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摘 要 应用超薄切片技术
,

研究斑节对虾卵细胞和各变态期病毒及其包涵体的分布和超

微结构
。

在糠虾前期各期未找到病毒
,

而糠虾后期各期的肝和中肠上皮细胞核中则有典型的病毒

及其包涵体存在
。

这提示着 M B v 可能不经由卵细胞传播给子代
。

病毒粒子单个散在于核质和包涵

体基质中
,

一端钝圆
,

另一端稍尖
,

形似葵花子
,

而不是如文献所言的长圆柱体
,

长度 270 一 3 00n m
,

直径平均 7n5 m
,

由囊膜
、

衣壳和核心三部分组成
,

囊膜上无纤突
。

这与文献上报道的斑节对虾杆状

病毒 (M B v )相仿
,

因此
,

所观察到的病毒应是 M B v
。

这表明 M B v 分布地域波及我国大陆南方沿

海
。

此外
,

作者所见的核衣壳是偏心位置
,

而非居中排列
,

并指出这有利于核衣壳更快进入靶细胞
。

M B v 包涵体呈圆形或卵圆形
,

直径 2一 g o m
,

外无被膜
,

基质裸露
,

是由等边六角形组成的蜂窝状

和晶格线彼此平行排列的蛋白质构成
。

笔者认为这是由于切割平面不同造成
。

此外
,

笔者在显微
、

超微和分子水平上
,

较详细描述了文献上未报道过的 M B v 包涵体形成过程
,

指出斑节对虾多角体

蛋白颗粒
、

核型多角体与 M B v 粒子各组份的合成和组装是分别同时进行的
,

以靶细胞核出现病毒

发生基质为开始
,

以完整 M B v 粒子进入多角体为终止的一个连续过程
。

关键词 斑节对虾
,

杆状病毒
,

超微结构

对虾病毒及其病毒病的研究起步较晚
,

自 c o u c h 等 [ 1 9 7 4口首次发现桃红对虾杆状病毒

(B P v ) 以来
,

先后又发现了 10 多种对虾病毒仁A k iy a m a ,

19 9 3 ; F u l k s ,

1 9 9 2〕
。

我国台湾省已发

现传染性皮下和造血组织坏死病毒和斑节对虾杆状病毒 (M B y )[ 黄旭田
,

19 7 9〕两种病毒
,

大

陆近几年也先后发现肝胰腺细小病毒和 M B v [薛清刚
,

1 9 9 2 ;
陈细法

,

1 9 9 4〕
。

上述 10 多种对虾

病毒已部分分离纯化
,

但只有 B P v 被国际病毒学分类委员会正式定名为
“

对虾杆状病毒
”

(召
。 。 、 2 0 。 : , 。 、 , 。 。 。 。 : e o u e h )

。

笔者现场观察了 19 9 2一 1 9 9 3年我国养殖对虾爆发性流行病的群

体症候 [陈细法
,

19 9 3〕
、

病原种类和细胞超微病理变化〔陈细法
,

1 9 9 4〕
,

在病毒病原方面发现了

M B v
、

H P v
、

呼肠孤病毒 ( R E o )和中肠腺坏死杆状病毒 B( M N v )
,

同时也检测到数种未见报

道的病毒和一些可疑的病毒
。

由于国内未见有关 M B v 分布
、

超微结构特点的报道
,

现将 M B V

超微结构特点及其在疾病过程中的作用陈述如下
,

以期对该病毒地域分布的了解和早期诊治

措施的制订有些裨益
。

收稿日期
:
19 9 4一 05一 1 8

。
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1材料与方法

1
.

1材料

采集台湾和东南亚进口的斑节对虾亲虾产生的卵及其孵化出来的健康无病症无节幼体
、

蚤状幼体
、

糠虾幼体
、

仔虾和各种大小的成虾
,

同时也采集弱苗
,

病苗和病虾
。

卵
、

无节幼体和蚤

状幼体整体固定
,

定向包埋
,

其余个体取肝胰腺
、

中肠
、

胃和鳃
.

部分样品取心脏和肌肉
。

每个样

品都同时制备光镜石蜡切片和电镜超薄切片
,

进行对比观察
。

1
.

2 方法

光镜石蜡切片按常规方法制备
,

H
·

E 染色
。

电镜超薄切片的制备是把组织切成 l m m 3 的小块
,

常温下用 2%福马林一戊二醛 ( l :

3)

前固定 2 小时以上
,

用 p H 7
.

2 的 P B s 洗净
,

再用 1%饿酸后固定 2 小时
,

然后用系列酒精一丙

酮脱水
。

s p盯 r 和环氧树脂 6 18 包埋
,

40 一 8C0 固化后〔陈细法
,

19 7 8 ]
,

用铀盐和铅盐双染色
,

在 EJ M 1 2 0E0 x 和 EJ M 1 00 c x 电子显微镜下观察拍片
。

2 结果

在光镜下观察石蜡切片
,

可见部分仔虾和成虾的肝胰腺上皮细胞核内
、

腺管腔中和严重坏

死区内有嗜伊红颗粒
,

但未在卵
、

无节幼体
、

蚤状幼体和糠虾幼体组织中发现类似颗粒
。

在电镜

下
,

处一步观察病毒及其包涵体的超微结构和它们与病毒发生基质的关系
。

2
.

1 病毒包涵体的超微结构

包涵体位于肝胰腺和中肠上皮细胞核质中
,

数量不等
,

少则一个 (图版一 1 )
,

多则 3一 5 个

(图版一 2
、

9 )
,

甚至更多
。

各个包涵体体积变化颇大
,

刚形成时
,

为少量杂乱无章的蛋白颗粒和

由蛋白颗粒组成的纤丝聚集而成松散的多角体
,

体中无病毒粒子
。

体积略大于病毒粒子 (图版

一 8 )
,

随后体积逐渐增大
,

发育成包涵体
。

包涵体直径多在 2一 ug m 之间
,

最大可达 1 u3 m 以

上
,

园球形
,

少数卵园形
,

外无被膜包裹
,

基质裸露
,

边缘不整齐
,

呈锯齿状
。

病毒包涵体基质是由多角体蛋白质组成的
,

这些蛋白质以特定的晶格彼此互相结合
,

排列

成有规律的晶状体
,

病毒粒子单个散在其中
。

笔者所见的基质晶格有两种排列方式
,

一种形似

蜂窝状
,

由无数等边 6 角形组成
,

顶角连线为 1 n5 m
,

中空无物旧版一 6 )
,

另一种平行排列
,

未

见横线阻隔
,

线粗细均匀
,

晶格间距 1 n6 m (图版一 7 )
。

此外
,

在包涵体晶体结构的基质中尚可见一丛以上的纤丝 (图版一 1
,

1 0 )
,

外无被膜
,

也不

呈晶格排列
,

仅以单丝平行聚集成丛
。

各丛大小不一
,

单丝长度难以测定
,

直径相当一致
,

其功

能意义尚不清楚
,

可能与病毒组装有关
。

2
.

2 病毒粒子的超微结构

病毒粒子不组成病毒束
,

而是单个随机分布在细胞的核质中 (图版 一 4) 和包涵体基质中

(图版 一 5 )
,

阻断晶体
,

且彼此间有一小间隙隔开
。

在胞质和细胞间隙内偶尔能见到病毒粒子
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:

斑节对虾杆状病毒的超微结构

( 图版一 3)
,

它属于单粒包埋型病毒 ( 5 ing le e m b e d e d vi r u s )
。

斑节对虾病毒粒子外形为杆状
,

长

度多在 2 70 一 3 0 n0 m
,

一端钝圆
,

另一端稍尖
,

形似葵花子
,

因而横切面直径变化颇大
,

平均在

7 5n m 左右
。

病毒粒子由三部分组成 (图版一 3
、

4
、

5 )
,

最外层囊膜 e( nv el 叩
e )

,

类似质膜的单位膜
,

厚约

9 0一 1 1 OA
,

全封闭
,

表面光滑无凸起
,

提示囊膜表面无纤突 ( p
r oj e ct ion )存在

;
中心部分是核酸

核心 ( n u e le i e a e id e o r e
)

,

孚根染色显示 D N A ,

是一种 o N A 病毒 [殷 震
,

1 9 8 5〕
,

由于 n N A 高

度扭曲压缩
,

故电子密度甚高
;
在囊膜与核心之间隔着一层衣壳 ( ca Ps di )

,

衣壳是蛋白质膜
,

紧

包在核酸核心的外缘
,

起着支持和保护作用
,

多数呈对称多面体
,

以最小的体积包容最大的信

息
。

在一般情况下
,

很难从形态上将核心和衣壳分开来
,

因此
,

常把两者的结合存在统称为核衣

壳 ( n u cl e

oc pa
s 记 )

,

其长度在 22 0一 2 7 n0 m 之间
,

且偏心位置
,

使病毒粒子钝圆一端的间隙显得

特大
。

核衣壳是斑节对虾病毒感染宿主细胞并增殖的物质基础
,

也是生命活动的中心
。

在斑节对虾杆状病毒之间
,

散布着少量直径小
,

长度短的病毒粒子
,

它们是否就是缺损性

干扰病毒 ( d
e ef e t iv e i n t e r ef r in g v i r u s

)尚未定论
,

有待提出更充分的证据
。

2
.

3 病毒发生基质和病毒粒子及其包涵体形成的关系

病毒发生基质 (v ir og
e ni o s tr o m )a 位于肝胰腺和中肠上皮细胞核中

,

由中等电子密度的细

颗粒物质聚集而成
,

体积大小不等
,

多数为疏松团块 (图版一 8 )
,

外无被膜
,

其周围散布着大量

的核衣壳物质和囊膜材料
,

以及装配完好的病毒粒子
;
少数为网状

,

在其网孔中也分布着核衣

壳物质
,

但囊膜材料相对少一些
。

与病毒发生基质伴随存在的有一些是电子密度较低的纤丝状

物质
,

这些物质可能是组成囊膜和衣壳的蛋白质或前体
。

另一些是高电子密度的颗粒
,

它们由

分散到聚拢成片
,

部分呈晶状排列
,

这些物质可能是角蛋白
。

这类细胞的胞质中的细胞器
,

尤其

是核糖体较丰富
,

且多聚集在细胞核周围
。

此外
,

还可看到囊膜材料包被核衣壳
,

装配成一个完整的病毒粒子
,

并向多角体和包涵体

靠拢 (图版一 9 )
,

有的粘附在多角体表面
,

有的单个插入多角体内 (图版一 1 0 )
,

并逐渐形成完整

的病毒包涵体
。

从图版 一 9 的 A 一 E 可以看出
,

体积最小的多角体A( )中无病毒粒子
,

体积最大

的包涵体 E( )内有 70 多个病毒粒子
。

3 讨论

.3 1 M B V 特点的分析

我们从进口亲虾培育的糠虾
、

仔虾
、

和成虾的肝胰腺和中肠上皮细胞核中观察到的病毒粒

子呈杆状
,

长度为 27 0一 3 0n0 m
,

平均直径 7 n5 m
,

由囊膜
、

衣壳及核心三部分组成
。

病毒包涵体

无被膜
,

基质是晶格状排列的蛋白质
,

病毒粒子单个散在其中
,

这些基本组份和超微结构特点

与 L ig h t n e r 〔19 5 3〕
、

L e s t e r
[ 19 8 7 )和 n o u b r o v s k y [ 1 9 8 8〕所描述的斑节对虾杆状病毒 ( p

e n a e二 s

m
。 。 。 d 。 ; 一 yt p e b ac u ol vi r u s )的特征相仿

,

因此
,

笔者观察到的这些病毒也是属于斑节对虾单

包埋型核型多角体杆状病毒
,

即是斑节对虾杆状病毒 (M B v )
。

这表明 M B V 分布地域不只仅

限在从台湾一直延续到印度的弧形海域
,

而是波及到我国大陆南方诸省沿海
。

但是
,

笔者观察

到的 M B v 不仅与上述三作者
,

而且与其他一些作者的描述也有些不同之处
。

首先
,

M B V 不是

圆柱体
,

上下端大小一样
,

而是一端阔大
,

且呈钝圆状
,

另一端稍尖
,

所以在二维平面上呈葵花
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瓜子状
,

在三维构型呈葫芦状
。

这种整 体形态也有别于多数 昆虫核型多角体病毒仁张立人
,

19 8 8」
。

虽然昆虫和对虾同属于节肢动物 甲壳纲
,

但是分属于不同种和属
.

这些区别反映出病毒

种属特异性
。

其次
.

笔者观察到 M B V 粒子的核衣壳在囊膜内偏心位置一侧紧贴囊膜
.

另一侧

留有宽阔的间隙
,

不是如文献 [ L i g h t : i e r ,

1 9 8 3 ; F u l k s

等
,

1 9 9 2〕所述居中排列
。

众所周知
.

核衣

壳是病毒在宿主细胞内增殖和生命活动的物质基础
,

当病毒吸附在靶细胞质膜
,

并脱掉囊膜

时
,

其偏心位置的核衣壳能更快更安全地进入宿主细胞
,

因而 M B V 具有更强的传染性
。

第三
,

笔者在超薄切片上观察到的 M B V 囊膜是光滑平整
,

即无突起
,

也无摺折
,

这表明无纤突 ( p r o -

ej c ti on )存在
,

然而
.

Fl
e
ge l 应用电镜负染色技术观察纯化分离的 M B V

,

发现囊膜上有蛋白质

亚单位颗粒均匀分布
。

笔者认为这可能是实验方法不同造成的
。

电镜负染 色技术的分辩率优

于电镜超薄切片技术
,

能分辨出直径几十埃的颗粒
,

而 8 00 埃厚的切片分辨率仅能达到
n m 量

级
。

所以负染色样品上能见到的亚单位在超薄切片上不一定可见
。

所以说 Br
e n ne r 首先把负染

色技术应用于病毒学
,

是对病毒形态学等方面的深入研究起着决定性的推动作用
。

与此 同时
,

笔者也观察到细胞质
、

细胞间隙和腺腔面上散在着病毒粒子 (图版一 3 )
,

其形态

与上述的 众B y 粒子完全相同
,

但未见胞质中有囊膜材料
、

核衣壳和病毒发生基质
,

与文献 [殷

震
,

1 9 8 5
、

张立人
,

1 9 88 ]报道的昆虫质型多角体病毒迥然不同
。

目前也未见斑节对虾有质型

多角体病毒存在的报道
。

笔者认为
.

这可能是细胞核被 M B V 严重感染后核膜破裂
,

核质崩解
,

病毒粒子和包涵体游离到胞质中
,

随后细胞破裂而逸 出间隙
,

这可以从周围细胞破坏严重和腺

管中游离着一些残缺不全的包涵体获得佐证 [陈细法
,

19 9 4〕
。

M B V 包涵体形成过程

未 见国 内外有文献报道 M B V 包涵体的形成过 程
。

笔者发现斑节对虾核型多角体与

M B V 粒子各组份的合成和组装是分别同时进行的 (图版一 8
,

1 0 )
。

病毒感染的初始
,

靶细胞核

中央 电子密度降低
,

周边 电子密度稍高
,

胞质中游离的多聚核糖体聚集在细胞核周围~ 细胞核

内周边出现大小不等的病毒发生基质
、

单根零乱分布的纤丝
,

以及杂乱无章的细小颗粒
,

部分

纤丝聚拢成束
,

有些颗粒排列成小片晶格
,

推测是多角蛋 白~ 与此同时
,

紧靠着病毒发生基质

出现高 电子密度的病毒核心
,

附近出现大量核衣壳和囊膜材料~ 出现大量装配完整的病毒粒

子和数个体积不大的多角体
,

多角体基质晶格排列规整有序
,

但多数无病毒在其中~ 结构完整

的 M B V 粒子粘附在多角体周围
,

并单个插入多角体内
,

使得具有结晶基质的多角体充满各种

数量的病毒粒子
,

从而完成 M B V 包涵体形成的全过程
。

这时的包涵体体积明显大于多角体
,

细胞核也 随之膨大
。

本研 究还发现
,

M B v 包涵体基质晶格有两种排列方式
,

一种是 由等边六角形排列成蜂窝

状 (图版一 6 )
,

另一种平形线排列 (图版一 7 )
,

张立人〔1 9 8 8〕报道昆虫多角体基质晶格有方格状

排列
。

笔者认为
,

这可能是同一种空间构型
,

由于超薄切片切割平面不同
,

呈现完全不同的二维

图象所致
,

并非 M B V 包涵体有着多种构型的蛋白质基质
。

M B v 可能传播途径的探讨

自首次报道斑节对虾杆状病毒 [ Li g h t n e r ,

1 9 8 3」以来
,

人们从养殖环境和亲虾生殖细胞两
’

方面探索 M B v 的传播途径
,

都没有取得完全统一结论
,

e h e n
[ 1 9 5 9」和 o v e r s t r e e t [ 1 9 5 5 ]认为

M B V 通过养殖环境
,

在斑节对虾群体间水平传播
,

另一些学者则持相反意见
,

认 为可以经 由
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亲虾生殖腺和生殖细胞传给子代
。

但是
,

他们都没有进行从卵到成虾各个阶段的跟踪检测
。

笔

者跟踪观察斑节对虾卵细胞和各变态期 M B v 分布时发现
,

卵
、

无节幼体
、

蚤状幼体和糠虾前

期无 M B v 感染
,

这不仅表明卵细胞可能不带有亲虾的 M B v
,

而且也表明由于糠虾前期各阶

段幼体无需从外界摄食
,

或者仅摄食单细胞藻类
,

因此不易食入沾污着亲虾带 M B v 粪便的食

物
,

因而检测不到 M B v
。

而糠虾后期
,

特别是子虾和成虾已能正常从外界摄取饵料
,

食入

M B v 的可能性大增
,

因而容易检测到 M B v
,

这提示着 M B v 可能是通过对虾种群各个体之间

进行水平传播
,

而不是经由生殖腺和卵细胞垂直感染子代
。

这些观察结果
,

对无毒虾苗的培育

是有益的启迪
,

但是
,

病毒传播途径是个复杂问题
,

今后要多学科从各个不同角度作进一步确

证
。

笔者不仅观察斑节对虾幼体的整体
,

而且也观察健康虾和病虾的肝胰腺
、

胃
、

中肠
、

心脏
、

肌 肉和鳃
,

目前仅在肝胰腺和中肠上皮细胞核中发现 M B v 包涵体
,

并造成病理性破坏 [陈细

法
,

19 9 4〕
,

而其他器官均未检测到 M B v
,

这显示出 M B v 的靶细胞可能是消化系统上皮细胞
,

特别是肝胰腺和中肠上皮细胞
。

然而
,

c h e n
[ 1 9 8 9〕报道

,

M B v 能感染斑节对虾淋巴样培养细

胞
,

这需要日后观察斑节对虾体内淋巴样细胞 M B y 感染情况后才能确证
。
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