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摘要 :以热休克诱导获得中国对虾三倍体, 通过口服或注射的方式对二倍体和三倍体中国对虾进行了白斑综

合征病毒( WSSV )和鳗弧菌感染实验, 研究了病原感染前后二倍体和三倍体中国对虾血液学的变化并首次报

道了三倍体中国对虾血细胞的组成。实验结果表明: 三倍体和二倍体中国对虾均对WSSV 敏感, 三倍体未显

示出明显的抗性。WSSV 感染 4d 后,对虾外周循环系统的血细胞数量明显减少,三倍体和二倍体对虾血细胞

数量均降为对照组的 10%左右。对虾血细胞组成发生变化, 大颗粒细胞明显减少, 小颗粒细胞相应增加, 而

透明细胞所占比例基本不变;大颗粒细胞和小颗粒细胞内颗粒物质均有所减少,出现空泡或细胞外突起等异

常结构。注射鳗弧菌感染后两种对虾的血细胞数量均有所减少, 血细胞数量的减少与弧菌的注射量呈正相关

关系。三倍体中国对虾血细胞组成与二倍体相似, 但其密度仅为二倍体的 40% 左右。本研究结果为三倍体

对虾抗逆特性的研究提供了一定依据和参考。
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Abstract: Based on polyploid induction method in shrimp established in our laboratory , triploid Chinese shrimp,

Fenneropenaeus chinensis was induced by heat shock to inhibit meiosis Ò . Triploid shrimps and their diploid

siblings were challenged w ith white spot syndrome virus ( WSSV) through oral administration or with Vibrio

anguillarum by injection. Shrimps without pathogens challenge were used as controls. Hemocyte count and

composition in hemolymph of diploid and triploid shrimp were compared. This is the first time to report the cell

count and composition of hemolymph in triploid shrimp. It showed that pathogens challenge resulted in obvious

haematological changes. A signif icant decline for hemocyte count in both diploid and triploid shrimp af ter 4 days

challenge was observed. Hemocyte count of both diploid and triploid shrimp was reduced to about 10% of that of

control. The composition of hemocytes either in diploid or triploid shrimp changed after WSSV challenge. The



amount of large granule cells ( LGC) decreased, while that of small granule cells ( SGC) increased. However,

the amount of hyaline cells (HC) remained unchanged. Some abnormal structures such as vacant vacuoles were

found in SGC and LGC of the infected shrimp. Hemocyte count of diploid and triploid shrimp decreased too after

being infected with Vibrio anguillarum, and the range of decline was positively related with the injection dosage

of Vibrio anguillarum. Triploid shrimp has larger hemocyte volume and lesser total hemocyte counts, which

accounts for about 40% of that of diploid, but the hemocyte composition in triploid was the same as that in

diploid. Results above provide basis and reference for stress resistance research on triploid shrimp.

Key words: Fenneropenaeus chinensis ; triploid; white spot syndrome virus ( WSSV ) ; Vibrio anguillarum;

infection; haematology

  近年来,随着环境污染的加剧,海洋赤潮频繁

发生,海水养殖动物病害不断爆发,海水养殖业受

到了沉重的打击。利用现代生物技术, 培育生长

快、品质好、抗逆能力强的优良新品种, 将对我国

海水养殖业的持续、稳定、健康发展起到重要推动

作用。多倍体育种是水产养殖动物遗传改良的途

径之一。对虾多倍体的诱导起始于上世纪 80年

代末, Xiang 等
[ 1]
以锐脊单肢虾( Sicyonia ingentis)

为对象开展了虾类染色组操作可行性研究,在国

际上首次获得了对虾类的三倍体、四倍体幼体,并

以确凿的细胞学证据证明了雌核发育的可行性。

但由于对虾繁殖上的特殊性、对虾受精卵发育的

高度不同步性以及染色体倍性检测的困难,到目

前为止,三倍体对虾的批量诱导成功只在中国对

虾中有过报道
[ 2- 4]

, 而有关三倍体对虾的抗逆特

性等的研究尚未见任何报道。

一般认为甲壳动物不具有免疫球蛋白, 缺乏

抗体介导的免疫反应, 但具有独特的免疫防御系

统,其中血细胞在细胞免疫中具有重要的意义,可

以通过吞噬、包囊、形成细胞结、凝集等作用来清

除入侵的病原和外来异物[ 5] , 是对虾机体抵御外

来病原生物侵袭的主要屏障, 因此研究对虾血细

胞在病原感染过程中的变化对于阐明对虾免疫机

理具有重要的意义。本文选用对中国对虾危害较

大的白斑综合征病毒( white spot syndrome virus,

WSSV)和鳗弧菌( Vibrio anguillarum )进行人工感

染实验,比较了两种病原感染条件下三倍体和二

倍体中国对虾血细胞的数量和组成, 以期为三倍

体中国对虾抗逆特性的研究提供依据和参考。

1  材料与方法

1. 1  实验材料

实验用两批三倍体和二倍体中国对虾均取自

中国科学院海洋研究所生物培育楼实验室培育的

当年虾。其中三倍体虾是经热休克诱导获得,通

过流式细胞仪检测确认其染色体倍性, 检测方法

同周岭华等
[ 6]

,二倍体系同批三倍体检测过程中

检出虾。其中病毒感染用三倍体虾的平均体长为

8. 6 ? 0. 3cm, 二倍体虾的平均体长 8. 5 ? 0. 4cm,

鳗弧菌感染用三倍体虾的平均体长为 8. 5 ? 0. 4

cm,二倍体虾的平均体长为 8. 4 ? 0. 5cm。实验期

间水温为 24 ? 2 e ,海水盐度为 25 ? 2。每天上午

换水 1次( 80%左右) , 早晚各投喂人工配合饵料 1

次,投喂量根据实际情况调整。每 12尾一组分别

放养于 35 @ 45 @ 75cm的玻璃水族缸内,在连续充

气的条件下暂养1周后开始病原感染实验。

1. 2  病原感染

WSSV感染实验采用低温冰箱保存的患典型

白斑病的对虾组织(取自青岛附近对虾养殖场) ,

口服投喂的方式进行感染。将病虾组织取出解

冻,剪碎后投喂实验虾。为保证每尾虾均能被感

染,在实验前停食 1d。实验组连续投喂病虾 2d

后改为人工配合饵料, 对照组持续投喂人工配合

饵料。二倍体和三倍体对虾均设 1个对照组和 2

个平行感染组,每组 10尾。为检验感染效果, 于

感染 3d后进行 PCR检测。

实验用鳗弧菌 ( V . anguillarum) 由中科院海

洋所郭振宇博士提供。于实验前一天活化菌种,

在28 e 培养 24h, 使用前用无菌对虾生理盐水洗

下,配成 108、107和 106cells#mL- 1 3个浓度梯度备

用。采用注射的方法进行感染, 二倍体和三倍体

对虾均设 1个对照组(注射生理盐水)和 3个浓度

梯度组,每个浓度梯度组均设 2个平行,于对虾腹

尾交接处肌肉注射菌液, 注射量均为50 LL/尾,每

组 10尾虾。
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1. 3  血细胞样品的制备、计数和分类

对虾血液用事先加有固定液( 10%MAS-福尔

马林)的注射器从其第一腹节的腹窦处抽取。迅

速混匀后, 用固定液按 1B9(血液B固定液)比例稀

释10倍, 4 e 保存备用。

血细胞计数采用血球计数板( XB-K-25,上海

医用光学仪器长一分厂)。将上述血样装片, 在显

微镜( Olympus, Japan)下计数 10个中方格的血细

胞数量,每个样品计数两次,取其平均数。采用以

下公式计算血细胞数量:

血细胞数/ mL= 每个中方格内的平均血细胞

数@ 25 @ 104 @稀释倍数

血细胞的分类计数采用中性红染色, 荧光显

微镜( Olympus, Japan)观察拍照。在室温条件下,

将经过浓缩的血样用等量的 1% 中性红染色

15min后装片,在 16 @ 100倍的荧光显微镜观察拍

照,每个样品计数 20个左右的视野(细胞总数>

100) , 分别计数 3种类型血细胞的数目。

2  结果

2. 1  病原感染实验
在投喂病虾组织 2d后,三倍体和二倍体对虾

均表现出食欲减退、空胃、运动迟缓、反应迟钝等

症状。PCR检测呈阳性,证明人工感染成功。感

染后 5~ 7d是其死亡高峰期, 到第 8d所有感染虾

全部死亡。

三倍体和二倍体中国对虾在感染鳗弧菌后并

未表现出明显发病症状, 但3d后的病理组织观察

确认已经感染。

2. 2  血细胞类型和形态

中性红染色后, 在荧光显微镜下,根据细胞内

颗粒的有无及大小、多少, 将对虾血细胞分为 3

类 ,即透明细胞( hyaline cell, HC) 、小颗粒细胞

( smal-l granule cell, SGC) 和大颗粒细胞 ( large-

granule cell, LGC )。透明细胞较小, 近球形或卵

圆形,核大靠近中央,具有较大的核质比, 未发现

有荧光颗粒存在。小颗粒细胞比透明细胞稍大,

细胞核较小,清晰可见,细胞质中存在较多的小颗

粒物质,荧光较强。大颗粒细胞体积较大,胞内充

满荧光极强的较大颗粒物质。三倍体对虾血细胞

同二倍体一样,也分为 3种类型,但体积较二倍体

的明显大,其它形态学方面未见明显差别。在感

染WSSV的二倍体和三倍体中国对虾的大颗粒

和小颗粒细胞中均发现有结构异常现象,胞质中

出现空泡区或明显的细胞表面突起(图 1)。病毒

感染后对虾颗粒细胞内的颗粒物质有所减少, 甚

至有个别细胞的颗粒物质所剩甚少。

2. 3  血细胞数量

正常条件下, 三倍体对虾血细胞密度明显少

于同批二倍体血细胞密度。在WSSV实验组, 对

照二倍体和三倍体中国对虾的血细胞密度分别为

79. 58 @ 106 和 33. 68 @ 106, 三倍体血细胞密度仅

为二倍体的 42. 32%。而在鳗弧菌实验组, 对照

二倍体和三倍体中国对虾的血细胞密度分别为

58. 38 @ 106 和 24. 92 @ 106, 三倍体血细胞密度为

二倍体的 42. 69%。

WSSV和鳗弧菌感染均引起对虾血细胞数量

的减少, WSSV 感染对二倍体和三倍体血细胞数

量的影响见图 2。投喂感染WSSV的病虾组织 4d

后,对虾血细胞明显减少,二倍体和三倍体血细胞

各自降为对照组的 10%左右。

鳗弧菌感染 4d 后也同样引起血细胞数量的

减少, 且减少幅度与注射剂量呈明显的正相关关

系,即注射剂量越大,血细胞数量的减少的幅度越

大(图 3)。鳗弧菌对二倍体血细胞数量的影响要

大于三倍体 , 同剂量注射( 108, 50LL)鳗弧菌 4d

图 1 感染WSSV 后颗粒细胞结构异常现象( Ñ 、Ò 示空泡; Ó 示细胞突起)

Fig . 1 Abnormal structure of granular cells of F . chinensis after WSSV infection

Ñ , Ò . Vacuole; Ó . Cellular prominency
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图 2 WSSV 感染对二倍体和三倍体对虾

血细胞数量的影响( @ 106 ) ( n= 8)

Fig. 2  Effect of WSSV challenge on hemocytes

mamount in diploid and triploid F. chinenesis

( n= 8)

图 3 不同剂量鳗弧菌感染对二倍体和三倍体对虾
血细胞数量的影响( @ 106) ( n= 10)

Fig. 3 Effect of V. anguillaru challenge on hemocytes

amount in diplo id and triploid F. chinenesis

( n= 10)

后,二倍体血细胞降为对照组的 30. 1% , 而三倍

体降为对照组的 68. 0%。利用中性红染色,荧光

显微镜观察, 统计了对虾血细胞的组成。其对照

组和各实验组血细胞组成见表 1、表2。

WSSV感染对对虾颗粒细胞的组成有明显影

响,大颗粒细胞明显降低,小颗粒细胞比例相应增

加,而透明细胞比例变化不大。

与WSSV 感染不同,鳗弧菌感染对对虾透明

细胞的影响较大。较大剂量的鳗弧菌注射可以引

起透明细胞数量减少, 而小剂量的鳗弧菌注射则

诱导透明细胞数量的增加。

病原感染后, 三倍体中国对虾血细胞组成的

变化趋势与二倍体的变化趋势基本一致。

3  讨论

3. 1  多倍体动物的抗逆性

多倍体生物的抗逆能力是人们所关注的重点

之一。佐藤的实验表明虹鳟 a @ 银大马哈鱼 `
获得的杂种三倍体与虹鳟相比对感染性造血组织

坏死病毒( IHNV)的抵抗力增加,并对传染性胰坏

死病毒( IPNV)的感受性增强
[ 7]
; Davis

[ 8]
研究了饥

饿对二倍体和三倍体太平洋牡蛎的影响,结果发

现,在饥饿 129d后, 三倍体的死亡率明显高于二

倍体,说明在缺少食物的情况下,三倍体的生存能

力低于正常二倍体。Gaffney 和 Allen
[ 9]
用尼尔氏

表 1 WSSV感染对二倍体和三倍体中国对虾血细胞组成的影响

Tab. 1  Influence of WSSV challenge on hemocytes composition in diploids and triploids F. chinenesis   % , n= 8

组别

groups

2n- 对照

Control for 2n

2n- 感染

Infection for 2n

3n- 对照

Control for3n

3n- 感染

Infection for 3n

透明细胞(HC) 23. 6 ? 2. 9 24. 8 ? 2. 6 23. 3 ? 2. 1 23. 4 ? 2. 2

小颗粒细胞( SGC) 61. 1 ? 2. 1 64. 0 ? 2. 9 61. 2 ? 1. 8 65. 3 ? 1. 9

大颗粒细胞( LGC) 15. 3 ? 3. 9 11. 2 ? 2. 2 15. 5 ? 1. 9 11. 3 ? 3. 6

表 2 不同剂量的鳗弧菌感染对二倍体和三倍体对虾血细胞组成的影响
Tab. 2 Influence of V. anguillarum challenge of different dosages on hemocytes composition in diploids and

triploids F. chinenesis % , n= 10

血细胞类型

type of hemocyte

透明细胞

HC

小颗粒细胞

SGC

大颗粒细胞

LGC

2n- 对照 18. 3 ? 0. 8 66. 4? 1. 5 15. 3 ? 1. 7

2n- 感染Ñ ( 108, 50LL) 13. 5 ? 0. 9 72. 5? 1. 0 14. 0 ? 1. 1

2n- 感染 Ò ( 107, 50LL) 18. 6 ? 2. 5 70. 4? 1. 7 11. 0 ? 1. 4

2n- 感染 Ó ( 106, 50LL) 19. 4 ? 2. 5 69. 4? 2. 1 11. 2 ? 1. 1

3n- 对照 15. 3 ? 1. 4 72. 9? 1. 2 11. 8 ? 1. 0

3n- 感染Ñ ( 108, 50LL) 13. 5 ? 1. 5 74. 2? 1. 2 12. 3 ? 0. 7

3n- 感染 Ò ( 107, 50LL) 17. 7 ? 1. 6 72. 3? 2. 2 10. 0 ? 0. 9

3n- 感染 Ó ( 106, 50LL) 20. 0 ? 1. 4 67. 5? 0. 6 12. 5 ? 1. 1
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单孢子虫对美洲牡蛎进行了感染, 发现三倍体美

洲牡蛎的抵抗力并不比二倍体的强, Meyers等[ 10]

也有类似的发现。我们也曾在三倍体中国对虾野

外养殖过程中, 观察到在周围虾池全部发病

(WSSV)的情况下, 三倍体虾仍取得了较好的成

活率。

3. 2  对虾血细胞分类
在对虾抵抗外来病原体的免疫应答过程中,

血细胞参与并扮演了极其重要的角色, 是对虾机

体内抵御外来病原微生物侵袭的主要/屏障0。关

于对虾血细胞的分类已有较多的研究, 但是由于

所用材料、方法及分类依据的不同,目前对于对虾

血细胞的分类尚无定论。Martin 等[ 11]、李光友

等
[ 12]
和于建平

[ 13]
分别根据胞内颗粒特征将加州

对虾 ( Penaeus californiensis )、单肢虾 ( Sicyonia

ingentis)以及中国对虾( P . chinensis )和日本对虾

( P . japonicus)的血细胞分为无颗粒细胞、小颗粒

细胞和大颗粒细胞; 陈平等
[ 14]
根据血细胞形态,

超微结构的特点, 特别是胞质中特征性颗粒的大

小和内部结构将对虾血细胞分为透明细胞、小颗

粒细胞、大颗粒细胞和浆样细胞。叶燕玲和陈宽

智[ 15]对中国对虾血细胞观察发现,与无颗粒细胞

相对应的细胞中存在亚显微结构有变化的颗粒,

故将其血细胞分为 3类,即透明细胞、小颗粒细胞

和大颗粒细胞。本实验采用叶燕玲等的分类方

法,在观察过程中也发现在极少数细胞中仅有 1

个小颗粒物质的现象, 将其归入透明细胞。利用

中性红染色荧光显微镜观察的方法具有比相差显

微镜更为清晰明确, 比电子显微镜更为快捷方便,

费用更低的优点[ 16] ,具有很好的推广价值。

3. 3  病原感染对对虾血细胞数量和组成的影响

甲壳动物血细胞的密度受多种因素的影响。

Persson 等[ 17]对淡水龙虾( Pacif astacus leniusculus)

的观察发现,真菌 Aphanomces astac 的寄生将导致

其单位体积内血细胞数量的减少; 于建平[ 13]对日

本对虾的研究表明, 养殖水温变化、养殖密度过高

以及镰刀菌感染均能引起对虾血细胞数目的减

少; Maeda 等[ 18]发现感染对虾杆状 DNA 病毒

( penaeid rod-shaped DNA virus)的日本对虾血细胞

密度明显减少; Braak 等[ 19] 对斑节对虾 ( P.

monodon)进行了WSSV感染实验也观察到对虾外

周循环系统血细胞密度的明显降低。本次实验结

果与此相符。在WSSV感染 4d后,中国对虾血细

胞密度明显减小, 三倍体和二倍体血细胞降为对

照虾的 10. 9%和 10. 1%。鳗弧菌对二倍体血细

胞数量的影响要大于三倍体, 同剂量注射( 108

cells#mL - 1
, 50LL)情况下二倍体血细胞降为对照

的30. 14% ,而三倍体为 68. 01%。被感染动物血

细胞密度的降低可能与血细胞在受伤或感染部位

的修复聚集以及对异物的吞噬有关
[ 20]

, 还可能与

病毒诱导的自溶以及病毒增殖引起的细胞破裂有

关[ 21]。另外, Braak 等[ 19]研究表明, 一部分血细

胞离开循环系统迁移到病毒感染组织。

不同类型血细胞的功能不同。透明细胞具有

吞噬活力, 可以被体外活化的酚氧化酶原系统

( prophenoloxidase system , proPO系统)组分激活而

表现出吞噬活力
[ 22]
。小颗粒细胞具有包囊作用,

对外源物质敏感[ 23] , 是对虾免疫反应的关键细

胞。大颗粒细胞不具有吞噬能力[ 22] ,但胞内含有

大量的颗粒物质及酚氧化酶原组分, 是 proPO系

统的储存所,B-1, 3-葡聚糖结合白与B-葡聚糖结合

后可以引起 proPO系统的释放、介导血细胞在病

原体表面上的扩张[ 24]并激活 proPO系统的活性。

病原感染对对虾血细胞的组成有一定的影

响。较大剂量的菌液注射引起透明细胞数量的降

低, 提示透明细胞可能参与了对鳗弧菌的吞噬。

WSSV感染对对虾颗粒细胞的组成有明显影响,

大颗粒细胞明显减少,小颗粒细胞比例相应增加,

而透明细胞比例变化不大,说明在对病毒粒子的

消除过程中透明细胞并不发挥主要作用。WSSV

感染引起的大小颗粒细胞内颗粒的减少、空泡区

和异常突起等也表明颗粒细胞在对虾免疫应答过

程中,具有积极的免疫反应,在病原微生物的刺激

下,颗粒细胞释放酶原物质,激活吞噬细胞的吞噬

活力。张吕平等
[ 25]
在用对虾白斑杆状病毒( white

spot baculovirus, WSBV)感染斑节对虾时亦发现

患病对虾颗粒细胞的结构异常现象, 认为深染区

为颗粒的聚集,突起是颗粒正在释放,而空白区则

是颗粒刚刚释放后留下的痕迹。

3. 4  多倍体动物的细胞体积与数目关系

Swarup[ 26]认为三倍体动物细胞 DNA 含量的

增加必然导致细胞核及细胞体积的增大,但为了

保持器官和动物体体积稳定, 其细胞数量将降低。

本实验及以往的研究表明,三倍体动物具有较大

的血细胞体积, 但其数量相对较少[ 27, 28] , 这在一

定程度上支持了上述观点。但在目前尚无法对某
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个器官或动物体进行细胞定量的情况下,其准确

性还有待于进一步研究。
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