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摘要 运用石蜡切片及超薄切片技术,对感染呼肠孤病毒的锯缘青蟹组织进行组织病理和超微观察。石蜡

切片结果显示:SsRV的侵染导致青蟹的肝胰腺、鳃、肠、心、胃和肌肉组织中产生明显组织病理变化,其中以肝胰

腺、鳃组织和肠组织的病理变化最为明显,主要包括肝胰腺基底膜破损、肝细胞坏死,鳃腔堵塞,肠上皮细胞脱

落,心肌与足肌纤维排列紊乱、断裂等病理变化。超薄切片结果显示:SsRV在肝胰腺、鳃、肠、心等组织广泛分

布,说明SsRV组织嗜性广泛;SsRV可导致靶器官细胞核染色质凝结、电子密度增高、髓样小体和溶酶体产生、

线粒体组织结构破坏和粗面内质网扩张变形等明显细胞病理学变化。
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  水生呼肠孤病毒为感染水生生物的一类呼肠孤

病毒,它是近年来水产学研究较为活跃的一个领域。
在全球范围内的鱼类、贝类、甲壳类等水生生物中已

分离出40余株水生呼肠孤病毒[1-2]。有些水生呼肠

孤病毒可引起宿主严重的疾病,如草鱼呼肠孤病毒

(grasscarpreovirus,GCRV)[2]。Mari等[3-4]首次

从地中海螃蟹中分离出呼肠孤病毒P和 W2,其后

国内外学者又从河蟹和青蟹中分离出多株呼肠孤病

毒[5-8]。2004年以来,一种暂命名为“清水病”的青

蟹疾病在浙江省三门湾及临近地区暴发与流行。疾

病流行期间,陈吉刚等[9]通过电镜观察,在患病青蟹

的心肌、鳃、胃和肠道组织细胞中发现了大量的呼肠

孤样病毒粒子(Scyllaserratareovirus,SsRV),并
利用单引物扩增技术获得该病毒部分核酸序列[10]。
笔者对该患病的锯缘青蟹的组织病理及超微病理进

行深入观察,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材 料

患病锯缘青蟹于2009年11月采自浙江省三门

县某养殖场;健康蟹采自同一地区某健康青蟹养殖

场,并经逆转录环介导等温扩增技术检测确认不携

带SsRV病毒后作为阴性对照。

1.2 光镜样品制备及观察

活体解剖锯缘青蟹,分别取患病青蟹和健康青

蟹肝胰腺、鳃、后肠、心肌、足肌和胃组织,预冷戊二

醛溶液固定,常规石蜡包埋切片,苏木精-伊红(H.
E)染色,中性树脂封片,在 OlympusBX51显微镜

下观察。
1.3 电镜样品制备及观察

超薄切片制作按陈吉刚等[9]报道的方法进行,
即将组织于活体状态迅速取下,分割成小于1mm
的小块,经戊二醛-锇酸双固定,乙醇脱水,环氧树脂

Epon812包埋,LKB超薄切片机超薄切片,醋酸双

氧铀-柠檬 酸 铅 双 染 法 染 色,JEM1011透 射 电 镜

观察。

2 结果与分析

2.1 石蜡切片观察

1)肝胰腺。由图1-A可以看出,健康青蟹肝胰

腺组织由众多分支的肝小管构成,每一个肝小管都

是由位于基膜上的单层柱状上皮细胞构成,中间有

明显的十字形管腔,内有流动的血液淋巴。患病青

蟹的基底膜破损,大量血细胞浸润,肝小管管腔收

缩,腔内血淋巴减少,部分肝细胞发生坏死,出现深

染的明显病灶区域(图1-B)。
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 A:正常的肝胰脏 Normalhepatopancreas(HE×400);B:病变

的肝胰脏 Hepatopancreaswithpathologicalchanges(HE×400);

HI示肝小管间有血淋巴细胞浸润;BD示基底膜破损;FN示肝胰

脏细胞出现局灶性坏死。HIindicatesinfiltrationofhemocytes

betweenhepaticducts;BDindicatesdamagedbasalmembrane;

FNindicatesfocalnecrosisofthehepatopancreascells.

图1 患病锯缘青蟹肝组织病变

Fig.1 Pathologicalchangesofhepatopancreal
tissuesofdiseasedcrabs

A:正常的鳃丝 Normalgillfilaments(HE×100);

B:病变的鳃丝 Gillfilamentswithpathologicalchanges
(HE×400);EC示变性脱落的鳃丝细胞;

CG示堵塞的鳃腔。ECindicatesexfoliativecellsof

gillfilaments;CGindicatesclogginggillcavity.

图2 患病青蟹鳃组织病变

Fig.2 Pathologicalchangesofgill
tissuesofdiseasedcrab

  2)鳃。健康青蟹的鳃组织由多根鳃条组成,每
根鳃条又由一根扁平的鳃轴及其两边水平的鳃丝构

成。鳃丝外层是坚固的角质层,里层是上皮细胞层

及其围成的鳃腔,结缔组织细胞向鳃腔内突出,形成

小隔,将鳃腔分成许多通道(图2-A)。病蟹鳃丝的

角质层部分脱落,鳃腔内结缔组织减少,小隔间隙不

清,血细胞大量浸润鳃腔(图2-B)。
3)肠。健康青蟹肠组织由内至外由上皮细胞

层、肌肉层及结缔组织层组成。上皮细胞呈柱状,形
成皱褶突入肠腔内;基膜明显,紧连上皮细胞。肌肉

层由环形横纹肌构成,其外是疏松的结缔组织层(图
3-A)。患病青蟹肠上皮细胞肿大、脱落进入肠腔,
基膜消失,大量血淋巴浸润肌肉层,横纹肌断裂崩溃

(图3-B)。
4)心肌。健康的青蟹心肌分为内膜、中膜和外

膜3层。心肌外膜由较厚的结缔组织构成,富有血

管。心肌属于横纹肌,有明显的Z线和 M 线,肌纤

维排列整齐但松散(图4-A),细胞之间也会相互伸

出突起形成连接,但间隙较宽,不如动物心肌细胞间

的闰盘发达,故甲壳动物的心肌不像哺乳动物的心

肌那样搏动有力。患病青蟹的心肌纤维呈现断裂溶

解现象(图4-B),同时有大量血淋巴细胞浸润在心

肌纤维之间,导致机体无法正常供血。
5)肌肉。青蟹肌肉属横纹肌,肌纤维呈长筒状,

排列紧密而规则,明暗带清晰(图5-A)。病蟹的肌

纤维排列紊乱、断裂,甚至出现溶解,体液大量灌注

于细胞之间(图5-B)。
6)胃。健康青蟹的胃结构复杂,可分为贲门胃

和幽门胃。贲门胃膨大成囊状,上皮细胞立方状

或单层柱状,上皮表面覆盖物由内层的胶原蛋白

和外层的弹性蛋白构成(图6-A)。外膜薄,特别在

靠近食道的胃壁最薄,上皮细胞表面有几丁质层

覆盖。
在贲门胃后部,几丁质层钙化形成胃磨。幽门

胃腹壁每一侧加厚成两个半球形,称幽门垂。上皮

细胞分泌物层厚,近贲门胃处分泌物形成特殊的栅

状结构。病蟹胃空无食物,鼓胀充气,贲门胃的上皮

细胞部分崩溃脱落(图6-B)。
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 A:正常的肠 Thenormalintestine(HE×100);B:病变的肠In-
testinewithpathologicalchanges(HE×400);EC示脱落的肠道

上皮细胞;HI示结缔组织内有血淋巴细胞浸润。ECindicatesex-
foliativecellsofepithelium;HIindicatesinfiltrationofhemocytes-
inconnectivetissue.

图3 患病青蟹肠组织病变

Fig.3 Pathologicalchangesofintestine
tissuesofdiseasedcrabs

 A:正常的心脏 Normalheart(HE×400);B:病变的心脏 Heart

withpathologicalchanges(HE×400);DF示心肌纤维排列紊乱、

断裂、轻度水肿和变性;HI示心肌纤维周围有大量血淋巴细胞浸

润。DFindicatesderangement,fragmentation,slightedemaand

degenerationofmyocardiuml;HIindicateshemocytesinfiltrating.

图4 患病锯缘青蟹心组织病变

Fig.4 Pathologicalchangesofheart
tissueofdiseasedcrabs

2.2 超薄切片观察

超薄切片电镜观察显示,病蟹的肝胰腺、鳃、肠、
心、肌肉和胃组织中均可观察到病毒颗粒,病毒粒子

主要存在于细胞浆中,而在细胞核内未观察到病毒

粒子的存在,其在肝胰腺和鳃组织中数量最多,且可

在核膜外周围形成结晶状包涵体。病毒粒子呈二十

面体对称,大小为70nm左右,表面可见明显刺突。
成熟病毒粒子可见衣壳和衣壳包裹的35nm左右

的高电子密度核心,未成熟病毒粒子病毒缺乏外壳

结构或核心(图7-1)。病毒核酸在细胞核中复制并

转移到粗面内质网上进行翻译,最后在包涵体中装

配成熟后释放到胞浆中(图7-2),导致细胞质及细

胞器产生明显病变,整个细胞呈现坏死状态。细胞

膜崩解破坏后,病毒粒子释放到细胞外,侵染其他细

胞或组织(图7-3)。

1)肝胰腺组织。与健康青蟹相比,病蟹肝胰腺

感染细胞的细胞核内电子密度增加,染色质高度浓

缩凝集,并向细胞核膜内侧聚集,核膜皱缩,表明此

时病毒核酸正在大量复制,并向核外转移。细胞质

中粗面内质网肥大增生,肝糖原聚集呈储蓄状态,表
明病毒蛋白质正在大量合成 (图7-4)。

2)鳃组织。鳃细胞中存在大量病毒包涵体,导
致细胞核中染色体周边化,靠近包涵体的核孔堵塞。
线粒体肿大变形,溶酶体大量产生(图7-5)。

3)肠组织。病毒大量寄生在肠细胞中,病毒感

染后的病理现象除与在肝胰腺中的表现类似外,肠
细胞胞浆中脂滴量增加,同时胞浆中可观察到大量

装配成熟的病毒粒子(图7-6)。细胞核中染色质聚

集在核仁附近,线粒体结构严重受损,甚至内嵴消

失,整体呈现空泡化。胞浆中可见大量粗面内质网扩

张变性,整个细胞可能处于病毒装配后期(图7-7)。

4)心肌组织。同样在病毒感染的心肌细胞中也

可检测到病毒粒子。受到病毒侵染的心肌原纤维排

列紊乱,横纹模糊,胞浆中出现空泡状组织(图7-
8)。同时发现病毒侵染后的心肌细胞中的线粒体大

量产生,并且肥大变形,这可能与病毒大量增殖装
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 A:正常的肌肉 Nomalmuscle(HE×400);B:病变的肌肉 Mus-
clewithpathologicalchanges(HE×400);DF示肌纤维紊乱、断

裂。DFindicatesmuscularfibersderangement,fragmentation.

图5 患病锯缘青蟹肌肉组织病变

Fig.5 Pathologicalchangesofmuscle
tissuesofdiseasedcrabs

 A:正常的贲门胃 Thenomalcardiacstomach(HE×400);B:病变

的贲门胃Cardiacstomachwithpathologicalchanges(HE×400);EC
示上皮细胞脱落。ECindicatesexfoliativecellsofepithelium.

图6 患病锯缘青蟹胃组织病变

Fig.6 Pathologicalchangesofstomach
tissueoftheillmudcrab

配有关,是器官功能负荷增加引起的适应性肥大。
病毒成熟后,线粒体结构崩解,内嵴消失,不能为心

肌搏动提供足够的能量。

5)胃组织。胃细胞中也出现相同病毒粒子,核
膜通透性增大导致细胞核肿大变形,微丝束成同心

板层状结构,髓样小体在胞浆中出现,髓样小体增多

常是病毒感染靶细胞的最重要病变特征,同时粗面

内质网肿胀增多(图7-9)。

3 讨 论

本研究中,石蜡切片观察发现青蟹各组织均可

见不同病变症状,其中以肝胰腺、鳃组织和肠组织的

病理变化最为明显,主要包括肝胰腺基底膜破损、肝
细胞坏死、鳃丝角质层脱落、肠上皮细胞肿大、肠基

膜消失和肠横纹肌断裂崩溃等病理学变化。由于病

毒在组织细胞内大量繁殖,导致细胞崩解,失去基本

的组织功能,这一系列组织病理变化与电子显微镜观

察到的大量病毒进行增殖以及装配相吻合,Weng
等[8]也观察到与本文结果基本相似的病理变化。

超薄切片观察表明,在检测的青蟹各组织细胞

中均可观察到病毒粒子,由于病毒依靠寄主细胞进

行增殖,病毒的繁殖导致细胞发生了一系列的细胞

病理学变化,包括在感染初期可见细胞核肿大、染色

质凝集、胞浆中粗面内质网扩张变性、线粒体肥大和

髓样小体产生。节肢动物细胞中的线粒体内嵴较

短,但在感染病毒后,线粒体肥大变形,内嵴肿胀,也
是适应病毒增殖的表现[11]。同时,感染细胞对外界

侵入的病原体会进行细胞免疫,初级溶酶体和吞噬

体大量融合。随着感染的进一步深入,病毒颗粒完

成大批量的复制和组装,整个寄主细胞也进入坏死

阶段,细胞膜崩解释放出成熟病毒粒子,继续感染其

他细胞或组织,细胞器大量损坏,尤其是线粒体内嵴

崩解,部分只剩下外膜维系的基本形态,呈空泡状,
直接影响机体的生命活动。心肌纤维中,线粒体病

变崩解消失,不能足量甚至不能提供心肌纤维终生

不断地进行收缩舒张运动的 ATP能量需要,最终

导致心律衰竭,血淋巴液循环障碍。鳃组织细胞内

线粒体病变,鳃叶的上皮细胞坏死成一片无结构物

质,直接影响气体交换[12]。与呼吸有关的心脏和鳃

功能的丧失可能是导致病蟹死亡的主要原因[13]。
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C:细胞膜Cellmembrane;H:肝糖原 Hepaticglycogen;L:溶酶体Lysosomes;LD:脂滴Lipiddroplet;

M:线粒体 Mitochondria;MB:髓样小体 Myelinbody;MF:肌原纤维 Myofibril;N:细胞核 Nucleolus;

R:粗面内质网 Roughendoplasmicreticulum;V:病毒 Virus.

1.胃细胞中成熟病毒颗粒Showingripevirusinstomachcell(HE×200000);

2.鳃细胞中病毒包涵体释放成熟病毒Showingviralinclusionbodiereleasetheripevirusingillcell(HE×80000);

3.成熟病毒粒子从破损肝细胞膜释放出 Showingtheripevirusreleasedfromdamagedhepatopancreascellmembrane
(HE×30000);

4.肝组织细胞:示染色质浓缩,核膜皱缩,粗面内质网肥大增生,肝糖原聚集 Hepatopancreascell:showingchromatincon-
densation,shrinkedmembrane,roughendoplasmicreticulumhypertrophy,glycogenaccumulation(HE×20000);

5.鳃组织细胞:示靠近包涵体的核孔堵塞,线粒体肿大变形,溶酶体中出现成熟病毒颗粒 Gillcell:showingtheblocked

nuclearporenearviralinclusionbodies,mitochondrialswellingdeformation,thematurevirusparticlesinlysosomes
(HE×15000);

6.肠细胞:示胞浆中出现大量脂滴,细胞核变形Intestinalcell:showingalargenumberoflipiddropletsinthecytoplasm

andnucleusdeformation(HE×12000);

7.肠细胞:示染色质聚集在核仁附近,线粒体空泡化,粗面内质网扩张变性Intestinalcell:showingaggregatechromatin

nearthenucleoli,vacuolizationofmitochondria,roughendoplasmicreticulumdilateddegeneration(HE×12000);

8.心肌细胞:示肌原纤维排列紊乱断裂,横纹模糊,胞浆中出现空泡状组织 Myocardialfiber:showingmyofibrilderange-
ment,fragmentation,transversevague,vacuole-likeorganizationincytoplasm(HE×25000);

9.胃组织细胞中细胞核肿大变形,髓样小体出现,粗面内质网增多Stomachcell:showinghypertrophyanddeformationof

nucleus,myelinbodyandincreasedroughendoplasmicreticulum(HE×10000).

图7 患病锯缘青蟹组织病变

Fig.7 Pathologicalchangesoftissueoftheillmudcrab
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Histopathologyandultrastructuralpathology
ofScyllaserratainfectedbyreovirus

XIONGJuan1,2 CHENJi-gang2 YANGJi-fang2 CHENXiao-xuan1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.CollegeofBiological&EnviromentalScience,ZhejiangWanliUniversity,Ningbo315100,China

Abstract HistopathologyandultrastructuralpathologyofScyllaSerratainfectedbyreoviruswere
observedbyparaffinsectionandultrathinsectiontechnique.Theresultsofhistopathologyexamination
showedthatthemainhistopathologicalchangesfoundinhepatopancreas,gills,intestincanal,heart,

stomachandmuscletissues.Amongthem,hepatopancreas,gillandintestinewerethemaintargettissues
withthemostobviouspathologicalchanges,whichincludeddamagedbasalmembraneofhepatopancre-
as,hepatocytenecrosis,clogginggillcavity,sheddingepitheliumofintestine,muscularfibersderange-
ment,andfragmentation.TheresultsofultrastructuralpathologyexaminationshowedthatSsRVwidely
distributedinliver,pancreas,gills,hearttissueandcouldreproduceintheseorgans.Therefore,SsRVvi-
rusapparentlycouldinfectavarietyoftargetorgans.Moreover,SsRVinfectioncausedaseriesofpatho-
logicalchangesinthetargettissuecells,suchasthecondensationofnuclearchromatin,theincreasingof
electrondensity,theformationofmyelinbodiesandlysosome,thedestructionofmitochondrialstructure
andtheexpansionanddistortionofroughendoplasmicreticulum.

Keywords Scyllaserrata;reovirus;histopathology;ultrastructuralpathology
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