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对虾病毒的研究始于 本世纪70年代[Co uch 1974J，全世界现已发现的对虾病毒至少在18

种以上 [陈细法等 1997J 。自1993年我国浩海地区暴发大面积养殖对虾病毒性流行病以来，病

毒病的不断发生与传播己给我国养虾业造成 了空前的危害，全国养殖对虾产量从1992年的

220 000t跌至1993年的87 OOOt和1994年的53 OOOt [石拓等 1998J.1995-1997年养殖对虾的产

量仍在低水平线上徘徊 。时至1998年6月上旬，在未采用对虾病毒病综合防治技术[Wan g A L 

和Wan g W N 1996J的大部分养虾区，当养殖对虾体怯达到30-40mm时即纷纷死亡。 虾病不

仅未随时间的推移有所减轻，而且还呈现出发病提早和死亡率高的趋势。因此，高效实用的预

防措施和快速准确的病毒病原分离 检测技术已成为虾病防治和对虾病毒学研究中的热点。

1 对虾病毒的分离纯化

对于一种新病毒的认识，首先必须获得一定量纯病毒颗粒。但由于至今尚未建立起室内感

本文得到fOiT北省重大科技攻关计划项目(85-93-29)资助

收稿日期 998-10-27 



350 t海水产大学学报 8卷

染系统，还无法借此得到病原材料。 因而当前迫切任务之一仍是进一步改进病毒提纯技术，以
提高检测手段的实用性和灵敏度[薛清刚等1996，涂小林 等1996J。

目前，国内外有关对虾病毒的分离纯化方法可归纳为兰大类。①煎糖或氯化铠梯度超速离
心法。90年代初，一 些学者利用煎糖或氯化铠梯度超速离心法得到病毒粒子[Su n 等 1993，
C hang等1993aJo90年代后期，孔杰等[1997J对病虾头部组织以6000 r /min(4350g)匀浆，6000

r /min 与10000 r /m in05300 g)差速离心，再经10%�15%煎糖密度梯度离心，得到了形态完

整的 C型杆状病毒粒子 p陈细法等[1997J取发病典型且镜检带有淋巴样细胞核型杆状病毒

(L NBV)的日本对虾和中国对虾的头胸部捣碎匀浆，并反复冻融，15000 g 低温离心20 min，上

清破经70000 g低植超离，心血和20%�50%连续煎糖离心血，获得纯净的病毒悬液(病毒粒子

大小平均为240nm X 100nm)。石拓等[1998J先将冰惊病 虾虾头去除头胸甲，再加入适当体积

的 PPB缓冲液(NaC124g/L、 KZS041. 19/L、 C aC lzO. 8g/L 、MgS04.7H zO 1. 6g/L、 NaH zP04
.2H zO 1. 35g/L、 NaH C03O. 05g/L、 pH 6. 5 � 6. 8 )  ，匀浆低速离心去粗渣;上清7000g 离心

15min，所得液相铺于煎糖梯度(25%、30%、35%、45%，W/W)上，100000g 离心拙，取出梯度

中的乳白色区带，用适当体积PPB稀释，超速离心去煎糖则可得到悬于 PPB 中的病毒粒子
(320�400nmX 100�300nm)。②蛋白酶 抑制 剂及差速和高速离心法。美国I也htn er 实验室多

次试图分 离 包 涵 体，均未获成功[ Bo nam i 等 1990，Br uce 1991， Mar i 等 1993J; C hang等

[1993日报道在氯化铠超速离心分离病毒过程 中得到了部分 包涵体;杨丰等[1995J利用蛋白

酶抑制 剂防止包涵体破坏，通过差速和高速离心得到了高纯度 MBV 包涵体;Zhang [1995J采

用温和的病毒分离技术，完 成了 MBV核衣壳和有包膜病毒颗粒的分离及定性研究，从病毒感

染的斑节对虾肝膜腺中分离到两种有包膜的形态大小不同的完整病毒颗粒和一种 形态大小均
一的病毒核衣亮。王金星等[1997J利用不同地区典型病虾的头胸部和肝膜腺，通过差速和超速
离心，进行了病原的分离纯化，得到了长度为380�410nm直径为90�100nm 的杆状病毒颗

粒。③酒石 酸饵一甘油密度梯度离心法。薛清刚等[1996J采用一种改进的酒石 酸拥一甘油密度

梯度离心法，从中国对虾病虾肝膜组织 中，对肝膜腺细小病毒进行了纯化，获得了良好的纯化

效果。

2 对虾病毒的检测方法

2. 1 传统组织学方法

即随机或非随机从虾池中取对虾或对虾粪便直接作温标本检查，配合使用适当的染色技
术，在光镜下进行快速检测(见下表)。

在感染H PV(病变较轻时 )的病虾切片中，可见核内 包涵体在形 成早期为轻度嗜 酸性，H

-E 染色为紫红色;而在 后期则为嗜碱性，H -E 染色为蓝紫色。这是H PV的 一 个 特征，可供

诊断时 参考[王克行等1994J。
但值得注意的是，由于某 些病毒存在于正常虾体中使对虾终生带毒而不发生病毒病(如斑

节对虾可终生携带 MBV)，因此检测到病毒也不能就一定推断成病毒病f陈细法等1996J。
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病 毒 传统组 织学 方 法 采 用 者

MBV 

BPV 

BMNV 

IHH NV 

H PV 

0.5%孔雀绿染色

!丘川、涂川、，)1;水梢 。f红烧包

姐姆萨染色、孚尔根染色

Brown&扫reen's Gram染色

0.001%焰红染色，荧光显微镜观察

粪便直接镜梭，用显微镜亮视野或相差法

0.001%焰红染色，荧光显微镜观察，苏木精­

伊红染色(H-E)

孚尔根染色 ，精视野显微镜

孚尔根染色

压片、涂片、姬姆萨染色

台盼蓝一伊红染色 (T-El

2.2 电子显微技术

Lightner等.1983a

Vickers等.1994

徐和j生等.1993

孟庆显.1992

rhurman.1990 

陈秀男等.1990 ，Nash. 1988 

Thurman.1990 

Overstreet等.1988

Momoyama • 1983、1988

Lightner等.1983b

Lightn町等.1993

黄捷等.1995的黄捷和于佳.1995

中外学者研究与检测病毒在宿主对虾组织细胞中的分布、 感琪、病变以及病毒是否具有囊

膜与包涵体等均采用了电子显微技术[ Cou ch 1974， Ligh tn er和Redman 1981、1985，L ightne r 

等1983 a、1987，Rou b al 1989，Thu rman 1990，��国祥等1994，陈细法等199 5，严隽寞1995，要

明等1996，包振民等1997，王安利等1997，王维娜等1997，石拓等1998J 。
玉斌等[1996J、石拓等[1998J分别报导了中国对虾一种病原病毒负染法电镜检测技术，认

为负染法可作为对虾暴发性流行病的诊断方法;张建红和黄灿华[1996J描述了一种电镜诊断

快速制样的方法在对虾病害检测 中的应用， 该法大大缩短了常规制样法所需时间。

目前，电镜的应用已扩展到用于了解病毒的 感染与复制过程。 C h en 等[1989J就曾详细地

描述了斑节对虾肝膜腺细胞内 MBV的病毒发生过程，包括核 酸、衣壳物质和被膜的生成以及

包涵体的形 成。张立人等【1994J、张建红等[1994J报道了经电镜观察到的对虾杆状病毒在体内

的 感染、发生与装配情况。按少国等[1996J描述了中国对虾肝膜腺上皮细胞质 中杆状病毒增殖

的电镜观察结果，这与以细胞核内形成包涵体为特征的增殖方式明显不同。溶 酶体在增殖过程

中内吞濒临解体的线粒体和病原体，利用线粒体内崎提供能量，有规律地组装成杆状病毒的包

涵体。 该结果为探讨对虾暴发性大面积死亡的病因提供了新途径。

2.3 生物指示法

即利用容易感染病毒病的对虾作为指示种进行检测的方法。 B ell 和Lightn er [1987]曾指

出，蓝对虾 感染病毒(如 BPV，IHH NV、H PV)后症状很明显，可作为指示虾。用怀疑带病毒的

对虾组织进行投喂或将可能感染病毒的对虾组织匀浆后的上清被注射到蓝对虾体内，如被检

者带有病毒则可传染指示虾。在实验2-3 周后将出现有关病症，据此可作出诊断。

2.4 生化检验法

现已有的证据表明，酣氧化酶原激 活系统组成了对虾免疫反应 中的一种类补体途径。作为

非己识别，酷氧化酶原激 酶可作为微生物和其它病原体表面存在的或释放出的非己信号的 受

体，由这种相互作用产生的生化变化接着启动细胞 活性或自身发挥抗病原体作用 [李光友

1995J。蔡完琪和陆宏达 [1994J在研究 感染病毒的中国对虾肝膜腺病理变化时，检测到病虾肝
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膜腺的醋酶 和超氧化 物歧化酶 的 活性显著减弱，表明病虾代谢功能与免疫功能明显衰退。可

见，通过某 些 特 定生化 物质的检测，在一定程度上可了解对虾被病毒感染与 否及其应答状况。

2.5 免疫学方法

2.5.1 荧光抗体技术

早在80年代. Mo moy ama[1983J、S ano 等[1984J就将荧光 抗体(Fluo res cent Antibody )技

术用于 BMNV的诊断 。90年代L u 等[1994J制备了RV(弹状病毒 )的单克隆抗体，利用免疫荧

光技术研究发现，在早期生长条件下RV 感染EPC (鲤鱼上皮乳头状瘤细胞 )后3小时即可检

测 出 该病毒病原F而 Poulos等[1994日也用单克隆抗体技术检测了对虾组织中的IHH NV。
2.5.2 酶联免疫吸附测定法(ELISA)

L ewis[1986J运用ELI S A方法对对虾杆状病毒进行了检测。C hang 和 C hen [1994J运用

ELI S A方法，使虾体内 MBV的最早检出时期达到蚤状幼体l期 。于佳 等[1995J研制 成功了

HH NBV 单克隆抗体，黄捷 等[1995的则用单 克隆抗体ELI SA技术提前20�40天对池养对虾

的 发病可能性作 出预报。最近，涂小林 等[1995. 1996J将提纯病毒免疫新西兰兔获得较高效价

的 抗血清，初步建立了病毒的间接ELI S A 检测方法， 并可在6小时内完 成对样品的检测。 其检

测灵敏度达50ng水平，大大高于一般免疫学技术的敏感性 。
2.5.3 反向间接血凝法(RIHA)

薛清刚等[1995J用密度梯度离心纯化的 H PV颗粒免疫家兔制备特异性 抗血清，建立 一

种反向间接血凝法以诊断 H PV 感染 。 该法的敏感度可达 ng/ml 病毒蛋白的检测水平，适于现

场推广。

2.5.4 免疫电镜技术

在免疫电镜技术中，利用葡萄球菌 A 蛋白与抗体、 抗体与 抗原的吸附作用，可以在病毒悬

液很稀的情况下捕捉病毒粒子。 这是实验室内检测的一种有效手段[石正丽 等1996J 。

对 虾的防御反应是由循环系统血细胞以及存在于血浆或从细胞释放到血浆中的多种因子

的悟性而形 成的。 因此，对于对虾 血液成分、 细胞超微结构 和类型进行分析，己引起人们被厚的

兴趣。Martin 和G raves[1985J从形态上把中国对虾的 血细胞分为透明细胞、小颗粒细胞和大

颗粒细胞三类 。近年，国内一 些学者也展开 了这方面的研究 。叶淑芳[1991J曾尝试用测定人体

免疫球蛋白的方法检测对 虾体液中的类似物质，发现I gA、I gG 和I gM 均呈阳性 。叶燕玲 和陈

宽智[1993J研究了中国对虾血细胞的超微结构、分类 和计数。李光友[1995J就中国对虾疾病与

免疫机制 进行了探讨。可以肯 定这 些研究会促进免疫学方法在对虾病毒诊断中的应用 。

2. 6 细胞培养方法

细胞培养技术是病毒学研究的基础，也是用于病毒诊断的基本方法之一 。对于对 虾病毒的

全面认识依赖于获得和培养病毒及其宿主细胞的实验技术的发展。 然而到 目前为止，还 没有建

立对虾的细胞系。所有的对虾细胞培养工作均处于原代培养阶段 。

80年代 中期. C hen 等[1986J发现斑节对虾卵巢及心脏组织较好培养， 并成功地将卵巢组

织的原代 培养细胞继代传 了三代 。Ell ender等[1988J评价了 几种生长促进因子和培养基配方

以及支撑 物对肝膜腺细胞培养的效果。C hen 和K ou[1989J培养了斑节对虾类 淋巴器官原代细
胞，并研究 了 MBV对其致病性 。胡坷 等[1991J对东方对虾肝膜腺细胞进行了培 养 [H u 等
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1990J，胡坷 等[1991J又对中国对虾的6种组织进行了体外培养，并发现卵巢、肝膜腺和 肌肉组

织在体外培养生 长较其它组织好，其中 几种肝膜腺细胞分别传代 了2-28代。 Luedeman 和
Lig h tner [1992J改进了培养方法，发� Gra ce 昆虫 培养基效果最佳，对虾细胞在这种培养基中

的最适生 长条件是:渗透压为700-750mmo11kg，温度为25-28"C，并应用该方法对蓝对虾和

凡纳对虾的未成 熟卵巢上皮细胞进行了培养，其单细胞层在2天中覆盖面积达80%。

C hen 等[1995J建立了对虾卵、 心脏、淋巴组织和周围血细胞的 单层 原代细胞 培养系统，并

研究了其对MBV的敏感性，发现淋巴组织更易形 成 融合细胞层，而与 肌肉 提取物和血淋己能

促进对虾离体细胞的生 长。H su[1995J建立 一种斑节对虾欧卡器(淋巴器官)细胞的分培方法，

并对基本培养介质的惨透性、 血清浓度、 血清来摞、pH值和 几种生 妖因子进行了测 定。

总之， 目前尚未建立对虾的细胞系。但有研究表明IHH NV和RV能在 鱼的非整倍体细胞
系一一鲤鱼上皮乳头状瘤细胞 (EPC )以及虹蹲肝细胞 ( RD中连续传 代 [ Lo h 1990， Lu等

1991，Lu和 Loh 1992，邱玉环等1997J.这为对虾病毒的离体增殖和鉴定开辟了新思路。

2. 7 分子生物学方法

2.7.1 分子杂交技术

Lig h tner实验室 对 BPV和MBV的基因片段进行了克隆及初步研究。 该实验室用 限制性

内切 酶得到了病毒核 酸的部分片段，并进一步将其克隆[Bonami等1992，Ma r i等1993，Bruce

等1993，Po ulos等1994aJ。 然后利用基因探针，经原位杂交，对 固定组织的杆状病毒进行了检

测 ; Bruce等[ 1994aJ用 BPV-D NA片段作为分子探针，经原位杂交，在电镜下观察发现 BPV

定位于肝膜腺小管的上皮细胞和中肠粘膜处，并且Bruce等[1994bJ还将传统检测 方法与分子

生物学方法进行了比较。
1994年，Vickers等[1994J提出了对虾杆状病毒基因与昆虫核形多角体( AC NPV)之间显

著的同摞性，1995年，Ma chado 等[1995J利用 圆斑杂交技术发现 了BPV和 AC NPV之间显著

的同源性并建立 了BPV基因库。 经比较发现，AC NPV和 BPV的某 一D NA片段能 特异性地

进行杂交。 因此，认为 该D NA片段可作为探针 检测 对虾是否已受 BPV 感染。同时，Bonami等

【1995J，Ar imo t o 等【1995J分别将从对虾中分离到的 BPV基因和 BMNV基因进行了定性，并

克隆了部分基因。 Lu等【1995J利用原位杂交技术对感染MBV的斑节对 虾 进行了检测，并进

一步比较了对虾不同生活阶段对MBV的敏感性。在 海状幼体、糠虾幼体、仔虾和成 虾阶段都

检 测到了 MBV基因，而在 受 精卵和 无 节幼体上则未检出。

国内学者张岩等[1995J用 Puc18构建了对虾病毒 HH NBV的D NA重组质粒，提取后经

斑点杂交及酶切分析，证实质粒中插入的片段为病毒D NA。刘律等[1995J制备了HH NBV的
D NA探针，以此来检测对虾HH NBV病确实具有高敏 感性和特异性。

2.7.2 聚合酶链式反应(PCR)

C han g 等[1993日首次报导用 PCR 成 功地进行了 MBV-D NA 的扩 增实验。同年， Lu等

[1993J从感染MBV的斑节对 虾的肝膜腺中分离提纯 了这种病毒，提取MBV的D NA作为

PCR扩增的模板，引物来自AC NPV基因的保留区。 经过 PCR扩增后，一 个D NA片段(674个

bp) 被放大，由PCR 的产 物测得的氨基酸排列顺序与 AC NPV的多肤之间有65%的同惊性。分

析核 昔酸的序列，发现被放大的D NA 片段是MBV的基因的开放阅读框。在蛋白质分子杂交

中，用该647 个 bp 的D NA片段做探针，可与提纯的 MBV的D NA和感染MBV的斑节对虾的
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DNA杂交，但 不能与未感染 MBV的斑节对虾的DNA杂交。孔杰等[199 5J对已发表的几种杆

状病毒的多角体基 因的序列进行 比较分析，设计并合成两对 PCR简单引物 P60 /P740和 P104 /

P640•从纯化的幼对虾HHNBV 中提取DNA.并进行了 PCR扩增，其初步研究表明 P60 /P740可

用于杆状病毒多角体蛋白全基 因的克隆。郭福生等[1996J也根据昆虫杆状病毒多角体基因保

守片段设计引物对中国对虾杆状病毒进行了检测，并证明加热法处理待检样品检出率最高。

然而，这种以昆虫杆状病毒基因组已知的保守序列作为合成引物依据来进行检测的方法，

专一性较差，易造成误导。周国瑛等[1996J从上海河口地区患病毒病的对虾中分离获得病毒制

剂后，首次用回接试验证明此种杆状病毒是 该病毒病病原。在测定病毒基 因组600bp 的一个片

段的序列基 础上，合成了两个引物，建立了一套测定 该病毒基 因组片段的 PCR方法。这种应用

杆状病毒 本 身基 因组序列来合成引物建立 PCR的;厅法，在国际上尚属首次。

3 结语

目前，由于很难得到大址的纯净对虾病毒，致使对虾病毒'予的研究j1!:展缓慢。在已发现的

对虾病毒中只有 Bacu lovirus p enaei (BPV)得到国际病毒学分类岳员会的正式定名[陈细法等

1997J。对大部分的动物病毒而言，随时获取大量纯净病毒的方式是细胞培养。 因此，在较短的

时间内建立起可以大量繁殖 对虾病毒的适宜细胞株成为本领域研究工作者共同奋斗的日标。

同时，对 虾病毒病是对虾疾病中最难确诊的一种病。具珍断 -般采用组织学方法检测病毒
包 涵 体 或用组织 超薄切片进行病毒的电镜观察[Sinderman和Lightner 1988. Thurman 

1990J。对于 无病症的病毒携带者还需配合"生物测定法"才能鉴别[薛清141J和王文兴.1992J。这
些方法耗时费力。由于对虾患病后很难医治，为了回过早期诊断米捎导疾病的顶防，建立快速、

简便、敏感和特异的病毒检测技术仍将是今后对虾病毒研究领域的重威研究内容之→。
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