
对虾白斑病毒感染的电子显微镜观察

及!"#杂交证据!

徐洪涛$ 朴春爱% 王 雷$ 王文兴& 相建海$ 王运涛$

（$中国科学院海洋研究所 青岛%’’()$）

（%中国预防医学科学院病毒学研究所 北京$(((*%）

（&国家海洋局第一海洋研究所 青岛%’’((&）

摘 要：中国大陆养殖的中国对虾从$++&年开始至今连年爆发病毒性流行病，俗称“白斑病”
（,-./），死亡率近$((0，造成巨大经济损失。为进一步明确虾病暴发原因，利用电子显微
镜技术，对$++&年至$++1年收集的发病中国对虾组织进行观察，发现病原体为直径（$%*2
)3’）45、长约（&6*2$’）45大小的带包膜的非包涵体型杆状病毒。经氯化铯密度梯度超速
离心技术获得了纯化的病毒核衣壳，大小为（1(2$&）457（&1(2%6）45。形态学特征与台湾
地区发现的白斑杆状病毒（,-./）相似。利用地高辛标记的,-./!"#探针对病虾标本及
纯化病毒!"#进行斑点杂交检测，均呈阳性反应，而与正常对虾组织无杂交反应。从形态
学及分子生物学角度证明 ,-./感染是造成中国大陆养殖对虾连年暴发流行病的重要原
因。
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中国大陆养殖对虾自$++&年以来连年暴发病毒性流行病，发病对虾典型表征为体色
发红、空胃、甲壳易剥离，不粘表皮，部分病虾甲壳呈现白斑，俗称“白斑病”。对虾从发病

到死亡历时仅数天，死亡率近$((0。中国大陆养殖的对虾主要为中国对虾，斑节对虾及
日本对虾在部分地区也有养殖。许多学者利用电子显微镜在中国发病对虾中发现非包涵

体型杆状病毒，认为是主要致病病毒并赋予不同命名：中国对虾杆状病毒（?@./）［$］；皮
下及造血组织坏死性杆状病毒（AA"./）［%］；淋巴样细胞核型杆状病毒（>"./）［&］；对虾
白斑杆状病毒（?,-./）［6］；中国对虾杆型病毒（?B.>/）［*］；中国杆状病毒（@./）［’］及中
国对虾非包涵体型杆状病毒（?B"C./）［)］等。其中部分报道认为各自发现的病毒为新的
病毒。养殖对虾白斑病最早于$++%年初发生于台湾［1］，其病原为白斑杆状病毒
（,-./）［+，$(］，从发病特征、地域邻近及发病的时间顺序等资料分析，中国大陆虾病的暴
发可能与台湾地区养殖对虾的 ,-./感染有关。本文对中国大陆自$++&年至$++1年
的发病中国对虾进行了电子显微镜观察，并利用,-./!"#探针进行斑点杂交检测，从
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形态学角度及基因水平探讨中国对虾的疾病暴发与!"#$感染的关系。

! 材料和方法

!"! 实验动物

%&&’年至%&&(年典型发病中国对虾分别取自青岛地区当年夏季发病虾池，冻存于

)*+,。健康中国对虾（平均体长*-./0）为本所水族楼育种养殖个体。

!"# 电子显微镜观察
取典型发病中国对虾鳃、胃、头胸甲下表皮、淋巴样器官、触角腺等组织经.-12戊二

醛固定、%2锇酸后固定、乙醇脱水、树脂包埋进行常规超薄切片，醋酸铀染色，345653"
789:%+电镜观察、拍照。

!"$ 病毒分离纯化
取典型发病对虾鳃、胃、肠及头胸甲下表皮，加液氮研磨，加含39";及!<98的

397=8缓冲液：1+00>?／67@AB<4C?，D4*-E，%+00>?／68F7G，%++00>?／6 =HC?，

%00>?／639";，.2!<98，制成%+2的悬液，超声波处理.0AI，低速离心E1++J二次，每
次%10AI，收上清，’1+++@／0AI超速离心’10AI，弃上清，沉淀用397=8缓冲液重悬，低
速离心一次，取上清，+-:1"0孔滤膜过滤，超速离心沉淀，适量397=8缓冲液重悬，进
行不连续氯化铯密度梯度（’++++@／0AI）离心.+K，收乳白色病毒带，对+-+%0>?／63#"透
析:(K，即为纯化的病毒，经磷钨酸（37G）负染，电镜观察。

!"% &’(探针制备及斑点杂交
根据台湾地区!"#$基因组!"##片段序列合成一对引物，用3CL方法及地高辛

（F5M）标记试剂盒（宝灵曼公司产品）制备F5M标记长为’11ND的 !"#$F=G探针，引
物及探针序列详见前文［%%］。F=G提取及斑点杂交试验按文献［%.］方法进行。

# 结果

#O! 电子显微镜观察
在%&&’年至%&&(年收集的自然发病中国对虾胃（图版#<%）、鳃、头胸甲下表皮、淋

巴样器官及触角腺（结果未显示）中均见大量核内长椭圆型病毒颗粒，病毒有包膜，呈单位

膜结构，厚约($%+I0，内包杆状核衣壳。完整毒粒大小平均（%.1P*-E）I0Q（’:1P%E）

I0，核衣壳平均（(1PE-1）I0Q.&1I0。细胞核内未见包涵体。部分毒粒一端可见包膜
延伸形成乳头状突起。除完整毒粒外，可见大量未装配成熟的病毒空壳和裸露核衣壳（图

版#<.）。在胞浆内偶尔可见散在的或胞浆空泡内成熟的病毒颗粒（图版#<’）。各年度
收集的病虾组织内的病毒形态及大小均相似。

#O# 纯化病毒的结构特征
经氯化铯密度梯度离心后，获得大量纯化的病毒，包膜全部丢失。核衣壳呈杆状，大

小约（(+P%’）I0Q（’(+P.:）I0，由%’$%E条螺旋带构成，螺旋带与衣壳长轴垂直，螺
旋带两侧各由E$*个子粒构成，子粒直径约&I0（图版#<:）。

#O$ 斑点杂交结果
将纯化的病毒F=G、健康中国对虾组织F=G、各年度发病对虾组织F=G点样于硝
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图! 地高辛标记 "#$%&’(探针检测
发病中国对虾（!))*!!))+）结果
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酸纤维素膜上，用&JK标记&’(探针进行杂交，
同时将LM点于膜上作空白对照。斑点杂交结果
如图!所示，纯化病毒&’(、发病虾组织&’(杂
交反应阳性，而健康对虾组织&’(及空白对照无
杂交信号。

! 讨论
中国大陆严重流行性虾病最初于!))E年N月

至)月发生于福建南部养殖的斑节对虾、长毛对虾
及日本对虾［!*］，次年夏季从南到北迅速蔓延，波及

全国整个沿海养殖区。本文在中国对虾中发现的病

毒形态与台湾地区发现的"#$%形态相似，但体积
较大，切片内完整毒粒为（!EIONPQ）49R（*HIO!Q）

49，台湾 "#$%大小为（+NON）49R（**SOES）

49［!H］。纯化病毒核衣壳大小分别为（+SO!*）49R
（*+SOEH）49和（I+!QN）49R（**S!*IS）49［)］，二者具有相似的结构特征，核衣壳呈杆状，
螺旋对称，由规则性排列的螺旋带状蛋白亚单位堆积构成，与衣壳长轴垂直。在纯化过程

中，病毒包膜全部丢失，未能见到病毒一端突出的尾样结构，但超薄切片中部分毒粒可见乳

头状突起，提示本文研究的病毒有可能在成熟毒粒的一端带有相似的尾样结构，其他作者从

发病中国对虾中曾纯化到带尾样结构的病毒［E］。病毒大小的差异可能与宿主来源及标本制

备方法各异有关。

根据台湾"#$%基因组&’(+$,"片段序列设计引物，从发病中国对虾提纯的病毒

&’(中成功扩增出长为*II<:目的片段，&’(序列测定表明二者序列完全相同［!!］，经

&JK标记制成"#$%&’(探针，对!))*年至!))+年收集的中国对虾病虾标本及纯化
病毒&’(进行斑点杂交检测，均呈阳性反应，而与正常对虾组织无杂交反应。
综合上述电镜及&’(杂交结果，本文证实造成中国大陆养殖对虾疾病暴发的病毒

与台湾地区流行的"#$%有同源性。"#$%感染是造成中国大陆养殖对虾连年暴发流
行病的重要原因。我们正在进行的病毒基因组文库构建及&’(序列测定工作将有助于
阐明中国大陆对虾病毒流行株与包括台湾"#$%在内的其它白斑病毒的关系。
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图 版 说 明

<C-26)6!(,),*-26!#1

8;发病中国对虾胃组织电镜照片（D8E:FF）

<2#+!.,)>(+.,G.6-",*!"#1!,>6+",*4(1#61#4!*’()#"#&)&（D8E:FF）
:;发病中国对虾胃组织电镜照片（DHHIFF）

<2#+!.,)>(+.,G.6-",*!"#1!,>6+",*4(1#61#4!*’()#"#&)&*A..,7"#64()4(+6!#16)(--2#J2(K#1!.0+!0.#
-.,L#+!()G*.,>,)##)4,*!"#/(.01（DHHIFF）

H;发病中国对虾胃组织电镜照片（DHHIFF）

<2#+!.,)>(+.,G.6-",*!"#1!,>6+",*4(1#61#4!*’()#"#&)&;A..,7"#64()4(+6!#1!"#/(.,)()!"#+3!,-261>（D
HHIFF）

E;纯化病毒核衣壳负染电镜照片（ D888EFF）

@#G6!(/#231!6()#4#2#+!.,)>(+.,G.6-",*-0.(*(#4/(.62)0+2#,+6-1(41*.,>4(1#61#4!*’()#"#&)&（D888EFF）

8M,..#1-,)4()G

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

"

""

"

60!",.

敬 告 读 者

《微生物学报》是中国自然科学核心期刊（名列生物类期刊第E!N位）。
据中国科技信息研究所最新出版的《中国科技期刊引证报告》（MOMP）中报道，

899I年我刊的影响因子为FQHR9，名列生物类期刊第八位。
另据中国科学引文数据库899I年最新数据统计，在被引频次最高的中国

科技期刊RFF名排行表中，本刊名列第NI位，并连续五年（899E!899I）入围
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中国科技期刊《引文频次百名表》。

重 要 声 明

凡本刊刊出的稿件，除在本刊出版使用外，还要以《光盘版》等多种形式出版使

用，作者如不同意，敬请来稿时声明。

从:FFF年开始，凡被本刊录用的稿件，编辑部将及时发出录用通知；对未被录
用的稿件，将及时函告，并说明原因，稿件一律不退，请作者自留底稿。

《微生物学报》编辑部
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