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摘要! 研究常见浮游微藻对栉孔扇贝(急性病毒性坏死症病毒)#-5,5$的黏附和携带!探讨

微藻作为病毒水平传播媒介的可能性!进而了解 -5,5的水平传播途径" 我们选取培养 &?

种海区常见浮游微藻!在微藻生长的指数增长期混入 -5,5病毒粗提液!用 B4+等分子检测

法定期对试验微藻携带-5,5的情况进行检测" 实验结果表明!亚心形扁藻'小球藻'绿色杜

氏藻'四爿藻'中肋骨条藻和小新月菱形藻可以在一定时间内携带 -5,5!占到实验微藻总数

的 !=8!_" 用携带-5,5的 < 种微藻投喂试验栉孔扇贝以分析其致病力!结果表明!试验扇

贝表现出典型的急性病毒性死亡症状!在试验的 > N 时间内!< 组感染组试验扇贝的累积死亡

率均显著#!s%8%=$或极显著#!s%8%&$高于对照组!表明携带 -5,5的微藻具有显著的致

病性" 本研究的结果表明!栉孔扇贝通过摄食携带 -5,5的微藻而感染发病是可能的!浮游

微藻可能是-5,5水平传播的重要传递体"

关键词! 浮游微藻% 急性病毒性坏死症病毒#-5,5$% 栉孔扇贝% 水平传播途径

中图分类号! 1>"<'''''''文献标识码&-

''自从养殖栉孔扇贝大规模死亡现象发生以来!

围绕该病害发生的流行病学和病原学等进行了广

泛研究!目前已明确该病害的典型症状(发生的季

节性特征)& ;$*以及诱发因子)!*

+ 组织病理学(人工

感染实验以及免疫学的研究均表明!一种球形病毒

是该疾病的病原!该病毒直径 &!% &̂?% JE!为具囊

膜的二十面体结构+ 现已将由该病毒引起的病症

定名为急性病毒性坏死症"FL9OMfGV9WJMLV6WGW

NGWMFWM!-5,@#!并将该病原称为急性病毒性坏死

病毒"FL9OMfGVF7JMLV6WGWfGV9W!-5,5#

)" ;<*

+ 在此

基础上!建立了免疫学和分子生物学)?*等多种病

原检测技术)# ;&%*

+ 这些工作为追踪该病原侵染

机制(认识其流行传播规律奠定了基础+

目前关于该病毒流行传播途径尚不十分清楚+

于佐安等)&&*研究表明!感染-5,5的亲贝通过卵

内垂直传播将病毒传至子一代的可能性不大+ 贺

桂珍等)&$ ;&!*研究表明!海区养殖的幼贝在养殖早

期即已感染-5,5!说明分布在养殖海区的-5,5

可通过中间宿主传至养殖贝类+ 目前扇贝的大规

模养殖普遍采用笼养方式!养殖笼内的扇贝主动接

触病原的可能性不大!但扇贝须要通过滤食活动摄

取海区大小合适的浮游生物作为饵料+ 然而!这些

浮游生物是否可以感染或者携带-5,5!而且携带

-5,5浮游生物的致病力如何仍不清楚+

本研究将提取的 -5,5加入到 &? 种常见的

浮游微藻中!用分子的方法进行检测!以了解

-5,5对浮游微藻的选择性黏附情况!随后以携带

-5,5呈阳性的微藻作为栉孔扇贝饵料!观察试验

扇贝发病死亡情况!以反映被微藻黏附 -5,5的

致病力!以此来了解浮游微藻在 -5,5流行传播

中作用!为认识-5,5的流行传播规律提供依据+

&'材料与方法

!"!#病毒粗提液的制备

用于微藻携带病毒试验的 -5,5粗提液的

制备参照CIFJ:等)&"*的方法+ 具体操作为!从患
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病濒死的栉孔扇贝剪取病料组织!每克组织约加

入 $ E.B\1缓冲液!随后 < %%% VAEGJ 冰浴匀浆

= EGJ!匀浆液于 " b!# %%% VAEGJ 离心 &% EGJ!取

上清液!沉淀再次加入 B\1!冰浴匀浆!重新在

# %%% VAEGJ离心&% EGJ+ 将$次所得上清液混合!

经 %8"=

"

E孔径滤膜过滤后!滤液作为-5,5粗

提液;#% b保存!用于感染分离培养的微藻+

!"$#'b&b对微藻的选择性黏附试验

用于感染试验的微藻共 &?种分属四个门+ 其

中绿藻门 =种!分别为小球藻"2,<&%#<<( WQ8#(亚心

形 扁 藻 " !<(:C4&$(**);+&%=-H&%4-*#( 四 爿 藻

"7#:%(*#<4-*:#:%(:,#<##(绿色杜氏藻"E)$(D<-#<<(

O-%-=-*#和塔胞藻"!C%(4-4&$(*WQ8#'甲藻门 ! 种!

分别 为 小 亚 德 里 亚 共 生 藻 " IC4$&=-$-)4

4-+%&(=%-(:-+)4#(亚历山大藻"1<#A($=%-)4WQ8#

和前沟藻"14',-=-$-)4WQQ8#'金藻门 !种!分别为

球等鞭金藻"Q*&+,%C*-*5(<;($(#(湛江叉鞭金藻

"E-+%(:#%-( -$&%$(:( # 和 绿 色 巴 夫 藻 "!(O<&O(

O-%-=-*#'硅藻门 <种!分别为小新月菱形藻"0-:R*+,-(

+<&*:#%-)44-$):-**-4(#(中肋骨条藻".G#<#:&$#4(

+&*:(:)4#(新月菱形藻"0-:R*+,-( +<&*:#%-)4#(三角

褐指藻"!,(#&=(+:C<)4:%-+&%$):)4#(牟氏角毛藻

"2,(#:&+#%&*4)#<<#%-#和纤细角毛藻"2,(#:&+#%&*

5%(+-<-*#+ 所有藻种均来自中国海洋大学微藻种

质库+

试验微藻的培养采用 YA$ 海水培养基!< %%%

7m"光暗周期为 &$@n&$.#的光照!其中绿藻门(金

藻门和甲藻门微藻的培养温度为 $! b!硅藻门微

藻的培养温度为 &> b+

待培养微藻生长至指数增长期时!取每种微藻

?=% E.!平均分装 ! 个三角瓶中做为平行样!每平

行样加入 "%%

"

.病毒粗提液+ 保持微藻培养条件

不变+ 分别在试验开始第 &($"("#(?$(><(&$%(

&""(&<#和 &>$小时取 $ E.与-5,5粗提液混合

培养的藻液!" b下 < %%% VAEGJ 离心 &= EGJ 收集

微藻+ 收集微藻加入 & E.消毒海水漂洗!清除游

离的病毒粒子!重复 ! 次+ 随后采用 4T-\法)&=*

提取收集藻液@,-!用于病毒的检测+

!"(#微藻携带'b&b的检测分析

首先采用B4+法)&<*检测微藻携带-5,5的

情况+ 用于B4+扩增的引物由上海生工合成!其

中上 游 引 物 为$ = D̀TTT[-[4-4T[T---4-D

444-TD! '̀ 下 游 引 物 为$ = D̀4T[[T44T-4TD

[---4-T4[T--TD! +̀ B4+ 反 应 总 体 积 为

$%

"

.!其中 &% o缓冲液 "$%% EE67A.R40'$%%

EE67A.TVGWD247Q2#8"'&%% EE67A.",2

"

#

$

1)

"

'

&= EE67A.a:47

$

#$8%

"

.!N,TB"$8= EE67A.#

&8=

"

.!正反引物"&%

"

E67A.#各 %8=

"

.!7(8酶

"$8= *A

"

.#%8$

"

.!模板"=% J:AE.#%8=

"

.!剩

余体积用 NN2

$

)补足+ B4+反应程序为!>= b

预变性 " EGJ!!= 个循环包括!>" b变性 <% W!

=&8= b退火 !% W!?$ b延伸 <% W!最后在?$ b下

终延伸 = EGJ+ B4+产物分别在 &8%_琼脂糖凝

胶!&=% 5稳压电泳 !% EGJ分离!3\染色!经凝胶

成像系统拍照分析+

为了确定微藻携带-5,5的准确数量!本研

究还对 B4+检测呈现阳性的藻液进行了荧光定

量B4+"/UDB4+#检测+ /UDB4+上游引物为 LD

Y$ = D̀-[44TTTT-4- [--TTTT[4-44TTD! '̀

下 游 引 物 为 LDV$ = D̀T[T4[4-T[TT--44D

T4[T4T[D! !̀预计扩增片段 >% PQ+ 7(8 aFJ 探

针序列为$ = D̀/-aD-[44-T4-4-T4-[44-[

4--4[-4TDT-a+-D! !̀引物和探针均委托大连

TFRF+F生物工程有限公司合成+ /UDB4+反应

体系按照荧光定量 B4+快速反应试剂盒"大连

TFRF+F生物工程有限公司#说明书配制+ 采用

$=

"

.体系!包括$反应试剂盒预混合液 BVMaGm

&$8=

"

.!7(8aFJ探针 %8&$

"

E67A.!正反向引物

各 %8$=

"

E67A.!模板 @,-&

"

.!其余体积用

NN2

$

)补足+ /UDB4+反应在 +6O6VD[MJM!%%%

扩增仪"澳洲 46VPMOO+MWMFVLI 公司#上进行+ 扩

增条件为$>= b!" EGJ 预变性'>= b!&% W变性'

<% b!!% W退火延伸!共 "= 个循环+ 单点荧光检

测在 <% b进行+ 以重组质粒标准品@,-拷贝数

分别为 &%

#

(&%

<

(&%

"和 &%

$为阳性对照!依据可检

测到阳性结果时B4+循环次数LO值!计算每升微

藻中所含有的-5,5拷贝数)&<*

+

!"H#黏附在微藻上'b&b的致病力分析

为分析黏附于微藻上的 -5,5的致病力!本

研究用携带 -5,5的微藻作为饵料用于感染栉

孔扇贝+ 试验用扇贝采自青岛沙子口流清河扇贝

养殖基地+ 采集扇贝首先进行暂养!暂养期间不

投饵!持续充气!每天换水!及时弃除死亡个体!一

周后用于感染实验+

感染试验设 & 个对照组!< 个攻毒组+ 每组试

验设 !个平行样!每个平行样为在 $= .过滤海水

""$#
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中放 &?只扇贝+ 试验期间对照组每天投喂 < 种不

带毒微藻等比例混合的混合微藻 & 次!连续充气!

每天换水 &A!体积+ 攻毒组分别在试验开始的第 &

和第 !天于 $%$%%投喂携带-5,5的微藻!其余时

间每天于 $%$%% 投喂混合微藻+ 为保持攻毒组水

体中-5,5浓度稳定!攻毒当天不换水!其余操作

与对照组相同+ 试验期间保持水温在 $= b+ 攻毒

试验持续 > N!每天观察扇贝生长存活情况!及时检

出死亡个体!统计各组死亡扇贝数!计算累积死亡

率+ 试验数据采用1B11软件进行统计分析+

$'结果

$"!#微藻对'b&b的选择性携带

在-5,5感染 &? 种微藻的 $"% I期间!定期

进行微藻携带 -5,5的 B4+检测!结果显示!小

球藻(亚心形扁藻(四爿藻(绿色杜氏藻(小新月菱

形藻和中肋骨条藻这 < 种微藻在一段时间内可到

携带-5,5"表 & 和图 &#+ 如亚心形扁藻开始检

测到-5,5的时间是试验后 "# I!试验 &>$ I 后

则呈阴性!携带病毒的持续时间为 < N+ 小球藻开

始检测到-5,5的时间是试验开始后 ?$ I!&<# I

后即呈阴性!携带病毒的时间仅 " N+ < 种微藻携

带-5,5的持续时间在 " <̂ N+ 而其它 && 种微

藻则一直呈 -5,5检测阴性+ 结果表明可携带

-5,5的 微 藻 种 数 占 到 试 验 微 藻 总 数 的

!=8$>_+

表 !#!R 种微藻检测感染信息

)*+"!#W03-17240437?-!R 98-12-94362154*@=*-

藻种名

EGLV6F7:FM

藻种学名

.FOGJ JFEM

感染情况

GJYMLOG6J OMWO

感染时微藻密度"&%

"

LM77WAE.#

GJYMLOMN NMJWGOGMW6YEGLV6F7:FM

小球藻 2,<&%#<<( WQ8 d ?<

亚心形扁藻 !<(:C4&$(**);+&%=-H&%4-* d !&

四爿藻 7#:%(*#<4-*:#:%(:,#<# d "%

塔胞藻 !C%(4-4&$(*WQ8 ; ;

绿色杜氏藻 E)$(<-#<<( O-%-=-* d ?%

小亚得里亚共生藻 IC4$&=-$-)4WQ8 ; ;

亚历山大藻 1<#A($=%-)4WQ8 ; ;

前沟藻 14',-=-$-)4,&#H<#%- ; ;

球等鞭金藻 Q*&+,%C*-*5(<;($( ; ;

湛江叉鞭金藻 E-+%(:#%-( -$&%$(:( ; ;

绿色巴夫藻 !(O<&O( O-%-=-* ; ;

小新月菱形藻 0-:R*+,-( WQ8 d &"%

中肋骨条藻 .G#<#:&$#4( +&*:(:)4 d =<

新月菱形藻 0-:R*+,-( +<&*:#%-)4 ; ;

三角褐指藻 !,(#&=(+:C<)4:%-+&%$):)4 ; ;

牟氏角毛藻 2,(#:&+#%&*4)#<<#%- ; ;

纤细角毛藻 2,(#:&+#%&*5%(+-<-* ; ;

注$% d&表示检测呈阳性!% ;&表示检测呈阴性+

,6OMW$% d& Q6WGOGfM' % ;&JM:FOGfM8

图 !#N 种微藻携带'b&b的情况

B8亚心形扁藻' 48小球藻' T8四爿藻' @8绿色杜氏藻' ,8小

新月菱形藻' 18中肋骨条藻+

<2="!# 'b&b@4*:407?-92S 98-12-94362154*@=*-

B8"!9*);+&%=-H&%4-*#' 48"2,<&%#<<( WQ8#' T8"79:#:%(:,#<##'

@"E9O-%-=-*#' ,8"0-:R*+,-( WQ8#' 18".9+&*:(:)4#8

''与携带-5,5的持续时间存在不同!< 种阳

性微藻携带 -5,5的数量也存在显著差异!/UD

B4+检测表明 "图 & #!< 种微藻开始检测到

-5,5时每升微藻培养液携带 -5,5的拷贝数

最高的是绿色杜氏藻!为 ?8%= o&%

<

!最低为小

新月菱形藻!仅 %8$$ o&%

<

+ 随着感染时间延

长!各微藻携带 -5,5的数量陆续达到峰值!亚

心形扁藻携带 -5,5的数量在感染后 &$% I 达

峰值!为 >8!= o&%

#

!但四爿藻携带病毒的数量

一直处于较低的水平!在感染后 >< I 达峰值!仅

为 %8"% o&%

#

!与其它微藻携带-5,5数量相比

达极显著差异+

*"$#
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$"$#微藻携带的 'b&b对栉孔扇贝的致病力

比较

根据-5,5选择性黏附微藻的实验结果!本

研究选用 < 种可携带 -5,5的微藻作为带毒饵

料用于栉孔扇贝的攻毒试验+ 首先检测了用于 <

种攻毒试验微藻携带-5,5的数量!除四爿藻实

验组稍低外!其余 = 种微藻实验组 -5,5拷贝数

均在 &%

#

A.以上"表 $#+

表 $#N 种微藻用于攻毒藻密度和'b&b浓度

)*+"$#%-09272-9437?-62154*@=*-*0:'b&b@4*:+-345-1?*@@-0=-97/:;

藻种

WQMLGMW

小球藻

2,<&%#<<( WQ8

亚心形扁藻

!9*);+&%=-H&%4-*

四爿藻

79:#:%(:,#<#

绿色杜氏藻

E9O-%-=-*

小新月菱形藻

0-:R*+,-( WQ8

中肋骨条藻

.9+&*:(:)4

藻密度"&%

"

AE.#

F7:FMNMJWGOZ

&?% ?% <% $%% $!? &%%

-5,5载量"&%

#

A.#

-5,576FN

#8"< >8!= %8"% $8!% !8>% $8==

''< 个攻毒组扇贝在第一次攻毒后第 $ 至 " 天

陆续出现死亡现象+ 发病个体开始出现对外界刺

激反应迟钝!扇贝活动能力减弱!外套膜眼点颜色

黯淡!也有扇贝出现外套膜萎缩现象+ 濒死扇贝

外套膜严重萎缩!鳃组织开始降解+ 罹病扇贝表

现典型的急性病毒性坏死症的患病症状+

死亡现象发生最早的是小球藻和四爿藻实验

组!在攻毒第 $ 天出现死亡!亚心形扁藻(小新月

菱形藻和绿色杜氏藻实验组死亡现象发生在第 !

天!中肋骨条藻实验组则在攻毒后第 " 天开始死

亡!随后陆续进入快速死亡期+ 但各实验组进入

快速死亡的时间稍有差别!亚心形扁藻实验组从

感染后的第 ! 天!中肋骨条藻和四爿藻实验组从

第 " 天!小球藻和绿色杜氏藻实验组从第 = 天!小

新月菱形藻实验组则从第 < 天陆续进入快速死亡

期+ 至试验结束时!亚心形扁藻(小球藻(四爿藻(

绿色杜氏藻(小新月菱形藻和中肋骨条藻实验组

的累 计 死 亡 率 分 别 为 ?<8"?_( #<8$?_(

?#8"!_(#<8$?_(#"8!&_和 #$8!=_+ 试验期

间!空白对照组在攻毒第 $ 天有 & 例死亡!之后直

到实验第 ? 天后各组陆续出现少量死亡个体!攻

毒实验结束时!对照组累计死亡率为 $<8"?_+

扁藻(四爿藻和中肋骨条藻实验组与对照组的累

积死亡率相比达显著水平"!s%8%=#!其余 ! 种

藻与对照组的累计死亡率差异则达到极显著水平

"!s%8%&#"图 $#+

!'讨论

关于浮游微藻携带病毒的研究!TW9JM6

)&?*认

为浮游微藻对i115的粘附携带与微藻表面的

图 $#栉孔扇贝攻毒累积死亡率

B8亚心形扁藻' 48小球藻' T8四爿藻' @8绿色杜氏藻' ,8小

新月菱形藻' 18中肋骨条藻+

<2="$#E/6/@*72F-6457*@27; 8-51-07*=-43

B">,))')%-S849-:74 'b&b

B8" !9 *);+&%=-H&%4-*#' 48" 2,<&%#<<( WQ8#' T8" 79

:#:%(:,#<##' @8"E9O-%-=-*#' ,8"0-:R*+,-( WQ8#' 18" .9

+&*:(:)4#8

化学成分有关+ .G9 等)&#*和张家松等)&>*的研究

分别表明 i115可选择性的被微藻携带!而且微

藻对i115的黏附仅能维持 &% N+ 本研究用分

属于 " 个门 &? 种微藻进行的感染试验显示!绿藻

门和硅藻门的 < 种微藻可携带 -5,5!而金藻门

和甲藻门的几种微藻则均不能被 -5,5黏附+

微藻对-5,5的携带也仅能维持一段时间!携带

-5,5时间最长的微藻是亚心形扁藻!但也仅

< N+ 本研究还利用感染呈阳性的微藻多次感染

同种微藻!以期证实-5,5在微藻间的水平传播

情况!结果始终没有检测到阳性结果!这说明

-5,5对微藻的黏附可能仅是微藻对 -5,5的

简单粘附!试验微藻并不是 -5,5的增殖有

机体+

关于养殖海区扇贝摄食的饵料生物种类!王

'"$#
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如才等)$%*研究表明!养殖海区栉孔扇贝滤食的饵

料生物主要为硅藻类!同时也包括金藻(绿藻(甲

藻(动物卵子(幼虫(以及大小合适的有机颗粒+

本研究试验的微藻均是扇贝摄食的主要饵料生

物+ 本研究利用携带 -5,5的微藻进行攻毒试

验的结果表明!扇贝摄食粘附-5,5的微藻陆续

发生典型的急性病毒性坏死症的发病症状!累积

死亡率普遍在 ?=_以上!尽管稍低于在扇贝大规

模死亡现象发生时期养殖海区调查获得的扇贝累

积死亡率!但也明确表明由微藻粘附的 -5,5仍

然具有相当高的致病力+ 流行病学调查结果表

明!栉孔扇贝大规模死亡现象在 ? 月底和 # 月初

集中发生!此时养殖海区每升海水浮游生物携带

-5,5的数量普遍在 &%

#以上"另文发表#!本研

究用于感染试验的微藻携带 -5,5的数量与此

相当!这样的病毒量足以导致扇贝感染发病+ 综

合这些结果可以认为在养殖海区发病死亡的扇贝

可能就是摄食携带 -5,5的浮游生物而感染

-5,5的!这说明浮游生物是-5,5流行传播的

的重要传播者+
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