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Ξ  为了探讨暴发性流行病病原) ) 中国对虾皮下

及造血组织坏死杆状病毒 ∂ 在仔虾阶段的传

播途径和感染方式 同时为建立高健康无特异病原虾

系统提供检测手段 探讨改善对虾苗种培育措施 为

养成提供健康苗种 作者对中国对虾仔虾进行了暴发

性流行病原人工投喂感染试验以及检测方法的研究∀

 材料与方法

 试验材料

 病虾的来源  发病对虾来源于 年

山东青岛郊区患爆发性流行病虾池的对虾 并经过电

镜切片观察确认为感染 ∂ ∀

 毒种分离 取发病的对虾头胸甲部分约

去掉甲壳和肝胰腺 剩余部分加入 ≅ 溶

液 ≤ ≥ ≤ ≤ 2

≥ # °

≤ 经匀浆机

匀浆 将匀浆液 离心

去沉淀物 上清液为 组织 ∀

 毒饵的制备 将提纯病毒液注射健康成

虾肌肉 使感染病毒死亡∀ 取第 天死亡个体的头部

去掉肝胰腺和甲壳 剪碎后作为毒饵∀

 试验用水 试验用海水均用脱脂棉过滤

含 ≅ 青霉素 ∀

 试验方法

 中国对虾仔虾幼体的人工投喂感染试验

 试验 取体长 ∗ 仔虾 尾 放入

的玻璃钢水槽中 进行投喂感染实验 实验水温

∗ ε 室温条件下 ∀ 每天投喂两次毒饵 对照组也

为 尾 投喂饵料为海马牌人工配合饵料∀ 日常管理

按常规方法∀ 试验 取体长 的仔虾 设置

一试验组和一对照组 试验组为 尾幼虾 每尾放入

盛有 海水的烧杯中 每天投喂两次毒饵∀ 对

照组仔虾数量也为 尾 投喂饵料为海马牌人工配

合饵料∀ 实验水温控制在 ∗ ε 在实验过程中

一发现死亡个体立即取出 将其头胸部 用戊二醛进

行单独固定∀ 剩余的腹节按照文献≈ 的方法逐个提

取 ⁄ ⁄ 溶于 Λ 灭菌蒸馏水中∀

 病原检测方法 电镜观察 用于电镜

切片的样品用多聚甲醛2戊二醛固定液 多聚甲

醛! 戊二醛!用 的 磷酸盐缓

冲液配制 按经典方法进行固定≈ 并用常规方法进

行电镜病理切片≈ ∀ 观察后 进行拍照∀ 核酸探针

检测 核酸探针的制备见文献≈ 硝酸纤维素膜的处

理方法是 首先在膜上用铅笔划小格 然后用双蒸水

浸泡 ¬ ≥≥≤ 溶液 ≤ 柠

檬酸钠 加水至 浸泡 取出

后夹在滤纸中 ε 温浴 ∀ 点样前 ⁄ 样品

沸煮 在冰浴中骤冷 用毛细玻璃管蘸取

⁄ 样品进行点样 然后 将膜放入 ε 烘箱中处

理 ∀ 用文献≈ 中克隆 ∂ 片段作为探针 采

用地高辛 ⁄ ¬ 杂交系统进行检测 探针标记

及杂交方法见文献≈ ∀

 结果

 试验 结果

仔虾体长 ∗ 组的试验从 年 月

日开始到 月 日结束 共进行 ∀ 对照组仔虾

成活率为 ∀ 试验组除两尾被同类吃掉外 无一

死亡∀ 用腹节提取 ⁄ 采用地高辛2抗体2碱性磷酸

酶显色体系杂交证明了阳性结果 见图 中 ∀ 同时
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电镜固定液固定的幼体头部样品 随机抽取 尾 经

电镜切片观察 发现了大量的杆状病毒粒子 见图

证明幼体均感染 ∂ ∀

 试验 结果

仔虾体长 组的投喂感染 试验共进行

∀ 试验组 尾仔虾全部死亡 即死亡率为 对

虾每日死亡情况见表 ∀对照组没有发现仔虾死亡 成

活率为 ∀

表 1 平均体长 2 6 χµ 仔虾的人工感染试验结果

感染天数 死亡数 死亡率

尾

用腹节提取 ⁄ 采用地高辛2抗体2碱性磷酸酶

显色体系杂交证明了每尾都是阳性结果 见图 的

∗ ∀ 同时 电镜固定液固定的幼体头部样品 第 天

死亡的幼体抽取 尾 第 天死亡的幼体抽取 尾 经

电镜切片观察 发现了大量的杆状病毒粒子 证明幼

图  水温 ∗ ε 条件下仔虾感染 ∂ 的电镜照

片 ≅

体均感染 ∂ 见图 ∀

 讨论

自 年 ≤ ∏ 在墨西哥湾的桃红对虾中

发现第一例病毒病起 至今已发现 ∗ 种对虾病

毒病∀ 据叶效经等 年报道 中国对虾曾经患有肝

胰腺细小病毒和呼肠弧病毒病 但未造成对虾的大面

积死亡∀ 然而 受 年以来发生的对虾暴发性流行

病的影响 我国人工养殖对虾发生大面积死亡 产量

大幅度降低 严重影响了我国对虾养殖的经济效益∀

有关学者对对虾暴发性流行病进行了较多的研究 确

定病原是一种新的杆状病毒 暂定名为

∏ √ ∏ ∂ ∀

图  水温 ∗ ε 条件下平均体长 仔虾感染

∂ 的电镜照片 ≅

图  用斑点杂交方法检测人工投喂感染仔虾照片

为试验 中的虾样 ⁄ ∗ 为试验 中的单尾

虾样 ⁄ 为阳性对照 ∂ 的 ⁄ 为

试验 中的阴性对照 对照组虾样 ⁄

  据黄 等报告 对虾暴发性流行病的病原可通过

投喂进行感染 体长 的对虾感染病毒后 ∗

死亡≈ ∀ 在试验 中 感染后仔虾死亡情况与黄 等

报告的情况相似∀ 结合电镜和核酸探针的检测结果

可以认为作者采用的感染方法是可行的∀

本试验证明了采用人工投喂的方式可使正常的

健康仔虾感染 ∂ 说明在仔虾阶段病毒也可以

通过消化道摄食感染∀ 值得一提的是在试验 中体长
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∗ 的仔虾虽证实已感染病毒 但在 的试

验过程中幼体并不表现出患病症状 也一直未发生死

亡 分析原因可能与试验用仔虾的体长大小和试验温

度有关∀在试验 中使用仔虾体长 ∗ 试验水

温 ∗ ε 在试验 中使用仔虾体长 试验

水温 ∗ ε ∀ 据黄海所对对虾育苗生产苗种检测

结果 目前养殖用的虾苗相当一部分带有暴发性流行

病毒 但虾苗同样能够存活 只是到了养成池经一段

时间后 随着养殖池水温的升高和虾苗的生长陆续开

始大量死亡∀ 因此可以推断个体较小的虾苗在温度较

低时对暴发性流行病毒敏感性较低∀ 建议在生产上利

用这一特点 在对虾苗种培育阶段采取措施 如使用

防治病毒药物!优化养殖环境减少对虾应激反应及强

化营养提高苗种抗病能力等 培育出健康苗种供养成

生产使用∀
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氨氮对不同发育阶段卤虫的急性毒性研究

≥× ⁄≠ ≤ × ∞ × ÷ ≤ × ≠ ƒ 2 × Αρτενµ ια

σαλινα ΑΤ ∆ΙΦΦΕΡ ΕΝΤ Γ Ρ ΟΩ ΤΗ ΣΤΑΓ ΕΣ

孙建华  张青田

青岛海洋大学水产学院

  国内有关卤虫生物学方面的报道很多≈ 但未

见氨氮对不同发育期的卤虫的急性毒性试验的报道

本文选用适合于海水养殖的卤虫 海南莺歌海卤虫

为试验对象进行试验 为我国的卤虫养殖提供一定的

参考∀

 材料和方法

 材料

 卤虫卵  年采自海南岛莺歌海盐

场∀

 人工海水  用无氨蒸馏水配制 人

工海水 配方见 ≤ √ ∏ ≤ ∀

 方法

 卤虫卵的孵化 孵化方法参考文献≈

孵化的水温 ε 盐度为 光照强度为 ¬∀

 卤虫的培养 孵化后的卤虫幼体培养于

的玻璃水槽中 培养液的 值为 盐度为

水温为 ε ? ε 光照强度为 ¬ 每天

投喂小球藻 Χηλορελλα 保持小球藻的密度在 ≅

∗ ≅ 个 ∀

 急性毒性试验 无节幼体 后无节幼体

拟成虫期幼体 用 的烧杯 成体卤虫用

烧杯 分别加入 人工海水 加入不同浓

度的氯化铵后 分别加入 只卤虫 置入室温 ε

? ε 的室内 试验组及对照组各设 个重复 试验分

个梯度 共重复 次∀记录 及 的死亡率 卤

虫死亡标准以附肢 内不动为死亡∀并测定试验液

的 ⁄ 值及 值 氨氮 2 的计算以 值

水 温 ε 盐度 为准 具体 方法 参 考

文献≠ ∀          
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