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提 要 应用电子显徽技术研究人工感染的中国对虾病毒病原及其宿主细胞超徽病理学娈化。 

结果显示病虾辑=内存在球状与杆状两种病毒病原．有时在同一病虾组织的『司一细咆中可 见两种病 

毒同时侵染现象．该现象提示存在复合感染的町铯 利用肢体金免疫拆记技术对感染病虾细胞质 

中出琨的球状病毒作定位标记．初步结果表明已分离提纯的球状病毒与感染病虾细胞质中观察刊 

的病毒粒子性质基本相阔 病毒侵 岳，细胞内主要的细胞器如线粒体、内质网、棱糖体均发生了 

显著变化；经染后期．可 溶酶体及多种膜性结构大量增生、细胞核被 一些徽管样结构包裹等特殊 

变化的发生。 
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营养丰富．是一种高级食品。我国沿海一带人工 

养殖对虾经济效益十分显著．同时为国家创收大量外汇。近几年来由于海洋生态环境不断恶 

化等原因．对虾病毒病暴发性大流行时有发生．给国家和广大虾农造成了巨大的经济损失。 

1989年张立人等发现人工养殖的中国对虾仔虾和成虾有病毒病原的隐性感染现象 ．在 

国内首先开展了对虾病毒病害及防治的研究工作。1993～1994年是我国养虾业损失最为惨 

重的两年，许多学者报道在发病的中国对虾体内观察到球状病毒、肝胰腺细小病毒、无包涵体 

杆状病毒等病毒病原l1 j，病毒的提纯和理化性质也有报道l5 】，但病毒的分娄地位的确立， 

在许多方面还有待完善。本研究应用电子显微技术、胶体金免疫标记技术，对人工感染病虾体 

内出现的球状病毒作丁定位标记．并观察与分析了两种病毒侵染中国对虾后宿主细胞器的超 

微病理学变化，现将有关结果报告如下： 

材料和方法 

1 材料 

1．1 感染用病虾材料 采自辽宁大连人工对虾养殖场典型发病的中国对虾，置冰箱玲陈保存。 

I 2 正常对虾 栗矗大茬旅顺市封闭荐虾场生命活力强的中国对虾。 

I 3 球特病 晕抗血清(一抗) 本室提供．从河北乐亭分离的球状病毒免疫宗兔制备而成。 

t 4 抗免胶津金(IgG)(二抗) 10 nl12，北京大学丁町孝教授惠蜡。 
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2 方法 

2．1 凡工感染试验 将球冻保存的痫虾去壳取头胸部及中肠，翦碎、匀浆后与人工饵料播比例混匀(筒张“慢 

台饵料”)。采集的60尾对虾实验前投放少量人工饵料驯养3 d。然后在四 口洁净的瓷缸内每缸分别注^3／4 

体积新鲜海水．投放 15尾对虾，外周用尼龙网罩住，对照组每天分早 、中、晚三次投喂人工饵料；实验组每天相 

同时间投喂“混合饵料” 每天 卜午定时清除缸底废物．更换 t／3体积海水，充气饲养 

2 2 电镜样品的制备 取^工感染典型发病对虾的中肠、胃、月F胰腺等组尊l，迅速切成 1 mm 小墁．在 25％ 

戊二醛 一3％多聚甲醛溶液中预固定数小时，1％锇酸溶液后固定 1～2 h，系列梯度乙醇脱水，EponSl2包埋． 

60℃聚合 24 h，包埋培在 LKB一2128型超薄切片机 卜切制 切片经己酸铀、柠檬酸铅双染色后，在 日立 H 

7000FA型透射电镜下观察，60 KV摄相分析 

2 3 胶体(金)免症标记 

2．3 l 组织抗原的地理：取病虾胃、 胰睬、中Il而等组织，甩锋利 片切成 0 5m 小块，FG固定教固定数 

小时，0 15tool／I pH 7 4的 PBS漂冼过夜后，依次用 ％乙二醇，80％乙醇(一35℃)脱水各 2 低温包埋 

剂 LOWICR! K．M：80％ 醇按 1：1、2：1}七倒各浸透 1 h，随后在 100％LOWICRI M 中浸透过夜。样品移 

^歧囊后在 一35℃ 360 nn 渡长紫外线灯下聚合 24 h，包埋块在 LKB 2128型超薄切片机上切和，切片捞在 

覆盖碳膜的镍网上。 

2．3 2 免寝标记：将沾有切J}的镍网放在 1％牛皿清白蛋白(BSA)液滴 t温肯 15mm，转^一抗上温育 12【】_ 

PBS充分漂冼后．用丰lI同的(BSA)再砍温育 15mm，然后转凡二抗(IgG) 4℃温育 2 h，PBS充分漂洗。对照 

组 】用正常虾组织代替嫡虾组织，对照组 Ⅱ用未免症的兔血清代替一抗，其它标记程序与试骑组完全相同 

切片经常规铅、铀双染色后．在 H 7000FA透射电镜下观察、拍照。 

结 果 

1 病症表现 

人工感染病毒后．典型发病的对虾主要表现为游动缓慢、反应迟钝、弹跳力减弱；不喜摄 

食．多在缸底静卧。严重病变时，对虾仰卧缸底，附足震颤，出现这种情况，一般不超过 3～4 h 

对虾便死亡。触摸病虾稍有水肿感觉，解剖后发现胃、肠空瘪无物。 

2 人工感染试验 

对照组饲养的 15尾对虾至第 iO天仍无一尾死亡，也未能检出病毒。实验组对虾第 5天 

开始出现死亡．感染至第 lO天，宴验 l组呈现 109％死亡，实验 Ⅱ组死亡率为 86 7％．有关结 

果如表 1所示。 

衰 l 病毒^工感肇试验 

Table l Ariificla]㈣ inlemlon 0f healthy shrimp~ 
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囤 1 病虾中厮细胞棱内充满密集的杆状病毒粒子(×9O[H]) 

图2 病虾中晒上皮细胞质中大量敬在的球状病毒(x 490110) 

图3 璋状与杆状病毒侵染同一中肠上皮细胞f×52O0O) 

图4 球状病毒前在的区域附着密集的肢体童颗粒(x 498oo) 

图 5 对照组 I有步量标记的金囊粒f×48000) 

图 6 对照组 Ⅱ基本蔑有腔体金颗粒附着f×2 4I】IH】) 

图 7 正常对虾中骑上皮细胞的一般结构 (×I2oIH]) 

圈 8 病虾细帕中大量环死的线粒体f×2251111) 

图 9 指纹样排列的 内质网(RER)(×120oo) 

图 10 侵染后期．溶酶体数目明显增加(×I2Il00) 

囤 I1、12 大量增生的隆性结掏(×1611011．×I20 0t1) 

圈 13 细胞棱被做管样结构分割成块(x 160~1) 

Fig I。BacLLlov⋯ de~ ]y crammed in the nucleu~0|Imdgut epide~al。e】1 dieted~hrimps( O0×j 

Fig．2 T 嘻⋯ unt 0f spheti~l ~cattered in the cytopl~ of midgut epide~ al∞¨o1"dieased shrimps(49~O0 x) 

Fig 3 The— epidermal ¨inl'~ted by~pherical＆ bacular vir~ s(520110×) 

ng 4 Immunogold mlle~cl densely labell~ in~pherical vinJ ~ ttering一 【4％【H]×j 

F 5 A帅 ä ⋯ nt 0fimmunogold~lloid exi~edin∞ntm1(Ij(48OOO×) 

F 6 No immuncgold colloid existed in c~trol(Ⅱ)(24OOOx) 

g 7 The ordinary s|run⋯ f midgut epide~ al cell 0f~rmol shrimp(12(111tl×) 

Fig 8 MaT1y denatured帅d lII；k b0nd⋯ in the n 0f diea岫|shrimp(25OOO x) 

Fig．9 Finger print typed RER(120110×) 

Fig．10 The number 0f 1ys 一  apl~rently incr~ ed in]ate llIfectJ0n(12000×) 

Fig I1、12 Vario~ m叽 brane st兀Jctu proliferate(V~00x．I20 0tl×) 

Fig 13 S∞ e nuclei e wrnpped up b mierc~ubule straetu~s(1611110×) 

电镜下，观察病虾组织的超薄切片．可见胃、中肠上皮细胞桉内充满大量的杆状病毒粒子， 

病毒粒子具囊膜，大小约8O×110--280×300 nm。有时可见同一套膜内包裹两个病毒核衣壳 

(图 1)。另外，在病虾肝胰腺、中肠等组织上皮细胞的细胞质纤维样结构区域，可见大量散在 

的球状病毒颗粒，病毒粒子的直径约 35～40nⅢ(图2)。有时在同一病虾组织的同一细胞结构 

中可见到两种病毒病原侵染的情况(图3)。 

3 胶体金免疫标记 

在电镜下可看到病虾组织的细胞质中，球状病毒散在的区域密集地附着胶体金颗粒(图 

4)。对照组 I细胞质中有少量标记的胶体金颗粒(图 5)。对照组 Ⅱ基本上不被胶体金标记 

(图 6)。 

4 病变细胞的超微结构 

正常对虾中肠上皮细胞结构完整，胞内主要细胞器如线粒体、内质阿未发现明显的病变． 

溶酶体、板层体均正常。细胞核双层桉膜结构完整，核质细密、核仁清晰。然而病毒侵染后，宿 

主中肠上皮细胞发生了显著的病变：线粒体大量坏死．嵴断裂、脱落，内外膜破裂或彼此分离 

(图 8)。粗面内质阿增生，呈指纹样结构(图 9)。特别值得一提的是，在病毒侵染晚期，细胞内 

溶酶体数目明显增多，大量吞噬丧失功能的细胞器，有时成为单层膜所包围的吞噬膜状结构的 

吞噬小泡 J。图 10清晰地显示了不同形成状态的溶酶体。伴随溶酶体的自体吞噬作用，细胞 

内发现多种膜性结构，有的膜性结构呈植物细胞中“叶绿体片层”样排列，外面有单层膜包裹： 
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也有的呈“板层样或指纹样”排列(图 11，12)。病变细胞的细胞核出现一种有趣的现象，它被 

微管样结构分割成块，或呈囊状包裹(图 13)。 

讨 论 

1 张立人 J、陈棣华l2 等报道过不同地区病虾体内存在杆状与球状两种病毒病原，本实验发 

现这两类病毒不仅在同一病虾组织，甚至在同一细胞中反复出现．它们之间是否存在一种彼此 ． 

增效或相互制约的复合感染呢?Krol曾在万氏对虾体内发现 BP与 REO之间存在复合感染 I  

现象 ．我们认为对中国对虾体内出现的这两类病毒之间的相互关系很有必要作进一步的研 一  

究．以便对其致病机理有更深入的了解。 

2 胶体金免疫标记技术将免疫学标记与电镜观察融合起来．能在超微水平上准确显示抗原所 

在的位置 ⋯ 我们利用这项技术标记感染细胞质中出现的球状病毒，初步结果表明它与分离 

到的球状病毒性质基本一致 实验组在球状病毒密集的区域有些散在的金颗粒．是否因为这 

里存在尚未参与装配的病毒抗原需进一步加以证实。对照组 I中少量标记的金颗粒．可能是 

由于制备一抗的病毒悬液中棍有少量组织抗原引起的非特异性吸附，对照组 Ⅱ基本上没有胶 

体金颗粒附着，说明标记的本底合符要求。尽管我们获得的只是初步的标记结果，但这是一个 

颇有意义的尝试，它将为某些存在争议的对虾病原提供科学的证据。 

3 线粒体是细胞内能量供给的主要场所，而褪面内质网和棱糖体则直接参与病毒蛋白的合 

成．它们是细胞内非常敏感的细胞器，病毒侵染后往往发生显著的病理变化【II,t2]。侵染初期 

线粒体数 目增多，褪面内质网呈同心圆状排列，这与病毒在细胞内增殖需大量能量及病毒蛋白 

的高效率合成是相适应的。病毒侵染晚期线粒体大量坏死、空泡化，表明线粒体能量代谢功能 

遂渐衰退与丧失，细胞自身处于瘫痪与崩溃状态。大量退化、坏死的细胞器与溶酶体结合在细 

胞内进行自体吞噬。残存的膜性结构可能是由于溶酶体消化不全所致l1 “j。病变细胞核出 

现被微管样结构包裹的现象，这究竟是由于病毒侵染还是其它原因引起的仍需进一步加以研 

究 ’ 
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Cytopathie Changes of Penaeus chinensis Infected by Two Kinds 

of Viruses and Immunogold Labelling 

Huang Canhua Shi Zhengli Zhang Liren 

(Wuhan Institute ofVirology，Academia Sinica．Wuhan 430071) 

W angBing LiHua 

(Da Lian Fisherie．~Institution．Da tian 116024) 

With electron microscopy techniques the major virus pathogens of artificially infected Pe— 

ytael~5 chinensis were studied．It showed that there are two kinds of virus pathogens in diseased 

shrimps：spherical virus and baculovirus．Sometimes they were co—existing in the same tissue or 

even in the same cell It suggested that a mixed infection maybe occurred．Using immunogold la— 

he lling method to label the spherical vira2ses appearing in the cytoplasm of diseased shrimp，prelim— 

inary results showed that the purified spherical viruses were the safne as t矗ose observed抽 the in- 

fected cells During the infection，prominent changes took place in main cell organelles of the host 

cel1．such as mi rocho ndrias．endoplesmic reticulum．and ribosome．Especially in late infection，a lot 

of Lysosomes and various mu|filayered membrane structures were fo~．md．some nuclei w~t'e wrapped 

up by some microtubule structures ． 

Key words Penaens chinensis， Virus pathogen， Artificial infection test， Cytopatholog ic 

chang es，Immur~gold labelling 
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