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摘要! 为深入了解对虾白斑综合征病毒&R**.'的致病机理和体外培养的对虾细胞对 R**.

的敏感性!实验以 418 B'748 培养基培养刀额新对虾原代淋巴细胞!待细胞形成单层后接种

R**.!通过倒置显微镜"荧光显微镜"透射电子显微镜观察接种病毒后细胞的病理变化# 结

果显示!使用 418 B'748 培养基培养对虾淋巴组织!/ K 后可观察到有细胞迁出!并能迅速形成

单层!/7 K 后细胞的迁出汇合率可达 03Q!且能存活 23 M 以上# 接种 R**.21 K 后!出现病

变的细胞变圆"漂浮!细胞之间的网状结构消失!最后细胞破碎"溶解$接种 R**. 10 K 后

+/H@K>C///12 染色结果显示!感染的细胞核深染!且变形"膨大$电镜下!细胞核内含大量成簇

分布的杆状病毒!细胞器被挤向细胞边缘!细胞膜轮廓模糊# 研究表明!纯化的病毒粒子接种

体外培养的淋巴细胞!能够使其产生明显病理变化!证明了 R**.对体外培养的淋巴细胞具

有感染力!并且可在淋巴细胞中增殖#

关键词! 刀额新对虾$ 白斑综合征病毒&R**.'$ 淋巴组织$ 原代细胞培养$ 感染$ 病理

中图分类号! *:1411455555555555 文献标志码%&

55随着我国改革开放"对虾养殖业在 23 世纪

03 年代得到了快速发展"成为我国沿海农村经济

的支柱产业之一' 但是"随着养殖规模的不断扩

大和生态环境的恶化"23 世纪 :3 年代对虾病害

问题日趋严重"给对虾养殖业带来巨大的经济损

失
*4+

' 对虾病原种类繁多"其中危害最为严重的

是对虾白斑综合征病毒 #JK;CH>2/C>=AM3/9H

D;3I>"R**.$"该病毒致病性强&传播迅速&死亡

率高&地域分布和宿主范围广泛"成为制约对虾养

殖业发展的主要限制性因素
*2 6/+

' 自 4::/ 年对

虾病毒病暴发以来"诸多学者对 R**.流行特

征&病原学&病理学&致病机制&快速检测方法等进

行了大量的研究"取得明显的研究进展
*1 6:+

' 但

迄今为止"R**.的传播机理尚未完全研究清楚"

现有技术还不能全面有效地控制对虾白斑综合征

的疫情
*43+

' 目前已有关于疫苗
*8+

&中草药
*44+

&免

疫增强剂
*42+

& 消毒剂和 化学药物
*4/+

等防 治

R**.的报道"但并未取得理想的防治效果'

中草药在我国畜牧&水产方面的应用历史悠

久' 它不仅具有成本低&加工方便&抗药性不显

著&药物残留和副作用小等优点"并且具有补充营

养&提高机体的免疫机能&抗菌&抑制病毒等多重

功能"在水产养殖动物病害防治中的作用越来越

受到重视
*41 648+

' 中草药对于对虾白斑综合征病

毒
*44+

&虹彩病毒
*47+

&呼肠孤病毒
*49+

&鲤#-./)&'+,

0()/&#$疱疹病毒
*40+

等的防治取得了良好的治疗

效果' 但中草药的筛选方法多限于生物实验法"

该方法需要损耗大量的活体实验动物"且研究周

期较长'

以细胞培养为载体来研究病毒及筛选抗病毒
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药物"不仅可以有效避免实验动物个体差异造成

的误差"减少活体动物的损耗"还能准确迅速地获

得实验结果
*4:+

' 对虾的细胞培养"是研究对虾不

同学科和领域的重要工具之一
*23+

' 4:07 年"

-KHA 等
*24+

首次成功进行了斑节对虾 #72'(2+,

4#'#8#'$卵巢组织的原代培养' 此后"对虾细胞

培养的研究开始活跃起来' 但由于尚未研究出适

宜对虾细胞体外培养的培养基"迄今为止"对虾原

代细胞的传代问题仍未解决' 国内外学者相继开

展了使用细胞培养进行对虾病毒的研究
*22 62/+

"但

关于对虾细胞接种 R**.后病理变化的深入研

究未见报道' 本实验经过大量尝试得出以 418 B

'748 培养基可培养出形态稳定的刀额新对虾

#C2$(/2'(2+,2',&,"又名基围虾$淋巴细胞"迁出

的细胞能快速形成单层"并维持 23 M 以上"进而

以体外培养的原代淋巴细胞为基础"研究感染

R**.后细胞的病理变 化 # @=C/2:CK;@H??H@C"

-6,$' 本研究可为以对虾原代细胞为载体开展

抗 R**.中草药的快速筛选提供实验基础'

45材料与方法

!"!#实验材料

实验动物55健康的刀额新对虾"购自青岛

市某对虾养殖厂"体长 43 <48 @9"体质量 43 <

23 B"在消毒海水中 #温度 40 F"盐度 20$暂养

8 K后"转移至煮沸且加有双抗 #4 233 )#59'青

霉素钠和 4 233

!

B59'硫酸链霉素$的海水中暂

养 42 <47 K'

参照 "),检测白斑综合征病毒#R**.$的常

规 6-$方法
*21+

"确定 R**.为阳性的刀额新对

虾采集于江苏某养殖公司"选取头胸甲壳上有明

显白斑的对虾"于 603 F冰箱中保存备用'

!"$#实验方法

虾肌提取液 $*X,%的制备55刀额新对虾

去其头胸甲&尾&肠"称重"于烧杯中剪碎"匀浆器

将肌肉打成浆状"加入 211Q %:-0溶液"73 F水

浴 4 K"转移至离心管中"1 F"7 333 359;A 离心

23 9;A"取上清液"1 F": 333 359;A 离心 23 9;A"

上清液经 3122

!

9滤膜过滤除菌" 623 F储存备

用'

培养基的配制55参考 +:A 等
*28+

的方法配

制 418 B'748 基础培养基#表 4$"3122

!

9滤膜

过滤灭菌" 61 F冷藏或 623 F冷冻保存'

表 !#基础培养基的配方

%&'"!#D*46*8.,.*/*3,-1'&8&5410.74

成分

@/92/>;C;/A

含量

@/ACHAC

'H;L/D;CN.>'748 4/19 B

MM+

2

"

983 9'

%:-0#8 B5'$ /198 B

%:+-"

/

#4 B5'$

3198 B

葡萄糖 B0I@/>H#2 B5'$ 418 B

表 $#完全培养基的配方

%&'"$#D*46*8.,.*/*3,-1;*4651,1410.74

成分

@/92/>;C;/A

含量

@/ACHAC

基础培养基

L:>:09HM;I9

98Q

胎牛血清

?HC:0L/D;AH>H3I9"(O*

48Q

虾肌提取液

>K3;92 9I>@0HHGC3:@C>"*X,

43Q

双抗#43 9B59'$

2HA;@;00;A5>C3H2C/9=@;A

433

!

B59'

表皮生长因子#433 AB5

!

'$

H2;MH39:0B3/JCK ?:@C/3",8(

23 AB59'

碱性成纤维生长因子#23 AB5

!

'$

L:>;@aL3/L0:>CB3/JCK ?:@C/3"L(8(

43 AB59'

55细胞培养55将暂养 42 K 的刀额新对虾于

93Q的酒精中浸泡 /3 >"用酒精棉球对虾体擦拭

消毒' 无菌条件下"解剖头胸甲取出对虾类淋巴

器官"在加有双抗的基础培养基中剪碎组织 #约

4 99

/

$"干贴于 7 孔培养板中"/ K 后从培养皿的

一侧加入 2 9'的完全培养基#表 2$' 将培养板

置于培养箱中#/Q -"

2

"27 F$密闭培养"定时在

倒置显微镜下观察&拍照'

病毒悬液的制备55检测 R**.为阳性的对

虾"取其头胸部去除头胸甲和肝胰腺称重"参照姜有

声等
*27+

的病毒提纯方法"加入少许 28Q的蔗糖#:=

S$"冰浴研磨匀浆 / <8 9;A"匀浆液 / 333 359;A"

1 F"离心 48 9;A%上清液 8 333 359;A"1 F"离心

48 9;A%取上清液 0 333 359;A"1 F"离心 43 9;A%

上清液 28 333 359;A"1 F"离心 418 K%沉淀物经

28Q的蔗糖溶液重悬后作为病毒粗提液"然后铺

于蔗糖密度梯度上层"蔗糖密度依次为 /3Q&

13Q&83Q&73Q"28 333 359;A 离心"1 F"2 K%取

13Q<83Q之间的乳白色条带" 28 333 359;A"

8:8
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1 F"离心 4 K 去除蔗糖%6O*缓冲液 #%:-0013

B5'"Y-0312 B5'"Y+

2

6"

1

312 B5'"%:

2

+6"

1

2

42+

2

"/13 B5'"2+ 912$重悬沉淀物"得到纯化

的病毒悬液" 603 F保存"使用时经 3111

!

9的

滤膜过滤'

病毒感染55待对虾淋巴组织迁出的细胞形

成单层后 #21 </7 K$"弃去培养基"每孔加入

833

!

'的病毒悬液"使 R**.与淋巴细胞吸附

/3 9;A后"补加培养基至 2 9'"对照组加基础培养

基吸附"倒置显微镜下定期观察细胞的形态变化'

细胞固定55弃去培养基"6O*缓冲液冲洗"

加 233

!

'3128Q胰蛋白酶消化细胞"4 9;A 后终

止消化"将细胞转移至离心管中"4 833 359;A"

1 F"离心 43 9;A 收集细胞"弃上清液"沿管壁缓

慢加入 218Q戊二醛固定液"于 1 F保存"进行超

薄切片&电镜观察'

细胞染色55弃去培养基"每孔加入 433

!

'

+/H@K>C///12 染色液#8

!

B59'$"染色 48 9;A 后

弃去染色液"6O*冲洗 / <8 次"每次 8 9;A"于荧

光倒置显微镜下观察细胞核的变化'

25结果

$"!#对虾细胞的原代培养

对虾淋巴组织干贴 / K 后"即可观察到亮圆

细胞从组织块中迁出" 21 K 后迁出汇合率达

93Q"/7 K 后达 03Q以上#图 47O$"/ M 时淋巴细

胞生长状态良好"光镜下可观察到大量的成纤维

细胞贴壁生长"逐渐形成网状结构#图 474$"47 M

时淋巴细胞开始出现亮圆颗粒"少量细胞变圆漂

浮"23 M 后大量细胞破裂&漂浮'

图 !#刀额新对虾淋巴组织原代细胞的光镜图片

&"O"-"4分别表示对虾淋巴组织原代细胞生长 42&21&10 和 92 K

=.9"!#Q.;)*9)&6-8*3,-16).4&)@ ;155;75,7)18*3,-15@46-*.0*)9&/8*3H315+-+

&"O"-"4>K/JHM CKH9;B3:C;/A :AM B3/JCK /?23;9:3= >K3;92 @H00>?3/9 CKHHG20:AC>/?0=92K/;M /3B:A>:C42"21"10 :AM 92 K :?CH3

>HHM;AB

$"$#病毒粒子的负染

纯化的 R**.负染后"在透射电子显微镜下

观察发现"病毒的核衣壳呈杆状结构"一端钝圆"

一端稍平#图 27&$' 完整的病毒粒子外观呈椭圆

形"病毒的囊膜从外端向外延伸形成尾状结构

#图 27O$' 病毒的负染特征与典型的 R**.形

7:8
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态特点一致'

$"?#感染 gXXW后的淋巴细胞

感染 R**.21 K 后的淋巴细胞开始出现病

理变化"细胞停止延伸"出现亮圆颗粒#图版77$%

感染 10 K 后贴壁的细胞逐渐漂浮"亮圆颗粒的数

量增多"细胞之间的网状结构消失#图版79$%最后

细胞破碎&溶解#图版70$'

$"L#感染病毒后淋巴细胞的电镜切片

感染病毒的细胞核内含有大量杆状核衣壳"

并且成簇分布"形态大小与报道的 R**.一致'

R**.感染细胞后的病理变化主要表现为!细胞

核膨大&变形"染色质及核仁解体"由于细胞核增

大"细胞质被挤向细胞的边缘"细胞膜轮廓模糊

#图 /$'

图 $#纯化的 gXXW经负染后的电镜图片

&1病毒核衣壳% O1完整的病毒粒子

=.9"$#%)&/84.88.*/151;,)*/4.;)*8;*61.4&918*367).3.10<.)78&3,1)/19&,.<18,&././9

&1AI@0H/@:2>;M /?R**.% O1;AC:@CD;3;/A>

图 ?#淋巴细胞感染病毒后的超微病理切片

=.9"?#%)&/84.88.*/151;,)*/4.;)*8;*61.4&918*3,-16).4&)@ ;1554*/*5&@1)8&3,1)gXXW./*;75&,.*/

9:8
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$"Y#感染病毒后淋巴细胞的荧光染色观察

荧光显微镜下观察"R**.感染的细胞核较

正常细胞核深染"且细胞核的大小和形态发生变

化"多呈半圆形&月牙形&杆状#图 1$'

图 L#经 *̂1;-8,???L$ 染色的淋巴细胞的荧光显微镜照片

&"O分别表示 +/H@K>C///12 处理后的对照组和 R**.感染组细胞的光镜图片%-"4分别表示 +/H@K>C///12 处理后的对照组和

R**.感染组细胞的荧光图片

=.9"L#=57*)18;1/;14.;)*9)&6-8*3,-16).4&)@ 8-).46;1550@10'@ *̂1;-8,???L$

&"O>K/JHM 9;@3/B3:2K>/?CKH@/AC3/0B3/I2 :AM CKHR**. ;A?H@CHM @H00>C3H:CHM L= +/H@K>C///12% -" 4 >K/JHM ?0I/3H>@HA@H

9;@3/B3:2K>/?CKH@/AC3/0B3/I2 :AM CKHR**.;A?H@CHM @H00>C3H:CHM L= +/H@K>C///12

/5讨论

R**.是全球对虾养殖业危害最严重的病原

之一"其分布广"发病率高"危害严重"过去 23 年

中"该病原已蔓延至整个对虾养殖区域并且造成

93 多亿美元的损失' 目前"深入研究 R**.的致

病机制及传播机理"探索全面有效的抗病毒药物

尤为重要' 以细胞培养为载体筛选药物是防控病

毒的有效措施' 本实验以 R**.接种体外培养

的原代淋巴细胞"观察细胞的病理变化"并将以此

为依据判断药物的抗病毒效果"进而筛选有效的

抗 R**.中草药'

在分离纯化病毒方面"国内外学者多数是以

密度梯度介质中的超速离心为基础
*29 620+

' 本实

验依据姜有声等
*27+

蔗糖密度梯度离心纯化方法

并加以改进来提纯病毒"结果表明"13Q与 83Q

蔗糖浓度可得到完整的病毒粒子#图 2$"提纯过

程中用 28Q的蔗糖取代 6O*缓冲液作为组织匀

浆液"能很好地保护病毒的囊膜不被破坏"获得大

量纯度较高的完整病毒粒子' 其原因可能是由于

28Q的蔗糖溶液包被病毒粒子"为其超速离心过

程提供了很好的液体环境"减小了高转速下各病

毒粒子之间的摩擦"从而较易获得完整的病毒

粒子'

对虾细胞的体外培养研究最早始于 4:07 年"

我国台湾学者 -KHA 等
*24+

在国际上首次成功启动

了斑节对虾卵巢细胞的原代培养' 随后"相继有

学者开展了对虾淋巴细胞
*2: 6/4+

&胚胎组织
*/2+

&肌

肉组织
*//+

等的研究"并取得了一定的研究成果'

虽然国内外很多学者对对虾组织的培养做了大量

的尝试"但都未从根本上解决对虾组织体外培养

长期存活和大量增殖的难题' 其主要原因是目前

没有专门适用于对虾细胞培养的培养基"多数沿

用哺乳动物或昆虫的细胞培养基"其中"以 '748

和 X4:: 使用最为广泛
*/1+

' 本实验采用 418 B'7

48 培养基添加 *X,&(O*&,8(&L(8(培养刀额

0:8
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新对虾淋巴细胞"组织干贴 / K 以后可观察到有

细胞从组织块中迁出"/7 K 后细胞的迁出汇合率

可达 03Q"且单层细胞能维持 23 M"足以进行病

毒感染实验' !/>H等
*/8+

报道了使用改良的 2 B'7

48 培养基培养出淋巴细胞"但本实验在配制 2 B

'748 时发现培养基较难溶解"且对比 418 B'748

培养基培养效果发现细胞的生长状态及存活时间

并无差异' 与 +:A 等
*28+

报道的培养基配方相比"

本实验采用的 418 B'748 培养基中未添加牛磺酸

与脯氨酸"但细胞生长良好"改良的培养基可节约

研究成本"提高培养基的配制效率'

在应用方面"以体外培养的细胞为载体来增

殖病毒"进行病毒病理学研究具有非常重要的意

义' 国内外通过细胞培养开展对虾病毒的研究最

早始于对虾白斑杆状病毒 #R*O.$"-KHA 等
*22+

以黄头病毒#S+.$和 R*O.感染斑节对虾类淋

巴细胞"8 <9 M 出现明显的病理变化"电子显微镜

下观察"细胞核与细胞质中分布有大量的病毒粒

子' 李钫等
*2/+

研究结果显示"来源于对虾的

R*O.可感染体外培养的野生螯虾 #-(4"()+,

0%()<&&$原代血淋巴细胞"并在其中增殖' 尽管对

虾细胞培养采用的组织多种多样"但淋巴组织较

其他组织更容易培养"且有报道指出"淋巴组织是

R**.&XO.等多种对虾病毒感染的敏感组

织
*28"/7+

' 因此"可以通过培养淋巴细胞来研究对

虾病毒的吸附&增殖和凋亡"以此来探索病毒的发

病机理&传播途径&病毒与宿主之间的相互作用'

本实验中以纯化的 R**.感染体外培养的淋巴

细胞"倒置显微镜下观察"细胞出现明显的病理变

化"表现为纤维状的细胞停止延伸"细胞逐渐变圆

漂浮"直至细胞破碎溶解'

+/H@K>C///12 是一种可以穿透细胞膜的蓝

色荧光染料"常用于细胞凋亡检测"经该染料染色

后的细胞核在紫外光下发出淡蓝色荧光"凋亡的

细胞由于细胞膜通透性增加"细胞核深染' 本实

验中选用 +/H@K>C///12 浸染细胞"主要是因为该

染料可以直接原位染色"避免了细胞固定和爬片

过程中消化液对细胞造成的损伤"且染色方便"操

作简单' 感染 R**.出现病变的细胞经 +/H@K>C

///12 染色后"其细胞核较正常细胞深染"且核变

形&膨大' 透射电镜下"发现出现病变的细胞核内

含有大量的病毒粒子"且成簇分布"病毒形态&大

小与 R:AB 等
*/9+

观察的组织内 R**.病毒粒子

特征一致'

综上所述"纯化的 R**.病毒粒子对体外培

养的对虾淋巴细胞具有感染力"能够在淋巴细胞

中增殖"被感染的淋巴细胞会产生明显的病理变

化"证明了今后可通过观察淋巴细胞的病理变化

判断中草药的抗病毒效果"进而筛选抗 R**.的

单方或复方中草药"为防治对虾白斑综合征提供

实验基础'

感谢青岛大学医学院的谭金山!侯颖一老师

对本实验中电镜切片的制作所提供的大力支持与

帮助&
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