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冰冻斑节对虾体内病毒侵染中国对虾的电镜观察
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摘要
:
用市售冰冻斑节对虾中头胸 甲有白斑的病虾做感染源

,

对中国对虾仔虾进行人工感染
,

通过电子 显微

技术
,

对中国对虾仔虾的肝胰腺细胞进行观察研究
。

结果表明
:
冰冻斑节对虾体内的杆状病毒能够使中国对

虾致病
,

其发病程度与对虾养殖密度有关
。

从病毒基质发生到形成完整的病毒粒子及侵染大致分 4 个阶段
:

病毒基质发生期
、

病毒囊膜 形成期
、

病毒粒子装配期
、

病毒粒子再度侵染期
。

同时观察中还发现 了一些可能与

病毒形成有关的特殊物质
,

如绒团物 和冰晶状物等
。
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对虾养殖是我国海水养殖的支柱产业〔’}
,

它已成为普及面广
,

发展速度快
,

产值高
,

出 口创汇率多

的产业之一 [2 〕
。

然而
,

近年来 由于主要养殖地区 的虾池老化
,

环境污染
,

赤潮频繁
,

生态失衡
,

疫区扩

大
,

疾病频发
,

投人增加
,

使得对虾养殖业面临新的挑战
,

尤其是暴发性流行病带给养虾业灾难性的后

果 〔3 J
。

流行病暴发的特点是发病快
,

死亡率高
,

蔓延广
,

时间长
,

危害严重冈
。

疾病的流行严重影响着对虾养殖业的发展
,

现有资料表明
: 引起养殖对虾暴发性流行病 的一个重
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要原 因是病毒感染〔
‘〕

。

对虾类病毒病的研究 已成为当前水产养殖动物病害研究领域中的热点囚
。

已

见报道的对虾病毒有 巧 种之多
,

如斑节对虾杆状病毒 (Pe
n ae us mo

n o d o n tyP e bac ul ov iru s ,

MB
v )陈’〕

,

中

肠腺坏死杆状病毒 ( m id g u t g lan d n e ero si: t

卿
bac u 一o v iru s ,

BM哪 )[”]
,

传染性皮下组织和造血器官坏死

病毒(in fe etiou
s
hy p o d

enn
ai an d hae m 叩

o ieti e n eero sis v iru s ,

IH HN V )[ 9〕等
。

分属于 6 个病毒科川
,

其中杆

状病毒科 〔’例 比例最多
,

家族最大
,

危害最重 〔川
,

半数 以上的对虾病毒都归属此科川
。

因此
,

清楚 了解

杆状病毒对虾体的侵染是非常必要的
。

实验以市售冰冻斑节对虾中头胸 甲有 白斑的病虾作为感染源
,

人工感染 中国对虾
,

通过电子显微

技术
,

研究斑节对虾中杆状病毒侵染 中国对虾引起的细胞核内外病理变化及病毒侵染过程
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

头胸甲有白斑的冰冻斑节对虾购 自保定府河市场
,

中国对虾仔虾从浙江空运 而来
。

购回的斑 节

对虾于 一 84 ℃的低温下保存
。

中国对虾仔虾在实验室养殖 15 d
,

然后进行感染实验
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 养殖条件

规格为 6 0 e m x 3 0 e m x 4 5 em 的水族缸 I 和水族缸 n
,

缸内海水的体积为 6 0 e m x 3 0 em x se m
,

以充

气泵供氧
。

用广东省徐闻县生产的高级海水晶配制成盐度为 25 的海水
,

每升水补 lg 氯化钙
。

1
.

2
.

2 感染实验

随机取正常脱壳生长
、

健康无病的中国对虾仔虾 120 尾
. ,

放人 1 和 五号水族缸中
,

I 号缸 80 尾
,

n

号缸 40 尾
。

饿食 ld 后
,

直接投喂发病的斑节对虾的肝胰腺及头部肌 肉
,

在 20
一
24 ℃的温度条件下养

殖
,

大约 7d 后 I 号缸仔虾死亡率达 50 % 以上
,

而 n 号缸仔虾死亡率仅 为 5 %
。

其生活条件均为温度
:

20
一
24 ℃

,

PH S
.

3 一 8
.

5
,

盐度 25
。

正常仔虾生活条件与上相同
,

不同的是喂食卤虫和线虫
。

1
.

2
.

3 电镜制片及观察

分别从 I 号缸和 n 号缸中取感染第八天活的中国对虾仔虾肝胰腺
,

切成 1 一 Z m m 的小块
,

用 。 -

4 ℃下保存的磷酸缓冲液配成的 2
.

5 % 戊二醛液固定 l 一
2h 后

,

经 0
.

lmo l
·

L 一 ’的磷酸缓冲液漂洗
,

饿酸

固定 lh
,

然后顺浓度梯度酒精脱水
,

EP on 8 12 包埋剂浸透
、

包埋
、

聚合
,

在 UL T RAC UT E 超薄切片机上

切片
,

切片经醋酸铀和柠檬酸铅双染色
,

切片在 IEM 一 loo sx 透射电子显微镜下观察
、

拍照
。

2 结果与讨论

经人工感染的中国对虾仔虾的发病症状主要表现为
:

摄食减少
,

不喜进食
,

排便减少
,

行动迟缓
,

反应慢
,

肠道空
,

胃部发白
,

死虾头部及躯干部发 白等
。

发病症状与天然发病 的病症相同
,

而实验所养

的正常仔虾无以上症状
。

从温州空运来的仔虾中随机取样
,

测得其每尾平均湿重为 0
.

0 2 6 9
,

平均体长为 6
.

sm m
,

饲 养 2 7 d

每尾 平均 湿重 为 0
.

0 4 0 9
,

体长 平 均 9
.

lm m
,

养 到第 4 7 d 后 仔 虾每 尾 平 均湿 重 为 0
.

0 5 2 9
,

平

均体长 15
.

7
Inln

。

以上数据表明仔虾在这样的环境下能正常生长
,

不发病
,

从而为感染实验提供了正常对 照
。

而 I

号缸和 n 号缸的养殖条件相同
,

不同的是所喂食物不一样
,

给 I 号和 n 号两缸仔虾喂食有病的斑节对

虾的肝胰腺及头部肌肉
,

发病斑节对虾的头胸甲其有 白色斑点 (图版 一 1 )
,

从而引起 中国对虾发病死

亡
。

将有病的斑节对虾的去壳头胸部离心提纯后进行负染
,

可以发现不带囊膜的具横纹的杆状病毒

核衣壳(图版 一 2 )
,

从而证 明从府河市场所买的发病斑节对虾具有病毒
,

将 I号和 n 号缸感染后的中国
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对虾活仔虾的肝胰腺切片染色后进行电镜 观察
,

发现不论在细胞核 中
,

还是在细胞质 中
,

都有正在组

装和组装完整 的杆状病毒存在 (图版 一 3 )
。

这样进一步说明中国对虾仔虾能够被斑节对虾杆状病毒侵

染
。

电镜观察 I 号缸中国对虾的肝胰腺切片
,

发现 I 号缸仔虾发病 明显
,

不仅细胞核变形显著
,

而且

细胞核中也有大量的病毒粒子
,

包括具囊膜的组装完整的杆状病毒粒子和未 组装完整的不具囊膜或

只有囊膜的病毒粒子
,

细胞质中也有游离的病毒粒子 (图版 一 3 )
。

相 比之下
,

n 号缸仔虾 的发病特征不

甚明显
。

虽然切片中在细胞核内外也 能检测 出病毒粒 子
,

但其数量远远不及 I 号缸 的切片
。

产生这

种现象的原 因是 I号缸较 n 号缸的养殖密度大
,

因此 I 号缸对虾仔虾之间增加了攻击性行为
,

同时 由

于养殖密度大加剧水环境的恶化
,

这样就增大了杆状病毒侵染 的机会
。

相反
,

由于 n 号缸养殖密度较

工号缸小一半
,

这样就使得 n 号缸对虾排泄废物少
,

产生的氨氮及硫化氢等有害物质少
,

从而使其水

质较好
。

仔虾虽被喂食带杆状病毒的斑节对虾的去壳头胸部组织
,

但发病并不明显
,

原因可能是仔虾

在被侵染过程中自身的免疫力得到了增强
,

从而导致杆状病毒在仔虾体内潜伏时间长
,

不易发病且症

状较轻
。

通过电镜观察发现被侵染的中国对虾仔虾肝胰腺细胞 的发病程度不一
,

推测其病毒从发生到成

熟并侵染大致经过 4 个阶段
:

病毒基质发生期
:

首先细胞核变形
,

而且变形程度不同
。

图版 一 4 所示
,

一绒团状物质准备侵人变

形的细胞核
,

推测这一绒团状物质与病毒发生基质有密切关系
。

该核旁边存在大量脂肪滴和大小不

等的液泡
,

粗面内质网较少
,

脂滴边缘存在膜状结构
。

我们认为此 细胞为 R
一

ce n
,

由此说明 R
一

ce n 易受

侵染
,

这与陈细法等 [‘“〕和王维娜等L‘“〕的研究结果一致
。

此核中央区 电子密度明显 降低 (中央亮 区 )
,

核上方有凝聚的团状物质
,

核内边缘分布着许多压缩在一起 的核仁和染色质
,

说明这可能是病毒发生

基质前期
。

通过观察其他的细胞核 (图版 一 5 )
,

我们还发现绒 团物侵入细胞核后
,

核变得 更不规则
,

核

周 围有大量的液泡
,

而少脂肪滴
。

液泡并非如有些文献所报道的那样
,

空斑的出现是细胞 被严重侵染

的表现
。

今证实所谓空斑实际就是上述的液泡
。

这种细胞是仔虾肝胰腺中存在 的又一类型细胞
—B 一 细胞 e e l一[ , 3 〕

。

此杆状病毒引起 中国对虾感染 的前期 主要病变为细胞 核肥 大
、

畸形
,

核膜增厚
,

染 色质着边
、

缩

小
,

核仁解体分离
,

胞质中的细胞器分布散乱
、

不均
,

胞质局部水肿
,

线粒体形态不一
,

有的体积很大
,

有的峰很少
,

有的分枝成树状
。

但线粒体的这种 变化是否 因病毒侵染引起还有待于进一步证实
。

研

究发现不 同类型细胞 的线粒体数量
、

形态都有所示同
。

病毒囊膜形成期
:

核中央亮区出现散在 的电子致密区
,

核 中出现 了大量的病毒囊膜
、

少数正在装

配的病毒粒子和已装配完整的杆状病毒粒 子
。

值得一提 的是在许多囊膜旁边也有许多电子致密物

质
,

这些物质可能就是病毒发生基质
。

图版 一 6 所示为整个细胞核都有病毒在装配
,

病毒发生基质充

满整个细胞核
。

病毒粒子装配期
:

核 内完整的病毒粒子明显增多
,

而囊膜的比例减少
,

这时核膜逐渐瓦解消失
,

有

少量组装完整的杆状病毒粒子已 穿过核膜游离于胞质中
。

纵观核 内众多 的杆状病 毒
,

大部分具备装

配完全的核衣壳和囊膜
,

成为完整的杆状病毒
,

但 也有小部分未组装完整的病毒
,

有的没有被 注入核

酸
,

有的只具囊膜
,

有的只有蛋 白质衣壳
。

病毒粒子 的形状也千奇百怪
,

有 的病毒粒子膜顶端有小突

起
,

有的病毒囊膜边缘凹陷
,

图版 一 7 所示众多杆状病毒的横切和纵切以及整个核 中病毒的密集和侵

染状况
。

成熟的杆状病毒大小为 2 0 0 一 3 4 o n m x 8 7 一 loo n m
,

而核衣壳(未带囊膜 )为 一2 7 一 300
n m x 5 5 -

90
n m

。

在受染细胞核边缘及胞质 中有大量的冰晶状物 (图版 一 8)
,

其功能尚不明确
。

陈细法等仁
’2 ]曾将

其称之为纤丝状物质
,

认为这很 可能是组成囊膜和衣壳的蛋 白质或前体
。

除此 以外
,

我们还认为其功

能也可能与病毒的复制及侵染过程有密切关系
。

病毒粒子再度侵染期
:

组装完整的杆状病毒粒子通过核孔或破碎的核膜外释放进细胞质中
,

对胞

质中的细胞器进行侵染 (图版 一 9 )
。

图中显示出细胞器的器膜已有部分被溶解
。

成熟的杆状病毒粒子
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准备进人
。

同时
,

我们在细胞质中发现了自成一体的单元
,

张建红等〔
’4 〕曾称之为封入体

。 “

封人体
”

一

般是指在胞质内伴随病毒粒子并具有双层膜的蛋 白质结构
。

我们发现封人体内也有组装完整和未组

装完整的杆状病毒存在 (图版
一 10 )

。

封人体对病毒发生
、

复制和侵染所起作用尚待进一步研究
。

由以上结果可以说明杆状病毒侵染 中国对虾仔虾 以细胞核为基地
,

使细胞核变形
,

染色质凝聚着

边
,

然后杆状病毒的核酸注人细胞核并在核 内进行复制与装 配
,

最终使核膜破裂
,

病毒粒子散布于胞

质中形成新的感染源
,

继之侵染胞质中的细胞器和其它细胞
。
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