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热带海洋珍珠贝类立克次体病研究

—
大珠母贝病原类立克次体包涵体的

组织学及超微结构研究
’

吴信忠 潘金培
(中国科学院南海海洋研究所 广州 5 10 3 0 1)

提要 于 19 9 3 年 日 月 和 19 9 4 年 11 月在海南省临高县新盈珍珠贝养殖场采集患病或濒死

的大珠母 贝幼 贝
,

采 用 组织切 片和 扫 描电镜技 术对其 病原类立 克次体 (拓 c ke ttsi a 一hke

o rg a ni sm
,

R LO) 的 包涵体进行组织学和超微结构研究
,

以期找出 RL o 包涵体在宿主细胞内

形态发生的内在规律
。

结果表明
,

R LO 包涵体寄生在宿主多处内脏组织
,

但 R LO 具有明显的

嗜细胞特异性
,

感染的靶细胞为上皮 (或表皮 )
、

结缔组织和血管内皮细胞
;
包涵体存在不同的

发育时期
,

可分为颗粒前期和 颗粒期
,

后 者又可分为颗粒 l一111 期
;
包涵体是由两种颗粒外包

一界膜而形成
,

其中小而纤细的颗粒可 能为游离的 R LO
,

大而圆形的颗粒可能是 吞噬溶酶体

内 R LO 繁殖形成的微克隆
。

关键词 大珠母 贝 类立克次体 包涵体

学科分类号 59 44
.

3

在养殖生产及研究 中
,

一般认为造成养殖大珠母贝发生严重死亡的原因有海洋污染
、

气候影响
、

敌害和赤潮等 (谢玉坎等
,

19 9 0 )
。

19 9 3 年中国科学院南海海洋研究所在进行热

带海洋珍珠贝流行病学调查研究过程 中
,

首次在严重死亡 的大珠母贝幼贝体内发现一种

称为类立克次体 (R LO )的病原微生物
,

其寄生于宿主细胞胞质内形成包涵体 (W
u et al

,

19 98) ” 。

本文报告对大珠母 贝病原 R LO 包涵体的形态学特征
、

组织细胞特异性
、

发育时

期及特殊染 色特征等的研究结果
,

以期揭示 R LO 包涵体在宿主细胞 内形态发生的内在规

律及其对宿主细胞的病理作用
,

并为便于进行热带海洋珍珠贝 R LO 病的病原学诊断提供

理论基础
。

1 材料与方法

1
.

1 实验用大珠母贝 (Pi n 〔
·

ta da m a

o
Za)

分别于 1 9 9 3 年 日 月和 19 94 年 11 月在海南省临高县新盈珍珠贝养殖场收集在严重
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死亡高峰期 内和之后残存的尚未死亡或濒临死亡的幼贝
,

贝龄约 5 个月
。

1
.

2 组织学研究

现场取病 贝或濒死贝
,

将 贝壳剖开
,

用眼科剪解剖贝体各器官
,

取外套膜
、

鳃
、

肝胰腺

(包括 胃和部分肠段 )
、

直肠
、

生殖腺
、

闭壳肌
、

足
、

足肌
、

围心腔腺
,

分别用 B o ui n ’ S 液和 4%

中性 甲醛固定
,

乙醇脱水
,

石蜡包埋
、

连续切片 (厚度为 5件m )
,

以 E hr lich
’ s 苏木精

一曙红常

规染色
,

并采用革兰 氏 (G ra m 一W
e ige rt) 染色及 w ad e 一R te 和 Zi eh l一Ne

elsen 氏抗酸染色作

比较
。

染色后中性树胶封片
,

置于光学 显微镜下观察
,

测量包涵体大小并拍照
。

1
.

3 扫描电镜 (S FM )超微结构研究

现场取病 贝或濒死贝
,

按前述方法解剖贝体
,

并用双面刀片切成 lm m , 大小的组织块
,

用 2% 戊二醛 (p H = 7
.

2) 现场固定 ; 取固定的大珠母贝外套膜组织
,

用干净锐利的双面刀

片修出观察断面
,

用 0
.

1 ;n ol / L 二甲肿酸钠缓冲液 (pH = 7
.

2) 漂洗标本 3 次
,

每次 3 0而n,

】% o s
q 后固定 !h (4 ℃ )

。

然后再用 0
.

1 m ol / L 二 甲肿酸钠缓冲液漂洗 3 次
,

每次 20 m in,

丙酮系列脱水
,

转入醋酸异戊醋 20 m in
,

临界点干燥
,

粘样
,

断面喷金
,

在 H tac hi S一4 50 型

扫描 电镜下观察并拍照
。

2 实验结果

2
.

1 类立克次体包涵体的一般组织学描述

在尚未破裂的鳃上皮和外套膜的表皮细胞 内
,

极易观察到 R LO 包涵体 (以下简称包

涵体 )有一层完整的界膜包绕
,

其 内呈均质或颗粒状 (图版 I: 1一2)
。

包涵体 尚未失活时
,

其内的颗粒 H
.

E 染色呈嗜酸性
,

失活时变成嗜碱性
。

随着包涵体的发育
,

其内颗粒的革

兰 氏染色具有可变性
,

依次呈不着色
、

浅红或浅蓝
、

紫红带蓝色 (图版I
:
3一5)

。

在 W ad e

一R te 氏抗酸染色切片上
,

包涵体的颗粒呈亮红色 (图版 I
:
6 )

。

在 Zi eh l一Ne el se n 氏抗酸染色

切片上
,

包涵体颗粒呈深红或红黑色 (图版 I:

7)
。

由于包涵体寄生于宿主体内多种组织的

表 1 大珠母贝感染细胞中 R LO 包涵体的分布及大小

T ab l 公 s tn b u tlo n a n d slz e o f R LO in e lu sio n in ee lls in fe e te d in 尸 n 砚月刀翻之

细细胞类型型 包涵体感染程度度 包涵体大小 (件m )))

外外套膜膜 表皮细胞胞 + + + +++ (8
.

6 6 士 3 0 3 )x (6 4 9 士 1
.

7 7)(n二 5 0 )))

结结结缔组织细胞胞 + + + +++ (14 2 9士 4
.

2 1 )X (1 1
.

44 士 3
.

3 8 )(
n = 50 )))

鳃鳃鳃 纤 毛 卜皮皮 + + +++ 详见文内内

非非非纤 毛 !几皮皮 + + 十十十

肠肠肠 纤 毛牛主状 I几皮皮 + + +++ (1 1
.

0 一士 54 0 )x (5刀9 士 1
.

3 5 )(n = 5 0 )))

非非非纤 毛复层 1 皮皮 十 十 +++++

胃胃胃 纤 毛柱状 }
_

皮皮 十 至 + +++++

才才才仁纤 毛复层 上皮皮 + 至 + +++++

肝肝胰腺腺 肝管纤 毛柱状 卜皮皮 十十 (8
.

4 3 士 2
,

2 6 )x (6
.

15 士 1
.

5 1)(n = 2 0 )))

分分分泌型腺泡 上皮皮 +++++

生生殖腺腺 腺泡细胞胞 + 至 + + +++++

腺腺腺管 工
_

皮皮皮皮

囊囊样结缔组织织 + + + +++ (13
.

3 3士 5
.

49 )x (9
.

7 7士 3
.

7 7 )(n = 50 )))

血血管内皮细胞胞 + 至 + + +++++

注 一 感染 阴性 ; + :

轻度感染 ; + + :

中度感染 ; + 十 + :

重度感染 ; 十 十 + + :

严重感染
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不同细胞 内
,

且包涵体本身有不同的发育阶段
,

故其形态和大小也呈现较大的差异
。

一般

而言
,

上皮细胞或表皮细胞内的包涵体
,

形态较规则
,

呈圆或椭圆形 (图版 I: l一2) ; 而结缔

组织细胞内形态变得不规则
,

呈圆
、

椭 圆
、

梭形和不规则形
,

体积明显增大 (图版 I: 4一 5 )
。

在肠粘膜纤毛柱状上皮细胞内的包涵体常呈梭状
,

整齐地位于细胞的刷状缘面
,

酷似
“

麦

穗状
”

排列 (图版 1 : 8 )
。

各种组织细胞内的包涵体大小见表 1
。

2. 2 类立克次体包涵体发育时期的观察结果

光镜观察结果表 明
,

包涵体发育的主要特征是其内的颗粒从无到有
,

从小到大
,

由此

引起包涵体的大小
、

嗜酸性强弱和革兰氏染色情况的变化
,

以及对宿主细胞造成的病理损

害程度也不同 根据这些特征
,

包涵体发育可描述为下列时期
。

2. 2
.

1 颗粒前期包涵体 (p re g ran ul ar Inc lus ion
,

Pg i) 受感染细胞质内的包涵体呈均质

细密的弱嗜酸性
,

包涵体 内未见颗粒或极不明显
,

光镜下无法辨认 (图版 I
: l)

,

革兰氏染色

不着色或稍带浅蓝底色 (图版 I:

3 )测量鳃上皮细胞内 (以下同)包涵体大小为 (7
.

0 2 士 1
.

66 ) x (5
.

22 士 0
.

9 7 )卜m (} 2 二 25 )
,

感染的宿主细胞肿大
。

2
.

2
.

2 颗粒期包涵体 (g r a tl u la r In e lu slo n ) 该期又可分为 I一 111期
。

2. 2. 2. 1 颗粒 I期包涵体 包涵体 内嗜酸性物开始呈不均匀分布
,

嗜酸性略增强
,

呈浅

红或红色
,

其中出现纤细杆状或细微的圆颗粒 (图版 I: l一2)
,

革兰氏染色颗粒着浅灰红色

或非常浅的蓝 色 (图版 l: 4 ) ;
包涵体大小为 (7

.

6 7 士 2
.

3 5 ) x (5
.

8 0 士 1
.

5 2 )林m (, , = 5 5 ) ;感

染的细胞进一步肿大

2. 2. 2. 2 颗粒 H 期包涵体 包涵体 内嗜酸性物聚积融合形成较大的大小不等且多少不

一的圆形或椭圆形颗粒
,

直径约为0
.

5协m
,

嗜酸性进一步增强
,

呈鲜红色 (图版 I:

2)
,

革兰氏

染色包涵体 内颗粒呈现浅蓝或蓝色 (图版 I:

4) ;
包涵体明显增大

,

大小为 (8
.

17 土 2
.

7 6) x

(5
.

93 士 1
.

40 )协m (}l = 29 ) ; 感染 的细胞明显肿大
,

细胞核受压
,

被挤 向周边并 出现细胞破

裂
。

2. 2. 2. 3 颗粒 川 期包涵体 包涵体内其颗粒呈强嗜酸性
,

鲜红色
,

数 目显著增多
,

可多

达数 十个
,

有的甚至上 百个
,

多呈圆形
,

轮廓 清晰
,

直径约为 1
.

0一 4
.

叩m
,

平均为 1
.

7协m

(n 一50 )
,

最大的可达 6件m (图版 I:

2)
,

革兰氏染色呈紫红略带蓝色 (图版 I:

5) ;
包涵体极度

增大
,

大小为 (5
.

6 7 士 2
.

9 0 ) x (6
.

3 3 士 1
.

7 6 )件m (n = 5 5 ) ;
感染细胞极度肿大

,

核严重受压
,

在周边形成月牙状或半指环状
,

大多数细胞被涨破
,

释放出颗粒 (图版 I: 2
、

6)

2. 3 类立克次体包涵体在组织细胞的分布特征

组织学研究表明
,

包涵体主要寄生于贝体的外套膜
、

鳃
、

消化道的上皮细胞及上皮下

结缔组织细胞
,

严重感染时
,

贝体内脏各组织的血管内皮系统和肝胰腺周围的囊样结缔组

织 (v e sie u la r C o n n e C tlv e t1S S u e ,

V C T )也最常受到损害
,

因此
,

V CT 内和血管周围常大片

状地聚集着包涵体
,

往往难以计数
。

在肝胰腺
,

包涵体较大量分布于腺泡管 (或称肝小叶)

间的间质组织 (包括血管和血窦 )中
,

而腺上皮实质细胞
,

仅见极少量包涵体
。

各种肌组织细胞如闭壳肌
、

足缩肌未见包涵体寄生
,

而平滑肌细胞只是在周围组织细胞

严重感染时
,

才偶可受到侵袭
。

其它如生殖腺腺泡细胞
、

围心腔腺细胞和血细胞内也未见有

包涵体寄生
,

但生殖腺腺管上皮细胞内可见较大量包涵体存在
。

包涵体在各类组织细胞的

分布情况详见表 l
。
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3 讨论与结语

1 1 R L O 包涵体的含义

关于 R LO 包涵体的报道时有差异
,

并且对其描述也没有统一 的定义
。

一般 认为 R LO

包涵体是 R LO 在宿主细胞内寄生时所产生的
、

大多报告呈嗜碱性 (或少数报告呈弱嗜酸

性 )的小体
,

光镜观察包涵体 内部含有许多纤细的或较粗大的杆状或圆形的颗粒
,

包涵体

革兰 氏染色为阴性
,

孚尔根染色为阳性 (表 2 ) ; 但也有学者认为
,

包涵体是 R LO 在细胞内

繁殖形成的克隆 (M ia lhe 。r a l
,

19 8 7 ;
W

e n 。r a l
,

19 9 4 ;
Re

n a u lt 。t a l
,

19 9 4 ) ; 而许多作者认

为 光 镜 下 见 到 的 包 涵 体 内 的 颗 粒 就是 T EM 下 的 R LO (G u lk a 。r a l
,

19 8 3 ; E ls to n ,

19 8 6 ;
硒

alhe e z ‘z /
,

19 8 7 ; N o rto n 〔,

l ‘z /
,

19 9 3 a ,

b ;
W

e n e t a l
,

19 9 4 )
。

表 2 海洋双壳贝类 R L O 包涵体的大小及染色特征

T a b
.

2 S lz c 之lzld , ta lxll一19 e h之l r是Ic te n s tl c s o f R L O I n e lu s一o n o f m a n n e b lv alv e m o llu ses

大小 (卜m ) 染色特征 颗粒 宿 主细胞 文献

H E G l F Z N 认 F G M S

未报告 仙。 a r e , 了a r ia 肝胰腺细胞 H a rs hb a电 e r
等 (19 7 7 )

1 0乃0 (肠 )

1 0 0
.

0 0 (肝 )

〔}、: 、s o s tr e a 、, r g i。 ; ‘二 消化道 卜皮和肝

胰腺上皮

飞介八、 n a r la n , 。r ‘、): a r iu 鳃
、

外套膜 上皮

M e ye rs (19 8 1)

2 2 .0 0一4 4
.

0 0

2 3
.

0 0

嗜碱

嗜酸

嗜碱

嗜碱

嗜碱

凡轰 r ‘
、

e n a r ia 。: e r (二 zZa r la 肾上 皮细胞

M eye rs (19 8 1)

M eye rs (19 8 1)

未报告

4 5
‘

0 0

+ 由丫()P “I’. n lr ra tll a川 肾上皮细胞

+ 月 a 〔
、

叩
e c t’. , , 。, a g ella n ; e : 、s 鳃 上皮细胞

M o m so n
等(19 8 3 )

Gu lk a
等 (19 8 3 )

3 5 0 0 X 5 5
.

0 0 + 7白尸e s 了即
。 , , i‘二和儿z: , ,

叩
e 〔te o E一s to n (19 5 6 )

1二5
.

, o e z , s二 鳃上皮

嗜碱

未报告

sl li qua p 田u la 肝胰腺上皮

Trl da “川 g 仪哪 外套膜 上皮

4 8刃0 (幼贝 )

11 0刀0 (成 贝 )

多数嗜碱

少数嗜酸

+ 幼龄和成龄刀动p oP
u、 hlP户)P 洲鳃上皮

E lsto n等 (19 8 4 )

N o rt o n等 (19 9 3 a)

N o rt o n等 (19 9 3b )

4 0刃0 x 90 刃0 (鳃)

2 2 刀0 (肝 )

嗜碱和 + 扬 r o z八、 l, , 万‘, ,丁u 鳃
、

肝胰腺 上皮 W e n
等 (19 94 )

未报告

见表 l

嗜酸

嗜碱

嗜酸

+ 〔
,

r a s、o 万z,二 a g 吸 a 、 鳃 上皮 Re
n au lt等 (19 9 4 )

深红 亮 红 + P , , , (左z‘la n , a 刀 n ,a (细胞类型见表 l ) 本 文

注
:

Gr
:

革 兰氏 染色 F
:

孚尔根 染 色
:

Z N
:
zi eh 卜 N ee ls e n 氏抗 酸染 色 ; W F

:

W ad e一E te 氏抗酸染色 ; G M S
:

C沁m o ri 氏 甲胺银染色

本研究在光镜下亦见到包涵体内含有大小不一的颗粒
,

颗粒经革兰氏染色一般为阴

性
,

抗酸染色为阳性
,

说明包涵体 内的 R LO 具有革兰氏阴性细菌的特征
,

这与上述研究结

果基本一致
。

但不同的是大珠母 贝体 内的 肚O 包涵体
,

当尚未失活时其 内的颗粒均呈明

显的嗜酸性
,

只有失活时才呈嗜碱性
。

另外不同的是
,

本实验在对各 发育时期的包涵体进

行观察时
,

发现包涵体内颗粒的形态和大小呈现极其明显的变异
,

说明在光镜下见到的包

涵体颗粒并不都是在 T EM 下见到的单个 R LO
。

为此
,

本实验采用扫描电镜 (S E M)来观察
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包涵体内的颗粒
,

第一种是 呈 杆状或梭状
,

圆球或椭圆球状 的小颗粒
,

游离或集聚于胞质

内
,

有的正在二分裂和芽胞生殖
,

其形态和大小及在细胞 内的定位都符合 w u
等 (19 9 8 )”

先前在 T EM 下 见到的 R L o
,

对照鸡胚成纤维细胞内感染的普氏立克次体 (R
.

厂(,1 。二 ki i)

的 S E M 立体的构像 (5 11\e m lan 。I cll
,

198 0)
,

也证明这种小颗粒为 R LO ;
第二种颗粒

,

大
,

呈圆球状和椭圆球状
,

有的表面破溃
,

其内有 R LO 样微生物正在逸 出
,

有的表面突起有许

多小球状颗粒
。

这此大颗粒的形态和大小与本研究在光镜下见到的颗粒 11 1期包涵体内的

圆形或椭圆形大颗粒相符
,

同时也符合 w u 等 (19 9 8) ” 在 T EM 下观察到的包含有 R L o 的

吞噬溶酶体的形态和 大小 (平均大小 1 8 81
.

75 x 1 67 1
.

25 n m )
。

上述实验证据和分析说 明
,

光镜下 R LO 包涵体内的颗粒实际上应为两种
:

在发育早期的包涵体内最易见到的纤细杆

状或细小圆状 的小颗粒可能为 T EM 下见到的 R LO ; 而在颗粒期特别是颗粒 m 期包涵体

内见到的圆形或椭圆形大颗粒可能应为 T EM 和 S EM 下见到的包含有 R LO 的吞噬溶酶

体
。

本研究 的光 镜观 察表明
,

较完整的包涵体外有一层界膜包绕着
,

其 内有颗粒
,

利用

SEM 可更清晰地观察到包绕许多颗粒体的这种界膜
。

综上所述
,

可以 认为
,

包涵体是 R LO 繁殖形成的克隆
,

而且根据本实验的结果似应进

一步认为包涵体是由一界 膜包绕的许 多 R LO 微 克隆 (m ic roc of o ni es )和游离于胞质 中的

R LO 组成
。

其 中每一微 克隆就是 T EM 和 5 EM 下见到的包含有许多 R LO 的吞噬溶酶体

(也应包括吞噬体)
。

3. 2 类立克次体包涵体的发育时期

有关 贝类 宿主体内寄生的 R LO 包涵体存在不同发育时期的现象
,

目前尚未见报道
。

而对 R LO 包涵体发育时期的研究有助于更好地理解 RL O 包涵体在宿主细胞内形态发生

的内在规律
,

亦有助于对类立克次体病的病原学进行诊断
。

本研究在对 R LO 包涵体进行

组织学研究时发现
,

R LO 包涵体不仅随组织细胞类型不同而有较大差异
,

而且它们存在明

显的发育时期的变异
。

处在不同发育时期的包涵体
,

除了大小有差别外
,

包涵体内的颗粒

也在发育变化
。

本文在观察了大量的组织切片的基础上
,

根据包涵体内颗粒的这种发育

变化特征
,

结合颗粒的革兰氏染色和宿主细胞肿胀破裂及核 变化情况
,

首次将 R LO 包涵

体划分为颗粒前期和颗粒期
,

其中后者又 可分为颗粒 I一 111 期
。

实际上在观察中常看到各

期之间还存在着过渡形式
,

这进一步说明了包涵体存在不同的发育时期
。

另外
,

根据本文扫描电镜和先前透射电镜研究的结果
’) ,

可 以认为包涵体内颗粒的发

育变化是与包涵体内微生物 R LO 的生 长
、

发育和繁殖 (包括繁殖形成微 克隆 )密切相 关

的
。

而包涵体 内的颗粒体革 兰氏染色具有 可变性
,

说明包涵体内颗粒的化学成分甚或菌

体的成分在包涵体的发育过程中可能发生改变
,

包涵体发育过程中其生理
、

生化和组织化

学的变化情况有待于进 一步研究
。

3. 3 类立克次体 的嗜细胞特异性

包涵体组织细胞分布的研究显示
,

包涵体虽 可见于多种组织
,

但寄生的细胞类型却

是特异的
。

这表明包涵体内的微生物 R LO 对细胞的感染具有 明显的嗜细胞特异性
。

其感

染的靶细胞 (ta rge t ce lls )是上皮 (或表皮 )细胞
、

结缔组织细胞和小血管 内皮细胞
,

而对横

1) 同第7 3页脚注
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纹肌和平滑肌细胞
、

生殖腺滤泡细胞
、

围心腔腺细胞和血细胞不易感染
。

在肝胰腺
,

R LO

主要感染 的细胞是肝胰腺的间质细胞
,

而对肝胰腺的腺上皮实质细胞仅轻度感染
。

R LO

的这种嗜细胞特异性尤其是对血管内皮系统的感染
,

类似于感染人体 的立克次体属的微

生物 (Fre e m an
,

198 5 )
。

另外
,

各种组织细胞内的包涵体形态和大小有差异
,

一般上皮 (或表

皮)细胞内的包涵体呈圆形或椭圆形
,

较小
,

而结缔组织细胞内的呈多形性 (p ol y m o rp hi c )
,

较大 (表 1 )
,

这种现象可能与包涵体寄生的组织细胞的结构特性有关
,

如结缔组织细胞一

般 比较疏松且不规则
。
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