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抽蔓 ：在福州地区分离到一种高致病性的 白斑病病毒，该病毒仅存在于细瞻质中。完整的 病毒粒子 

有 囊膜．一靖略日，一靖稍尖．直径约 为80～100nm，囊膜与棱表壳 之闻的闻晾约为 20-25n：m。该 

病毒在 细瞻内不形成包含体。但有 些可形戚封人 体。负染观察科的病毒棱表壳呈直杆状，但长度 

和直径 相差较大．最长的病毒超过 6OO nm。这些特征与其它 已报道的 白斑病病毒有所 不同，因此 

哲将它称为 对虾白斑病病毒福州分离株 。 

关t调：壁堑自斑扁赫 ；蕈±H叠直捧；鱼蕾±甜 
中田分类号 ；$945．19 文献标识码 ：A 文献绾号 ：1003—512512ooolo3—0277—08 

病毒性白斑病是 目前世界上危害最广．致病性最强的对虾病 害之一。其主要特征是对虾 

甲壳上出现 白斑，感病个体活力差，摄食量下降。 目前 ．对于 白斑病病毒病原的性质等研 究已 

有报道ll 1．并已获得几种不同地区的病毒 株系 。 

对虾养殖是福建沿海地区的一个重要产业，1992年起发生大规模流行性病害以来．产量 

大幅度下降，至今仍在低各 中徘徊。为尽早解决对虾病害问题．我们以福州地 区为立足点，对 

福建对虾病害的病原进行了研究。 

1997～1998年．从福州地区各对虾养殖场采集了多组病虾样品。病虾的主要特征为 甲壳 

白斑．发病时摄食减少或停止摄食，应激性下降；从个体发病到大面积群体感染的间隔时间短， 

多教养殖池一旦发生病 害即无收成。上述特征 与近年来国 内外普遍流行的病毒性 白斑病相 

同。经人工感染实验和病原 回接实验证实，病害的主要致病病原为病毒。现 已分离到该病害 

的一种致病病毒．并对其流行病学进行了细致深入的研究(另文发表)。本文主要报道该病毒 

的超徽结构。 

1 材料与方法 

1．1 样品来源 

自 1997年 6月 20日至 1998年 9月 30日． 福州地区 l5十对虾养殖 场共采集到不厨养殖季节 、不同养 

殖泡的多种白斑 病对虾样品(斑节对虾 、长毛对虾和短沟对虾)，样品虾 体长 3～12 em 不等。上述样品 一70℃ 

保存．备用 。 
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1．2 痈毒提取 

将去除 甲壳的病虾头胸部加入 4倍(w，v)的 TENP缓 液(50 mmol／L Tris-HCI．10 retool／I EDTA．100 

mmol／I NaCI，1mmoltLPMSF．pH 8．O)，冰浴匀浆，匀浆液 7000g离心 30min，取 上清，10000 g离心 30nfin． 

取上情 ．5O 000g离心 2 h，保留沉淀作 为病毒的粗提 纯物 取少许沉淀悬浮于 TE缓冲液(oH 8．0)，负染观 

察。其余 沉淀直接用于人工感染实验 

1．3 实验对虾 

分别从不同育苗场进苗，不同来谭的虾苗完全隔离饲养。虾苗入池前经高锰酸钾冲洗，以除去虾苗表面 

的病原。养殖池为水泥池．建于密封 的养殖室内。养殖用水由近海抽入，经沉淀池沉淀两天以上、然后经二级 

抄滤进 入清水池．再经 400目的水袋过滤进入实验室 蓄水池。蓄水池 内的海水用有效氯浓度 为 50 me,／I 的漂 

白粉消毒 12 h以上，以杀灭其中所有病原微生物 ；使用前加入适量硫代硫酸钠，中和残留的氯。养殖过程 中， 

养殖池内垒天充气．保证供氧 ；所有器具专池专用，使用前后均经过消毒 ；饵料采用配合坷料或高温蔫煮过的 

鲜活饵料 ；养殖 池每天吸污挟水 1～2次．并定期(每月)加入 甲醛等化学试剂进行池内消毒 ；定期从各池内抽 

样，应用光镜 、电镜和 PCR等方法检涮样品携带病原的情况。选取 3～5珊 的健康对虾作为人工感染的实验 

对虾。饲养的对虾品种有 ：长毛对虾、刀额新对虾、短沟对虾和厦节对虾。 

1 4 人工感染 

选取同池的大小相近的 自养健康长毛对虾 6O条，分为六组 ，每组 】0条．两组 为对照组．四组 为感染 组．暂 

养于 9OL的塑料桶中，充气，保证供氧．每日吸污挟术。哲养 7d后．饥饿过夜。对照组投喂配合饵料，感染组 

投喂以 1：10(w／w)混入粗挺纯病毒的配合饵料．每甘投喂两次，投喂量约为总生物量的 10％。水温维持在 

24~28℃．盐度维持在 20‰～25‰。定时监测、记录实验对虾的健康情况．将巍死的实验对虾用于电镜 观察。 

每组观涮时同为 20d。 

1 5 窟薄切片 

用病毒提取物感染实验对虾．待症状表现明显时取 胃和肝胰腺，切成 1 ITI 的小块，3％戊二醛固定．2％ 

饿酸后固定．梯度丙 酮脱水．s l丌mixture包埋．7O℃聚合 24 h．常规切片染色。JEM．1200型遗射 电子显徽镜 

(TEM)观察。 

1．6 负染色 

取粗提纯病毒 1O L．滴加于爱有 Formav膜的铜阿上，3～5rain后，用滤纸暧去多余液体．滴加 2％的磷 

钨酸钠染色 3～5 rain．吸去多余粜液．于室温晾干．TEM 观察。 

2 结果与讨论 

2．1 人工感染 

人工感染后，感染组对虾相继出现摄食减少．应激性下降，肝胰腺白浊肿大等症状，继而死 

亡，每条病虾的甲壳上均可见不同程度的白斑。感染组发病的潜育期一般少于 3天．病程很 

短．多在一周左右．总死亡率达 100％。对照组实验对虾健康．在观测时间内无异常死亡。从 

感染组对虾中可再次分离到该病毒。根据“柯赫法则”．可以确定该病毒是白斑病的致病病毒。 

2．2 细胞的扁理变化 

健康实验对虾的细胞结构完整(图 1)．细胞器形态正常 核膜清晰可辨。外膜波浪状 ，内膜 

平坦 ，其上附有高 电子密度的异染色质；胞质中有内嵴清晰的线粒体．板状的粗面内质网．泡状 

的滑面内质网以及大量的核糖体等细胞器。细胞内无病毒粒子。 

实验对虾发病后．组织细胞出现线粒体形变(图 2)．细胞结构崩解(图 3．4)．内质网髓样病 

变(图 5)等 明显的病理变化。同时，胞内出现大量病毒．除少数游离(图 5)外．大部分病毒相互 

聚集．形成一个个“病毒群”(图7)。病变细胞不形成包含体．病毒仅分布于细胞质中．未见于 
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衰 I 对虾 白斑病的^工感肇试验 

TaMe 1 AnI的 ＆l i~fecrJon experiment of white spot d{Sc of shrimp 

细胞 核 。 

通常，病毒的排列方式是病毒鉴定的依据之一。该病毒在病毒群 中的排列方式差异很大 ， 

有的无序(图 7)，有的则捧列整齐，呈结晶状(图 8)。我们把同一个病毒群中，以相同规律排列 

的病毒群体称为“簇”。通常，一个大的病毒群中会有几个病毒簇(图 8中的 A、B、c)，一个病 

毒簇里的病毒一般按同一方向捧列。 

2．3 扁毒封人体的超搬结构 

在病变细胞的胞质中．常常出现几个或很多个病毒粒子被胞质膜包起来的现象．这与张立 

人Ⅲ等报道的中国对虾非包涵体杆状病毒感染产生的封入体相似，因此．暂将这 种膜结构 称 

之为“封人体”。封人体通常没有固定形状(图 6)，有的为单层膜，有的为多层膜。个别的封人 

体形状规则，如椭圆形。封入体大小差异很大，小的不足 1 m，大的接近 10 m。封 入体 中束 

见以特定品格方式捧列的蛋白基质。只有病毒粒子(有囊膜病毒粒子或无囊膜病毒粒子)和正 

常的细胞基质，有的还 内含一些病毒装配组件。 

2．4 病毒，盘子的超搬结构 

超薄切片上观察到的病毒粒子似呈弹状，一端略 圆，一端稍尖，直径 约 帅 ～100 rim，核衣 

壳外被囊膜(图9)。由于切片上报难看到病毒的全长．因此病毒的长度难以估算，超薄切片上 

观察到的最长的病毒长 330 nm。病毒有双层囊膜，外层囊膜与核衣壳之间的空隙宽约 20-25 

m (图 lO)。也有一些病毒无囊膜(图 6)，是病毒束完成装配的结果。 

负染观察病毒的粗提纯液可看到该病毒的三种形态组成。第一种是结构完整的病毒粒子 

(图 I1)，呈弹状，囊膜结构致密，外缘较平滑．较尖的一端有尾。病毒粒子(不包括尾部)长约 

为 270~280 nm，最大直径约为 帅 ～100 m ，尾长约 500～600 nm。第二种是外膜松散的囊膜 

病毒，外缘不规则，内部核衣壳结构清晰可见(图 12)。第三种是失去囊膜的病毒，即病毒核衣 

壳。粒子呈直杆状．有的粒子两端钝 圆(图 13)，有的一端钝 圆 一端平齐(图 14)，还有的一端 

或两端有断裂的痕迹，估计是提纯过程中造成的结构损伤。 

负染观察到的完整囊膜病毒 比囊膜松散的病毒或病毒核衣壳咯小，估计是负染液无法渗 

入完整的囊膜．但可以渗入松散的囊膜并使核衣壳染色，同时使病毒粒子增大。 

病毒的衣壳粒呈螺旋状排列(图 15)，在 电镜照片上形成清晰的网状条纹，网线交错形成 

菱形，长对角线与衣壳长轴平行。核衣壳上有明显的深色横纹，横纹与衣壳的长轴垂直，呈等 

距离间隔。横纹宽度约为 5 m ，间距约为 20 m 。每两条探色横纹中间有一条约 10 m 宽的 

灰带。深色横纹和灰带之闻有约 2．5 nm的亮带。基本上在两条深色横纹之间刚好容纳一排 
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圈 1 

图 2 

图 3 

囤 4 

围 5 

圈 6 

圈 7 

正常对虾肝晴赡细皇。N：纲皇接。Mt：线粒体．ER：内质同，Ri：棱糖体(×20K) 

人工葛染后{舂橐纳奠出理线粒体形壹 (×10K) 

人工葛巢后纲皇结拇童劐破坏。纲皇接暴露在外；纲皇接旁有一十封八体，内有很 多病 毒粒子(×6K) 

人工尊染后纲皇结拇童蓟破坏．很 多线粒悼教布在细奠外；未解体的细奠部分有一些井离的病毒粒子(×6K) 

内质同■样病变．旁边有一些*^的病毒粒子(×20K) 

细胞棱旁多十 封八体．有的古囊奠病毒fA)．有的古无囊奠病毒(KC．D．E)。(×15K) 

细胞质中的一十太病毒群(×5K) 

圈 8 病毒粒子在一十病 毒群中规jII捧列。井形虚几十病毒麓(×10K) 

F ．1 T n，ect．啪 0f nomml pm shrnnp h印· pWIa哪  砌 ．N：m．dem．Mt：r 佃d盯ld ER：a 0—asITlic~ culum． 

Ri：rilmm：mm (×20K) 

Fig．2 Phth0kgb  - 0f mi(ochofMr~ 栅  订 _叫；(×1OK) 

F_噻．3 SUructul~0f cdl is d咖  and n啦h  d叩 after artifkisl infecting．The*e m  many vitlom ．m a oceluslonbody be- 

jide n眦-e惜 (N)(×6K) 

Fig．4 Cell n舢 睫 d目nD 耵Idm．眦 dDnd由 arelibera~ fr0_Ilthe 坤 cdI af dni inf dng．Thc are— f唧  

i — ind 击《LE 睁  part of affected cel1．(×6K) 

Fig．5 F．ndqMasmlc z~tk-aimn (ER)becomesmye~mheatlvbateandfree di~ributed the affected删 (×20K) 

W：g．6 Theze aremany~ bodieshe,de nucl~ ．蚰fI圯 ~ tain s4rlonswith口welDpe(̂ )．叽d蚰fI圯~ tain vlrlonswithout 

m,-do~e(H C．D。E)(×15K) 

F_喱．7 A b oI ofvim in 伽 一 (×5K) 

Fig．8 Vi．4ot~玳 *rr'~,mged啊gIll盯 ．m ·groupwhich mdI_d somedu 螂 l 0f r；om f×IOK) 

完整的菱形。结构示意图见图 16。 

大部分病毒核衣壳有 13～16个深色横纹，核 

衣壳大小约 为 280～320×60～75 nml少数核衣 

壳的长度和直径差异较大，有的特别细，直径 只有 

40 nnl。有的特别长，超过 6OO rim(29条深色横纹 ) 

(图 21)。 

2．5 病毒的装配 

在病变细胞的胞质区域．可见大量的核衣壳 、 

囊膜材料和装配好的病毒粒子 (图 6)；有时还可 

见一些空衣壳(图 9)、无核心病毒(图 9，20)．以及 

正在包被囊膜的 空衣壳、核衣壳 (图 9．18．19)和 

卜．一舳直径— 

装入两个核衣壳的共 囊膜病毒 (图 17)。其特征 图16 白斑崭病毒衣壳精细结搀示意图 

与核型多角体的病毒发生基质 (virogenic stroma) 。深色横纹|b
． 亮 带 ．c_灰 带 

相似 ，估计是病毒装配的场所。其中．很多病毒装 Fi 16 Pattern 0l fine s nu of WSDV virlon 

配区域的线粒体数 目明显增多，并发生形变，原有的膜结构被破坏(图 20粗箭头所示)．附近的 

封入体有明显的双层膜。形状大小都与线粒体有些相似(图 20)。因此，线粒体可能与病毒装 

配有密切的关系，囊膜和封入体膜可能一部分来源于线粒体膜。 

封入体与病毒装配可能也有密切联系。超微病理研究观察到的无囊膜病毒粒子(核衣壳) 

均聚集成群、正在形成(图 6的 B。c)或 已形成封入体(图 6的 D。E)；其中有的封入体 内还有一 

些空衣壳(图6的 C，D)。有囊膜病毒粒子形成的封入体内也常有一些病毒装配组件(图 6的 

A)．多为用于形成囊膜的空泡膜(胞质膜 )。 

／I— 

i b  C 
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周 9 空表壳f f)、无横心病毒(f f)和正奢病毒鞋 子的形 态和大小(×5IlK) 

围 l0 府毒粒子的精细结{勺f箭头所示处为双层囊膜 )(×l?4K) 

图 1I 一个完整的病毒粒子(可见情细的鞋子轮辞及尾)和一个病毒檀衣壳(×80K) 

图 12 蚪膜拾戢的睛毒粒子．可见内部棱衣壳的精细结构(×6eK) 

固 13 两端钝圊的病毒校衣壳(x 60K) 

圈 “ 一端幢 田．一蜡平齐的痛毒棱 衣壳(x 6fIK) 

圈 l5 (负染)病毒核衣壳的精细结构( 160K) 

图 17 弗囊嘎粕 毒(×2OK) 
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图 18 

固 19 

囤 20 

圈 21 

正在装入囊膜的空表壳(×50K) 

正在襞^囊膜的棱衣壳f 4OK) 

病毒装配区的双膜封人体和病变线粒体(×20K) 

625 nI|L长的 棱表 壳 (×80K) 

洼 j图 1一l0，17—21采硐的样品除 I和 l7出自肝胰腺外，其余均 出自前胃。 

Fig．9 Morphology and size of emPty psides(十)，virions without nuc]8optoteln{’ ’)and norrna]vifions(×5gK) 

Fig 10 Ultrastrueture of~rlons．an。o s p邮 t t0 dmhte memb~ne(×174K) 

Fig il A intact viri~ appeared the fine oudine and the t and a nucl~ d(×80K) 

F 12 A viri~ with a1。0 envelope，andthefine⋯ ¨fe of capsid ofthe virionis dear(×60K) 

13 A virion with t帅 smooth朗d(×6OK) 

Fig．14 A virion with th end and ane st~ight end (×60K) 

Fig．15 Morphology卸d S~rUCLU[e of nucleocapsld r,egative stain(×I60K) 

Fig．I7 Both virionsintheL唧 e~velope(×20K) 

Fig．18 A empty capsid is ing ~dcsed with a envelope f x 50K 

Fig 19 A nueh~oproteln being encl with日衄veb钟 (×40K) 

Fig 20 A 0cdusl啪 -body with two memhr~e and Path她 ical mitochondria(x 20K) 

Fig．21 A v 1oeg nudeocal~id 6251'111linlength(×80K) 

Note：^U s硼 №  "dfrom 船阳 舢 except， 1矾d】，，删nm删 如 amongfig1～10 and17～2l 

由于所有病毒粒子和病毒装配组件均 出现在细胞质中．可以确定，胞质是病毒装配和成熟 

的场所。至于形成封人体是否是病毒装配的必经步骤，囊膜蛋白和封人体膜上的膜嵌蛋白是 

否为同种物质，游离的病毒是否源于封人体解体．以及病毒或病毒棱衣壳的规则排列是否在病 

毒装配过程中有某种特定的意义等等问题．仍需进一步研究。 

从福州分离到的这种白斑病病毒与其它有报道的白斑病病毒有很多共同之处：它们均造 

成对虾的暴发性死亡，突出的症状表现为甲壳白斑；它们的形态相似，都为弹状(又称杆状)，衣 

壳均呈螺旋对称；感染细胞均不形成包含体。这些特点表明，它们之间可能存在较近的亲缘关 

系。但它们也有很多不同，前者分布于细胞质 中，而后者存在于细胞核中l2 叫i而且，病毒的 

超微结构也略有差异，尤其是对于特别长的病毒核衣壳，以前从未有类似的报道 。根据上述特 

点，它们可能是同属异种病毒或同种病毒不同株系，暂称之为“对虾白斑病病毒福州分离株” 

致谢 本文研究工作得到福州海洋生物工程研究开发中心万百源主任的大力支持，在此特别 

致谢。 
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Ultrastructure of Fuzhou lsolate of 

Shrimp W hite Spot Disease Virus 

GUO Yin-han‘。LIN Shi-fa‘．YANG Xiao-qiang2，ZHANG Ch~nd，XIE Lian-hui。 

(脑  Vimlagy．FajianAgricultural Uni~*．,'l,iIy．Fu．~ z 350002f C,~ina) 

(Fuzhou MariacB／ouch．R＆D Cenur，h 曲 DIl 350026，China) 

Abstract：A high virulent isohte of W  te Spot Disease Vires has been got in Fuzhou．The virion 

isin cytoplasm ．Intact virionis en~doped and bullet．sha r~-d．d=80—100m ．Thereis noindu． 

sion body in cd[，but sometime a particular strucUR'e named occlusion-body(some viriOD~are oc． 

duded by membrane)in cytoplasm．Nucleocapsid，observe~by negative stain．is rod-shaped。and 

its length and width are VRI"ious．It is possible that the isolate js different from other isolates of 

W hite Spot Disease Virus．sD the isolate is named“Fuzhou isolate of W hite SlQot Disease Virus ． 

Key words：Shrimp；W hite Spot Disease Vints；Fuzhou isolate；UltrastructKre 
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