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栉孔扇贝感染急性病毒性坏死症病毒的组织病理学

与免疫荧光检测
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摘 要：应用组织学和单克隆抗体免疫荧光技术（J--DA’G(D’/+@,+A,+ 8@@8K，J7L）对夏季养殖中后期大规模死亡（“急

性病毒性坏死症”L,DI+ M>/D@ A+,/’.>’I>, E>@+8@+，L&0*）高峰期的患病栉孔扇贝（!"#$%&’ ($))*)+）进行了检测。组织学

检测结果显示，患病扇贝的大多数器官（外套膜、鳃、胃、肾等）的上皮组织细胞可见显著的细胞肿胀、嗜碱性增强、

排列紊乱、部分脱落以至完全坏死脱落等显著的组织病理学变化。作为对照，利用针对 L&0* 病毒的特异性单克

隆抗体所建立的免疫荧光原位检测技术对患病扇贝进行检测发现，上皮组织的病理变化与病毒感染之间具有一致

的对应关系。这一结果表明，L&0* 病毒的感染可以对栉孔扇贝造成严重的病理性破坏。此为解释该病毒导致栉

孔扇贝大规模死亡的机制提供了直接的组织病理学依据。
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栉孔扇贝（!"#$%&’ ($))*)+）长期以来一直是我国

北方沿海最重要的养殖贝类之一。但自 #$ 世纪 1$
年代起，由于养殖中后期的“大规模死亡现象”而导

致了该产业的巨大损失［%，#］。自 #$$$ 年以来，作者

及相关协作课题组在国家“123 项目”的资助下，利

用组织病理学、流行病学、人工感染试验及免疫学检

测等方法对此病害开展了系统的病原学和病理学研

究。结果显示，一种球形 O0L 病毒是造成其大规模

死亡的直接病原［% P 2］。宋微波等将该种病害定名为

“急性病毒性坏死症”（L,DI+ M>/D@ A+,/’.>’I>, E>@+8@+，
L&0*）［%］。

鉴于国内目前有关 L&0* 病毒对栉孔扇贝感染

的途径、作用靶器官6组织以及致病机理等问题尚缺

乏了解，作者利用本课题组新近制备的针对 L&0*
病毒的单克隆抗体所建立的原位免疫荧光检测技术

同时结合组织病理学方法，对自然发病的栉孔扇贝

主要组织器官进行了检测，现将结果介绍如下。

! 材料和方法

!"! 材料

患病栉孔扇贝为 #$$3 年夏季发病高峰期采自

青岛太平角海水养殖厂的一龄贝，壳长 !Q3,- P

<Q",-。它们具有爆发大规模死亡时所表现的典型

症状：外套膜收缩、外套眼失去光泽、病贝对外界刺

激反应迟钝、闭壳肌收缩无力。同时于不同时期采

集外观健康的扇贝作为实验对照。

!"# 组织学观察

活体解剖扇贝，仔细检查扇贝外套腔内及各器

官表面并无寄生性动物附着后，用 $Q##!- 孔径过

滤后的无菌海水将其冲洗干净。分别取病贝和健康

贝的外套膜、鳃、闭壳肌、肾、胃、肠、消化盲囊、生殖

腺等各主要器官组织，*8M>E@’A’@ 液中 !R固定!: H。

常规 石 蜡 包 埋 法 制 备 组 织 切 片（ 厚 度 <!-），

S;= 染色，T(K-UD@ 显微镜下观察、拍照。

!"$ 免疫荧光检测（%&’）

单克隆抗体为本实验室自行制备的腹水单克隆

抗体（3V:）。经胶体金免疫电镜技术鉴定表明，此

单抗针对 L&0* 病毒的特异性结合位点为病毒粒子

的囊膜（有关该单抗制备及鉴定的研究待另文发

表）。

上述常规石蜡包埋法制备的组织切片经脱蜡、

复水，用 WXY 冲洗 3 次，每次 < ->A。滴加腹水单克

隆抗体（用 3Z XYL;WXY %[<$$ 稀释），32R湿盒内孵

育 %H。WXY 冲洗后，滴加 7J5V;羊抗小鼠 JB4（华美



生物工程公司，! " !# 稀释），$%&湿盒内暗处孵育

!’。后经 ()* 洗涤后用 +# ,的缓冲甘油封片，荧光

显微镜下观察拍照。同时，设健康贝的组织切片为

阴性对照；省去单克隆抗体为空白对照。

! 结果

!"# 组织学研究

与健康个体比较，患病扇贝的组织病理变化主

要表现在上皮组织，包括上皮细胞肿胀变形、细胞排

列紊乱、嗜碱性增强、部分坏死脱落或完全脱落（图

!）。出现上述病理变化的上皮组织主要为构成各器

官外膜的保护性上皮（如外套膜、鳃、闭壳肌外膜、肾

和生殖腺等器官的外膜上皮）和消化道粘膜上皮。

图 # 患病栉孔扇贝的组织病理学变化
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图 ! 栉孔扇贝感染 $%&’ 病毒的免疫荧光检测
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!"! 免疫荧光检测（#$%）

利用作者新近建立的单克隆抗体 !"# 技术（文

另发）对病贝所进行的原位检测显示，#$%& 病毒可

广泛侵染养殖中后期栉孔扇贝与外环境直接接触的

器官组织，如外膜和消化道黏膜上皮组织，并由此

进一步侵染到皮下结缔组织（图 ’）。另外发现，在

某些器官，病毒对上皮组织的感染存在一定的规律

性或感染靶位。如在外套膜，病毒主要感染靠近外

套膜基部的内膜上皮（图 ()#，*；图 ’)#，*）；在胃

内粘膜，则主要集中在皱襞的凹陷部位（图 ’)+，"）。

& 讨论

国内外近年来的研究表明，贝类作为水生滤食

性动物，各类致病性微型病原生物在构成上非常复

杂，迄今已经报道的至少有类立克次氏体、类支原

体、衣原体、细菌、寄生原生动物以及病毒。往往在

同一宿主体内同时发现几种病原生物的存在［,，-］。

但在多数情况下，宿主可以承受这种感染而不引发

疾病［(. / (0］。在病毒性疾病研究方面，由于国内目前

尚无法建立贝类体外离体培养的细胞系以及缺乏可

靠的分子生物学检测手段，对大多数由上述病原所

引起的贝类病害研究主要集中于流行病学调查、病

原报道以及常规的组织病理学探讨方面［(1 / (2］。本

工作为迄今国内首次结合病理组织学以及特异性单

克隆抗体荧光免疫检测技术（!"#）所开展的扇贝

#$%& 病的研究。

我们的工作显示，利用组织学方法所观察到的

患病扇贝相关组织3器官的病理变化与已有报道非

常一致［’，1］。同时，应用单抗 !"# 技术进行的检测证

实，这种组织病理学变化与 #$%& 病毒的感染部位

完全吻合。此结果表明，栉孔扇贝 #$%& 病毒的感

染对宿主除去通常的致病机理外（如导致电镜水平

上的细胞器变性、失活、炎症反应等），还同时可以造

成直接而显著的结构性破坏，因此具有极强的致死

性。这也从组织病理学角度上解释了在养殖实践中

何以形成如此强烈的集中死亡现象：染病扇贝往往

在数日内完成从肉眼可观的病症发生至死亡这一全

过程，宿主甚至来不及表现出消瘦或完全排空消化

道即已经进入濒死状态［’］。

对患病扇贝所进行的免疫荧光检测还显示，

#$%& 病毒可能首先感染与外环境相接触的上皮组

织，在感染较严重的器官，病毒可进一步侵染到皮下

结缔组织的某些细胞（结果未展示）。这与本课题组

此前电镜超薄切片的观察结果一致［4］。这个结果显

示，#$%& 病毒的传播途径极有可能系通过水环境，

即借助于水体实现病毒对扇贝的直接接触和由表而

里的侵染，当环境合适时（如水温适宜），形成病毒的

迅速繁殖而致病。这也一定程度上说明了在养殖实

践中的一个常见现象：在同一养殖环境内的扇贝个

体几乎总是同步（集中于数日内）发生大批（常常无

一幸免）的死亡。

我们的工作还显示，在某些器官，感染的易发部

位存在一定的规律性（如外套膜基部的内膜上皮细

胞、鳃基部的上皮细胞、胃皱襞凹陷部位的粘膜上皮

细胞等）。此点可能表明，病毒对宿主靶器官的侵染

具有一定的选择。此外，本工作同时证实，病毒对上

皮细胞感染的强度与造成的病理伤害程度直接相

关。这提示，当外界环境条件（如温度）不适宜病毒

繁殖时，少量潜伏的病毒对宿主的危害性可能不显

著。

迄今所知，贝类和其它无脊椎动物一样缺乏特

异性免疫机制，由上皮组织本身及其所分泌的黏液

层共同构成屏障，防御外来病原的入侵［(,，(-］。根据

本研究并接合迄今已完成的有关栉孔扇贝急性病毒

性坏死症的流行病学和病原学研究结果，我们可以

对 #$%& 病毒的传播途径和致病机理绘出如下大略

的草图：在养殖水体内的水温上升前，来源不明的少

量 #$%& 病毒借助水流机会性地侵染某些宿主体表

的上皮组织（随后在水温升高前可能存在一休止

期）。在高密度养殖条件下，受感染的上皮细胞发生

坏死和脱落，病毒逃逸并借水流在相邻的扇贝群体

中迅速传播（水平传播）。随着水温升高，病毒在宿

主体内开始大量繁殖并进一步侵染到各关键部位从

而引发扇贝原发性系统性感染以及大部分器官组织

的功能丧失；同时，由于受感染的上皮细胞严重脱

落，使扇贝的防御机能大大降低而招致严重的继发

性感染。最终导致栉孔扇贝养殖群体迅速而大规模

的死亡。

致谢 聊城大学生命科学院的孙震晓博士和中国海

洋大学的任素莲、绳秀珍老师在组织学观察方面曾

给予热情帮助，在此一并表示感谢。
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