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中国对虾淋巴组织培养细胞中立克次氏体增殖的形态学研究 m

ΣΤΥ∆Ψ ΟΝ ΤΗΕ ΜΟΡΠΗΟΛΟΓΨ ΟΦ ΤΗΕ ΓΕΝΕΡΑΤΙΟΝ ΟΦ ΤΗΕ

ΡΙΧΚΕΤΤΣΙΑΛΕΣ ΙΝ ΧΥΛΤΥΡΕ∆ ΛΨΜΠΗΟΙ∆ ΦΙΣΣΥΕΣ ΟΦΣΗΡΙΜΠ

Πεναευσχηινενσισ

汪 岷 t 姜 明 u 樊廷俊 t 刘晓云 u 汪晓峰 t 徐怀恕 t

k
t 青岛海洋大学生命学院 uyyssvl

k
u 青岛海洋大学测试中心 uyyssvl

关键词 中国对虾 o立克次氏体 o淋巴组织 o组织培养

∞÷°� ∞≥≥ �̈··̈µ¶

快报

自 t||y年以来 o引发对虾病害发生和流行的病

原体日趋复杂 o病毒 !原核生物的混合型感染成为病

害的主要特点 ∀立克次氏体是一种原核生物 o是导致

对虾发病的重要病原体之一 ∀目前关于对虾立克次氏

体样病原的研究国内外系统报道的较少 o现有报告主

要是自然发病的对虾个体的病灶组织病原体的检测

m 国家/ {yv0课题资助项目 {t|2sw2sw号 ~联合国教科文组

织资助项目 ��∞≥≤ � {yt qvx| q{号 ∀

收稿日期 }usss2st2tw ~修回日期 }usss2st2ut

排放的控制

t|{{年石岛海带育苗场曾经报道过在实际的采

苗过程中 o遇到了排卵不排精的实际困难 o他们观察

到精子和卵子的排放有一定的周期性 ∀作者的室内培

养实验结果表明 o常用的阴干的方法对于这种海藻并

不是促进卵子和精子排放的必须手段 ∀即使培养在水

体中 o也可以实现高效率的卵精排放和受精 ∀多次的

室内实验观察结果表明 o卵子和精子的排放有一定的

周期性 o生殖托需要一定的培养周期才能完成排卵 o

其中的生物学机制现在还不完全清楚 ∀大体上来看 o

有两个阶段是必定无疑的 o第一个阶段是卵子和精子

的同步成熟 o第二个阶段是一定环境条件诱导卵子和

精子的排放 ∀根据已经有的资料和这项研究的结果所

推测的可能生物学过程是 o在同一批成熟的雌生殖托

当中 o部分前期排放卵子 o引发其他生殖托的排放k正

反馈过程l ∀排放的卵子和同时分泌的黏液中含有某

种能够促进精子的排放或者激化精子的化学物质 o使

得精子能够和卵子结合完成受精过程 o这个假设需要

进一步的实验证实 ∀

无论具体的过程如何 o离体的生殖托可以在控制

的条件下完成性成熟 o并完成多次排卵和受精表明 o

利用离体培养的生殖托来实现高效率的受精和种苗

生产是可能的 ∀同直接使用种菜藻体进行采苗相比 o

使用离体培养的生殖托的最大优点是可以很容易的

实现卵子和精子的性成熟诱导以及同步排放 o从而可

以有效地利用有限的种菜采集幼体 o实现高效率的种

苗培育 ~其次 o受精卵的采收技术可以保证每一个受

精卵都能发育生长成正常的植株 ~最后 o生殖托离体

培养在技术上使得不同品系之间的杂交变的容易实

现 o提高了可操作性 ∀
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以及病理学的研究≈t  ∀在对虾细胞培养环境条件下 o

立克次氏体的增殖方式及致病性等方面的研究尚未

见报道 ∀作者在细胞培养条件下 o系统地研究了立克

次氏体的形态 !病理及其增殖规律 ∀本文报道中国对

虾淋巴组织培养细胞中立克次氏体增殖的形态学研

究 ∀

t 材料和方法

1 q1 材料

实验用对虾为中国对虾 kΠεναευσ χηινενσισ) ,

于 t|||年的 | ∗ ts月采自青岛地区对虾养殖场活对

虾 ∀养殖对虾体长为 ts ∗ tt ¦° ∀

1 q2 方法

t qu qt 淋巴器官的组织培养 将对虾放于消

毒海水k其中含有青霉素 t sss ��r °̄ o链霉素 t sss

Λªr°̄ l中过夜 o再用 zs h的酒精浸泡 us ∗ vs ¶o进一

步消毒体表 o在无菌条件下摘取淋巴器官 o放入自制

的 对 虾 培 养 基 k � §̈¬∏° ²© ° ±̈¤̈¬§ ≥«µ¬°³o

� °≥l ∀培养基内含有青霉素 uss ��r°̄ o链霉素 uss

Λªr °̄ ∀将组织剪碎成 t °°
v 左右的碎块 o放入 ux

¦°
u 进口塑料培养瓶中 o加入 � °≥ 生长培养基 k含

us h小牛血清lx °̄ o在 ut ε 培养箱中培养 ∀每 v ∗ w

§换一次培养液 o每天观察细胞生长状况 ∀

t qu qu 培养细胞超薄切片的制备 用培养液

将培养瓶内贴壁生长的对虾淋巴组织细胞洗 v次 o用

细胞刮刀将培养的细胞刮下 o放入 w ε 的 u qx h戊二

醛固定 ∀用 u qx h磷酸盐缓冲液k³�z qsl漂洗 v次后

再用 t h锇酸溶液固定 !梯度乙醇脱水 !∞³¶²±{tu树

脂包埋 ! ���超薄切片 ! 醋酸铀和柠檬酸铅双重染

色 o样品在日立 �2zsss型透射电镜下观察并摄影 ∀

u 结果

2 q1 对虾健康情况与组织培养结果

所用对虾从表面上看均健康 o肝胰腺 !心脏未发

现异常 o但有些个体的淋巴器官肿大 ∀体外对虾淋巴

器官培养细胞为成纤维样贴壁细胞 o在培养 v §后细

胞内出现颗粒 o并逐渐增多 o培养液未见混浊 ∀培养 u

周左右 o部分细胞脱落 ∀

2 q2 电镜检查

培养 u周左右 o将仍然贴壁的细胞刮下 o进行超

薄切片和透射电镜观察 ∀研究表明 o大量立克次氏体

布满培养细胞的细胞质 k图 t2tl o大小约 s qu ∗ s q|

Λ° o细胞核内未发现立克次氏体k图 t2ul o表明立克

次氏体主要在细胞质内增殖 ∀同时 o我们还观察到立

克次氏体的增殖方式 o有的进行典型的二分裂 o在个

体中央横裂成两个相等大小的子代 k图 t2vl o也可不

对称地在偏于一端处分裂 k图 t2wl o有时延长的立克

次氏体可出现多个分裂点 k图 t2wl ~有的立克次氏体

呈典型的出芽生殖 k图 t2ul o以出芽方式进行增殖的

立克次氏体形成小球形的个体 o直径 s qt Λ° 左右 o

电子密度较高 ∀立克次氏体一般在包涵体内增殖 o包

涵体周围包有一层膜 o内部有大量不同形态 !大小和

电子密度的立克次氏体k图 t2tl ∀在包涵体之外 o也可

观察到许多散在的立克次氏体k图 t2xl ∀从立克次氏

体增殖的形态学研究表明 o立克次氏体在培养细胞内

增殖的规模大且速度快 ∀大量增殖的立克次氏体充满

细胞质 o对细胞结构造成了不同程度的损害 o表现为

细胞膨大或变形 o细胞器溶解k图 t2yl ∀

v 讨论

立克次氏体在对虾淋巴组织培养细胞中增殖的

方式 o主要有 u种 o一种是典型的二分裂增殖 o一种是

出芽增殖 ∀以二分裂方式进行的增殖形成较大的个

体 o以出芽方式进行的增殖则形成电子密度较高的小

球形个体 ∀两种个体在感染能力等方面是否有差别 o

还有待于进一步的研究 ∀

某些立克次氏体可以在细胞核内繁殖 o但本文未

在细胞核内发现立克次氏体 o而在细胞质内发现大量

立克次氏体 o作者认为对虾立克次氏体不易通过核膜

或者是细胞质较细胞核更利于立克次氏体繁殖 ∀在细

胞质内我们观察到大量包涵体 o包涵体的膜可能是细

胞膜 o是立克次氏体进入细胞时 o由于细胞胞饮作用

而形而增大 o机理还不清 ∀立克次氏体在培养细胞中

以散在的和包涵体的方式存在 o其形态较组织内的立

克次氏体形态更为多样 ∀

立克次氏体感染细胞 o造成培养细胞的病变及死

亡 o表明立克次氏体具有一定的感染能力及致病性 o

可以导致细胞死亡 ∀立克次氏体在培养细胞中快速和

大面积感染的机理有待于深入研究 ∀

上述研究结果表明 o我们在实验室环境下实现了

研究立克次氏体及其增殖方式的可能性 o为我们进一

步研究立克次氏体的增殖规律及致病途径提供了有
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效的研究条件 o对深入开展对虾病害综合防治具有重要意义 ∀

图 t 中国对虾淋巴组织培养细胞中的立克次氏体及感染立克次氏体细胞的细胞核电镜照片

t2t 电镜观察下的中国对虾淋巴组织培养细胞的细胞质中大量立克次氏体k�l及其包涵体k�l o� 2̈包涵体的膜k ≅ tv sssl ~t2u 在细

胞核 k�l 内未观察到立克次氏体 k ≅ { {ssl ~t2v 在个体中间正在进行二分裂的立克次氏体 k�t l 和正在进行出芽生殖的立克次氏体 k�u l

k ≅ t{ sssl ~t2w 在个体一端正在进行二分裂的立克次氏体k�v l和具有多个分裂点的立克次氏体k�w l k ≅ vv sssl ~t2x 包涵体外散在的立

克次氏体k�l k ≅ t| xssl ~t2y 感染立克次氏体细胞的细胞核k�l变化k ≅ tu xssl ∀
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