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Abstract: The activity and location of phendoxidase ( PO) in lymphatic organ of Penaeus chinensis were studied

by enzyme cyto-chemical technique of electronic microscope. The results showed: 1. Few PO positive reaction in

lymphat ic organ of health individual was observed. 2. In the sick, the activity of PO in lymphatic organ appeared

in different degree. Observed by electronic microscope, the multiplying and expanding of smooth endoplasmic

reticulum in the endothelial cell of lymphat ic tubules were induced by virus invading. Meanwhile, the activity of

PO appeared; Many PO positive granular and myelinef igure existed in the cells of lymphatic tubule wall; In the

exterior lymphatic tubule, the quantity of virus reduced obviously. PO positive granular in the hemal sinuses can

be found secreted from tubule cell. It is inferred: ( a ) PO can destroy virus. ( b) Lymphatic tubules have the

effects of filtering haemo- lymph and secreting PO granular.
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  酚氧化酶( phendoxidase, PO)作为一个类补体系统[ 1]在甲壳动物中的作用日益受到人们的重视,国内外学者在酚氧

化酶与免疫的关系方面作了许多工作。一致的看法是,微生物细胞壁中的多糖成份可激活酚氧化酶原系统[ 2]。甲壳动

物血细胞中的酚氧分酶原系统被激活后可促进血细胞的吞噬与包襄, 介导凝集和凝固, 产生杀菌物质[ 1- 4]。但对于 PO

与病毒的关系则研究较少,在被病毒感染的对虾组织中直观地显示 PO 活性及 PO 对病毒的作用目前尚未见报道。对虾

淋巴器被认为是对虾的免疫器官[ 5,6]。本工作以健康和患病中国对虾的淋巴器为材料, 运用酶细胞化学技术,在透射电

镜下显示淋巴器中的 PO 形态及酶活性反应部位, 比较正常淋巴器和被病毒感染的淋巴器细胞中 PO 活性的差异,观察

PO对病毒的作用,以进一步认识 PO在甲壳动物免疫反应中发挥的作用以及淋巴器在对虾免疫反应中所起的作用。



1  材料和方法

1. 1  实验材料

由青岛市四方路水产品市场购得健康和有病的成体中国对虾用于实验。

1. 2  方法

参照 Coles 氏的方法见文献[ 7] ,并稍作修改。活体解剖出中国对虾淋巴器官, 于 10% Baker 氏福尔马林钙中预固定

1h, 0. 1MPBS 漂洗,将样品切成 40~ 60Lm 薄片, 分别进入 PO 孵育液和对照液中反应 1. 5h( PO 孵育液: L- 多巴 10mg、

NaCl 0. 2g、0. 1mol#L - 1PBS10mL ,对照液中去掉 L-多巴)。0. 1mol#L- 1PBS 漂洗。经孵育后的样品按常规超薄切片技术

继续处理。Nova超薄切片机超薄切片,醋酸双氧铀染色, H- 7000 透射电子显微镜观察、拍照。

2  结果
中国对虾的淋巴器是一个外包结缔组织膜, 内部充满小管的组织结构[ 5]。在患病对虾的淋巴器中病毒从淋巴小管

管腔面的内皮细胞侵入,并见内皮细胞游离面膜内陷, 病毒陷入细胞中, 在小管腔的基膜中排列着许多球形病毒颗粒, 细

胞质中也常见数个或数十个病毒颗粒聚集在一起,共同被膜包被。受病毒感染的内皮细胞最明显的亚显微形态特征是

滑面内质网( smooth endoplasmic reticulum, SER)增生、扩张、线粒体丰富,并且在 SER膜上常表现弱的 PO 阳性反应(图版

- 8)。

在淋巴小管管壁中间部分的细胞中,有许多 PO 阳性反应颗粒(图版- 1) ,这些颗粒常常与病毒颗粒相接触(图版-

2)。在病毒颗粒聚集的区域, 出现散在的、不定型的 PO阳性反应产物, 病毒颗粒结构变得不甚清晰, 呈模糊状(图版-

3)。往往在这些细胞中开始出现大量强弱不一的呈 PO阳性反应的髓样小体(图版- 4、5) , 与此同时,线粒体上也表现出

PO阳性反应(图版- 6) ,并在一些髓样小体中可见残余的线粒体结构(图版- 7)。

在淋巴小管外缘部位的细胞中,出现了许多含有 PO 阳性产物的次级溶酶体( secondary lysosome, LyII)。在这些溶

酶体中有时可见到病毒颗粒(图版- 9)。与细胞中出现大量 PO 阳性反应的 LyII 相对应的是这一区域细胞中的病毒颗

粒明显减少,带膜的 PO阳性颗粒仍时常见到 ,并可见管壁细胞向血窦中分泌 PO阳性颗粒(图版- 10)。

在健康对虾中,淋巴小管的内皮细胞中不表现 SER增生和 SER 膜的阳性反应,也很少看到 PO 阳性反应的颗粒。

在去掉底物的对照组样品中,淋巴小管管壁细胞的 SER、圆形颗粒和髓样小体均为 PO 阴性。

3  讨论
有人认为,淋巴器作为对虾的免疫器官, 具有滤过杀菌作用, 病菌、病毒等异物经输入淋巴管进入淋巴器, 淋巴器进

行免疫反应,杀死进入淋巴器的异物, 由此完成对有害异物的滤过作用[ 6]。本论文着重讨论患病对虾的淋巴器受病毒感

染后,细胞中 PO的变化及其对病毒的作用, 以验证对虾淋巴器具有对异物的过滤作用。

电镜观察发现,淋巴小管中病毒颗粒最多的地方是在小管管腔面内皮细胞的游离面上,其次是内皮细胞中。内皮细

胞受病毒感染后, SER 增生并伴有扩张现象。细胞生物学理论认为, SER 膜上含有大量的氧化酶, 对外来毒物具有解毒

作用[8]。受病毒感染的内皮细胞中增生的 SER 是淋巴小管对入侵病毒最初的一种免疫反应。

观察中发现,呈 PO阳性反应的 SER在扩张后会发生折皱变形。脊椎动物中补体系统活化的结果,是形成膜攻击复

合物,可造成细胞膜系统的溶解。酚氧化酶原激活系统被认为是类补体系统。在我们所观察的受病毒感染的内皮细胞

中, PO 首先作用于内膜系统, 随着内膜系统被破坏,细胞中出现大量的髓样结构。Cheng[ 9]在对双壳类血细胞的研究中,

把髓样结构称作消化膜。我们通过酸性磷酸酶( acid phosphotase, ACP)孵育反应, 显示这种髓样结构上有 ACP阳性反应。

因此推测这些 PO 和 ACP均表现阳性的髓样结构是在酚氧化酶原激活系统对细胞内的膜系统起破坏作用之后, 溶酶体

酶加入其中,发挥消化作用的产物。上述这种细胞超微结构的改变, 将导致病毒蛋白的合成功能受到破坏。另一方面,

线粒体中的 PO 阳性反应及呈 PO 阳性反应的髓样结构中的线粒体残体, 提示我们, 病毒感染细胞后, PO 也对线粒体造

成一定程度的破坏,从而破坏病毒蛋白合成过程中的供能系统。

在淋巴小管壁中间部位的细胞中, PO阳性颗粒最多, 并常常看到 PO 阳性颗粒对病毒颗粒的作用过程。PO 阳性颗

粒通过与病毒颗粒接触,释放其内容物, 随之在病毒颗粒上看到散在的 PO 阳性反应产物, 并见病毒颗粒结构变得模糊。

管华诗[ 6]、李天道等[ 10]认为:酚氧化酶及其级联反应产物具有杀菌作用。从我们的观察结果看, 有活性的 PO 具有溶解
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病毒的作用。

在淋巴小管最外层的细胞中,随着许多含有 PO和 ACP阳性反应产物的次级溶酶体 ( LyII)的出现, 病毒颗粒数量明

显减少。在某些 LyII中(图版- 9) ,还可看到正在进行的 PO 对病毒颗粒的破坏作用。表明这些 LyII是 PO 和 ACP共同

对病毒发挥作用后的产物。观察中还发现,淋巴小管外层细胞的细胞游离面可以胞吐的方式向血窦中排放 PO 阳性颗

粒。表明淋巴小管具有向血淋巴分泌 PO 的功能。

综上所述,病毒侵入对虾淋巴器后, 先从淋巴小管内皮细胞进入小管壁, 引起内皮细胞中 SER增生, 扩张、变形, 随之

出现大量髓样结构,使合成病毒蛋白所需的细胞内膜系统大量被破坏,限制了病毒蛋白的合成。在淋巴小管壁最外层的

细胞中,病毒颗粒已非常少见, 大量呈 PO 和 ACP阳性反应的 LyII 出现在这些小管外层的细胞中。表明淋巴小管受病毒

感染后,小管细胞中的 PO 通过破坏细胞内膜系统和直接溶解病毒, 起到了破坏、杀死进入淋巴小管的病毒的作用。由此

证明了淋巴小管具有过滤淋巴液的作用。
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图版说明  Explanation of Plate

1.淋巴小管管壁细胞中的PO 阳性反应颗粒; 2.示PO 阳性反应颗粒(粗箭头)与病毒颗粒(细箭头)相接触; 3.示 PO 的作用使病毒颗粒结

构变得模糊不清( V1:病毒颗粒; V2:结构模糊的病毒颗粒) ; 4. 淋巴小管管壁细胞中 PO阳性反应的髓样结构( My) ; 5.淋巴小管管壁细胞

中呈 PO 强阳性反应的髓样结构( My) ; 6.淋巴小管管壁细胞中 PO 阳性反应的线粒体( M ) ; 7.内含残余线粒体的 PO 阳性反应的髓样结

构; 8.内皮细胞中呈PO 阳性反应的内质网(箭头) ; 9.示淋巴小管外缘细胞中被膜包围 在一起的呈PO 阳性反应的 LyII 和未被彻底破坏

的病毒; 10.淋巴小管外缘细胞向血窦( sin )中排放 PO 阳性反应物质(箭头) .

1. PO positive react ion granular in the cell of lymphatic tubule wall, @ 22k; 2. Show ing PO posit ive reaction granular( thick arrow ) contact ing w ith virus

granular( thin arrow ) , @ 60k; 3. Show ing the act ion of PO obscuring the structure of virus granular (V1: virus granular; V2 : unclear structure of virus

granular) , @ 80k; 4. Myelinef igure of PO positive reaction in the cell of lymphatic tubule w all, @ 7k; 5.Myelinef igure of PO strong positive reaction in

the cell of lymphatic tubule wall, @ 40k; 6. mitochondria of PO positive reaction in the cell of lymphat ic tubule wal l, 30k; 7. Myelinef igure containing

mitochondria residue of PO positive reaction, @ 22k; 8. Endoplasmic reticulum of PO positive reaction in the endothelial cell, @ 30k; 9. Showing LyII of

positive reaction surrounded by membrane in the cells of exterior lymphat ic tubule and incompletely destroyed virus granular ( arrow ) , @ 36k ; 10.Cells

in exterior lymphatic tubule secret ing PO posit ive reaction substance into hemal sinsus ( arrow ) , @ 45k .
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