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摘要! 急性病毒性坏死病毒%;2=3KU<D;0?K2D/B<BU<D=B!&.%.&是一种能导致栉孔扇贝大规模

死亡的 4%&病毒!研究通过检测不同养殖模式和不同苗种来源的栉孔扇贝样本携带 &.%.

的情况!以寻找合理的养殖模式和苗种!降低疾病的发生" 以扇贝单一养殖的青岛流清河海区

和贝藻间养的荣成桑沟湾海区为采样点!每月%3212 年 / 月(3211 年 8 月&定期采集 3 个海区

野生苗养殖和人工苗养殖的栉孔扇贝样品各 12 只!共得到扇贝样本 892 只" 取扇贝外套膜组

织!提取 4%&!采用巢式 6-$检测扇贝感染 &.%.的情况!并对 3 个海区 3 类栉孔扇贝

&.%.感染率进行比较" 结果显示!在 3 个海区的 3 类栉孔扇贝体内均检测到&.%.!流清河

海区野生苗和人工苗养殖栉孔扇贝 &.%.感染率分别为 3111F和 191:F!桑沟湾海区 3 类

扇贝 &.%.感染率分别为 1111F和 716F#3 个海区 &.%.感染扇贝均集中在 0'9 月份!其

中!流清河海区最高可达 92F!桑沟湾海区最高仅 82F" 研究表明!贝藻间养和选用人工苗能

有效减少 &.%.对养殖扇贝的感染!是控制养殖扇贝发病死亡的有效措施"

关键词! 栉孔扇贝# 急性病毒性坏死病毒# 巢式 6-$# 养殖模式

中图分类号! *:8/4444444444444文献标志码$&

44近几十年来"中国海水养殖产业规模不断扩

大"养殖的自身污染问题相当突出
)1*

+ 长期单一

品种的高密度养殖"造成严重的水质恶化并导致

养殖品种出现生长缓慢(病害频发等问题+ 大型

藻类与养殖动物具有生态上的互补性"它们能吸

收养殖动物释放到水体中多余的营养盐'借助自

身的光合作用"大型藻类也可有效固定海水中的

无机碳并释放氧气"从而对养殖环境起到生物修

复和生态调控作用"而且养殖大型藻类也具有很

高的经济效益+ 为此"藻类作为清洁生物在水产

养殖中的应用近年来迅速发展"并形成了藻类与

鱼
)3 5/*

(虾
)8 57*

(贝类
)6 50*

及与多种生物
)9 5:*

的综

合养殖模式+

青岛流清河海区和荣成桑沟湾海区位于山东

半岛东端"为传统的扇贝养殖海区+ 其中桑沟湾

属半封闭性内湾"从上世纪 92 年代桑沟湾就开始

进行大规模浮筏养殖"主要养殖品种有栉孔扇贝

#!&9(D')=(##4#$$(长牡蛎 #!#())3)%#4( 8$8()$和

海带#<(D$*(#$( 5(63*$+($等"目前几乎整个海湾

都开展贝类和大型藻类养殖"其中"约 02F的水

域养殖大型藻类"32F的水域养殖贝类"同时也开

展了少量的网箱养殖+ 而青岛流清河海区养殖结

构则相对单一"近三十年来"一直以栉孔扇贝养殖

为主+ 自 1::6 年扇贝大规模死亡现象发生以来"

这两个养殖海区均是病害发生的重点疫区+ 流行

病调查发现"桑沟湾海区养殖扇贝死亡率总是低

于流清河海区+ 利用建立的病原检测技术"王娜

等
)12 511*

(蔡玉勇等
)13*

对 3 个海区浮游生物携带

&.%.的情况进行检测"结果显示 3 个海区

&.%.的 分 布 水 平 存 在 明 显 不 同+ 杨 彩 霞

等
)1/ 518*

对 3 个海区的细菌多样性进行了分析"也

显示 3 个海区细菌群落结构存在显著差异+ 但关
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于 3 个海区扇贝感染 &.%.的季节性变化仍未

见报道+ 本研究自 3212 年 / 月至 3211 年 8 月分

别从流清河和桑沟湾养殖海区采集栉孔扇贝"对

其感染 &.%.情况进行周年检测"以比较 3 个海

区栉孔扇贝感染 &.%.的季节性变化特点"探讨

不同养殖模式对 &.%.流行传播的调控作用"为

建立有效预防控制措施提供理论依据+

14材料与方法

!(!)样品采集

检测扇贝样品共分 3 类"一类为野生苗养成

的栉孔扇贝"另一类为人工苗养成的栉孔扇贝+

采样地点为青岛流清河海区和荣成桑沟湾海区

#图 1$"这 3 个采样点均采集这 3 种贝类"其中青

岛流清河海区扇贝采集时间为 3212 年 / 月,

3211 年 8 月#3 月除外$"荣成桑沟湾海区扇贝采

集时间为 3212 年 7 月,3211 年 8 月+ 每月定期

采集海区野生苗和人工苗养殖栉孔扇贝各 12 只"

低温带回实验室+

!(*)+&'提取

根据贺桂珍等
)17*

的研究结果"选取外套膜组

织作为检测样本"利用海洋动物组织 4%&提取

试剂盒#天根生化科技有限公司$提取 4%&+ 提

取 4%&采用 %;?/4D/> 3222#EIKD:/$检测浓度

和纯度后"于 532 L冰箱保存+

图 !)青岛流清河海区和荣成桑沟湾海区采样地点

L4;(!)Y1C9:71@C54<; 781849<7

!(,)扇贝感染 '3&3的巢式 -.%检测

巢式 6-$检测 &.%.的方法参考任伟成
)16*

的方法"外侧引物为 61!7N7E8EE-8E8-E8&

8&-88& &E8 E 7/N" 63! 7N7&88 E8- E8E

&E--&E88-E8&&7/N'内侧引物为 6/!7N7

E&--8- -&8 &E8 E-- E-- E&7/N"68! 7N7

E&---&&EE--&&---E8EE7/N+ 两对引物

预计扩增片段大小分别为 026 和 /18 G>+

37

"

'反应体系包括 12 >6-$O=CCKD#含

P@

3 <

$317

"

'"J%E6#317 ::/05'$3

"

'"&.%.7

61# 12

"

:/05'$ 1

"

'"&.%.763 # 12

"

:/05'$

1

"

'"模板 1

"

'"D,(-#7 #5

"

'$2137

"

'"无菌去

离子水补足至 37

"

'+ 首先 61563 外引物进行第

1 次 6-$"反应程序为 :8 L预变性 7 :<?"然后

:8 L 1 :<?"7317 L 1 :<?"03 L 1 :<? 进行 /7

个循环"03 L终延伸 7 :<?+ 第 1 次 6-$扩增产

物稀释 12 倍后作为模板"内引物 6/568 进行第 3

次扩增"反应体系与第 1 次 6-$相同"反应条件

为!:8 L预变性 7 :<?":8 L 1 :<?"72 L 1 :<?"

03 L 1 :<? 进行 /7 个循环"03 L延伸 7 :<?+ 3

次检测均设置阳性和阴性对照"其中阳性对照模

板为从携带 &.%. 的扇贝病料样品提取的

4%&"阴性对照模板为无菌去离子水+

34结果

%;?/4D/> 3222 检测后显示"提取 4%&的

浓度和纯度均可用于 6-$扩增+ 巢式 6-$扩

增结果显示#图 3$ "阳性对照样品扩增片段分别

在预期的 026 和 /18 G> 处出现单一条带"显示

6-$结果可用"且引物特异性好"无非特异性扩

增+ 其中阴性对照无条带"说明 6-$产物无

污染+
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图 *)巢式 -.%扩增结果图

#;$引物 61563 一扩产物琼脂糖凝胶电泳结果' # G$引物 6/568 二扩产物琼脂糖凝胶电泳结果

泳道 1 ?121流清河 0 月份人工苗样品"111阳性对照"131阴性对照"P1P;DTKD"泳道 1/ ?331流清河 9 月份野生苗样品

L4;(*)&678I-.%1<15D7479:7?1559C7>74<; C$4@6$C14$7

#;$6-$DKB=03B/G3;<?KJ =B<?@ >D<:KDB61563' # G$6-$DKB=03B/G3;<?KJ =B<?@ >D<:KDB6/568

';?K1 51216-$>D/J=23B/CB2;00/>BCD/: ;D<3<C<2;07BKKJ /C'<=R<?@ $<UKD/C!=0A"111>/B<3<UK2/?3D/0"131?K@;3<UK2/?3D/0# J<B3<00KJ

V;3KD$ "P14'3222 P;DTKD"1/ 53316-$>D/J=23B/CB2;00/>BCD/:V<0J7BKKJ /C'<=R<?@ $<UKD/C&=@=B3

443 个海区共 892 份样品 6-$检测结果显示

#表 1$"阳性个数 76 个"平均阳性率为 11160F+

其中"流清河海区 13 个月野生苗和人工苗养殖栉

孔扇贝各 1/2 份样品中"阳性个数均为 1: 个"阳

性率也同为 18163F+ 桑沟湾海区 12 个月份 122

份人工苗养殖栉孔扇贝样品中"阳性个数 7 个"阳

性率为 7F'132 份野生苗养殖栉孔扇贝样品中"

阳性个数 1/ 个"阳性率为 1219/F+ 结果显示"

桑沟湾海区野生苗和人工苗养殖栉孔扇贝&.%.

的感染率均低于流清河海区+

表 !)巢式 -.%法检测流清河和桑沟湾栉孔扇贝 '3&3阳性结果

012(!)-97484F6$67>5879:'3&39:7?1559C74<W4>=4<; %4F6$1<A#1<;;9>d1D A686?86A2D <678I-.%

地区

;DK;

样品

B;:>0K

检测数

JK3K23</? ?/1

3212 年

/ 月 8 月 7 月 6 月 0 月 9 月 : 月 12 月 11 月 13 月

3211 年

1 月 3 月 / 月 8 月

'H$ $8 12 2 1 1 3 0 3 1 2 3 2 3 2 1

'H$ 9* 12 2 2 1 2 3 9 1 2 8 3 1 2 2

*8O $8 12 5 5 2 2 2 3 2 1 2 1 1 2 5 5

*8O 9* 12 5 5 2 2 2 8 2 1 7 2 2 3 1 2

注!'H$1流清河"*8O1桑沟湾"$81人工苗养殖的栉孔扇贝"9*1野生苗养殖的栉孔扇贝+ 下同

%/3KB!'H$1'<=R<?@ $<UKD"*8O1*;?@@/= O;A"$81B2;00/> /D<@<?;3<?@ CD/:;D<3<C<2;07BKKJ"9*1B2;00/> /D<@<?;3<?@ CD/:V<0J7BKKJ1EIKB;:K;B

3IKC/00V<?@

44进一步分析 &.%.感染率的季节性变化"结

果显示"流清河海区 0 月份人工苗养殖栉孔扇贝

&.%.感染率最高"为 02F"在 3212 年 / 月(12

月和 3211 年 / 月均未检测到 &.%.+ 9 月份野

生苗栉孔扇贝 &.%.感染率最高为 92F"在

3212 年 / 月(8 月(6 月(12 月和 3211 年 / 月(8 月

均未检测到 &.%.+ 桑沟湾海区 9 月和 11 月份

野生苗栉孔扇贝样品 &.%.感染率分别为 82F

和 72F"人工苗栉孔扇贝仅在 3212 年 9 月(12

月(13 月和 3211 年 1 月检测到 &.%."最高感染

率为 9 月"为 32F+ 结果表明"3 个海区野生苗和

人工苗养殖栉孔扇贝感染 &.%.具有明显的季

节性变化+ 3 个海区扇贝感染 &.%.多在 0(9 月

份达到最高"而 /(8 月份最低#图 /$"这与扇贝发

生大规模死亡的时间相一致+

对 3 个海区均有样品的 : 个月份野生苗和人

工苗养殖扇贝感染 &.%.进行对比"结果显示

#图 8 $"流清河海区野生苗养殖栉孔扇贝感染

&.%.月平均阳性检出率为 3111F"人工苗养殖

栉孔扇贝为 191:F'桑沟湾海区野生苗养殖栉孔

扇贝为 1111F"人工苗养殖栉孔扇贝为 716F+

结果表明"同一海区"野生苗养殖栉孔扇贝感染

&.%.阳性检出率高于人工苗养殖栉孔扇贝'不

同海区"单一养殖模式的流清河海区栉孔扇贝感

染 &.%.阳性检出率高于贝藻混养的桑沟湾

海区+

1971
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图 ,)* 个海区栉孔扇贝 '3&3阳性检出率比较

122/"3212 年 / 月份样品"其余依次类推+ 'H$79*1流清河野生苗"'H$7$81流清河人工苗"*8O7$81桑沟湾人工苗"*8O79*1桑

沟湾野生苗

L4;(,)0B6?9@C1$479<9:'3&34<8J9 ?>58>$61$6179:7?1559C

122/"B;:>0KB2/00K23KJ <? P;D2I /C3212";@;<? ;?J B/ /?

图 /)* 个海区野生苗和人工苗养殖栉孔扇贝的

'3&3月平均阳性检出率比较

L4;(/).9@C1$479<9:@9<8B5D 1F6$1;6

C97484F6$1869:'3&34<8J9 1$617

44作为进一步的确证性检测"本实验还对 3 个

海区 3212 年 6,: 月 8 个月份的野生苗和人工苗

养殖栉孔扇贝感染 &.%.情况进行了荧光定量

检测"结果也显示流清河海区和桑沟湾海区的 3

类栉孔扇贝均在夏季 0(9 月份阳性检出率最高"

代表 &.%.感染强度的 &.%.拷贝数也最高+

而贝藻混养的桑沟湾海区 &.%.阳性检出率和

&.%.拷贝数仍低于单一养殖的流清河海区+

/4讨论

有关的研究表明"大型藻类与养殖动物具有生

态上的互补性"贝类等养殖动物的代谢活动为藻类

的生长提供了必须的氮(磷等营养元素"大型藻则

可有效地吸收释放到水体中的营养元素"转为自身

生长所需要的营养物质"同时大型藻类通过光合作

用也可固碳(释放氧气"调节水体的 >+值"改善周

围水域的生态环境"从而起到对养殖环境的生物修

复和生态调控作用
)10 519*

+ 4/>;Y/ 等
)1:*

发现来自

潮间带绿褐藻的产色菌株对鱼的病原菌有很强的

拮抗能力+ ,@;? 等
)32*

从澳大利亚悉尼周围海域

石莼表面分离到 7 株细菌"其中 / 株可抑制多种细

菌和真菌的生长+ 马悦欣等
)31*

对石莼等 12 种海

藻表面菌分析发现"拮抗菌占总测试菌株的

6210F"其中 82F以上的拮抗菌株对虾的致病菌荧

光假单胞菌#/)47B3D3*()=973#4)+4*+4$(嗜水气单

胞菌 #J4#3D3*()&'B#36&$9($和费氏弧菌 #O$:#$3

=$)+&4$$有抑制作用+ 可见海藻上的附生菌还能对

混养生物疾病的发生起到一定的抑制作用+

但是"这些报道仅涉及到大型藻类对细菌性

病原的抑制作用"有关藻类与海区中病毒的关系

仍报道不多+ 王娜等
)12*

研究表明"大型藻类具有

集聚 &.%.的能力"减少了滤食扇贝通过摄食活

动感染 &.%.的可能性+ 王娜等
)12 511*

和蔡玉勇

等
)13*

的研究结果表明"在大型藻类分布广泛的桑

沟湾海区"海区浮游生物携带 &.%.的量显著低

于藻类分布少的流清河海区"这说明大型藻类的

存在"一定程度上限制了 &.%.的流行传播+ 本

研究结果表明 3 种扇贝养殖模式下"&.%.对扇

贝的侵染率明显不同"在贝藻混养的桑沟湾海区"

扇贝感染 &.%.的阳性率明显低于单一养殖的

流清河海区+ 已有的研究表明"&.%.通过垂直

传播的可能性比较低"而水平传播是其流行传播

的主要方式
)33*

+ 至于 &.%.水平传播的可能途

径"综合王娜等
)12 511*

(蔡玉勇等
)13*

及张靖宇

等
)3/*

的研究结果"传播途径主要包括扇贝的滤食

活动以及扇贝生存的水域环境+ 由于大型藻类能

够有效聚集海区中分布的 &.%."在浮游生物上

粘附的 &.%.数量显著降低"因而通过扇贝滤食

活动以及水域环境进入扇贝体内的病毒粒子数量

必然降低"与单一扇贝养殖海区相比"贝藻间养海

3971
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区扇贝感染 &.%.的阳性率较低+ 这说明"大型

藻的存在"显然降低了 &.%.对扇贝的侵染"有

利于控制扇贝大规模死亡病害的发生+

本研究对 3 个海区野生苗和人工苗养殖栉孔

扇贝感染 &.%.的分析显示"3 个海区野生苗养

殖栉孔扇贝感染 &.%.均较高+ 分析原因"也许

和野生扇贝在海区生存的时间长"感染 &.%.的

机会更多有关+ 但更重要的是"研究分析认为"相

对于海区分布的野生扇贝"人工培育的扇贝苗种

在苗种培育阶段即通过选择健康亲贝(供应人工

培育的饵料以及层层过滤的海水等措施"有效减

少了养殖栉孔扇贝感染 &.%.的可能+ 所以"这

一结果也说明"通过一系列有效的控制措施可减

少 &.%.的感染"降低养殖扇贝的死亡率+
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