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自 19 科年 C o u e h 从墨西哥湾内的桃红对虾体内发现第一例对虾病毒始
,

至今报道的对虾病毒已有 12
-

14 种
,

病毒病的蔓延给全世界的对虾养殖带来极大的损失仁助等
,

1叨 4」
。

1凶 3 年
,

前中国对虾仅见肝胰腺细

小病毒和呼肠孤病毒的报导 〔C仅
I
hc

,

1 9 7 4 ; Li hg 比
r 等

,

l
哪〕

,

这两种病毒均未给对虾养殖带来大的损失
。

1
姗

年
,

中国沿海暴发了大面积的对虾流行病
,

对虾养殖损失 巨大
。

我们确定该流行病的病原为一种新的对虾病

毒
:

皮下及造血组织坏死杆状病毒 (H} , 刃 er’n 创 nda He
l
nat oo 因 i比。 N 。二 D s

si B a Ct l
lo~

s ,

H H N B v ) 〔黄 徒等
,

l卯 s c]
。

并通过单抗酶标检测
,

查出了该病毒的水平传播途径
。

本文用 H H N B V 毒种通过投喂和注射两种方

式对中国对虾亲虾进行了感染研究
,

以期对该病的垂直传播可能提供重要依据
。 。

1 材料与方法

毒种

毒种 H HN B V 一 9荀
,

1叨 4 年 6 月采集浙江乐清患病对虾
,

保存于 一 35 ℃
。

取该样品虾头 加 l oo l l l L p P B 对

虾生理缓冲液 (黄 徒等
,

1叩5)
,

si (I K )r/ 而 n 匀浆 10 而 n ,

5 仪幻 r/
~

4 ℃离心 10 ~
,

上清液经 0
.

肠阳 微孔

滤膜过滤除菌
,

作为暂养海捕亲虾注射感染实验的毒种
。

毒种 HH N B V 一 9 57
,

1叨5 年 7 月采集青岛市城阳区海西村的患病对虾
,

保存于 一 35 ℃
。

按前述相同方法

收稿日期
: 1创沁一 01 一 31

。

( )l 黄 佳等
,

l卯5
。

中国对虾生理缓冲液的研究 (待刊 )
。
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制备病毒上清除菌滤液
,

为养殖对虾及越冬前亲虾的注射感染实验毒种
。

1
.

2 亲虾来源

越冬后亲虾购自日照市水产研究所对虾育苗场
,

体长约 12 ncl
,

体重约 20 ;9 暂养海捕亲虾购 自青岛市棘

洪滩镇海西对虾育苗场
,

为暂养后产卵亲虾
。

体长约 17 mc
,

体重约印 g ; 养殖对虾豹自青岛市城阳区后楼村

对虾养殖池
,

体长约 12 mc
,

体重约 2 0 ;9 越冬前亲虾来源于本所麦岛试验基地
,

均为交尾后雌虾
,

体长约 14 -

1 6c n l ,

体重约 D4 go

1
.

3 投喂感染

采用两个温度组进行投喂感染
。

升温投喂组
:

取越冬后亲虾 23 尾
,

暂养于 理℃
,

投喂 H H N B V 一 9 拓
。

两

日后每 日升高水温 1℃
,

至水温 19 ℃时停止升温并使之恒定
。

低温投喂组
:
取越冬后亲虾 n 尾

,

第一阶段实

验 15 天
,

水温恒定在 10
~

12 ℃
,

每日投喂 H H N B V 一 946
,

第 16 天进行第二阶段实验
,

移出亲虾
,

消毒实验容

器
,

更换新水
,

移回亲虾
,

改投煮熟的新鲜蛤肉
,

并每 日升高水温 1℃
,

至水温 18
.

5 ℃时停止升温并使之恒

定
。

1
.

4 注射感染

注射感染分为三个温度组进行
。

中温注射组
:
在 17 一 19 ℃中暂养 10 尾海捕亲虾

,

每尾于第二腹节注射

O
.

Zm L 毒种 H HN B v 一 946
。

高温注射组
:
在 20 一 21 ℃暂养 1印尾养殖对虾成虾

,

每尾于第二腹节注射 O
.

l m L

毒种 H HN B v 一 9 57
。

低温注射组 : 在 12
一

16 ℃暂养 10 尾越冬前亲虾
,

每尾于第二腹节注射 O
.

l lD L毒种 H l l N
-

B y 一 9 57
。

注射后的第 n 天开始给水体升温
,

直至水温达 19 ℃时停止升温并使之恒定
。

1
·

5 组织病理学

T 一 E 染色的光镜快速诊断
:

取刚死亲虾胃上皮用 T 一 E 染液进行压片染色
,

如观察到细胞核内空泡化
,

胞核肿大
,

即为阳性发病 ; 如在全部视野中未观察到上述病变
,

为不是因发病而死亡的阴性结果 〔黄 捷等
,

1卯 s a ]
。

组织切片光镜及电镜观察
:
死亡亲虾立即用 D a v l山力 n , 5 A EA 固定

,

按常规方法进行光镜病理制片【苗菊生

等
,

l叹叉〕〕
,

石蜡切片经 助 r il c h
’ s酸性苏木精染色

,

1 % 伊红酒精 ( 95 % )溶液复染
,

中性树胶封片
。

取部分 T 一

E 染色呈阳性反应的死亡亲虾切卵巢
、

鳃及胃上皮用戊二醛 一 多聚甲醛固定液 (多聚甲醛 4 % ; 戊二醛 0
.

5% ;

o
.

4M 磷酸盐缓冲液 ; p H 7
.

2) 固定
,

按朱丽霞【1
卿 〕方法进行电镜制片

。

1
.

6 核酸探针杂交

样品 D N A 抽提
:

取感染后对虾样品胃区或鳃组织
,

加 ND A 抽提液 ( 10
~

F L Tri
s 一

Hc l
,

I n l l加l/ L DE
-

AT
,

0
.

5 % s DS
,

印阿毗 蛋白酶 K
,

pH S
.

0) 研磨
,

经 37 ℃消化 30 分钟
,

用酚
、

酚氯仿
、

氯仿抽提
,

酒精沉淀
,

加入 30 1 x 10
一 “ L 无菌水于 一 3 5℃保存

。

核酸探针的点杂交
:

取抽提的样品 D N A 以及 H日N B V 一 D N A ( 1
.

3呵mL )
、

现场采集的 H H N B V 一
95 7 毒

种
、

纯化的 H l lN B v
、

s PF 南美白对虾 D NA (取 自美国亚利桑那大学 Dr
.

u gh etr 实验室 )
、

199 1 年采集的中国对

虾肝胰腺 (用于 H p V 的纯化
, 一

35 ℃冻存 )等样品
,

分别加人适量 TE 缓冲液 ( 10 mi
们。 I/ L Tri

s 一 H C I
,

l m tr 旧 I/ L

E D T A
,

pHB
.

0)
,

煮沸 10 TnnI
,

冰浴碎冷
,

每样品移取 1 x 10
’ 6 L 点样于尼龙膜

,

于 120 ℃ 30 而n 交连
,

bl oc ki 飞

er a g e ll t 65 ℃预杂交 2 小时
,

加人 D GI 标记的川 I N B V 探针 ( Hu ang 等
,

1卯5) 于 65 ℃水浴杂交过夜
。

第二天
,

膜

清洗后加人碱性磷酸酶 一 抗 DI G 抗体
,

室温放置 30 m ni
,

清洗
,

在暗处用底物 ( NB T + X- p ho s
.

)显影 2 小时
。

( 2 ) r l u
an g

,

J
.
,

1卯5
.

5耐 y o n ht e p晌吐 hc aacr
t e ri sti cs 田 l d o lone

s o f l毛 IN BV
.
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2结果

2
.

1投喂感染

升温投喂组
:

在 9 天的升温过程中
,

水温从 12 ℃升至 18 ℃
,

共死亡亲虾 4 尾
,

经 T 一 E 染色诊断为 1公刃网
-

B y 感染阴性 ;第 10 天
,

水温升至 19 ℃
,

死亡的亲虾 T 一 E 染色呈阳性
,

恒温至第 17 天实验亲虾全部死亡
,

实

验结果见图 1
。

低温投喂组
:
投喂 班州 B V 一 9 16 期间

,

温度 10 一 12 ℃
,

共死亡亲虾 5 尾
,

T 一 E染色呈阴性 ; 更

换养殖水体稳定两天水温后
,

开始以每天 1℃的幅度升高水温
,

当升至 18
.

2℃时
,

死亡的亲虾 T 一 E 染色呈

阳性
,

至此不再升高水温
,

至第 30 天实验亲虾全部死亡
,

实验结果见图 2o

l oo

T 一 E 染色阴性 { T 一 E 染色阳性

208l

T 一 E 染色阴性 ! T 一 E 染色阳性

. . . 卜~ 死亡率

… … 温度
.

私
“
乡户

前闷ǎ污à
164l

巴汽叮 `“

l 0

投喂感染期
20

停止投喂病虾

1
’ 2

J 10

30

印4020

ǎ水à哥们彩麟限

ù即闷ǎ竹à

ǎ承à哥扫胃彩踌

感染时间 (天 )
实验时间 (天 )

图 1 用 H H N B V 病虾组织人工投喂感染

中国对虾亲虾 (升温投喂组 )

R g
.

I A 币五c过 训议石佣 of bor 团 曲吐山 p of

几恻 us J 动留ns si by 触油 n g wi ht H H N B V- di es a歇沮

s h ri n扣 (G or u p of 众兄d ing wi ht u丫万已巧 ni g et m pe art ur e )

图 2 用 HH N B v 病虾组织人工投喂感染

中国对虾亲虾 (低温投喂组 )

Fi .g Z A币五d d nil 议 ti o n of h 以月 盆的m p of

几侧此 J 山记尹拈台勿触浦 n g wi ht H HN B V- di 胶念望 d

s址ha p (。训 p of 欣 dni g at la w et 贝pe m ill 比 )

2
.

2 注射感染

中温注射组
:
在 17

一
19 ℃下

,

注射感染的 10 尾海捕亲虾 6 天内全部死亡
,

除第一天死亡的亲虾 T 一 E 染色

呈阴性外
,

其余均呈阳性 (图 3)
。

高温注射组
:

在 20
一 21 ℃下

,

用 H H N B V 毒种注射感染的 12 0 尾养殖对虾成

虾
,

在注射后的铭 ~’ 72 小时内全部死亡
,

经 T 一 E染色诊断全部为阳性
。

低温注射组 : 在 12 一 16 ℃期间
,

注

射感染的 10 尾越冬前亲虾无一死亡
,

水温升达 17
一

19 ℃后
,

实验虾在 6 天内死亡 (图 4 )
。

2
.

4 病理学结果

人工感染死亡并经 T 一 E 染色证实为阳性的亲虾
,

在症状上表现为胃空
,

头胸甲极易剥离
,

眼球反光消

失
,

某些感染的亲虾头胸甲可见白斑
。

亲虾肝胰腺组织切片经光学显微镜观察
,

在其囊管上皮细胞中未见

任何病毒性的病变 ; 但在肝胰腺血窦内可找到血淋巴细胞核 的 H HN B V 病变〔黄 了走等
,

1卯S C 〕
。

感染了

H H N B V 的亲虾其胃上皮及鳃上皮在电子显微镜下细胞核内有大量 H HN B V
,

细胞质内也有零散 H H到B[ V 存在

(图版 )
。

在其卵巢内的卵母细胞中
,

未找到病毒粒子
,

但在结缔组织细胞核内发现有 HH N B V
。
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低温投喂组和低温注射组的 T 一 E染色诊断
、

组织病理学及核酸探针杂交结果表明
,

17
一

18 ℃是 H HN B V

感染对虾后引起发病死亡的最低温度
,

低于此温度
,

对虾即使被病毒感染
,

也不会导致发病死亡
。

病毒的感染
’

处于潜伏状态
,

温度升高后
,

已感染的对虾即可随之发病
。

高温注射感染的水温为印
一

21 ℃
,

中温注射感染

的水温为 17 一 19 ℃
。

高温注射感染的 l印尾养殖对虾在 72 小时内死亡
,

死亡时间与常规注射感染的死亡时

间无明显差异〔黄 徒等
,

1卯 s b ]
,

而中温注射感染的 10 尾海捕亲虾在 6 天内死亡
,

明显缓于常规注射感染

引起的死亡
,

17
一

19 ℃正是对虾受感染而导致死亡的最低温度
,

这一差异进一步证实 17
一

18 ℃上下的温度对

于决定 H H N B V 在对虾体内的扩增与否起着重要作用
。

在对虾人工育苗生产过程中
,

亲虾的饲养水温较低
,

一般不会超过 1 7 一 18 ℃
,

也就是说
,

即使亲虾携带

了 H H N B V
,

由于不能使其发病致死
,

不易为生产者觉察
,

这一问题很值得重视
。

目前中国对虾人工育苗生

产所用的亲虾有两个来源
:
一是秋末收虾时

,

挑选个体大
、

身体健壮的养殖对虾进行室内人工越冬
,

越冬期

水温在 8 一 12 ℃ ; 另一是春天从海上捕捞北上产卵游的野生亲虾
,

在海上越冬的水温也在 10
一

12 ℃左右
。

这

两种亲虾都有携带 H H N B V 的可能性
。

亲虾是养虾生产的首要环节
,

如果带毒
,

就有可能通过粪便
、

分泌物

等将病毒传播给幼体
,

形成 H HN B V 的垂直传播
。

1性洲石 年北方对虾苗种生产期间
,

黄海水产研究所
、

山东大学
、

山东省海水养殖研究所
、

沈阳应用生态研究

所等单位应用单抗 E L IAS
、

核酸探针
、

代R 等检测手段
,

对亲虾
、

幼体及苗种做了大量现场检测犷部分亲虾
、

糠

虾幼体及仔虾呈 阳性反应 (据通讯交流 )
,

这表明
,

除了饵料可作为传播途径外
,

显然不能排除亲虾有可能携

带病原
,

鉴于对虾暴发性流行病是一种急性传染病
,

应从各个生产环节切断病原的传播
。

做为首要环节的亲

虾
,

长期处于 17
一

18 ℃以下的条件下生活
,

感染 H HN B v 不 易发病死亡
。

显然带毒对虾不宜做为亲虾来源
,

因此加强亲虾检疫工作
,

应作为防止病毒传播的重要措施
。

另一方面
,

本文用少量 H H N B V 毒种对大批亲虾及养殖对虾在实验室内进行注射感染
,

在黝
一

21 ℃条件

下
,

72 小时内就可使所有对虾全部发病死亡
,

从感染的发病对虾中可纯化出大量的病毒
。

在对虾的细胞株

尚未建立之时
,

这不失为一种对虾病毒实验室扩增的可行方法
。

本文的 电镜制片与操作得到青岛医学院电镜室侯颖一
、

谭金 山老师的大 力支持与帮助
.

石蜡切片由本所养殖病 害研究

室张立敬同志完成
,

青岛海洋大学海洋生命学院 95 届学生顾 闻
、

刘 亚玲同学参加 了部分实验工作
,

在此一并致谢
。

国家

自然科学基金资助项 目
,

编号为 3 91 7〕义巧。
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杆状病毒性的皮下及造血组织坏死—
对虾暴发性流行病的病原和 病理学 研究
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