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三角帆蚌瘟病的组织病理研究

邵健忠 项黎新 李亚南

(杭 州大学生物研究所
,

张明洲 毛树坚

3 1 0 0 1 2 )

提 要 对健康及患瘟病三角帆蚌的 13 种脏器组织作了系统的形 态结构观察和组织化学

分析
,

结果表明
,

三角帆蚌瘟病的组织病理变化主要集中在病蚌的肝脏
、

胃和直肠等组织
。

病毒侵

袭蚌体后
,

肝脏的吸收细胞
、

未成熟细胞以及 胃
、

直肠的纤毛上皮细胞内出现病毒包涵体
,

D N A 和

R N A 等正常代谢受到抑制
,

A K P 和 A C P 酶的活性和分布发生异常
,

细胞内消化作用受阻
,

最后病

变细胞解体
,

导致肝脏
、

胃和直肠等的广泛受损
。

病蚌因消化系统坏死和 消化功能丧失而死亡
。

还

就正常三角帆蚌消化系统的结构与功能作了探讨
。

关键词 三角帆蚌瘟病
,

嵌砂样病毒
,

贝类组织病理
,

三角帆蚌

三角帆蚌 (场
ir oP

: i: : u m 动 g “ L e a )瘟病是 目前我国贝类养殖和育珠生产中危害最为严重

的传染性蚌病
。

国内自70 年代末开始其病原的研究
。

倪达书等 [ 1 9 8 2 ]曾报道该病是由斑点气单

胞菌的一个变种所引起
;
张治国等 [ 1 9 8 6」和沈志荣等「1 9 8 6 ]确认为病毒性蚌病 ; 1 9 8 7年分离到

病原病毒
,

经理化性质等初步鉴别
,

认为具有嵌砂样病毒 ( A r e n a vi r u S )的特征
,

暂定名为三角

帆蚌瘟病病毒 ( yH
r iop

s i s c u m i n g i i p l a g u e v i r u s ,

H e P v ) [张治 国等
,

1 9 5 7 ]
。

最近
,

邵健忠等

[ 19 9 a3
,

1 9 93 b习报道 了 H c P v 的精细结构与基 因组及多肤的研究
;
并发现瘟病的性质与消化

系统代谢紊乱有关
。

为了进一步探讨三角帆蚌瘟病的发病机理
,

本文报道其组织病理研究结

果
。

材料与方法

健康蚌

2一 3龄健康三角帆蚌 1 00 余只
,

取自浙江省德清县水产养殖公司蚌养殖基地
,

蚌体长 10 一

1 7 o m
。

实验前置水族箱
,

2 5 C 人工饲养30 天以上
,

经检查确证无病后供作对照和人工感染试验

用
。

自然发病蚌

取 自德清地区疫点已植片或未植片的2一 3龄发病育珠蚌
,

濒死前解剖观察
,

确认具有典型

瘟病症状后取样
。

收稿日期
:
1 99 4

一 0 1
一

1 0
。
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人工感染病蚌

按邵健忠等 [ 1 9 9 3
a
]报道 的蔗糖密度梯度离心法从 自然发病的病蚌组织分离三角帆蚌瘟

病病毒 ( H eP V ) ;然后采用 R e e d
一

Mn u e ch 法测定其对蚌体的半数致死剂量 I
J

D
S。 ,

并以 l o o I
J

D
: 。

的量从斧足与内脏团交接处注射健康蚌
。

感染后维持水温 25 C
,

在发病早期及后期显症后分别

取样
。

病理组织切片法

选用 自然发病和人工感染发病的病蚌各 7只
,

健康对照蚌 4只
,

分别取小块外套膜
、

生殖腺
、

鳃
、

心室
、

心房
、

闭壳肌
、

斧足
、

肾
、

食道
、

胃
、

肝脏
、

肠道和直肠等 13 种脏器组织
,

用 eZ
n ke r 氏液

固定
,

按常规法制成 5一 6 拼m 厚的石蜡切片
,

苏木精 一伊红 ( H
.

E
.

)染色
,

iN ko
n 万能显微镜观

察并照相
。

.

5 组织化学法

以上健康蚌和病蚌的 13 种脏器组织
,

分别用冷丙酮或 Z e n k e r 氏液固定
,

石蜡包埋切片
,

G o m o r i 氏钙一钻法显示碱性磷酸酶 ( A K P ) 「B a n e r o f t 等
,

1 9 8 2 ;
郑德崇等

,

1 9 8 6 ]
、

M e D e n d e l

氏改良法显示酸性磷酸酶 ( A C )P 「C ul h gn
,

1 9 6 3 ]
、

M a

nn 氏伊红一 甲基蓝染色法显示病毒包涵

体
、

汞一滨酚蓝 ( H g
一

B P B )染色法和蛋 白酶消化法显示酶原和蛋白质颗粒
、

过碘酸 一 S c hi ff 试

剂 ( p A S ) 反应 和糖昔 酶消 化法 显示糖 原和 杯状 细胞 [苗菊 生等
,

1 9 5 0 ; B e r g m e y e r ,

1 9 5 3 ]
、

F e u l g e n 反应及 D N a s e 消化法显示 D N A
、

B r a c h e t 反应及 R N a s e 消化法显示 RN A [K ie r n a n ,

1 9 90 ; S a m b r o o k
,

1 9 8 9 ]
。

2 结果

l庙诊症状

三角帆蚌瘟病主要发生于二龄以上 已植片或未植片的育珠蚌
。

病蚌症状表现为闭壳肌收

缩无力
,

贝壳不能紧闭
,

对外界刺激反应迟钝
,

斧足紧缩不伸展
。

进水孔和排水孔纤毛收缩
,

滤

过作用降低
,

滤食和排粪减少
,

直至完全停止
。

打开 贝壳后可见肝脏由原来的暗绿色变为棕黄色或深褐色
,

并呈糜烂状
。

肠道壁轻度肿

胀
,

肠内无食物
。

胃部幽门盲囊 内晶杆体萎缩或消失
。

人工感染的病蚌在 25 ℃水温下
,

一般两周

左右出现瘟病症状
,

20 天后陆续死亡
。

脏器的组织病理变化

通过对健康蚌和病蚌 13 种脏器组织的系统切片观察
,

显示三角帆蚌瘟病的组织病理变化

主要集中在消化系统的肝脏
、

胃
、

肠道和直肠等组织
,

其它脏器未见明显的异常变化
。

2
.

2
.

1 肝脏的组织与组织病理观察

2
.

2
.

1
.

1 对照 组正常三 角帆衅肝脏 的组织与细 胞结构

三角帆蚌的肝脏又称消化盲囊
,

是蚌体最主要的消化器官
。

组织切片显示它 由众多分支的
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涵体的 F e ul g en 和 p A S染色呈阴性
,

对 D N a s e l 或 D N a s e 卫 ( S i g m a 产品
,

0
.

1 m g /m l
,

作用液

为 0
.

0 0 5 m o l / x
J

M g e l
: ,

0
.

0 2 m o l / x
J

N a A e ,

p H 5
.

0
,

3 7 e Z h r )和两种葡糖昔酶均 不敏感
,

而

B r a e h e t 和 H g
一

B P B 染色呈强阳性
,

经 R N a s e A ( S ; g m a 产品
,

0
.

1 m g / m l
,

作用液 0
.

0 1 5 m o l / I
J

N a e l
,

0
.

0 1 nr o l / I
J

T r i S
一

H c l
,

p H 7
.

5
,

3 7 (
·

Z h r ) 和胰蛋白酶作用后染色程度大大下降
,

说明包

涵体是一种以 R N A 和蛋白质为主的核糖核蛋白结构
,

是病毒复制或装配的主要场所
。

在包涵

体丰富的病理细胞中
,

可见细胞 自身的 D N A 和 R N A 显色反应明显减弱
,

提示病毒在增殖过

程中对宿主细胞的正常代谢是有明显抑制作用的
。

病变后期
,

吸收细胞等大量解体
,

肝小管破裂
,

肝总管内部分纤毛上皮细胞也受到破坏
。

管

间结缔组织 中胶原纤维变得稀疏
、

断裂
。

脂肪细胞大量溶解
,

部分血管破碎
,

肝组织广泛受损

(图版 I
,

4一 8 )
。

2
.

2
.

2 胃的组织与组织病理观察

2
.

2
.

2
.

1 对照组正常三 角帆衅胃的组织与细胞结构

三角帆蚌胃的组织结构主要包括单层柱状纤毛上皮细胞构成的上皮和其下结缔组织两部

分
。

胃上皮 比肠道上皮略厚
,

约 60 拼m
,

局部区域有褶皱并加厚
,

可达 1 50 拼m
。

腔面一侧的细胞

游离面有大量长 10 一 15 胖m 的纤毛覆盖
,

其下有一排染色较深的基体以及长 30 拼m 左右的圆

锥形纤毛小根
,

从基体伸出并向下延伸入细胞质中
。

上皮细胞的核呈椭圆形
,

位于细胞的基底

部
,

细胞间夹有少量近 白色透 明的杯状细胞
,

有些在顶端开 口分泌出粘液而呈空泡状
。

杯状细

胞可用 P A S 反应显色
,

具有典型的粘液细胞的特征
。

上皮细胞基底可见上皮所贴靠的基膜
。

基膜下是丰富的结缔组织
,

内含胶原纤维
、

成纤维细胞
、

变形细胞和各类球状颗粒细胞
,

并有丰

富的血管分布
。

多数血管仅由单层扁平内皮细胞构成
,

内含变形细胞和球状颗粒细胞
,

其形态

等特征与结缔组织中的同类细胞相一致
。

变形细胞体积较大
,

形态多变
,

胞浆内有粗大的颗粒

和吞噬泡结构
,

可见伪足状突起伸出
,

细胞核偏靠一侧胞膜
,

有较高的 A C P 酶的活性
。

球状颗

粒细胞大小不均一
,

小球状细胞呈现较强的嗜碱性
,

只有少量细胞质包围在核的周围
。

大球状

细胞胞浆丰富
,

其中挤满了 P A S 染色阳性的嗜伊红颗粒
,

表明是丰富的粘液泡结构
,

具有分

泌细胞的特征
。

这些结果与刘小明等 [ 1 9 9 1习对外套膜结缔组织所作的观察结果是相一致的
,

提

示结缔组织细胞与血细胞之间存在着一定的同源性
。

结缔组织下可见少量不连续的环肌和丰

富的脂肪组织层
,

通过脂肪组织与周围的肝小管相连 (图版 n
,

1一 5 )
。

2
.

2
.

2
.

2 胃的 组织病理变化

胃的病理变化也非常明显
。

病变早期
,

上皮细胞腔面一侧的胞浆中出现病毒包涵体
,

细胞

发生肿胀
,

严重者胞浆向胃腔膨胀外逸而鼓出细胞外
,

形似
“

出芽
”

状
。

组织化学反应结果显示
,

胃上皮细胞中 A K P 酶的活性较高
,

且集中分布在基膜处而区别于肠道等分布于腔面纤毛层

下
。

病理状态下
,

A K P 酶的显色反应异常加剧
,

活性大幅度增高
,

并向结缔组织扩散
,

这是 胃组

织病变早期最 明显的病理特征之一
,

其意义值得作进一步深入探索
。

病变后期
,

胃上皮与结缔

组织剥离
,

上皮细胞出现空洞
,

纤毛层脱落
,

上皮和结缔组织 中有大量变形的吞噬细胞浸润和

积聚
,

最后细胞解体
,

上皮破裂
。

同时胶原纤维萎缩或断裂
,

结缔组织呈破网状
,

部分脂肪细胞

解体
,

脂肪组织出现空洞 (图版 兀
,

6 一 1 1 )
。

2
.

2
.

3 直肠的组织与组织病理观察

2
.

2
.

3
.

1 对 照组正常三 角帆蚌直肠的组织 与细胞结构

三角帆蚌的直肠位于蚌体背面
,

穿越围心腔和心室
,

其形态结构除直肠上皮
、

上皮下结缔
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总管输出后参与细胞外消化
。

因此
,

胃特别是肠道除了将不能利用的食物排出蚌体外
,

其上皮

细胞还可能担负部分吸收功能
。

此外
,

肝脏和肠道等组织中存在的变形细胞也可能穿越于组织

间
,

参与猎获食物
,

行使部分细胞 内消化作用
。

三角帆蚌瘟病的组织病理变化主要表现 为肝脏的肝小管和 胃
、

直肠等消化道上皮的损

伤
。

H c P V 通过侵染肝脏的吸收细胞
、

未成熟细胞和消化道的纤毛上皮细胞
,

一方面在细胞质

内复制增殖
,

形成大量具有核糖核蛋白性质的胞质型病毒包涵体
,

并引起裂解性细胞病变
,

从

而直接造成宿主细胞形态结构的损伤
,

导致组织坏死
。

另一方面还使宿主细胞的正常代谢受到

抑制或发生异常
,

功能出现漳碍
,

也可加速组织的变性和坏死
。

如肝脏吸收细胞的细胞 内消化

作用受阻
,

吞噬物大量积聚而导致消化泡扩张
,

细胞肿胀
,

很可能加速细胞解体
,

消化管破裂
,

而其中消化酶随之释放
,

又可能进一步导致周围结缔组织等的 自溶
,

造成肝组织广泛受损
。

同

时胃和肠道组织中 A K P 酶等的异常变化
,

也可造成消化道正常的物质吸收和转运功能出现

紊乱
,

甚至失去其应有的机能
,

加速病蚌的死亡
。

张治国等泣1 9 8 7二曾在三角帆蚌瘟病的电镜研究中初步观察到病蚌的肝脏和肠上皮细胞中

有侵染的病毒颗粒
,

病毒积聚在胞浆和 内质 网中
,

使细胞呈现高度的空泡化变性
。

邵健忠等

[ 1 9 9 3
a ,

1 9 9 3b 二曾从该两种组织中分离出瘟病病毒
,

并发现其中同工酶谱的表型存在明显的病

变
。

张元培等二1 9 9 3 ]则在肝脏 中观察到嗜酸性病毒包涵体
,

并认为病毒是通过蓝藻介导侵染消

化道的
。

这些结果从不同角度反映出三角帆蚌瘟病与消化系统的异常变化有关
,

与本文的报道

结果是相符合的
。

因此可以认为三角帆蚌瘟病是一种病毒性消化器官坏死病
。

该结果可以为生

产上开展三角帆蚌瘟病的防治提供重要依据
。

作 者中的张明洲现在浙江 农业 大学环境科学来
。

工作 中得到浙江省德清县珍珠研 究所沈志 荣
、

李欣扬 和

吴碧文 同志的大力支持 和帮助
,

并由 吴碧文 同志协助病蚌和毒株的收集工作
,

特此一并致谢
。

浙 江省 自然科学墓金 资助 的部 分工 作
。
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