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摘要：为进一步查明对虾“玻璃苗”的主要致病原，实验通过对河北省沧州市凡纳滨对虾
苗种玻化症进行了流行病学调查及病原、病理分析。结果发现，患病虾苗表现为活力降
低、厌食直至空肠、空胃，虾体消瘦、暗浊；肝胰腺组织坏死性萎缩、轮廓模糊、颜色
变浅呈淡黄色，甚至肝胰腺区由正常的饱满褐色组织变为无组织结构的“玻璃化”状态。
组织病理观察结果显示，患病对虾肝小管上皮细胞坏死、脱落，肝小管中充斥大量的碎
片组织，并逐步褐化、黑化，甚至肝小管组织大面积坏死，留有连片玻璃样均质化区域；
肠道内充斥大量的组织碎片，绒毛膜脱落消失。超微组织病理观察发现，患病对虾肝小
管上皮细胞的细胞膜消融，细胞器解体，细胞核固化；其后细胞解体、脱落，甚至肝小
管组织结构解体消融；肝胰腺、肠道、胃黏膜周围发现大量细菌，优势菌株为杆状菌且
呈弧形，未发现病毒粒子的存在。从患病虾苗分离出 2株优势菌 (Lv-A和 Lv-B)，经人
工浸染实验发现，Lv-A和 Lv-B可致凡纳滨对虾 PL7苗种出现与自然患病相同的玻璃化
症状，其半致死浓度分别为 1.62×103 和 5.38×103 CFU/mL，致病力强。根据 16S rDNA 和 gyrB
序列分析结果发现，Lv-A和 Lv-B与溶藻弧菌、新喀里多尼亚弧菌和副溶血弧菌均有较
高相似性。初步将该病命名为虾苗细菌性玻化症 (shrimp postlarva bacterial vitrified syn-
drome，BVS)。药敏实验结果显示，Lv-A和 Lv-B均对米诺环素、多西环素、萘啶酸等
敏感，而对新霉素、吡哌酸、利福平等耐药。本研究为 BVS的有效防控、保障对虾行
业健康发展提供理论基础和技术支撑。
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凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei)是世界范

围内重要的水产养殖种类，由于其对盐度的广

适性，成为我国对虾养殖中占据绝对优势的主

养品种，是我国水产养殖产业的主要经济支柱

之一。据统计，2019年我国海水和淡水养殖对

虾总产量为 212.1万 t，其中凡纳滨对虾产量高

达 181.6万 t，占总养殖对虾产量的 85.6%。养殖

产业的扩大带动了苗种的快速发展，2019年凡

纳滨对虾虾苗产量也突破 1.5万亿尾 [1]。优质苗

种的持续供应成为保障我国对虾养殖产业可持
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续发展的首要因素。我国对虾苗种生产秩序规

范化程度低，苗种育成质量逐步降低，且大部

分苗种在不同养殖区内相互调运，进一步加大

了病原的传播隐患，甚至导致苗种大量死亡 [2-3]。

现有报道表明，副溶血弧菌 (Vibrio parahaemo-
lyticus)、哈维氏弧菌 (V. harveyi)、坎氏弧菌 (V.
campbellii)、溶藻弧菌 (V. alginolyticus)等多种细

菌性病原均能引起对虾患病 [4-5]。同时，已构建

完成多种对虾苗种特定病原检测技术 [6-7]。因此，

作为对虾养殖稳定生产的限制性因子，进一步加

强对虾苗种细菌性病害的深入研究，对促进对

虾养殖病害诊疗与防控技术研发具有重要意义。

2020年春季，对虾苗种场“玻璃苗”现象在

沿海各地暴发，患病虾苗表现为活力弱、体色

暗浊，空肠、空胃，肝胰腺轮廓模糊、颜色变

苍白呈淡黄色，呈无组织结构的“玻璃化”状态，

故称之为对虾苗种的“玻化症”。自 2020年 2月，

该疾病在北部湾发生以后，在我国自南向北沿

海呈现暴发性蔓延趋势，导致春季虾苗供应严

重不足。玻化症一般出现在标苗后 2~3 d的虾苗，

出现症状后 24 h内虾苗大部分死亡。为进一步

查明对虾“玻化症”的主要致病原，实验对患有玻

璃化症状的凡纳滨对虾虾苗进行病原分离、致

病性和组织病理学分析，为对虾苗种玻化症的

防控提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

患病凡纳滨对虾虾苗具有典型的“玻化症”
症状，分别采自河北省沧州市 5家对虾育苗场，

其苗种来源涵盖外地采购和本土繁育。采样时

同时选取发病症状明显和外观健康的虾苗进行

实验室分析；同时，采集患病车间进水口水样

和育苗池水样进行病原相关性分析。

人工感染用的健康凡纳滨对虾虾苗购自潍

坊某育苗场，所处时期为 PL7。暂养环境为 25 L
水族实验缸，有效容积为 20 L，养殖密度为 50
尾/L，水温 (23±2) °C，持续充氧。暂养期间每日

早晚投喂和换水各 1次，换水量为总体积的 2/3，
暂养 3 d后进行感染实验。 

1.2    病样检查及优势菌分离

取典型症状患病凡纳滨对虾虾苗，观察记

录发病虾苗的临床表现，通过体视显微镜和水

浸片进一步检查患病虾苗各组织器官病变症状，

以及有无寄生虫、霉菌等。

取具有典型症状的患病和健康凡纳滨对虾

虾苗，用无菌 1.5% NaCl溶液冲洗 3次，将 0.1 g
虾苗用无菌研磨棒充分研磨后进行梯度稀释，

育苗池水样同步进行梯度稀释，取稀释后的研

磨液和水样涂布于胰蛋白胨大豆肉汤 (trypticase
soy broth，TSB)和硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖

琼脂 (thiosulfate citrate bile salts sucrose agar，TCBS)
培养基。28 °C培养 24 h后，计算细菌和弧菌总

数及弧菌占比，并统计优势菌种类及其优势度，

经分离、纯化后的优势菌用含有 1.5% NaCl的 20%
甘油溶液冻存于−80 °C冰箱内备用。 

1.3    人工感染实验

挑取在 TSB固体培养基上活化的优势菌单

菌落接种于 200 mL液体 TSB培养基内，28 °C、
180 r/min振荡培养 16 h后离心收集菌体，无菌

1.5% NaCl溶液重悬洗涤 3次后制备成菌悬液，经

平板计数法测定菌液浓度。

人工感染采用浸浴感染方式进行，每组使用健

康凡纳滨对虾虾苗 30尾，实验组浸浴感染有效

浓度分别为 Lv-A：1.02×101、1.02×102、1.02×103、
1.02×104、 1.02×105 和 1.02×106  CFU/mL； Lv-B：
1.30×101、1.30×102、1.30×103、1.30×104、1.30×105

和 1.30×106  CFU/mL，以加入相同体积的 1.5%
NaCl溶液为对照。实验期间连续充气，水温 (23±
2) °C，每 12 h换水 1次，使用过滤海水，换水量

为养殖水体的 1/2。观察记录虾苗症状及其发病

死亡情况，对患病虾苗进行病原菌分离鉴定，

并根据寇氏法计算菌株的半致死浓度（LD50）
[8]。 

1.4    病原菌分类鉴定

挑取纯化后的单菌落重悬于 100 μL去离子

水中，99 °C金属浴 15 min后离心取上清液作为

PCR模板。利用细菌 16s rDNA 和 gyrB 引物分别

扩增目标序列 [9]，扩增产物经 PCR纯化后送至生

工生物工程 (上海)股份有限公司进行序列测定，

测序结果经 BLAST进行同源比对。并同步利用

ezbiocloud (www.ezbiocloud.net/)标准菌株数据库

对 16S rDNA 测序结果进行比对。选取所获得同

源性较高的标准菌株 16S rDNA 和 gyrB 序列，用
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Mega 6.0采用邻接法 (Neighbor-Joining method，NJ)

构建系统发育树。 

1.5    组织病理学观察

具有典型症状的凡纳滨对虾虾苗用 David-
son氏固定液固定 24 h，常规苏木精 -伊红染色法

（H.E）染色 [10]。使用 2.5%戊二醛同步固定超微

电镜虾苗样品，进行超微病理观察[11]。 

1.6    药物敏感性实验

实验共选取 38种药物，采用纸片扩散法

（K-B法）对菌株进行药物敏感性测试。测试菌

液浓度为 108 CFU/mL，抗菌纸片购置于杭州天

和微生物试剂有限公司。将 100 μL菌悬液涂布

于 TSB固体培养基，贴附药物纸片后置于 28 °C
培养 16 h，测定抑菌圈直径，并参照说明进行药

物敏感性判读[12]。 

2    结果
 

2.1    患病对虾形态特征分析

患病凡纳滨对虾虾苗表现为活力减弱，虾

体消瘦、暗浊，空肠空胃，肝胰腺轮廓模糊、

组织解体、颜色变浅至肝胰腺区由正常的饱满

褐色组织变为空白的玻璃化状态。头胸甲区域

至腹部呈现瘦小、暗浊状态 (图版Ⅰ-1)。对患病

虾苗的水浸片观察，未发现霉菌和寄生虫，但

可见水浸片中存在大量细菌。 

2.2    优势菌株形态特征分析

通过比较筛选共分离出 2株优势菌，编号

分别为 Lv-A和 Lv-B。Lv-A在 TSB培养基上呈

乳白色圆形菌落，在 TCBS上呈绿色圆形菌落，

表面光滑、隆起、边缘整齐；Lv-B在 TSB培养

基上呈乳白色且具有浸润现象的圆形菌落，在TCBS
上呈黄色圆形菌落，菌落表面光滑、隆起，周

边有黄色显色圈 (图版 I-2，3)。 

2.3    人工感染实验结果分析

感染实验共进行 72 h，攻毒感染期间空白

对照组死亡 1尾，但未发生玻璃化症状。Lv-A
实验组的凡纳滨对虾虾苗在感染后 12 h出现持

续性玻璃化现象，24 h开始出现死亡现象，106

CFU/mL实验组在 36 h时全部死亡，105 CFU/mL
实验组在 60 h时全部死亡。Lv-B实验组的对虾

在感染后 24 h出现持续性玻璃化及死亡现象，

106 CFU/mL实验组在 60 h时全部死亡，在相同浓

度下，Lv-B凡纳滨对虾虾苗的毒力较 Lv-A低

(表 1)。感染组虾苗对外界刺激反应迟钝，活力

下降，肝胰腺轮廓模糊、颜色变苍白呈淡黄色，

1 mm 1 6 7 9

8

2 3 5

4500 μm

500 μm

500 μm

500 μm

健康组
healthy shrimp

患病组
diseased shrimp

 
图版Ⅰ    凡纳滨对虾虾苗细菌性玻化症症状及菌株 Lv-A和 Lv-B的形态观察

1. 健康和患病凡纳滨对虾虾苗表观症状；2. Lv-A在TSB上形态；3. Lv-A在TCBS上形态；4. Lv-A在TSB上菌落形态；5. Lv-A在TCBS上菌落形

态；6. Lv-B在 TSB上形态；7. Lv-B在 TCBS上形态；8. Lv-B在 TSB上菌落形态；9. Lv-B在 TCBS上菌落形态；  健康虾苗；  患
病虾苗

Plate Ⅰ    Bacterial vitrified syndrome of shrimp postlarva and morphology of strains Lv-A and Lv-B
1. apparent symptoms of healthy and diseased shrimp postlarva; 2. morphology of Lv-A strain on TSB medium; 3. morphology of Lv-A strain on TCBS
medium;  4.  colonial  morphology of  Lv-A strain  on  TSB medium;  5.  colonial  morphology of  Lv-A strain  on  TCBS medium;  6.  morphology of  Lv-B
strain on TSB medium; 7. morphology of Lv-B strain on TCBS medium; 8. colonial morphology of Lv-B strain on TSB medium; 9. colonial morpho-
logy of Lv-B strain on TCBS medium;   healthy shrimp postlarva;   diseased shrimp postlarva
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空肠空胃，与自然感染症状一致。再次从人工

感染的虾苗中分离出的优势菌株的菌落形态和

Lv-A和 Lv-B一致，且 16S rDNA 序列经 NCBI比
对后与 Lv-A和 Lv-B一致，符合科赫法则，结果

表明，Lv-A和 Lv-B是导致凡纳滨对虾虾苗玻化

症的病原菌。利用改良寇氏法计算获得 Lv-A和

Lv-B对虾虾苗的 LD50 分别为 1.62×103 和 5.38×
103 CFU/mL。 

2.4    病原菌 16S rDNA和 gyrB鉴定分析

菌株 Lv-A和 Lv-B的 16S rDNA 基因序列测

定分别获得 1 411和 1 409 bp的有效基因序列，

通过 Blast比对分析发现，Lv-A和 Lv-B均与溶

藻弧菌的序列同源性最高，相似度分别为 99.79%
和 99.86%。通过 EzBio标准菌株数据库检索分析

发现，Lv-A与新喀里多尼亚弧菌 (V. neocaledonicus)
序列同源性最高，相似度为 99.64%；Lv-B与溶

藻弧菌序列同源性最高，相似度为 99.43%。gyrB
序列测定共获得 1 166 bp和 1 409 bp的有效基因

序列，通过 Blast比对分析发现，Lv-A和 Lv-B均

与副溶血弧菌的序列同源性最高，相似度分别

为 99.22%和 99.30%(表 2)。16S rDNA 和  gyrB 的
序列系统进化分析发现，Lv-A与 Lv-B聚为一簇，

其中，基于 16S rDNA的系统发育树中 Lv-A和 Lv-

B与溶藻弧菌和新喀里多尼亚弧菌聚为一支，基

于 gyrB 的系统发育树中 Lv-A和 Lv-B与副溶血

弧菌聚为一支 (图 1)。基于此，本实验暂无法确

定 Lv-A和 Lv-B的具体菌株名称，因此将虾苗细

菌性玻化症的致病原鉴定为弧菌 (Vibrio spp.)。后

续拟通过组学技术进行菌株鉴定及其差异分析。 

2.5    组织病理学特征分析

石蜡组织切片表明，患病凡纳滨对虾虾苗

肝胰腺萎缩，肝小管上皮细胞坏死、脱落，肝

小管中充斥大量的碎片组织并逐步褐化、黑化

(图版Ⅱ-1，3)；随着感染程度的加剧，肝小管组

织大面积坏死，残存少量的纤维化基质结构，

甚至完全消失，使得肝胰腺组织逐步萎缩变小，

留有大面积的空白区域 (图版Ⅱ-2，4)；肌原纤

维结构散乱，细胞核固缩、深染 (图版Ⅱ-5)；肠

道内充盈大量的褐化组织碎片，绒毛膜脱落、

消失，肠壁出现缺失现象 (图版Ⅱ-6)。
超微组织病理检测表明，患病凡纳滨对虾

虾苗肠道、肝胰腺及胃膜与肝胰腺胞膜间隙

内发现大量细菌，优势菌株为杆状菌且呈弧形

(图版Ⅲ-1，2，4)。肝小管上皮细胞的细胞膜消

融，细胞与细胞间界限模糊，细胞器解体，细

胞核固化，细胞解体呈碎片并脱落到肝小管内

表 1    菌株 Lv-A和 Lv-B对凡纳滨对虾虾苗的人工感染实验结果

Tab. 1    Results of artificial challenge to shrimp postlarvae using Lv-A and Lv-B

组别

group
攻毒浓度/(CFU/mL)
infection concentration

尾数/尾
fish number

攻毒不同时间的死亡数量/尾
number of fish deaths after challenge at different time 累计死亡数/尾

cumulative deaths12 h 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Lv-A 1.02×106 30 0 29 1 0 0 0 30

1.02×105 30 0 20 1 7 2 0 30

1.02×104 30 0 2 9 10 3 0 24

1.02×103 30 0 1 0 7 1 1 10

1.02×102 30 0 2 0 1 0 0 3

1.02×101 30 0 0 0 1 0 0 1

Lv-B 1.30×106 30 0 5 20 1 4 0 30

1.30×105 30 0 0 0 10 8 4 22

1.30×104 30 0 1 3 3 5 8 20

1.30×103 30 0 0 0 2 2 3 7

1.30×102 30 0 1 2 0 1 1 5

1.30×101 30 0 0 0 1 0 1 2

对照 control 1.5%NaCl 30 0 0 1 0 0 0 1
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(图版Ⅲ-3)；坏死的组织聚集形成大量的电子密

度较高的黑化颗粒 (图版Ⅲ-6)。肠道绒毛膜上皮

细胞坏死、脱落，仅留下残存的固有层基质，

充斥着大量的组织碎片和细菌颗粒；严重者，

肠道绒毛膜组织大面积脱落，导致肠壁变薄

(图版Ⅲ-1)。肌原纤维受损、萎缩，导致肌束间

间隙增大，部分组织出现崩解现象 (图版Ⅲ-5)。
未发现病毒粒子或病毒包涵体的存在。
 

2.6    药敏实验

对 Lv-A和 Lv-B共进行 38种药物的敏感性

检测，结果显示，Lv-A和 Lv-B的药物敏感性存

在一定的相似性，在所检测的 38种药物中，Lv-

A和 Lv-B对红霉素、四环素、新霉素、吡哌酸、

克拉霉素、乙酰螺旋霉素等 24种药物均呈现不

敏感特性；Lv-A和 Lv-B均对米诺环素、多西环

素、萘啶酸敏感，对新霉素、吡哌酸、乙酰螺

旋霉素、链霉素、利福平、复方新诺明耐药。

其中，Lv-A特异性敏感药物为卡那霉素、头孢

哌酸，特异性耐药药物为红霉素、庆大霉素、

丁胺卡那；Lv-B特异性敏感药物为阿奇霉素，

特异性耐药药物为卡那霉素、呋喃唑酮、氯霉

素 (表 3)。
 

表 2    菌株 Lv-A和 Lv-B鉴定结果

Tab. 2    Results of the identification of Lv-A and Lv-B

基因名称

gene
数据库

database

菌株　strains

Lv-A Lv-B

16S rDNA Blast 序列大小/bp　sequence size 1 411 1 409

最大相似菌株 most similar strain 溶藻弧菌　V. alginolyticus 溶藻弧菌　V. alginolyticus

覆盖度/%　coverage 100 100

相似度/%　identity 99.79 99.86

EzBio 最大相似菌株　most similar strain 新喀尼亚弧菌　V. neocaledonicus 溶藻弧菌　V. alginolyticus

覆盖度/%　coverage 95.8 95.6

相似度/%　identity 99.64 99.43

gyrB Blast 序列大小/bp　sequence size 1 166 1 159

最大相似菌株　most similar strain 副溶血弧菌　V. parahaemolyticus 副溶血弧菌　V. parahaemolyticus

覆盖度/%　coverage 98 98

相似度/%　identity 99.22 99.30

溶藻弧菌　V. alginolyticus NBRC 15630

新喀尼亚弧菌　V. neocaledonicus NC470

轮虫弧菌　V. rotiferianus LMG 21460

坎贝氏弧菌　V. campbellii CAIM 519

哈维氏弧菌　V. harveyi NBRC 15634

副溶血弧菌　V. parahaemolyticus NBRC 12711

大菱鲆弧菌　V. scophthalmi LMG 19158

鳗弧菌　V. anguillarum DSM 21597

Lv-B

Lv-A

83

57

50

59

89

0.01

(a)

92

99

Lv-B

Lv-A

(b)

副溶血弧菌　V. parahoemolyticus ATCC 17802

需钠弧菌　V. natriegens DSM759

新喀尼亚弧菌　V. neocaledonicus NC470

溶藻弧菌　V. alginolyticus ATCC 17749

欧文氏孤菌　V. owensii NCCB 100454

哈维氏弧菌　V. harveyi ATCC 33842

坎贝氏弧菌　V. campbellii NBRC 15631

轮虫弧菌　V. rotiferianus LMG 21460

大菱鲆弧菌　V.  scophthalmi LMG 19158

鳗弧菌　V.  anguillarum ATCC 19264

0.02

99

68

96

91

100

100

100

100

99

 
图 1    基于 16S rDNA(a)和 gyrB (b)的菌株 Lv-A和 Lv-B系统进化树

Fig. 1    Phylogenetic trees of Lv-A and Lv-B based on 16S rDNA (a) and gyrB (b)
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3    讨论

对虾育苗期间，幼体多次变态，饵料类型

转换频繁，水体环境因子波动等因素均会导致

苗种产生应激反应，进而增大病原菌侵染风险。

本实验从导致对虾苗种玻璃化现象追踪入手，

开展病原、病理学分析，自患有典型玻璃化症

状的虾苗中分离得到 2株弧菌，并通过人工感染

实验证实该 2株细菌是导致对虾玻璃苗的致病原，

菌株 Lv-A和 Lv-B浸浴感染均可导致虾苗产生与

自然发病一致的症状，对凡纳滨对虾虾苗的

LD50 为 1.62×103 和 5.38×103 CFU/mL。根据流行

病学特征和致病原种类，实验将该病命名为“虾
苗细菌性玻化症”。

细菌鉴定结果显示，基于不同数据库和鉴

定基因，菌株 Lv-A与溶藻弧菌、新喀里多尼亚

弧菌和副溶血弧菌均有较高相似性；菌株 Lv-B

与溶藻弧菌和副溶血弧菌相似性较高。新喀里

多尼亚弧菌是新近报道的一株与溶藻弧菌和需

钠弧菌 (V. natriegens)具有高相似性的弧菌，其

分泌的胞外产物对涉海类材料具有一定的缓蚀

作用 [13-16]。同时，于士翔等 [17] 发现新喀里多尼亚

弧菌是导致单环刺螠 (Urechis unicinctus)患病死

亡的致病原。溶藻弧菌和副溶血弧菌同属 Har-

veyi clade，报道表明，Harveyi clade共包括轮虫

弧菌、副溶血弧菌、哈维氏弧菌、蓝弧菌 (V.

azureus)、V. sagamiensis、坎氏弧菌、欧文氏弧菌、

1 2

50 μm

50 μm

100 μm

100 μm 200 μm

100 μm

3 4

5 6 
图版Ⅱ    患病凡纳滨对虾虾苗组织病理变化

1. 肝胰腺；2. 肝胰腺和肠道；3. 肝胰腺；4. 肝胰腺；5. 肌肉；6. 肠道 (用箭头指示)

Plate Ⅱ    The pathological changes of L. vannamei larvae associated with bacterial infection
1. hepatopancreas; 2. hepatopancreas and intestinal tract; 3. hepatopancreas; 4. hepatopancreas; 5. muscles; 6. intestinal tract (arrow mark)
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溶藻弧菌、需钠弧菌、茉莉弧菌 (V. jasicida)和贻

贝弧菌 (V. mytili)共 11种 [18-19]。由于 Harveyi clade

内菌株的基因型相似性较高 (16S rDNA>97.6%，

DNA-DNA  reassociation  values约 70%)， 常 规 的

16S  rDNA 和 SSU  rRNA(small  subunit  ribosomal

RNA)等技术无法将 Harveyi clade内的菌株进行

准确的区分和鉴定 [20-21]。 Pascual等 [22] 和 Cano-

Gomez等 [23] 的研究表明，利用多位点序列分析

(MLSA)的方法可将 Harveyi clade内具有较高基

因相似性的菌株进行鉴定分析。Bachand等 [24] 通

过全基因组测序技术对多株南美白对虾病原性

Harveyi clade菌株进行种间差异性鉴定及其遗传

特性分析。本实验中，菌株 Lv-A和 Lv-B在不同

鉴定基因和数据库中分别被鉴定为新喀里多尼

亚弧菌、溶藻弧菌或副溶血弧菌，无法确定病

原菌株种类，但同属于 Harveyi clade菌株。后续

F

F

F

F

N

N

C

C

C

M

Fat

Bac

Bac

Bac

Bac

Bac

1

3

5 6
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4
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2
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图版Ⅲ    患病凡纳滨对虾虾苗超微组织病理特征

1. 肠道，2. 胃膜与肝胰腺间隙，3. 肝小管上皮细胞，4. 肝胰腺，5. 肌肉，6. 组织碎片和脂肪滴 (用箭头指示)；F. 组织碎屑，Bac. 菌体，C. 空腔，

N. 细胞核，M. 肌纤维，Fat. 脂肪滴

Plate Ⅲ    The ultrastructural pathology characteristics of L. vannamei larvae
associated with bacterial infection

1. intestinal tract, 2. gastric membrane and pepatopancreas space, 3. hepatic tubular epithelial cells, 4. pepatopancreas, 5. muscles, 6. tissue fragments and
fat droplets (arrow mark); F. tissue fragments, Bac. bacteria, C. cavity, N. nucleus, M. muscle fiber, Fat. fat droplets
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将通过多种生物学方法和组学技术对菌株 Lv-A
和 Lv-B做进一步鉴定分析。

石蜡组织病理和超微组织病理分析是疾病

学研究的重要范畴 [10-12]。电镜观察发现，弧菌感

染虾苗后可在其体表发现大量附生细菌，肝小

管上皮细胞溶解、崩裂和坏死，肝胰腺小管内

表 3    菌株 Lv-A和 Lv-B对抗生素的敏感性

Tab. 3    The drug sensitivity of Lv-A and Lv-B to different kinds of antibiotics

药物名称

antibiotics
药物含量/(μg/片)

contents

抑菌圈直径/mm
diameter of inhibition

敏感度

sensitivity
Lv-A Lv-B Lv-A Lv-B

红霉素　erythromycin 15 12  15  R I

米诺环素　minocycline 30 24  25  S S

多西环素　doxycyclin 30 19  21  S S

四环素　tetracycline 30 14  13  I I

新霉素　neomycin 30 12  12  R R

吡哌酸　pipemidic 30 15  17  R R

萘啶酸　nalidixic acid 30 22  27  S S

阿奇霉素　azithromycin 15 14  22  I S

克拉霉素　clarithromycin 15 15  17  I I

乙酰螺旋霉素　acetylspiramycin 30   0    0  R R

链霉素　streptomycin 10   0    0  R R

卡那霉素　kanamycin 30 18    0  S R

庆大霉素　gentamycin 10 12  14  R I

丁胺卡那　amikacin 30 13  14  R I

头孢哌酸　salbactam acid 75/75 22  18  S I

利福平　rifampicin 5 12  12  R R

呋喃唑酮　furazolidone 30 15  11  I R

复方新诺明　paediatric compound sulfamethoxazole tablets 23.75/1.25   0    0  R R

新生霉素　novobiocin 30 18  23  I S

多粘菌素B　bpolymyxin B 300IU 10    0  R R

氟罗沙星　fleroxacin 5 22  27  S S

诺美沙星　lomefloxacin 10 14  22  R S

环丙沙星　ciprofloxacin 5 19  25  I S

氧氟沙星　ofloxacin 5 21  23  S S

诺氟沙星　norfloxacin 10 17  20  S S

头孢唑肟　ceftizoxime 30 15  20  R R

头孢噻肟　cefotaxime 30 17  21  R R

头孢曲松　ceftriaxone 30 18  20  R I

头孢他啶　ceftazidime 30 13  10  R R

头孢拉定　cefradine 30   0    0  R R

青霉素　penicillin 10   0    0  R R

苯唑西林　oxacillin 1   0    0  R R

氨苄西林　ampicillin 10   0    0  R R

头孢氨苄　cefalexin 30   0    0  R R

头孢唑啉　cefazolin 30   0  10  R R

氯霉素　chloromycetin 30 16  12  I R

恩诺沙星　enrofloxacin 10 16  21  I S

氟苯尼考　florfenicol 30 16  21  I S
注：R. 耐药；I. 居中；S. 敏感

Notes: R. resistance; I. intermediate; S. sensitivity
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可见大量杆状或球状细菌[25]。哈维氏弧菌和副溶

血弧菌感染导致的虾苗早期死亡综合症组织病

理表现为肝胰脏异常肿大，颜色呈淡黄色，腺

细胞间隙变大，细胞缩水变小，有一定的自溶

现象，管壁组织脱落并散落于肠腔内[26]。副溶血

弧菌感染导致的对虾急性肝胰腺坏死病 (AHPND)
组织病理表现为肝胰腺组织坏死脱落形成空腔、

肝小管组织间出现血细胞浸润现象、肝小管间

隙内可见大量细菌[27]。患有典型玻化症的虾苗肝

胰腺萎缩，肝小管组织大面积坏死、脱落，留

有大面积的空白区域；肠绒毛膜脱落、消失。

超微组织病理检测显示，肝小管上皮细胞的细

胞膜消融，细胞与细胞间界限模糊，细胞器解

体，细胞核固化，细胞解体呈碎片并脱落到肝

小管内。同时，超微病理学分析未发现病毒粒

子或病毒包涵体的存在，且患病虾苗肠道、肝

胰腺及胃膜与肝胰腺胞膜间隙内发现大量细菌，

优势菌株为呈弧形的杆状菌，进一步佐证了沧

州地区虾苗细菌性玻化症是一种由细菌而非病

毒导致的对虾苗种细菌性疾病。

综上所述，本实验完成了对虾虾苗细菌性

玻化症的病原、病理以及防治药物的初步分析。

结果显示，虾苗细菌性玻化症可能是一种由多

种致病原联合感染导致的虾苗细菌性疾病，也

进一步表明其他地区对虾细菌性玻化症的致病

原可能存在多样性。在此基础上，后续仍需进

行病原及其致病机制的深入分析。同时，为适

应绿色养殖和产业质量安全的需要，按照细菌

性致病原的疾病特性，以生物安保为指导，提

高选购无特定病原体 (specific pathogen free, SPF)
亲虾、加强苗种检疫、减少长距离苗种运输、

做到提前预防、高效治疗等防控理念，以期实

现对虾苗 BVS的有效防治。
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Pathogens and histopathological characteristics of shrimp postlarvae bacterial
vitrified syndrome (BVS) in the Litopenaeus vannamei

WANG Yingeng ,     YU Yongxiang *,     LIU Xiao ,     ZHANG Yonggang ,     ZHANG Zheng ,    
LIAO Meijie ,     LI Bin ,     CAI Xinxin ,     RONG Xiaojun ,     LUO Kun

(Qingdao National Laboratory for Marine Sciences and Technology, Laboratory for Marine Fisheries and Food Production Processes,
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China)

Abstract:  The shrimp postlarva vitrified syndrome broke out in spring of 2020 and spread explosively along the
coastal areas from south to north of China. In order to find out the main pathogenic agents of shrimp postlarva vit-
rified syndrome, in this study, the pathogen was isolated and identified, and the histopathology was investigated.
The postlarva symptoms included emaciation, dark cloud, decreased activity, anorexia, empty intestinal tract and
stomach. The hepatopancreas  showed atrophy,  blurring of  contour,  paleness  and even vitrified syndrome.  Histo-
pathological analysis showed that the epithelial cells of liver tubule were necrotic and exfoliated, liver tubule was
filled with a large amount of debris tissue, leaving continuous glassy homogeneous areas. The intestinal tract was
filled with tissue fragments, chorionic membrane fell off and even disappears. Ultrastructural pathological examin-
ation showed that the membranes of epithelial cells were ablated, organelles disintegrated, and nuclei were solidi-
fied. Subsequently, the cells disintegrated, fell off, and even the hepatic tubular tissue structure was ablated. The
bacteria were found in the hepatopancreas, intestinal tract and gastric mucosa. The dominant strain was rod-shaped
and  curved,  and  no  virions  were  found.  Two  dominant  bacteria  (Lv-A,  Lv-B)  were  isolated  from  the  diseased
shrimp postlarvae. Artificial infection experiments illustrated that the strains of Lv-A and Lv-B were the causative
pathogens with a median lethal dose of 1.62×103 CFU/mL and 5.38×103 CFU/mL, respectively. Based on molecu-
lar analyses (16S rDNA and gyrB), Lv-A and Lv-B were highly similar to Vibrio alginolyticus, V. neocaledonicus
and  Vibrio  parahaemolyticus,  preliminarily  named  shrimp  postlarva  bacterial  vitrified  syndrome  (BVS).  The
chemotherapeutant sensitivity tests illustrated that Lv-A and Lv-B were sensitive to minocycline, doxycycline, nal-
idixic  acid,  etc.  and  resistant  to  neomycin,  pipemidic,  rifampicin,  etc.  This  study  provides  theoretical  basis  and
technical support for the effective prevention of BVS and the healthy development of shrimp industry.

Key words: Litopenaeus vannamei; shrimp postlarvae; bacterial vitrified syndrome (BVS); Vibrio alginolyticus;
Vibrio neocaledonicus; Vibrio parahaemolyticus; histopathology
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