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摘要! 为了探明养殖海区浮游生物与,4+4流行传播的关系!实验自 %$$= 年 < 月至 ## 月!分

别从青岛沙子口和荣成桑沟湾两个扇贝养殖海区定期采取 <$ 和 !$$ 8E两个水层水样!经

%<%! 和 $7%%

%

E! 个孔径的滤膜分级过滤收集 ! 个粒径的浮游生物组分!利用荧光定量A3*

技术对浮游生物携带,4+4的情况进行了定量检测$ 结果表明两个海区浮游生物样品均检

测到,4+4!检测的,4+4数量也均在 B 月份达到峰值!沙子口海区每升海水中浮游生物携

带 "7## c#$

;拷贝的,4+4!桑沟湾海区浮游生物携带 #7"= c#$

<拷贝的 ,4+4$ 两个海区 !

个粒径浮游生物组分携带,4+4的数量从高到低依次为 $7%% e!

%

E组分%! e%<

%

E组分

和大于 %<

%

E组分!但两个水层"<$ 和 !$$ 8E#浮游生物携带,4+4的数量则没有显著差异$

结合养殖期间扇贝摄食浮游生物的特点!研究认为!扇贝在养殖期间可能会通过滤食携带病毒

的浮游饵料而感染,4+4!海区浮游生物可能是导致,4+4流行的重要传播媒介$

关键词! 栉孔扇贝& 浮游生物& 急性病毒性坏死症& 荧光定量A3*

中图分类号! 0=";&&&&&&&文献标识码',

&&栉孔扇贝"&=9.@',#.((1()#曾是我国北方沿

海广泛养殖的重要经济贝类!但自从 #==? 年以

来!在养殖中后期发生的大规模死亡现象直接

造成这一养殖业处于严重的停滞状态( 流行病

学+病原学+组织病理学+人工感染试验及免疫

学研究证实!一种球形病毒是引起养殖栉孔扇

贝大规模死亡的直接病原!现将这一病原引起

的病症称为急性病毒性坏死症 "F8L9M]GRF6

OM8R5HGHNGHMFHM!,4+4#

)# :B*

( 目前已经对该病

原的流行病学)%*

+病理组织学及细胞学特征)=*

及侵染的靶器官)#$*进行了研究!并建立了包括

荧光定量 A3*".[DA3*#在内的多种病原检测

技术)## :#%*

( 为追踪该病原的流行传播过程奠定

了技术基础(

扇贝是滤食性贝类!只能摄取养殖海区一定

大小的浮游生物( 为了研究浮游生物携带,4+4

的可能性!本研究采用.[DA3*检测技术!对两个

扇贝养殖海区多个月份浮游生物携带 ,4+4的

情况进行了定量检测!目的在于探明浮游生物携

带,4+4的情况及其季节性变化!为认识,4+4

的流行传播特点!制定预防控制措施提供理论

依据(

#&材料与方法

$%$&材料

%$$= 年 < 至 ## 月定期在青岛沙子口和荣成

桑沟湾扇贝养殖海区采集表层 <$ 8E和下层

! $$ 8E深的海水 < -!在实验室立即用孔径为

%<+! 和 $7%%

%

E滤膜进行逐级过滤!从每升海水

中收集的 ! 个粒径大小"$7%% e!+! e%<

%

E和大

于 %<

%

E#的浮游生物样品连同滤膜一起剪碎盛

装在 < E-离心管中用于提取>+,( 一次采样每

粒径浮游生物样品收集 < 管(

$%"&浮游生物总@AB的提取

浮游生物样品的>+,提取参照张桂和等)#!*
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和杨君等)#"*的方法( 具体操作$首先在 # -海水

滤集的各粒径浮游生物样品中加入 ;< \预热的提

取缓冲液)!d3X,C!#dA4A!#7" E56@-+F36!

$7# E56@-XRGHD186" W1B7$#!$7# E56@-2>X,!

$7%d

'

:巯基乙醇*<$$

%

-!;< \水浴 # S!加入蛋

白酶O"终浓度为 $7% EQ@E-#!<< \温浴 !$ EGO(

随后加入 #@! 体积 < E56@-的 _,8"W1B7$#混

匀!放置 %$ EGO!加入等体积酚n氯仿n异戊醇

"%<n%"n##混合液轻缓震荡 #$ EGO!经 #$ $$$

R@EGO离心 #$ EGO( 上清液移至新管!加入 %@! 体

积异丙醇!" \冰箱过夜!#% $$$ R@EGO 离心 #<

EGO!弃上清沉淀即为提取的 >+,( 提取的 >+,

经 ?$d的乙醇洗涤 ! 次!风干后溶于 X2缓冲液

"#$ EE56XRGHD136!# EE562>X,#中!提取>+,

的质量和浓度用核酸蛋白仪进行定量分析!然后

:B$ \保存备用(

$%#&CcI4HN检测

检测 ,4+4的 .[DA3*方法参照任伟成

等)#%*所用方法( 用于 .[DA3*检测的引物包括!

扩增引物上游序列8:T$<fD,U33XXXX,3,U

,,XXXXU3,33XXD!f!下游序列 8DR$<fDXUX

3U3,XUXX,,33X3UX3XUD!f!扩增片段大小

为 =$ VW( 7.8 YFO探针序列为!<fD.,YD,U33,X

3,3,X3,U33,U3,,3U,3XDX,Y*,D!f(

引物和7.8 YFO探针均委托大连XF_F*F生物工程

有限公司合成(

.[DA3*反应在*595RDUMOM!$$$扩增仪"澳洲

35RVM99*MHMFR8S 公司#上进行( 反应体系包括!

#%7<

%

-反应混合液!#$

%

E56@-的引物8DT和8DR

各 $7<

%

-!!

%

E56@-的探针 #

%

-!样品 >+,

#

%

-!加灭菌双蒸水至 %<

%

-( 扩增条件为 =< \!

" EGO'=< \!#$ H变性!;$ \!!$ H退火延伸!共 "<

个循环( 以质粒标准品的>+,拷贝数为 #$

B

+#$

;

+

#$

"

+#$

%制作标准曲线!根据检测样品每
%

->+,

含有的,4+4的拷贝数换算为每升海水中浮游生

物携带病毒的拷贝数( 以 ! 次平行检测的平均值

用于结果分析( 实验数据采用 0A00统计分析软

件进行单样本6检验!分析不同时间采集样品携带

的病毒量与相应平均值之间的差异显著性(

%&结果与分析

"%$&滤集浮游生物总@AB的提取

提取>+,的%;$@%B$比值在#7; e%7<!%;$@%!$

比值在 #7? e%7$( 图 #和图 %为青岛沙子口和桑沟

湾海区各个月份每升海水不同粒级浮游生物的

>+,总量( 从图中可以看到!沙子口海区上下层每

升海水浮游生物总>+,含量在 B 月最高!平均为

%%7"<

%

Q!桑沟湾海区比沙子口海区低!在 ?月份最

高!为 #?7""

%

Q( 两个海区总>+,含量最低值均出

现在 ##月份!分别为 !7;!

%

Q和 "7!;

%

Q(

沙子口海区 %<

%

E以上粒径组分的 >+,量

均比较低!= 月份最高仅为 %7!?

%

Q!! e%<

%

E粒

径组分 >+,量次之! B 月最高!为 "7<!

%

Q!

$7%% e!

%

E粒径组分的 >+,量各月份均比较

高!峰值也出现在 B 月份!达 #<7?$

%

Q!这比 %<

%

E以上粒径组分 >+,量的最高值还高 ; 倍以

上( 桑沟湾海区样品测定的结果与此类似!同样

表现出 %<

%

E以上粒径组分的>+,量最低!! e

%< 粒径组分>+,量次之!$7%% e!

%

E粒径组分

的>+,量最高(

图 $&沙子口扇贝养殖区各个月份

不同粒径浮游生物@AB量

C59%$&@AB8*):():*7=577(0():65̂(<.-)/:*)70*+

? +*):;6V;- 5̂/*F6(- -0(- 7*08F.:F05)9 68-..*<

图 "&桑沟湾扇贝养殖区各个月份

不同粒径浮游生物@AB量

C59%"&@AB8*):():*7=577(0():65̂(<.-)/:*)70*+

? +*):;6V-)99*FJ-)6(- -0(- 7*08F.:F05)9 68-..*<

"%"&两个养殖海区水样中浮游生物携带 BWAW

的数量特征

.[DA3*检测结果显示"图 ! 和图 "#!从 % 个

"('$
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栉孔扇贝养殖海区收集的浮游生物样品中均检测

到,4+4( 沙子口海区!<+;+? 月份每升海水中

浮游生物携带病毒的数量一直在 #$

!拷贝左右!

而到了 B 月份!病毒数量急剧升高!达峰值"7## c

#$

;拷贝!与均值相比达极显著水平"6

)

$7$##!=

月则开始下降!但仍与均值相比达显著水平"6

)

$7$<#!而 #$ 月已降至 !7"# c#$

!拷贝!与均值相

似!## 月则未检测到病毒( 桑沟湾海区检测到的

各月份,4+4的数量变动趋势也与此类似!但该

海区浮游生物样品中检测到的 ,4+4数量最高

仅为 #7"= c#$

<拷贝!比沙子口海区检测到的病毒

数量少 # 个数量级(

图 #&沙子口养殖海区各月份浮游生物

携带病毒的数量变化

C59%#&W-05(:D *7E50F68*<D )F+3(08-005(=3D

<.-)/:*)5)=577(0():+*):;6-:V;- 5̂/*F

6(- -0(- 7*08F.:F05)9 68-..*<

图 1&桑沟湾养殖海区各月份浮游生物

携带病毒的数量变化

C59%1&W-05(:D *7E50F68*<D )F+3(08-005(=3D

<.-)/:*)5)=577(0():+*):;6-:V-)99*FJ-)

6(- -0(- 7*08F.:F05)9 68-..*<

"%#&浮游生物的粒径与其携带病毒数量的关系

分析两个海区不同粒径浮游生物携带,4+4

的情况可以看到!两海区 ! e%<

%

E粒径组分均

在 ;+?+B 和 = 月份携带病毒!$7%% e!

%

E粒径

组分在 B+=+#$ 月份携带病毒!%<

%

E以上粒径组

分在 ?+B+=+#$ 月份携带病毒"图 < 和图 ;#( 尽

管沙子口海区 < 月份 %<

%

E以上粒径组分检测

到病毒!桑沟湾海区在 ;+? 月份的 $7%% e!

%

E粒

径组分检测到病毒!但两个海区 ,4+4在 ! 个粒

径浮游生物上的分布情况还是基本一致(

结合浮游生物携带,4+4的数量进行分析!

可以看到!桑沟湾海区!大于 %<

%

E粒径的浮游

生物!病毒数量最高为 =7? c#$

%拷贝( $7%% e!

%

E粒径浮游生物!病毒数量最高为 #7#" c#$

<拷

贝( ! e%<

%

E粒径浮游生物组分携带 ,4+4的

最高拷贝数则在前述两个粒径组分之间( 沙子口

海区 ! 个粒径组分携带的 ,4+4数量尽管比桑

沟湾海区相应的浮游生物组分高!但趋势基本相

似( 结果显示 ! 个粒径浮游生物携带的病毒数量

从高到低依次为$7%% e!

%

E粒径组分+! e%<

%

E粒径组分和大于 %<

%

E粒径组分(

图 >&沙子口养殖海区不同粒径浮游

生物携带病毒情况

C59%>&W50F68*<D )F+3(08-005(=3D =577(0():

65̂(*7<.-)/:*)-:V;- 5̂/*F6(- -0(-

7*08F.:F05)9 68-..*<

图 ?&桑沟湾养殖海区不同粒径浮游

生物携带病毒情况

C59%?&W50F68*<D )F+3(08-005(=3D =577(0():

65̂(*7<.-)/:*)-:V-)99*FJ-)6(- -0(-

7*08F.:F05)9 68-..*<

"%1&两个采样深度浮游生物携带 BWAW的数量

特征

表层 <$ 8E和下层 !$$ 8E深水层浮游生物

携带,4+4的检测结果表明"图 ? 和图 B#!虽然

在沙子口海区 ;+? 月份表层浮游生物检测到不足

#$

!拷贝的病毒!桑沟湾海区 ; 月份也在 !$$ 8E

深水层的浮游生物样品中检测到大于 #$

"拷贝的

*('$
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病毒!但是在桑沟湾海区 " 个月份 "?+B+=+#$

月#+沙子口海区 ! 个月份"B+=+#$ 月#两个水层

浮游生物携带的病毒数量均没有显著差异( 结果

说明表层 <$ 8E和下层 !$$ 8E深水层浮游生物

携带,4+4的数量没有显著差异(

图 [&沙子口海区两个水层浮游生物

携带的病毒数量比较

C59%[&W50F68*<D )F+3(08-005(=3D <.-)/:*)-:

>M 8+-)=#MM 8+=(<:;*7V;- 5̂/*F

6(- -0(- 7*08F.:F05)9 68-..*<

图 \&桑沟湾海区两个水层浮游

生物的病毒数量比较

C59%\&W50F68*<D )F+3(08-005(=3D <.-)/:*)-:

>M 8+-)=#MM 8+=(<:;*7V-)99*FJ-)

7*08F.:F05)9 68-..*<

!&讨论

流行病学调查表明!栉孔扇贝的大规模死亡

集中发生在海区养殖期的 ?+B 月份!此时的死亡

率占到总死亡率的 =$d以上)#*

( 组织病理学及

病原学研究表明!濒死扇贝外套膜+肾+消化盲囊

等功能器官分布有大量的病毒)=*

( 人工感染试

验证实!该病毒是造成扇贝发病死亡的直接病

原)< :;*

( 通过电镜负染技术)#$* 及多抗免疫技

术)"*进行病原的检测结果表明!养殖扇贝各组织

在 < 月份即已侵染病毒粒子!病毒感染强度在 B

月份达到最大值( 本研究从 % 个海区 # -海水中

分级过滤的 ! 个粒径浮游生物 >+,含量的测定

结果显示!B 月份也是养殖海区浮游生物丰度最

高的时期!.[DA3*检测 ,4+4被浮游生物携带

情况!结果首次证实!养殖海区的浮游生物可以携

带,4+4!% 个海区浮游生物携带 ,4+4数量的

峰值也出现在 B 月份!与扇贝大规模死亡发生的

时期完全重合(

病毒的传播需要借助合适的途径( 在浮游生

物携带病毒方面!有研究表明几种浮游微藻可以

携带并传播^004

)#< :#?*

!并证实了卤虫在 ^004

传播过程中的作用)#B*

( XHLOM5 等)#=*认为!微藻

细胞表面的化学成分对 ^004是否附着至关重

要( 扇贝是滤食性贝类!在养殖期间移动有限!通

过滤食大小合适的浮游生物作为饵料!对饵料的

性质没有明显的选择性( 王如才等)%$*研究表明!

栉孔扇贝的食料以硅藻为主!易摄食的主要微藻

有舟型藻+圆筛藻+骨条藻+曲舟藻和金藻!兼食一

些绿藻+桡足类+无脊椎动物卵和幼虫及有机碎

屑( 本研究在 % 个海区扇贝养殖笼上层和下层 %

个水层滤集的 ! 个粒径浮游生物中均检测到

,4+4!表明扇贝通过滤食携带 ,4+4的饵料生

物可以感染,4+4(

比较 % 个海区不同粒径组分携带 ,4+4的

结果!本研究发现 % 个海区浮游生物携带 ,4+4

的数量存在一定的差异!而且不同粒径浮游生物

携带,4+4的数量也有所不同( 仅以 % 个海区

不同月份,4+4数量的检测结果进行初步分析!

发现在海区温度较高的 ;+? 和 B 月份!浮游生物

及其携带病毒的数量均比较高!说明温度可能是

影响,4+4数量变动的一个重要因素!这似乎与

感病扇贝在此温度下大规模死亡存在一定的相似

性)%!;*

!表明较高的海水温度是 ,4+4数量增长

的必要条件(

比较不同粒径浮游生物携带 ,4+4的数量

发现!浮游生物携带,4+4的最高丰度均出现在

$7%% e!

%

E和 ! e%<

%

E的粒径组分!说明这 %

个组分的浮游生物组分是携带 ,4+4的主要成

分( 沙子口海区检测的结果还显示!大于 %<

%

E

的浮游生物在检测的月份普遍携带低丰度的病

毒!! e%<

%

E组分在 ? 月份检测到携带较高丰度

的,4+4!而 #$ 月份只有 $7%% e!

%

E组分携带

,4+4!桑沟湾海区也存在类似变化!如 #$ 月份

仅在 $7%% e!

%

E和大于 %<

%

E组分检测到病

毒( 这表明携带病毒的浮游生物可能在不同粒径

间存在转换( 有关不同月份携带 ,4+4浮游生

物的确切种类以及这些携带病毒的浮游生物的动

态变化还有待进一步研究(

本研究的结果同时还显示!沙子口海区浮游

)('$
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生物的数量及检测到的病毒数量均比桑沟湾海区

高!这可能与 % 个海区养殖模式有关!桑沟湾海区

一直将贝藻混养模式作为改善养殖海区生态环境

的主要措施!而沙子口海区则仍然采用单一的贝

类养殖模式!因此!% 个海区的生态环境可能存在

差异( 目前!建立有效的,4+4预防控制措施一

直是提高养殖栉孔扇贝经济效益的重要内容!本

研究的结果显示!改善养殖生态环境可能是一条

有效的途径(
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