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Abstract：Afragment sized 40Obp ofWhite spot syndrome virus(WSSV，formerly designatedNOSV)， 

recovered from recombinant plasmid pAFD．was labeled with Digoxigenin as a probe to detect dynamic 

distribution of WSSV within 120h and 72h in crawfishes(Cambarus procla ii)inoculated WSSV by 

oral taking and injection respectively．Stomach epithelium， intestine epithelium， heart， gill， 

haemolymph，muscle，hepatopancreas-hypoderm ，connective tNsue and ovary of infected crawfishes 

were examined for W SSV In both groups．W SSV was first detected in heamolymph at 12h P．i．and 

then disappeared Again it was detected at 96h P．i．only in oral infection group and maintained till 

120h P．i．，but it didn’t appear at 72h P．i．in injection group．WSSV in heart．muscle was detected 

at 36h P i in oral infection group and 24h P．i in injection group respectively．and then increased 

generally．In addition，W SSV in intestine epithelium，conn ective tissue，ovary of oral infection group 

and intestine epithelium．hypoderm，ovary of injection group could also be detected．In dead crawfish— 

es after l20h and 72h P i in two groups．WSSV could be detected in all the examined tissues and it 

demonstrated that systemic infection occurred in the animales．The tissue containing more amounts of 

W SSV was hypoderm in oral infection group，while intestine epithelium．gil1．hypoderm，ovary in in· 

jection infection group It deduced that WSSV first appears in haemolymph and then goes into hean， 

muscle and other tissues and proliferates in them．Once again，W SSV is released into heamolymph re— 

sulting in systemic infection till crawfishes’death 
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近年来，我国学者对人工养殖对虾暴发性病毒 

病的病原进行了较为系统的研究“ J．本试验应用 

螯虾这一动物模型l6】，利用斑点杂交方法，研究了 

白斑综合征病毒(WSSV，前称无包埋体对虾病毒 

Non—Occluded～Shrimp Virus NOSV)青岛株在螯 

虾体内的动态分布，为研究该病毒的传播途径、增殖 

致病机理提供了参考。 

1 材料与方法 

1．1 实验动物 

克氏原螯虾(Cambarus proclarkii，以下简称螯 

虾)40尾，购自南京某农贸市场，实验室饲养一周以 

上，健康存活。 

1．2 种毒处理及接种 

白斑综合征病毒青岛株(WSSV)，本室保存。 

将人工接种 WSSV死亡的螫虾去除附肢、甲壳和肝 

胰腺，取头胸部称重，0．1】1 mol／L PBS(pH 7．4)1：5 

(g／mL)稀释．匀浆器匀浆，匀浆液 3 000 r／min离心 

20min，上清液依次用滤纸和 0．45／am滤膜过滤除 

菌，滤液肌注螯虾，0．1 mE／尾，或口服感染螯虾，0 

3 mE／尾(具体操作方法详见另文发表)，肌注组和 

El服组各20尾，接毒后于 28℃饲养。 

1．3 样品的采集及处理 

口服组分别在接种后 12 h、24 h、36 h、48 h、72 

h、96 h、120 h，肌注组分别在接种后 12 h、24 h、36 h、 

48 h、72 h，取存括螯虾 2尾，先抽取血淋巴，再取抽 

尽血淋巴的螯虾胃上皮、肠上皮、心脏、鳃、血淋巴、 

肌肉、肝胰腺、真皮、结缔组织、卵巢等共 10种主要 

组织或器官。每次取样时，将每组 2尾螯虾相同组 

织或器官混台称重，用PBS 1：5(g／mL)匀浆，反复 

冻融 3次，离心取上清备用。口服感染 120 h后和 

肌注感染 72 h后死亡螯虾按同样方法采集处理样 

品。 

1．4 DNA提取及定量 

在上述上清中加入蛋白酶 K(i00 g／mL)和 0． 

5％SDS，56℃消化2 h，加等体积苯酚、苯酚：氯仿(1 

：1)、氯仿：异戊醇(24：1)各抽提一次，经无水乙醇沉 

淀、70％乙醇洗涤、干燥后，溶于 10 mmol／L TE 

(pH8 0)中，用紫外分光光度计测定各样品DNA浓 

度．然后用TE稀释到 1 g L左右。 

1．5 重组质粒 pAFD的扩增、酶切及酶切片段的回 

收 

重组质粒 pAFD系用差异 PCR从纯化病毒和 

感染组织中扩增得到其中一条0．4 kb主要条带，将 

此条带克隆进 pUC18的 EcoR I位点中而获得 】。 

重组质粒的扩增、酶切及酶切片段的回收均按<分子 

克隆)所介绍方法进行。 

1．6 桔酸探针制备 

参照Boehringer Mannheim公司试剂盒所示方 

法，将酶切片段用 Digoxigenin-dUTP标记。 

1．7 Dot-blot 

1．7．1 核酸探针标记效率、特异性和敏感性检测： 

按试剂盒所示方法，将对照标记 DNA和探针 DNA 

分别稀释成 100 Pg／u-L、10 pg／~L、1 pg／gL、0 1 pg／ 

taL、0．01 pg／~L，分别点膜后，用于免疫学检测。将 

上述制备的探针分别与重组质粒 DNA、回收酶切片 

段、纯化病毒 DNA及正常螯虾组织 DNA进行杂 

交．检测其特异性。将重组质粒 pAFD梯度稀释后 

与上述探针杂交，检测其敏感性。 

1．7 2 DNA样品检测 

取口服组和肌注组不同时间内存活螯虾以及感 

染死亡螯虾的胃上皮、肠上皮、心驻、鳃、血淋巴、肌 

肉、肝胰腺、真皮、结缔组织、卵巢等主要组织器官提 

取的DNA，与探针进行杂交，杂交步骤参考试剂盒 

操作程序。 

2 结果与讨论 

2．1 重组质粒酶切及酶切回收片段琼脂糖凝胶电 

泳 

重组质粒经 EcoR I酶切后，琼脂糖凝胶电泳出 

现2个条带，其中一条带约 400 bp左右，与预期结 

果相一致，回收酶切片段电泳结果表明此片段具有 

较高的纯度(图 1、图2)。 

2．2 探针标记效率、特异性和敏感性检测 

探针DNA在 0．1 pg／p L稀释度处清晰可见，在 

0．01 pg／ L稀释度处依稀可见，据此可估算出标记 

探针的浓度在 50～100 ng／ L之间，符合使用要求 

(图 3)。探针与重组质粒 DNA、回收酶切片段 DNA 

及纯化病毒DNA均呈阳性反应，而与正常螯虾组 

织 DNA呈阴 陛结果 (图 4)。以不同稀释度质粒 

pAFD点样，确定探针能检测出 lOpg质粒 DNA(图 

5)。 

2．3 样品 DNA检测 

存活螯虾：在口服或肌注 WSSV 12 h后，病毒 

首先在血淋巴中出现。肌注组螯虾还在肌肉和真皮 

中检测到该病毒，随后病毒从血淋巴中消失，转而在 
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图3 探针}l i(『敕率检测结果 

A：标记的探针 DNA；B：对照标记DNA 
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图5 探针敏感性检测结槊 
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图2 pAFD的酶切片段回收结果 
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图 6 整虾各组织器官 中 wssv DNA检测结果 

a，廿服感染存活螫虾；b．肌注感染存活整虾；c．感染死亡蕾虾(A：肌 

注 ；B：口眼)：1．胃上皮 ：2，肠上皮 ；3．心脏 ；4，鳃；5．血淋 巴 ；6．肌1 ． 

7，肝胰腺：8．真皮：9．结缔组织；10．卵巢：1I，pAFD：I2，正常 l 

Fig 6 Detecdoa of W SSV DNA in various lissues of crawfish~、 
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其它组织器官中出现和增殖。两组实验中，心脏分 

别在 36 h(口服组 )和 24 h(肌注组)出现病毒，直至 

120 h和 72 h均呈总体递增趋势；病毒在肌肉中也 

都存在较明显的增加趋势，表明心脏和肌肉是该病 

毒的早期感染靶组织器官和增殖的重要场所。此外 

在感染的中后期，病毒在肠上皮、卵巢都有不同程度 

的出现和增加，结缔组织仅口服组在 36h时呈阳性， 

而胃上皮、鳃和肝胰腺中始终都未能检测到 WSSV。 

值得注意的是口服组在 96 h 后．其血淋巴中 

检测出大量的WSSV，并维持到 120 h。推测为病毒 

在心脏、肌肉等组织器官大量增殖后从这些部位释 

放到血淋巴中所致(图6a、图6b)。 

死亡螫虾：口服感染 121 3 h后和肌注感染 72 h 

后，死亡螫虾各组织器官均不同程度地检出病毒，表 

明病毒已形成全身性感染 (图6c)。口服组中真皮 

含毒量较高，心脏、肠上皮、胃上皮次之，鳃、卵巢、结 

缔组织、血淋巴、肝胰腺、肌肉较少；肌注组中肠上 

皮、鳃、真皮、卵巢含毒量较高，心脏、肝胰腺、结缔组 

织次之，血淋巴、胃上皮、肌肉最少。 

2．4 重复试验的一致性 

试验结果表明，用 WSSV口服和肌注感染螯虾 

l2 h后均在血淋巴中一过性检出WSSV，口服组 96 

h在血淋巴中再次检出大量病毒，而死亡螫虾各组 

织器官均不同程度地检出病毒，形成全身性感染。 

据此可 推测：WSSV经口服或肌注后，首先从感染 

部位进入血淋巴，经血淋巴带到心脏、肌肉等组织器 

官，然后在这些部位感染细胞进行增殖，增殖后的 

WSSV裂懈细胞并大量释放到血淋巴，引发病毒血 

症，最终导致周身感染 至螯虾死亡。口服组和肌 

注组感染螯虾各组织器官病毒分布表现出一定时间 

和程度的差异，可能由于感染途径不同带来的差异， 

也可能由于螯虾感染的个体差异所引起。死亡螫虾 

检出病毒的组织分布与姜I静颖等 I用电镜观察 自 

然和人工感染对虾组织器官的病毒分布有很大程度 

的一致性，主要为胃、真皮、鳃、肠上皮、结缔组织、血 

淋巴、心脏、肝胰腺及肌肉，表明病毒在对虾与螯虾 

体内感染机理具有相似性，螯虾是一个合适的动物 

模型。 

螫虾在 口服和肌注感染过程中和感染死亡后， 

卵巢中都可以检出WSSV，病毒究竟是源自卵巢表 

面污染还是卵巢内部感染．尚不足以定论，但作者用 

超薄切片电镜观察已发现螫虾卵巢内的病毒粒子 

(结果未显示)。此外，Lo C F等 0用光镜组织病理 

学检查、电镜观察和原位杂交相结合检查 WSSV在 

发病野生斑节对虾中的组织分布时，在对虾的精巢、 

精荚、卵巢中都能检出病毒阳性，说明 WSSV在螯 

虾和对虾都存在垂直传播的可能，其结果值得重视 
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