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摘 要 以 5一溴尿嘧啶(5-Bromouracil，5-BrUra)为诱变剂 ，分别以前期 实验在半致死条件 下获得 

的处理浓度、时间组合 0．5 mg／ml 9 h(0．5～9)、0．3 mg／ml 16 h(0．3～16)来处理受精卵，培养获得 

诱变材料 ，对处理群体 抗病 力和 生长性状进 行分析 ，探讨 化 学诱 变剂对 中国对 虾 Fenneropenaeus 

chinensis抗白斑综合征病毒(White Spot Syndrome Virus，WSSV)能力和生长的影响。WSSV攻毒 

实验结果表明，0．5～9处理组 、0．3～16处理组和对照组存 活时间分别为 77．2O±3．71 h、74．57± 

2．88 h和 81．45±2．98 h，三者之间不存在显著差异 ，说明在本 实验条件下，5一溴尿嘧啶处理受精 卵不 

能显著提高中国对虾对 WSSV 的抵抗能力(P>0．05)。生长实验结果表 明，在 实验开始第 21天至第 

6O天之间，两处理组特定生长率(SGR)显著高于对照组；实验结束时，经过 5一溴尿嘧啶处理 的中国对 

虾群体的体长、体重日增长率显著高于对照组，且两个处理组之间没有显著差异，表明经 5一溴尿嘧啶 

处理可能促进中国对虾的生长。但这些生长特性能否稳定遗传给后代尚需进一步研究。 
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ABSTRACT 5一Bromouracil(5一BrUra)was utilized to investigate the influence of chemical 

mutagen on disease resistance and growth performance of F ，z Pr0 以e s chinensis．Embryos of 

F．chinensis were treated by 5-BrUra at different concentrations and time periods，including 0．5 

mg／ml for 9 hours(0．5～9 group)and 0．3 mg／ml for 16 hours(0．3～ 16 group)．After WSSV 

challenge test，survival time of 0．5～ 9 treated group，0．3～ 1 6 treated group and the control 
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group were 77．20--+-3．71 h，74．57±2．88 h and 81．45土2．98 h，respectively。which showed that 

there were no significant difference between the treated and non—treated groups．It indicated that 

5一BrUra could not significantly improve F．chinensis resistance to W SSV．For growth perform— 

ance test，body length and body weight were obtained at every 2 0 days from the J uly 2 0 th to the 

October 7 th．The results showed that the Special Growth Rate(SGR)of t reated groups were sig— 

nificantly higher than non—treated group from the 21th day tO the 60th day．At the end of the ex— 

periment，the daily increments of body length and body weight of the treated groups were signif— 

icantly higher than the control group，but no difference was found between groups treated with 

5-BrUra，which indicated that 5一BrUra could improve the growth performance of F．chinensis． 

However，further investigation should be carried out to resolve the question that whether the 

high growth performance was heritable． 

KEY WORDS Fenneropenaeus chinensis 5一Bromouracil(5一BrUra) 

Di sea se resi stancP Growth 

中国对虾 F ro “ chinensis养殖业是我国重要的海水养殖产业。但在过去的 】0余年里，传染病 

已成为限制该产业发展的主要因素(Moss 2002)。其中，白斑综合征(White spot syndrome，WSS)是主要病 

害之一，其病原—— 白斑综合征病毒(white spot syndrome virus，WSSV)已成为对虾养殖业分布范围最广和 

危害最大的病原体 之一 (Wang ￡a1． 1 999)。 自 WSSV 发现至今 ，人 们进 行 了大 量研 究企 图控制该病 

(Huang et a1． 2002；Tsai et a1． 2006)，但是效果并不显著。研究发现，病毒与宿主细胞膜间的结合是由病 

毒吸附蛋白与膜上受体蛋白的特异性相互作用所介导(易志刚等 2006)，作者希望通过引入诱变剂来提高基 

因突变的频率，从而干扰受体蛋白基因表达来阻断病毒的吸附。 

本文以核酸类似物5一溴尿嘧啶(5一Bromouracil，5-BrUra)作为诱变剂，采用野生海捕亲虾受精卵作为诱变材 

料，对诱变获得的材料进行抗 WSSV能力和生长性状的检验，探讨了5一溴尿嘧啶对中国对虾抗病和生长的影响。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

中国对虾亲虾于2007年 4月 17日捕自山东省乳山湾，暂养于 9 m。的水泥池中。培育条件：沙滤海水，水 

温 12～13。C；每天投喂新鲜蛤肉或沙蚕，按对虾体重的 8 ～1O 9／6投喂，常规管理。 

1．2 诱变材料的获取和管理 

2007年 5月 7日开始，将性腺发育成熟的亲虾移入 2．8 m。(2 m×1 m×】．4 m)玻璃方缸中，水温控制在 

14℃，自然产卵。取同一尾亲虾原肠期受精卵为实验材料。将受精卵等量取出 3份，一份以0．5 mg／ml 5-溴 

尿嘧啶处理 9 h(0．5～9处理组)，一份以0．3 mg／ml处理 16 h(O．3～16处理组)，另一份作为对照。处理条件 

0．5 mg／ml 9 h和 0．3 mg／ml 16 h均根据前期摸索所得半致死条件浓度和处理时间组合并略作修正，具体参 

照赖光艳等(2008)的文献。处理后分别以自然海水洗涤 3次，置于水温为 16～18℃的 200 L孵化桶中孵化。 

孵化后，将每个试验组的无节幼体平均分成 3份，于 3个相互隔离并统一管理的200 L孵化桶中继续培养。 

按照各期幼体的营养需求，分别投喂叉鞭金藻 Dicrateria sp．、褶皱臂尾轮虫 Brachionus plicatilis、卤虫 

Artemia sp．无节幼体以及人工配合饲料(大乐牌饲料，烟台大乐饲料有限公司生产)等。每天投喂次数、投喂 

量以及投喂比例根据幼体不同的发育阶段进行调整。日常管理按常规方法进行。 

2007年 7月 3日，对虾体长为 3～4 CITI时，采用不同颜色组合，将不同试验组的幼虾用 VIE(Visible Im— 
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plant Elastomer)进行荧光标记(Godin et a1． 1996)，标记后放回原桶培养至无个体死亡，以备病毒感染实验 

和生长实验使用。 

1．3 病毒感染实验 

从市场上购得具有明显 WSSV症状的 El本对虾 Penaeusjaponicus，经巢式 PCR和组织学鉴定 ，呈 WSSV 

阳性，置于一20 C条件下备『{j 感染实验前将 WSSV 阳性 U：冬对虾剁碎至合适大小的 柯 ．制成毒饵 ，以备 

实验投喂。 

7月 20 El将标记的处理组和对照组 中国对虾混养，进行 WSSV感染实验 。实验程序如下：8月 10日停止 

投饵，对虾全部胃空时，按照对虾总重的 10％～15 一次性投喂毒饵，1 h后有少量残饵，说明毒饵充足，抽样 

检查发现每尾对虾都摄食了毒饵。从发现第 1尾对虾死亡开始，每小时检查 1次，从养殖池内捞出死亡或者濒 

死的虾，吸干体表水分，记录死虾的标记颜色、死亡时体重和取出时问，在一20。C冰冻保存，以备进一步分析。 

El常管理：实验用海水均经过沙滤，整个实验水温控制在 22±1。C。感染期 间每天投喂两次配合饵料 ，每 

次投喂量为实验对虾总重 的 2 。实验废水全部用 10 mg／I 有效氯消毒处理后排放 。 

1．4 生长实验 

将标记的不同处理的中国对虾按 350尾 池混养于 3个 40 m。的水泥池子中。每个处理设置 3个重复。指 

标测量由 2007年 7月 20日开始至 2007年 10月 7日结束，期间每隔 20 d测量每尾对虾的体长和体重。 

1．5 统计分析 

1．5．1 各试验组对虾存活时间的差异性比较 

利用统计软件 SPSS 1 3．0中Kaplan—Meier方法进行生存分析，估计 各试验组存活率．绘制存活曲线。该 

方法属于非参数估计法(Nonparametric methods)，是利用 t时刻之前对各时问点上的生存概率(即个体在经历 

个单位时间后仍存活的概率)的乘积来估计在 t时刻的存活率，故称为累积存活率(Cumulative surviva1)，不 

需要对被估计的数据分布作任何假设 。用对数秩检验 (I og—Rank)比较不同试验组存活时间的差异显著性 。 

1．5．2 各试验组对虾生长的差异性 比较 

以特定生长率(Special Growth Rate，SGR： ／d)来衡量各组虾的生长速度 ，其计算公式如下 ： 

SGR一 1oo×(1nW ～lnW。)／t 

式中，W。(g)和W (g)分别为某个实验阶段的初始体重和终体重，t为两次测量问隔时间。各个生长阶段 

不同试验组 SGR的差异利用统计软件 SI SS 13．0进行单因素方差分析，SGR进行方差分析前先经过反正弦 

转换 ，采用 I SD方法进行多重 比较 。各阶段 的各个试验组体长、体重差异用单因素方蓐分忻法检验 ，同时采用 

协方差分析来估算不同养殖池可能产生的系统差异。 

2 结果 

2．1 各个试验组 WSSV感染存活时间的比较 

感染实验从 8月 11日开始到 8月 20日结束 。实验对虾在感染 WSSV后分别在 42 11(对照组)、43 h(0．5 

～ 9处理组)和 45 h(0．3～16处理组)开始出现死亡，整个实验过程持续 162 h(0．5～9处理组)至 208 h(对照 

组和 0．3～16处理组)。所有对虾从接触 WSSV到感染死亡的平均存活时间为 77．99±1．83 h(平均值±标准 

误)。具体实验结果见表 l。 

利用生存分析中的 Kaplan Meier方法对 3个试验组的存活率进行生存估计分析，生成存活分布曲线如图 

1所示。采用对数秩检验(Log—Rank test)对 3个试验组存活时间的差异程度进行显著性检验，其结果如表 2 

所示。0．5--9处理组、0．3～16处理组和对照组存活时间之间不存在显著差异(P>0．05)，说明在本实验条件 

下，5一溴尿嘧啶的处理并不能使 中国对虾对 WSSV抵抗力显著改变 。 
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注：“0．5～9”表示实验组以0．5 mg／ml处理 9 h；“0．3～16”表示实验组以0．3 mg／ml处理 16 h 

Note：“0．5～9”shows treatment with the concentration of 0．5 mg／ml for 9 hours； 

“0．3～16”shows treatment with the concentration of 0．5 mg／ml for 16 hours 

图 1 不同时间累积存活率比较 

Fig．1 Comparison of cumulative survival rate of F．chinensis at different time 

表 2 不 同处理组对虾存活时间的比较 

Table 2 Pairwise comparison of survival time between treatments 

2．2 各试验组生长比较 

以7月20日开始混养为起始时间(图 2、图3中坐标轴“0”点)，研究 5一溴尿嘧啶处理组和对照组中国对虾 

体长、体重 ，比较其结果 ，如图 2、图 3所示 。从中国对虾孵化至混养时，对照组和 0．5～9处理组体长、体重显 

著低于 0．3～16处理组，而至混养后 20 d时，两个处理组体长、体重均显著低于对照。自混养后 40 d开始，两 

个处理组体长、体重显著高于对照(P<0．05)。 

0 日 日 己 j ∞0> 日 拿 jJ 
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图 2 实验期间不同试验组的平均体长 

Fig．2 Mean body length of F．chinensis 

in different groups 
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图3 实验期间不同试验组的平均体重 

Fig．3 Mean body weight of F．chinensis 

in different groups 

经 5一溴尿嘧啶处理过的中国对虾各期生长情况如图 4所示。在混养后第 1天开始至第 2O天，0．3～16处 

理组特定生长率(SGR)显著低于 0．5～9处理组和对照组(P<0．05)。从混养第 21天开始至混养 60 d，o．5～ 

9处理组和 o．3～16处理组之间SGR不存在显著差异，而两个处理组 SGR均显著高于对照组，说明两个处理 

组生长速度显著高于对照组生长速度(P<0．05)，而混养 61 d至实验结束，处理组与对照组之间 SGR两两差 

异不显著(P>O．05)。整个实验过程中，两个处理组体长、体重 日增长均显著高于对照组体长、体重日增长(P 

dO．05)，至实验结束时，两个处理组体长、体重平均值均显著高于对照组(P<O．05)(表3)，说明 5一溴尿嘧啶处 

理可能对 中国对虾生长存在影响。 
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注：“0．5～9”表示实验组以 0．5 mg／ml处理 9 h；“0．3～16”表示试验组以 0．3 mg／ml处理 16 h； 

竖线表示标准误；同一时间不同字母表示差异显著(P<O．05) 

Note：“0．5～9，，shows treatment with the concentration of 0．5 rag／ml for 9 hours； 

“0．3～16”shows treatment with the concentration of 0．5 mg／ml for 16 hours： 

Error bars denoting S．E．columns at the same time with different letters are significantly different(P< O．05) 

图4 实验期间不同试验组的特定生长率 

Fig．4 Special growth rate of F．chinensis in different groups 
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对照组 

Control group 

0．5～9处理组 

0．5～9 treated group 

0．3～1 6处理组 

0．3～ 16 treated group 

8．35±0．08b 6．92土 0．20b 0．63±0．0lb 51．98士1．52b 

注：“初始体长”、“初始体重”为实验开始时刻的体长、体重，定义为“0” 

Note：“Initial body length”and“Initial body weight”showing body length and body weight at the beginning stage of the experiment，defined as“0’’ 

3 讨论 

3．1 5-溴尿嘧啶对中国对虾抗病力的影响 

外界因子是诱发 WSSV暴发的主要因素。研究表明，一定范围的盐度变化能改变中国对虾的免疫能力和 

wSSV增殖能力，从而使 WSS可由潜伏感染转为急性感染(Liu et a1． 2006)。在盐度不变的情况下，温度对 

WSSV影响最大，其次是氨氮和 pH(刘昌彬等 2001)。水温升高，WSSV在对虾体内的增殖加快，加快了 

WSS的发生(jiravanichpaisal et a1． 2004)。宋晓玲等(1996)在对不同温度下中国对虾感染实验中发现 17～ 

19℃是对虾 WSS发生的最低温度 ，认为 17℃是 WSS在中国对虾体 内增殖的最低温度。另外 ，饵料好坏直接 

影响中国对虾的营养水平，从而影响WSSV毒性实验中对虾的存活率。董世瑞等(2006)用 4种饵料投喂感染 

WSSV对虾，发现投喂卤虫成体和鱼肉可以显著提高攻毒存活率 。本实验 ．中国对虾均处于同一个池子 中，实 

验过程中严格地控制水温变化，消除了环境因子造成的差异，很好地控制了外界条件的一致性，为实验结果的 

准确性提供了保证。 

WSSV感染实验是病毒与中国对虾机体相互作用的过程。雷质文等(2001)在不同染毒状态下对免疫指 

标的活性进行分析。其结果表明，不同虾池各免疫因子差异显著，发病虾池虾样各免疫指标平均值均低于其他 

虾池，因此 WSSV感染对中国对虾机体产生了影响。而在本实验初期，存活率为 100 时，说明病毒对对虾的 

作用还没达到致死程度，随着实验时间的延长，中国对虾因感染的 WSSV病毒在体内大量增值而逐渐死亡。 

因此，各时间点的样本总体存活率一方面反应了 WSSV对中国对虾的作用程度，另一方面也体现了本时间点 

中国对虾对WSSV的抵抗能力。本实验利用 Kaplan—Meier方法对各个时间点存活率进行分析，并采用对数 

秩检验(I og—Rank test)对不同试验组存活时间进行差异性检验 。结果显示 ，处理组 0．5～9、0．3～16、对照组 

WSSV感染平均存活时间分别为 77．2O±3．71 h、74．57±2．88 h和81．45±2．98 h，三者之问差异不显著(P> 

0．05)，表明在本实验条件下，5一溴尿嘧啶并不能显著影响中国对虾对 WSSV的抵抗力。 

3．2 5一溴尿嘧啶对中国对虾生长的影响 

利用化学诱变剂处理中国对虾受精卵，诱变后生长性状能否显著提高也是我们一直致力探索的问题。国 

外曾于 2O世纪 6O年代对鲤鱼精子进行化学诱变处理(Kirpiehnikov et a1． 1981)，发现利用化学诱变剂处理 

鲤鱼精子，可使当年鲤的生长速度显著提高，其中以半致死浓度处理效果最佳，诱变效果最好，其生长速度可比 

对照快一倍(Tzoy et a1． 1973)。本实验利用 5一溴尿嘧啶为诱变剂，以前期研究获得的两个半致死剂量与时 

间处理中国对虾受精卵，得到中国对虾诱变群体。对其生长性状的研究发现，处理组中国对虾体长、体重日增 

长显著高于对照，结果与前人相似。刘世英(1988)认为，生长速度加快可能是由某些非遗传因子(如竞争食物 

能力的提高)引起的，也有可能诱变剂提高了某些不可遗传的生长变异的概率。因此，5一溴尿嘧啶能促进当代 

中国对虾生长，但在后代 中是否仍具有促进生长的效果还尚未可知。 
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4 小结 

本实验利用核酸类似物 5一溴尿嘧啶对中国对虾进行了诱变处理，初步探讨了该诱变剂对中国对虾抗病能 

力和生长性能的影响，为下一步的诱变选育提供了基础资料和数据。5～溴尿嘧啶处理是否产生突变以及该诱 

变剂对中国对虾后代的影响还有待进一步研究 ，利用诱变进行 中国对虾选育还需要进一步的细化完善。 
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