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摘 要 对虾白黑斑病是养醢中国对虾的常见病，曾被怀疑是细菌性疫病。本试验通过对病 

虾肝胰腺、血液和病灶组织的细菌分离，对正常虾甩自黑斑病虾投喂感染，与病虾共栖感染以及用分 

离于病虾的细菌注射感染等一系列试验发现：细菌或其它生物性病原与对虾白黑斑病并无直接关 

系。通过对病虾的酚氧化酶活力测定 ，JIIL主『『f胞的观察和流行病学研究 ，分析认 为该病是由于对虾长 

期营养不良在应激状态下所引发的一种生理性疾病。腹部每节两馕5基部和尾肢等部位出现的病灶 

— — 自斑或黑斑是在对虾处于应激状态下，酚氧化酶诱导相关基质由酚到醌最终产生黑色素形成 

的 此外还讨论了相关基质的来镩以及与对虾应激反应有关的几项因素。 

关键词 童丝E，白墨星堕 ，细菌．酚氧化酶． 塑L 

对虾白黑斑病曾是我国对虾养殖 中的主要疾病之一，尤其是在以养殖中国对虾(Penaeus 

)为主的北方诸省如山东、河北、辽宁等最常见。发病时间一般在 7月 下旬至 8月下 

旬。轻者可导致发病虾池 10％一20％的虾死亡，重者死亡率超过 70％，危害相当严重。1993 

年以来，以轩状病毒为病原的对虾暴发性流行病发生后 ，由于大多数虾池在 7月底 以前均已因 

病收虾，所以很大程度上掩盖了对虾白黑斑病的发生和危害。随着养殖模式的改变，病毒病逐 

步得以控制，白黑斑病的发生在 1995年又有增加，形成一定的危害。孟庆显和俞开康(1986)、 

孟庆显[1991]描述了该病的症状，并提出了防治方法。徐启家和刘梦侠[1987]做了药物防治 

试验，并分析了黑白斑病与环境和营养等因子的关系。赵增元等(1991)则着重强调了该病与 

温度的关系，推测可能是--~1'季节病。莫佛素和翁 雄[1992】报道了广东省养殖的斑节对虾 

( ，M monodon)也发生此病。目前尚未见国外对此病的详细报道，Hghmer[1983]曾提及南 

太平洋塔希提岛养殖的 日本对虾(P咖 japan~u8)、墨吉对虾(P．m雌 { ds)出现类似的疾 

病 ，病 因不明。 自发现白黑斑病以来，许多研究人员怀疑此病为细菌性疾病，，有的从病虾体内 

分离到了细菌，并且用抗菌素治疗此病获l追好效果，但人工感染未成功。本研究除了从病原分 

离到人工感染等方面探讨该病与生物性病原(主要是细菌)的关系外 ，还通过对病虾体 内的酚 

氧化酶活力的测定和血细胞的观察，由对虾生理角度探讨白黑斑病的病因。 

收稿日期 ：1995—12一*。 

(1)孟庆显、俞开康，1986。中国对虾新发现的两种疾病。鱼病简讯 ．(1)：33一弘 

(2)赵增元等 ，1991。对虾流行病防治技术研究(鉴定材料)。 
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1 材料与方法 

1．1 样品采集 

病虾样品分别采 自山东莱州土山、仓西、青岛流亭、黄岛以及 山东乳山等地 ．采集后装入 

25L加仑桶 ，并注意充气．带回实验室。 

1．2 细菌的分离和鉴定 

将蒸馏水冲洗实验用虾 ．无菌操作抽取心脏血液。用镊子剥去头胸部一例外甲壳 ，夹取部 

份肝胰组织。酒精棉球轻擦病灶表面后 ，用手术剪取整块病灶组织，并经组织研磨器碾碎。按 

何晓青[1989]方法进行细菌分离和鉴定。 

将发病虾池和周围正常虾池水置于 500mL棕色玻璃瓶，放入冰柄。在 6小时内尽快按上 

述方法进行细菌的分离、鉴定和计数。 

1．3 感染试验 

1，3．1 投喂感染 

6个 30L的玻璃缸，分 2组 ．各 3缸 ，每缸放养长 7～8cm的健康虾 6尾 ，第 1组每天投喂 2 

次白黑斑病虾，2次投喂配饵(海马牌 ，下同)，另 l组每天投喂 4次配饵。每天换水 1／3，问歇 

充气 ，溶解氧为 2～4mg／L。实验共进行 l0天。 

1．3．2 共栖感染 

9个 30L的玻璃缸分 3组，每组 3缸 ，第 l组取正常外海水，每缸放养 6尾体长 7—8cm健 

康虾 ．第 2组取正常外海水 ，每缸放养3尾健康虾 ，3尾白黑斑病虾 ，第 3组取发病虾池水 ．每缸 

放养健康虾 6尾 ，每天喂配饵 4次。饲养条件与投喂感染相同。 

1．3．3 注射感染 

按何晓青[~9891方法从病虾肝胰腺分离的细菌接种于海水营养琼脂培养基上，3ooc培养 

48小时．用生理盐水冲洗 ，镜检计数，用生理盐水将注射用细菌悬液调至 1．2×l 个／mL和 

L2×103个／mL两种浓度 ，取体长 9～10cm健康虾 27尾 ，分养于 9个 30L玻璃缸。每缸 3尾 ， 

分3组。第 l组每尾注射0．1mL生理盐水，第2组每尾注射0 1mL，l_2×lO3个／mL细菌悬液， 

第 3组注射 0．1mL，1．2×l 个／mL细菌悬液，注射部位为第 2腹节侧面，每 日喂配饵 4次。 

饲养条件与投喂感染相 同。 

1．4 酚氧化酶(PO)活力测定 

用灭菌注射器从心脏抽取血液 ，置冰箱 CC过夜 ，取析出血清作酚氧化酶活力测定 ，以 L， 

DOPA为底物，参照 Horowitz和Shea[m52]~：E 雷等[1995]方法进行。将 3mL0．1mol／L的 

L-DOPA及 l0儿 的血清在室温下混匀。每隔 2分钟读取 490rim波长下的透光率值 (T)．根据 

A=lgl／T可换算出光密度值(A)。 

1．5 血细胞的观察计数 

参照叶燕玲和陈宽智[1992]方法，用装有3％戊二醛磷酸钾缓冲液的注射器，插入心脏取 
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血 ，缓冲液 ：血液 =4：l，将样品装入小瓶 ，混匀后，用显微镜观察和血球计数板计数。 

2 结果 

2．1 细菌分离和鉴定 

对 9尾Ⅱ：常虾 、8尾自斑病和 6尾黑斑病虾的肝胰腺、血液、病灶和肠遭的细菌分离结果 

可知(表 1)。病虾各组织细菌检出率以肠道最高(1(20％)，肝胰腺次之(37．5％和 舯％)，血液 

和病灶组织较低(12，5％，．胡．3％和 25％、16，6％)，正常虾肠道细菌检出率也为 1(20％，肝胰腺 

也有少量检出(22．2％)。血液未检出细菌，正常虾细菌检出率与叶美美和郭 平[1992]的结 

果接 近。 

表 1 正常虾和白黑斑病虾各组织细菌分离结果 

Table 21． R刚 船 of Ia i舯1日曲 Ifrom l地alIlly蚰 凸ps，midwhite锄 dN ‘单0t di黜 建 m 

正常虾 白斑病虾 黑斑病虾 

分离敷(尾)阳性数(尾)阳性率(％)分离数(尾)阳性数(尾)阳性率(％)分离散(届)阳性数(尾)阳性率(％) 

注 ：病灶取拔部下侧基部呈白黑斑部位。 

以上各组织中检出的细菌以弧菌为主，优势种类为海鱼弧菌(V／br／o daczsda)，副溶血弧菌 

(V，parahaemoly／／e~)，其次是灿烂弧菌(V．s／endMas II)，溶蛋白弧菌(V、 咖而 )和创伤弧 

菌(V． )等。同时采集的发病虾池水样和正常虾池水样的细菌以副溶血弧菌为优 势 

种，细菌总数在lD．～105范围．．此结果与王文兴等[1983]报道的结果相符。 

2．2 感染试验 

2．2，1 投喂感染 

用现场采集的新鲜自黑斑病虾投喂健康对虾 ，每 日2次，连续 lO天，l8尾虾均未感染白黑 

斑病(表 2)。这一实验证实健康虾捕食白黑斑病虾不会引发相同疾病，或者病虾体内不存在 

传染性生物病原，与莫佛素和翁 雄[1992]报道的斑节对虾自斑病情况不相符。 

表 2 对虾白黑斑病人工投嘎感染试验 

Table 2 Artificial m healey 血】p by妇曲 with mid 血 曲岬  

2．2．2 共栖感染 

将自黑斑病虾与正常虾放养于同一玻璃缸进行共栖感染试验，lO天后 ，9尾正常虾均未发 
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生白黑斑病，9尾 白黑斑病虾死亡 3尾 ，仍有 2尾略带轻微 白斑。另外 4尾已痊愈 ．这一结果可 

进一步证实白黑斑病为非传染性疾病。 

用白黑斑病虾池水放养健康对虾的感染试验也进行了 l0天 ，3个缸 l8尾对虾(包括死亡 

2尾)均未出现白黑斑病 ，这显示发病池水虽然细菌数量较高【>lO5个／mL)，其它生物如原生 

动物和浮游生物数量也远较外海水高，但并没有一种特定病原生物能直接引发对虾白黑斑病。 

2．2．3 注射感染 

注射生理盐水组对虾基本正常，死亡的 2尾可能为操作不慎，受伤所致。1．2 X i03个／InL 

细菌浓度组 ，9尾虾死亡 6尾 ，其中2尾 48小时内死亡，4尾 48小时后死亡。1．2 X104个／mL 

浓度组 ，9尾虾死亡 7尾 ，4尾 48小时内死亡 ，3尾 48小时后死亡。死亡虾中，有 4尾鳃部具 明 

显的棕色肉芽肿 ，镜检可见鳃丝末端细胞裂解，有大量细菌活动。虽然所注射的细菌分离于白 

黑斑病虾肝胰腺 ，但试验虾无论存活与否，均无 白黑斑现象。也许这些细菌是虾体内正常可分 

离到的或是继发感染甚至因操作不慎污染所致，而并非是直接导致白黑斑病的病原菌。 

2．3 酚氧化酶活力测定 

从图 l可看 出，正常对虾血清 的酚氧 

化酶(Po)的活性明显高于白黑斑病虾 Po 

活性，前者在 60分钟 内，吸光 值增加 近 5 

倍 ，而后者仅增加 l倍 ，正常虾血清的酚氧 

酶活力测定结果与王 雷等[}905]较符。 

2．4 JI『L细胞观察 

8—9cm的正常中国对虾的血细胞总数 ” 

平均为 8 450个／ram3，大颗粒细胞共有 563 

~
⋯

／mnl3,

．皇 总 ·!％： 采集 图l正常和白黑斑虾血清酚氧化酶(m)活力 相同大小的白黑斑病虾血细胞总数3 070 
盹 ．1 咄= 0f a 孟 he二 Dh 

个／n】In3，不足正常虾的一半 ，而大颗粒细胞 。fnⅫ脚0r diseascd 。‘ 

(422个／ram~)却占总数的 lO．9％，光镜下， 

小颗粒细胞与透明细胞区分不很明显，而大颗粒细胞与其他两种细胞差异非常显著，颗粒大 ， 

着色深，易区分。正常虾血细胞总数与叶燕玲[1993]所测结果(io 32o个／ram3)基本相符。但 

由于季节、虾体大小和健康状况等的差异，对虾血细胞数量差异很大，所测结果变异也较大。 

3 讨论 

3．1 生物性病原 

对虾白黑斑病刚出现时，许多学者怀疑这是一种细菌性疾病．其主要根据是 ：(1)从肝胰腺 

或血液中分离到细菌。(2)用抗菌素拌药饵治疗具有一定效果。(3)发病季节，虾池细菌数量 

相对较高(>l0s个／mL)。本次试验首先从病原菌分离着手，分析了各为lO余尾的病虾和正 

常虾的肝胰腺、血液及病灶组织发现，陈肝 腺细茴检出率稍高约 50％(正常虾如％)外，血液 

和病灶的细菌检出率均较低(<25％)，因此，可基本上排除园细菌侵人虾体组织导致自黑斑病 
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发生的可能性。同时进行的投喂感染、共栖感染以及注射感染试验结果进 一步证实细菌非该 

病直接病原，正常虾摄食病虾并不会引发相同疾病 ，正常虾栖息于发病虾池水中，也不易感染 

白黑斑病 ，说明病虾体内或病虾池水中并无直接引发白黑斑病的生物性病原，如病毒、细菌、真 

菌和原生动物等，该病是一种非传染性疾病。另外 ，通过对病虾病灶等组织的光镜和电镜观察 

也未发现细菌等生物性病原(殡生力等 、1∞ 一 

虽然有不少研究和生产试验报道用抗菌素拌饵料对该病有较好疗效(蔡生力等．1995b)． 

但我们认为，抗菌素的作用主要是针对白黑斑病的继发性感染 ，患 白黑斑病对虾抵抗力 较低， 

易受细菌感染，适当使用抗菌素的确具有较好的预防和治疗作用。事实上，白黑斑病虾在良好 

的水环境中，投喂优质饵料 ，不用任何其它药物，也能自然康复。 

3．2 环境因子 

根据流行病学研究结果 ，认为使对虾处于应激状态的主要因素是温度和营养。因为该病 

主要发生在 7月下旬至 8月下旬，此时水温通常在 30℃以上(水温低于 25℃，几乎不发病)，若 

投喂低质配饵 ，以鱼为主或变质鲜饵 ，则 易发此病。对虾最适生长水温 在 25℃左右 ，超过 

30℃，正常生理代谢受抑 ，再加上长期营养不良，势必影响造血等功能 ，而处于脱皮阶段 的虾， 

可能有较多的血液流向全身各甲壳内层 为新生呵j壳作准备，此时若得不到足够的血液补充， 

就可能引起生理功能失调。实验观察的白黑斑病虾血细胞 明显比正常虾少也可说明这一点。 

3、3 酚氧化酶 

酚氧化酶原广泛存在于血液(尤其 是 

大颗粒细胞)和甲壳内层组织，在对虾的体 

液免疫和脱壳生理代谢 中起重 要作用、该 

酶原能在多种条件下被激活，如：(1)自发 

激活，在正常生理条件下，当对虾处于脱皮 

阶段，存在于甲壳内层的酚氧化酶原能自 

发激活，参与对虾新 甲壳替代 旧甲壳的生 

理代谢过程，促使 甲壳硬化 [Madef0和 

FiⅡI1c，l982]。(2)异物入侵激活．对虾血液 

受到异物入侵，大颗粒细胞裂解 。释放出具 

I多酚董化酶+董 
墨 

二晴(无色) 一 讳■(有色 ) ⋯一。 

图 2 对虾黑斑形成过程 

飚 ．2 Formation ofb眦 spot of 

活性的酚氧化酶，刺激产生一种粘性蛋白、附着在异物上 ，有助于小颗粒细胞对异物的吞噬和 

包囊 ，起调理索作用 ，同时酚氧化酶还诱导血液中的一些基质经过一系列化学变化形成黑色 

素，起抵抗异物作用[Leonard等，1985；Li Ⅱ r和Rcdman，1977]。(3)物理刺激激活，此现象在 

列虾冷藏过程中较常见。在收虾前，当对虾处于某种应激状态如拥挤、摩擦、刺伤等 ，使积聚在 

甲壳内层的酚氧化酶原激活 ，诱导形成黑色素。所发生的化学变化基本一致 ，都是在酚氧化酶 

的催化下 ，血液中的或来源于血液的一些相关基质由一元酚氧化形成二元酚，进一步产生有色 

醌类，最终形成黑色素[Krol等，1989]，其变化过程由图2所示。 

(3)蔡生力等．1995a。对虾白黑斑病的组织病理学研究，特刊。 

(4)蔡生力等，1995b。对虾白黑斑病的防治试验研究 ，特刊 
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对虾冷藏过程中发生的黑斑主要出现在腹部每节两侧甲壳基部、尾扇和额角等部位 ，O． 

gana等[1984]曾分析指出这是由于这些部位的甲壳内层具有丰富的酚氧化酶原及相关基质， 

该酶原和基质均来源于血液。当对虾处于脱皮阶段时，酶和基质尤为丰富，此时若收虾，对虾 

受到刺伤、摩擦和拥挤等，酚氧化酶原易被激活 ．则诱导形成黑斑的几率就高。而处 于脱皮问 

期 ，甲壳已硬化的虾较少发生黑变，可能是由于原先在脱皮期阶段所聚集的酶和基质已在新旧 

甲壳 的替换和新甲壳硬化过程中被消耗。 

对虾自黑斑病的病灶部位与冷藏时发生的黑斑部位很相近，最常见 的是腹部每节两侧 甲 

壳基部 、尾扇、头胸 甲下侧和额角。显微镜观察结果发现 ，病灶部位 甲壳内层聚集着成 团的不 

定形褐色物质。孟庆显[1991]曾推测这些物质为凝聚坏死的血细胞组织碎片残渣。我们认为 

这些物质来源于血液 ，既有坏死血细胞组织 ，还有来 自血液的一些基质．在受酚氧化酶的催化 

后变成了黑色的复合物。当对虾处于某种应激状态 ，正常的脱壳生物机能受阻，酚氧化酶被外 

来因素激活，诱导相关基质形成黑色素聚集在一些特定部位的甲壳内层，外观看就是白斑或黑 

斑，白斑聚集物质较少 ，黑斑较多。 

试验所测的自黑斑病虾血清中酚氧化酶活 力明显 比正 常虾小，这一结果与王 雷等 

[1995]报道的濒死虾血清中酚氧化酶活力显著高于正常虾相反。这可能是他所取的病虾血液 

由于异物入侵 ，引起大量大颗粒细胞裂解，释放出较多的酚氧化酶起免疫反应。而白黑斑病虾 

的酚氧化酶分布和作用主要集中于甲壳 内层 ，血液中并没有受到外源异物直接刺激。 

对虾处于应激状态时激活酚氧化酶形成 包素的外来因予可能较复杂，如生物因子(真 

菌、原生动物、细菌等)、理化因子和机械因子 (拥挤、刺伤)等都有可能启动酚氧化酶作用。该 

酶的活力和催化作用具有一种级联效应 ．最初的启动因子作用似乎较小 ，而引起的连锁反应却 

可能相当大。在对虾白黑斑病发生过程中，究竟是哪一种或哪几种因子首先启动了酚氧化酶 

原活化系统 ，在什么条件下该酶的作用朝催化形成黑色素方向发展等问题．目前尚难解释。但 

通过本次试验，我们认为对虾自黑斑病是由于对虾长期营养不 良、在高温季节引发的一种生理 

性疾病，与细菌等生物性病原没有直接关系。病灶白黑斑是 由于 甲壳内层用于脱壳生理代谢 

的酚氧化酶在对虾处于应激状态 、正常激活机制受抑条件下催化有关基质由酚变醌进而产生 

黑色素而形成的。 

拳研 究系国末 ̂ ·五“攻关课题 ．蝙号 8s—l5—03—03。最文承孳青岛市卫生 防疫站鲁开国教授、国末海洋局一所王文 

井研究员和中科院海洋研完所王 雷副研究曼的大力帮助、指导，苯袁谢毒。 
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ABSIRAClr W hi屺 缸Idblack spot di ase ofper~eid shrimp OllC of seriousdiseases O11 shrimp 

f~mrfing ofa 血1a．Inthis study，bacteria慨 isolat0edfrom hepamp~ ，b10od andfcco1)s of disease 

shrimp．Healthy shrills infected artitieially by'mjectingbacteriafrom diseased shrimps，fedwith 

fresh diseased shrimps，蚰d stocking them with diseased sbIimps together or in the water tita n from 

diseased s11血 1p∞ rId． results showed that there’s nO direct relationship between white and black 

spot di ase of sb咖 and bacteria or删h pa山0j en．Based Oil the results of meast~rements of 

phe~ loxidase activities in diseased shdmp blo~xl and obs 0n of diseased shrimp blo~x1．we consider 

thatwhite and black spot diseaseis a kind of physiological defieie．~5,disease，whichwas caused by 

longtetmmalnutrition and gh tcI【1p瞰恤  s of eul~kre water(>30℃)． focus，white and 

black spot appe删 mainly O11 base of eacII segement of ltbdlNll~n 锄 d 晡 I，e caused by 

accu瑾雌la州 melanin，也e end Df0duct of a series of d mica1 reactions．These reactions begin with 

activation of pmphetmloxidase located inside sb咖 shells，and further the en me eatlysys substrates 

from blo~xl produckng quinones and eventua~y melanin． 
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