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提要 在光镜水平下研 究了刺激隐核虫寄生黄鳍朝和真朝后 引起宿主 组 织病理学

的变化
。

该寄生 虫可 在宿主皮肤
、

鳃土皮和舌 土皮的组织内寄生
。

与正常组织相比
,

被

寄生的皮肤表 皮层明显增厚
、

粗糙
,

其增厚部分主要是拈液细胞层
、

表皮层与真皮层

间的联 系被破坏
。

寄生囊内有较大的空隙
。

虫休 内含有大量的宿主细胞残骸
。

由于寄

生 虫的感染
,

使得柞寄生部位的脏器也 出现某些病理变化
:
肝细胞萎缩

,

窦状 隙增大
;

脾肾内都有颗拉性沉积
。

本研 究结果还与淡水
“

白
.

点
”

病引起的病理组织学变化进行

了比较
。

司

随着沿海各省经济价值较高的海水硬骨鱼

人工高密度养殖规模的不 断扩大
,

由此产生的

各种海水硬骨鱼寄生虫病也越来越多地引起人

们的注意
。 “

白点病
”

就是其中之一
。

海水鱼
“

白

点病
”
的病原体是一种全毛类纤毛虫—刺激

隐核虫 凸夕夕协即
尹

娜 衍么切
‘ 。

该病及病原体最初

是 由 S ik a m a ( 19 38 ) [
, ’〕于 19 37 年在 日本发 现

的
。

起初 多发生在水族馆的海水观赏鱼 中
;

N ig r e lli 和 R u ss ie r i (1 9 6 6 ) [
‘。〕在对捕自世界各大

洋的野生鱼类的检查中也发现该病病原体的存

在
。

近年来
,

有关海水鱼
“

白点病
”

的暴发流行常

有报道[z, ”
·

7 司国内也不 断有此病流行
。

该病流

行时
,

轻则鱼产量下降
,

重则绝收
,

造成的经济

损失十分严重
。

刺激隐核虫生活史包括两个部分
: 1

.

寄生

在宿 主体内滋养体的寄生阶段
; 2

.

成熟滋养体

脱离宿主形成包囊进而繁殖后代的 自由生活阶

段
。

目前
,

对
“

白点病
”

病原体的研究较多集中在

自由生 活阶段 [‘
,

“〕(徐润林等
, 19 9 1 ;

待发 表 )
,

而对寄生阶段刺激隐核虫对宿主影响的研究较

少
。

本文通过对感染 了刺激隐核 虫的黄鳍 绸

s娜、 la俪 和真绸 Pa 卿sot ,
,

7na尹 病灶 组织 活

体和染色观察
,

进行了
“

白点病
”

组 织病理学研

究
。 州

1 材料及方法
实验所用材料为 自然感染的黄鳍鳃

,

长 15

一 20 c m
,

为中国水产科学院南海水产研究所
,

深圳盐 田试验基地提供真绸
,

长 2一 2
.

5 。m
,

采

集地为广东省水产厅惠阳澳头水产增殖站
。

证实感染的方法
:

刮取实验鱼 皮肤和 鳃组

织粘液
,

置于玻片上
,

镜下可看到有刺激隐核虫

滋养体游动
。

对于感染程度较高的个体
,

可通过

¹ 本研究为国家自然科学荃金资助项目
。
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肉眼直接观察鱼体皮肤和鳃组织
,

确定有无 白

色点状物存在
。

将病灶组 织剪下
,

中性 甲醛 固定
,

PBS 洗

涤
,

逐级 乙醇脱水
,

常规石腊包埋
,

切片 (切片厚

5林n 、)
。

染色方法为常规 H
一

E 和 Fe u l罗n ’s
法

。

同时为研究寄生虫对宿主其他脏器有无影

响
,

我们还取患病鱼的肝
、

脾和 肾脏组织
,

并进

行了常规 H
一

E 染色
,

与健康个体的相应组织进

行了对照
。

现在 肾脏中的相 似
,

众多小颗粒集中在 一起 组

成了大团块沉积
。

沉积部位宿主组织细胞出现

环 死
,

坏死 部位与活体细胞之 问产生缝 隙 (图

2 : 1 6 )
。

3 讨论

肠如
.

2 结果

肉眼观察到的被感染的鱼体
、

皮肤表面有

许多细砂粒般的 白色点状物存在 (图 1 : 1 )
,

剪

开病鱼鳃盖骨
,

在鳃上也可见有明显的点状物

存在 (图 l :
2一 3)

。

通过对这些点状物及其周围

组织 的切片观察
,

可以看到在皮肤组织的表皮

层中有刺激隐核虫滋养时的胞问寄生 (图 1 : 4

一 7)
。

H
一

E 和 凡ul 旷n
染色后

,

显示滋养体的大

核呈多块状念珠排列
。

经与 D N A 特异反应 的

Feu 饱e。
染色后

,

可 以看到除大核块外
,

寄生虫

体内含有许多 Fe ul g en 反应
-

一 阳性颗粒 (图

1 : l。)
。

刺激隐核虫除可寄生在鳃上皮和体表皮

肤组织外
,

在真鳃的舌上皮组织上也发 现有刺

激隐核虫的胞 间寄生 (图 l :

8)
。

由于病原体的

寄生
,

以及寄生虫侵入过程中的机械破坏和可

能存在的生化反应
,

使宿主皮肤组织表皮层与

下面的真皮层之 问的联系被破坏
,

常在寄生部

位形成空隙(图 l : 4 一 8)
。

当正 常皮肤组织相

比
,

病灶部位的皮肤明显增厚
,

其增厚部分主要

是表 皮粘液 细胞层 (图 l : 8 )
,

而 且不再象正常

皮 肤组织 那样平滑
,

而是变的粗糙 (图 1 : ‘~

8 )
。

与对照切片相 比
,

病鱼肝细 胞着色颗粒增

加
,

并有肝细胞萎缩之趋势
,

使肝脏的窦状隙扩

大 (图 2 : 1 2)
。

病鱼 肾脏组 织中
, ’

肾上管上皮细

胞没有明显的变化而在 肾脏拟淋巴细胞存在的

部位有棕黑色颗粒沉积 (图 2 : IJ)
。

脾脏 中髓质

部分也有棕 黑色颗粒沉积
,

其形态和组成与出

刺激隐核虫侵入宿主皮肤后引起的皮肤组

织病理学变化同 Hi
n es (1 9 7刁)困所描述的多子

小瓜虫 Ich 动卯神‘脑沁 溯砚汀撬幼 引起 的谈水
“

白

点
”

病皮肤组织病理变化很相似
。

曾有 人报道在

淡水
“

白点
”

病鱼的皮肤病灶中
,

时常可看到两

个以上的多子小瓜虫滋养体寄生 (倪达书
、

李连

洋
,

1 9 6 0 [
‘〕

,

E w in s 等 (1 9 5 8 ) [ 6〕利 用寄生虫种群

统计学研究了这一现象
,

认为多子小瓜虫滋养

体寄生期间有繁殖过程
。

我们在观察刺激隐核

虫滋养体时
,

发 现偶有一个病灶存在着两个滋

养体
,

但未观察到分裂相
,

故还不能确定它象多

子小瓜虫那样可以在滋养体期进行繁殖
。

由于

刺激隐核虫在寄生时是以宿主组织细胞和组织

液 为 食 的 [4j
,

因 此
,

滋 养 体 内 除 大 核 外 的

Feu lg en 反 应阳性颗粒一少部分是寄生虫 的小

核外
,

绝大部分的阳性颗粒是尚未消化的摄食

的寄主细胞的细胞核
。

这一点通过透射电镜切

片得到证实 (徐润林
,

待发表 )但在光镜下
,

不

能分辨寄生虫小核和宿主细胞核
。

在寄生部位
,

刺激隐核虫除直接摄取宿主的营养外
,

由于它

在宿主皮下的蠕动
,

使宿主正 常组织联 系被破

环
,

这一点在对鳃组织的活检时可看得很清楚
。

另外
,

该寄生虫的感染期幼虫前端含有透明质

酸酶
,

这种酶在入侵过程中对宿主组织细胞间

的透 明质酸产生分解作用[s3
。

淡
、

海水
“

白点
”
病鱼的肝组织变化都 出现

细胞萎缩和窦状隙扩大的现象
,

其危 害在于迫

使病鱼消耗更多的肝脏贮藏能量 [sj
。

在病鱼的

脾
、

肾二个脏器中
,

出现病理变化的部位都是免

疫系统中淋巴细胞或拟淋巴细胞存在之处
,

这

说明在病过程中
,

寄生虫 产生了某些物质刺激

了宿主的免疫系统
。

病变后出现的颗粒沉积应
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,
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10
.

寄生在真绸皮肤内的刺徽隐核虫
,

示众多含核酸颗粒
。

N :

大核
,
Feu 妙

n 染色 ; x 60 0
.

n
.

正常的黄鳍绸肝

切片
,
s :

窦状隙
,

P :

胰腺
.

H. E 染色 ; x 2 00
.

12
.

感染
“

白点病
”

的黄鳍绸切片
,

肝细胞萎缩
,

窦状隙增大(S)
,

P :

胰腺
.

H
.

E 染色 ; x Z oo
。

13
.

正常黄鳍绷肾切片
,

H
.

E 染色 ; x 800
。

14
.

感染
“

白点病
”

的黄鳍绸肾切片
,

示棕黑色

颗粒沉积
。

H
.

E 染色 ; x 8 00
。

15
.

正常黄鳍绸脾切片
,

示脾窦(箭头 )
,

淋巴细胞 (L) 和脾细胞(sc )
。
H

.

E 染色 ; x

8 00
.

16
.

感染
“

白点病
”

的黄鳍绸脾切片
,

示棕黑色颗粒沉积
。

H
.

E 染色 ; x ZOO
,

是淋巴细胞与抗原性物质反应后的产物
。

这一 生的抗原性物质
,

目前尚不能定性
,

还需进一步

点与淡水
“

白点
”

病有所不 同
,

后者中脾脏也 出 的研究
。

现淋巴细胞 的增加
,

而肾脏内各类免疫系统中

的细胞消失[sj
。

对于刺激隐核虫感染宿主后产

海洋科学
,
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紫菜细胞悬浮培养¹

何培民º 王素娟

(
_

匕海水产大学养殖系
,

200 09 0 )

收稿 日期 一99 1 年 6 月 20 日

关键词 条斑紫菜
,

离体细胞
,

悬浮培养
,

气升式反应器

城 提要 用晦解技术获得条斑紫菜离体细胞并对其进行细胞悬浮培养研究
; 对藻休

不 同部位 的细 胞分化发育方式
,

不 同慈浮器具培养效果及 不 同起始培养的 细胞 密度

进行 了探 索
。

结果表明
:
用气升式生物反应器培养细胞效果最佳

,

起始培养的细 胞密

度可达 I X I 护 细胞 / m l ,

细胞存活 率达 85 %
。

我国在生物技术应用于紫菜育苗上的研究

工作 已取得了较大的进展
,

特别是王素娟等»

( 19 9 0 年 ) 研究的条斑紫菜体细胞快速育苗技

术初步进入实用 阶段
。

为 了使该项技术进一步

完善
,

迫切需要建立大规模细胞培养技术
。

目前

国外 已广泛应用气升式反应器来培养植物细胞

而且也开始研究用 它来进行动物细胞
、

昆虫细

胞的培养以及微生物发酵
,

但在我国这项工作

还处于起步阶段
。

气升式生物反应器剪切力小
,

结构简便
,

造价低
,

用其来培养细胞以获得大量

苗种
,

将是紫菜体细胞育苗技术今后的研究方

向
。

本实验就是在以前工作的基础上
,

用条斑紫

菜离体 细胞为 材料进行细胞悬浮培养
,

通过气

升式生物反应器建立紫菜细胞悬浮培养系统
,

为海藻大规模细胞培养打下基础
。

村海区
,

采集日期为 19 91 年 3 月 8 日
。

采集的

紫菜经阴干后放入塑料薄膜袋 中用低温冰箱保

存备用
。
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.

2 细胞分离与收集

方法同文献〔J〕
。
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3 悬浮培养

1
.

3
.

1 MS 系统 用磁力搅拌器 (MS) 搅

拌悬浮培养
,

容器为 I L 的三角瓶
。

1
.

3
.

Z Es 系统 用电动搅拌器 (ES )搅拌

悬浮培养
,

容器为 5一 10 L 的圆柱形玻璃缸 (直

径为 2 0 e m
,

高为 30一 6 0 e m )
。
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.

3 A L 系统 用气升式生物反应器 充

1 材料与方法

! 种藻来源

本实验用的条斑紫菜采集于江苏启东海丰

海洋科学
,
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