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一种球状病毒对近海几种贝类的感染
李  霞,  王  斌,  刘 淑范,  许 建和

(大连水产学院 农业部水产增养殖生态学重点开放实验室,辽宁大连 116023)

摘要: 报道了一种球状病毒对近海几种贝类的自然感染情况, 并分别采用投喂、浸泡、

划伤等方法人工感染绣凹螺、滨螺和幼鲍。该病毒直径约 90~ 140 nm, 存在于血细胞或

结缔组织细胞中, 在近海几种贝类体内有广泛分布, 但其致病性不同。同时还研究了病

毒对温度的敏感性, 结果表明 20 e 以上病毒的繁殖力降低。

关键词: 球状病毒; 贝类; 感染

中图分类号: S94414     文献标识码: A

1995年作者首次从皱纹盘鲍 ( H aliot is discus Hannai) 体内观察到一种直径约 100

nm 的球状病毒粒子, 并对其致病性进行了研究[ 1, 2]。以后在自然发病贻贝体内又发现

形态相似的病毒粒子。为研究该病毒对其他贝类的感染性及可能造成的危害, 作者于

1996~ 1998年对滨螺 ( Turbo sp. )、绣凹螺 ( Chlorostoma rust icum )、贻贝 ( My tilus

edulis )、皱纹盘鲍等在近海自然生长和养殖的贝类进行人工感染实验和电镜检测, 以期

为贝类病害研究和防治提供科学依据。

1  材料与方法

111  材料

人工感染用滨螺和绣凹螺采自龙王塘海区, 贻贝取自旅顺龙王塘海区和大连湾, 幼

鲍由大连碧龙海珍品有限公司供给。所有实验用贝均暂养于实验水槽内, 冲气培育, 每

天换水 2次。

112  方法

11211  人工感染方法  采用投喂、浸泡和划伤浸泡三种方法。

1) 投喂方法  将被球状病毒感染的皱纹盘鲍去壳, 软体部匀浆, 以 1000 r/ min离

心 10 min, 取上清液制成悬液拌入配合饵料中, 一般 1 m L/ g 饵料, 每天投喂 1次, 对

照组喂以配合饵料。
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  2) 浸泡方法  将实验贝浸泡在用海水配置的病毒悬液 (组织液与海水的体积比为

1: 400) 中 3 h/ d, 连续浸泡 7 d 后换入正常海水中培育。

3) 划伤浸泡方法  用消毒针头划伤绣凹螺足, 然后放入含病毒上清液的海水中浸

泡, 时间为 3 h。

11212  电镜样品制作  将实验用贝停喂带病毒饲料 2 d, 然后采用以下两种方法检测带

毒情况:

1) 负染色方法  将贝软体部匀浆, 加入 pH 714 磷酸缓冲液, 以 8000~ 10000

r/ min离心 10 min, 取上清液滴在铜网上, 用磷钨酸染色。

2) 超薄切片观察  主要器官用体积分数为 3%的戊二醛和体积分数为 1%锇酸双固

定, Epon812包埋, 醋酸铀和柠檬酸铅双重染色, JEM ) 1200型透射电镜观察及拍照。

2  结果

211  病毒形态以及侵染细胞

电镜下观察了自然发病贻贝、幼鲍和人工感染发病的鲍苗、绣凹螺的足、鳃、肝胰

腺和外套膜, 发现两种情况: 贻贝和鲍苗上述器官的组织和细胞都受到程度不同的损

伤, 且鲍苗中所见到的病毒粒子形态同贻贝无异。该病毒粒子为球状, 直径 90~ 140

nm, 核衣壳直径 60~ 120 nm, 具光滑的双层囊膜, 厚约 8~ 10 nm (图 1- A)。病毒粒

子外有似 /封入体0 样的双层膜状结构包被, 膜中常可见未装配好的病毒粒子和空囊膜

(图 1- B)。该病毒粒子存在于血细胞质中 (图 1- C) , 有时可见颗粒细胞[ 3]的颗粒中

夹有单个的病毒粒子, 但绣凹螺上述器官的组织结构完好, 细胞中尚未发现病毒粒子。

图 1  部分器官超微结构切片
A  贻贝外套膜超薄切片示病毒粒子, @ 100 000;  B  鲍肝、胰腺超薄切片示尚未装配好的病毒

粒子, @ 50 000;  C  贻贝鳃超薄切片示血细胞质中存在的许多病毒粒子, @ 30 000。
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212  人工感染实验结果

实验前对滨螺、绣凹螺、鲍苗用负染色方法检查, 全部不带病毒, 实验后随即检查

带毒情况和统计存活个数, 结果见表 1、表 2、表 3。

表 1  球状病毒对滨螺的感染

组别 实验数/个 感染时间/ d 感染方法 感染情况 死亡数/个 死亡率/ %

对照 1 30 40 投喂 ) 0 0

对照 2 30 40 投喂 ) 0 0

实验 1 30 40 投喂 + 0 0

实验 2 30 40 投喂 + 0 0

表 2 球状病毒对绣凹螺的感染

组别 实验数/个 感染时间/ d 感染方法 感染情况 死亡数/个 死亡率/ %

对照 1 25 40 投喂 ) 0 0

对照 2 25 40 浸泡 ) 0 0

对照 3 25 40 划伤浸泡 ) 16 64

实验 1 25 40 投喂 + 0 0

实验 2 25 40 浸泡 + 0 0

实验 3 25 13 划伤浸泡 + 25 100

表 3 球状病毒对鲍苗的感染 ( 5e )

组别 实验数/个 感染时间/ d 感染方法 感染情况 死亡数/个 死亡率/ %

对照 1 15 40 投喂 ) 0 0

对照 2 15 40 投喂 ) 0 0

实验 1 15 40 投喂 + 6 40

实验 2 15 40 投喂 + 4 26

结果表明, 采用投喂和浸泡的方法感染滨螺和绣凹螺, 虽均能感染病毒, 但没有引

起死亡。划伤感染造成绣凹螺全部死亡, 但发病症状为足肿胀, 外翻, 出现 1个至多个

脓疱, 镜检脓疱液可见大量细菌, 足收缩力减弱, 其表现实为脓疱病
[ 4]
。对鲍苗仅采

用投喂方法就可引起程度不同的死亡, 病症表现为摄食量下降, 对光反应不敏感, 壳变

薄, 壳孔相互连穿, 壳外缘上翻, 生长速度明显减慢, 足消瘦, 色黄, 失去韧性。

213  温度对病毒感染力的影响

在实验室环境箱中分设 5、12、20 e 3个温度梯度, 采用投喂感染的方法对鲍苗和

绣凹螺进行感染实验, 结果见表 4。
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表 4 不同温度下病毒对鲍苗的感染情况

组别 温度/ e 实验数/个 感染时间/ d 感染情况 死亡数/个 死亡率/ %

对照 1 5 20 40 ) 1 5

实验 1 5 20 40 + + + 9 45

对照 2 12 20 40 ) 0 0

实验 2 12 20 40 + 3 15

对照 3 20 20 40 ) 0 0

实验 3 20 20 40 + 0 0

在感染实验中, 对照 1组曾出现过 1个死亡, 但镜检不带病毒。其他实验组都出现

程度不同的发病反应, 但实验 1 组表现最为严重, 实验后期几乎不摄饵, 死亡率达

45%。在同样温度条件下对绣凹螺进行了投喂感染实验, 并在实验结束时对其进行了随

机镜检, 结果是所有的实验组均可检出病毒粒子, 但实验 1组 ( 5 e ) 病毒量最高。整

个实验无一例死亡。

214  近海常见贝类病毒检测

采用负染色方法, 检测大连地区几种常见贝类带病毒情况, 结果见表 5。

表 5  近海几种贝类病毒检测结果

名称 采集地 采集日期 带病毒情况

紫贻贝 大连龙王塘 1998-03 + + +

紫贻贝 大连湾 1998-02 + + +

杂色蛤 大连小平岛 1998-03 +

鲍苗 大连龙王塘 1998-11 + + +

成鲍 大连龙王塘 1998-11 + +

大连湾牡蛎 大连湾 1998-04 +

绣凹螺 大连龙王塘 1998-03 )

滨螺 大连龙王塘 1998-03 )

  注: + 表示有病毒, ) 表示没有检出病毒。

3  讨论

311  球状病毒的感染特性

从本实验可看出该球状病毒对贝类具有广泛的感染性, 但目前的研究只能说明发生

在皱纹盘鲍幼苗阶段的 /裂壳病0 是由其引发的[ 1]。近几年大连地区养殖贻贝连续死

亡, 由于尚未找到不带病毒的贻贝, 使人工感染实验不能进行, 导致病原不能确定, 作

者多次从患病贻贝体内检出球状病毒粒子, 故推断该病毒作为病原之一, 具有极大的可
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能性。作者曾借鉴王铁辉等[ 5]的方法, 希望能找到一种贝作为该病毒的研究材料, 从

表5可以看出滨螺和绣凹螺不带病毒, 且具有易捕获易培养的优点, 是理想的实验材

料, 但本实验结果表明, 这两种螺虽经负染检测可被球状病毒感染, 但超薄切片中尚未

发现有病毒粒子存在于细胞中, 即使划伤感染后全部死亡, 仍为细菌性感染, 其症状同

/脓疱病0。所以选择这两种螺作为该病毒的实验材料不适合。

312  温度对病毒感染力的影响

对贻贝死亡较严重的大连湾海区进行流行病学调查, 结果表明 3月份 ( 5~ 6 e ) 贻

贝含病毒量较大, 5月份以后, 水温升至 20 e , 贻贝体内病毒量明显减少。对鲍苗的追

踪调查也可看出同样的发病规律。中津川俊雄[ 6]曾报道日本鲍患 /肌肉萎缩症0, 其发

病规律和症状同皱纹盘鲍, 当水温超过 23 e 时, 病情好转, 说明随温度升高, 病毒的

感染力逐渐减弱。在以温度为指标设计的实验中, 可看出 5 e 时存在程度不同的死亡,

而20 e 基本不死, 所以该病毒为低温繁殖种类, 建议生产上通过升温等措施抑制该病

毒的大量繁殖。

313  贝类病毒研究以及该病毒分类地位的探讨

关于贝类病毒病的研究, 所见报道不多, 国内仅见姜静颖
[ 7]
在扇贝体内发现与疱

疹病毒粒子相似; 邵健忠等[ 8]报道三角帆蚌瘟病的病原及组织病理学研究; 作者[ 1]报

道了引起皱纹盘鲍幼鲍大量死亡的一种球状病毒。本研究中, 作者通过对大连地区近海

的几种贝类电镜检测和人工感染实验, 进一步研究了该球状病毒对其他贝类的感染性。

目前已报道的贝类球状病毒有疱疹病毒和呼肠弧病毒[ 7, 9, 10] , 前者存在于胞核中,

并有包涵体, 大小约 200 nm, 而后者则无囊膜, 大小约 60~ 80 nm。本研究报道的球状

病毒形态及发生不同于上述已报道的病毒, 该病毒存在于胞质中, 大小 100~ 140 nm ,

具双层囊膜, 无包涵体, 这些特征同反录病毒科中肿瘤亚科的牛白血病病毒和鼠白血病

病毒形态相似[ 11] , 尤其类似后者, 而且该病毒以血细胞为靶细胞, 故不能排除属于反

录病毒科的可能性, 但由于贝类与脊椎动物尤其是哺乳类进化地位相差甚远, 要确定为

何种病毒为时尚早, 今后在病毒提取、回接、纯化核酸类型、病毒多肽等方面尚需进行

大量的研究。
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The infection to a few kinds of shellfish

inshore by a kind of virus

LI Xia,  WANG Bin,  LIU Shu-fan,  XU Jian-he

( Dept . of Key Labortory of Maricultural Ecology Ministry of Agriculture, Dalian Fisheries Univ. , Dalian 116023, China)

Abstract: A kind of spherical virus w ith the size of 90- 140 nm w as detected in some coastal

shellfish by negat ive staining method. The virus w as mainly found in the blood cells and con-

nect ive cells, w hich could be observed in ult ra- thin section of mussel and juvenile abalone.

T he art ificial infections of juvenile abalone, Chlorostoma rusticum , Turbo sp. w ere con-

ducted by feeding, immersing and scratching . The pathogen had dif ferent features. The re-

lat ionship betw een virus and temperature was exam ined and breeding rate of virus decreased

at temperature of over 20 e .

Key words: spherical v irus; shellf ish; infection

大连水产学院三项科研成果通过鉴定

新年伊始, 大连水产学院又有 3项科研成果分别于 2000 年 3月 25日、28日和 30

日通过了大连市科委组织的鉴定。

/大连地质景观在城市发展中作用研究0 是将大连地质景观作为一种自然资源, 研

究其在城市发展中作用的应用课题。以土木系彭丽君副教授为主的研究人员, 经过多年

有的放矢的调查, 先后在大连市区、金州区、普兰店、瓦房店、华铜、皮口、营口、鲅

鱼圈等地野外录像、踏查, 将拍摄的素材进行编辑, 融科学性、艺术性、趣味性、实用

性与一体。该成果具有高层次水平和实际应用特点, 同时又注意到学科进展和新技术方

面的应用。有关专家一致认为, 该成果整体质量优秀, 在滨海城市地质景观研究方面处

于国内领先水平, 同时对大连的规划、开发和建设, 特别对城市旅游资源的开发有着重

要的社会效益和巨大的经济效益。

/鲈鱼人工育苗及当年养成研究0 也是大连市科委下达给大连水产学院的科研课题。

鲈鱼由于肉味鲜美、生长快、适应能力强, 因而国内外市场需求量大。以姜志强副教授

为主的课题组自 1997年开始, 在秋、冬季节采用室内人工育苗的方法, 在中国北方地

区首次培育出 10 cm 以上的大规格鲈鱼苗种, 为鲈鱼在北方地区养成创造了条件。该课

题组在育苗中采用不同方法提高鲈鱼苗种成活率, 加速了苗种的快速、健康生长, 并研

究了环境因子对鲈鱼苗种生长的影响, 找出了鲈鱼幼鱼生长的最佳盐度、温度、光照强

度等定量数据, 为更好地开展鲈鱼人工育苗提供了科学依据。该成果在 (下转 102页)
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