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摘 要:利用对虾白斑综合征病毒 WSSV，采用注射和投喂方式，对养殖三疵梭子蟹 (Portunus trit凶erculatus ) 

进行人工感染，以确定 WSSV 对养殖梭子蟹的易感性和可能存在的潜在危害。结果发现，在水温 24 - 25 "c条

件下，病毒注射感染组全部发病，1O -16d 全部死亡;投喂组死亡率 339毛;对照组未出现死亡。采用荧光定量

PCR 对各试验组梭子蟹的肌肉和肝膜腺混合物进行 WSSV 检测，发现注射感染组阳性检出率为 100% ，均为

强阳性;投喂组阳性检出率为 50% ;对照组的阳性检出率均为 0。光镜下可观察到感染梭子蟹的肝膜腺、肌肉

组织、鲤、组织的靶细胞核肿大、变形，并出现以坏死为主的变质性病变;电镜下病变组织细胞中可见形态、大小

与 WSSV 一致的病毒粒子。由此表明:对虾 WSSV 可以感染三疵梭子蟹，并表现出明显的病理症状，感染与病

毒的数量以及梭子蟹自身的体质、环境条件密切相关。
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Abstract: In order to ascertain the susceptibility and the potential danger of WSSV to the cultured Portunus 

trituberculatus , the healthy crabs were inoculated with WSSV by intramuscular injection and feeding. The 

results showed that the crabs in the group of intramuscular injection all became diseased and died at 10 to 16 

days after being inoculated; the mortality of the group of feeding was 33 % , and that of the control group was 

O. Real-time PCR assay was developed in this study for quantitative analysis of WSSV in muscle and 

hepatopancreas. Detectable rates of WSSV from intramuscular , feeding and control groups were 100% , 50% 

and 0 respectively. Histopathological observation showed that the nucleus of target cells in the hepatopancreas , 

atrial muscle , and gill became swollen and distorted , servere vacuolation and necrosis of epithelial cells of 
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hepiltopancreas and gill , as well as the atrial muscle fibres were obviously observed. Under electron 

microscope ,virus particles with the same size and morphological features as WSSV were seen in the abnormal 

tissue cells. In conclusion , the WSSV can infect Portunus trituberculωωand cause obvious histopathological 

changes in the crab tissues , and additionally , the degree of the infection of WSSV was closely related to the 

amount of virus , as well as the crabs health and environment conditions. 

Key words: Portun时 trituberculαtus; WSSV; artificial infection; histopathology 

白斑综合征病毒(white spot syndrome virus , WSSV)是目前对虾养殖中危害最大的病毒性疫病之一，

此病毒传播速度快，病原性强，宿主范围广，感染死亡率高，给对虾养殖业带来了沉重的打击。雷'质文

等[IJ认为海水甲壳动物对 WSSV 普遍易感，中国对虾 ( Penaeω Chinesis) 、南美白对虾 (P. vannαmei) 、斑

节对虾 (P. monodo川、日本对虾 (P. j，α:pomcaω) 、墨吉对虾 (P. merguiens) 、脊尾白对虾 ( Exopalaemon 

carinicaudα) 等养殖对虾是 WSSV 的天然宿主;天津厚蟹 (Helice tientsinensis) 、日本大眼蟹

(Macrophthαlmus jα:pomcα山)、乳斑虎头蟹 (Orithyia mαmillaris) 等蟹类亦皆可被 WSSV 侵染。海洋近岸

及虾池中几乎所有的甲壳类、挠足类等动物均可检出有阳性个体[2]O

三疵梭子蟹(Portunus trituberculαtus) 是我国海水大型经济蟹类，随着梭子蟹人工繁育和养成技术的

突破，养殖发展迅猛，已成为继中国对虾以后我国主要海水甲壳类养殖品种之一O 但近年来，不断有虾

蟹混养池塘在对虾感染 WSSV 发生大量死亡后，继而会出现养殖蟹类死亡的报道口，4J 。三庇梭子蟹属

甲壳类动物，其对 WSSV 的易感性如何?是否可能存在象对虾一样暴发性发病死亡的可能?本实验以

患白斑病毒病南美白对虾病虾作为感染源，人工感染养殖梭子蟹，旨在确定自斑综合征病毒对养殖梭子

蟹的易感性和可能存在的潜在危害，进一步为梭子蟹养殖的病害防治提供依据和参考。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

感染用白斑综合征病毒 WSSV 来自患典型白斑病毒病的养殖南美自对虾。取经免疫金试剂条检测

为阳性(中国海洋大学开发) ，进一步采用荧光定量 PCR 检测确认为 WSSV 感染发病致死的南美臼对虾

500 g ，保存于 40 "c冰箱中备用。

感染用梭子蟹采自浙江省海洋水产研究所西闪试验场当年人工育成的蟹种，体重 40 -60 g ，挑选活

力强、无损伤、体色正常的健康蟹作为试验用蟹，于室内玻璃钢水槽中暂养 4d 后作感染试验用，培养温

度 23 - 25 "c。

1. 2 试验方法

1. 2.1 自斑综合征病毒 wssv 悬液制备

取保存的病虾虾头 40 个，解冻后剥去甲壳，加 10 倍体积的元菌生理盐水在组织匀浆器中匀浆，

4 OC 8 000 r/min 离心 15 min ，取上清液稀释至 1: 10 ， 1%。双抗 4 "C处理过夜，再经 0.22μm 微孔滤膜过

滤，保存过滤液，作为注射感染实验的病毒液。

1. 2. 2 感染试验

采用注射和投喂两种方式进行感染，同时分别设置对照组。试验随机分组，每组设 6 只蟹。病毒注

射组:每只蟹注射 0.2 mL 病毒悬液，注射部位为第 4 对步足基部的肌肉处。对照组注射等量元菌生理

盐水。病毒技喂组:每天每只蟹投喂 l 尾解冻的病毒虾。投喂对照组:每天每只蟹投喂 1 块鱼肉

(约 5 g )。试验在 20 cm x50 cm 玻璃钢水槽中进行，试验水温控制在 23 - 25 "c ，充气培养，每天换水

1 次。观察梭子蟹的活动及死亡情况，统计死亡数量并保存样品作病理检查及病毒检测。
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1. 2. 3 组织病理学观察

取具有典型病毒感染症状梭子蟹的肝膜脏、心脏、魄、肌肉等组织，用过滤海水配置的 10% 福尔马

林固定，常规方法制备石蜡切片， H.E 染色，光镜观察。另外，用 2.5% 戊二醒固定病毒感染蟹的肝膜

腺、肌肉，制备超薄切片，进行电镜超薄切片观察。

1. 2. 4 病毒检测

感染试验结束，采用荧光定量 PCR 对所有个体(包括死亡保存个体和未死个体)的肝膜脏和肌肉混

合物进行 wssv 检测。

许文军，等:白斑综合征病毒感染梭子蟹试验及组织病理学观察期

结果

人工感染及症状观察

不同方法感染梭子蟹的实验结果如表 l 所示。

病毒注射组梭子蟹于注射后第 2 天出现食欲减退现象，第 3 天起开始停止摄食，第 4 天出现 l 只不

正常死亡，试验第 10 天开始出现死亡高峰，至第 16 天全部死亡。解剖发现，所有发病和死亡蟹出现肝

膜腺发白，血淋巴白浊、不能凝聚等症状。

病毒投喂组梭子蟹于投喂病毒虾第 4 天，发现个别摄食减少，分别于第 8 天和第 9 天出现 2 只死

亡，其它蟹至试验结束仍存活，并能正常摄食。死亡个体未出现血淋巴白浊现象。

注射对照组与投喂对照组，整个试验过程中均活动正常、摄食良好，未出现异常和死亡。

2 

2.1 

表 1 梭子蟹人工感染南美自对虾 wssv 试验结果

Tab. 1 The challenge tests of Portunus 的ituberculatus with WSSV 
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组织病理观察

濒死的梭子蟹肝膜腺组织切片经 H.E 染色后在光学显微镜下观察，发现肝膜腺柱状上皮细胞呈空

泡化变性，细胞排列紊乱，肝小管上皮细胞形态及界线模糊，细胞核溶解消失，呈现细胞坏死状态，无法

区分肝膜腺的各种类型细胞。肝小管上皮细胞内有血细胞浸润现象。肝小管间的血腔隙及结缔组织间

充满炎性坏死崩解物，可看到细胞核固缩(图版 1-1 ， 2)0

直恩的初级鲤片内有许多嗜曙红颗粒细胞(图版 1 -3) ;次级自思小片水肿，上皮细胞分离，甚至整个次

级自思小片上皮细胞坏死、脱落，看不到细胞结构(图版 14) 。

患病梭子蟹心肌纤维浊肿，有的空泡变性，大部分横纹消失，可见内皮巨噬细胞膨大(图版 1 -5) 0 

还可观察到局部性肌肉溶解坏死(图版 1 -6) 0 

对照组梭子蟹鲍(、肝膜腺、肌肉组织细胞中未观察到明显的病理变化，核膜、细胞膜结构清楚，细胞

形态清晰可辨，组织结构完整。

电镜观察发现，有的肝膜腺细胞还具有细胞形态，可观察到细胞前端的微绒毛，但细胞界限不太清

楚。许多细胞已失去细胞形态，细胞破裂，细胞中有病毒颗粒(图版 II -1 )。肝膜腺上皮细胞的细胞核膨

大，其中布满病毒颗粒(图版 E 号， 3) ，成熟病毒粒子大小为(110-140) nmx(340-420) nm ，横切面为

圆形，纵切面为杆状而略带椭圆，完整病毒粒子有核心、衣壳和囊膜。可以看到处于不同发育状态的病

毒，如成熟病毒外被囊膜;有的病毒外面元囊膜;有的则为空的核衣壳，元核心。

感染 wssv 的梭子蟹的心肌纤维细胞的细胞核也发生膨大，几乎占据整个细胞，其中可观察到具有

2.2 
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同肝膜腺中的病毒相同形态的杆状病毒粒子(图版 II -4)。

对照组梭子蟹细胞结构和形态完整，未见有杆状病毒粒子。

2.3 定量荧光 PCR 病毒检测结果

感染试验结束，采用荧光定量 PCR 对死亡保存个体和未死个体的肝膜脏和肌肉混合物进行 wssv

检测。结果发现，病毒注射组各蟹(包括 5 只死亡个体和 l 只濒死个体)均表现出 wssv 强阳性，阳性

检出率为 100% j病毒投喂组，2 个死亡个体当中一个为 wssv 强阳性，另一只为弱阳性(死亡) ，其余 4

只未死个体有一只呈弱阳性，3 只呈 wssv 阴性，阳性检出率为 50% 0 对照组所有个体检测均呈 wssv

阴性，阳性检出率为 O( 图 1 显示部分试验蟹定量荧光 PCR 检测结果)。
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图 l 部分试验蟹定量荧光 PCR 病毒检测结果

Fig. 1 Detection results of WSSV by real-time PCR assay 

3 讨论

从试验结果可以看出，不同的感染方式，其感染结果存在显著差异。病毒注射感染组，所有个体均

出现食欲减退、停食、反应迟缓，解剖有肝膜腺发白，血淋巴白浊等明显的异常临床表现，且在感染第 10

天左右出现死亡高峰， 16 d 全部死亡，对照注射生理盐水组未出现死亡。对感染濒死个体的组织病理

观察可见，病蟹肝膜腺、肌肉、鲍组织的靶细胞核肿大、变形，并出现以坏死为主的病变，电镜下可在濒死

蟹的肝膜腺、肌肉等组织细胞中观察到大量形态、大小与 wssv 一致的病毒粒子。这些现象与对虾白斑

病毒病感染的情况相类似[5]O 进一步对发病死亡个体进行定量 PCR 检测，发现所有注射组个体均为

wssv 强阳性，由此可以证明 wssv 可以感染梭子蟹，并导致发病死亡。

白斑病毒 wssv 对中国对虾的致病力极强。黄僵等[6] 报道，对虾白斑病毒 wssv 可通过技喂进行
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感染，体长 7 cm 的对虾感染病毒后 2 -9 d 出现死亡，累积死亡率均为 100% 。宋晓玲等[7] 刘萍等问，

蔡生力等[9] 的研究亦证实了中国对虾感染 wssv 主要是经口传播而引起感染。根据本实验的结果，投

喂感染组的阳性检出率为 50% ，而对照投喂感染组的阳性检出率为 0 ，表明对虾 wssv 可以通过摄食方

式进行水平传播感染梭子蟹;同时根据，对 20 d 内各感染组的发病死亡率和阳性检出率比较，可见投喂

感染组明显低于注射感染组，分析主要是由于注射感染组病毒进人蟹体的数量较投喂感染组多的原因，

认为发病和死亡与蟹体内病毒的数量有较大关系。

据调查，养殖生产当中至今尚未发现有单养梭子蟹暴发职ssv 病毒的报道，但在虾蟹混养池塘，当

混养的对虾因 wssv 病毒病发生死亡时，同池的养殖梭子蟹往往亦会相继出现患病甚至死亡，经检测为

wssv 阳性。推测病毒感染可能与其摄人病毒的数量、蟹体本身的体质以及环境条件等因素存在一定

关系，在海养条件下，特别是在养殖环境恶化，混养对虾大批发病死亡，部分梭子蟹因摄食带病毒对虾，

感染 wssv 并引起死亡;而当摄人病毒量少，环境良好，蟹体体质好的情况下，不会引起死亡;有关梭子

蟹个体大小对 wssv 的易感性是否存在差异，有待于进一步研究。

本文得到普陀区海洋与渔业局蒋天水、普陀人民医院病理科应功武、浙江大学电镜室黎军英老师等的热忱帮助和指

导，在此表示感谢。
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图版 1 Plate 1 

1.肝膜腺上皮细胞空泡变性，细胞坏死，无法区分各种类型细胞。上皮内有血细胞浸润(→)，结缔组织中可见固缩的细胞核(空箭

头)(10x40);2 肝膜腺上皮细胞空泡变性，细胞坏死(10 x40) ;3 ， 4. 示初级舰、小片中嗜曙红颗粒细胞，及次级鲸小片水肿(→) ，上

皮细胞分离、坏死、脱落(空箭头)(10x40);5. 肌纤维横纹消失，可见内皮巨l噬细胞膨大(→)(10x40);6. 局部性心肌纤维溶解坏

死(10 x40) 
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图版 11 Plate 11 

I 肝膜腺上皮细胞失去细胞形态，细胞中有杆状病毒颗粒 (xlOOOO); 2 肝膜腺上皮细胞的细胞核膨大，核内布满病毒颗粒

(x lO OOO);3 肝膜腺上皮细胞内杆状病毒颗粒放大( x 30000); 4 心肌纤维细胞的细胞核膨大，核内布满病毒颗粒( x8 000) 




