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Abstract：A lot of spherical virions were observed in internal organiT．ation such as gill and mantellum 

of the diseased Mytilus edulis with negative staining method．The diameter of V on is around 8()_一 

200nm with dual unit membran e．Sam e virions were observed in connective tissuese of infected organ s 

with ultrathin section electronmicroscopic observ ation．Th e“occlusion body’’were observed  in cell 

matrix an d no inclusion bod y was present．A few same virions were observed  in internal organization of 

normal Ruditapes variega~，Neptunea cumingi an d Dstrea lalienwhanensis with negative staining 

method．，nle normal Chlorostoma rusticum Can  be infected by organizational liquid with the viruses 

from diseased Mytilus edulis through mouth and injured section on skin．Th e virus was purified from the 

diseased  tissue by sucrose gradient centrifugation with 25 0oo r／min．3h．Th e virus sediment lies 

between 2O％ ～ 3O％ of sucrose． 
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提要 ：用 电镜负染方法在发病的贻贝内脏团、鳃、外套膜组织匀浆中观察到一种球形病毒粒子，其直径为 80～ 

200nm，具囊膜。上述组织超薄切片发现在其结缔组织细胞质中均存在该病毒粒子，带双层囊膜，有 “封入体” 

结构，未见包涵体。在未发病的杂色蛤、香螺、牡蛎等内脏团中也观察到少量同种病毒粒子。用带病毒贻贝组织 

匀浆投喂和划伤感染不带病毒的绣凹螺，使之成为带病毒状态。采用蔗糖梯度离心法，25 000 r／min，离心 3h， 

可于 20％~30％蔗糖层间获得病毒沉淀带。 
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贝类是我国沿海地区养殖的一大类海产品，具 

很高的营养价值。贻贝 (Mytilus edulis)为养殖贝 

类中主要产品之一。自 1998年以来，辽宁沿海滩 

涂的养殖和天然生长贻贝散在发生一种病症，表现 

为个体生长缓慢，体瘦，壳薄而脆易碎，内脏团发 

暗，鳃色灰暗易破损。部分死亡。产量下降造成很 

大经济损失。关于贝类病毒病的报导国内外较少 

见。仅 Eiston等 1979年报导 了太平洋牡 蛎 

(Crassostrea gigas)的类疱疹病毒感染，Meye~【2 1979 

报导了美国牡蛎(crassostrea virginica)的类病毒感 

染，LammersL3 报导从不同类群水生腹足动物中分 

离到类病毒粒子。国内王斌等【4】报道过皱纹盘鲍 
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分别取患痛贻贝的内脏团，鳃，外套膜约2g， 

加倍量 pH7．6，15mmol／LPBS匀浆后，8 000r／min， 

离心 10min，取上清液常规方法负染后电镜观察并 

拍照。未发病的其它贝类同样方法制样后观察病毒 

存在情况。 

1．2．2 超薄切片电镜观察 

分别取发病贻贝的内脏团、鳃、外套膜用 2．5％ 

戊二醛和 1％锇酸双固定常规方法制样电镜观察并 

拍照。 

1．3 感染实验 

由于无法采到不带病毒的贻贝，故采用不带病 

毒的绣凹螺做为感染对象，以期了解该病毒的传播 

途径。 

1．3．1 投喂感染 

将带病毒贻贝的内脏团匀浆后，8 000r／min离 

心 10min，取上清液搅拌到饵料中投喂绣凹螺，分 

别设 5~C、12℃、16℃～22℃三个不同温度。投喂 

30d后，以一个绣凹螺为单位取其内脏团、鳃、外 

套膜混合匀浆，同样方法离心处理后负染电镜观察 

带病毒情况。 

1．3．2 浸泡感染 

相同病料，按 1：1000(病毒悬液与海水体积 

比)比例对绣凹螺进行划伤浸泡和不划伤浸泡感 

染。感染温度为 16℃~22"C，25d后与投喂方式相 

同取样负染电镜观察。 

1．4 病毒提纯 

参考殷震 翻，吕鸿 ，林均 等的方法，取 

发病贻贝的带毒组织加倍量 pH7．6 15mmol／L 的 

PBS匀浆，8 000r／min离心 10min，取上清液同样 

条件离心 10min后取上清装入透析袋内，埋入 PEG 

6 00o中，4℃下透析，浓缩至原体积的 1／8～1／10 

经新华滤纸过滤，滤液为粗提纯的病毒悬液。用上 

述同样 PBS配制 10％~60％系列浓度蔗糖溶液(每 
一 梯度浓度差为 10％)，依次铺入离心管中，取 2mL 

制备好的病毒悬液铺于 10％的蔗糖层上，4℃，25 

000 r／min，离心 3h，取出后分层虹吸抽取沉淀，负 

染电镜观察确定病毒带。 

2 结 果 

2．1 病毒纯化与电镜观察 

负染法电镜观察发现不同地区发病的贻贝内 

脏团、鳃、外套膜组织样品中均可见一种球形病毒 

粒子，直径为 150nm~200nm，可见双层囊膜及膜 

内的核衣壳，核衣壳直径为 100nm~160rim，未见 

衣壳粒。同时见囊膜破损和核衣壳从囊膜中破出的 

情况 (图 l-A)。疑为制样时离心造成。 

图 l 患病组织的负染照片 

A，负染电镜下贻贝内脏团中的病毒粒子，箭头示病毒粒子从囊膜中破出：B，提纯的病毒粒子 (箭头所示)。 

Fig．1 Photograph with negative staining of diseased organization 

A，The viruses in internai organs of Mytilus edulis with negative staining
． Arrowhead shows the virus was emerging from envelop；B．The viruses of 

purified(viruses with arrowhead showing)． 

另外，在采集发病贻贝同时我们还采集了同一 

海区和未发病海区的其它贝类样品共 7种，其中除 

贻贝外还有 4种见同样病毒粒子。 

利用等密度梯度法离心后在蔗糖梯度管中可 

见 6条沉淀带，分别位于 10％蔗糖层上及每一梯度 

之间。其中位于 20％~30％蔗糖层中的沉淀带为乳 

白色，浓稠致密，不同于其它各带。负染后电镜观 

察该沉淀带具大量病毒粒子 (图1一B)，形态未发生 
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改变，其余均为杂蛋白带。 

2．2 组织病理超薄切片 

发病贻贝的外套膜、鳃、内脏组织超薄切片的 

结缔组织细胞质中均观察到病毒粒子 (图2，A—D)， 

其内脏中见大量病毒离子聚集 (图 2，D)。病毒离 

子直径 120~210nm，双层囊膜清晰 (图 2C)。病 

毒存在的细胞中细胞器严重解体，核 内物质消失 

(图 2D)。并见类似 “封入体” 的结构其中可见 

正在组装的病毒粒子 (图 2A)。未见包涵体。 

图 2 患病组织的超薄切片观察 

A，贻贝鳃细胞质中的 “封入体”，其中正在组装的病毒 (箭头所示)；B，鳃细胞质中的病毒粒子 (箭头所示)：C，超薄切片中见病毒粒子的双层囊 

膜 (箭头所示)：D，内脏细胞结构解体并见散在的病毒粒子 (箭头所示为病毒)。 

Fig．2 Photograph with ultrathin sectioning of diseased organization 

A。The‘'occlusion body”in gill cell matrix of Mytilus edulis and the viruses were forming(Viruses with arrowhead showing)；B，The viruses in gin of Mytilus 

edulis(V'lruses with arrowhead showing)；C。The dual unit membrane of virus on ultrathin section(where with arrowhead showing)：D。The cytoarehitecture of 

inremal organization cells damaging and some viruses existing(Viruses with arrowh~d showing)． 

2．3 人工感染实验 

由于无法采到不带病毒的贻贝材料，我们考虑 

用多次检测均不带病毒的龙王塘海区的绣凹螺作 

为感染对象。感染实验中投喂组在三个不同温度下 

均造成感染对象带病毒，而对照未检出。划伤浸泡 

也使感染对象带毒，而正常浸泡和对照未检出。详 

见表 2。 

3 讨论 

从负染和超薄切片观察结果看该病毒粒子与 

作者在皱纹盘鲍中发现的病毒粒子的形态结构相 

似，并且其组装的部位、方式也基本相同，但病毒 

直径略大于后者。贻贝的发病情况与皱纹盘鲍 “裂 

壳病”【l UJ症状相近，但前者在成年贝、幼贝均有发 

生，后者于苗期多发。王秀华等【llJ报导在大规模死 

亡的栉孔扇贝 (Chlamysfa，_ 一／)中发现一种球形病 

毒粒子，其形态及发生部位与本文报导的病毒有相 

似之处。病毒的存在部位以及引起的病理变化也很 

相近。但发病季节和症状不同，并且本文所报导的 

病毒也未见王崇明，王秀华【l 】等报导的栉孔扇贝球 

形病毒囊膜外的刺突。这两种病毒的分类位置有待 

进一步研究。 
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关于水产动物病毒的提纯研究，国内有草鱼出 

血病病毒的提纯『l 3】和对虾球形病毒的提纯ll 】等报 

导。但贝类病毒的提纯研究国内较少见，目前有王 

崇明等报导的栉孔扇 贝球形病毒 的提纯。国外 

Lammers报导过贝类中类病毒粒子的分离。我们采 

用殷震等提出的沉淀法和超速离心法结合进行。并将 

PEG内沉淀法改为外透吸，吸出过多水份以达到浓缩 

病毒粗提液的目的。这样保证了病毒粒子不丢失。 

根据病毒提纯结果，本文所报导的病毒与栉孔 

扇贝球形病毒的浮力密度不同 (后者沉淀带位于 

50％一55％蔗糖梯度之间)，这也提示两者分类位置 

有所不同。在提纯过程中我们发现贻贝病料杂蛋白 

较多，收集病毒带很困难。具体解决方法正在摸索。 

从感染实验结果可以看出，该病毒可以经口和 

体表伤 口进入机体，造成带毒状态，但无明显的症 

状出现。当外界条件合适时，病毒可大量复制引起 

发病。而感染实验水质等条件较好，故呈现隐性感 

染。另外，投喂感染在低温时感染率较高，随温度 

升高而有所下降。这与自然发病情况相近。贻贝每 

年发病高峰均在冬季到春季之间，可能由于低温下 

贻贝体质较弱，免疫力低下容易被病毒感染。李霞 

等报导的皱纹盘鲍 “裂壳病”的发病季节也与贻贝 

相同。贻贝的发病情况与栉孔扇贝大规模死亡的季 

节不同，但温度过高或过低对机体都有一定的影 

响。从目前报道的贝类病毒病的发病情况看均与环 

境的恶化有关。而且根据在其它几种贝类中观察到 

同样病毒离子这一结果，我们认为此种病毒很可能 

是一种潜伏于贝体内的常在病毒并宿主范围较宽。 

是否引起宿主发病取决于病毒是否大量增殖，而病 

毒增殖的条件与宿主的免疫状态和外界环境的改 

变密切相关。因此提高机体的免疫力、改善环境条 

件是避免病毒病的关键所在。 
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