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对虾 ΩΣΣς 人工感染螯虾及其检测 ∗
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提要 用对虾白斑综合症病毒k • ≥≥∂l人工感染淡水克氏原螯虾k Προχαµβαρυσχλαρκιιl o感染

组螯虾 v ∗ y §内全部死亡 ∀核酸探针点杂交两次检测感染螯虾的鳃 !胃 !血淋巴 o阳性检出率

分别为 |uh k|uh l o{|h k{yh l o{th kzxh l o对照为 tth kvh l oxh kxh l osksl ~光镜下可观

察到感染螯虾的胃 !鳃组织的靶细胞核肿大 !嗜酸性着染 o电镜下病变组织细胞核可见形态大

小与 • ≥≥∂ 一致的病毒粒子 ~病毒核酸原位杂交两次检测感染螯虾的胃 !鳃 o阳性检出率均为

tssh o对照阳性检出率均为 s∀结果表明 }对虾 • ≥≥∂ 可感染淡水克氏原螯虾 o病毒核酸原位杂

交是一种敏感特异的病毒检测方法 ∀

关键词 • ≥≥∂ o人工感染 o克氏原螯虾 o核酸探针点杂交 o核酸原位杂交

m 国家/ 九五0重点科技攻关资助项目 |y2ssx2sv2st2sv号 ~中

国科学院海洋研究所调查研究报告第 wuts号 ~海洋生物学

开放实验室研究报告第 uyz号 ∀

第一作者 }莫照兰 o出生于 t|yz年 o博士 o副研究员 o在研课

题为 / 鱼类病原菌致病因子的作用过程0 ∀ ∞2°¤¬̄} §̈ √¥¬2

²̄ � °¶q́ §¬²q¤¦q¦±

≠ 史成银 ! 黄 ∀ t||{∀ 一种新型的核酸探针采样液

≥∞�°2≥≥≤ ∀

收稿日期 }usss2tt2st~修回日期 }usst2sx2tt

对虾白斑综合症病毒k • ≥≥∂l是养殖对虾爆发性

流行病主要病原 o具有较广泛的宿主 o在海洋近岸及

虾池中几乎所有的甲壳类 !挠足类等均可检出阳性 ∀

到目前为止 o由于适合对虾病毒的细胞系尚未建立 o

以对虾为实验材料成本较高 o且带毒者多 o不宜作为

实验动物 o寻找适合该病毒的廉价的近缘动物作为研

究对虾病毒的动物模型是十分必要的 ∀螯虾是淡水甲

壳动物 o一年四季均可取材 o价格低廉 o本文进行了

• ≥≥∂ 对螯虾的人工感染 o并进行了组织细胞病理变

化的观察和病毒的检测 ∀

t 材料和方法

1 q1 螯虾

实验螯虾购自市场 o平均体重约 us ªo挑选活力

强的个体暂养于水槽中 o饲养温度 uw ∗ ux ε ∀

1 .2 ΩΣΣς 毒种

• ≥≥∂ 感染发病致死的中国对虾 o 保存于 p vx

ε ∀ 取病虾头胸部 o去头胸甲和肝胰腺 o称取 ts ª

加少许 °°�缓冲液 kvzy °°²̄r� �¤≤̄ ozqx °°²̄r�

�u≥� wotuq{ °°²̄r�≤¤≤̄ u # u� u� oyqx °°²̄r� �ª≥� w

# z� u� oxs °°²̄r�×µ¬¶# �≤̄ o³� zqul冰浴研磨匀浆 ~

ts sssµr°¬± w ε 离心 tx °¬±~上清液于 uw sssµr°¬± w

ε 离心 u «~沉淀悬浮于 v倍体积的 °°�ots sssµr°¬±

w ε 离心 x °¬±~上清液经 vxh k Ω/ Ωl蔗糖垫 tss sss

µr°¬± w ε 离心 v «o沉淀溶于 tss °̄ °°�o作为注射感

染实验的病毒液 ∀

1 q3 注射感染

暂养后的螯虾随机分组 o分别于第 tou腹节肌肉

注射 sqt °̄ 的病毒液 o对照组注射 °°�∀

1 q4 病毒核酸点杂交

点杂交探针为 ⁄��标记的 zss ¥³大小的 • ≥≥∂

特异性 ⁄��片段 ∀取螯虾的鳃 !胃区组织和血淋巴 o

以 ≥∞�°2≥≥≤采样液 ≠匀浆 o离心取上清 o参照宋晓玲
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表 1  ΩΣΣς 的核酸探针点杂交检测结果

Ταβ .1  ΩΣΣς δετεχτιον βψ ∆ΝΑ2δοτ ηψβριδιζατιον

组织 样品数

第 t次检测

阳性

感染组 对照组

阳性率k h l

感染组 对照组

第 u次检测

阳性

感染组 对照组

阳性率k h l

感染组 对照组

鳃 vy vv w |u tt vv t |u v

胃 vy vu u {| x vt u {y x

血淋巴 vy u| s {t s uz s zx s

等的方法 o将样品 ⁄��煮沸变性 o每样取 t Λª点样于

硝酸纤维膜上 otus ε 交连 vs °¬±oyx ε 预杂交 u «o

加入 ⁄��标记 • ≥≥∂ 探针 kus Λªr �l杂交过夜 o与碱

性磷酸酶 2抗 ⁄��抗体反应 o洗涤 !显色 !观察 ∀

1 q5 病理观察

取螯虾的鳃和胃用 ⁄¤√¬§¶²±χ¶ƒ��液固定 o按常

规方法制备石蜡切片 o 在显微镜下观察 ∀ 同时用

uqxh戊二醛固定螯虾的鳃和胃 o制备超薄切片 o进行

电镜观察 ∀

1 q6 病毒核酸原位杂交

原位杂交探针为 ⁄��标记的 xwz ¥³的 • ≥≥∂ 特

异性 ⁄��片段 ∀石蜡切片贴附于带正离子的载玻片

上烘干 o于二甲苯脱蜡 o复水 o经蛋白酶 �消化 o用冷甲

醛终止反应 o取出与杂交缓冲液孵育后加入 ⁄��标记

的 • ≥≥∂ 探针杂交过夜 o洗涤 o封闭液封闭 o与碱性磷

酸酶2抗 ⁄��抗体反应 o显色 o封片后以显微镜观察 ∀

u 结果

2 q1 人工感染及症状观察

感染螯虾于 v ∗ y §内全部死亡 ∀发病螯虾初期

无明显症状 o后期不摄食 o反应迟钝 o螯肢无力 ~濒死螯虾

血淋巴不凝固 ! 微红 o头胸甲易剥离 o肝胰腺颜色淡

黄 o腹节肌肉苍白 ∀对照组螯虾全部存活 o无异常症状 ∀

2 q2 点杂交

用核酸探针点杂交方法对感染组螯虾的鳃 !胃组织

和血淋巴进行两次检测k表 tlo在硝酸纤维膜上 o出现黑

褐色的斑点为阳性 o无显色反应的为阴性k图 t2xl∀结果

表明核酸探针点杂交具有较高的重复性 ~在进行杂交检

测时 o鳃和胃是较适宜的组织 ∀

2 q3 组织病理观察

濒死螯虾的鳃和胃经 �q∞染色后在显微镜下观察 o

可观察到上皮细胞 ! 结缔组织细胞以及血管内皮细胞 !

血细胞的细胞核均显著肿大 o核内有均匀的嗜酸性物

质 o染色质与核仁消失 ~细胞胞质浑浊 o细胞膜轮廓模

糊 o组织结构松散残缺 o呈现组织坏死状态k图 t2wl∀对照

组螯虾鳃 ! 胃组织细胞中未观察到均匀着色的病变细

胞 o细胞核形态瘦狭 o核内染色质 !核仁呈网状结构 o与

核质反差明显 o核膜 !细胞膜结构清楚 o细胞形态清晰可

辨 o组织结构完整 ∀

在电镜下 o感染螯虾的胃 !鳃组织细胞核可观察到

杆状病毒粒子 ∀病毒粒子横切面为圆形 o纵切面为杆状

而略带椭圆 o外被囊膜 o囊膜为双层结构 o有些病毒顶端

有乳头状结构 k图 t2ul∀其形态大小与描述的 • ≥≥∂一

致 ∀某些病变严重的细胞核几乎被杆状粒子充满 o并有

长晶格状物出现 o核内染色质消失k图 t2tl∀胞质核糖体

颗粒脱落 o线粒体 !高尔基体 !内质网等结构溃散 o仅见

膨大裸露的细胞核 ~有的核膜破裂 o病毒粒子释放出来 ~

在有些细胞的细胞质内可见有细菌的混合感染 ∀对照组

螯虾细胞结构和形态完整 o未见有杆状病毒粒子 ∀

2 q4 病毒核酸原位杂交

对螯虾病理组织石蜡切片进行病毒核酸原位杂交

检测 o细胞核均匀着紫蓝色者为阳性病变细胞 o未着色

细胞为阴性 ∀经过两次检测 o在检测的 ts个样品中 o发病

螯虾的胃 !鳃均为阳性k图 t2vlo对照组均为阴性 ∀

v 讨论

本文采用光镜 !电镜进行组织病理学观察 o同时应

用核酸点杂交和原位杂交检测病毒的特异性 o结果均表

明了 • ≥≥∂ 可感染淡水螯虾 ∀螯虾可作为进一步研究

• ≥≥∂的模式动物 ∀用于检测病毒的方法很多 o光镜和电

镜方法是观察组织病理变化和和病毒作用过程常用的

方法 o这两种方法都是在病毒感染 ! 大量增殖后才能观

察到 o当感染早期或潜伏期病毒量较少时 o难以观察到

病毒的存在 ∀将病毒粒子的特异性核酸片段进行标记 o

在硝酸纤维膜上与组织中提取的病毒核酸杂交 o可提高

病毒检测的灵敏度 o但由于核酸探针点杂交分析法是对
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图 t • ≥≥∂ 人工感染螯虾的组织病理观察和核酸杂交检测

t2tq晶格状排列的病毒粒子及长晶格状物kwssss≅ l~ t2uq一端具乳突状结构的病毒粒子kyssss≅ l~t2v固定组织核酸原位杂交 o箭头示上皮细胞和结

缔组织细胞核染紫蓝色 o组织结构松散坏死ktss≅ l~t2wq�q∞染色 o箭头示上皮细胞和结缔组织细胞核膨大 o核内嗜酸性着色ktss≅ l~t2xq核酸探针点

杂交 ∀

ƒ¬ªqt �¬¶·²³¤·«²̄²ª¬¦¤̄ ¬̈¤°¬±¤·¬²±¤±§⁄��«¼¥µ¬§¬½¤·¬²±¤¶¶¤¼²©¦µ¤¼©¬¶«¬±©̈¦·̈§¥¼ • ≥≥∂

t2t�¤¦∏̄²√¬µ∏¶¤µµ¤±ª̈§¬±¦µ¼¶·¤̄̄¬·̈¤±§·«̈ ²̄±ª¦µ¼¶·¤̄̄¬±̈ ¦²∏̄§¥̈ ¶̈ ±̈kwssss≅ l~t2u �¤ª±¬©¬¦¤·¬²±²©¥¤¦∏̄²√¬µ∏¶º¬·«·¤¬̄kyssss≅ l~t2v≥̈ ¦·¬²±²©·¬¶¶∏̈ ινσιτυ

«¼¥µ¬§¬½̈ §º¬·«⁄��2⁄��²©• ≥≥∂ o·«̈ ±∏¦̄̈ ¬²©̈ ³¬·«̈ ¬̄∏°¦̈¯̄¶¤±§¦²±±̈ ¦·¬√̈ ·¬¶¶∏̈ ¦̈¯̄¶¬±§¬¦¤·̈§¥¼·«̈ ¤µµ²º¶º̈ µ̈ ³µ̈¦¬³¬·¤·̈§º¬·«¥̄¤¦®¥̄∏̈ ¦²̄²µo·«̈ ¶·µ∏¦·∏µ̈

²©·¬¶¶∏̈¶̄²²¶̈±̈ §¤±§¥̈¦¤°̈ ±̈ ¦µ²¶¬¶ktss≅ l~t2w �q∞q¶·¤¬±¬±ª²©·¬¶¶∏̈ o·«̈ ±∏¦̄̈ ¬²©̈ ³¬·«̈ ¬̄∏°¦̈¯̄¶¤±§¦²±±̈ ¦·¬√̈ ·¬¶¶∏̈ ¦̈¯̄¶¬±§¬¦¤·̈§¥¼·«̈ ¤µµ²º¶º̈ µ̈¬±©̄¤·̈§

¤±§¶·¤¬±̈ §¤¦¬§²³«¬̄¬¦¤̄̄ ¼ktss≅ l~t2x⁄²·2⁄��«¼¥µ¬§¬½¤·¬²±²©§¬¶̈¤¶̈§¦µ¤¼©¬¶«º¬·«·«̈ ·¬¶¶∏̈ ²©ª¬̄̄ o¶·²°¤¦«¤±§«¤̈ °²̄¼°³«q

从发病螯虾组织提取的病毒 ⁄��进行检测 o病毒 ⁄��

的含量直接影响检测的灵敏度 o特别是病毒量少的带毒

者更难以检测到 ∀因此为了提高病毒检测的特异性和灵

敏度 o目前普遍采用固定组织核酸原位杂交方法 o这种

方法无需提取组织的病毒 ⁄��o依然保持组织与细胞形

态的完整性 o用核酸探针直接检测细胞内的靶核酸序

列 o对细胞中含量极低的靶序列有极高的敏感性 ∀实验

结果也表明了核酸原位杂交方法比点杂交具有较高的

灵敏度 ∀

此外 o免疫学检测方法和将 °≤� 技术与原位杂交结

合的原位 °≤� 技术也广泛地被人们用于病毒的检测 o特

别是后者能在完整的细胞标本上检出单拷贝的 ⁄��序

列 ∀因此特异敏感的检测手段为定位病毒感染的组织和

器官 o深入地研究病毒感染途径提供可行的方法 ∀
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