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　　海湾扇贝 (A rgopecten irradians)自 20世纪 80年代初引

进我国后 ,由于具有生长快、养殖周期短等优势 ,很快成为我

国北方地区重要的人工养殖的经济品种之一 ,并在当地的水

产业收入中占有举足轻重的地位。但短时间内无限制的过

速发展 ,集约化养殖密度的迅速加大 ,养殖病害问题最终成

为限制该产业发展的巨大障碍。因此 ,研究和解决海湾扇贝

养殖的病害问题已为国内外诸多学者所关注 [ 1—5 ]。有关应

用组织病理学和组织化学研究手段探索水生生物病害的发

病机理国内外已有大量报道 [ 6—14 ]。但通过超微病理和组织

化学方法对养殖海湾扇贝弧菌病的不同组织器官进行系统

研究方面的文献较欠缺。

本文是用引起养殖海湾扇贝群体发生流行病的哈氏弧

菌 (V ibrio harvey i) [ 2 ]感染健康的海湾扇贝 ,观察受感染扇贝

体内各器官组织的超微病理和组织化学变化 ,同时与健康个

体进行比较 ,以期为养殖海湾扇贝弧菌病的诊断、发病机理

和死亡过程提供理论依据。

1　材料与方法

111　材料来源 　健康海湾扇贝取自大连开发区大李家非

发病区的一养殖场 ,室内培养一周后备用。病原菌是

1996年 9月初发生于大连近海的海湾扇贝流行病的病原

菌哈氏弧菌。

112　人工感染 　将保存的哈氏弧菌经培养后制成菌悬液 ,

离心 (3000 r/m in) 8 m in后弃上液、用无菌生理盐水将菌稀释

到适当浓度 ( n≈ 107mL) ,取经暂养的健康扇贝 , 用制好的菌

悬液进行闭壳肌注射 (011mL /个体 ) ,分别于注菌后 12、24h

取样解剖固定。

113　样品处理 　注射后不同时间取样 ,用于电镜观察的标

本 (心脏、消化盲囊、鳃、肌肉 )固定于 215%戊二醛 ,后固定

于 1%锇酸溶液 , Epon812环氧树脂包埋 ,醋酸双氧铀和柠檬

酸铅双染色 , JEM 2200EX透射电镜观察 ,摄像 ;用于光镜组织

化学研究的标本 (心脏、肾、鳃、)固定于 10% 中性福尔马林

和 Carnoy氏液 ,石蜡切片厚度为 8μm。高碘酸 2Schiff ( PAS)

法测多糖。组织化学法主要按 L illie[ 15 ]。

2　结　果

211　病贝症状

发病现场观察病变的扇贝主要外观特征是 :外套膜不同

程度地收缩 ,重者成片脱落 ;鳃丝颜色逐渐加深最终呈橘红

色糜烂状 ;肠管空 ,部分个体消化盲囊肿胀。回接实验病变

个体表现出的症状与发病现场观察结果一致。

212　超微病理观察

研究中对健康海湾扇贝和患病海湾扇贝的心脏、鳃、消

化盲囊、肌肉器官组织进行了对比观察。结果显示 ,患病海
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湾扇贝各组织均有不同程度的炎症反应和病变。健康贝心

脏、鳃、消化盲囊和肌肉组织细胞内具有丰富且清晰可见的

各种细胞器 ,核质均匀分布 (图版 I: 1、3、6、9)。病贝心脏细

胞肿胀 ,细胞核收缩变形 ,核膜分离 ,核染色质分布异常、趋

边 ,核仁消失 ,线粒体嵴断裂减少 ,内质网变性、核糖体脱落 ,

细胞器退化或破碎 ,胞浆内出现同心圆排列的板层状髓样小

体 (图版Ⅰ: 4) ;在包囊中心区 ,是电子致密的非结构团块 ,外

围可见到有显然已趋于死亡的透明细胞群 (图版Ⅰ: 2) ;病变

鳃组织中的部分细胞呈溶解状态 ,胞内细胞器几乎全部呈空

泡状或崩解 (图版Ⅰ: 5) ;病变严重的消化盲囊细胞破裂、质

膜和核膜均消失 ,线粒体坏死 ,溶酶体增多及脂肪滴变性 ,核

严重收缩、核内染色质物质浓缩聚集成团块 (图版Ⅰ: 7) ;核

固缩、核膜分离 ,核质边集 ,细胞间界限模糊不清 (图版 Ⅰ:

8) ;病变肌肉细胞萎缩变形 ,核质不丰富 ,细胞器消失 ,胞浆

分布不均 (图版Ⅰ: 10)。

213　光镜组织化学

PAS测多糖类。健康的心脏血细胞的胞质中皆呈阳

性反应 ,核物质呈均匀分布 (图版 Ⅱ: 1 ) ;感染后不同时间

固定的心脏血细胞病变显然不同 ,感染后 12 h固定的病

变心脏血细胞呈弱阳性 ,核物质分布不均 ,大概源于部分

解体的心脏血细胞 (图版 Ⅱ: 2 ) ;感染后 24 h固定的心脏

血细胞显然比感染后 12 h固定的心脏血细胞病变严重 ,

不仅非结构的 DNA物质数量骤增 , 大概源于更多的解体

细胞 ,且心包膜中具有包囊形成 (图版 Ⅱ: 3 )。健康的肾

细胞与感染后 12h和 24 h的肾细胞比较 ,健康肾细胞 PA S

阳性 (图版 Ⅱ: 4 ) ,感染后 12h的肾细胞 PA S弱阳性 (图

版 Ⅱ: 5 ) ,感染后 24 h的肾细胞 PAS呈极弱的阳性 (图版

Ⅱ: 6 )。健康的鳃细胞与感染后 24h的鳃细胞比较 ,健康

的鳃细胞 PA S呈较强的阳性 ,感染后 24 h的鳃细胞 PA S

呈很弱的阳性。

3　讨　论

超微病理观察发现 ,该病的病理变化特点是全身各主

要组织器官发生广泛性的细胞变性、坏死 ,细胞核固缩 ,

细胞器破裂或崩解 ,尤以心脏、消化腺等细胞破坏最为严

重。同时组织化学观察中 PA S染色表明 ,随着扇贝被感

染时间的延长 ,被感染贝组织细胞内非结构 DNA数量的

增多显然也来自部分解体的细胞。在患病贝大部分组织

器官细胞中 ,均可见到大量线粒体变性或消失。线粒体

是能量的供应场所 ,它产生 A TP,供给细胞健康活动 ,它

的变性坏死必将导致机体组织的健康生理功能紊乱 ,进

一步加速了细胞的死亡。同时 ,在鳃及消化盲囊病变的

组织细胞中均可见到数量增多的溶酶体和残存的溶酶

体。溶酶体具有消化和溶解外物的功能 ,是细胞内的消

化系统 ,其内含有高浓度的水解酶如酸性磷酸酶、核酸

酶、组织蛋白酶等。在吞噬大量细菌及溶解的细胞残片

后 ,溶酶体最终会溶解破裂 ,释放出其中的消化酶 ,这些

消化酶对细胞会产生极大的毒害作用 ,从而损伤细胞的

健康生理功能直至造成细胞的死亡。外观病变扇贝特征

表现为心脏由无色透明变成乳黄色浑浊 ,肾和消化盲囊

肿大、充血等。这些重要器官组织严重的病理变化可能

导致了全身各器官功能衰竭而最终致死。

组织化学研究结果显示 ,病变器官组织的细胞中的多糖

类含量明显少于相应的健康器官组织细胞。这一现象表明

了这些细胞趋于衰亡。对于棘皮动物 ,吞噬和包掩作用是抵

御外来病原体的基本细胞防御机制。心包膜中包囊的形成

是一种有效的防御手段。包囊杀死入侵病原菌的可能机制

是 :被包围在包囊内的细菌因窒息、代谢废物的积累或由于

醌等抗微生物物质的作用而死亡 [ 13, 14 ] ;构成包囊的细胞之间

形成致密的纤维状连接 ,这显然起到防止被包围的入侵物逃

逸的作用 [ 10 ]。在养殖生产中 ,不良的生态环境及不完善的

养殖技术均可导致哈氏弧菌大量繁衍 ,受哈氏弧菌感染的养

殖群体免疫力下降 ,从而使贝类等低等动物仅具有的包掩作

用和吞噬等初级免疫能力丧失 ,易受病原菌的入侵。入侵病

原菌侵染血淋巴细胞 ,并随开放式血液循环系统进入各组

织 ,进一步感染体内其他组织或器官 ,促使对病原体敏感组

织 (心脏、肾等 )逐渐发生病变。

超微观察已感染发病的扇贝各组织中均未发现入侵

的细菌 ,因本实验选取的是病症明显但仍具有一定活力

的扇贝 ,其感染的时间可能较短 ,细菌在体内还没有大量

繁殖 ,这一结果与 A nderson[ 16 ]认为大量细菌繁殖可能仅

在体内环境遭到完全破坏、已接近死亡的对虾中发生结

论相吻合。
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图版Ⅰ　Plate Ⅰ

11健康贝心脏细胞 , ×6000; 21患病贝心脏细胞 ,↑示包囊中电子致密的中心区 , ×20000; 31健康贝鳃细胞 , ×6000; 41病贝心脏细胞 ,↑示细

胞核收缩变形 ,▲示胞质中髓鞘样小体 , ×10000; 51病贝鳃细胞 ,↑示胞质内已溶解的细胞器呈空泡状 , ×10000; 61健康贝消化盲囊细胞 ,胞

质内含有丰富的细胞器 , ×12000; 71多个近乎崩解的消化盲囊细胞 , ↑示核收缩、核质聚集成团块 , ×10000; 81病变消化盲囊细胞 , ↑示核

　　　　固缩、核膜分离、核质趋边 , ×12000; 91健康贝肌肉细胞 , ×10000; 101病变的肌肉细胞 ,核膜消失 ,细胞器退化 ,胞质趋边 , ×5000

11 Heart cell of healthy bay scallop, ×6000; 21 Heart cell of diseased bay scallop, the cap sule with electron density centre ( arrow, ×20000) ; 31 Gill

cell of healthy bay scallop, ×6000; 41 Heart cell of diseased bay scallop, nuclear condensation and distortion ( arrow) , myelin in the cytop last ( triangle,

×10000) ; 51 Gill cell of diseased bay scallop, vacuole structure in the cytop last ( arrow, ×10000) ; 61 D igestive diverticula cell of healthy bay scallop,

each kind of organelles discernibled clearly in normal cell of tissue, m itochondrion ( arrow, ×12000) ; 71 A lmost disaggregating digestive diverticula cell

and chromatin concentrated to block ( arrow, ×10000) ; 81 D igestive diverticula cell of diseased bay scallop, karyopyknosis, karyotheca separation and

karyop lasm margination ( arrow, ×12000 ) ; 91 Muscle cell of healthy bay scallop, ×10000; 101 D iseased muscle cell with karyotheca vanishing,

　　　　 organelles degenerating and cytop last margination

N: 细胞核 ; Nu: 核仁 ; M: 线粒体 ; Ly: 溶酶体 ; RER: 粗面内质网 ; SER: 滑面内质网 ; LD: 脂滴

N: nucleus; Nu: nucleuli; M: m itochondrion; Ly: lysosome; RER: rough endop lasm ic reticulum; SER: smooth endop lasm ic reticulum; LD: L ip id
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图版Ⅱ　Plate Ⅱ

11海湾扇贝健康心脏 , PAS示多糖 , ×200; 21心脏 ,注菌后 12h固定 , PAS示多糖 , ×200; 31心包膜中的包囊形成 ,↑示包囊 ,注菌后 24h固

定 , ×200; 41肾 ,健康 , PAS示多糖 , ×200; 51肾 ,注菌后 12h固定 , PAS示多糖 , ×200; 61肾 ,注菌后 24h固定 , PAS示多糖 , ×200; 71鳃 ,

　　　　 健康 , PAS示多糖 , ×200; 81鳃 ,注菌后 24h固定 , PAS示多糖 , ×200

11 Heart of healthy bay scallop1 PAS, Polysaccharide, ×200; 21 Heart, fixed 12h after injectiing V ibrio harveyi, ×200; 31 Cyst formed in the heart en2

velope, cyst ( arrow) , fixed 24h after injecting V ibrio harveyi, ×200; 41 Normal, kidney, ×200; 51 Kidney, fixed 12h after injecting V ibrio harveyi,

　　　　　×200; 61 Kidney, fixed 24h after injecting V ibrio harveyi, ×200; 71 Normal, gill, ×200; 81 Fixed 24h after injecting V ibrio harveyi, ×200


