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摘要 : 研究了铜绿微囊藻 ( Microcystis aeruginosa) 和蛋白核小球藻 ( Chlorella pyrenoidosa) 携带白斑综合症病毒

( white spot syndrome virus, WSSV) 数量变化及对水体游离 WSSV量的影响。试验设置微藻高、低密度组和不加微

藻的对照组 , 分别加入等量的 WSSV粗提液 , 于第 2、第 24、第 72和第 120小时以实时荧光定量 PCR检测藻液

上清和沉淀藻体的 WSSV数量。结果表明 , 微囊藻和小球藻可携带少量 WSSV, 且随时间延长而减少 ; 微囊藻携

带 WSSV量与其细胞数呈显著正相关( P < 0. 05) , 小球藻携带 WSSV 量与其细胞数相关性不显著 ( P > 0. 05) ; 2

种微藻均有促进水体 WSSV数量消减的效果 , 且小球藻的消减效果优于微囊藻 , 对养殖对虾白斑综合症 ( white

spot syndrome, WSS) 的生态防控更有积极意义。
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Dynamic changes of WSSV carried by Microcystis aeruginosa and

Chlorella pyrenoidosa and their effects on WSSV in water
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Abstract: To investigate the dynamic changes of WSSV ( white spot syndrome virus) carried by Microcystis aeruginosa and Chlorella

pyrenoidosa and their effects on WSSV amount in water, we added the same WSSV amount to high-density groups, low-density groups

with those two microalgae and compared them with the control group without microalgae, then determined the WSSV amount in super-

natant and precipitate algae by TaqMan real-time PCR at 2nd hour, 24th hour, 72 th hour and 120th hour. Results show that both

M. aeruginosa and C. pyrenoidosa carried WSSV but the amount decreased with time. The WSSV amount carried by M. aeruginosa was

significantly positively correlated with the density of algae cells ( P < 0. 05) , while there was no significant correlation between the

WSSV amount carried by C. pyrenoidosa and the numbers of algae cells ( P > 0. 05) . Both the two microalgae reduced WSSV amount in

water, and the reduction effect of C. pyrenoidosa was better than that of M. aeruginosa, which is beneficial to the ecological prevention
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and control of WSS ( white spot syndrome) .

Key words: Microcystis aeruginosa; Chlorella pyrenoidosa; WSSV amount; TaqMan real-time PCR

  对虾白斑综合症 ( white spot syndrome, WSS)

自爆发以来给全球对虾养殖业造成了巨大的经济

损失, 据统计每年因白斑综合症病毒 ( white spot

syndrome virus, WSSV) 致使全球养殖对虾产量大

幅削减
[ 1 ]
。近二十年来 , WSSV 仍是严重影响对

虾养殖生产的重要病原之一 , 研究表明 WSS的发

病不仅与虾体的免疫水平、病毒数量、感染方式

有关, 还与养殖环境密切相关
[ 2 ]
。微藻作为虾池

生态系统的重要组成部分 , 既决定水体中天然饵

料的丰度, 又是光合作用供氧的重要来源, 还起

到改善水质的作用
[ 3]
。绿藻类的许多微藻具有耐

污、耐盐等性质, 能大量吸收氮肥, 容易保持池

水“活、爽”, 形成的藻相也相对稳定 , 虾病较

少
[ 4 ]
。而赤潮生物类群和数量被认为与虾病程度

呈正相关
[ 5 ]
。微囊藻 ( Microcystis sp. ) 、鱼腥藻

( Anabaena sp. ) 和颤藻 ( Oscillatoria sp. ) 等分泌的

蓝藻毒素可能会给对虾带来危害
[ 6 - 7]

, 对虾养殖

期微囊藻长期成为优势种可导致养殖对虾发

病
[ 8 ]
。养殖环境中某些关键环境因子的改变、不

良藻相转换等均可引起对虾体内 WSSV 含量较大

的波动
[ 9 ]
。还有学者发现在对虾感染 WSSV 的养

殖水中微藻能够携带 WSSV[ 1 0 - 11 ] , 且病毒可通过

微藻、微藻 -浮游动物微食物网等途径传播给对

虾
[ 12 - 1 3]
。但上述研究大多只限于对微藻携带

WSSV进行定性描述, 未从定量层面分析微藻数

量及藻体环境( 藻体体表和藻液) 携带病毒量以及

变动规律的关系。从对虾养殖的高位池
[ 14 ]
、滩涂

池塘
[ 15 ]
、低盐度池塘

[ 16 ]
、淡化池塘

[ 1 7]
等进行的

微藻种群结构和数量变动调查显示, 蛋白核小球

藻( Chlorella pyrenoidosa) 和铜绿微囊藻 ( M. aerug-

inosa) 为常见的优势藻种。对虾养殖前期水体微

藻密度常为 10
3
细胞·mL

- 1
或低于 10

3
细胞·mL

- 1
,

后期微藻密度能够达到 10 4
～10 6
细胞·mL - 1

。因

此, 笔者选取蓝藻类的铜绿微囊藻和绿藻类的蛋

白核小球藻为研究对象, 运用实时荧光定量 PCR

技术对藻体及水体中的 WSSV 量进行跟踪检测,

分析微藻数量及培养时间与 WSSV 量的相关性,

以期了解 2 种微藻携带 WSSV 的数量及对环境中

游离 WSSV量的影响, 为养殖对虾池塘藻相调控

寻找依据, 达到生态防控 WSS的目的。

1 材料与方法

1.1 试验材料

铜绿微囊藻购于中国科学院野生生物种质

库———淡水藻种库, 蛋白核小球藻由中国水产科学

研究院南海水产研究所提供, 2 种微藻均使用

BG11 培养液培养, 达到指数生长期后用于试验。

病毒粗提液的制备方法为取经检测 WSSV阳性

的凡纳滨对虾 ( Litopenaeus vannamei) 组织 1 g, 加

入 PBS缓冲液, 于 4 ℃研磨后 6 300 g离心 10 min,

经 0. 22 μm滤膜过滤后稀释, 检测 WSSV拷贝数。

1.2 试验方法

微囊藻和小球藻分别设置高密度组 ( H-微囊

藻, H-小球藻) 、低密度组( L-微囊藻, L-小球藻)

和病毒对照组 ( 不加藻) , 每组 3 个平行。其中,

高密度组藻密度为 5 ×10
5
细胞·mL

-1
, 低密度组藻

密度为 7 ×103
细胞·mL - 1

。试验组分别取各密度藻

液 200 mL装于 350 mL已消毒透明塑料瓶, 对照组

取 200 mL BG11 培养液装入 350 mL已消毒透明塑

料瓶, 均加入 WSSV病毒粗提液, 使培藻系统中的

WSSV浓度达到 4. 32 ×10
5
拷贝·mL

- 1
。各组置于 25

～30 ℃, 光照强度 4 000 ～8 000 lx, 光暗比 12 h

∶12 h条件下培养。

于试验开始后第 2、第 24、第 72 和第 120 小

时取样。试验组每次取藻液 20 mL, 6 300 g离心

10 min, 取上清液 500 μL待检; 分离上清后的藻

沉淀用 1 mL PBS重悬, 取 500 μL待检; 对照组取

培养液 500 μL待检。同时取 1 mL藻液, 以 Olym-

pus CX41RF显微镜和血细胞计数板计算藻细胞密

度。

1.3 样品 WSSV 的检测

以 OMEGA Tissue DNA Kit D3396 提取藻体沉

淀和藻液上清样品的 DNA, 以实时荧光定量 PCR-

TaqMan探针法和巢式 PCR 检测样品中的 WSSV。

Real-time PCR反应参考 DURAND和 LIGHTNER
[ 18 ]

建立的实时荧光定量 PCR法检测WSSV, 目的片段

长度为 69 bp, 引物和探针由 Invitrogen 公司合成

( 表 1) 。选取 20 μL PCR反应体系, 10 μL2 ×Taq-

Man Universal PCR Master Mix( TAKARA 公司出品,

代号 DRR390A) , 上下游引物各 0. 5 μL( 终浓度为
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10 μmol·L - 1 ) , 探针 0. 5 μL( 终浓度为 5 μmol·

L
- 1

) , 模板 DNA 2 μL, 补充水至 20 μL。PCR反

应参数为 95 ℃ 30 s; 95 ℃ 5 s, 55 ℃ 15 s, 72 ℃

30 s, 40 个循环, 每个样品重复 4 次, 每批样品设

置空白对照和阳性对照。空白对照用灭菌超纯水作

模板, 阳性对照用已知 WSSV 带毒虾提取的 DNA

调整浓度后作模板。反应在 Bio-Rad Mini Opticon

Real-Time PCR System进行。

表 1

 

白斑综合症病毒引物和探针的合成及序列

Tab. 1

 

Sequences of white spot syndrome virus ( WSSV) primers and TaqMan probes

引物 primer WSSV 序列 sequence

上游 forward WSS1011F 5′-TGGTCCCGTCCTCATCTCAG-3′

下游 reverse WSS1079R 5′-GCTGCCTTGCCGGAAATTA-3′

探针 probe TaqMan 5′-AGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACA-3′

图 1

 

阳性质粒拷贝数与循环数( CT )的标准曲线

Fig. 1

 

Standard curve of positive plasmid copy

and threshold cycle ( CT )

  

标准品的制备和标准曲线的建立。阳性质粒标

准品制备是利用插入外源目的基因的方法得到纯化

阳性质粒 DNA, 其浓度为 4. 95 ×10
9
拷贝·μL

- 1
。

用 10 倍稀释阳性质粒至 8 个梯度作模板并对其进

行扩 增, 标准 曲线 见图 1, R
2

= 0. 999, E =

100. 4%。

巢式 PCR。当荧光定量 PCR 检测 WSSV CT

值大于 35( 低拷贝数 ) 时, 用巢式 PCR 检测以确

认样品是否含 WSSV。参照潘忠诚等
[ 19 ]
巢式 PCR

检测 WSSV的方法 , 引物由 Invitrogen公司合成。

1.4

 

数据分析

数据统计分析采用 SPSS 17. 0 软件进行, 数据

结果以平均值 ±标准差( X±SD) 表示。各试验组之

间的差异采用单因素方差分析 ( One-Way ANOVA)

进行。对 不同时 间点的 藻体 WSSV 量、上清

WSSV量、藻细胞数量等数据采用偏相关分析法分

析其彼此间的相关性, P <0. 05 表明变量间相关显

著。总WSSV量为上清WSSV量与藻体 WSSV量之

和。

2

 

结果

2.1

 

藻细胞密度变化

微囊藻和小球藻高密度组 120 h内细胞密度均

维持在 105
细胞·mL - 1 , 无显著变化( 表 2)。低密度

组小球藻细胞密度第 72 小时后升高到 10
4
细胞·

mL
- 1

, 低密度组微囊藻无显著增长。

2.2

 

微囊藻试验组 WSSV 量变化

第 2小时时高、低密度组藻体 WSSV量分别为

1. 28 ×10
4
拷贝·mL

- 1
和 4. 11 ×10

3
拷贝·mL

- 1
, 上清

WSSV量分别为 3. 44 ×10
5
拷贝·mL

- 1
和 3. 20 ×10

5

拷贝·mL - 1 , 藻体 WSSV 量占总 WSSV 量的 3. 59%

和 1. 27% ( 图 2) 。第 24 小时时低密度组藻体

WSSV量降低了 6. 8% , 降低量不显著 ( P > 0. 05) ;

高密度组藻体、高密度组上清、低密度组上清的

WSSV量分别降低了 90. 1%、97. 9%、87. 6% , 降

低量均显著 ( P < 0. 05) 。第 72 小时时各组样品

WSSV量已无显著差异( P >0. 05) 。除第 72 小时的

低浓度组外, 其他时间点各组上清 WSSV量均高于

藻体。微囊藻藻体 WSSV量与藻细胞数量呈显著正

相关( P < 0. 05) 。

2.3

 

小球藻试验组 WSSV 量变化

第 2 小时时高、低密度组藻体 WSSV量分别为

1. 16 ×10
4
拷贝·mL

- 1
和 6. 77 ×10

3
拷贝·mL

- 1
, 占

总 WSSV量的 2. 33%和 1. 60% ( 图 3) 。第 24 小时

时低密度组藻体 WSSV降低了 38. 4% , 但降低量

不显著 ( P > 0. 05) ; 高密度组藻体、高密度组上

清、低密度组上清 WSSV量分别降低了 88. 9% 、
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表 2 微囊藻、小球藻藻细胞密度

Tab.2 Density of M. aeruginosa and C. pyrenoidosa 细胞·mL - 1

H-微囊藻
high density-
M. aeruginosa

L-微囊藻
low density-

M. aeruginosa

H-小球藻
high density-
C. pyrenoidosa

L-小球藻
low density-

C. pyrenoidosa

第 0 小时 5. 0×105 7. 0×103 5. 0 ×105 7. 0×103

第 2 小时 5. 0×105 7. 0×103 5. 0 ×105 7. 0×103

第 24小时 4. 3×105 < 104 6. 5 ×105 < 104

第 72小时 2. 4×105 < 104 6. 7 ×105 3. 3×104

第 120小时 1. 9×105 < 104 2. 6 ×105 2. 7×104

 

注 : 微藻密度低于 104细胞·mL - 1时 , 无法以血细胞计数板计数藻细胞数 , 记为 < 104细胞·mL - 1。认为第 2 小时时的藻细胞密度与接种密

度一致 , 记为接种密度。
 Note: he value of microalgae density was inaccurate using hemacytometer when it was less than 104 cells·mL - 1 ( expressed as < 104 cells·mL - 1 ) .

The microalgae density at 2nd hour was considered to be the same with the inoculation density, and expressed as inoculation density.

图 2 微囊藻上清及藻体白斑综合症病毒数量

图中同时间点各组的数据不同上标小写字母表示数据之间有显著性差异 ( P < 0. 05) , 同试验组各时间点的

数据不同上标大写字母表示数据之间有显著性差异 ( P < 0. 05) , 后图同此

Fig. 2 WSSV amount in supernatant and algae of M. aeruginosa

Data with different lowercase letters at the same time in each group are significantly different from one another ( P < 0. 05 ) ,

and data with different uppercase letters at different time in the same group are significantly

different from one another ( P < 0. 05) . The same case in the following figure.

98. 9%、94. 1% , 降低量均显著( P <0. 05) 。第 24

小时时各组藻体和上清的 WSSV 量已无显著差异

( P >0. 05) 。除第 72 小时低密度组外, 其他时间

点各组的上清 WSSV 量均高于藻体。小球藻藻体

WSSV量和藻细胞数量相关性不显著( P > 0. 05) 。

2.4 总 WSSV 量变化

各组WSSV起始浓度为 4. 32 ×10
5
拷贝·mL

- 1
,

第 2 小时时 WSSV量变化不明显。对照组第 24 小

时时WSSV 量为 2. 01 ×10
5
拷贝·mL

- 1
, 比起始时

降低了 53. 4% ; 第 72 小时时 WSSV 量为 1. 65 ×

10
4
拷贝·mL

- 1
, 降低了 96. 2% , 下降幅度均显著

( P < 0. 05) ; 第 120 小时时 WSSV 量为 7. 66 ×10
3

拷贝·mL
- 1

, 降低了 98. 2%。微囊藻高、低密度组

总 WSSV 量均呈下降趋势。第 24 小时时分别为

1. 05 ×10
4
拷贝·mL

- 1
和 5. 73 ×10

4
拷贝·mL

- 1
, 比

起始时降低了 97. 6% 和 86. 7% , 降幅显著 ( P <

0. 05) 。24 h 以后总 WSSV 量变化不明显 ( P >

0. 05) , 且各组总WSSV量均显著低于对照组( P <

0. 05) 。小球藻高、低密度组总 WSSV 量呈下降趋

势, 第 24 小时时分别为 5. 99 ×103
拷贝·mL - 1

和

2. 98 ×10
4
拷贝·mL

- 1
, 比起始时降低了 98. 8% 和

93. 0% , 降幅显著( P < 0. 05) 。24 h以后总 WSSV
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图 3

 

小球藻上清及藻体白斑综合症病毒数量

Fig. 3

 

WSSV amount in supernatant and algae of C. pyrenoidosa

图 4

 

试验组和对照组总白斑综合症病毒量

Fig. 4

 

Total WSSV amount in each group

量变化不明显( P >0. 05) , 且各组总 WSSV 量均显

著低于对照组( P <0. 05) 。微囊藻和小球藻高密度

组降幅均比低密度组大(图 4)。

2.5

 

巢式 PCR检测结果

第 120 小时时荧光定量 PCR检测各试验组样

品WSSV拷贝数低, 使用巢式 PCR 进行检测。各

组微囊藻和小球藻的上清及藻体 DNA样品二扩产

物均呈WSSV阳性( 图 5) 。

3

 

讨论

研究发现, 某些种类的微藻能够携带 WSSV,

且携带WSSV的微藻在数天以后不同时间开始呈现

WSSV阴性
[ 10 , 20]
。微藻主要通过其细胞外表面的特

定结构携带WSSV粒子, 病毒无法进入藻类细胞内

部进行有效繁殖, 由于病毒在海水中成活时间短及

感染活性的限制, 当细胞外表面的WSSV经过一定

时间仍无法寻找到合适的宿主, 则在藻类这一短暂

附着体上死亡, 病毒 DNA 发生分解, 不同藻类所

图 5

 

第 120 小时时巢式 PCR检测上清及

藻体中的白斑综合症病毒结果

M. marker; P . 阳性对照 ; N . 阴性对照 ; 1 ～4. H-微囊

藻上清、L-微囊藻上清、H-小球藻上清、L-小球藻上清 ;

5 ～8. H-微囊藻藻体、L-微囊藻藻体、

H-小球藻藻体、L-小球藻藻体

Fig. 5

 

Detection of WSSV by nested-PCR at 120th hour

M. marker; P. positive control; N. negative control; 1 ～4. WSSV

detection results for the supernatant of high density-M. aeruginosa,

low density-M. aeruginosa, high density-C. pyrenoidosa

and low density-C. pyrenoidosa, respectively; 5 ～8. WSSV

detection results for the algae of high density-M. aeruginosa,

low density-M. aeruginosa, high density-C. pyrenoidosa

and low density-C. pyrenoidosa, respectively

携带WSSV呈阳性的时间不同, 这也可能与其细胞

表面特性有关
[ 20 - 22 ]
。不同生长时期的对虾会直接

或间接地以微藻为食, WSSV可能会因为粘附在藻

体上而被浮游动物等吞食, 并通过食物链传

播
[ 1 3, 20 ] , 根据实时荧光定量 PCR 数据及巢式 PCR

检测结果, 笔者认为微囊藻和小球藻在 120 h内均
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能携带少量WSSV, 而且藻体 WSSV量在第 2 小时

时最多, 说明WSSV游离到水体后能够迅速粘附到

藻体上, 但藻体WSSV量远远低于上清, 第 2 小时

时高、低密度微囊藻和小球藻藻体WSSV量仅占水

体总WSSV的 3. 59%、1. 27% 和 2. 33%、1. 60% ,

WSSV可能会粘附在包括微藻在内的水体各种悬浮

颗粒物上。LIU 等 [ 10]
研究认为不同微藻对 WSSV

携带能力不同, 相比盐藻( Dunaliella salina) 、中肋

骨条藻( Skeletonema costatum) 、球等鞭金藻 ( Isoch-

rysis galbana) , 小球藻具有较强的 WSSV 携带能

力。笔者研究各时间点检测到的微囊藻和小球藻藻

体WSSV量无显著差异( P > 0. 05) , 但微囊藻藻体

WSSV量与藻细胞数量呈显著正相关 ( P < 0. 05) ,

小球藻藻体 WSSV 量和藻细胞数量相关性不显著

( P >0. 05) 。其原因可能是铜绿微囊藻细胞个体较

蛋白核小球藻大, 个体表面积也较大, 与WSSV接

触或被粘附的可能性大, 而微囊藻细胞壁外被胶质

鞘, 也可能使其与WSSV的作用更为紧密, 不易脱

离, 其作用机制需进一步的研究。微囊藻和小球藻

携带WSSV的能力相似, 但微囊藻高密度组藻体携

带的病毒量较高, 微藻粘附WSSV能力对养殖对虾

携带WSSV以及 WSS发生的影响也有待研究。

笔者研究结果显示, 24 h内对照组WSSV量降

低了 53. 4% , 微囊藻高、低密度组总 WSSV 量降

低了 97. 6%、86. 7% , 小球藻高、低密度组总

WSSV量降低了 98. 6%、93. 1% , 表明水体 WSSV

量随时间延长而降低, 微囊藻和小球藻有利于促进

水体WSSV 的消减, 高密度组较低密度组效果明

显。在微藻存在的条件下游离WSSV的减少主要发

生在 24 h 内, 这就大大降低了游离 WSSV粘附在

其他物质上的可能, 若粘附在饲料上直接被对虾摄

食, WSSV 传播给对虾的风险将更高。小球藻组

WSSV量的降低幅度大于微囊藻组, 这可能与微藻

或其分泌物具有病毒抑制作用, 而小球藻的这种作

用更强有关, 小球藻比微囊藻更有利于促进水体中

游离WSSV数量的消减。

在对虾养殖环境中, 藻相的优劣直接或间接地

影响对虾抵抗力的高低, 同时反映了对虾抗病能力

的强弱
[ 9 ]
。通常认为以绿藻、硅藻为优势种的池

塘水质稳定, 病害少, 对虾生长亦较好, 绿藻类和

硅藻类是可用来构建优良藻相的备选种类
[ 23 ]
。

TENDENCIA等
[ 2 4]
将WSSV攻毒对虾放入 3 种试验

水体中( 养殖罗非鱼的水体、接种小球藻的水体、

添加糖蜜的水体 ) , 结果在接种小球藻的水体中

WSSV攻毒对虾的成活率最高。养殖中后期的对虾

池塘经常会出现蓝藻类的快速繁殖, 可分泌毒素的

微囊藻类能形成高密度的水华。微囊藻毒素具有显

著的肝脏毒性, 已被认为是严重威胁野生动植物及

人类健康的环境污染物。CHEN和 XIE[ 25 ]
已经在对

虾肌肉中检测到了微囊藻毒素, 食用含有微囊藻毒

素的对虾将对人体产生危害。还有研究发现, 微囊

藻的大量繁殖可降低淡化虾池中浮游藻类群落的丰

富度和多样性, 影响浮游藻类组成及群落稳定性,

进而导致养殖对虾发病, 并随微囊藻密度或优势度

升高而病情加重, 对虾养殖成活率和生长速度随之

降低
[ 8 ]
。鉴于此, 笔者认为在对虾养殖池塘中培

育以蛋白核小球藻等优良微藻为优势种群, 是生态

防控 WSS的有效手段。

综上所述, 微囊藻和小球藻均可携带少量

WSSV, 其携带量随时间的延长而不断减少。微囊

藻藻体 WSSV携带量与藻细胞数呈显著正相关, 小

球藻藻体 WSSV携带量与藻细胞数相关性不显著。

2 种微藻均能促进水体游离 WSSV数量的消减, 小

球藻更有利于养殖对虾的健康生长和 WSS的生态

防控。
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