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提要 于 1992 一 199 3 年
,

用兔抗对虾肝胰腺细小病毒 Ig G 和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

Ig G 建立免疫组织病理检测技术
,

并用来对肝胰腺细小病毒感染的中国对虾肝胰腺组织作病

理学分析
。

该方法利用抗原一抗体之间特异性结合的特点
,

首先令兔抗肝胰腺细小病毒抗体与

相应的病毒成分结合
,

然后以酶标记的羊抗兔免疫球蛋 白抗体与已结合到病毒上的抗体作

用
,

并通过酶显色反应
,

揭示病毒和相应病变结构的存在
。

结果显示
,

免疫酶染色技术将病毒

包涵体和因病毒感染而肿胀的细胞核染成金黄至棕色 ; 病毒可游离存在于细胞核腔和核膜内

面 ; 完整的包涵体常脱落到肝胰腺管管腔内
。

从而提示
,

中国对虾肝胰腺细小病毒多以脱落包

涵体的形式造成水平传播 ; 从细胞病理角度
,

细胞病变应分为细胞核肿胀的早期
、

包涵体形成

的中期和细胞破裂释放包涵体的后期三个阶段
。

研究结果从一个侧面证实了肝胰腺细小病毒

的致病性特征
。

关键词 免疫酶染色 肝胰腺细小病毒 中国对虾 免疫病理学

学科分类号 5 945
.

1

对虾肝胰腺细小病毒是多种对虾的重要病毒性病原体之一
,

常规组织病理分析的结

果证实
,

其致病特点是在感染的幼虾或成虾的肝胰腺上皮细胞内形成核 内包涵体 (薛清刚

等
,

19 9 2 a
,

b ; Li g htu er 。 t a l
,

19 5 5
,

1 9 5 7 )
。

该病毒最初正式报道时因缺少对一些基本特

性 的 了解 而 暂 时称 为肝 胰腺 细 小 样病 毒 (He pato p
anc

re ati c Parv o-- h ke Vi ru s
,

H PV
,

Li gh tue
r el al, 198 5)

。

作者等近期的研究 已证实
,

该病毒确属细小病毒科 (薛清刚等
,

199 6)
。

然而
,

以往的一些分析都是基于组织切片结合常规染色 (如 H E 染色 )和电子显微

镜观察
。

由于这些方法在敏感性或特异性方面存在的缺陷
,

使深人认识病毒感染的发生

机制
、

传播方式等在一定程度上受到 了限制
。

基于 以上原因
,

本研究在建立特异性免疫组

织病理学检测技术的基础上
,

对肝胰腺细小病毒感染 的中国对虾肝胰腺组织进行分析
,

以

期在病理学上对病毒感染有更深人的了解
。

,

国家 自然科学基金资助项 目
,

3 9 0 0 0 0 8 3号
;
另受国家攀登计划B

,
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.
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男
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1 材料和方法

试验于 1 9 9 2 年 1 0 月一 19 9 3 年 5 月进行
。

L l 试剂

本试验中所用辣根过氧化物酶标记 的羊抗兔 Ig G (以下简称 H Rp - Ig G )购 自卫生部上

海生物制品研究所
,

特异性效价 1 :2 0 00
。

1
.

2 兔抗对虾肝胰腺细小病毒特异性 Ig G (简称 Pv
一Ig G )的制备

制备方法见薛清刚等 (1 9 95)
,

试验中所使用的 Ig G 浓度为 0
.

19 / L (以蛋白质计 )
。

L 3 组织切片

中国对虾 (Pe ne
a “: 。h in en sis )于 1 9 9 2 年 9 月采集于青岛市沙子 口镇对虾养殖场

。

将

病虾头胸部用 L抽v id son 固定液 固定 24 h 以上
,

取肝胰腺按常规乙醇逐级脱水
、

浸蜡
、

石蜡

包埋
,

切成 5一7 “m 薄片
。

一部分切片作常规苏木素一伊红 (H E) 染色
,

另一部分进行免疫

酶染色
。

1
.

4 组织切片的免疫酶染色过程

综合参照刘彦仿 (19 90) 和杨景山 (1 9 9 0) 等的方法
。

基本过程 为
:

石蜡切片经二 甲苯

脱蜡
、

逐级 乙醇人水后
,

在室温下用 0
.

lm of / L 磷酸缓冲液 (pH = 7
.

4) (以下简称 PB s) 漂

洗 sm in
。

切 片上加 甲醇配制 的 0
.

5% 乓0 2
溶液作用 3 o m in

,

以封 闭内源性 过氧化物酶
。

用 PB S 漂 洗 2一 3 次
,

每 次 10 m in
。

滴 加 3% 牛 血 清 白 蛋 白 (P B S 溶 解
,

以 下 简 称

B SA 一PB S )使之完全覆盖切片
,

并在 室温下作用 3 0m in
。

吸掉 B S A 一PB S
,

在切片未干 时

滴加适 当稀释 的 PV
一Ig G

,

放湿盒 内置 4℃温育过液
。

用含 0
.

02 % T w ee 二20 的 PB S (以下

简称 T-- PB s) 洗片 3 次
,

每次 sm in
。

滴加用 B s左PB s稀释的 H R p ‘Ig G
,

置湿盒 内室温下

温育 6 om in
。

用 下PB s洗片 2 次
,

每次 sm in
,

换用 o
.

o sm o l / L T 五s一H e l(pH = 7
.

6 ) (以下

简称 TB )漂洗 2 次
,

每次 Z m in
。

滴加新鲜配制的 3
,

3一二氨基联苯胺 (D A B )
,

在显微镜下

观察显色过程
,

至特异性着色部位与背景达到反差最大时 (室温下 一般为 15 一30 m in)
,

用 T B 漂洗
,

然后用 自来水小心冲洗
。

最后用伊红衬染 0
.

5一 l
.

Omi n
,

或直接常规脱水
、

透

明
、

封固
。

o LY M p u s B H 光学显微镜下观察
。

正式试验 中所选用 的两种抗体的滴度均

是通过预试验选择确定 的
。

2 结果

2
.

1 免疫酶染色的典型表现

肝胰腺细小病毒感染的中国对虾肝胰腺组织经免疫酶染色后 的结果
,

示于图版 I
:
1

。

可以看出
,

有病毒包涵体的肝小管上皮细胞 的细胞核及其内部的包涵体
,

被染成金黄色或

棕褐色 ; 而用伊红衬染 的细包质呈微红色
,

未衬染者则几乎透明无色
。

病毒包涵体和含包

涵体的细胞核与细胞质之 间存在明显 的颜色反差
。

相 反
,

无病毒感染的细胞核并不 出现

类似着色现象
。

2. 2 包涵体外游离存在的病毒

观察表明
,

除细胞核 因包涵体的存在而肿大以及包涵体本身被特异性染色外
,

整个细

胞核腔隙都有特异性着色 (图版 I:

2)
。

核 内腔隙无着色物质者
,

则显示有核膜的特异性着

色
,

使核膜显得厚而 内面不光滑 (图版 I
:

3)
。

这些都与图版 I
:
4 中用常规 H

.

E 染色所显示

的典型包涵体及其宿主细胞的特征有明显不同
。

由于切片中已显示正常细胞核的核质及
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核膜均不能被特异性染色
,

所 以
,

可以肯定这些包涵体以外 的着色是 由游离病毒的存在所

致
。

比较不同部位的染色强度
,

可以看出均质状的包涵体内部较核腔或核膜着色浅
,

说明

包涵体内物质 比游离成分的抗原性弱
。

这提示
,

病毒包涵体的基本构成除病毒颗粒外还

有一些不属于病毒结构的基质
。

另外
,

有些肿大 的细胞核也显示着色
,

着色处与边界清楚

的圆形或椭 圆形包涵体不同
,

其形态不规则
,

表面有细丝状结构与核膜联结 (图版 I
:

3)
。

这种病变细胞在 H
.

E 染色的切片中只是表现为细胞核增大
,

为此
,

往往被认为是核仁肿胀

而难 以作出病毒感染的判断
。

2. 3 病毒包涵体的脱落与释放

肝胰腺细小病毒包涵体从感染的宿主细胞内脱落和释放的过程示于图版 I
:
5一7

。

从

图版 I
:
5 中可以看出

,

包涵体正在向肝胰腺小管内脱落
。

脱落部位的肝胰腺小管内膜已不

连续
,

病变细胞的细胞质消失
,

但包涵体尚在核 内
,

只是 已紧贴管腔处的核膜
。

图版 I
:
6 中

显示的包涵体已脱离宿主细胞
,

开始离开管壁
,

并 已从核内游离出来
。

而在图版 I
:
7 中

,

包

涵体 已完全游离在肝胰腺小管管腔 中
。

在整个脱落与释放过程中
,

包涵体始终以完整的

形式存在
。

3 讨论与结语

本研究首先涉及了将免疫病理学技术引人对虾病理学领域
,

其次是用建立的方法揭

示了一些常规方法难 以确定 的中国对虾肝胰腺细小病毒感染的病理学特征
。

综合分析由

此得到的结果
,

可以得到几个方面的启示
。

3
.

1 关于免疫酶染色技术及其在本研究中的意义

在现代组织学和病理学研究中
,

免疫酶染色法是最常用的免疫组织化学和免疫病理

学技术之一
。

它以抗原与抗体的特异性结合反应为基础
,

利用某些特定酶标记的抗体以

及标记酶与底物的产色反应作为指示
,

能够特异而敏感地检测组织和细胞内的特定物质

(刘彦仿
,

1 9 90)
。

由于对虾乃至整个海洋无脊椎动物的病理学研究起步较晚
,

所以
,

至今

还未见到应用该技术进行有关的病理学研究的报告
。

从本文结果看
,

应用该技术对肝胰

腺细小病毒感染的中国对虾肝胰腺组织进行病理学研究
,

具明显的优点
。

首先
,

由于方法

的敏感性高
,

所 以
,

不仅可 以确定一些 已存在病毒感染却未形成包涵体的细胞
,

而且能够

简便而清楚地显示在细胞核内游离存在的病毒
。

其次
,

本方法的特异性是肯定 的
,

因此
,

一方面可以对一些形态相似的细胞内非包涵体结构进行准确鉴别
,

另一方面又能够对游

离于细胞外的病毒包涵体作出肯定判断
,

这在常规组织病理学检查 时是难以做到 的
。

为

此
,

所有 由此得到的结果
,

为深人认识肝胰腺细小病毒感染的发生机制和病毒的传播方式

等提供了基础
。

自肝胰腺细小病毒被发现以来
,

对于确定病毒属于对虾病原体具有关键意义的致病

性 问题
,

一直缺少有说明力的研究结果 (Li g htue r, 19 9 3 )
。

本项研究所用抗体是以鉴定证

实的肝胰腺细小病毒为抗原制备而成的
,

这种抗体能 与肝胰腺上皮细胞内的病变发生特

异性结合反应
,

说明细胞核内病变是 由该病毒引起
。

从而
,

从一个侧面证实了肝胰腺细小

病毒具有致病性特征
。

3. 2 关于病毒的传播方式

由于肝胰腺细小病毒是寄生在对虾的消化腺内
,

所以
,

以往 曾提出其通过消化道传播
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的可能性 (薛清刚等
,

19 9 2a)
。

本研究 中所观察到 的一些现象
,

为判断病毒的传播方式提

供了可靠依据
。

首先
,

从结果可以得到这样的提示
,

即病毒包涵体往往是 以完整 的形式从

宿主细胞 内脱落的
。

其基本释放过程为
:

首先是细胞破裂
,

局部肝胰腺小管内膜被破坏
,

而含有包涵体的细胞核开始裸露
;
接着

,

核膜破坏
,

包涵体被释放 出来
;
最后

,

包涵体完全

游离地存在于患病中国对虾 的肝胰腺小管 内
。

由于作为对虾消化腺 的肝胰腺是 与消化道

相通的
,

所以
,

病毒很容易随肝胰腺分泌物被排人消化道
,

并进而排 出体外
,

从而造成病毒

在不 同虾体之间的水平传播
。

至于病毒包涵体是先在肝胰腺小管被解体后再排出游离病

毒
,

还是整个病毒包涵体被直接排到消化道
,

目前尚未确定
。

染片中经常见到一些特异性

着色 的小管腔 内容物
,

提示病毒包涵体解体
、

病毒游离的可能性大
。

当然
,

在核膜破裂释

放包涵体的过程 中
,

一些原先游离存在于细胞核 内的病毒颗粒也 会被释放到肝胰腺小管

腔内
。

3. 3 关于肝胰腺上皮细胞的病变分期

现有文献基本上都将肝胰腺细小病毒感染所造成的病理变化描述为细胞核内有嗜碱

性或微嗜酸性 的包涵体
、

包涵体内含大量病毒颗粒以及因包涵体存在而造成细胞核肿大

和超微病理水平的细胞器改变等 (薛清刚等
,

19 9 2 a
,

b; Li ghtn er o t al
,

198 5 )
。

从本研究所

揭示 的一些现象看
,

这实际上只是整个细胞病变过程的中间一个阶段
,

除此之外
,

还应有

早期 和晚期两个阶段
。

换言之
,

肝胰腺细小病毒感染的细胞病变应该分为 3 期
。

早期 (I

期)细胞病变是肝胰腺上皮细胞核 内有病毒感染
,

但无包涵体存在
,

在组织细胞水平表现

为核肿大
,

免疫酶染色时则显示肿大 的细胞核 内有特异性着色 ; 中期 (n 期 )细胞病变的特

征是细胞核内有典型包涵体
,

但细胞形态结构仍然完整
;而到后期 (n l期 )病变时

,

特征性

表现为宿主细胞坏死
,

从而进人如本文所显示 的包涵体脱落阶段
。
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