
福建水产
,

1 9 9 7 年 3 月
,

第 1 期

JO U R N A L O F F U J I A N F I S H E R I E S

N 0
.

1

M A R
.

1 9 9 7

对虾病毒检测述评
`

罗文新 林元烧

(厦门大学海洋系
、

亚热带海洋研究所
,

厦门 361 0 0 5)

池养对虾疾病的大规模暴发和广泛流行给各对虾养殖 国带来 巨大的经济损失
,

而病

毒性疾病是引起对虾死亡的主要原因之一
。

感染病毒的对虾不具 明显的临床症状
,

从外表

及行为特征上难以进行诊断
,

而且
,

病虾常伴有寄生或共生的原虫或细菌性的二次感染
,

增加了及时准确诊断疾病的困难
。

导致对虾疾病的因素很多
。

B or ck ①认为
,

对虾弧菌病的直接致病因素是弧菌
,

但其根

本原因是对虾感染 了病毒
,

如 B P
、

H P V
、

M B V
,

或其它因素如 V 。
缺乏等

。

国内外许多专

家认为
,

对虾的许多疾病乃是 由病毒原发性感染引起对虾营养 消竭
,

体质下降
,

而后细菌

继发性感染的结果
。

因此
,

对虾病毒的早期诊断至关重要
。

本文归纳介绍对虾病毒检测的

几种常用方法并略做一些评述
,

旨在为水产工作者提供参考资料
。

1
.

光学显微镜组织病理学检测法
最初的组织病理学对虾病毒检测法

,

是利用各种不同的染色方法将固定切片后的肝

胰脏细胞 内的病毒包涵体显示出来
。

所用染料 包括 H a e m a t o x y l in
、

E o s i n
、

G i e m
s a 、

F e u l
-

ge n
等

。

通过光学显微镜
,

可观察致病细胞病变的发育过程
,

及病毒包涵 体的形成部位
、

形状和大小
。

s a p n n
等 s[] 用 F e ul ge

n 染色
,

在草虾的淋 巴器官细胞中发现 L O v 病毒形成的胞质包

涵体
,

淋 巴器官的细胞病灶中缺少中央淋 巴管
。

病变细胞的细胞核膨大
,

染色质围边
,

细胞

空泡化
。

B o
an m ils 〕用 E os in 染色

,

在范氏对虾的淋巴器官中发现 L O V V 病毒形成的细胞

质包涵体
。

病灶的多个细胞形成一球形结构
,

也缺少中央淋 巴管
、

病变细胞的细胞质高度

空泡化
,

细胞核裂解
。

此外
,

用 Br
o w n

an d Br
e
nn

` 5 G ar
n 染色可检测到草虾的 M B V 形成

的核内无定形包涵体
;
iG

e m s a
染色应用于对虾幼体 中的 H P V 诊断可提高检测的灵敏度

。

iL gh
t n e : 和 R e d m a n[

, 〕曾经报道检查草虾是否感染杆状病毒的简易方法
,

即直接用

肝胰脏涂片
,

然后用 0
.

05 %的孔雀绿染色
,

若见明亮兰绿色的圆形包涵体即为阳性虾
,

但
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孔雀绿对包涵体并无特异性
,

使包涵体不容易与其它圆形物如脂滴或分泌颗粒 区分
。

1 9 9 3

年
,

V ick
e sr 等81[ 报道了利用压片涂抹对虾的肝胰脏

,

分别用 H
一

E 染色和 u’( 咤橙染色
,

都

可以在不到 1 小时内检测出 M B V 包涵体
。

经叮陡橙染色的细胞
,

利用萤光显微镜观察
,

可见黄绿色的杆状病毒核内包涵体
。

叮睫橙对各种不同组合的蛋白质有不同程度的结合

性
,

使细胞质为红色
,

脂滴为黑色
,

可避免孔雀绿染色的不准确性
。

光学显微镜组织病理学检测法的操作简单
,

处理样品量大
,

且易于现场操作
,

现在仍

是广为采用的方法
。

2
.

电子显微镜技术检查法
电镜技术已成为病毒学研究 中不可缺少的手段

,

是病毒快速诊断的常规技术
。

电子显

微镜
,

配合超薄切片技术
,

能清楚显示宿主细胞的细胞器
、

膜性结构和生物大分子的病理

改变
,

以及病毒粒子的结构和复制过程
,

使对虾病毒的病理基础和病变过程的认识提高到

分子水平
。

负染技术则具有简便易行
、

反差好
、

分辨率高的优点
。

在电子显微镜下
,

L O V 病毒颗粒为有被膜的杆状粒子
,

大小为 1 63 一 Z o o n m x 36 一

6 3 n m
,

在 细胞 质中呈现晶格排列
,

核 内则权少这 种现象
。

L O V V 为二 十面体
,

直径为

3 0 n m
,

在细胞 质内偶尔形 成晶格排列
,

或成束存在
。

Y H V 的大小为 1 50 一 1 70 X 40 一

s o n m
,

被膜的外面围绕着一层 l l n m 长的球形突起
。

1 9 9 5 年
,

W o n g t e e r a s u p a r a
等 [ g

)于患

病的草虾
,

用电子显微镜检查
,

发现 S E M B V 病毒位于细胞核内
,

无囊膜
。

有衣壳的完整病

毒粒子呈椭圆形
,

有突出的多绒毛状附属物
,

大小约 2 7 6 x 1 2 1 n m
。

O w ee n s 〔`。 〕在斑节对虾

的鳃组织中观察到 P H R V
,

病毒存在于细胞核和细胞质中
,

杆状
,

大小为 5 88 又 1 1 gn m
,

被

较小的衣壳包装而变成 V 或 U 形
。

上述组织切片及涂片光学显微镜检测法
,

是根据有无包涵体确定对虾是否染有病毒
,

但在包涵体形成之前
,

却看不到任何病毒
。

因此根据包涵体检查病毒的方法
,

对潜伏期及

早期的病毒感染是无能为力的
,

而且
,

BM N V
、

Y B V 等在对虾体内不形成包涵体
,

给该病

诊断带来困难
。

电子显微镜检查虽可看到病毒粒子
,

但费时较久
,

不适宜于野外现场的对

虾病毒快速诊断
。

随着细胞培养富集病毒研究的逐步发展和各种病毒纯化技术的应用而

取得的成就
,

对虾病毒的检测已向免疫生物学和分子生物学方面发展
,

使检测方法更为准

确快速
。

3
.

免疫生物学方法
免疫生物学方法是利用特异性抗原抗体反应来研究组织细胞特定抗原的定位和定量

技术
。

为了显示和观察这种抗原抗体反应
,

需要预先将某种标记物结合到抗 体上
,

借标记

物的荧光或酶的有色反应
、

放射性或高 电子密度
,

在光镜或 电镜下进行定性
、

定位或定量

研究
。

早在 1 9 5 6年
,

L e w i s [` , 3就报道了间接夹心 E L IS A ( e n z y m e 一 l i n k e d im m u n o s o b e n t a s -

as y )法检测对虾杆状病毒
,

该方法可以检测到至少 1 0 n g 的病毒蛋白
。

1 9 8 8 年
,

台湾的陈

秀男等
t `〕用免疫萤光染色法来检测草虾肝胰脏和排泄物所存在的 M B V 包涵体

,

病毒包

涵体在萤光显微镜下显现绿萤光或橙红色
。

1 9 9 5年
,

黄捷等川则用单克隆抗体酶联免疫

技术检测对虾皮下造血组织坏死病毒的病原体
。

到了 1 9 9 6 年
,

L u
等〔’ 3〕发展了 N C

一

EI A
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(N i t r o c e l l u l o s e 一 e n z y m e im m u n o a s s a y )法来检测 Y H V
。

抗体与 H R P 偶联
,

底物为 T M B

时能检测到 。
.

4n g 的病毒蛋白
。

此方法还能检测到感染组织中 100 T CI sD
。

的病毒
。

免疫荧光法需要特殊设备
,

不易作定量分析
,

而且对结果判定有一定的主观性
。

相对

地说 E L IS A
、

N C
一

E I A 检测的敏感性高
,

可达
n g 水平

,

且具有特异性强
、

简单
、

快速 及易

观察等特点
,

可作定性定量分析
,

适合于对虾病毒的早期诊断
。

4
·

T C ID 5 0

病毒滴定法
29 9 5 年

,

L u
等 〔” 〕应用 T C I D

S。
( 5 0 % T is s u e C u i r u r e In f e e t i o u s D o s e A s s a y )

,

来测定

Y B V 的感染滴度
,

被感染组织为用 96 孔组织培养板培养的虾淋巴器官细胞
。

测定 Y B V

感染的虾的 15 %鳃匀浆液
,

其病毒滴度为 5
.

1 0 ( 5
.

75 ) T C I D
S。

/ m l
。

这是首次报道的测定

虾病毒浓度的检测手段
。

同年
,

他用同一方法检测了范氏对虾和草虾的 9种不同的组织和

器官
,

证明全都有 Y H V 感染
,

且淋 巴器官
、

鳃和头部软组织 比其它组织的滴度高 10 到

8 0 0 倍
,

因而推测它们是 Y H V 感染的最初靶组织和器官
。

5
.

分子生物学方法
核酸分子杂交技术以其特异和敏感为主要特点

,

应用于组织细胞中的病毒基 因检测

和定量
。

在杂交中所使用的克隆探针一般较寡核甘酸探针的特异性强
,

复杂度也高
,

可获

得较强的杂交信号
。

细胞内原位杂交是核酸杂交技术之一
,

用来直接定位某些特定细胞或

染色体上的病毒基 因
。

核酸杂交技术能检测到几个 gP 的病毒核酸
,

比 E IL S A 敏感上百

倍
。

1 9 9 4 年
,

B r cu e
等〔“ 〕发展基 因探针进行原位杂交

,

探针为 B p
一

D N A 片段
,

用 d i g o x -

i g e n i n 非放射性标记
,

检 测对虾靶器官中的对 虾杆状病毒 ( B P )
。

M a r i 等 [ ’ 5 ]将 H P V 的

DN A 基 因组部分克隆
,

经 内切酶消化得到一个 2
.

3 K b p 的片段
,

构建 2 个不同的 D I G
-

lld U T P 标记的探针
,

进行肝胰石蜡切片原位杂交
,

能与感染组织反应
,

探针在细胞核中产

生强烈标记
。

严重感染的肝胰
,

细胞碎片与探针紧密结合
,

还可以在上皮细胞表面形成微

小突起
。

M a ir 等仁’ `〕还抽提 IH H N V 的核酸而得到少量 ds D N A
,

克隆到 p U C 1 8
,

经过限制

性内切酶分析
,

其中一个克隆
,

B Q 3 1
,

用来构建不同大小的 D IG
一

n d U T P 标记的探针
。

在

原们杂交中
,

探针使靶细胞形成 显著标记
,

特别是核 内 C o w d yr A 型包涵体
。

A ir m ot 。

等〔” 〕将 B M N v 基因组 D N A 的部分 aB m H I 酶切片段克隆
,

用 P
一

3 2
一

C T P 标记制成探针
,

从而检测病虾中的 B M N v
。

核酸分子杂交作为常规诊断方法受其技术复杂的限制
,

且其敏感度仍未达到实际标

本中检测少量病毒的要求
。

P C R 技术的引入革新了对虾病毒的检测
,

其标本处理十分简

单
,

检测 DN A 靶分子的灵敏度是其他方法难以比拟的
,

可以检测到单个病毒粒子
。

国内外有不少学者报道了用 P C R 方法检测对虾中的 M B V
、

B P 病毒
。

1 9 9 3 年
,

台湾

大学的 C h a n g 等仁̀ 8 ]利用 P c R 技术对草虾杆状病毒 ( M B v ) 的 D N A 进行纯化和扩增
,

这

是首次成功地利用 P C R 技术进行对虾病毒的 D N A 扩增
。

杨丰等
仁, 〕则用 P C R 方法进行所

分离的草虾杆状病毒 ( M B V )包涵体的鉴定
,

结果很理想
。

1 9 9 6 年
,

w an g 等
仁, 。〕用 P C R 方

法检测对虾中的 B P 病毒
,

并获得了预计的扩增产物
。

因为对虾组织中存在抑制 D N A 聚

合酶的不明复合物的存在
,

准备 P C R 的样品非常关键
。
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总之
,

实验表明
,

采用分子生物学方法虽然仪器要求高
、

操作复杂
,

但检测灵敏
、

特异

性高
,

在对虾病毒的早期诊断上已得到愈来愈广泛的应用
。

核酸扩增后再进行探针杂交实

验
,

将是直接检测对虾病毒最敏感的方法
。

参考文献

1
.

陈秀男
,

张朴性
,
198 9

.

草虾杆状病毒 ( M B v )之诊断方法及其应用
。

养虾全集
,

养鱼世界杂志社

2
.

黄捷等
,

1 9 9 5
.

单克隆抗体酶联免疫技术检测对虾皮下造血组织坏死病的病原及传播途径
.

海洋水

产研究 1 6 ( l )
:
4 0一 4 9

3
.

杨丰等
,
1 9 95

.

分离草虾病毒包涵体的一种新方法
。

台湾海峡 1 4 ( 1 ) :

80 一 83

4
.

M
a in

,

K
.

J
. ,

1 9 9 3
.

A R e v
i
e w o f t h e D i s e a s e o f C u l t u r e

d P
e n a e

id S h r im P
.

i n
:

M a i n ,

K
.

F
.

e t a
l

( e
d

s )
,

P
r o e e e d in g s o n

I
n t `

1 s y m p
.

o n S h r i nr p C
u
l t

u r e i n A s ia
一

P
a e if ie R

e g
. ,

T h e
C h in a

S
o e

i
e t y 0

1

F i s h e r
i
e s ( B e

i ji
n g )

.

Pp
.

3 8一 4 6

5
.

S p a n n K
.

M
.

e t a l
. ,

1 9 9 5
.

L y m p h o id o r g a n
V i r u s o f P ` 儿 a e u s , n o , i o

d
o , : f r o nr A

u s t r a
li

a
.

D i s
.

A q u a t
.

O邝
. ,

2 3 ( 2 ) : 1 27
一
1 3 4

6
.

B o n a m i J
.

R
.

e t a l
. ,

1 9 9 2
.

P
a r t i a

l
e
h

a r a e t e r i z a t io n o
f

a
T

o g a v i r u s
( L O V V )

a s s o e i a t e d w i th

h is t o p a t h
o
l
o g ie a

l
e h a n g e s o

f t h e l y m p h
o id

o r g a n o f p e n a e i d s
h

r im p s
.

D i s ,

A q u a t
.

O r g
. ,

1 4 ( 2 )
: 1 4 5

-

1 5 2

7
.

L i g h t n e r D
.

V
.

e t a l
. ,

1 9 8 3
.

I
n f e e t io u s

H y p o
d

e r m a
l

a n
d H e

m
a t o p o ie t i e N e e r o s is

, a n e
w l y

r e e o g n iz e d

v
i
r u s d is e a s e o f p e n a e i d

s h r im p
.

I
n v e r t e d r

.

P
a t h o

l
. ,

4 2
:
6 2

一
7 0

8
.

V i e k e r s J
.

E
.

e t a l
. ,

1 9 9 3
.

A
n im p r e s s i o n s m e a r m e t h o

d f
o r r a p id f

o r r a p id d
e t e e t i

o n o f P e ,: a e u s m o n -

口己口 , `一 t y P e
b

a e u
l
o v i r u s (M B V ) i

n
A

u s t r a
l i

a n P r a
w

n s ,

F i s
h D is

. ,
1 6 : 5 0 7

一
5 1 1

9
.

W o n g t e e r a s u p a y a
C

.

e t a l
. ,

1 9 9 5
.

A n o n 一 o e e
l
u
d

e
d

, s y s t e m ie b a e u
l
o v ir u s t h

a t o e e u r s in e e
ll

o f e e -

t o
d

e r
m

a
l

a n d m
e s o

d
e r m a

l
o r i g i n a n

d
e a u s e s m o n o

d
o n

.

D is
.

A q u a t
.

A乍
. ,

2 1 ( l )
:
6 9

一
7 7

1 0
.

O w e e n s L
. ,

1 9 9 3
.

eD
s e r i P t io n o f t h

e
I
s t H

a e m o e y t ie R
o
d
一

Sh a p e
d V ir u s

f
r o m a P e n a e i d P r a w n

.

D is
.

A q u a t
.

Q r g
. ,

1 6 ( 3 )
:
2 1 7

一
2 2 1

1 1
.

L u
Y

.

e t a
l

. ,

1 9 9 5
.

D is * r ib
u t io n o

f y e
l l

o
w

一

h e a
d

v i r u s in s e
l
e e t e

d t i s s u e s a n
d

o r g a n s o f p e n a e i d

s
h

r
im p P e ,: a e u s v a ,: n a , n e i

.

D is
.

A q u a
d t

.

O
r g

. ,
2 3 ( l )

:
6 7

一
7 0

1 2
.

L
e w is D

.

H
. ,

1 9 8 6
.

A
n e n z y m e 一

li
n k e

d im m u n o s o r
b

e n t a s s a y ( E L I S A ) f
o r d e t e e t i n g p e n a e

i d

b
a e u

l o
v
i
r u s

.

J
.

F is h D i s
. ,

9 ( 6 ) : 5 1 9
一
5 2 2

1 3
.

L
u

Y
.

e t a
l

. ,
1 9 9 6

.

D e v e
l
o p m e n t o f a n

i t
r o e e

ll
u lo s e 一 e n z y m e im m

u n o a s s a y f o r t h
e d e t e e r io n o

f y e
l

-

lo w v ir u s
f
r o

m P e n a e
i d

s
h

r im P
.

J
.

F i
s h D is

. ,
1 9 ( l )

:
9
一
1 3

1 4
.

B r u e e L
.

D
.

e t a
l

. ,

l 9 9 4
.

A p p 1i
e a t io n o f g e n e P r o

b
e s t o

d
e t e r m i n e t a r g e t o r g a n s o f a p e n a e id

s
h

r
im p

b a e u
l
o v i r u s u s in g in s it u h y b r id i : a t io n

.

A q u a e u l t u r e ,
1 2 0

:
4 5

一
5 1

1 5
.

M
a r i J

.

e t a
l

. ,
1 9 9 5

.

P
a r t ia l

e
l
o n i n g o f t h

e g e n o
m

s o
f

a n u n u s u a l s
h

r im p p a r v o v i r u s ( H P V )
:

U
s e o f

g e n e P r o b e s i n
d i

s e a s e
d ia g n o s i s

.

D i s
.

A q u a t
.

O r g
. ,

2 2 ( 2 ) : 1 2 9
一
1 3 4

1 6
.

M
a r i J

.

e t a
l

. ,

1 9 9 3
.

P a r t i a
l C l

o n
i
n g o f t h

e
G

e n o m e o f I
n f e e t io u s

H y p o
d

e r
m

a l a n d H a e
m

a t o p o ie t i
e

N
e e r o s is V ir u s , a n

U
n u s u a

l P a r v o v i r u s P a t h o g e n ie f o r P e n a e
id S h r

im p s 一 D ia g n o s i s o f t h e
D is e a s e U

s -

i n g a S p e e if ie P r o b e
.

J
.

G
e n

.

V i r o l
. ,

7 4 ( P a r t 1 2 )
:

26 3 7
一
2 6 4 3

1 7
.

A
r im o t o M

.

e t a l
. ,

1 9 9 5
.

C h a r a e t e r
i
: a t i

o n a n d p a r t i a
l

e l o n in g o f t h e g e n o m ie D N A
o f a

b
a e u

l
o v ir u s

f r o m P
e ,: a e u s

担P o ,` i e u 、
.

A q u a e u lt
u r e ,

1 3 2 ( 3
一
4 )

:
2 1 3

一
2 2 0

1 8
.

C h a n g P
.

5
.

e t a l
, ,

1 9 9 3
、

P
u r if i

e a t i o n a n d a m p [ if ie a t io n o f D N A f r o m P e n a e u 、 功 o n o d o n 一 t y p e



9 8第 1期 罗文新
、

林元烧
:

对虾病毒检测述评

ba u e
l

o v
i

u s r(M ) B V
.

J
.

I
n v e rt eb r

.

P
a t ho

l
.,

6 2 : 1 1 6
一
1 2 0

1 9
.

W
a n g 5

.

Y
.

e r a l
. ,

1 9 9 6
.

D e v e
l
o pm e n t o f a

P C R p r o e e
d

u r e f o r t h
e d e t e e t io n o f B

a e u l o v
i
r u s p e n a e id

i
n s

h
r im p

.

D is
.

A q u a t
.

O r g
. ,

2 5 ( 1
一
2 )

:
1 2 3

一
1 3 1


