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1  引言

栉孔扇贝( Chlamys f ar reri )是我国传统海水养殖贝种, 养殖范围主要分布于黄海、渤海

沿岸的山东、河北、辽宁等地, 但是, 近年来因病害发生,造成了巨大的经济损失. 扇贝大规模

死亡流行病学调查研究已进行多年, 流行病学调查、病理学、病原感染实验及病原分离纯化等

研究初步认为类立克次体是扇贝(包括栉孔扇贝和海湾扇贝 A rgopecten ir radians )的病原生

物[ 1~ 4] . 在用泛影葡胺密度梯度离心纯化栉孔扇贝类立克次体时发现一种具囊膜的病毒粒

子,本文首次报道栉孔扇贝体内该球形病毒纯化的形态学特征.

2  材料和方法

211  材料

栉孔扇贝样品于 2001年采自山东青岛、长岛、烟台等栉孔扇贝养殖区, 扇贝大小规格为

415~ 515 cm, 新鲜样品空运回实验室后, 取栉孔扇贝成体肝胰腺(含胃和部分消化道)、鳃、外

套膜,用 PBS 清洗.

212  试剂

(1) PBS: pH 值 714; Na2H PO4, 5319 mmol; KH2PO4, 1218 mmol; NaCl 72161 mmol;

( 2) 蔗糖: AR, 购自上海生工生物技术有限公司; ( 3) 泛影葡胺: 76%, 购自上海淮海制药厂.



213  初纯

经清洗的组织用电动玻璃匀桨器匀桨(中速, 5 min) ,用 PBS 稀释匀桨液, 低速离心( Sor-

val rotor 05) , 700 g , 20 min, 4 e ,留上清. 沉淀再次充分匀桨,稀释后低速离心(转头同上) ,

500 g, 20 min, 4 e , 取上清,合并两次上清,高速离心, 11 000 g, 1 h, 4 e , 弃上清及附于管

壁的油脂. 重悬沉淀,低速离心, 500 g, 20 min, 4 e ,去沉淀. 上清铺于含 23%蔗糖和 16%泛

影葡胺的 PBS混合液上,离心(转头同上) , 25 000 g, 1 h, 4 e . 沉淀用 PBS重新悬浮, 高速

离心 11 000 g, 1 h, 4 e , 用少量 PBS重新悬浮沉淀, 即得初纯悬液.

214  泛影葡胺密度梯度离心纯化

用 PBS配制 15% , 20% , 25% , 30% , 35% 泛影葡胺液,由下向上于1215 cm3离心管中

铺梯度液, 每一浓度铺119 cm3. 将初纯悬液加于梯度液上, 超速离心 ( Beckman SW41 Ti) ,

100 000 g, 1 h, 4 e , 分层取样, 各样分别用 PBS稀释. 稀释液再作高速离心以去除泛影葡

胺、浓缩样品, 22 000 g, 1 h, 4 e ,沉淀用少量 PBS悬浮,电镜观察.

215  电镜观察

各取经高速离心去泛影葡胺和浓缩的各层悬液一滴于覆盖有福尔瓦的铜网上, 4%的磷钨

酸染3 m in, 干后电镜观察( Phillips CM 10) .

3  结果

电镜负染观察各层偶尔可见少量病毒粒子, 25%~ 30%界面层中病毒粒子较多,且背景较

干净. 但同时也存在一定量 RLO( Ricket tsia- like organism) , 可通过用细菌滤膜过滤法除去.

绝大多数粒子呈圆形或近圆形,大小差异较大,直径平均为( 148 ? 7) nm ( n = 37) , 少数形态不

规则呈缺刻的叶片状. 病毒粒子具双层囊膜(见图 1) . 完整粒子囊膜可见放射状突起,囊膜内

核衣壳粒清晰可见, 呈螺旋状排列(见图 1a) . 前期大量组织细胞病理切片检查未见病毒包涵

体.

4  讨论

在流行病学调查研究中, 采用组织切片法进行大量组织细胞病理学研究中未发现病毒包

涵体, 故纯化中所发现的病毒为非包涵体病毒. 病毒的形态具有如下特征: 不形成包涵体,绝

大多数粒子呈圆形或近圆形,大小差异较大, 直径平均为( 148 ? 7) nm ,少数形态不规则呈缺

刻的叶片状. 病毒粒子具双层囊膜, 完整粒子囊膜可见放射状突起, 核衣壳粒呈螺旋状排列.

根据病毒这些特征与副黏病毒科的鸡瘟新城疫病毒进行形态学比较可以发现这两者较相

似[ 5, 6] ,究竟其是否属于副黏病毒科,有待进一步研究鉴定.

迄今贝类病毒的研究较少,已报道的有鲍( abalone)、牡蛎( oyster)、三角帆蚌等
[ 7~ 15]

. 这

些报道认为病毒是贝类的病原. 同时目前医学界已认识到贝类能作为引起人类消化道疾病的

中间宿主[ 16, 17] . 我们的研究发现栉孔扇贝的胞内寄生物较复杂,有类立克次体、类支原体和

病毒. 其中在栉孔扇贝的幼苗、幼贝阶段可能以类立克次体为主,成贝中以类支原体和病毒较

多. 栉孔扇贝生长各阶段均能发生暴发性死亡, 可能是由各种病原综合作用的结果. 其中在

幼苗、幼贝阶段可能以类立克次体为主,成体阶段则以类支原体和病毒为主. 鉴于该病毒在形

态学特征上与人类的副黏病毒较相似, 因此也不排除该病毒是污染的人源性病毒的可能性.
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图 1  纯化的病毒负染. 4图的 Bar= 100 nm 病毒圆形或近圆形,少数形态不规则呈缺刻的叶片状. 箭头示

囊膜放射状突起
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