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摘要! 应用抗牙鲆淋巴囊肿病毒"6dFUI5Od\PG\MG\Q9\Q̂ G:R\!-3>4#受体蛋白"#?7= SR#的单

克隆抗体"# %̀% 和 !>C#定位-3>4受体蛋白在牙鲆组织中的分布$ 通过对牙鲆外周血%白

细胞%鳃%胃%肠%表皮%肝脏%头肾%体肾%脾%性腺%脑%心脏等进行-3>4受体蛋白的间接免疫

荧光与免疫组织化学定位观察!发现在牙鲆外周血白细胞的细胞膜%鳃上皮细胞%表皮%胃黏膜

上皮细胞顶端%肠上皮细胞%肝细胞%脾表层结缔组织细胞及头肾后端的肾小管上皮细胞内均

有较强的阳性信号!表明这些部位分布有-3>4的 #?7= SR 受体蛋白!但在体肾%性腺%脑%心

脏及外周血红细胞中未观察到阳性信号$ 推测-3>4通过与鳃%表皮及消化道上皮的受体结

合进入牙鲆体内!通过与外周血白细胞上的受体结合侵染白细胞而进入血液循环!进而感染肝

脏%脾脏%头肾等器官$
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中图分类号! 0C%?& XC!C7C%&&&&&&&文献标志码',

&&淋巴囊肿病#6dFUI5Od\PG\MG\Q9\Q$是由淋巴囊

肿病毒#6dFUI5Od\PG\MG\Q9\Q̂ G:R\"-3>4$引起的鱼

类病毒病"世界范围内已有超过 %@$种的海)淡水鱼

类发生过该病*% ;#+

( 我国广东)山东等地养殖的云

纹石斑鱼#;1/%84)86+,-'2(2$)牙鲆#E2(26/&)4)*,

'6/D2&8+,$)鲈#"248'629(2:F21'%/&+,$等近 %$ 种重

要经济鱼类也受到感染"造成了巨大经济损

失*! ;<+

( 研究宿主细胞上与病毒感染相关的受体

蛋白的分布"对阐明 -3>4感染的机制以及该病

的防控具有重要意义(

病毒受体作为细胞膜上的正常成分"是决定

病毒入侵途径)扩散方式及宿主发病特点的主要

因素"其决定着病毒感染的宿主范围和组织嗜

性*"+

( 病毒通过与特异性受体结合进入细胞被

普遍认为是病毒侵染宿主的主要方式*?+

( 本实

验室从牙鲆鳃细胞系#.̀ $分离鉴定出的 #?7= SR

蛋白能够与 -3>4特异性结合*=+

( 本文利用 #

株抗 -3>4受体蛋白的单克隆抗体 # %̀% 和

!>C"通过间接免疫荧光技术#/.,D$和免疫组织

化学技术#/13D$对牙鲆外周血)白细胞)鳃)胃)

肠)表皮)肝脏)头肾)体肾)脾脏)性腺)脑)心脏中

-3>4的受体蛋白进行了定位观察"以期为研究

-3>4对宿主的吸附机制及在鱼体内的扩散方式

提供理论依据(

%&材料与方法

!&!'实验材料

实验用健康牙鲆购自青岛某鱼类养殖场"体

长 !%7< _!C7@ OF"体质量 <<$ _==$ K"共 #$ 尾(

抗牙鲆淋巴囊肿病毒受体蛋白##?7= SR$的

单克隆抗体## %̀%"!>C$为本实验室研制( 异

硫氰酸荧光素#./D3$标记的羊抗小鼠 /K )̀氨

丙基三乙氧基硅烷 #,B20$)牛血清白蛋白)

+9+

!

)1QU9:GJ)*B8/E%"@$"购自 0GKF9公司'生

物素化的马抗小鼠 /K )̀碱性磷酸酶#,B$标记

的链霉卵白素及 ,BE*QM 发色试剂盒"购自北京

中杉公司(

!&('牙鲆外周血白细胞滴片及血涂片的制备

白细胞滴片&&用 %$ F-无菌注射器吸取

< F-单细胞悬浮介质*"<W*B8/E%"@$"!<W双蒸
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水"含 #$ /)AF-1QU9:GJ"$7%W#PQR$+9+

!

和

%W#PQR$牛血清白蛋白#Z0,$+"鱼尾静脉抽血

约 < F-"@ a下静置 % I"然后 @ a离心 %$ FGJ

#%$$ ]K$"收集上清"用于分离外周血白细胞(

取已灭菌的 %$ F-离心管"依次加入 %7$?$

KAOF

! 和 %7$#$ KAOF

! 的BQ:O566溶液各 ! F-"制

成BQ:O566不连续梯度'然后缓慢加入 ! F-的外

周血细胞悬浮液上清"@ a下 =@$ K 离心 !$ FGJ"

收集位于 BQ:O566梯度界面的细胞"用无菌 $7$%

F56A-磷酸盐缓冲液#BZ0"含 <W的新生牛血清"

U1?7@$作为细胞洗涤液"于 @ a下 "@$ K离心洗

涤 ! 次"每次 < FGJ"沉淀即为白细胞( BZ0重悬

沉淀"用血球计数板计数"调整细胞浓度约为 < ]

%$

<

AF-"将细胞悬液滴于 ,B20处理过的载玻片

上#每滴 !$

#

-$"室温沉降 % I"除去多余液体"丙

酮固定 %$ FGJ(

血涂片&&用无菌注射器从鱼的尾静脉取血

后滴于载玻片上制作血涂片"血膜晾干后入甲醇

中固定 < FGJ(

!&*'间接免疫荧光染色"CE%/#

用无菌的剪刀解剖牙鲆"取鳃)表皮)胃)肠)

肝脏)头肾)体肾)脾脏)性腺)脑)心脏等组织"切

成大小为 $7< OF]$7< OF]$7< OF的小块"灭菌

BZ0冲洗干净后"(3D冷冻包埋剂包埋并置于

;=$ a速冻"冰冻切片机连续切片"厚度 < _?

#

F"丙酮固定 %$ FGJ(

取牙鲆组织冰冻切片)白细胞滴片及血涂片

进行间接免疫荧光染色"以单抗 # %̀% 与 !>C 的

混合液为第一抗体"!? a孵育 @< FGJ'BZ0D#含

$7<WDbQQJE#$ 的BZ0$洗涤 ! 次"每次 < FGJ'第

二抗体为 ./D3标记的羊抗小鼠 /K "̀!? a孵育

@< FGJ'BZ0D洗涤 ! 次"每次 < FGJ'甘油封片"

(6dFUR\荧光显微镜观察拍照( 阴性对照片用骨

髓瘤细胞上清代替混合单抗(

!&+'免疫组织化学染色"CY2/#

牙鲆各组织取样方法同 %7!( Z5RGJ 氏液固

定"常规石蜡连续切片"厚度 < _?

#

F"用 ,B20

处理的载玻片捞片"!? a烘片"常规脱蜡复水(

于切片样品上滴加适量 !W乙酸溶液"室温孵育

%$ FGJ"BZ0洗涤 ! 次"每次 < FGJ'对切片样品进

行高压抗原复性# U1"7$ 的柠檬酸缓冲液中"

%#% a"? FGJ$"自然冷却至室温"BZ0洗涤 ! 次"

每次 < FGJ( 于组织切片上滴加 !W的胎牛血清

白蛋白封闭液"!? a孵育 !$ FGJ'甩去封闭液"滴

加适量的抗淋巴囊肿病毒 #?7= SR 受体的单抗混

合液"!? a孵育 % I"BZ0洗涤 ! 次"每次 < FGJ'

滴加生物素标记的马抗小鼠/K "̀!? a孵育 % I"

同法洗涤'再用碱性磷酸酶#,B$标记的链霉卵白

素 !? a孵育 % I",BE*QM显色液显色 < _!$ FGJ"

洗涤后用苏木精复染 < _%$ FGJ"洗去多余染液"

甘油封片"(6dFUR\显微镜观察并拍照( 实验设

置两组阴性对照"第一组以骨髓瘤上清代替混合

单抗"第二组以BZ0代替马抗小鼠/K (̀

#&结果

间接免疫荧光染色结果显示"在牙鲆的外周

血白细胞)鳃)表皮)胃)肠)肝脏)脾脏及头肾中分

别观察到明显的绿色荧光'免疫组织化学染色在

这些部位观察到红色阳性信号'而在脑)心脏)性

腺)体肾#图版
'

$及外周血红细胞中均未观察到

阳性信号( 对照片均为阴性#图版
)

E#"@"""="

%$"%#'图版
$

E#"@"""="%$"%#$(

(&!'外周血白细胞

间接免疫荧光染色结果显示"在牙鲆外周血

白细胞的细胞膜上有明显的绿色荧光#图版
)

E

%$"经免疫组化染色后其显示阳性红色#图版
$

E

%$"表明牙鲆外周血白细胞表面有 -3>4的受体

蛋白存在( 而红细胞无阳性信号(

(&('鳃

牙鲆鳃小片主要由扁平上皮细胞和柱细胞构

成"也分布有粘液细胞及腺细胞( 间接免疫荧光

与免疫组织化学染色结果显示在鳃上皮细胞中有

绿色荧光#图版
)

E!$及红色阳性信号#图版
$

E

!$"表明分布有-3>4受体蛋白(

(&*'表皮

牙鲆的体表皮肤由外层的表皮和内层的真皮

组成"表皮为多层上皮细胞"其中分布有黏液细

胞( 经间接免疫荧光与免疫组织化学染色后"在

牙鲆表皮层的上皮细胞中观察到阳性信号"而粘

液细胞中及皮下肌肉层未见阳性信号#图版
)

E<"

图版
$

E<$(

(&+'胃

牙鲆胃由黏膜层)黏膜下层)肌肉层及浆膜层

组成"胃黏膜上皮为单层柱状上皮细胞( 间接免

疫荧光与免疫组织化学染色结果显示"阳性信号

主要集中于胃黏膜柱状上皮细胞顶端"偶尔在黏

%&"
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膜下层观察到散在的点状阳性信号#图版
)

E?"图

版
$

E?$(

(&,'肠

牙鲆肠由黏膜层)黏膜下层)肌肉层及浆膜层

组成"黏膜层为单层柱状上皮"分布有杯状细胞(

间接免疫荧光与免疫组化染色的阳性信号位于肠

黏膜上皮细胞内"在黏膜下层有少量散在的点状

阳性信号( 杯状细胞为阴性#图版
)

EC"图版
$

E

C$(

(&.'肝脏

牙鲆的肝脏内有胰腺分布"形成肝胰脏"肝细

胞排列紧密"肝板之间有窦状隙( 间接免疫荧光

染色的阳性绿色荧光与免疫组化染色的阳性红色

位于肝细胞内#图版
)

E%%)图版
$

E%%$(

(&U'脾脏

牙鲆的脾脏由白髓和红髓组成"其外包一层

结缔组织膜"主要为成纤维细胞和胶原纤维及单

层间质上皮( 间接免疫荧光染色与免疫组化染色

结果显示"绿色荧光或红色阳性信号主要位于脾

脏表面的结缔组织层"其内部细胞内无阳性信号"

表明-3>4的受体蛋白主要分布于脾的表层结

缔组织细胞#图版
)

E%!)图版
$

E%!$(

(&K'头肾

牙鲆的肾脏由前端分叉部分无肾小球的头肾

及后部具肾小球的体肾两部分组成( 头肾实质是

由血窦)网状细胞及多种血细胞交织在一起构成

的"分叉部分后面的造血组织间开始有零星的肾

小管出现( 间接免疫荧光与免疫组织化学染色结

果显示"-3>4受体阳性信号存在于头肾后端开

始出现的肾小管上皮细胞内#图版
)

E%<)图版
$

E

%<$( 而牙鲆体肾内的肾小管上皮为阴性(

!&讨论

本研究应用间接免疫荧光与免疫组织化学技

术对牙鲆组织中淋巴囊肿病毒的受体蛋白的分布

进行了定位观察"冰冻切片可以使组织中的受体

蛋白不被破坏"较好地保持其抗原性'石蜡切片在

保持组织形态结构的同时"能够清楚地显示出阳

性信号的具体位置( 两种技术相互验证"相互补

充"提高了结果的准确性( 免疫组织化学中应用

高压高温抗原复性法"石蜡切片的组织经过

Z5RGJ氏液处理后"蛋白的抗原性会被部分破坏"

经过高温高压处理使得组织的部分抗原性得到恢

复"从而提高了阳性信号的强度'应用生物素三步

放大发色"使阳性信号较两步法更为明显"易于

观察(

有报道认为 -3>4可能通过细胞吞噬和受

体介导作用进入宿主细胞*C+

"因此"-3>4受体的

定位研究将会促进对 -3>4侵染机制及其在宿

主体内传播途径的认识( 我们通过免疫共沉淀技

术发现牙鲆鳃细胞上分子量为 #?7= SR 蛋白能与

-3>4特异性结合"该蛋白及其多克隆抗体都对

-3>4感染具有阻断效果"确定该 #?7= SR 蛋白

为 -3>4的受体蛋白*=+

( 本实验利用以该

#?7= SR蛋白为抗原制备的单克隆抗体对牙鲆组

织进行检测"发现在牙鲆的外周血白细胞)鳃)表

皮)胃)肠)肝脏)脾脏及头肾有阳性信号"表明这

些部位有-3>4受体的存在"具有 -3>4吸附宿

主组织细胞的分子基础"可在 -3>4感染宿主或

在宿主体内的传播过程中起作用(

迄今为止已运用多种技术对 -3>4的靶器

官进行了研究( 用 -3>4人工感染健康牙鲆"

B3*法检测发现在鱼血液)胃)性腺)肌肉)肝脏)

脾脏中有-3>4存在"且血液与脾脏中病毒浓度

最大*%$+

( 应用抗 -3>4单克隆抗体的免疫荧光

和免疫组化技术在患淋巴囊肿病牙鲆的胃)肠)鳃

及表皮组织中发现有 -3>4

*%%+

( 有研究者用原

位杂交技术在牙鲆的胃)肝)性腺和肌肉中检测到

病毒"并推断病毒由口进入消化道"再进入血液进

行传播"还提出了病毒垂直传播的可能性*%#+

( 我

们也曾在牙鲆鳃)肠上皮下结缔组织和黏膜下层

中)脾)头肾边缘组织和表面系膜)肝表面系膜等

部位观察到淋巴囊肿细胞*%!+

( 本研究结果与以

上资料具有一致性"在牙鲆靶器官外周血白细胞)

鳃)表皮)胃)肠)肝脏)脾脏及头肾中皆检测到

-3>4的受体蛋白"但在肌肉及性腺中未检测到

-3>4受体"这种差异还有待于借助其他手段进

一步研究(

有关-3>4对牙鲆的感染及传播途径问题"

资料显示通过皮肤划伤感染实验"-3>4可通过

表皮感染鱼体*@+

( 透射电镜下"在牙鲆淋巴囊肿

细胞外的囊壁中观察到 -3>4粒子"说明病毒可

以从囊肿细胞释放出来而进入周围组织或环境

中*%@+

( 也有资料发现淋巴囊肿细胞破裂后释放

的病毒粒子进入组织及血液循环*%<+

"可以侵染鱼

类白细胞并在其中增殖*%"+

( 本研究在外周血白

&&"
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细胞)鳃)表皮)胃)肠)肝脏)脾脏及头肾中检测到

-3>4的受体蛋白"结合已有研究资料推测

-3>4可能通过与鳃)表皮及消化道上皮的受体

蛋白结合进入牙鲆体内"通过与外周血白细胞上

的受体结合侵染白细胞"进而通过血液循环扩散

到各组织器官"造成肝脏)脾脏)头肾等器官的感

染( 因此"利用 -3>4受体抗体阻断 -3>4与

鳃)表皮及消化道上皮的受体蛋白结合防止其进

入鱼体内"阻断-3>4与血液中白细胞的结合防
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囊肿病的一条途径(
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TQJQ[GPPIQMQ̂Q65UFQJP5[9JPGÊG:96PIQ:9UQRPGO9KQJP\7/J PIG\U9UQ:"F5J5O65J969JPGT5MGQ\#89T\$# %̀%

9JM !>C 9K9GJ\P#?7= SR :QOQUP5:U:5PQGJ 5[-3>4bQ:Q9UU6GQM P5 MQPQOP-3>4:QOQUP5:GJ PIQUQ:GUIQ:96
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#

FGJ %"# 9JM <$

#

FGJ 5PIQ:[GKR:Q\7

!'"


