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文蛤一种球形病毒的分离纯化及细胞病理变化观察 

沈  辉1, 万夕和1, 何培民2, 姚国兴1, 陈爱华1 

(1. 江苏海洋水产研究所 江苏 南通 226007; 2. 上海海洋大学 水产与生命学院, 上海 201306) 

摘要: 为研究一种球形病毒引起的文蛤(Meretrix meretrix)细胞病理变化及该病毒的分类地位, 作者运

用透射电镜对异常死亡文蛤的细胞病理变化及感染的病毒粒子进行了超微结构观察, 并通过差速离

心、酒石酸钾超速离心和氯化铯密度梯度离心结合等方法对首次对该病毒粒子进行了分离纯化。结果

表明: 患病个体的鳃、消化盲囊、消化道和外套膜均大量存在一种病毒颗粒, 该病毒呈球形, 无囊膜, 

直径 45~55 nm, 核心与核衣壳间无明显界限, 未发现病毒包涵体, 该病毒存在于细胞间质及被破坏的细

胞质中。该病毒粒子的感染引起的细胞病理变化主要表现为: 细胞核染色质集聚, 溶酶体增多, 线粒体肿

涨, 粗面内质网膨胀, 肌原纤维排列混乱, 细胞结构变得无规则直至解体。病毒粗提液于 4℃ 150 000 g

氯化铯密度梯度离心 20 h 可该病毒粒子提纯, 经纯化后负染显示, 该病毒粒子呈球形, 二十面体对称, 

无囊膜 , 直径在 60~75 nm, 表面结构粗糙 , 壳粒结构较明显 , 该病毒粒子在氯化铯中的浮密度为

1.554~1.582 g/mL。本文结果为文蛤死亡病原的研究提供了基础资料。  
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文蛤 (Meretrix meretrix)隶属瓣鳃纲 (Lamelli-

branchia)、真瓣鳃目 (Eulamellibranchia)、帘蛤科

(Veneridae)、文蛤属(Meretrix), 是江苏沿海滩涂增养

殖的重要经济贝类。近 10年来文蛤的病害频繁发生, 

对江苏沿海文蛤的增养殖业的发展造成重要危害 , 

尤其在 2005 年夏秋季发生在江苏南通沿海区域的

文蛤大规模死亡 , 发病率与死亡率极高 , 经济损失

严重。 

有关文蛤病害的研究自 20 世纪 70 年代末以来

受到关注, 报道主要集中在弧菌、环境胁迫和寄生虫

等方面。杨美桂[1]从台湾养殖发病的丽文蛤(Meretrix 

lusoria)中分离得到副溶血弧菌 (Vibrio parahaemo-

lyticus), 并认为该弧菌为丽文蛤大规模死亡的病原

菌, 沈亚林等[2]与刘军义等[3]也分别从江苏南部沿海

及广西沿海发病文蛤中分离得到副溶血弧菌。郑国

兴等 [4]从江苏南部沿海发病文蛤中分离得到一种溶

藻弧菌(Vibrio alginolyticus), 观察到该弧菌侵袭肠

上皮及肝组织, 在细胞质内形成上百个细菌的集群, 

通过回感实验认为该弧菌造成 1991年江苏南部沿海

文蛤大规模的死亡。王广和等[5]从发病文蛤中分离到

弗尼氏弧菌(Vibrio furnissii), 同样认为该弧菌为文

蛤死亡的致病菌。于志华等[6]认为水温是造成文蛤死

亡的首要因素 , 文蛤暴发死亡时期的海水温度为

20~37℃, 溶藻弧菌在此温度条件下最适宜生长, 弧

菌的大量繁殖导致感染死亡 ; 对寄生的研究报道 , 

吸虫(Bacciger sp.)在文蛤体内的寄生而造成一定数

量的死亡发生[7-10]。有关环境胁迫方面的报道, 主要

集中在氨氮[11]、重金属[12]、藻类缺乏引起的饥饿[13]

等方面的研究。文蛤大规模死亡的时期通常在文蛤

繁殖期过后[14], 姚国兴等[15]认为栖息底泥硫化氢含

量过高与繁殖盛期文蛤体质虚弱两方面因素的结合

叠加引发大规模的死亡。  

随着贝类病害研究的深入发展, 海洋贝类病毒

病的研究逐渐成为热点。近几十年来, 多种病毒已被

发现并分离鉴定, 证明有些病毒是贝类死亡的直接

病原, 尤其疱疹病毒(Herpesviridae)引发了不同地域

牡蛎大规模死亡的重要病原[16-21]。病毒感染文蛤的
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研究也已有报道, 任素莲等 [22-23]从河北省“红肉病”

文蛤组织细胞中发现了 3 种病毒颗粒, 着重描述和

讨论了其中一种球形病毒的形态特征及细胞病理学, 

并推测该病毒粒子为文蛤“红肉病”的主要病原体。

Lo等[24]从台湾养殖的丽文蛤患黑鳃症个体的软体组

织中分离得到一种水生双 RNA 病毒, 推测该病毒引

起了丽文蛤的大规模死亡。作者在常规流行病学调

查的基础上, 着重对发现于大量发病文蛤中的病毒

粒子及与其相关的细胞病理变化进行了观察与研究, 

以期为深入揭示引发文蛤大规模死亡的病因提供基

础性资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

发病文蛤采自于 2013年夏秋季江苏南通沿海文

蛤增养殖海区的发病现场, 取回实验室后去壳后留

取软体部分–70℃保存。 

1.2  方法 

1.2.1  超微病理切片的制作 

取患病文蛤的鳃、消化盲囊、斧足、外套膜和

消化道等组织切成 1 mm3小块, 用 2.5%戊二醛固定, 

1%锇酸再固定 , 经酒精-丙酮逐脱水 , 低温包埋剂

(ERL-4026)包埋, Reichert-Jung 切片机超薄切片, 经

醋酸铀和柠檬酸铅双染色, 日立 H600-Ⅱ型透射电

镜下观察。 

1.2.2  病毒液的制备 

将患病文蛤组织加入液氮研磨, 按 1/5(w/v)比例

加入 TEN 缓冲液(0.05 mol/L Tris-HCl, 0.01mol/L 

EDTA, 0.36 mol/L NaCl, pH 7.8), 匀浆液在–70℃与

25℃反复冻融 3次, 于 4℃ 1 000 g离心 30 min, 收

集上清于新的离心管, 将沉淀加入适量 TEN 缓冲液

重悬后再以4℃ 1 000 g离心30 min, 弃沉淀, 合并上清, 

于 4℃ 7 000 g离心 30 min, 弃沉淀, 收集上清。将上清

分别铺于浓度为 40%(w/w)的酒石酸钾垫(v︰v=2︰1)和

浓度为 40%(w/w)的蔗糖垫, 于 4℃ 100 000 g离心 4 h, 

弃上悬液 , 以适量 TE 缓冲液(0.01mol/L Tris-HCl, 

0.001mol/L EDTA, pH 7.8)重悬沉淀, 比较两种介质

层面纯化效果。 

1.2.3  病毒粒子的分离纯化 

由 TE 缓冲液配制蔗糖密度梯度(45%、50%、

55%、60%、65% w/w)、酒石酸钾-甘油密度梯度(D

液、C液、B液、A液)[25]和 CsCl密度梯度(25%、35%、

45%、55% w/w)3种密度梯度介质, 于 4℃ 150 000 g

分别离心 3、6和 20 h, 收集各梯度的分层, 加 TE缓

冲液稀释后, 于 4℃ 100 000 g离心 1.5 h后去除梯度

介质, TE重悬沉淀, 并比较纯化效果。 

1.2.4  病毒粒子的负染与浮密度测定 

分别取差速离心、蔗糖垫超速离心和密度梯度

离心后的病毒重悬液, 滴加在覆有 Formver 膜的铜

网上, 约 5 min后从铜网边缘吸去多余液体, 室温风

干, 滴加浓度 2%、pH 7.2的磷钨酸负染 5 min, 用滤

纸吸去多余染液, 室温风干, 于日立 H600-Ⅱ型透射

电镜下观察摄片。 

病毒粒子浮密度测定按文献[26]: 用 10 μL微量

移液器(Gilson)吸取密度梯度中分离的病毒层面, 加

入已知测重的 0.2 mL PCR薄壁管中, 在十万位的电

子天平上称量, 由质量与体积的除商得到该病毒粒

子的浮密度。 

2  结果 

2.1  病毒粒子的分布与形态结构观察 

发病文蛤个体组织超薄切片电镜观察显示, 鳃、

消化盲囊、消化道、外套膜的结缔组织细胞质及细

胞间质中存在大量电子密度高的病毒颗粒(图 1~图 4, 

V)。该病毒粒子呈球形, 无囊膜, 直径为 45~55 nm, 

核心与核衣壳之间没有明显的界限, 未见双层衣壳

结构, 电子密度较高, 呈分散状态分布于细胞质中, 

在细胞核中未发现该病毒粒子的感染。超微结构未

显示该病毒包涵体的存在, 但在细胞质中观察到一 

 

图 1  鳃部超微结构及病理变化及病毒颗粒 

Fig. 1  Ultrastructure of the gill, showing virus particles in 
the connective tissue 

1-1. 线粒体和微管结构异常; 1-2. 内质网和线粒体异常; V. 病

毒颗粒; M. 线粒体; MT. 微管; RER. 粗面内质网 

1-1. Pathological changes in mitochondria (M) and microtubule 
(MT); 1-2. Pathological changes in rough endoplasmic reticulum 
(RER) and mitochondria (M); Virus particle (V) 



 

48 海洋科学  / 2016年  / 第 40卷  / 第 7期 

种病毒囊泡样结构, 其中包裹着大量已装配成熟的

病毒粒子(图 2-2, 图 3-2, 图 4, MBS)。 

 

图 2  消化盲囊超微结构及病理变化及病毒颗粒 

Fig. 2  Ultrastructure of the digestive diverticula, showing 
virus particles in the cytoplasm of connective tissue 

2-1. 线粒体、细胞核、内质网及溶酶体异常; 2-2. 出现囊泡样结

构。V. 病毒颗粒; M. 线粒体; RER. 粗面内质网; L. 溶酶体; 

MBS. 囊泡样结构 

2-1. Pathological changes in mitochondria (M), nuclear (N), rough 
endoplasmic reticulum (RER), and lysosome (L). 2-2. Membrane- 
bounded structure (MBS); V. Virus particle  

 

2.2  细胞病理学变化及特征观察 

发病文蛤的检样超薄切片显示, 上述病毒粒子

的存在并引发鳃、消化盲囊、消化道及外套膜等组

织的细胞病理变化, 其中以消化盲囊的细胞病理变

化最为明显。各病理变化主要表现为:  

鳃: 在发病文蛤上皮细胞与结缔组织细胞的胞

质中发现大量病毒粒子的存在(图 1-1, 图 1-2, V)。线

粒体肿涨 , 嵴由于内层膜的伸展而变短 , 严重的嵴

消失(图 1-1, 图 1-2, M), 粗面内质网表面核糖体脱

落增多, 可见内质网囊泡化现象(图 1-2, RER), 微管

“9+2”结构受损(图 1-1, MT)。 

消化盲囊: 在发病文蛤消化盲囊的上皮细胞质

中存在大量的病毒粒子(图 2-1, 图 2-2, V)。细胞核内

染色质凝集, 沿核膜内层分布(图 2-1, N), 线粒体肿

胀呈圆形 , 嵴结构模糊不清 , 甚至消失(图 2-1, 图

2-2, M), 胞内溶酶体增多(图 2-1, L)。 

消化道: 在发病文蛤消化道皮下结缔组织细胞质

及细胞间质中存在大量病毒粒子(图 3-1, 图 3-2, V)。细

胞核内染色质凝集靠边(图 3-1, N), 细胞核周围溶酶体

明显增多(图 3-1, L), 胞线粒体肿涨, 基质密度下降, 

多数内嵴减少或消失, 结构模糊不清(图 3-1, M)。 

外套膜: 在发病文蛤外套膜结缔组织细胞质与

肌纤维中可见大量病毒粒子分布(图 4-1, 图 4-2, V)。 

 

图 3  消化道超微结构及病理变化及病毒颗粒 

Fig. 3  Ultrastructure of the digestive tract, showing virus 
particles and pathological changes 

3-1. 细胞核、溶酶体及线粒体异常; 3-2. 出现囊泡样结构; V. 病

毒颗粒; M. 线粒体; L. 溶酶体; MBS. 囊泡样结构 

3-1. The pathological changes in mitochondria (M) and lysosome 
(L). 3-2. Membrane-bounded structure (MBS); V. Virus particle 

 

 

图 4  外套膜超微结构及病理变化及病毒颗粒 

Fig. 4  Ultrastructure of the mantle, showing virus particles 
and pathological changes 

4-1. 溶酶体和次极溶酶体增多, 出现囊泡样结构; 4-2. 线粒体和

肌纤维异常。V. 病毒颗粒; M. 线粒体; L. 溶酶体; SL. 次级溶酶

体; MF. 肌纤维; MBS. 囊泡样结构 

4-1. Increase in lysosomes and secondary lysosomes in the cell and 
a membrane-bounded structure; 4-2. Pathological changes in mito-
chondria (M) and muscle fiber (MF); V. Virus particle; L. lysosome; 
SL. secondary lysosome  

 
线粒体肿胀, 嵴模糊不清(图 4-2, M), 粗面内质网变

形 , 核糖体从粗面内质网脱落增多 , 胞质内溶酶体

增多(图 4-1, L, SL)。 

2.3  病毒粒子的纯化与浮密度 

蔗糖与酒石酸钾两种不同离心介质垫的初步纯

化方法显示, 离心管中都呈现 3 个层面, 上层澄清, 

中间层呈黄浊色 , 底层为乳黄色或褐黄色沉淀 (表

1)。蔗糖与酒石酸钾-甘油密度梯度离心尽管都出现
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黄褐色分层(图 5-1, 图 5-2), 而在氯化铯密度梯度中

出现了一条明显的乳白色分层(图 5-3)。在蔗糖梯度

离心的分层中主要为浮密度不同的细胞碎片, 偶见

病毒粒子, 在离心管沉积中发现大量病毒颗粒且夹

杂大量细菌碎片(图 6-1)。经酒石酸钾-甘油密度梯度

离心后, 可见大量结构完整的病毒粒子出现在离心

管底部的乳白色沉淀中, 并夹杂少量的细胞碎片(图

6-2)。收集氯化铯乳白色分层, 负染观察发现大量的

结构完整、直径均匀的病毒粒子(图 6-3)。利用称量

法对氯化铯密度梯度离心不同离心管中的乳白色分

层进行测量, 得到该病毒粒子的浮密度见表 2。 
 

表 1  3 种不同介质密度梯度离心的分层情况 

Tab. 1  Layers resulting from the density gradient ultra-
centrifugation of three different mediums 

分层情况 蔗糖 酒石酸钾-甘油 氯化铯 

分层 是 是 是 

分层颜色 黄褐色 黄褐色 乳白色 

沉淀 有 有 无 

 

图 5  不同介质密度梯度离心分层 

Fig. 5  The layers after the density gradient ultracentrifugation of different mediums 

5-1. 蔗糖密度梯度离心分层, 黄色分层靠近底部为细菌碎片; 5-2. 酒石酸钾-甘油密度梯度离心分层, 黄色分层靠近中部为细菌碎片; 

5-3. 氯化铯密度梯度离心分层, 乳色分层靠近底部为病毒颗粒; CB.细胞碎片 

5-1. The yellow layer appeared close to the bottom of tube after sucrose density gradient ultracentrifugation; 5-2. The yellow layer appeared 
mid-tube after potassium tartrate-glycerol gradient ultracentrifugation; 5-3. A milky layer appeared close to the bottom of the tube after CsCl 
density gradient ultracentrifugation. CB. Cell debris 

 

图 6  病毒粒子负染观察 

Fig. 6  Viral particles after negative staining 

6-1. 经蔗糖垫离心后沉淀中的病毒颗粒和细菌碎片; 6-2. 经酒石酸钾-甘油垫垫离心后沉淀中的病毒颗粒和细菌碎片; 6-3. 经氯化铯密度

梯度离心后, 乳白色分层中大量结构完整的病毒颗粒 

6-1. The viral particles and cell debris precipitated after sucrose density gradient ultracentrifugation; 6-2. The viral particles and cell debris 
precipitated after potassium tartrate-glycerol gradient ultracentrifugation; 6-3. The virus particles present in the milky layer after CsCl density 
gradient ultracentrifugation 
 

3  讨论  

3.1  病毒的初步定位 

自 Farley 等[27]从美洲牡蛎成体血淋巴细胞核中

首次发现直径 70~90 nm 的疱疹病毒以来, 迄今已报

道贝类病毒主要有疱疹病毒(Herpesviridae) [16-21]、虹

彩病毒(Irodovidae)[28-29]、呼肠孤病毒(Reoviridae)[30-31]、

双 RNA 病毒 (Birnavir idae ) [ 3 2 - 3 4 ]、乳多空病毒 
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表 2  病毒粒子浮密度的称量结果 
Tab. 2  Viron density in different centrifugal tubes 

 管号 离心管质量/g 总质量/g 病毒液质量/g 浮密度/(g/mL) 

1 0.13221 0.14794 0.01563 1.563 

2 0.13452 0.15006 0.01554 1.554 

3 0.13468 0.15041 0.01573 1.573 

4 0.14134 0.15716 0.01582 1.582 

5 0.13790 0.15357 0.01567 1.567 

6 0.14239 0.15804 0.01565 1.565 

   (均值) 1.567 
 

(Papovaviridae)[35-36]与小 RNA 病毒 (Picornaviri-

dae)[37]等。上述病毒具不同的形态学特征, 本研究中

的病毒粒子形态为无囊膜的二十四面体对称, 这一

特征可以排除疱疹病毒科与虹彩病毒科的可能联

系。另外, 细胞超微结构与病理变化表明, 该病毒粒

子具有在细胞质内感染增殖的特性, 在已报道水生

动物病毒中与之有相同性质的为水生双 RNA病毒、

呼肠孤病毒以及小 RNA 病毒。已报导的小 RNA 病

毒粒子直径一般为 20~30 nm[37], 与作者发现的病毒

粒子相差甚远, 由此可以将该病毒定位于双 RNA 病

毒科或呼肠孤病毒科两者中的一种。过去双 RNA病

毒科归属于呼肠孤病毒科, 直到 1973年双RNA病毒

才从呼肠孤病毒科中分离出来, 1995 年 ICTV 在双

RNA 病 毒 科 中 分 设 了 水 生 双 RNA 病 毒 属

(Aquabirnavirus)。该属病毒在形态学上与水生呼肠

孤病毒的主要区别为无特征性双层衣壳, 代表种为

传染性胰坏死病毒(Infectious pancreas necrosis virus)。

水生双 RNA 病毒为无囊膜的二十面体, 直径约 60~ 

75 nm, 在感染细胞的超薄切片中核心直径为 45 nm, 

广泛寄生于海洋水生动物中[32-34]。在本研究中, 病毒粒

子无囊膜, 未见双层衣壳结构, 核心直径为 45~55 nm, 

负染病毒粒子直径为 60~75 nm, 在细胞质内复制发

生, 这些结果表明该病毒具有水生双 RNA 病毒的特

征。不过, 其分类地位的确定仍需要基因序列、蛋白

性质等方面的研究证据加以证实。 

3.2  病毒的靶组织及病毒囊泡样结构 

Lo 等 [24]从台湾养殖的具黑鳃症状的丽文蛤

(Meretrix lusoria)中分离得到一种水生双 RNA 病毒, 

该病毒大量寄生于鳃组织的细胞质中 , 无囊膜 , 直

径为 62.8 nm±0.6 nm, 未见报道发现病毒包涵体, 仅

发现病毒囊泡样结构。任素莲[23]在河北养殖的“红肉

病”文蛤消化盲囊的细胞质中发现一种无囊膜、直径

约 50~80 nm的病毒粒子, 并在细胞质中观察到不同

形态的病毒包涵体存在。在本研究中, 不同发病文蛤

的超微切片观察结果表明, 该病毒粒子的靶组织不

局限于文蛤的鳃和消化盲囊, 在外套膜和消化道组

织中也感染寄生, 该病毒并不具有感染的特异性。在

研究观察中, 细胞质与细胞核中均未发现病毒包涵体

的存在, 但在多个组织细胞质中发现类似于 Lo 等[24]

所报道的病毒囊泡样结构, 其中分布着大量已装配

成熟的病毒粒子, 显示该病毒的发生基质为细胞质。在

已报道的贝类病毒中, 特别是牡蛎的疱疹病毒所形成

的包涵体, 经常呈现排列规则的晶体结构, 其中包被

着尚未或已经装配成熟的病毒粒子[27-28]。本实验观察

发现的病毒囊泡样结构(图 2-2, 图 3-2, 图 4-1, MBS), 

其内无特定晶体方式排列, 因此该病毒可能是一种

无包涵体的病毒。 

3.3  病毒粒子纯化与浮密度 

本实验采用了差速离心、酒石酸钾超速离心及

CsCl 密度梯度离心相结合的方法研究了病毒粒子的

分离与纯化。实验表明, 该病毒粒子在 CsCl 密度梯

度中浮密度达到 1.554~1.582 g/mL, 运用蔗糖密度梯

度[19, 38-39]或酒石酸钾-甘油密度梯度离心的方法[25, 40]

无法使该病毒粒子在介质梯度中分层, 而是在离心

管的底部形成了沉淀, 因此无法估算病毒粒子的浮

密度。蔗糖梯度离心、酒石酸钾-甘油密度梯度离心

分离方法与 CsCl 密度梯度离心相比, 分离纯度较

低。作者从以上分析中认为该病毒归属于水生双

RNA 病毒, 从浮密度研究结果看该病毒粒子较明显

地大于已发现的水生双 RNA 病毒的浮密度 1.33~ 

1.34 g/mL[24, 32-34]。浮密度量值特征是病毒分类依据之

一, 但在同科甚至同属中病毒粒子浮密度相差较大的

例子也存在, 鼻病毒与肠道病毒同属于小 RNA病毒科, 

鼻病毒的浮密度为 1.38~1.56 g/mL, 而肠道病毒一般

只有 1.33~1.44 g/mL[41], 浮密度的不同可能是因为病

毒衣壳蛋白结构不同或结合铯离子以及对原先结合
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于病毒粒子上阳离子交换能力不同造成的[42]。 
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Abstract: In order to study the taxonomic status of a spherical virus and its cytopathic effect on the cells of Mere-

trix meretrix, transmission electron microscopy (TEM) was used to observe pathological cell changes in the mori-

bund clams and the ultrastructure of the virus. The virus particles were first purified by combining differential cen-

trifugation, potassium tartrate cushion ultracentrifugation, and CsCl density gradient centrifugation. The results 

showed that there were a large number of virus particles in the intercellular substance and cytoplasm of the gill, 

digestive diverticula, mantle, and digestive tract. The virus particles were spherical, approximately 45 to 55 nm in 

diameter, of a non-envelope structure, and showed no ambit between the core and nucleocapsid surrounding the 

cytoplasm. Obvious pathological changes caused by the virus were that the endoplasmic reticulum swelled and 

mostly turned into vesicles, the nuclear chromatin condensed, the mitochondria swelled and dissolved, the muscle 

fiber disarrayed, and the number of lysosomes increased. The virus particles were purified at a concentration of 

150000 g for 20 h, showed isometric symmetry, were approximately 60 to 75 nm in diameter, showed obvious cap-

somers on the surface of the virions, and had a buoyant density of 1.554 to 1.582 g/mL on the isopycnic CsCl gra-

dient. The results of this paper supply fundamental data for the study of Meretrix meretrix pathogens. 
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