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暴发性流行病病原对中国对虾亲虾人工

感染及对子代影响的 PC R 检测
*

刘 萍 孔 杰 石 拓 刘志鸿 韩玲玲
(中国水产科学研究院黄海水产研究所 青岛

李 健
2 66 0 7 1)

提要 19 9 7 年 4 月在山东海阳市近海捕获 10 尾中国对虾
,

采用患暴发性流行病的虾池中的

病虾为毒种
,

进行人工感染试验
。

采用两次聚合酶链反应 (PC R) 检测方法
,

对感染亲虾的胃
、

腮
、

卵巢
,

以及卵和各期幼体进行跟踪检测
。

对经人工感染的 10 尾亲虾组织的 PC R 检测结果

表明
,

6 尾虾的胃样呈阳性
,

其中 4 尾为第 1 次检测出阳性
; 1 尾虾的腮样呈 阳性 ; 2 尾虾的卵巢

样呈 阳性
,

且其所产的卵子也呈阳性
;
每尾亲虾产卵所孵化出来的各期幼体

,

经两次 PC R 检测

均呈 阴性
。

随着实验水温的上升
,

人工感染病毒的亲虾存活的时间缩短 ; 卵子的孵化率随着对

亲虾感染时间的增长而有大幅度降低的趋势
。

关键词 病毒 人工感染 亲虾 子代 PC R 检测

学科分类号 5 945 .4

中国 自 7 0 年代后期开始开展大规模对虾养殖
,

19 92 年全 国对虾养殖面积 已达 16 万

公顷
,

总产量超过 20 万 t
。

但从 19 9 3 年起
,

由于受暴发性流行病害的影响
,

养殖对虾大面

积死亡
,

产量大幅度降低
,

严重影响了经济效益
。

国内目前对虾病的病原
、

病理
、

检测技术

及 防治措施等进行 了较多 的研究 (孔杰等
,

19 9 7 ; 刘萍等
,

19 95 ;
黄捷等

,

1 9 9 5a)
,

对控制病

害
、

减少经济损失及恢复生产起到了明显的促进作用
。

关于虾病的流行病学和传播途径

等也有研究报道 (宋晓玲等
,

19%
; 刘萍等

,

19 98 ;
蔡生力等

,

19 9 4)
。

本文报告对海捕亲虾

进行人工感染试验
,

并用感染病毒的亲虾进行育苗的研究结果
,

以期为控制对虾暴发性流

行病的传播途径
、

恢复对虾养殖生产提供资料
。

1 材料与方法
L l 亲虾和毒种来源

中国对虾 (Pe
n ae u 、 ch in en s

is) 亲虾于 19 97 年 4 月捕 自山东海阳市近海
。

毒种来源一

部分为 19 9 5 年 7 月 山东省青岛市近郊对虾养殖场患暴发性流行病虾池的死亡中国对虾
,

经过 电镜切片观察确认已感染病毒
;
其余毒种取 自本所病研室

,

编号为 H H N B V 一9 57
。

L Z 方法

L 2. 1 亲虾人工感染 取 10 尾性腺发育到三期到四期的亲虾
,

按 A一J编号
,

分别放人

10 个容积为 IOOL 的玻璃钢桶里进行单尾暂养
,

另设 1尾亲虾作为阴性对照
。

玻璃钢桶上

*
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遮黑布
,

使用经过砂滤的海水
,

按常规方法进行管理
。

在 自然水温 (16 ℃ )下暂养 1天后
,

开

始投 喂毒种进行人工感染
,

每天早晚各投喂 1次
。

试验分组如下
:

编号为 A一F的 6 尾亲虾

采用 自然水温 (16 一 17
.

5 ℃ )
,

G 和 H 两尾亲虾保持恒温 19 ℃
,

I和 J两尾 亲虾保持恒温

20 ℃
。

温度控制采用 R L- 2 00 N型 自动控温加热棒 (日本丸五工业株式会社制造)
。

L 2. 2 幼体培养 亲虾产卵后
,

取 出亲虾
,

使卵继续进行培养孵化
。

当无节幼体孵 出

后
,

立即将幼体和未孵化的卵进行分离
,

弃去卵
。

幼体按常规方法进行培苗管理
,

育苗期

间的水温为 自然水温 16 一20 ℃
,

幼体的饵料按不同的发育阶段分别投喂单细胞藻类
、

轮虫

和丰年虫幼体等
,

培养至仔虾体长为 1。m 以上
。

L 2. 3 D N A 提取 将产过卵的亲虾立即取出解剖
,

分别取亲虾的胃
、

鳃
、

卵巢以及卵
,

提取基 因组 D N A
。

再定期采集各个不同发育时期的对虾幼体
,

每次取样均在 30 尾以上
,

且为头胸部分
,

提取基因组 D N A
。

提取方法参照萨姆布鲁克等 (19 9 2 )
。

L 2. 4 PC R 扩增 病毒检测采用 PC R 方法
,

引物序列将在另文发表
。

PC R 扩增仪为美

国 p E 公 司生产的 pC R Sy ste m 9 60 0
,

程序设置为
:
9 4 oC 变性 5而

n ; 9 4℃ 4 0 5
,

5 3oC 4 0 5
,

7 2 ℃ lm in 4 0 5 ,

2 5 个循环
; 7 2 oC 延伸 5而

n ; 4 ℃保存
。

第 l 次 PC R 反应总体积为 50 林l
,

包

括
:

模板 (loo
n g / 协l)

,

5协l; 缓冲液 (自配
:

KC I
,

50 o
nun

o l / L ; T ri s
一l

,

loo
nun

o l / L
,

p H =

9
.

0 ;

肠to n x - 10 0
,

10,0 )
,

5卜l; Mg
’十

(15mm
o l / L)

,

5 卜l; T a g 酶 (s
u / 林l)

,

0
.

2卜l; dN陌, (分别为

2
.

s

mm
o l / L)

,

4 林l; 引物 (15帅
0 1 / L )

,

各为 3 0 1; d dH Zo
,

加至 5 0 “l
。

第 2 次 PC R 使用的模

板为第 1 次 PC R 产物 1闪
,

采用第 1次 PC R 反应的程序
。

对于 阴性对照的样品的处理也采

用两次 PC R 检测的方法
。

每次反应均设一 P(!R 的阳性对照
。

1 .2. 5 电泳 取 8闪 PC
R 产物在 1

.

0% 琼脂糖凝胶上进行电泳
,

电压为 3 v / c m 左右
,

用

PG EM 作为标准分子量 (Mar ke r) 对照
,

在紫外透射仪上观察并照像
。

2 结果

2
.

1 亲虾感染的死亡率
、

卵子孵化率及 PC R 检测结果

10 尾亲虾经人工感染后
,

其死亡率
、

卵子孵化率和对亲虾组织及各期幼体的 PC R 检

测结果见表 l
。

在 自然水温 (16一 17
.

5℃ )条件下
,

除 l 尾死亡外
,

有 5 尾亲虾产卵
.

随着对

表1 人工感染亲虾情况及对亲虾组织及其幼体的PC R检测结果

几b
.

1 几
sul t o f ar 七fi e ial iofe

eti o n
an d de te eti o n o f ti ss优 5 an d po

sU脚ae o f Pe
n a eu s ehin e n s is 勿 PC R

培培养温度 (℃ ))) 16一 17 555 l999 2 000 阴性对照照 IX二RRR

阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳阳性对照照虾虾编号号 A B C D E FFF G HHH I JJJJJJJ

感感染持续时间 (d))) 3 4 5 7 8 666 3 444 2 222 9 555 十 十十

孵孵化率 (% ))) 9 5 9 0 9 5 2 0 S N ())) 60 NOOO N O N OOOOO + +++

胃胃 部部 一 + 十 一 一 + + +++ 十 + + +++ + 一一一 + 十十

鳃鳃 部部 一 一 一 一 + 一一 一 NOOO N O N OOOOO 十 十十

卵卵 巢巢 一 一 一 一 + 十 + +++ 一 NOOO N (〕 N OOOOO + +++

卵卵 子子 一 一 一 一 + +++ 一 NOOO N O N ())))) + +++

无无节幼体体 一 一 一 一 一 NOOOOOOOOO + +++

搔搔状幼体体 一 一 一 一 一 NOOOOOOOOOOO

仔仔 虾虾 一 一 一 一 一 NOOOOOOOOOOO

十 + 表示PC R检测第一次 即为 阳性
; + 表示代 R检测第二次为阳性

; 一表示义R 检测为阴性
; NO表示亲虾未经产卵

即死亡 ; “

阳性对照
”

为投喂亲虾用的带毒对虾组织
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病毒开始
,

目前已有许多关于对虾病毒的报道 (L u 。t al
,

199 4)
。

在 19 93 年以前中国对虾

中仅 见 肝 胰 腺 细 小 样 病 毒 (He p a to p a n e re ati e p arv o-- like v iru s ,

H p V )和 呼肠 弧病 毒

(Re
o v iru s ,

RE O )的报道 (L ig htu er e r a l
,

19 5 5 )
。

1 9 9 3 年我国沿海地区暴发的大规模流行

病
,

使对虾养殖业遭受了巨大的损失
。

国内对这场病害的水平传播 已有一定研究 (王 文

兴
,

19%
;
黄捷等

,

19 9 5 b
,

19 9 5 c )
,

但有关该病的垂直传播方面的报道较少
。

亲虾的生殖系

统能否被杆状病毒侵染一直是人们所关心的问题
,

对 中国对虾越冬亲虾进行人工感染的

研究发现卵母细胞中有大量的病毒粒子 (宋晓玲等
,

1 9 9 6 ; 包振民等
,

19 9 7 )
,

表明该病毒可

以通过生殖细胞进行垂直传播
。

本文的实验观察结果表明
,

亲虾的胃是杆状病毒侵染的

最直接的靶组织
,

卵巢和鳃是间接的靶器官
; PC R 检测结果揭示

,

间接的靶器官中
,

亲虾的

卵巢更敏感
,

推测 因为亲虾卵巢的代谢最旺盛
,

发育也最快
,

病毒感染卵巢组织
,

进而感染

卵母细胞
,

导致卵的带毒
。

但跟踪检测幼体时并没有发现阳性结果
,

说明病毒难以从卵直

接 向幼体进行传播
,

这与黄徒等
”关于中国对虾感染病毒是获得性垂直传播 的推断相一

致
。

3. 2 感染杆状病毒的亲虾在低温条件下的实验过程中并没有表现出发病的症状
,

呈隐性

的感染状态 (宋晓玲等
,

19 96)
,

仍能进行正常的发育和产卵
; 但卵巢 已感染病毒的亲虾在

产卵后
,

卵子孵化率降低
。

在实验水温为 16 一 17
.

5 ℃时
,

亲虾感染 3一 5 天时
,

对孵化率几

乎没有影响
,

PC R 检测结果也说明此时病毒尚未感染到鳃和卵巢等间接的靶器官
。

亲虾

感染病毒 7一 8 天后
,

PC R 检测卵巢和卵均为阳性
,

说明病毒已经侵染到卵巢内的卵母细

胞 中
,

这时亲虾一旦产卵
,

孵化率将大幅度降低
。

实验水温为 19 ℃时
,

1尾亲虾感染 3 天

时产卵
,

卵的孵化率为 60 %
,

另 1 尾亲虾在第 4 天时死亡 ; 实验水温为 20 ℃ 时
,

结果与在

19 ℃ 时的相似
,

在感染 2 天 时均已死亡
。

但这两组 PC R 检测结果却表明
,

只有 胃样为阳

性
,

其它组织均为阴性
,

作者认为可能是水温升高对将要产卵的亲虾具有刺激作用
,

造成

孵化率降低并死亡
,

而非感染病毒所致
。

3. 3 值得注意的是
,

不论卵巢和卵是否感染病毒
,

后期的幼体经 PC R 检测均为阴性
,

原因

可能是
:

(l) 感染病毒的卵根本不孵化 ; (2) 由于本实验培苗的水温较低 ( < 20 ℃ )
,

幼体发

育进程加长
,

投喂的活体饵料 (轮虫和丰年虫无节幼体 )充足
,

基本不会以死的幼体为食
,

而且在育苗期间
,

坏 卵和死卵经吸底换水换出
,

与幼体进行了分离
,

降低 了再感染的可能

性
。

因此
,

苗种生产厂家应杜绝带毒亲虾人池
,

将亲虾池与育苗池隔离
,

育苗的水温应在

适温范围内尽可能控制在较低水平
,

防止幼体再感染的发生
。
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in sh o re o f 】Ia iyan g C ity
,

S ha n d o n g Pro v inc e in A Pri l
,

19 97
,

w as c

arn
e d o u t 场 fe e di n g w ith

spe e im e n affe
c te d by th e v irus

o f th e e Plde m ie dise as e
.

刀le s腼 m Ps w e re Plac e d in 10 0 L g las s fi be
r

re in fo 代 e d Plas ti e ta n k s in div id u al ly
, o n e o f w hi e h w as us e d as th e e o n tr o l

.

A 几e r re a re d o n e d a y a t

16℃
,

th e shri m p s w e re fe d w ith s沐e im e n affe e te d by th e v iru s tw ie e a da y
.

A fte r th e b ro od

s俪 m Ps sPaw
n e d

,

th e sto m ac hs ,

9 1115
, o v a ri e s an d e g g s w e re tak

e n o u t fo r th e e x trac ti o n o f D N A
.

刀le e g g s w e re ha te he d
,

an d th e n a u Plius
, z

oc 我 m y sis a n d po s卜la rv a w e re s

am Ple d (abo
v e 30 eac h)

pe ri曲
eal ly fo r th e e x t陇ti o n o f D N A

.

Th
e Po lym e

ras
e Ch ai n Re ac tio n

(PC R) te c

腼q u e w as

em Pl o ye d to de te c t th e e x iste nc e o f th e v irus in th e sto m ac hs ,

9 1115
, o v a ri e s , eg g s a n d po s卜l脚

a
.
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A lllo n g the 10 a ffe e te d b r以心 shri m Ps
,

po s iti v e re sul ts w e re o b面
n e d in 6 sto m ac hs ,

4 o f th em w e re

po siti v e in th e fi rs t PC R te sL 0 115 o f th e shri m P are po sitiv e
.

Ov ari e s o f tw o shri m PS an d th e ir

e g g s w e re al so po s iti v e
.

Al l s
tag

e s o f th e l脚
a an d the po silarv

a sh o w e d ne g ati
v e re s u lts

.

T卜15 v irus
ean In fe e t th e o v e ri e s w hi e h fu rth

e r in fe e t the
o oc yte s,

b u t n o t larv
a

.

Th
e v irus

c o ul d n o t sPre ad

fro m e g g s to larv
a d ire e ily

.

A s th e e x
pe ri me

n t w ate r te m 详ra tu re w as 1 6一 17
.

5℃
, afte r

the bl o od

s腼m P w as infe
c te d fo r 3一 5 d a y s ,

the ha te be 叮 ra te di d n o t e han g e ,

b ut fo r 7一8 da ys ,

the
o oc y te s

an d e g g s w e re al l sh o w n to be po s iti v e 勿 PC R te e

腼q ue
, a n d the ha te h e ry ra te de c re as e d se ri o us ly :

as the w a te r te m 详 m tu re w as o v e r 19℃
, o ni y the

sto m ac hs w as de te e te d Po sitiv e 切 the PC R

te eh n lque
.

Th us
,

in re spo n s e to w a te r te m pe ra tu re ri sin g
,

de e re as e in th e de a th m te an d ha te he ry ra te

he re w as n o t af fe e te d b y the
v irus

,

b ut by th e hi g h te m pe ra tu re its elf. W ith the w ate
r te m pe ra tu re

ri s in g
,

the
s

urv ival ti m e o f the
a ll’ee te d br以劝 shri m PS sho血ns

.

T七e h a te hi ng ra te of na uP lius

de c re as e d g re ati y w ith a Pro lo n g e d b r以劝 shri m P a fl飞e ti o n ti m e
.

K ey w o rd s V irus A rti fi c ial infe
e ti o n B r以刘 pra w n P o stiarv

a

PC R de te e ti on

Su b je e t e la ss ifi e a ti o n n u m b e r 5 94 5
.
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