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摘要: 锯缘青蟹 ( Scy lla serrata )俗称青蟹, 是我国重要的海水养殖蟹类。近年来,浙江、福建、广东等青蟹主要养殖

地区出现了严重的青蟹病害。对浙江省养殖青蟹的发病原因和流行病学调查发现, 白斑综合征病毒 ( W h ite spot

syndrom e v irus, W SSV )与青蟹发病存在较大相关性。为进一步研究 W SSV对青蟹的致病性和发病机理,作者采用

白斑综合征病毒的除菌过滤液,以 1�10� 1�10000稀释度注射感染青蟹, 结果表明 1�10、1�100感染组的青蟹死亡

率达 100% , 1�1000感染组死亡率为 66�7% , 1�10000感染组死亡率为 38� 9%。根据攻毒悬液的病毒浓度计算出

W SSV对青蟹的 LD50为 1� 19 � 106拷贝 /只 ( 7� 93 � 103拷贝 / g组织 ); 取W SSV感染青蟹血淋巴进行 PCR检测,攻毒

死亡青蟹的 W SSV检出率为 100% , 表明W SSV对青蟹有很强的致病力。分析病毒感染濒死蟹的血清酚氧化酶

( PO )、过氧化物酶 ( POD )、超氧化物歧化酶 ( SOD )、碱性磷酸酶 ( ALP )、谷丙转氨酶 ( GPT )、谷草转氨酶 ( GOT )等主

要酶指标, 发现病毒感染青蟹的 PO、POD和 SOD活力明显低于对照组, 而 ALP、GPT和 GOT的活力则明显高于对

照组; 用W SSV单克隆抗体对感染蟹进行免疫组化分析, 发现 W SSV主要侵染青蟹的鳃、甲壳下表皮、心脏、肠、胃

等组织的上皮细胞, 尤其以鳃上皮细胞损害最为严重。
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� � 锯缘青蟹 (Scy lla serrata )俗称青蟹,属节肢动物

门、甲壳纲、十足目、梭子蟹科、青蟹属,主要分布于

我国东南沿海及日本、印度、澳大利亚、南非等海域。

我国锯缘青蟹人工养殖始于 20世纪 80年代中后

期, 2005年我国青蟹总产量达 10�85万吨, 占海水

养殖蟹类产量的 58% , 是我国重要的海水养殖蟹

类。近几年, 浙江、福建、广东等沿海主要养殖地区

出现了持续的养殖青蟹病害。已经报道的重要青蟹

疾病有黄水病、褐斑病、白芒病、黄斑病、纤毛虫病、

弧菌病等
[ 1, 2]
。据水生动物病害测报资料, 2006年

全国青蟹平均发病率约 13�77%, 平均死亡率为

5�43%, 经济损失 2�29亿元。近年来引起青蟹大规

模死亡的主要疾病和病原尚未见明确报道。

作者在开展浙江省青蟹发病情况调查时发现,发

病青蟹的白斑综合征病毒 (W hite spot syndrom virus,

W SSV)检出率为 29%,提示W SSV与青蟹发病存在很

大的相关性。为进一步了解W SSV与青蟹发病的关

系,作者通过青蟹人工感染试验研究了W SSV对青蟹

的致病性,并测定了青蟹感染W SSV后主要血清酶指

标变化和病毒分布情况,现将研究结果报道如下。

1� 材料与方法

1�1� 实验动物 � 健康锯缘青蟹购自浙江省三门县
青蟹市场, 平均规格为 ( 150 � 10) g /只, 暂养于 48

cm � 37 cm � 29 cm塑料箱中,水温 ( 25 � 1) � ,人工

海水盐度为 18。

1�2� 主要试剂 � 超氧化物歧化酶 ( SOD)、谷丙转氨

酶 ( GPT)、谷草转氨酶 ( GOT )测定试剂盒为南京建

成生物工程研究所产品; 3, 4-二羟苯丙氨酸 ( L-

DOPA )为 Sigm a公司产品; Tag酶、dNTP为 Prom ega

公司产品; 100bp DNA ladder为 Takara公司产品;

W SSV单克隆抗体 1E9由本实验室制备
[ 3]

; 含

W SSV基因片段质粒由本实验室构建, 插入片段为

O IE白斑综合征病毒 PCR操作规程的 941bp产物;

羊抗鼠 IgG-HRP、AEC染色试剂盒为华美生物工程

公司产品。
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1�3� 病毒悬液制备 � 白斑综合征病毒采自患典型白
斑综合征 (WSD)斑节对虾 (P enaeusmonodon ),取病虾

鳃、肝胰腺、甲壳下表皮等组织,用 PBS按 1�10体积比

匀浆, 4� 8000 r/m in离心,上清经 0�45 �m滤膜过滤

后,注射健康克氏原螯虾 (Procambarus clarkii)复壮病

毒。收集濒死螯虾血淋巴, PCR检测为W SSV阳性后,

0�45 �m滤膜过滤后作为青蟹攻毒用病毒悬液。同时

病毒悬液按 O IE方法提取 DNA,以已知拷贝数的含

W SSV基因片段的质粒为标准品, 10倍系列稀释后进

行 PCR测定,标定出攻毒用悬液的病毒拷贝数。

1�4� WSSV感染实验 � W SSV病毒悬液分别以

1�10、1�100、1�1000、1�10000稀释度注射健康青

蟹, 对照组注射 1�10灭活病毒悬液, 注射方法为:

青蟹附肢关节处用碘伏消毒后, 用灭菌注射器注

射 0�2 m L病毒悬液, 每个感染组注射 18只青蟹。

记录各组每天死亡数。

1�5� WSSV的 PCR检测 � 取濒死青蟹,抽取血淋巴,

参照 OIE
[ 4]
中W SSV的 PCR方法进行W SSV的检测。

1�6� 感染青蟹血清酶指标的测定 � 抽取濒死青蟹
血淋巴, 4� 8000 r/m in离心 5m in,收集血清,用于

测定碱性磷酸酶 ( ALP)、超氧化物歧化酶 ( SOD)、酚

氧化酶 ( PO )、过氧化物酶 ( POD )、谷丙转氨酶

( GPT)及谷草转氨酶 ( GOT)等主要酶指标。 GPT、

GOT及 SOD测定参照试剂盒说明书。 PO测定参照

� � � � � �

Ashida
[ 5 ]
方法。 POD采用改进的史成银

[ 6]
方法。

ALP测定参考 Berm an
[ 7]
方法。

1�7� 感染青蟹的W SSV病毒分布和组织病理 � 取

濒死青蟹鳃、甲壳下表皮、心脏、肝胰腺、肌肉、胃、肠

等组织,用 10%福尔马林固定后制备石蜡切片, 切

片经烤片、透明、梯度酒精处理后, 用 3% H2O 2处理

灭活内源酶, 10%羊血清 37� 封闭 1h后,经 PBS漂

洗 3次;加入 1�100的 W SSV单抗 1E9, 37� 湿盒孵
育 1h, 同上漂洗; 羊抗鼠 IgG-HRP 37� 湿盒孵育

1h, 同上漂洗;再经 AEC避光显色,蒸馏水洗中止反

应, 在显微镜下用 40倍物镜观察W SSV在青蟹组织

中的分布。

2� 结 � 果

2�1� 感染死亡率
采用 1�10、1�100、1�1000、1�10000的感染剂量

注射感染健康青蟹, 统计累积死亡数及死亡率 (表

1) , 1�10、1�100感染组的死亡率达 100%,死亡高峰

出现在 4� 5d; 1�1000感染组的 10d 死亡率为

66�7% , 1�10000感染组 10d死亡率为 38�9%。按
M uench-R eed

[ 8 ]
法计算出 W SSV对青蟹的 LD50, 按

PCR结果得知感染用病毒悬液浓度为 2�37 � 10
10
拷

贝 /m L,则W SSV对青蟹的 LD50为 1�19 � 10
6
拷贝 /

只, 或 7�93 � 10
3
拷贝 /g组织。

表 1� WSSV感染锯缘青蟹的累积死亡数

T ab�1� Accum u lated m ortal ity ofm ud crab challenged w ith W SSV

实验组

Group s
1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d

死亡率

M ortality (% )

1�10 0 0 3 5 17 18 18 18 18 18 100

1�100 0 1 4 4 14 18 18 18 18 18 100

1�1000 0 0 1 3 6 8 12 12 12 12 66�7

1�10000 0 0 1 2 4 6 7 7 7 7 38�9

对照 Con trol 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 11

2�2� 感染青蟹的W SSV检测

取感染W SSV濒死青蟹的血淋巴, 用 O IE内套

式引物检测 W SSV。阳性样品的 PCR产物中可见

941bp特异性条带 (图 1)。由表 2可见, W SSV感染

后发病死亡的青蟹,病毒检出率为 100%; 但感染组

存活的青蟹, 1 �1000感染组大部分为阳性, 而

1�10000感染组W SSV检出率低于 50%。

2�3� W SSV感染青蟹的主要血清酶指标 �

抽取W SSV感染濒死青蟹血淋巴, 测定血清免

疫相关酶、转氨酶、碱性磷酸酶等主要酶指标 (表

� � � � � �

3),结果表明: W SSV感染青蟹后, 主要血清酶指标

发生显著变化, 其中与青蟹免疫相关的酚氧化酶

( PO)、超氧化物歧化酶 ( SOD)、过氧化物酶 ( POD )

活力明显低于对照组,感染蟹的血清总蛋白量也明

显下降; 同时青蟹感染 W SSV后血清碱性磷酸酶

( ALP)、谷丙转氨酶 ( GPT)、谷草转氨酶 ( GOT)活力

均明显高于对照组。可见W SSV感染青蟹后, 青蟹

的免疫力显著下降,血清总蛋白也同时下降。另外,

病毒感染造成了组织和脏器的病变和损坏, 使碱性

磷酸酶、转氨酶等释放到血清中。
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2�4� 感染W SSV青蟹的免疫组化分析

用抗W SSV单抗免疫组化法分析W SSV感染青

蟹各部位的病毒分布,发现W SSV感染后青蟹的鳃、

甲壳下表皮、心脏、胃、肠等组织均不同程度地受到

病毒感染 (图 2) ,以鳃上皮细胞感染最为严重, 其次

为甲壳下表皮、心脏、肠、胃等组织的上皮细胞,而在

肌肉、肝胰腺中则不明显; W SSV主要存在于细胞核

中,细胞核部分因 AEC显色而表现为明显的红色,

细胞质中无W SSV,不显色; 对照组青蟹的组织未显

色,表明不存在W SSV感染。

3� 讨 � 论

3�1� W SSV对青蟹的致病性 �

白斑综合征是危害全球对虾等甲壳类动物最严

重的疾病
[ 9� 11]

, 自 20世纪 90年代以来给全世界的

对虾养殖业造成了巨大的经济损失
[ 12]
。研究发现,

白斑综合征病毒宿主广泛,除感染对虾外,可感染大

部分海水虾蟹等甲壳类动物
[ 13� 15]

。台湾学者 Chen

L L, et al� [ 16]
曾发现锯缘青蟹存在W SSV的感染,但

关于W SSV对青蟹的致病力和致病过程, 目前未见

文献报道。

作者在对 2006� 2007年浙江发病青蟹进行

W SSV检测时发现, 发病青蟹的 W SSV 检出率为

29% ,而且病毒检出高峰与青蟹发病高峰存在明显

的相关性。为进一步研究 W SSV对青蟹的致病性,

作者采用斑节对虾的W SSV毒株, 进行了青蟹人工

感染试验,结果表明: W SSV对青蟹的 LD50为 7�93 �

10
3
病毒拷贝 /g组织, 表明 W SSV对青蟹存在很强

的致病性。病毒感染青蟹可在 3� 10d内死亡,且死

亡发生较为迅速,部分病毒感染青蟹还出现断肢、吐

泡等现象;死亡青蟹体表未发现明显的白斑症状,解

剖可发现感染蟹出现鳃丝肿胀、血淋巴呈黄色且不

凝固等现象,与秋季青蟹发病症状相似; PCR检测

感染濒死青蟹的鳃和血淋巴, W SSV 阳性率为

100% ,而对照组的死亡蟹未检出病毒。这些结果表

明W SSV对青蟹存在很强的致病力, 是青蟹的重要

病原。

3�2� W SSV对青蟹血清主要酶指标的影响及病毒

分布 �
研究W SSV感染青蟹后血清主要酶指标的变化

情况,发现濒死青蟹血清的免疫相关酶指标出现显

著下降,按下降的幅度依次为:酚氧化酶 ( PO) (比对

照组下降了 84% )、过氧化物酶 ( POD ) (下降

78�6% )、超 氧 化 物 歧 化 酶 ( SOD ) ( 下 降
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� � � � � �

图 2� 人工感染青蟹鳃和心脏的 W SSV免疫组化

F ig�2� Imm unoh istochem ical stain ing of gill and h eart from W SSV-infected m ud crab

1�感染蟹的鳃 (红色斑点示被 W SSV感染上皮细胞的细胞核 ) ; 2�健康蟹的鳃; 3�感染蟹的心脏; 4�健康蟹的心脏

1� gills ofW SSV in fected crab ( red spots show ing nucleolu s of ep ithelium infected byW SSV ) ; 2� g ills of healthy crab; 3�h eart of

W SSV infected crab; 4�heart of h ealthy crab

3�82% );此外,濒死蟹还出现血清转氨酶和碱性磷

酸酶 (ALP)活力大幅升高的现象, 最为明显的是谷

丙转氨酶 ( GPT )和 ALP, 分别比对照组升高了

226�6%和 173�5% , 谷草转氨酶 ( GOT )也升高了

38�3%。ALP的升高与甲壳动物发病的关系,已在

中国对虾中有报道
[ 17]

;转氨酶在人类临床中作为反

映肝等组织损伤程度的重要指标, 肝损伤或坏死时

肝细胞内转氨酶进入血液系统,引起血清酶活力升

高,青蟹转氨酶的升高反映了 W SSV感染对青蟹器

官的损伤。以上结果表明: W SSV感染青蟹后, 可破

坏青蟹的免疫机能,导致青蟹免疫指标迅速下降,同

时病毒还可损伤实质性器官,造成青蟹机体功能严

重受损,最终导致青蟹死亡。免疫组化分析结果表

明W SSV主要侵染青蟹的鳃、甲壳下表皮、心脏、肠、

胃等组织的上皮细胞, 尤其是鳃上皮细胞损害最为

严重, 这一点与 W SSV感染对虾较为相似。W SSV

在青蟹血淋巴细胞中的侵袭和分布情况,目前尚在

研究中。

3�3� W SSV与浙江青蟹发病的关系 �

W SSV作为水产养殖甲壳类的主要病原, 目前

已对其宿主范围有了较为全面的了解, 大部分虾、蟹

类都是W SSV的宿主
[ 15]
。但这些宿主哪些是病毒

的敏感宿主 ( acute carrier)或可能宿主 ( potential car-

rier), 目前未见系统的分析比较。作者研究表明

W SSV对青蟹的 LD50为 7�93 � 10
3
病毒拷贝 /g组

织, 表明W SSV对青蟹存在很强的致病性,从病毒毒

力上确定了W SSV对青蟹致病力。通过对自然发病

青蟹的病毒检测, 表明W SSV在青蟹发病高峰期存

在较高的检出率, 而且青蟹发病与同池混养的脊尾

白虾 (Palaemon carincauda )及周边养殖的南美白对

虾发病存在明显的相关性 (另文报道 ), 这些研究表

明, W SSV是近年来浙江省青蟹发病的主要病原。
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本研究为青蟹病害的病原、以及青蟹病害防控体系

的建立提供了重要的依据。对青蟹养殖池中W SSV

的病毒来源、传播宿主和传播途径等研究,还有待于

进一步的跟踪和分析。
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STUDI ES ON PATHOGENICITY OFWHITE SPOT SYNDROM VIRUS AND

EFFECT ON HEMOLYMPH ENZYMES ACTIV ITIES CHANGES IN

MUD CRAB SCYLLA SERRATA ( FORSKAL)
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, PAN Q ing-Q ing
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Abstract: M ud crab, Scylla serrata ( Forskal) , is ma in econom ically cult ivated marine crab in China, w ith production o f

108, 500 tons, 88�14% of the total product ion of the world�T he m ain mud crab reg ion distributed a long the coastline o f

Southeast Ch ina, including Zhejiang, Fujian, Guangdong, Guangx i and H ainan Prov ince�Recently, serious diseases oc-

curred in ma inm ud crab culture reg ion, w ith them orbidity of 13�77% in cult ivated mud crab in 2006 in whole China, re-

sult ing in 32�71 m illion dollars lost�W hite spot syndrome virus (WSSV ) , the most pathogen of shrmi p cu lture in China,

w as cons idered an mi portant pathogen in cultivatedmud crab� It showed thatW SSV detection w ith PCR w as closely re lative

w ith occurring ofmud crabs diseases during the ep idem ics investigations from 2006 to 2007�T o further study the pathoge-

n ic ity ofW SSV to mud crab, WSSV bacteria- free suspens ion, collected from typicalWSSV infected black tiger shrmi p

(Penaeus m onodon ), was used for challeng ing to healthy mud crab by intramuscular injection at 10-folded dilutions

ranged from 1�10 to 1�10000�T he results show ed that the cumulative mortalities for dilutions o f1�10 to 1�100, 1�1000,

1�10000 were 100% , 66�7% and 38�9% respectively�The LD50 ofW SSV to mud crab was calculated as 1�19 � 10
6

copies / crab, or 7�93 � 10
3

copies / g o f crab we ight by M uench-Reed m ethods�G ills and hem olymph of m oribund m ud

crabs challenged w ith W SSV w ere pos itive by PCR�These results ind icated that WSSV was h ighly v irulent to m ud

crab�T he activ ities ofm ain hemo lymph enzym es, including pheno lox idase ( PO ) , perox idase ( POD ), superox ide dis-

mutase ( SOD ) , alkaline phosphatase ( ALP ), glutam ate-pyruvate transam inase ( GPT ) and g lutam ic-oxaloacetic transam-

inase ( GOT ) o fm ud crab were analyzed�WSSV infected moribund crabs show ed significantly descent in activit ies of PO,

POD and SOD, while ascent in ALP, GPT and GOT compared w ith the control group�W SSV m ainly distributed in ep ithe-

lia of g ills, cuticular of skeletal plate, heart, in testine and stomach by mi m unohistochem istry w ith M abs againstW SSV,

and g ill ep ithelia showed heavily damaged w ith the m ain distribution ofW SSV in nucleic� It can be concluded thatW SSV

w as a m ain pathogen ofmud crab w ith high pathogenicity�

K ey words: Scylla serrata; W SSV; Pathogen icity; Enzym e act iv ity


