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① 传染性法氏囊病病毒变异 E株感染
法氏囊培养细胞凋亡的研究
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摘　要　研究了传染性法氏囊病病毒 ( IBDV )变异 E 株人工感染体外培养法氏囊细胞的凋亡。电镜观察和

DNA 电泳分析表明, IBDV 感染后 4～ 24 h,法氏囊培养细胞呈现典型细胞凋亡的形态学特征和生化特征。经

流式细胞计检测、荧光染色观察和统计学分析表明, IBDV 感染后 4～ 24 h,法氏囊培养细胞凋亡数量显著增

加 (P < 0. 05, P < 0. 01)。试验结果说明 IBDV 变异 E 株人工感染可以诱导法氏囊培养细胞凋亡。
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Abstract　A pop to sis of the ch icken em b roy bu rsa l cells (CEB ) infected w ith varian t

sero type21 iso la te E of infect iou s bu rsa l d isease viru s ( IBDV ) w as studied. T he IBDV 2infected

CEB exh ib ited the mo rpho logica l and b iochem ical fea tu res of apop to sis a t 4～ 24 h after

infect ion u sing the m ethods of t rasim ission electron m icro scope and agaro se gel

electropho resis of cellu lar DNA. Sta t ist ica l analyses by flow cytom etry and sta in ing w ith

fluo rescen t DNA 2b inding dyes indica ted that the num ber of apop to t ic cells in the CEB

increased signfican t ly by 4～ 24 h po st infect ion (P < 0. 05 o r 0. 01). T he resu lts revealed that

the target cells infected art if icia lly w ith IBDV w ere induced to disp lay apop to sis.
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传染性法氏囊病病毒是双RNA 病毒科,双RNA 病毒属的一个成员,主要侵害鸡的法氏

囊,导致其损伤和免疫抑制。传染性法氏囊病的病理组织学变化主要表现为法氏囊淋巴细胞大

量减少[1 ]。研究证实,法氏囊淋巴细胞是 IBDV 的主要靶细胞[2, 3 ]。为了探索 IBDV 对靶细胞的

杀伤机制,本试验利用电镜技术、DNA 电泳分析、流式细胞术和荧光染色技术对 IBDV 变异 E

株人工感染靶细胞凋亡进行了较为详尽的研究,旨在进一步了解 IBDV 变异 E 株对法氏囊培

养细胞发生凋亡的机制。
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1　材料和方法

① IBDV 变异 E 株: 由中国农业大学生物学院张曼夫教授提供, 毒价为每 011 mL 106. 5

TC ID 50, - 70℃保存,使用前复壮。

②SPF 种蛋: 购自中国兽医药品监察所。

③小牛血清: 购自美国 Gibco 公司, 65℃灭活 30 m in,分装, - 20℃冻存备用。

④细胞培养液: M EM 培养基干粉,购自美国 Gibco 公司,按说明加入青、链霉素 (100 Λgõ

mL - 1) ,用碳酸氢钠调整 pH 7. 2～ 7. 4,过滤除菌,分装保存,使用时分别加入 8% , 4%小牛血

清配成细胞生长液和细胞维持液。

⑤鸡胚法氏囊细胞 (CEB )的制备: 取 18日龄 SPF 鸡胚,在无菌条件下,取鸡胚法氏囊组

织于无菌烧杯中,反复剪碎,加H ank’s液,充分洗涤 2次,于沉淀组织中加入 3～ 5倍量 0. 5%

胰酶,混匀后置 37～ 39℃水浴锅中消化 20～ 30 m in,沉淀,吸去胰酶溶液,用H ank’s液充分

洗涤,沉淀细胞加入细胞生长液,用大口径吸管反复吹打数次,经双层灭菌纱布过滤,计数分装

于 100 mL 细胞培养瓶中,置 37℃、含 5% CO 2 培养箱中培养,至 84～ 96 h 即长成 90%以上单

层细胞[4 ]。

⑥感染与取材:取生长成单层的CEB ,弃去细胞生长液,用H ank’s液轻轻洗涤 1次,接种

IBDV 变异 E 株,接种量为 0. 1 mL ,加入 3 mL 细胞维持液, 37℃吸附 90～ 120 m in,弃去接种

液,用H ank’s液洗涤 1次,加入足够的细胞维持液,置 37℃、含 5% CO 2 的培养箱中继续培养。

接毒后 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48 h,取培养的CEB 进行相应处理和检测。

⑦电镜观察: 取上述培养CEB 样品, 2. 5%戊二醛固定, 4℃24 h 后用缓冲液漂洗, 1%锇

酸后固定,漂洗,常规丙酮系列脱水, Epon812包埋,常规制作超薄切片,醋酸铀和柠檬酸铅双

染色,透射电镜观察、照像。

⑧DNA 电泳分析:按V asconcelo s等 (1995)方法略加改进进行[5 ]。

⑨流式细胞术检测:按L am (1995)方法略加改进进行[6 ]。

取上述病毒感染组和对照组培养CEB 细胞,按L am (1995)方法收集病毒感染后不同时

间及其相应对照组的CEB 制成单细胞悬液,调整细胞浓度为 106 个õmL - 1,使用流式细胞仪

检测细胞大小和数量,观察前向光散射和侧散射光谱,作光散射图谱,计算机软件分析。

βκ凋亡指数的测定:按D uke and Cohen (1992)方法略加改进进行[7 ]。

βλ数据的统计处理:所有数据与对照组比较,进行 2个样本均数差异的显著性 t检验。

2　结果

2. 1　法氏囊培养细胞的超微结构

IBDV 接种法氏囊培养细胞后 2～ 8 h,可见培养法氏囊细胞核染色质浓集,聚集成一个或

数个电子密度很高的团块,凝集在核膜周边,形成典型的半月形或新月形的凋亡小体 (图 12
1)。病毒接种后 12～ 24 h, 凋亡细胞数量明显增多,在镜下可见大量的上述形态的凋亡小体和

凋亡细胞,同时在细胞培养液中可见少量的由单位膜包裹的、发育程度不一致的病毒颗粒 (图

122)。病毒感染后 36～ 48 h, 法氏囊培养细胞内凋亡细胞数量显著下降。而对照组法氏囊培养
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细胞细胞结构基本正常,对照组CEB 在培养后 2～ 48 h, 上述细胞凋亡现象也有增加趋势,但

与病毒接种法氏囊培养细胞相比,细胞凋亡现象明显少见 (图 123)。

2. 2　法氏囊培养细胞D NA 电泳

IBDV 接种后 4, 8, 12, 24 h,法氏囊培养细胞总DNA 样品在琼脂糖凝胶板上呈现梯形图

谱,其中 IBDV 接种后 12, 24 h 的培养法氏囊细胞DNA 在电泳谱中呈现典型的梯状条带,而

对照组法氏囊培养细胞DNA 在电泳图谱上仅呈现 1条带 (图 124)。

图 1　 IBDV 接种法氏囊培养细胞的电镜观察及DNA 图谱

1　接种后 8 h 细胞核染色质浓集,形成凋亡小体,聚集在核膜周边, ×6 600;

2　接种后 24 h 细胞培养液中病毒包涵体, ×20 000;

3　对照的培养细胞, ×8 300;

4　DNA 图谱: 其中 1, 6为DNA m arkers, 7为对照法氏囊培养细胞DNA ,

　 2～ 5为 IBDV 接种后 4, 8, 12, 24 h 培养法氏囊细胞DNA。

2. 3　流式细胞计检测

IBDV 接种后 2～ 48 h, 法氏囊培养细胞凋亡数量明显上升,至接种后 24 h 达到高峰,随

后急剧下降。与对照法氏囊培养细胞相比, IBDV 接种后 4, 8, 12, 24 h 法氏囊培养细胞凋亡数
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量显著或极显著升高 (P < 0. 05或 0. 01) ,其余时间组凋亡细胞数量亦高于对照法氏囊培养细

胞,但差异不显著 (P > 0. 05) (图 2)。

2. 4　法氏囊培养细胞凋亡指数

IBDV 接种法氏囊培养细胞和对照法氏囊培养细胞悬液样品经吖啶橙2溴化乙锭双染色,

荧光显微镜观察,凋亡细胞呈现橙黄色荧光,而对照法氏囊培养细胞表现绿色荧光。

IBDV 接种后 2～ 48 h,试验组法氏囊培养细胞凋亡数量明显上升,和流式细胞计检测结

果呈现基本一致的变化规律,至接毒后 4～ 24 h,接种组法氏囊培养细胞凋亡细胞数量与对照

法氏囊培养细胞比较呈现显著或极显著差异 (P < 0. 05, P < 0. 01)。其他时间接毒组法氏囊培

养细胞凋亡细胞数量也高于对照组,但差异不显著 (P > 0. 05) (图 3)。

图 2　 IBDV 接种后 2～ 48 h 法氏囊培养

细胞凋亡细胞数量变化曲线

图 3　 IBDV 人工接种法氏囊培养

　细胞凋亡细胞指数变化

3　讨论

①细胞凋亡与病毒感染之间的关系目前受到生命科学家的普遍关注。在许多病毒性感染

疾病的发病机理中凋亡起着重要作用, 如爱滋病、鸡传染性贫血病、鸡新城疫等[8, 9 ]。T ham

(1996)研究表明,传染性法氏囊病病毒人工感染可诱导鸡胚成纤维细胞和V ero 细胞凋亡,并

认为 IBDV 引起雏鸡免疫抑制的机理是由于 IBDV 直接或间接诱导雏鸡法氏囊淋巴细胞程序

化死亡,导致淋巴细胞坏死排空,引起免疫机能障碍[10 ]。本试验利用 IBDV 变异 E 株体外试验

感染法氏囊培养细胞,取得了上述一致的试验结果,表明 IBDV 人工感染可以诱导法氏囊培养

细胞的细胞凋亡。法氏囊淋巴细胞是 IBDV 的主要靶细胞,因此 IBDV 变异E 株人工感染可以

诱导靶细胞凋亡,靶细胞凋亡是雏鸡发生免疫抑制的重要原因。

②细胞凋亡具有特征性的形态学变化和生物化学变化,凋亡细胞的超微结构观察和细胞

DNA 的琼脂糖凝胶电泳是检测细胞凋亡的特有方法[11 ]。在检测法氏囊培养细胞凋亡过程中,

本试验增设了流式细胞计检测和凋亡指数的测定 2种方法,取得了理想的结果。2种方法所检

测的法氏囊培养细胞基本一致的变化规律,从定量角度上更好地说明了细胞凋亡的发展过程。

试验结果提示,流式细胞计和凋亡指数测定是检测细胞凋亡简单而实用的手段。
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