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中国对虾一种 C 型杆状病毒的纯化技术

及形态特征研究
‘

孔 杰 石 拓 刘 萍
(中国水产科学研究院黄海水产研究所

,

青岛

”
(农业部动物检疫所

,

青岛 2仅刃7 1)

包振民’ 郭福生” 相建海
’tt

2仅刃71 )
’

(青岛海洋大学生命科学院
,

青岛 2肠朋3 )

份 (中国科学院海洋研究所
,

青岛 沥印7 1)

提要 染病中国对虾于 1男5 年 7 月取自青岛螃山对虾养殖场
。

为探索对虾杆状病毒分离

纯化技术
,

采用组织超薄切片技术对染病对虾进行电镜观察; 被病毒感染的对虾经组织匀

浆
、

差速离心和密度梯度离心
,

纯化出杆状病毒粒子 ; 纯化的杆状病毒经磷钨酸钾负染

色
,

于透射电子显微镜下观察形态结构
。

结果表明
,

中国对虾中肠组织 的细胞核被大量的

有囊膜无包涵体的杆状病毒侵染
,

属 C 型杆状病毒; 病虾头部组织以 6仪】万 / m in 匀浆
,

6仪肠 / m in 与 10 侧翔{ / m in 差速离心
,

再经 10% 一 50 % 蔗糖密度梯度
,

可纯化出形态完整

的杆状病毒粒子 ; 与所有已报道的对虾杆状病毒不同
,

中国对虾完整的病毒粒子带有一很

长的尾
,

可达病毒体的 1
.

5倍以上
。

经 T rit o n x 一 1田处理
,

获得脱去囊膜的核衣壳
,

衣壳系

由两个帽端夹 14 圈螺旋形成对称的圆柱体结构
。

关键词 中国对虾 病毒 纯化

海洋甲壳类病毒学属于无脊椎动物病毒学中起步较晚但发展迅速的领域
,

自从 Co uc h

(197 4) 在墨西哥湾的桃红对虾(Pe na e琳 内口ra阴) 中发现第一例对虾病毒始
,

病毒性病

原一直是对虾病害研究中的焦点
。

迄今
,

已发现的对虾属病毒约 13 种 (U gh tne r,

19 93 )
,

其中只有加
c ul 。

~ Pe na ei (BO
n

ami
et al

. ,

19 90) 得到国际病毒分类委员会的

认可
。

19 93 年养殖的中国对虾发生了严重的病毒性流行病(蔡生力等
,

19 94)
,

但有关病

毒性病原的研究结果多建立在组织病理的观察和流行病学调查的基础上 (张立人等
,

1994 , Li gh tn er e t a l
· ,

198 1, S a n o et a l
· ,

1984 )
,

而病毒的分离纯化技术及形态结构等

尚未见系统全面的报道
。

本文报告中国对虾一种 C 型杆状病毒的分离纯化技术及其形态结构
,

以期为该病毒

分类学
、

生理生化及分子生物学等研究提供科学依据
。

1 材料和方法

1
.

1 材料来源

*

国家攀登计划
“

B" 资助项 目
,

收稿 日期 : 1叨碑 11月 为 日
,

PD B6 一 6 一 1号
。

孔杰
,

男
,

出生于 1% 3年 5月
,

副研究员
。

接受日期 : 1卯7年 l月 ro 日
。
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于 1995 年 7 月自山东青岛唠山上马镇发生对虾暴发性流行病的养殖池现场采集养

殖中国对虾(Pe
n
ae us ch 如ens 的 (体长为 3 一 sc m )

,

冰冻后带回实验室
,

于 一 70 ℃ 保

存
。

1
.

2 组织切片与电子显微技术

现场取病虾的鳃
、

肝胰腺和中肠组织
,

按常规方法制片
,

在 H 一 7《XX〕电镜下观察并

摄影
。

1
.

3 病毒分离纯化及电镜观察

方法一 去除头胸甲的冰冻虾头 100 9 加人 200 1n l PPB 缓冲液
’) 后在匀浆器(型

号 : D S 一 2加)中以 6 侧X) r /而 n 的转速匀浆 5而 n
。

匀浆混合液经离心机先进行 差速

离心
,

分别以 3姗
: /而 n (1 0卯乡离心 3伽rn in

,

6 000
r /而n (4 350乡离 心 3伽rn in

,

8 000
r /而n( 7 7oo 乡离心 30 而n 和 ro 000

r /而n (l 5 300 乡离心 l h 产生沉淀
。

取不同

离心速度的沉淀进行电镜观察
,

以确定病毒的存在
。

将含有病毒的沉淀悬浮于 3 倍体积

PPB 缓冲液中
,

铺于 ro % 一 50 % 蔗糖梯度上再进行密度梯度离心
,

经 BE C K MA N LS 一

80 离心机转子以 25 仪X)r /而 n 离心 3 h
。

吸取梯度中的乳白色区带
,

用 PPB 缓冲液充分

洗涤
,

去除残留的糖分
。

纯化的病毒重悬于 PPB 缓冲液中
,

于 一 70 ℃ 保存
。

方法二 为去除病毒囊膜
,

获得只有核衣壳的病毒离子
,

用 2 % 的 Tri to n X 一 100

PPB 缓冲液替代方法一中 P PB 匀浆缓冲液
,

余同方法一
。

取病毒悬液 1即l
,

用覆有 Fo rm av 膜的铜网吸附 5而n
,

滴加 3% 磷钨酸钾(PT A )

染色 5而n
,

室温风干
,

于 H 一 7《XX)电镜下观察
。

2 结果

2
.

1 对染病中国对虾组织超薄切片的电镜观察结果

电镜观察表明
,

在染病中国对虾中可发现大量的病毒粒子分布在病变组织的细胞核

内
,

部分分布在细胞质中(图版 L l)
。

该病毒粒子横切面为圆形
,

纵切面为杆状而略带

椭圆
,

中央是高电子密度的核心
,

其外紧裹着一层衣壳
,

最外层是囊膜
。

染病中国对虾

的细胞核肿胀或破裂
,

核仁模糊不清甚至消失
,

核内异染色质明显减少或完全消失
。

细

胞核的核膜增生并扩散至细胞质中
,

形成多层膜的回纹结构
。

细胞质减少
,

线粒体变

圆
,

崎变模糊
。

2
.

2 病毒的纯化技术及其结果

用上述两种方法
,

染病的中国对虾的匀浆液经差速离心
、

密度梯度离心后
,

均分离

纯化出大量的
、

形态均一的杆状病毒
。

差速离心过程中病毒的电镜跟踪检查表明
,

经过

3Om in 的离心
,

在 3创X)r /而 n 和 6 《XX)r /而 n 转速的沉淀中没有病毒离子 ; 在 8 0 00 r /

而n 的离心速度下
,

部分病毒开始沉淀 ; 10 (X洲)r /而n 的离心速度可使绝大部分的病毒

沉淀(表 1)
。

在方法一中
,

经差速离心所得病毒沉淀中混有无固定形态和结构的团块状

杂质
,

病毒粒子结构完整
,

而方法二所得到的病毒沉淀中杂质相对少
,

并且沉淀中大部

分的病毒外部结构被破坏
。

两种方法中使病毒发生沉淀的离心速度无变化
。

经密度梯度离心后
,

两种方法所沉淀的病毒在 40 % 和 50 % 蔗糖密度交界处形成

l) 黄捷等
,

1卯3
,

中国对虾生理无机盐缓冲液的组成研究
。
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表 1

T a b
.

1 R esul ts

染病中国对虾组织匀浆液经差速离心后的电镜检查结果

of e le e tr
omi

e r

osc
o Pe ins Pe eti on

o f the ho m o罗n a te
of di se ase d shri m P aft e r

di ffe
r en tial ee n tri fu 罗tion

离离心速度度 3 侧】))) 6 仪幻幻 8 田000 10 (X幻幻

(((
r

/ mi n)))))))))))

组组分分 上清液液 沉淀淀 上清液液 沉淀淀 上清液液 沉淀淀 上清液液 沉淀淀

病病毒离子子 ,, 无无 ??? 无无 有有 有有 无无 有有

浅褐色的沉淀带
。

电镜检查的结果表明
,

未经 Tri to n X 一 100 处理的中国对虾组织纯化

的病毒
,

带有长长的尾 巴
,

外裹病毒囊膜 ; 经 Tr ito n X 一 100 处理后
,

尾 巴和囊膜脱

落
,

病毒核衣壳螺旋带结构清晰可见
。

2
.

3

2
.

3

病毒的形态特征

病毒粒子的外部形态结构 完整的病毒粒子外被囊膜
,

内部结构不可见
。

病

毒呈椭圆形
,

一端较平并轻微凹陷
,

另一端略细
,

大小约为 300 一 37 0川m x 90 一 130刊m
o

较细一端带一乳头状突起
,

由此延伸出一很长的尾
,

宽约 20 一 30IUn
,

长约 500 一 7(X) n m
o

尾巴经常呈盘旋
、

卷曲状态 ; 完全伸展的尾部长度可达病毒体长的 1
.

5 倍以上 (图版

I
:
2 )

。

2
.

3
.

2 病毒的核衣壳 经 Tri to n X 一 100 处理的完全脱去囊膜的核衣壳结构为螺旋

圆柱体形
,

大小为 270 一 犯on m x
60 一 80 n j n ;

螺旋带几乎与衣壳长轴垂直
,

每匝螺旋

宽 20川rn 左右
, ,

螺旋间距在 2
.

Slun 左右
。

衣壳螺旋由两条平行的约 7lun 宽的螺旋夹一条

宽约 6lun 的中间带组成 ; 在衣壳螺旋的边缘及中间带上可清晰地区分出衣壳的结构单

位; 在两端为一对高度约 20 n m 的梯形帽状结构
,

帽状结构之间有 14 圈衣壳螺旋(图版
I

:
3)

。

3 讨论与结论

电镜观察表明
,

染病中国对虾组织切片中无核型多角体或颗粒体类包涵体存在
。

据

Fo hrm
a lm (19 86 )报道

,

杆状病毒科分为三个亚群
,

即核型多角体病毒(A 亚群)
、

颗粒

体病毒(B 亚群)和非包涵体病毒(C 亚群)
。

与 A 亚群和 B 亚群不同
,

杆状病毒 C 亚群

没有多角体或颗粒体类晶体蛋白包围
。

因此本研究所分离纯化的病毒属于杆状病毒 C

亚群
。

在病毒的纯化过程中
,

组织匀浆
、

差速离心
、

有机溶剂处理等是几个关键步骤
。

匀

浆的目的在于破碎细胞
,

使病毒释放出来
。

为了保持病毒粒子的完整结构
,

匀浆的速度

不宜太高
、

时间不宜太长
,

以打碎细胞为准
。

实验表明
,

去除头胸甲的冰冻虾头在匀浆

器中以 6 以洲) r /而 n 的转速匀浆 5而 n
,

既破碎对虾细胞
,

释放病毒离子
,

又能保证病毒

的完整性
。

差速离心可以去除组织匀浆中较大的细胞样物质
,

使病毒粒子与大量的脂质
、

杂

蛋白甚至一些未完全破碎的组织碎屑分离
,

因此查清使病毒粒子沉淀的离心速度对差速离

心是至关重要的
。

一旦确定病毒粒子沉淀的离心速度
,

一方面可以最大程度地去除组织匀

浆液中的杂质
,

另一方面还能避免过高的沉淀速度对病毒粒子的损伤
。

经过差速离心后
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的组织悬液再经过蔗糖密度梯度离心
,

病毒可与其他杂质分开而得到进一步的纯化
,

在

蔗糖密度梯度介质中形成浅褐色或乳白色的清晰的病毒带
。

为去除病毒囊膜
,

获得只有核

衣壳的病毒离子
,

方法二用 2% 的 Tri to n X 一 100 PPB 缓冲液替代方法一中 PPB 匀浆缓

冲液
,

以便使病毒囊膜脱落
,

露出清晰的核衣壳结构
。

在已经发表的研究报道中
,

纯化的病毒粒子或者有囊膜无典型尾状结构(彭宝珍

等
,

19 95 )
,

或者有尾状结构而无囊膜(M isao ct al
. ,

1995 )
。

因为病毒的囊膜与核衣壳

连结不紧密
,

分离过程中囊膜极易脱落
,

所以纯化过程中使用适宜的匀浆速度
、

时间以

及沉淀病毒的离心速度等可能是保持病毒结构完整的关键所在
。

本研究结果证实 : 以

6 0(刃r /而n 的速度匀浆 sm in 可有效地破碎中国对虾的细胞结构
,

释放出病毒粒子 ;

10 《XX)r /而n 的离心速度能沉淀绝大部分病毒粒子
,

上述技术参数是分离纯化中国对虾

C 型杆状病毒的重要条件
。
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the Pr e senc e o f Tri tio n X 一 100
.

Pe lle ts o f th e m a te ri a l hom
o ge n at ed a t di ffe

r

ent
e e n tri fu g a tio n sPee ds w e r e in sPec ted b y ele etr o n 而 er o se o Pe a n d bac ul o v irus w a s

ro u n d to be p ree ip ita te d a t 8 000
: /而 n (几b

.

l)
.

M o 印ho lo gi e al ly in tac t bac ul o v ir u s

a nd nuc
le oc ap sid s e o ul d be iso la te d a nd Pu ri fi e d b y ee n tri fu g a tio n fr o m 6 以X) r /而 n to

lO 0( 刃r /而 n a n d d e n sity gr ad ie n t c en trifu g a tio n o n 10% 一 50 % su gr o se at 2 5 《XX) r /而n

fr om ee Ph al o th o rax h o m o g e n a te
.

T h e m o rp ho lo gy a n d stru etur e o f the v irus
,

stai ne d

by p ho sp ho tun g stie ac id (p TA )
,

w e r e a na lyz e d b y tr a n s而 ssio n e lec tr o n 而er o sc o p e
·

Mo rp ho lo gi eal ly in ta et b ac ul o v ir u s w e r e red 一 sha Pe d
,

singl y e n v e lo Ped
’

and w ith a

lo ng tai l一 like ap Pe nd ag e
.

Th
e he ad o f w ho le v iri o n s av e r a g ed 90 一 130 nm in di am

e-

te r a nd 3(X) 一 37 0 n m in le n g th
.

Th
e T ai l w a s 20 一 30 n 工n in di am

e ter
an d s(X) 一

7的 nm in le

ngt h (Pla te l
:

2)
.

T h e

nuc
leoc a p sid e o nt ai ne d 14 he lixe s w ith Z 哪p e d

end s o n bo th side s a nd fo n n e d be eillifo rm
struc tu re (Pla te l

:
3)

.

Ke y w o rds Pe n e a 琳 ch 勿ens 台 Vi ru s P倾fi ea tio n


