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摘要! 利用含 / <12

/

%0 <12

3

%3 <12

3

2/D;>A59'的对虾白斑综合征病毒#UI;3>AD/3A@CB?/9>

N;?=A!W**.$粗提液和 68*液人工注射感染携带病毒量约 1 <12

6

2/D;>A5E 的斑节对虾!通过实

时定量 6-$法%显微镜观察法研究了感染后斑节对虾发病死亡率%肌肉内 W**.含量及总血淋

巴细胞数和不同种类血细胞的比例组成变化" 结果表明!/ 种浓度下斑节对虾累积死亡率分别

为 9/1//S ?31;9S%60108S ?6188S和 76122S ?6122S!对照组没有发生死亡" 注射 / <12

/

2/D;>A59'的浓度组!在注射后 /2 9;C 时!对虾肌肉内的病毒含量达到最低值#/167 <12

7

2/D;>A5

E$!而后持续上升至 7; I 时达到最高值#/113 <12

;

2/D;>A5E$后再次下降& 另两个感染组!在注

射后 1 I 时!肌肉内病毒含量达到最低值#分别为 1111 <12

6

%9167 <12

7

2/D;>A5E$!在感染后 0 I

时出现一个次高值#分别为 116; <12

6

%1111 <12

6

2/D;>A5E$!而后又降低!在 7; I 时达到最高值

#分别为 117; <12

8

%6170 <12

0

2/D;>A5E$后下降& 对照组对虾肌肉内病毒含量没有出现显著变

化" 不同感染浓度组!斑节对虾总血淋巴细胞数波动幅度和出现峰值的时间不同!特别是注射 /

<12

/

2/D;>A59'组!对虾总血淋巴细胞数在 13 和 7; I 时出现极低值#分别为 /17; <12

0

%7126 <

12

0

59'$& / 个感染组除个别时间点外!对虾总血淋巴细胞数的变化规律与肌肉中 W**.的扩增

规律成负相关" 7 个处理组!半颗粒细胞比例在感染初期呈现明显上升的趋势!后期比例虽有起

伏但均维持在较高水平& 颗粒细胞和透明细胞比例在感染初期均呈现明显下降的趋势!中期均

略有上升!但后期颗粒细胞比例显著低于初期!而透明细胞比例则与初期无显著性差异"

关键词! 斑节对虾& 白斑综合征病毒& 低剂量感染& 死亡率& 实时定量 6-$& 血淋巴细胞

中图分类号! K186& *976114444444 4文献标志码'&

44对虾白斑综合征病毒 #UI;3>AD/3A@CB?/9>

N;?=A"W**.$是对全球对虾养殖业危害最大的病

原之一
&1'

( 1993 年首次在台湾发现这种病毒"随

后在马来西亚%印度尼西亚%泰国%日本%菲律宾%

韩国及美国部分地区也相继发现类似病害
&3 56'

(

W**.宿主广泛"传染性强"致病率高"8 =12 B 致

对虾死亡率高达 ;2S=122S

&0'

( 仅 W**.爆发

的十年内所造成的经济损失就高达 822 亿美元"

严重危害着对虾养殖业的发展
&8 5;'

(

研究发现对虾白斑综合征的爆发与对虾体内

W**.含量密切相关( 4=?:CB 等
&9'

用注射剂量

为 1 <12

7

和 1 <12

6

2/D;>AW**.以及浸泡剂量

为 1 <12

6

2/D;>AW**.感染对虾时发现"只有当

对虾体内病毒浓度达到一定数量时"如凡纳滨对

虾#C".*!,)&,23F&))&:,"$为 110 <12

0

2/D;>A5CE

4%&%细角滨对虾 #G,)&,233.$1"+*3.+"3$为 71/ <

12

0

=/12 <12

8

2/D;>A5CE 4%&% 斑 节 对 虾

#G,)&,23:*)*0*)$为 311 <12

/

2/D;>A5CE 4%&
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时对虾才会死亡) 当体内病毒量低于相应数值时

对虾不会死亡"仍可正常生长且不表现任何临床

症状( 简旭凤
&12'

报道对虾感染 12

51

W**.粗提

液后死亡时携带病毒的数量超过 1 <12

6

2/D;>A5

E( 孙成波等
&11'

用 012 <12

7

%113 <12

7

%012 <12

/

2/D;>AW**.注射凡纳滨对虾和斑节对虾"发现

不同死亡时间两种对虾携带病毒量的范围为 110

<12

6

=71/ <12

;

2/D;>A5E( 孟宪红等
&13'

在分析

*黄海 3 号+投喂感染 W**.后体内病毒量变化

时发现"当病毒量低于 12

6

2/D;>A5CE 4%&时不会

导致*黄海 3 号+中国对虾死亡(

携带少量 W**.的对虾不会死亡"对虾在自

然状 态 下 广 泛 存 在 W**. 潜 伏 感 染( 有 学

者
&1/ 517'

采用巢氏 6-$检测技术对斑节对虾和凡

纳滨对虾养殖池进行监测"发现第一步 6-$为阴

性而第二步 6-$为阳性的个体所在池塘均能成功

养殖至商品规格( 邱德全等
&16'

利用 3 步6-$技术

对广东湛江和阳西地区 /3 家养殖场的斑节对虾虾

苗进行了 W**.检测"结果有 36S的虾苗携带病

毒( 雷质文等
&10'

从不同发病状态的养殖池随机采

集中国对虾"运用斑点杂交和组织病理学方法研究

发现"在未发病池对虾中 9111S处于潜伏感染%发

病池幸存个体的 9016S处于潜伏感染%发病后幸存

虾池的 1610S个体处于潜伏感染( 孙成波等
&18'

报

道养殖过程中凡纳滨对虾 W**.携带量最高为

918 <12

6

2/D;>A5E"斑节对虾最高携带量为 916 <

12

6

2/D;>A5E"但是没有爆发白斑综合征(

低度感染 W**.状态下并不一定引起对虾

爆发性死亡"携带少量病毒的对虾能够继续生存)

研究报道
&1;'

"环境因素#如水体温度%盐度%溶氧%

氨氮% D+以及台风等 $ 的改变能够诱发携带

W**.的对虾白斑综合征的爆发"但是携带

W**.的对虾二次低剂量感染该病毒所出现的结

果尚未见报道( 本实验研究了低剂量对虾白斑综

合征病毒粗提液对斑节对虾体内潜伏期 W**.

的影响以及发病早期斑节对虾总血淋巴细胞数和

不同种类血细胞的比例组成变化(

14材料与方法

!"!#实验材料

实验在南海水产研究所三亚热带水产研究中

心陵水站完成( 实验用斑节对虾购自海南省三亚

某养虾池塘"体长为#16128 ?11/1$29"体质量为

#3212; ?3160$ E"经荧光定量 6-$检测发现对

虾体内携带约 1 <12

6

2/D;>A5E 的白斑综合征病

毒( 对虾购回后在 1 222 '的桶中暂养 1 周"暂养

期间对虾活力正常"没有出现死亡( 实试验期间

水温为 3;16 =/216 T"盐度为 /212 =/312"D+为

81; =;13"溶氧为 010 =812 9E5'(

!"$#病毒注射液制备及定量

取症状明显的斑节对虾作为病原#6-$检测

阳性"超低温保存$"实验前取其肌肉组织211 E"

加入 1 9'68*#1/019 99/05'%:-0"318 99/05

' G-0" 1211 99/05' %:

3

+6"

7

" 11; 99/05'

G

3

+6"

7

"D+为 817$冰浴研磨"12 222 ?59;C 离心

32 9;C 后取上清液系列稀释至 12

59

"2176

$

9滤

膜过滤( 病毒稀释液部分用于注射"部分于

532 T冷冻保存( 荧光定量 6-$检测发现实验

所用 / 个浓度 W**.注射液的病毒浓度分别为

/ <12

/

%0 <12

3

和 3 <12

3

2/D;>A59'"感染浓度相

当于 816%116%216 2/D;>A5E 对虾组织(

!"7#实验分组及取样

实验分为观察组和取样组"均设 / <12

/

%0 <

12

3

和 3 <12

3

2/D;>A59'及 68*7 个处理组"每尾

虾的注射量为 62

$

'"保持正常日常管理( 观察

组每个处理 / 个平行"每个平行 32 尾虾"用于记

录实验对虾的死亡情况) 取样组每个处理注射

132 尾对虾"在注射后 16%/2 9;C%1%/%0%13%37%

7;%83 I 分别用 1 9'注射器在对虾围心腔处取

血并注入装有抗凝剂 #191/ 99/05'柠檬酸钠"

3/91; 99/05'%:-0"1;316 99/05'葡萄糖"013

99/05',4M&"D+为 81/$的 116 9'离心管中

#取血前称取空离心管及装有抗凝剂的离心管的

质量$"取血后称取含血淋巴的离心管的总质量"

以确定血淋巴的含量
&19'

( 每个处理组各个采样

点各取 ; 尾虾"血样保存于 7 T冰箱( 取血后的

对虾编号保存于 532 T冰箱"运回实验室后保存

于 5;2 T"做病毒定量检测(

!">#QWW]的实时定量 (?=检测

标准品的制备44参照孙双双等
&32'

的方法

制备重组质粒标准品"用核酸分析仪测定重组质

粒的 4%&浓度"根据拷贝数公式计算重组质粒

的拷贝数(

拷贝数公式为拷贝数#2/D;>A5

$

'$ B质粒浓

度#

$

E5

$

'$ <12

50

<阿伏加德罗常数5重组质粒

分子量( 式中"阿伏加德罗常数为 0123 <12

3/

"重

6761
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组质粒的分子量 B一个碱基对的平均分子量

#002 E59/0$ <重组质粒的总长度#JD$(

将标准品进行 12 倍系列梯度稀释"最终稀释

到 1 <12

;

=1 <12 2/D;>A5

$

'; 个浓度(

W**. 引 物 和 5&69:C 探 针 4 4 参 照

*?;3=C@:0=2LA:C:等
&31'

的方法"在上海生物工程有

限公司合成 W**.引物和 5&69:C 探针(

?>:073;9>6-$循环参数4496 T预变性 /2

A)96 T变性 6 A"66 T退火 16 A"83 T延伸 /2 A"

共进行 72 个循环(

!"F#总血淋巴细胞数和种类组成

总血淋巴细胞数44用血球计数板计数总血

淋巴细胞数#3/3:0I:>9/2@3>2/=C3"M+-$( 每尾

虾血样计数 7 次"取平均值(

总血淋巴细胞数 # 59'$ BO<12

7

<)( 式

中"O!中央大方格的总数 #即 211

$

'的总数$)

O<12

7

!1 9'的总数))!血淋巴的稀释倍数(

血淋巴细胞种类组成44血淋巴细胞用含

7S福尔马林的抗凝剂固定"7 T"/ 222 ?59;C 离

心 12 9;C"用抗凝剂重新悬浮至 12

0

59'"转移到

微孔载玻片上"保湿盒内 7 T保温 1 I 使血细胞

附着"倒掉上清液"用 68*缓冲液洗涤%风干"+1

,染色"光镜观察 # <1 222$( 参照郭志勋等
&19'

的方法计数 / 种血细胞的数量"每孔数 322 个细

胞"计算 / 种血细胞占总淋巴细胞数的比例(

!"H#数据分析

采用*6**1812 软件对实验数据进行统计分

析"采用"C>7W:@ &%".&对实验结果进行方差分

析"采用4=C2:C法进行多重比较"取G@2126为差

异显著性水平"在,<2>03228 上绘制相关图表(

34结果

$"!#标准曲线的绘制

; 个浓度标准品的 $M76-$产物荧光吸收皆

呈现典型的**+形扩增曲线"由回归方程可见"起

始模板浓度与循环数 #-

3

$值之间呈现良好的线

性关系"相关系数 <

3

B21999"实验数据满足衰减

的线性程度#图 1$(

图 !#重组质粒的标准曲线

< 标准品的浓度为 1 <12 =1 <12

;

2/D;>A5

$

'(

;*8"!#W3&.2&)2DC)/,0E),D0+'*.&.361&-+*2

< 1 <12 =1 <12

;

2/D;>A5

$

'A3:CB:?B1

$"$#斑节对虾感染 QWW]后的发病规律

人工感染 37 I 后"部分对虾活力减弱"离群孤

游"对外界的刺激反应迟钝) 感染 /2 I 后部分对虾

出现侧躺"触碰仍可缓慢游动"出现死亡迹象) 感

染 62 I 后"部分虾体变红"头胸甲膨大易剥离"血

液变稀"血凝力下降"出现死亡高峰"部分对虾有明

显的症状)感染 02 I 以后的对虾"通体伴有明显的

白斑( 对照组对虾活动正常"没有出现死亡(

如图 3 和图 / 所示"/ 个 W**.感染浓度下

斑节对虾都出现了两个死亡高峰 "其中/ <12

/

图 $#7 种 QWW]浓度感染下斑节对虾的死亡情况

;*8"$#%4,2,&34.C+',)0E<,;282=2860-3*.E,D3*0.L*3434),,20-&8,0EQWW]-01C3*0.

0761
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图 7#感染不同浓度的 QWW]后斑节对虾的累积死亡率

;*8"7#?C+C1&3*/,+0)3&1*3M 0E<,;282=28&E3,)

*.̂,D3*0.L*342*EE,),.320-&8,0EQWW]-01C3*0.

2/D;>A59'浓度组"对虾在第 76 =66 小时出现第

一个死亡高峰"死亡率为 //1//S ?31;9S) 第

;6 =92 小时出现第二个死亡高峰"死亡率为

32122S ?6122S"以后逐渐降低"总累积死亡率

为 9/1//S ?31;9S( 0 <12

3

2/D;>A59'浓度组"

对虾在第 76 =66 小时出现第一个死亡高峰"死亡

率为 1/1//S ?31;9S) 第 126 =116 小时出现第

二个死亡高峰"死亡率为 10100S ?31;9S"以后

逐渐降低"总累积死亡率为 60108S ?6188S(

3 <12

3

2/D;>A59'浓度组"对虾在第 76 =66 小时

出现第一个死亡高峰"死亡率为 12122S ?

6122S)第 96 =126 小时出现第二个死亡高峰"死

亡率为 1/1//S ?6188S"以后逐渐降低"总累积

死亡率为 76122S ?6122S( / 个 W**.感染浓

度之间对虾总累积死亡率差异显著#G@2126$(

$"7#感染 QWW]后不同时间斑节对虾肌肉内病

毒含量

如图 7 所示"/ 个感染 W**.浓度组"对虾肌

肉内 W**.含量均出现先降低再升高的趋势"都

在感染后 7; I 时达到最大值"与同组中其他时间

点 W**.含量存在显著差异#G@2126$"然后又

降低( / <12

/

2/D;>A59'浓度组"对虾肌肉内的

病毒含 量 在 注 射 后 /2 9;C 时" 达 到 最 低 值

#/167 <12

7

2/D;>A5E"G@2126$"而后持续上升至

7; I 时达到最高值#/113 <12

;

2/D;>A5E$后再次

下降) 而 0 <12

3

和 3 <12

3

2/D;>A59'两个浓度

组"在感染后 1 I 时肌肉内病毒含量出现最低值

#1111 <12

6

%9167 <12

7

2/D;>A5E$"0 I 时出现一

个次高值 #116; <12

6

%1111 <12

6

2/D;>A5E$后又

降低"7; I 时达到最高值#117; <12

8

%6170 <12

0

2/D;>A5E$后下降) 对照组对虾肌肉内病毒含量没

有出现显著变化#GC2126$( 濒死对虾肌肉内病

毒含量为#;1;8 ?/136$ <12

12

2/D;>A5E"而存活对

虾为#/1/6 ?11;6$ <12

0

2/D;>A5E(

图 >#感染不同浓度的 QWW]后不同时间斑节对虾肌肉内病毒含量

不同小写字母表示同一 W**.浓度下不同时间点时 W**.含量差异显著"G@2126) 不同大写字母表示同一时间点不同 W**.浓

度间 W**.含量差异显著"G@2126) 图中数值为 'E#W**.含量$ (

;*8"> %4,QWW]RC&.3*3M 0E<,;282=28&32*EE,),.33*+,60-3<*.̂,D3*0.L*342*EE,),.320-&8,0EQWW]-01C3*0.

4;QQ>?>C3A9:000>33>?A9>:C 3I>A:9>W**. 2/C2>C3?:3;/CA:3B;QQ>?>C33;9>D/;C3A"W**. O=:C3;3@ A;EC;Q;2:C3D?/D/?3;/C"G@2126)

4;QQ>?>C30>33>?A;CB;2:3>3I>A:9>3;9>D/;C3AJ>3U>>C B;QQ>?>C3W**.2/C2>C3?:3;/C A;EC;Q;2:C3W**.O=:C3;3@"G@2126) C=9>?;2:0N:0=>;C

3I>Q;E=?>;A'E#W**.O=:C3;3@$1

$">#斑节对虾感染 QWW]后的总血淋巴细胞数

变化

如图 6 所示"/ <12

/

和 0 <12

3

2/D;>A59'两

个浓度组的总血淋巴细胞数起初较为稳定"/ I 时

出现低峰值#9100 <12

0

%8128 <12

0

59'$"随后逐

渐上升至 0 I 后波动规律出现差异) / <12

/

2/D;>A59'浓度组在 13 I 和 7; I 时出现两个极

低值 # /17; <12

0

% 7126 <12

0

59'$"而 0 <12

3
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2/D;>A59'浓度组 13 I 后持续上升至 7; I 后下

降) 3 <12

3

2/D;>A59'浓度组总血淋巴细胞数在

1 I 时出现最低值#1129 <12

8

59'$"后逐渐上升

至 37 I 后下降( 注射 68*的对照组总血淋巴细

胞数起初较为稳定"在 1 I 时出现最低值#1121 <

12

8

59'$"而后起伏上升至 7; I 时达到最大值后

下降( / 个感染 W**.浓度组"总血淋巴细胞数

的变化规律与 W**.的扩增规律存在一定的关

系!/ <12

/

2/D;>A59'浓度组除 0 和 37 I 外%0 <

12

3

2/D;>A59'浓度组除 7; I 外%3 <12

3

2/D;>A5

9'浓度组除 37 I 外"总血淋巴细胞数的变化规

律与 W**.的扩增规律成负相关(

图 F#感染不同浓度的 QWW]后不同时间斑节对虾总血淋巴细胞数变化

不同小写字母表示同一 W**.浓度下不同时间点时总血淋巴细胞数差异显著"G@2126) 不同大写字母表示同一时间点不同

W**.浓度间总血淋巴细胞数差异显著"G@2126(

;*8"F#%X?/&)*&3*0.0E<,;282=28&32*EE,),.33*+,60-3<*.̂,D3*0.L*342*EE,),.320-&8,0EQWW]-01C3*0.

4;QQ>?>C3A9:000>33>?A9>:C 3I>A:9>W**.2/C2>C3?:3;/CAB;QQ>?>C33;9>D/;C3A"M+-A;EC;Q;2:C3D?/D/?3;/C"G@2126) 4;QQ>?>C30>33>?A

;CB;2:3>3I>A:9>3;9>D/;C3AJ>3U>>C B;QQ>?>C3W**.2/C2>C3?:3;/C A;EC;Q;2:C3M+-"G@21261

$"F#斑节对虾感染 QWW]后的血淋巴细胞种类

组成变化

如图 0 所示"感染不同浓度的 W**.后"斑

节对虾不同种类的血淋巴细胞占总细胞数的比例

呈现不同的变化规律( 以半颗粒细胞所占比例最

大"其在 / <12

/

2/D;>A59'浓度组和 68*组初期

呈现明显上升的趋势"后期比例虽有起伏但均维

持在较高水平) 而 0 <12

3

和 3 <12

3

2/D;>A59'浓

度组初期均显著上升"达到高峰值后均出现波动"

但其在不同组之间的波动幅度与出现峰值的时间

不同( 除 0 <12

3

2/D;>A59'浓度组外"其余组

83 I时对虾半颗粒细胞比例均显著高于初期水平

#G@2126$(

颗粒细胞比例在 / <12

/

2/D;>A59'浓度组和

68*组初期均显著下降"后期 / <12

/

2/D;>A59'

浓度组出现小幅波动后逐渐上升至 37 I 后下降"

而 68*组在 0 I 出现了极低值后显著上升至 13 I

后下降) 而在 0 <12

3

和 3 <12

3

2/D;>A59'浓度组

初期略微上升后下降"0 <12

3

2/D;>A59'浓度组

在 13 I 达到高峰值后下降"而 3 <12

3

2/D;>A59'

浓度组分别在 13 I 和 7; I 时出现高峰值( 7 个

处理组 83 I 时颗粒细胞比例均显著低于初期水

平#G@2126$(

/ 个注射 W**.组和 68*组透明细胞的比

例初期均显著下降"随后出现波动"但不同组的波

动幅度和出现峰值的时间不同( 除 / <12

/

2/D;>A59'外"其余 / 组 83 I 时 7 个处理组透明

细胞比例均与初期水平差异不显著#GC2126$(

/4讨论

7"!#低剂量 QWW]粗提液对潜伏期斑节对虾死

亡及体内 QWW]增殖的影响

研究表明
&1/ 518'

"W**.可以在对虾体内潜伏

感染"携带少量病毒的对虾可以继续生存而不引

起爆发性死亡( 潜伏感染是病毒感染的一种静止

状态"当对虾因受到外源刺激而引发机体免疫反

应时"可能会引起对虾体内病毒扩增而发病"并且

有助于病毒的传播( 本实验人工感染斑节对虾的

W**.浓度为 816%116%216 2/D;>A5E"相对于实验

对虾本身的病毒携带量 12

6

2/D;>A5E 至少低

12 222倍"但如此低剂量的 W**.却引起了实验

斑节对虾死亡"作者认为低剂量的 W**.粗提液

感染可能打破了对虾体内潜伏感染的平衡状态(

而对虾体内病毒的增殖是由低剂量的W**.激
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图 H#感染不同浓度的 QWW]后不同时间斑节对虾血淋巴细胞种类组成变化

不同小写字母表示同一 W**.浓度下不同时间点时血淋巴细胞比例差异显著"G@2126) 不同大写字母表示同一时间点不同

W**.浓度间血淋巴细胞比例差异显著"G@2126(

;*8"H#%4,6,)D,.3&8,/&)*&3*0.0E2*EE,),.33M6,-0E4&,+0DM3,0E<,;282=28&32*EE,),.33*+,

60-3<*.̂,D3*0.L*342*EE,),.320-&8,0EQWW]-01C3*0.

4;QQ>?>C3A9:000>33>?A9>:C 3I>A:9>W**. 2/C2>C3?:3;/CAB;QQ>?>C33;9>D/;C3A" J0//B 0@9DI/2@3>AA;EC;Q;2:C3D?/D/?3;/C"G@2126)

4;QQ>?>C30>33>?A;CB;2:3>3I>A:9>3;9>D/;C3AJ>3U>>C B;QQ>?>C3J0//B 0@9DI/2@3>AW**.2/C2>C3?:3;/C A;EC;Q;2:C30@ B;QQ>?>C3D?/D/?3;/C"

G@21261

活了体内携带病毒的扩增还是抑制了对虾的免疫

机能所致"抑或是二者兼而有之尚有待进一步

研究(

/ 种低剂量的 W**.感染时斑节对虾均出现

了两个死亡高峰( 低剂量感染 W**.后"对虾体

内病毒含量在 76 =66 I 增殖到最大峰值"此时体
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质相对较弱的对虾率先死亡"出现第一个死亡高

峰) 之后体质较强的对虾机体免疫系统与 W**.

继续互相作用"最终部分对虾机体内 W**.的破

坏占据主动"出现第二个死亡高峰"这与黄永

春
&33'

选育凡纳滨对虾抗 W**.特性的研究结果

相似( / <12

/

2/D;>A59'浓度组第二个死亡高峰

出现时间较另两组略微提前"且第一个死亡高峰

强度大于第二个死亡高峰强度"而另两组正好相

反( 此外"高浓度组的总累积死亡率显著高于低

浓度组(

比较 / 种浓度 W**.感染后不同时间对虾

体内病毒含量的变化发现"当对虾受到 / <12

/

2/D;>A59'W**.刺激后"迅速作出较强的免疫

防御反应"在 /2 9;C 时出现最低病毒含量 /167 <

12

7

2/D;>A5E#显著低于实验对虾本身携带病毒量

1 <12

6

2/D;>A5E$"随后病毒大量增殖"病毒增殖

速度强于机体对病毒的破坏程度"因此病毒含量

持续上升至 7; I( 虾体受到更低剂量的 W**.

刺激后"引发的机体免疫程度也相对较弱"虾体病

毒含量在 1 I 时出现最低"略晚于 / <12

/

2/D;>A5

9'感染组) 初期病毒增殖程度相对较弱"加之较

强的机体免疫程度"因此病毒含量在上升至 0 I

后呈现下降趋势) 后期当病毒对机体的破坏程度

强于机体的防御程度时"病毒含量持续上升至 7;

I( 因此体质相对较弱的对虾在 7; I 左右出现第

一个死亡高峰"但体质相对较强的对虾体内病毒

含量在 83 I 时又显著下降( 实验结束后仍然存

活的对虾体内病毒含量为 #/1/6 ?11;6 $ <12

0

2/D;>A5E"比孙成波等
&18'

报道高位池养殖过程中

斑节对虾体内病毒含量 # 916 <12

6

2/D;>A5E $

略高(

7"$#潜伏期斑节对虾感染低剂量 QWW]粗提液

后总血淋巴细胞数变化规律

甲壳动物的体液中不具有免疫球蛋白"缺乏

由抗体介导的免疫反应"但是存在着天然的可诱

导的非特异性免疫防御系统"包括细胞免疫和体

液免疫( 在抵御外来病原生物侵袭的防御反应

中"血细胞既是细胞免疫的担当者"又是体液免疫

因子的提供者"因此认为血细胞在对虾非特异性

免疫防御反应中起着主要作用
&3/'

(

对虾感染 W**.后"病毒会破坏循环系统中

的血细胞"同时造血组织会产生血细胞补充到循

环系统中) 血细胞总数的多少取决于 W**.的破

坏与造血组织再造程度的强弱
&3/'

( 已有研究表

明"宿主感染 W**.后血细胞数量较感染前明显

降低
&3/ 536'

"可能是血细胞为了抵抗外来病原"通

过趋化作用迁移至病原体密集的部位"造成血淋

巴中血细胞减少的缘故
&37'

)也有研究发现凡纳滨

对虾及宽大太平螯虾#G&'";&3.&'231,)"23'2123$随

W**.感染时间延长"血细胞数量呈现先升高后

降低的趋势
&3/"30'

( 本研究显示"在 83 I 内总血淋

巴细胞数呈现先降低后升高再降低的总体趋势(

/ <12

/

2/D;>A59'浓度组在 13 和 7; I 后出现两

个极低点#感染浓度越高"总血淋巴细胞数的最

低值越小$"作者认为感染 W**. 13 I 时血细胞

为了抵抗外来病原"在病原体密集部位聚集"造成

血淋巴中血细胞减少) 而 7; I 时病毒粒子处于指

数扩增后期"在血细胞内大量增殖"严重破坏血细

胞) 同时病毒感染了造血组织"使其产生的血淋

巴细胞数量远没有病毒破坏的程度大) 另外"宿

主为防御病毒而引发的细胞凋亡也是 7; I 时血

淋巴细胞数量急剧减少的原因之一( 实验中濒死

虾的总血淋巴细胞数显著低于其余状态下对虾总

血淋巴细胞数"这一结果与上述理论吻合( 在感

染初期 16 9;C 时"/ <12

/

与 0 <12

3

2/D;>A59'组

总血淋巴细胞数显著低于 3 <12

3

2/D;>A59'组"

作者认为对虾机体受到相对较强的 W**.刺激

后血细胞集中于病毒感染部位"造成血淋巴中血

细胞减少( 不同 W**.浓度感染下"总血淋巴细

胞数的变化规律与 W**.的扩增规律有着一定

的关系!/ <12

/

2/D;>A59'浓度下除 0 和 37 I 外%

0 <12

3

2/D;>A59'浓度下除 7; I 外% 3 <12

3

2/D;>A59'浓度下除 37 I 外"总血淋巴细胞数的

变化规律与 W**.的扩增规律成负相关(

7"7#潜伏期斑节对虾感染低剂量 QWW]粗提液

后血细胞种类组成变化

根据血细胞的核质比"胞质中颗粒存在与否"

颗粒的数量%大小和分布以及细胞大小等把对虾

血细胞分为 / 类!透明细胞# I@:0;C>2>00$%半颗粒

细胞 #A>9;7E?:C=0:?2>00$ 和颗粒细胞 # E?:C=0:?

2>00$

&38'

( 李光友
&3;'

认为透明细胞不仅缺少大的

细胞质颗粒"而且还缺乏酚氧化酶活性"其主要作

用是吞噬功能) 半颗粒细胞含有数目可变的小细

胞质颗粒和少量的酚氧化酶原"该类细胞通过与

微生物脂多糖%

!

717/7葡聚糖%肽聚糖%胰蛋白等

结合而导致脱颗粒"活跃的脱颗粒作用与异物识
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别的能力有关"因此认为它是防御反应的关键细

胞) 颗粒细胞内含大的颗粒以及大量酚氧化酶原

组分"这类细胞不具有吞噬性( *̂B>?Id00等
&39'

认

为在宿主细胞的防御反应中这 / 种细胞可能具有

协同作用!半颗粒细胞在异己物质的刺激下发生

胞吐作用"释放酚氧化物酶原系统的组分"这种组

分既可以刺激透明细胞的吞噬能力"又可以刺激

颗粒细胞释放更多的酚氧化酶系统的组分"从而

对细胞免疫反应发生作用(

在健康对虾体内 / 类血细胞分别有相对稳定

的比例和数量"当对虾患病后"/ 类血细胞的比例

和数量会发生比较复杂的变化
&30'

( .:C B>8?::L

等
&37'

利用原位杂交和大颗粒斑节对虾血细胞单

抗相联的免疫组化技术显示"血细胞离开了循环

系统"且进入了有 W**.感染细胞的组织"对虾

造血组织中的颗粒细胞数量减少( +/A>等
&/2'

发

现蓝对虾在抵抗溶藻弧菌感染的过程中"半颗粒

细胞和透明细胞增多"而颗粒细胞减少) W:CE

等
&/1'

在 W**.感染墨吉对虾后的血细胞中定位

了病毒的位置"在透明细胞内没有发现 W**.粒

子"而在半颗粒细胞与颗粒细胞的小泡中发现大

量病毒粒子"且半颗粒细胞病毒含量更高"感染更

快"对 W**.更敏感( 张志栋等
&3/'

利用投喂方式

感染凡纳滨对虾后"/ 类血细胞的比例发生了不

同程度的变化"其中颗粒细胞的比例呈现先增大

后来稍有下降的趋势( 本实验感染初期"半颗粒

细胞比例明显上升"与前人研究结果基本一致)

而颗粒细胞和透明细胞呈现显著下降的趋势"与

前人结果存在差异"笔者认为可能与取样时间点

的范围不同有关) 后期 / 种细胞比例均呈现不同

程度的变化"但波动幅度和出现峰值的时间存在

差异(

参考文献!

& 1 '4张家明"刘志昕1对虾白斑综合征的研究进展&!'1

华南热带农业大学学报"3223";#/$!33 5381

& 3 '4W:CE XF" +:AA:C H 4" *I:?;QQ H" ,.&11

+;A3/D:3I/0/E@ :CB 2@3/D:3I/0/E@ /QUI;3> AD/3

A@CB?/9> N;?=A# W**.$ ;C 2=03=?>B G,)&,23

:*)*0*) Q?/9 D>C;CA=0:?H:0:@A;:U;3I >9DI:A;A/C

D:3I/E>C>A;A :CB 3I> 9>2I:C;A9 /QUI;3> AD/3

Q/?9:3;/C&!'14;A>:A>A/Q&O=:3;2"?E:C;A9A"1999"

/9#1$!1 5111

& / '4%:B:0:,-"'/I 6-14/37J0/3C;3?/2>00=0/A>>CP@9>

;99=C/:AA:@AQ/?3I>B>3>23;/C /QUI;3>7AD/3N;?=A

:CB @>00/U7I>:B N;?=A /Q D>C:>;B AI?;9D & !'1

.;?/0/E;2:0H>3I/BA"3222";7#3$!186 51891

& 7 '4MA:;H (" '/ - (" N:C +=03>C H -" ,.&11

M?:CA2?;D3;/C:0 :C:0@A;A /Q 3I> ?;J/C=20>/3;B>

?>B=23:A>E>C>A/QAI?;9D UI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A

&!'1.;?/0/E@"3222"388#1$!93 5991

& 6 '4';EI3C>?4.1& I:CBJ//L /QAI?;9D D:3I/0/E@ :CB

B;:EC/A3;2D?/2>B=?>AQ/?B;A>:A>/Q2=03=?>B D>C:>;B

AI?;9D&H'1'/=;A;:C:!8:3/C $/=E>"19901

& 0 '4%:L:C/ +"G/=J>+1H:AA9/?3:0;3;>A/Q2=03=?>B

G=?=9:AI?;9D" G,)&,23D&!*)"'23" ;C !:D:C ;C

199/!>D;P//3;/0/E;2:0A=?N>@ :CB ;CQ>23;/C 3?;:0A&!'1

(;AI 6:3I/0/E@"1997"39#3$!1/6 51/91

& 8 '4-I/= +X" +=:CE - X" W:CE - +" ,.&11

6:3I/E>C;2;3@ /Q:J:2=0/N;?=A;CQ>23;/C 2:=A;CE UI;3>

AD/3A@CB?/9>;C 2=03=?>B D>C:>;B AI?;9D ;C M:;U:C

&!'14;A>:A>A/Q&O=:3;2"?E:C;A9A"1996"3/ #/$!

106 518/1

& ; '4,A2/J>B/78/C;00:-H" &0B:@7*:CP ." W;00> H"

,.&11& ?>N;>U /C 3I> 9/?DI/0/E@" 9/0>2=0:?

2I:?:23>?;P:3;/C"9/?DI/E>C>A;A:CB D:3I/E>C>A;A/Q

UI;3>AD/3A@CB?/9> N;?=A& !'1!/=?C:0/Q(;AI

4;A>:A>A"322;"/1#1$!1 51;1

& 9 '44=?:CB *."';EI3C>?4 .1K=:C3;3:3;N>?>:03;9>

6-$Q/?3I>9>:A=?>9>C3/QUI;3>AD/3A@CB?/9>

N;?=A;C AI?;9D&!'1!/=?C:0/Q(;AI 4;A>:A>A"3223"

36#8$!/;1 5/;91

&12'4简旭凤1白斑综合征病毒 #W**.$原位 6-$及定

量 6-$检测技术的建立 &4'1广州!中山大学"

322/!1 5081

&11'4孙成波"何建国"黎子兰"等1凡纳滨对虾和斑节对

虾对 W**.敏感性的比较 &!'1湛江海洋大学学

报"3220"30#/$!18 5321

&13'4孟宪红1中国对虾 *黄海 3 号+对 W**.的抗病性

分析&4'1青岛!中国海洋大学"3212!68 58/1

&1/'4'/ -(" '>= !+" +/ - +" ,.&114>3>23;/C /Q

J:2=0/N;?=A:AA/2;:3>B U;3I AD/3A@CB?/9>#W*8.$

;C D>C:>;B AI?;9DA=A;CE D/0@9>?:A>2I:;C ?>:23;/C

&!'14;A>:A>A/Q&O=:3;2"?E:C;A9A"1990"36 #1 5

3$!1// 51711

&17'4W;3I@:2I=9C:?CL=081$>A=03A Q?/9 J0:2L 3;E>?

AI?;9D G,)&,23:*)*0*) 2=03=?>D/CBAA3/2L>B U;3I

D/A30:?N:>6-$7D/A;3;N>/?7C>E:3;N>Q/?UI;3>7AD/3

A@CB?/9>N;?=A#W**.$ & !'14;A>:A>A/Q&O=:3;2

"?E:C;A9A"1999"/9#1$!31 5381

&16'4邱德全"谢数涛"齐雪娟"等1斑节对虾虾苗白斑综

合征杆状病毒的检测和养殖跟踪&!'1湛江海洋大

1661



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

444 水4产4学4报 /0 卷

学学报"1999"19#7$!11 5161

&10'4雷质文"黄絰"杨冰"等1感染白斑综合征病毒

#W**.$对虾相关免疫因子的研究&!'1中国水产

科学"3221";#7$!70 5611

&18'4孙成波"李婷"王平"等1高位池养殖对虾携带白斑

综合征病毒变化 &!'1海洋通报"3229"3; #3$!110

51321

&1;'4李奕雯"曹煜成"李卓佳"等1养殖水体环境与对虾

白斑综合征关系的研究进展 &!'1海洋科学进展"

322;"30#7$!6/3 56/;1

&19'4郭志勋"冯娟"王江勇1斑节对虾血淋巴细胞对鳗

弧菌的清除作用&!'1中国水产科学"3220"1/#1$!

3; 5/31

&32'4孙双双"王亚军"唐杰"等1实时荧光定量 6-$检测

凡纳滨对虾 D?/6"基因标准曲线构建&!'1生物技

术通报"3211#3$!1/1 51/61

&31'4*?;3=C@:0=2LA:C:G"W:CC:D:DI/ W"'/ -(",.&11

69$:J8 ;A:.63;78;CB;CE D?/3>;C ;CN/0N>B ;C UI;3>

AD/3A@CB?/9>N;?=A;CQ>23;/C ;C AI?;9D&!'1!/=?C:0

/Q.;?/0/E@"3220";2#31$!128/7 5128731

&33'4黄永春1凡纳滨对虾抗 W**.家系选育及抗病特

性和遗传性状研究 &4'1广州!中山大学"3228!

66 5821

&3/'4张志栋" 战 文 斌" 薛 艳 红" 等1凡 纳 滨 对 虾

#C".*!,)&,23F&))&:,"$感染白斑征病毒 #W**.$

后大颗粒血细胞的变化&!'1海洋与湖沼"3226"/0

#1$!08 5811

&37'4N:C B>8?::L -8"8/33>?J0/9 H +"+=;A9:C ,&"

,.&116?>0;9;C:?@ A3=B@ /C I:>9/2@3>?>AD/CA>3/

UI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A;CQ>23;/C ;C J0:2L 3;E>?

AI?;9D G,)&,23:*)*0*) &!'14;A>:A>A/Q&O=:3;2

"?E:C;A9A"3223"61#3$!179 51661

&36'4*:I=0+:9>>B &*"*:?:3I;H"*=BI:L:?:C $",.&11

K=:C3;3:3;N>:AA>AA9>C3/Q:D/D3/3;2I>9/2@3>A;C

UI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A#W**.$7;CQ>23>B D>C:>;B

AI?;9D"G,)&,23:*)*0*) :CB G,)&,23")0"'23" J@

Q0/U2@3/9>3?;2:C:0@A;A&!'1&O=:2=03=?>"3220"360

#1 57$!111 51321

&30'4!;?:N:C;2ID:;A:06" 8:CE@>>LI=C ," *̂B>?Id00G"

,.&11,<D>?;9>C3:0;CQ>23;/C /QUI;3>AD/3A@CB?/9>

N;?=A;C Q?>AIU:3>?2?:@Q;AI G&'";&3.&'231,)"23'2123

&!'14;A>:A>A/Q&O=:3;2"?E:C;A9A"3221"78 #3$!

161 51681

&38'4周晖"谢数涛1四种对虾血细胞的分类和形态比较

&!'1湛江海洋大学学报"3226"36#7$!;7 5;81

&3;'4李光友1中国对虾疾病与免疫机制&!'1海洋科学"

1996#7$!1 5/1

&39'4*̂B>?Id00G"*9;3I .!"!/I:CAA/C H W1,</2@3/A;A

:CB =D3:L> /Q J:23>?;:0 J@ ;A/0:3>B I:>9/2@3>

D/D=0:3;/CA/Q3U/ 2?=A3:2>:CA!>N;B>C2>Q/?2>00=0:?

2//D>?:3;/C ;C 3I>B>Q>C2>?>:23;/CA/Q:?3I?/D/BA

&!'1->00:CB M;AA=>$>A>:?2I" 19;0" 376 # 1 $!

7/ 5791

&/2'4+/A>!," H:?3;C F F" M;= *" ,.&116:33>?CA/Q

I>9/2@3> D?/B=23;/C :CB ?>0>:A> 3I?/=EI/=33I>

9/=032@20>;C 3I>D>C:>;B AI?;9D 8$'"*)"& ")#,)."3

&!'18;/0/E;2:08=00>3;C"1993"1;/#3$!1;6 51991

&/1'4W:CE XM" ';= W" *>:I !%" ,.&11WI;3>AD/3

A@CB?/9>N;?=A#W**.$ ;CQ>23AAD>2;Q;2I>9/2@3>A

/Q3I>AI?;9D G,)&,23:,+#2",)3"3&!'14;A>:A>A/Q

&O=:3;2"?E:C;A9A"3223"63#/$!379 53691

3661



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

12 期 张4涛"等!低剂量对虾白斑综合征病毒粗提液对斑节对虾体内潜伏期病毒及血细胞的影响 44

@.E1C,.D,0E10L20-&8,*.E,D3*0.0.QWW]*.1&3,.36,)*02&.2

4&,+0DM3,0E<08&059;282=28

Z+&%FM:/

1"3

" F#"ZI;7<=C

1

" +#&%F!;:C7I=:

1

" X&%F';7AI;

1

"

W,%W>;7E>CE

1

" X&%FK;7J;C

1

" !)&%F*I;7E=;

1

"

#19<0*=+>$4+5$4*$&Q(.#04*?"$%$)*+,- ?,3(4$,A0,5":6+,)-$,) ;4$3(,"0"<0*=+>$4+5$4*$&

!$65# 8#(,+ !0+ Q(.#04*L0.$64"0.25(%(7+5($,"/(,(.54*$&B)4("6%5640"!$65# 8#(,+ !0+

Q(.#04(0.L0.0+4"# P,.5(5650"8#(,0.0B"+-0A*$&Q(.#04*!"(0,"0.":6+,)7#$64612/22"8#(,+)

398$%%0)0$&Q(.#04(0.+,- =(&0!"(0,"0"!#+,)#+(D"0+, 2,(304.(5*"!#+,)#+(4321/20"8#(,+$

9'-3)&D3! MI>2I:CE>A;C 9/?3:0;3;>A/QG,)&,23:*)*0*)#U;3I 1 <12

6

2/D;>A5E W**.$"W**.0/:BA;C

9=A20>"M+-:CB 3I>D>?2>C3:E>/QB;QQ>?>C33@D>A/QI:>9/2@3>U>?>A3=B;>B J@ ;C[>23;/C U;3I W**.

A/0=3;/C 2/C3:;C;CE / <12

/

"0 <12

3

"3 <12

3

2/D;>A59'N;?=A:CB 68*1$>:073;9>6-$":CB 9;2?/A2/D;2:0

><:9;C:3;/C U>?>=A>B ;C 3I;A><D>?;9>C31MI>?>A=03AAI/U>B 3I:33I>2=9=0:3;N>9/?3:0;3;>AU>?>9/1//S ?

31;9S"60108S ?6188S"76122S ?6122S ?>AD>23;N>0@"UI>C 3I>2/C2>C3?:3;/C /QW**.A/0=3;/C U>?>

/ <12

/

"0 <12

3

"3 <12

3

2/D;>A59'1%/ B>:3I U:A/JA>?N>B ;C 3I>68*E?/=D1WI>C 3I>2/C2>C3?:3;/C /Q

W**.A/0=3;/C U:A/ <12

/

2/D;>A59'"3I>N;?=A0/:B ;C 3I>9=A20>?>B=2>B 3/ 9;C;9=9#/167 <12

7

2/D;>A5

E$:3/2 9;C D/A37;C[>23;/C":CB ?>:2I>B ;3A9:<;9=9#/113 <12

;

2/D;>A5E$ :37; I D/A37;C[>23;/C"3I>C

B>2?>:A>B :E:;C1(/?3I>/3I>?3U/ ><D>?;9>C3E?/=DA"3I>9;C;9:0N;?=A0/:B#1111 <12

6

"9167 <12

7

2/D;>A5

E$;C 3I>9=A20>U:A/JA>?N>B :31 I D/A37;C[>23;/C :CB 3I>I;EI>A3N;?=A0/:B#117; <12

8

"6170 <12

0

2/D;>A5

E$/22=??>B :37; I D/A37;C[>23;/C"J=3:A>2/CB I;EI>A3N;?=A0/:B#116; <12

6

"1111 <12

6

2/D;>A5E$:DD>:?>B

:30 I D/A37;C[>23;/C1%/ A;EC;Q;2:C32I:CE>AU>?>Q/=CB ;C 3I>W**.0/:B /Q3I>2/C3?/0E?/=D 3I?/=EI/=3

3I>><D>?;9>C31MI>Q0=23=:3;/C ?:CE>:CB 3I>D>:L 3;9>/Q3/3:0I:>9/2@3>2/=C3#M+-$ U>?>B;QQ>?>C3

J>3U>>C B;QQ>?>C3B/A:E>/QW**.A/0=3;/C1,AD>2;:00@ M+-?>B=2>B 3/ 9;C;9=9#/17; <12

0

"7126 <12

0

5

9'$:313 I :CB 7; I D/A37;C[>23;/C U;3I / <12

/

2/D;>A59'A/0=3;/C1MI>N:?;:3;/C /QM+-:CB W**.0/:B

U>?>C>E:3;N>0@ 2/??>0:3>B ><2>D3;CB;N;B=:03;9>D/;C3A1#CB>?:00E?/=DA"3I>D>?2>C3:E>/QA>9;7E?:C=0:?

2>00AAI/U>B =DU:?B 3?>CB /JN;/=A0@ >:?0@ D/A3;CQ>23;/C" J=30:3>??>9:;C>B :3:I;EI 0>N>0:03I/=EI

Q0=23=:3>B) 3I>D>?2>C3:E>/QE?:C=0:?:CB I@:0;C/2@3>2>00AAI/U>B B/UCU:?B 3?>CB >:?0@ D/A37;C[>23;/C

A;EC;Q;2:C30@"UI;0>;C2?>:A>B A0;EI30@ ;C 3I>9;BB0>D>?;/B"J=33I>D>?2>C3:E>/QE?:C=0:?2>00A:33I>0:3>?

A3:E>/QD/A37;CQ>23;/C U:AA;EC;Q;2:C30@ 0/U>?3I:C 3I:3/Q>:?0@ D>?;/B"UI;0>3I>0>N>0A/QI@:0;C>2>00A

J>3U>>C 0:3>?:CB >:?0@ A3:E>A/QD/A37;C[>23;/C I:N>C/ A;EC;Q;2:C3B;QQ>?>C2>1

A,M L0)2-! G,)&,23:*)*0*)) UI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A#W**.$) 0/UB/A:E>;CQ>23;/C) 9/?3:0;3@) ?>:07

3;9>6-$) I:>9/2@3>

?0)),-60.2*.8 &C340)! !)&%F*I;7E=;1,79:;0![;:CEAE:312C12/9

/661


