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海捕中国对虾杆状病毒的检测
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摘要:以海捕中国对虾为材料, 利用多聚酶链反应( PCR)技术和核酸探针技术,对从中国对虾杆状病毒核酸随

机文库中筛选的 4个片段(大小分别为 800, 1 100, 1 500, 2 500bp)用地高辛标记作为探针,进行斑点杂交, 检

测对虾杆状病毒。结果表明海捕中国对虾的鳃、中肠、肝胰腺、卵巢等组织检测为阳性, 肌肉组织为阴性。实

验表明中国对虾杆状病毒存在垂直传播的可能性。
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Detection of baculovirus infection in wild�caught
Penaeus chinensis by PCR and dot blot hybridization
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Abstract:Wild�caught Penaeus chinensis was detected for baculovirus by Polymerase Chain Reaction( PCR) and

dot blot hybridization using DIG�labeled Penaeus chinensis Baculovirus ( PCBV) fragment of nuclein lengthened

800, 1 100, 1 500 and 2 500bp. Positive reaction was found in gills, hepatopancreas, midgut and ovaries , but

muscular tissue was negative. Our results demonstrated that the ovaries of shrimps were infected by the

baculovirus that implied the virus may be transmitted vertically from parent to young generation.
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自1993年中国大陆暴发对虾流行病以来, 对虾养殖业损失惨重。现已基本查明此病害的主要病原

为一种具囊膜的非包涵体杆状病毒[ 1~ 4]。该病毒病的病理学特点以及病毒粒子的特征等已有许多报

道
[ 5, 6]
。关于该病毒的传播方式, 较一致的观点认为该病毒主要通过水平传播, 即通过水、饵料和底泥

等介质的传播[ 7, 8]。而该病毒是否能垂直传播至今尚不明了。本文从海捕中国对虾的卵巢中检出杆状

病毒,说明该病毒存在垂直传播的可能性。此外, 以往对该病毒的研究多集中于养殖对虾,本文报道从

海捕中国对虾的不同组织检出杆状病毒,对进一步研究对虾杆状病毒的传播感染途径有重要参考价值。

现将结果报道如下。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

海捕中国对虾于 1998年4月采集于青岛近海。
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中国对虾杆状病毒( PCBV)随机文库 pUC18/ PCBV由农业部动检所郭福生等
[ 9]
构建。

PCR扩增引物为郭福生等[ 9]参照 PCBV一段 400bp左右的核苷酸序列两端的碱基序列合成,序列

如下:

引物 1: 5� GAA CGC TAA GCG CAA GAA GC 3�

引物 2: 5� GGT GCG TCT GGT GCA AAC TCC 3�
由上海细胞生物学研究所合成。PCR反应试剂购自华美公司。

DIG标记试剂盒购自德国 BM 公司。

病虾材料分别于 1994年、1995年采自青岛市上马镇对虾养殖场发病虾池, - 70 � 保存。

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 感病对虾病毒核酸的提取及纯化

分别取 1994、1995年采集的病虾10只, 去除头胸甲, 将头胸部剪碎,于 PBS( pH7. 2)缓冲液中匀浆。

匀浆液3 000 r�min- 1离心 25min, 6 000r�min- 1离心 25min。然后取上清, 上清液 13 000r�min- 1离心

20min,沉淀溶于适量 TE中,煮沸 3min, 10 000r�min- 1离心 5min。去除沉淀,上清用苯酚/氯仿抽提至无

蛋白层,再用氯仿抽提一次。上清用 2倍体积乙醇沉淀(含 1/ 10体积 3MNaAc, pH4. 8) .沉淀经 70%乙

醇洗涤,真空干燥,溶于 50 �L TE( pH8. 0)中。

1. 2. 2 � 海捕中国对虾不同组织病毒核酸的提取及纯化

方法同上( 1. 2. 1)

1. 2. 3 � 核酸探针的 DIG标记

pUC18/ PCBV质粒的提取、EcoRI酶切,目的片断的回收等参照文献[ 10]。

目的片断的 DIG标记参照 DIG标记试剂盒说明书。

1. 2. 4 � 海捕中国对虾不同组织的 PCR检测

PCR反应体系: 10( buffer 5�L, dNTP mixture 5�L(终浓度各为 0. 2mM) , TaqDNA聚合酶 1u,引物 1�L

+ 1�L(终浓度 1�M ) , 模板 1�L, ddH2O 36�L。循环参数: 94 � 预变性 5min; 94 � 变性 1min, 45 � 退火

1min, 72 � 延伸 1min,共 30个循环,循环结束 72 � 延伸 10min。

1. 2. 5 � 核酸探针特异性检测
斑点杂交参考 DIG应用手册进行。主要包括: 20 � SSC渗膜 1h, 点样, 80 � 真空干燥 2h, 37 � 预杂

交 1h, 68 � 杂交过夜。杂交液( 5 � SSC, Sarysol 0. 1%, SDS 0. 02% , 封闭液1. 0%)。显色参考DIG试剂

盒说明书, 1�10 000稀释抗体。

1. 2. 6 � 海捕中国对虾不同组织杆状病毒的斑点杂交检测
预杂交、杂交及检测同( 1. 2. 5) ,点样量皆为 1. 5�L, 4种探针浓度皆为 5�g�mL - 1。

2 � 结果与分析

2. 1 � PCR检测

PCR检测结果表明, 海捕中国对虾的鳃、肝胰腺、中肠和卵巢等组织中均扩增出一条 400bp 左右的

特异带,而肌肉组织中未有特异带扩增出, 对虾核酸本身亦未有特异带扩出 (图 1)。表明所扩增的

400bp条带为中国对虾杆状病毒核酸的扩增产物, 而非对虾核酸本身扩增而来。这与郭福生等[ 9] ,朱山

等[ 11]采用同一对引物对感病对虾所扩增的结果是一致的。肌肉组织检测阴性,表明中国对虾杆状病毒

不感染肌肉组织,或感染较轻,超出了 PCR检测的灵敏度。

2. 2 � 核酸探针的选择

从中国对虾杆状病毒核酸 pUC18/ PCBV 随机文库中筛选出大小分别为 900, 1 100, 1 500, 2 500bp 4
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个片段,用 DIG标记,制备探针。酶切结果见图 2。

图 1� 对虾不同组织 PCR检测结果

Fig. 1� Detection of different tissues of prawn by PCR

M:分子量标记, PGEM7Zf ( + ) DNA/HaeIII.

1.鳃, 2.肝胰腺, 3.中肠, 4.卵巢, 5.肌肉, 6.对虾组织核酸

图 2� 目的质粒酶切示探针

Fig. 2 � Cloned plasmid digested with EcoR I

M: �DNA � EcoR � /Hind �

1: 1 100bp, 2: 900bp, 3: 1 500bp, 4: 2 500bp

2. 3 � 核酸探针特异性检测

4个探针分别与两份感病对虾杂交, 均出现很强的杂交信号, 而海捕中国对虾肌肉组织检测为阴

性,对虾核酸杂交亦呈阴性(图 3)。表明 4个作为探针的核酸片段均来自杆状病毒本身且有较好的特

异性。4个探针检测海捕中国对虾肌肉组织为阴性亦说明了肌肉组织病毒感染较轻, 这与 2. 1的结果

是一致的。

2. 4 � 海捕中国对虾不同组织杆状病毒的斑点杂交检测

4个探针(浓度皆为 5�g�mL
- 1

)分别与对虾的鳃、肝胰腺、中肠和卵巢等组织的斑点杂交皆呈阳性。

鳃、肝胰腺、中肠中的杂交信号明显强于卵巢中的杂交信号(图 4)。表明卵巢组织中的病毒感染程度较

其他 3种组织轻。

3 � 讨论

鉴于对虾病毒病尚未有有效的治疗措施及药物, 因此, 培养无特定病原体( SPF)种苗, 成为控制对

虾病毒病暴发的重要措施之一。近年来 ,美国采用培养无特定病原 ( SPF) 虾, 生产不带 IHHNV,HPV,

BP 等病毒,微孢子虫,簇虫,线虫和绦虫等特异性病原体南美白对虾种苗, 使对虾产量在不扩大面积的

前提下,增加了一倍[ 12]。过去,主要是采用海捕虾作为 SPF种苗生产的亲虾。本文的检测结果表明,海

捕对虾也存在中国对虾杆状病毒的感染, 因此, 用海捕对虾作亲虾来培育 SPF 种苗时,也应进行严格的

检测。

另外,本文除从海捕中国对虾的鳃、中肠、肝胰腺中检出病毒外, 还从对虾的卵巢中检出病毒的存

在,从而证明该病毒有可能通过垂直方式传播。目前,对虾杆状病毒的垂直传播问题尚无定论, 陈秀南

等[ 13]在斑节对虾、长毛对虾卵中检测到 MBV 的存在,感染率为50% ~ 80%, 而Fegan等[ 14]利用光镜、电

镜观察检查了 MBV感染的雌虾卵母细胞、成熟的卵及无节幼体,未发现病毒粒子,表明 MBV不能通过

卵传播, Lu等[ 15]利用核酸探针原位杂交技术在斑节对虾肠、肝胰腺中检测到 MBV, 而在生殖系统中未

检测到MBV的存在。对于对虾杆状病毒( BP)的垂直传播问题, Bruce等
[ 16]
应用固定组织原位杂交技术

未在生殖系统中检测到 BP的存在,认为 BP不能垂直传播。而中国对虾杆状病毒的垂直传播问题,研

究结果亦不一致。陈细法等[ 17]的流行病学研究表明,在感病对虾的生殖腺、卵细胞中未发现病毒, 而包

振民等[ 18] ,汝少国等[ 19]利用电镜技术均在对虾的卵巢中检测到杆状病毒的存在。本文的研究结果表
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明中国对虾杆状病毒存在垂直传播的可能性。

图 3� 探针特异性检测

Fig . 3� Detection of probes specificity

1.病毒核酸(提自 1994年病虾组织) ,

2.病毒核酸(提自 1995年病虾组织) ,

3.病毒核酸(提自海捕中国对虾肌肉组织) ,

4.对虾组织核酸(提自海捕中国对虾)

图 4� 海捕中国对虾不同组织病毒检测

Fig. 4� Detection of different tissues of

prawn by dot blot hybridization

1.鳃, 2.肝胰腺, 3.中肠, 4.卵巢, 5.阴性对照
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