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摘要! 为了评价养殖水环境中毒死蜱对凡纳滨对虾生存的危害性!开展了毒死蜱胁迫下白斑

综合征病毒"S**.#对凡纳滨对虾致死实验!分析了毒死蜱胁迫下凡纳滨对虾鳃组织 S**.

含量和肌肉组织乙酰胆碱酯酶活性变化$ 通过急性毒性实验测定了毒死蜱对凡纳滨对虾的半

致死浓度"'-

72

#!随着暴露时间的延长!'-

72

值显著下降!存在着浓度 5反应的正向关系!86 G

'-

72

为 2107:

"

D5'"21713 <218:0

"

D5'#$ 在此基础上!确定了毒死蜱胁迫实验浓度为 211

"

D5'!此浓度下药浴 9 E 后对凡纳滨对虾注射 S**.!结果显示'毒死蜱胁迫下注射 S**.组

的对虾死亡率":/1//> B910>#极显著高于乙醇 5S**.组"92122> B218>#&对虾鳃组织

S**.荧光定量 6-$检测结果显示'感染 01 G 后!毒死蜱 5S**.组 S**.含量约是乙醇 5

S**.组的 9 倍&感染 86 G 后!毒死蜱 5S**.组 S**.含量显著增加!约是 01 G 毒死蜱 5

S**.组的 918 倍!是 86 G 乙醇 5S**.组的 718 倍$ 毒死蜱胁迫下!对虾肌肉组织乙酰胆

碱酯酶"&=G,#活性低于对照组 12>左右$ 由此可见!毒死蜱胁迫下!S**.增殖速率加快!

导致对虾死亡率升高$

关键词! 凡纳滨对虾& 毒死蜱& 白斑综合征病毒& 致病性& 乙酰胆碱酯酶

中图分类号! *8934444444444444文献标志码'&

44毒死蜱#=G0/AL3A:B/C$是一种高效(广谱的有

机磷杀虫剂"具有良好的触杀(胃毒和熏蒸作用"

在我国广泛应用于水稻(棉花(蔬菜等农作物害虫

的防治
)3 5/*

"其主要是通过抑制体内胆碱酯酶活

性引起生物体神经毒性
)9*

+ 对于哺乳动物而言"

毒死蜱是中等毒性
)7*

"而对水生动物却是高毒

的
)6*

+ 种植业在大量使用毒死蜱防治害虫的同

时"很容易对周边的水环境和土壤造成残留污

染
)0 5:*

'养殖水环境中毒死蜱的存在危害着水生

动物的生存
)8*

"导致生物体死亡或对外来病原体

的抵抗力降低"诱发水生生物疾病暴发
)32*

+ 有研

究表明"水生动物疾病的暴发与环境因子的改变

密切相关"环境胁迫增加了水生生物对弧菌和

S**.等病原体的易感性
)33 539*

+ 实验以凡纳滨

对虾#/(+*@1)%1,-.%))%01($为受试动物"探究毒

死蜱胁迫下 S**.对凡纳滨对虾的致病性"为揭

示对虾 S**.病发生与养殖环境之间的关系提

供新的研究思路"为制定对虾健康养殖新技术提

供科学依据+

34材料与方法

!"!#实验动物

凡纳滨对虾来自东海水产研究所海南琼海研

究中心"实验前暂养 0 E"选择活力强(摄食正常(

规格一致的对虾进行实验+ 实验用对虾体长

#01// B2126$ =8"体质量#91:: B2133$ D"实验

期间养殖条件维持在盐度 7 左右"水温 1: <

18 Y"L+011 <016"19 G 不间断充氧"实验前 3

天暂停喂饵料+

!"$#试剂与仪器

毒死蜱标准品购自国家标准物质网"纯度

8:1:>"实验前用无水乙醇配制母液 /22

"

D58'"
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9 Y避光保存'碘化硫代乙酰胆碱 #&F=G$和 7"

7Z7二硫代双 #17硝基苯甲酸$ #4F%W$购自美国

&0B9公司'*XW$6A@8:I ,I #%D

FQ

等购自 F9R9$9

公司'基因组 4%&提取试剂盒购自 F)&%O,%公

司'其他试剂均购自国药集团+ 实时荧光定量

6-$仪 #美国 &W)"*H@L"<@$'高速冷冻离心机

#日本 +)F&-+)"-(36$

%

$'紫外可见分光光度

计#上海尤尼柯"#.71:21*$+

!";#毒死蜱对凡纳滨对虾急性毒性实验

本实验采用换水式生物测试法"实验期间每

19 G 更换一次药液"根据预实验结果"按照等比数

列设置了 0 个浓度梯度"分别为 21968(21097(

313:9(31::2(118:0(91097 和 01722

"

D5'"外加

乙醇溶剂对照组#乙醇浓度 21221 7>$和空白对

照组"每个浓度组放入受试凡纳滨对虾 37 尾"每

组 / 个重复"观察凡纳滨对虾中毒反应症状"及时

记录对虾死亡情况"统计 19(9:(01 和 86 G 的对

虾死亡数+

!"%#毒死蜱胁迫下 YJJZ对凡纳滨对虾致死

实验

S**.病毒液制备及感染浓度的确定44病

料来自本实验室 5:2 Y保存的 S**.感染的凡

纳滨对虾"病毒液制备参照周俊芳等
)37*

的方法+

病料去除头胸甲附肢称重"于 2123 8/05'磷酸盐

缓冲液 #6W*$中匀浆"离心"上清液用 2197

"

8

滤膜过滤制成病毒粗提液'注射对虾攻毒"以 0 E

死亡率最高的最大稀释度作为下一步攻毒浓度"

感染浓度确定为稀释度 3 A32

56

+

毒死蜱胁迫下 S**.对凡纳滨对虾的感染实

验44在上述急性毒性实验的基础上"经过预实验

确定对虾药浴 32 E 未发生死亡的最高浓度为毒死

蜱胁迫实验浓度#211

"

D5'$+ 实验分成 6 组"分别

为毒死蜱胁迫下 S**.攻毒组#毒死蜱 5S**.

组$(乙醇 5S**.对照组(空白 5S**.对照组(

毒死蜱胁迫下注射 6W*组#毒死蜱 56W*组$(乙

醇 56W*组和空白 56W*组+ 每个组设 / 个重复"

每个重复 37 尾虾"于 312 '塑料白桶中进行实验"

水体 62 '"每 19 G 更换一次药液"药浴 9 E 后进行

S**.攻毒和6W*注射实验+ / 个S**.组"每尾

虾于腹部第一节肌肉注射 17

"

'32

56

稀释度病毒

液"另外 / 个 6W*组于每尾虾注射 17

"

'2123

8/05'6W*#L+019$"继续药浴至 32 E"观察对虾

死亡情况并做记录+

!"?#毒死蜱胁迫下对虾体内乙酰胆碱酯酶活性

测定

样品采集44实验分成 / 组"分别为毒死蜱

胁迫下注射 6W*组 #毒死蜱 56W*组$(乙醇 5

6W*组和空白 56W*组"每个组设 / 个重复"每个

重复 32 尾虾"实验方法与条件同毒死蜱胁迫下

S**.对凡纳滨对虾致死实验+ 药浴 32 E"每组

每个重复随机采集 / 尾虾"于 5:2 Y保存"用于

乙酰胆碱酯酶活性检测+

乙酰胆碱酯酶活性测定44取对虾腹部肌肉

312 D"按 3I9 #VA.$比例加入预冷的 213 8/05'

6W*# L+ 019 $"于冰浴中匀浆"然后于 9 Y(

32 222 AD 下离心 /2 8:<"上清液即为粗酶液+

酶活性测定参照 ,0089< 等
)36*

方法!取 / 8'213

8/05'6W*# L+ :12 $(17

"

'粗酶液和 322

"

'

4F%W#2123 8/05'$加入试管内"混匀室温静置

32 8:<"然后加入 12

"

'21207 8/05'&F=G"立即

混匀"倒入 3 =8比色皿"于波长 931 <8处每隔

/2 C读数一次"连续读取 / 8:<+ 酶活力单位定义

为每毫克组织蛋白每分钟水解底物的 <8/0数"单

位为 <8/05#8:<,8D LA/H@:<$+ 蛋白含量测定参

照 WA9EB/AE 法
)30*

+

!"A#毒死蜱胁迫下对虾体内 YJJZ增殖实验

样品采集44实验共分 / 组"分别为毒死蜱胁

迫下 S**.攻毒组#毒死蜱 5S**.组$(乙醇 5

S**.对照组(空白 5S**.对照组"每组设 / 个

重复"每个重复 12 尾虾"实验方法与条件同毒死蜱

胁迫下 S**.对凡纳滨对虾致死实验+ S**.攻

毒 9:(01 和 86 G 后"每组每个重复各采集 / 尾对

虾"保存于 5:2 Y冰箱"用于 S**.定量检测+

荧光定量 6-$检测 S**.44取上述对虾

的 鳃 组 织" 参 照 F)&%O,% 公 司 F)&%98L

O@</8:=4%&R:H说明书提取对虾鳃总 4%&"普

通 6-$检测对虾是否感染 S**.

)37*

"1>琼脂糖

凝胶电泳检测+ 模板稀释 32 倍后用于荧光定量

6-$检测"检测引物参照表 3+ 荧光定量 6-$采

用 12

"

'体系! 1 A*XW$ 6A@8:I ,I #%D

FQ

32

"

'"引物 3 #3

"

8/05'$912

"

'"引物 1 #3

"

8/05

'$912

"

'"4%&模板 112

"

''反应条件为 87 Y

预变性 32 8:<'87 Y变性 32 C"62 Y退火 12 C"

01 Y延伸 12 C":1 Y停留 1 C"读板"92 个循环"

01 Y延伸 7 8:<'最后经 62 Y升温至 87 Y+

609H@A@9E5217 Y进行融解曲线分析+

0233
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表 !#荧光定量 )EK检测 YJJZZ0$C 基因和
!

9%,&./基因所用引物

&'("!#)314+35>5+76-3=>',.1.'.1@+3+':<.14+)EK-6YJJZZ0$C ',7

!

9%,&./

引物

LA:8@A

引物序列#7Z7/Z$

LA:8@AC@T2@<=@

产物长度5JL

LA/E2=H0@<DHG

来源

A@B@A@<=@

.L1:( &O-F--&&-&--F--F--FF-&

.L1:$ FF&-F-OOF-F-&OFO--&O&

361 )3:*

'

79=H:<( --&-O&O&--&--F&-&&-

'

79=H:<$ &O-O&OOO-&OFO&FFF-

391 )38*

!"B#数据处理与分析

对虾毒死蜱急性毒性 '-

72

采用 *6**3812

6A/J:H计算'S**.荧光定量数据处理采用 1

5

&&

9

H

法'不同实验组间的死亡率(乙酰胆碱酯酶活性和

S**.量的差异性等采用 *6**3812 进行单因素

方差分析+

14结果

$"!#毒死蜱对凡纳滨对虾的急性毒性

本实验中空白对照组和溶剂对照组的对虾均

未出现死亡+ 在毒死蜱药浴下"随着毒死蜱浓度

升高"药浴时间延长"对虾死亡率逐渐升高+ 毒死

蜱对凡纳滨对虾的毒性曲线如图 3 所示"毒死蜱

对凡纳滨对虾的 19(9:(01 和 86 G '-

72

分别为

/189:(11687(31/12 和 2107:

"

D5'+ 暴露于所有

毒死蜱浓度组的对虾"死亡前都出现异常兴奋的

症状"沿实验桶边急速游动"时而上下垂直旋转运

动"有突然的逃逸行为"身体颤抖和弯曲"渐渐地

失去平衡"肌肉的透明度也逐渐降低'死亡对虾肌

肉呈现乳白色"毒死蜱浓度越高"死亡时间出现的

越早+

$"$#毒死蜱胁迫作用下 YJJZ对凡纳滨对虾致

死率的影响

根据上述急性毒性结果和预实验"本实验选

择凡纳滨对虾毒死蜱药浴 32 E 未发生死亡的最

高浓度 211

"

D5'为胁迫实验浓度+ 在毒死蜱胁

迫作用下"凡纳滨对虾感染 S**.后 01(86(312

和 399 G 的累计死亡率见图 1+ 从图中可以看出"

毒死蜱组(乙醇对照组和空白对照组在 S**.攻

毒后"随着时间的延长"/ 个组的对虾死亡率逐渐

升高'毒死蜱组的对虾死亡率均高于其它 1 个对

照组+ 攻毒后 01 G"毒死蜱组的死亡率虽高于 1

个对照组"但没有显著性差异#2?2127$'而在攻

毒后 312 和 399 G"毒死蜱组死亡率分别高达

66160> B2128>和 :/1//> B910>"显著高于

312 G 乙 醇 5S**. 组 死 亡 率 # 12122> B

2139> $ 和 399 G 乙 醇 5S**. 组 死 亡 率

#92122> B2128>$#2>2123$"乙醇和空白 1 个

对照组间没有显著性差异#2?2127$+ 另外"空

白 56W*组(乙醇 56W*组和毒死蜱 56W*组的

对虾在实验过程中均未出现死亡现象+

图 !#毒死蜱对凡纳滨对虾的毒性曲线$/c;%

图中黑圆点代表每个时间点的 '-

72

"竖线代表各个时间点

'-

72

87>置信区间的上下限+

L18"!#E*:-30/316-5.-S121./ 2>3@+6-3

I"$%//%62.

FG@J09=U L/:<HCCH9<E B/A'-

72

/B@9=G H:8@1FG@J9ACA@LA@C@<H

HG@87> =/<B:E@<=@0:8:HC/B'-

72

1

图 $#毒死蜱胁迫作用下 YJJZ对

凡纳滨对虾致死率随时间的变化

字母代表了不同处理组间的差异显著性+

L18"$#&14+<2->35+-64-3.':1.1+5-6I"$%//%62.

1,6+2.+7(/ YJJZ>,7+32*:-30/316-55.3+55

'@HH@AC/M@AHG@J9AC:<E:=9H@HG@C:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@C98/<D

HG@HA@9H8@<HC1

:233
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$";#毒死蜱药浴对凡纳滨对虾乙酰胆碱酯酶活

性的影响

211

"

D5'毒死蜱药浴组(空白对照组(乙醇对

照组在注射 6W*后"凡纳滨对虾均未出现死亡+

实验结束时"/ 组对虾肌肉乙酰胆碱酯酶活性测试

结果显示"毒死蜱药浴组活性为 #30130 B/1:3$

<8/05#8:< , 8D LA/H@:< $" 显 著 低 于 空 白 组

#13160 B71/0$ <8/05#8:<,8D LA/H@:<$和乙醇组

#111:/ B9129$ <8/05#8:<,8D LA/H@:<$ #图 /$"

分别被抑制了 12106>和 19108>#2>2127$+

图 ;#毒死蜱药浴 ![ 7对凡纳滨对虾肌肉

组织乙酰胆碱酯酶活性的影响$/cD%

字母代表了不同处理组间的差异显著性+

L18";#G2+./:2*-:1,+5.+3'5+'2.1@1./ 1,4>52:+.155>+-6

I"$%//%62.+S0-5+7.- 2*:-30/316-56-3![ 7'/5

'@HH@AC/M@AHG@J9AC:<E:=9H@HG@C:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@C98/<D

HG@HA@9H8@<HC1

$"%#毒死蜱胁迫下凡纳滨对虾体内 YJJZ的

增殖

毒死蜱药浴组(乙醇对照组和空白对照组在

注射 S**.后"对虾体内 S**.增殖量的变化见

图 9+ 实验组和空白组的对虾体内病毒含量均随

时间推移呈现出递增趋势"尤其是毒死蜱药浴组

的病毒量上升迅速+ 凡纳滨对虾在注射 S**.

9: G 后"毒死蜱药浴组对虾体内 S**.量虽略高

于 1 个对照组但差异并不显著 #2?2127$'01 G

后毒死蜱药浴组的病毒量明显增加"是 1 个对照

组的 9 倍#2>2123$'86 G 后毒死蜱药浴组的病

毒量陡然上升"已远高于另外 1 个对照组"是乙醇

对照组的 718 倍"是 01 G 毒死蜱药浴组病毒量的

918 倍#2>2123$+ 由此可见"在毒死蜱胁迫下"

对虾体内 S**.增殖速率明显加快+

图 %#荧光定量 )EK检测毒死蜱胁迫下

凡纳滨对虾体内 YJJZ含量变化

字母代表了不同处理组间的差异显著性+

L18"%#E*',8+5-6YJJZ=>',.1./ -6I"$%//%62.

>,7+32*:-30/316-55.3+557+.+2.+7(/

=>',.1.'.1@+3+':<.14+)EK

'@HH@AC/M@AHG@J9AC:<E:=9H@HG@C:D<:B:=9<HE:BB@A@<=@C98/<D

HG@HA@9H8@<HC1

/4讨论

半数致死浓度 #'-

72

$一般是作为环境污染

物对水生生物毒性的评价指标+ 针对毒死蜱对水

生生物的毒性"国内外已有多篇相关报道"如毒死

蜱和对克氏原螯虾#2$*&%06%$,-&8%$I(%$的 86 G

'-

72

为 3/1 3/

"

D5'

)12*

" 对 小 长 臂 虾

#2%8%10*)1+1-%$31)+(),-$ 的 86 G '-

72

为 2198

"

D5'

)13*

" 对 另 一 种 小 长 臂 虾 # 2%8%10*)1+1-

@,3(*$成体和幼体的 86 G '-

72

分别为 21/0

"

D5'

和 2199

"

D5'

)11*

" 对 澳 洲 淡 水 虾 # 2%$%+"%

%,-+$%8(1)-(-$的 86 G '-

72

为 2126

"

D5'

)1/*

+ 实验

结果显示"毒死蜱对凡纳滨对虾的 86 G '-

72

为

2107:

"

D5'+ 根据张克杰等
)19*

的农药对水生生

物毒性等级划分"毒死蜱对凡纳滨对虾属于剧毒+

由于毒死蜱的毒性还受温度(L+(盐度(光照和受

试物种等多种因素的影响"导致不同物种在同种

条件下或者同一物种在不同的条件下"毒死蜱的

毒性有所不同+

自然条件下"有机磷农药主要通过两种途径

进入水生动物体内!一是水生动物进食了被污染

的饲料"二是有机磷农药污染了水环境"通过水生

动物的鳃(体表等进入体内+ 在农药使用高峰期"

周围水域中农药残留浓度甚至超过了水生动物的

安全浓度
)17*

+ 吴长兴等
)17*

对浙江丘陵地区水稻

田进水和排水中的毒死蜱残留进行了监测"在农

药使用高峰期"水稻田周边河水已受到毒死蜱的

8233
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污染"发现河水毒死蜱最高残留达到 /11/

"

D5'+

!@AD@<HV等
)16*

通过测定大豆种植区内河流中毒死

蜱发现"底泥中毒死蜱含量至少 372

"

D5UD"水体

中含量至少 21/

"

D5'+ 这样的河水一旦进入虾

池"严重者直接引起死亡"浓度低时也将对养殖对

虾产生胁迫作用+ $/T2@等
)10*

通过对凡纳滨对

虾投喂污染了甲基对硫磷#213

"

D5D$的饲料"期

间注射感染副溶血弧菌"结果显示"甲基对硫磷 5

弧菌实验组(只含甲基对硫磷对照组和只注射弧

菌对照组的死亡率分别为 /7138>( 8116>和

0193>"在甲基对硫磷胁迫下"对虾感染弧菌死亡

率明显升高+ 实验结果显示"在毒死蜱的胁迫作

用下"凡纳滨对虾感染 S**.后的死亡加剧+

S**.分布范围广"宿主种类多"致病性强"在急

性感染下 / <32 E 即出现死亡"同时 S**.在对

虾体内的潜伏感染非常普遍"当对虾养殖环境发

生变化"水体理化因子胁迫下"潜伏感染 S**.

的对虾极易转为急性感染
)1:*

+

乙酰胆碱酯酶广泛存在于脊椎动物和无脊椎

动物体内"通过水解乙酰胆碱介导神经冲动"在神

经传导过程中起着重要作用+ 有机磷农药中毒机

制主要是通过抑制乙酰胆碱酯酶活性"导致乙酰

胆碱大量积累"使神经冲动持续发生"造成生物体

兴奋异常"最终引发死亡+ 乙酰胆碱酯酶活性受

抑制程度常被用作水生生物受到有机磷农药胁迫

的生物指标
)18*

+ 493 等
)/2*

研究认为"鸟(鱼或者

水生无脊椎动物乙酰胆碱酯酶活性被抑制 12>

则说明该动物受到了有机磷杀虫剂胁迫作用'也

有研究报道"乙酰胆碱酯酶活性被抑制 72>"将

会发生生理损伤
)/3 5/1*

+ 实验中"毒死蜱药浴 32

E"凡纳滨对虾肌肉乙酰胆碱酯酶活性被抑制

12>以上"说明对虾处于毒死蜱胁迫状态"使得对

虾抗 S**.感染的能力下降"从而导致死亡率

增加+

为了进一步了解毒死蜱胁迫下 S**.在对

虾体内的增殖情况"实验检测了对虾鳃组织

S**..L1: 蛋白基因的相对表达量+ .L1: 蛋白

是 S**.主要包膜蛋白".L1: 在 S**.感染对

虾的起始阶段起到关键作用
)//*

"作为一种接合蛋

白"在病毒感染过程中协助病毒进入对虾细胞

质
)/9*

+ 实验 S**.相对定量结果显示"凡纳滨对

虾感染 S**.后 01 和 86 G"在毒死蜱胁迫作用

下"对虾体内 S**.相对含量极显著高于乙醇对

照组和空白对照组"说明在毒死蜱胁迫作用下"对

虾体内 S**.增殖速度明显加快"病毒快速增殖

导致凡纳滨对虾死亡量增加+

毒死蜱在农业虫害防治中的广泛应用"势必

对周边水体产生污染"水环境中毒死蜱残留的存

在已成为水产养殖的一个胁迫因子+ 本实验首次

研究了凡纳滨对虾在毒死蜱胁迫下"继而感染

S**.的对虾死亡情况"发现毒死蜱可增加凡纳

滨对虾对 S**.的易感性+ 本实验推测毒死蜱

的存在降低了凡纳滨对虾的非特异性免疫"从而

导致其对 S**.的抗性减弱"具体的影响机制有

待进一步探索+
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