F 的正常生理性死亡也会导

致 D
NA 断裂

,

在电泳谱表现为梯状条带
.

因此 D
NA 电泳不是检测 BI DV 诱导 C E F 凋亡的理想

方法
.

(2 )E U巴A 检测降解 D N A 的变化量
,

可 以定量表示细胞凋亡的程度
.

虽然对照组也检测

到 ND A 断裂的发生
,

但在整个试验过程中
,

对照组 D 、 基本恒定
,

且维持在较低水平
,

不会影响

对 BI VD 诱导的细胞凋亡的定量测定
.

因此
,

笔者认为 E L S[ A 是检测 BI D V 诱导 C E F 发生细胞

凋亡的比较好的方法
.

本研究用 5 个 BI D V 毒株分别感染单层 C E F
.

其中
,

B 一 2株是国内外广泛使用的一个疫苗

株
,

zG g 1 1
、

zG gl Z
、

SJ
一

1和 SD
一

3 是国内分离的 BI D v 野毒株经多次鸡胚和细胞传代培养而致弱

的毒株
.

E ll S A 试验结果表明
,

在感染 BI D V 的最初 7 h 内
,

所有感染了 BI VD 的 C E F 和对照组

一样
,

降解 DNA 的量没有增加
,

而从 24 h 开始
,

所有 BI D V 都导致了降解 DNA 量的增加
.

这表

明
,

BI VD 细胞适应株诱导细胞凋亡是发生在感染 BI DV 的至少 7 h 之后
.

从感染 BI D V 后 7 h

开始
,

5 个毒株对 C E F 细胞凋亡的影响程度是不同的
.

这种差异很可能是由毒株本身的性质

所决定的
.

zG g n 和 G Z 9 12 是本 实验室于 1991 年从广东分离的野毒株经多次传代致弱的毒

株
,

两者的传代致弱方式和传代次数基本相同
,

在本试验中
,

它们诱导 C E F 细胞凋亡的情况 比

较相似
.

当然
,

由于分析的毒株不够多
,

要说明毒株的哪些特性决定它们与细胞凋亡之间的关
`

系
,

还需进一步研究
.

不同 BI VD 毒株影响 C E F 细胞凋亡 的情况不同
,

这一点有助于 阐明不 同毒株感染雏鸡后

导致雏鸡病变的差异
.

不同毒力 BI VD 感染后
,

鸡法氏囊的病理学变化不一样
,

强毒株会造成

法氏囊充血
、

出血
、

水肿
,

继而淋巴滤泡受侵
,

炎症减弱
,

法 氏囊萎缩 ( M ull
e r ,

19 86 ) ;而变异株

感染后
,

法 氏囊有广泛病变
,

并快速萎缩
,

却很少或不出现炎症反应 (助 ke rt et 滋
,

1997 ; hS ~
e t

al
,

19 89 ; Sn y d e r ,

19 90 )
.

这些差异的出现可能与不同毒株诱导细胞凋亡的能力有关
.

另一方

面
,

标准强毒株
、

超强毒株及变异株感染雏鸡后
,

最终都会引起雏鸡法氏囊的萎缩
,

从而导致免

疫抑制
.

而本研究中所有毒株都能诱导 CE F 的细胞凋亡
.

据此推测
,

细胞凋亡可能与 BI VD 引

起雏鸡法氏囊的萎缩
,

从而导致免疫抑制有关
.
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