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云纹石斑鱼淋巴囊肿病病变过程
的超微研究

’

张永嘉 郭 青 吴泽阳

(湛江水产学院养殖系
,

湛江 5 2 4 0 2 5)

提要 于 19 89 一 1 990 年
,

对海水网箱养殖的云纹石斑鱼 自然感染和人工感染的淋巴囊肿

病进行电镜观察
。

观察结果表明
,

自然感染和人工感染的淋巴囊肿细胞之间并无区别
,

它们

均含有许多包涵体和病毒颗粒 ; 主要描述用患淋巴囊肿病病鱼的皮肤结节匀浆对实验鱼作

皮下注射而感染的淋巴囊肿病的超微病理过程
,

包括病毒颗粒在成纤维细胞胞膜上的附着

和成纤维细胞及其内含物的形态变化等过程 ; 此外
,

病鱼心脏
、

肝脏
、

脾脏
、

肾脏和 肠上皮也

有不同程度的病理变化
。

关键词 云纹石斑鱼 淋巴囊肿病 超微病理

鱼淋巴囊肿病是由虹色病毒科 (irI d vo iir d ae )
,

胞病毒属 (伪
、
ivt iur 、 )的种类感染而致的

一种传染病
。

该病发病快
、

流行广
。

国外 曾报告包括海水
、

淡水和半咸淡水在 内的 9 科 42

目 125 种鱼类患催淋巴囊肿病
。

国内已在云纹石斑鱼
、

紫红笛细等海水网箱养殖鱼类发现

该病 (张永嘉等
,

19 9 2)
。

目前有关该病 的研究多集 中于病毒的形态
、

分类及各种鱼感染

发病 情况 的报道 ( c h ao
,

19 88 ; p a ep an et al
.

1 9 8 ;7 Y am am
o ot e t .al

,

19 8 5 ; oR be srt
,

19 8 2)
,

至于该病对各器官
、

细胞 的病变过程的研究并不多见
。

本研究对人工感染后发病

的云纹石斑鱼各 阶段的组织
、

细胞作 超微病理观察
,

以 期提示淋巴囊肿病在亚细胞水平

上的发生和发展过程
。

1 材料和方法

1
.

1 实验鱼及人工感染

本研究所用 的 自然发病 的云纹石斑鱼 (EP in eP h el us m oa ar )采 自广东省华南养殖场
,

用作对照及人工感染的健康鱼来 自湛江市特呈岛养鱼场
,

人工感染实验于 】9 89 年 10 月

20 日一 19 90 年 7 月 20 日在特呈 岛养鱼场完成
。

人工感染前
,

先从 自然发病鱼体表切取

黑色结节制备匀浆
,

加入生理盐水使成 20 % 的悬浮液 ( p=H 7
.

2)
,

置冰壶 内备用
。

供人

工感染用鱼共 10 尾
,

平均体长为 13 c m
,

平均体重为 3 29
,

每尾鱼注射上述悬浮液的量

为 0
.

5 m l
,

在背鳍基部作皮下注射完毕即放于专用网箱 内养殖观察疾病发生过程
,

并定

期取样作研究用
。

用作对照的健康鱼养于另一网箱
。

1
.

2 电镜材料制备

*
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于注射后第 1
,

3
,

7
,

14
,

Z dl 和第 1
,

2
,

5个月时分别去头杀死 l 尾实验鱼作研究用
。

从

注射部位 以及心
、

肝
、

脾
、

肾和肠切取小块组织
,

固定于 2
.

5% 戊二醛与预冷磷酸缓冲液配

成的固定液内并保存在冰壶内
。

次 日再用 1% 缓冲饿酸重固定 l h
,

然后经酒精逐级脱水
,

环氧树脂 61 8浸透
、

包埋
,

用 L K B一V 超薄切片机切成 6 0一70 nm 厚的超薄片
。

切片用醋酸

双氧铀 一柠檬 酸铅双 重染色
,

在 J E M 10 0一 C X ll 透射 电镜观察 并拍 照 (工 作 电压为

8 0 k V )
。

2 结果

2
.

1 病鱼发病情况

人工感染注射后 d7
,

在实验鱼体表未发现肉眼可见的结节状病灶
。

在注射后第 8一

20 天陆续可见注射部位附近或鳍条上有针孔大黑点
,

此后黑点逐步扩大成特征性 的结节

状病灶
。

病灶在体表凸起
,

在 1一2 个月时
,

病灶中央 出现白色粟状颗粒
,

并有破溃现

象
。

这些粟状颗粒即是巨型的淋 巴囊肿细胞
,

最大者直径达 5 0 0协m
。

5 个月后虽有结节

自动脱落
,

但疾病无痊愈迹象
。

2
.

2 电镜观察结果

在 电镜下观察比较发现
二
自然发病与人工感染发病的样本结构完全一致

,

以下主要

是人工感染病鱼有关器官和组织的电镜观察结果
。

2
.

2
.

1 淋 巴囊肿细胞 细胞核呈空泡状
,

核膜明显 ; 核膜上没有异染色质附着 ; 异

染色质呈浓缩块状
,

分布于核 内各处 ; 常染色质遍布核质 ; 核仁为疏松 的椭圆形或不规

则形 (图版 L l )
。

胞质内可见大量的包涵体和病毒颗粒
,

包涵体由电子致密颗粒聚集而成
,

颗粒相连

形成许多形状
、

大小不 同的网眼
,

其 中含有数量不等的病毒颗粒或一些 中等电子致密的

粗颗粒 ; 病毒颗粒大多分布在包涵体外
,

但在远离胞 核的胞质中
,

病毒颗粒逐渐减少 ;

病毒颗粒外包囊膜
,

囊膜厚约 50 一 75 imT
。

胞质 内还可见一些崩坏的线粒体和内质网 (图

版 I : 2 )
。

淋巴囊肿细胞最外缘为透明囊壁
。

在电镜下可见
,

内层为电子透明均质层
,

其 中很

少甚至没有病毒颗粒 ; 外层具有许多胶原纤维和少量成纤维细胞
,

内外层之间有胞膜为

界 (图版 I : 3 )
。

.2 .2 2 皮肤 表皮细胞具有形状不甚规则的核
,

染色质边集于核膜内层
,

形成较大的

高电子密度的染色质团块
。

胞质内有较丰富的核蛋 白体和相 当数量的微丝形成的张力纤

维束 ; 在靠近细胞膜处的胞质
,

常常可见许多微管
,

有些整齐地排在膜内侧 ; 微管直径

为 2 5nm
,

壁厚 s nm
,

细胞间有较大空隙 (图版 L 4)
。

真皮层中的成纤维细胞呈长梭状
,

核大且有较多的异染色质 ; 内质网丰富
,

常扩张

成囊泡状
,

胞质内有成束的微丝束 ; 细胞膜上可见病毒颗粒附着
,

附着点的胞膜电子密

度较大 (图版 L )S
。

有时还可见成纤维细胞核的异染色质呈海绵状分布
,

异 常发达
,

胞

质一端的内质网聚集呈靶环状
。

有些成纤维细胞变 圆并肿大
,

胞核也相应变圆变大
,

但

核质 比仍较小
,

胞核具有丰富的异染色质
,

也呈疏松的海绵状分布 ; 胞质形成明显的核

周区 和外周区
,

两区之间有张力原纤 维连合形成 的分界线
。

核周 区含有许多微管状结

构
,

并有少量的线粒体和膨大的内质网
,

内质网形成连通的管环绕在核外 ; 外周区含有
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较多的线粒体和形成张力原纤维的微丝
,

还有相 当数量的微管和胶原纤维
。

在胞质内尚

未发现有病毒颗粒或包涵体存在 ; 胞膜肿胀
,

厚 20 “ m左右 (图版 L 6)
。

在靠近囊肿细胞附近可看到许多 巨噬细胞和淋巴细胞
,

巨噬细胞有丰富的线粒体和

溶酶体
,

有些溶酶体显示出棒状结构
,

还可见到巨噬细胞的突起与淋 巴细胞 的突起接

触
,

发生膜融合和物质交换的现象 (图版 L 7)
。

2
.

2
.

3 心脏 在光镜下
,

淋巴囊肿病病鱼的心脏显示出心肌炎病变
。

在 电镜下
,

心

肌纤维结构紊乱
,

线粒体空泡化
,

肌质网扩张 (图版 n : 1)
。

2
.

2
.

4 肝脏 在人工感染病毒 48 h 的病鱼的肝细胞 内
,

可见滑面内质网囊泡增加
,

并

含有 中等电子密度 的内含物和病毒样结构
。

线粒体 巨型化
,

并有峙损坏和丧失的现象 ;

粗面 内质网呈指纹状排列
,

环绕在线粒体四周 (图版 n : 2) ; 细胞核的核膜有轻微肿胀
,

核孔明显
,

核周隙扩张 ; 核内异染色质异常丰富并浓缩成 团
,

分布于核内各处 ; 常染色

质呈伸展状
,

可见到染色质间颗粒出现 (图版 :11 3)
。

肝 内有许多浆细胞浸润
,

浆细胞核

中的异染色质浓缩成致密团块偏于一旁 ; 核膜上的核孔扩张
,

大部分核膜的核内膜与核

外膜完全分离
,

形成囊状扩张的核周隙
,

囊内有 中等电子密度的疏松物质 ; 胞质内的粗

面内质 网十分发达
,

成为宽大的圆泡状网池
,

池 内含有 中等 电子密度的物质
,

网池外侧

附有许多核蛋白体 (图版 :11 4)
。

自然发病的鱼其肝细胞内糖原极少
,

胞质 内基质大量溶解
。

线粒体失去部分岭并有

粗面内质网围绕其外
,

滑面 内质网极少见 (图版 :11 5)
。

枯否 氏细胞 的核膜稍有肿胀
,

核

孔 明显扩张
,

异染色质丰富
,

有 明显的核仁 ; 胞质 内基质溶解
,

线粒体的峪崩解 (图版

:11 6 )
。

在病鱼的肝 内还可看到较多的游离的小淋 巴细胞和 巨噬细胞
,

这些细胞均伸出突

起 ; 在两类细胞 的突起相互接触处
,

失去细胞膜
,

并有颗粒状物质来往于该处 (图版 :II

7 )
。

2
.

2
.

5 脾脏 脾脏内可见许多的淋 巴细胞和巨噬细胞
。

淋 巴细胞在不同发生时期形

态不 同
,

成熟的淋巴细胞的直径约在 .5 2件m
,

具有近圆形的核
,

核内有浓缩的异染色质

团块 ; 胞核外有一圈清亮 的胞质
,

内含许多 中等 电子密度的小颗粒和少量的细胞器
。

巨

噬细胞在脾内很普遍
,

其胞核有浓密 的异染色质附于核膜上
,

胞质 内有大小不一的各种

溶酶体和吞噬体
,

还有形成囊泡 的高尔基体和少量的线粒体
、

内质网 (图版 m
: l )

。

2
.

2
.

6 肾脏 肾小管上皮 的游离端微绒毛紊乱
、

脱落
。

胞质内有许多溶酶体和线粒

体
,

线粒体含有较大 电子密度 的基质 ; 位于上皮细胞基底端 的线粒体
,

其周 围有粗面 内

质网包绕 ; 胞质内还有一些大小不一的滑面内质网囊泡和多泡体 (图版 n l :
2)

。

肾间组织的细胞主要是淋 巴样细胞和其它各发生时期的血细胞
。

淋 巴细胞和多形核

细胞大量增生
,

多形核细胞具有致密的染色质 团块
,

胞质有许多突起
,

内有细密电子致

密颗粒和少量线粒体 ; 淋 巴细胞具有深陷的胞核
,

染色质浓密
,

外有一圈细胞质
,

胞质

内细胞器极少
,

也极少伸出突起 (图版 m
: 3 )

。

2
.

2
.

7 肠 仅个别肠上皮细胞出现坏死现象
。

坏死的细胞微绒毛长短
、

形态和方向不

规整 ; 有一层细胞外衣
,

近腔面细胞顶上有电子致密小体和排列成层的张力原纤维 ; 胞

质内充满 了形态
、

大小不一的有膜包围的类似多泡体的小体
。

有些小体含有…武小 比较一

致的髓样结构的颗粒 ; 有些则含有 中等电子密度基质和一些有膜 的空泡 ; 还有一些是电
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子透明物质的小体
,

这类小体更象是细胞基质溶解后留下的空腔
。

(图版 m : 4)

3 讨论与结语

.3 1 病毒对易感 (靶 )细胞 的损伤

本研究表明
,

淋巴囊肿细胞的形成与成纤维细胞被病毒侵袭有关
。

在 电镜下
,

可看

到病毒颗粒附着在有胞膜受体的成纤 维细胞膜上
,

该病毒似乎已脱去囊膜
,

正以融入的

方式进人宿主细胞
。

病毒基 因以细胞 内非整合形式或染色体整合的形式存在一段时间
,

这时的细胞即会出现核异染色质浓缩
,

常染色质伸展
,

核仁结构异常
,

内质网靶环状变

化
,

细胞质分层
,

张力原纤维分布异 常
,

胞膜增厚
,

细胞变 圆变大等一系列变化
。

这些

变化类似于细胞瘤变时产生的特征性变化
,

故该病毒对易感细胞的损伤很可能是 由于病

毒干扰细胞 D N A
,

R N A 代谢
,

造成遗传失控所致
。

成纤维细胞变 圆变大后不久即有成

熟的病毒颗粒出现
,

还可见细胞器崩解坏死
,

内质网异常膨大等
。

胞膜的囊壁化可能有

阻止其它病毒再进入该细胞的作用
,

而成熟的淋 巴囊肿细胞则可通过胞膜囊壁将病毒颗

粒向体外及体 内真皮层释放
,

感染 自身的其它成纤维细胞及其它鱼类
。

当鱼体表大量 出

现淋 巴囊肿细胞时
,

会影 响鱼食欲和运动
,

淋 巴囊肿细胞 中的病毒颗粒向体外释放时
,

还可造成体表开放性溃疡
。

.3 2 病毒对非易感细胞的损伤和病鱼的死亡

本研究表 明
,

在心
、

肝
、

脾
、

肾这些器官 尚未发现囊肿细胞及病毒颗粒
,

但病毒基因

组可在染色体里以整合的形式或在细胞里以非整合的形式存在及传递的过程 中损伤这些

非易感细胞
,

引起不 同程度的病变
。

例如
,

在 电镜下
,

心肌线粒体空泡化
,

肌质 网扩

张 ; 肝
、

肾细胞均表现出线粒体巨型化
,

峪损坏消失
,

内质 网大量增加
、

结构异常 ; 肝细

胞核染色质异常浓缩和染色质间颗粒出现
,

核膜扩张
,

核孔变化异常等现象
。

这与 国外

报道淋 巴 囊肿病 毒侵袭 鱼体表
、

肠 壁
、

肝
、

脾等 内脏器官均 可形 成特 征性 的囊肿细 胞

(oR be srt
,

1 98 2) 的结果近似
。

在心脏
、

肝脏
、

肾脏这些主要器官所表现出来的病变
,

能导致云纹石斑鱼 苗种 的死

亡
,

这与光镜的研究结果是一致的 (张永嘉
,

1 9 9 2)
。
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