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现代生物技术在水产动物健康养殖中的应用
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摘　要: 现代生物技术的应用对水产动物健康养殖产生了很大的影响. 本文从水产动物疾病诊断, 高效疫苗

制备, 抗病品种培育, 提高抗病力, 水体污染监测等方面对现代生物技术的应用进行了综述. 旨在为水产动物健康

养殖及相关研究提供参考.
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随着人们生活水平的提高, 对水产品的需求已经从数量型转向质量型, 优质健康的水产品日益得到人

们的青睐. 优质高产是今后渔业的发展方向. 无病无伤, 体色鲜艳的健康水产品才能满足市场的需求. 传

统的养殖模式由于水产动物发病时大量使用氯制剂、硫酸铜和孔雀石绿等药物, 结果由于残毒影响, 很难

生产出健康的水产品. 近几年来现代生物技术在水产养殖业上的运用和发展为水产动物的健康养殖揭开了

新的篇章.

1　水产动物微生物病原体的检测

分子生物学方法出现之前, 水产动物微生物疾病的诊断主要依赖于组织细胞培养, 病原体表型鉴定, 血

清学分析或组织病理学检查. 微生物疾病病原体鉴定过程复杂, 耗费时间较长. 而其发生和传播又非常快.

往往由于不能现场鉴定和及时治疗, 造成经济重大损失. 分子生物学技术的出现为微生物病原体的鉴定提

供了直接的方法, 简化了诊断的时程, 使水产动物疾病诊断发生了根本性的变革[ 1, 2 ]. 分子生物学诊断在检

测病原体方面之所以具有独到的优越性, 是因为它检测灵敏度较高, 不需要体外培养. 通过检测遗传多态

性或者基因突变来确定和鉴别病原, 多态性鉴别灵敏度较高, 不同种类和品系的单个核苷酸插入, 删除, 突

变均可检测. 目前在水产动物病原体诊断上常用的分子生物学方法有限制性酶切, 探针杂交和 PCR 等.

1. 1　限制性酶切 (R estriction enzym e digestion) 检测

限制性酶可识别DNA 上较短的序列, 在识别位点上切开DNA , 单个核苷酸变化即可导致限制性酶切

位点的增加或缺失, 因此, 酶切后产生的片段数目发生了改变, 即所谓的限制性片段长度多态性 (R estriction

length po lymorph ism s, R FL P). 然后进行凝胶电泳, 酶切后的DNA 片段根据大小在凝胶电泳上进行分离,

染色后即可观察各个不同的片段, 进行遗传变异的分析. 不同样品总DNA 酶切后即可产生限制性酶切多态

性. 然而检测这些多态性差异时, 需要使用标记的DNA 探针来加以确定[ 3, 4 ]. 另一种方法可以不需要DNA

探针杂交, 首先对DNA 片段进行限制性酶切, 然后靶定DNA 特定片段, 通过 PCR 扩增, 来显示限制性片
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段多态性, 即所谓的扩增片段长度多态性 (Amp lification fragm en t length po lymorph ism s, A FL P) [ 5, 6 ]. 对病

原微生物而言, 这种诊断是相当有用而直接的方法[ 3, 4, 5, 6 ]. 也可以鉴别特定的寄生虫[ 7, 8 ]. Chang, Y. S. et

al (2001) 从美国三个不同的海岸水体 (N ew York, N ew Jersey, and T exas) 收集的蓝蟹 (Callinectes

sap id us ) , 通过 PCR 和原位杂交分析两步诊断证实存在白斑综合症病毒 (w h ite spo t syndrom e virus,

W SSV ). 通过R FL P 方法, 对于一个1156bp 片段的W SSV rrl- specific R sa I进行扩增, 从而区别N ew Jersey

蓝蟹W SSV 和其它地方分离的W SSV [ 9 ].

1. 2　探针杂交 (P robes, H ybridisation) 检测

特异性的核酸探针杂交是鉴定病原体十分有效的方法, 探针可用来检测和确定病原体特定序列, 甚至

被其它核苷酸片段污染的样品也可检测. 然而探针的设计及杂交的条件要求严格, 主要目的是确保探针和

样品中互补核酸序列特异性结合. 关于核酸探针的标记和检测系统的多样性, T ijssen, P. (1993) 进行了综

述[ 10 ]. 目前常用的标记有半抗原诸如生物素或地高辛[ 11 ]和荧光标记[ 12 ]. 标记和检测方法多样性能够提供适

宜的系统进行点印迹或原位杂交. 限制性酶切之后, 可以用探针来确定和检测片段, 尤其在多种片段混合

物的情况下, 通过探针和随后凝胶电泳确定片段的相对位置, 可以鉴定样品. 组织切片也可运用原位杂交

探针, 来检测病原体在组织和细胞内的定位. 在对特定病原进行大规模调查时, 这种方法的运用具有较大

的优点. 也可以设计适当的探针来检测鱼类, 贝类和虾蟹类原生动物寄生虫[ 13, 14 ].

V enkatesw aran, K. et al. (1998) 使用了旋转酶B 基因 (gyrase B gene, gyrB) 作为分子诊断探针. 可

在用病毒 (V . p arahaem oly ticus) 人工接种的27个虾样本中检测到病毒. 对于虾中V . p arahaem oly ticus病毒

的检测提供了一个快速、可靠、灵敏的方法[ 15 ]. M ari, J. et al. (1998) 从纯化的 T SV (T aura Syndrom e

V irus) 提取 ssRNA 基因, 转录成双链 cDNA 并且被用来构建 cDNA 文库. 然后通过载体和质粒重组的方法

筛选两个特异性的 pP15 和 pQ 1探针, 通过 northern blo ts 和 do t blo ts, 两个探针能够特异性地与提取的

RNA - T SV 基因, T SV 和感染的 T S虾组织匀浆液进行杂交. 这两个探针在对 T S病虾组织切片原位杂交

实验中也得以证实[ 16 ].

1. 3　聚合酶链式反应 (Po lym erase chain reaction, PCR ) 检测

PCR 是用来扩增特定DNA 片段序列的快速方法. 通过设计核苷酸引物, 在特定的条件下可以和目标

DNA 结合, 然后延伸, 进行扩增. 由于 PCR 受多因素影响, 即使产物中出现了某一DNA 片段, 也难以肯

定样品被某一特定病原体感染. 还需进一步试验 (如限制性酶切, 探针杂交或核苷酸测序) 增加诊断的特

异性[ 17 ]. 实际上, 应用过程中往往是多种方法结合使用. W alton, A. et al在1999年报导了 P 病毒探针的构

建, P 病毒基因组杂交探针, 可通过 PCR 大量制备. 然后用来进行点印迹或者原位杂交特异地检测自然或

实验室感染动物的组织和细胞. 这是对于温带蟹地方性病毒构建的第一个基因探针, 对于病毒生态, 病毒

和寄主相互作用研究是非常重要的[ 18 ]. 成年斑节对虾 ( P enaeus m onod on ) 用W SSV 病毒接种, 通过R T -

PCR 分析在感染4 h 后, tk- tm k 基因的转录可以检测到[ 19 ]. 随着 PCR 技术的发展和应用, 现在已有多种

病原体的 PCR 诊断试剂盒问世, 并在现代水产养殖上开始用于病原体的识别和诊断. 随着 PCR 反应条件的

优化和使用设备的简化, 相信不久的将来, PCR 诊断就会在水产养殖发病现场快速进行.

2　高效免疫疫苗的制备

养殖水产动物的免疫过去往往倾向于使用病毒和细菌的联合疫苗, 要么用病原微生物培养, 制成病毒

或细菌的悬液, 然后灭活, 制备灭活疫苗; 要么直接用典型病鱼的内脏组织 (如肝胰腺等) 制备组织浆灭

活疫苗, 免疫效果相对较差. 现在水产养殖已转向使用DNA 疫苗或基因工程疫苗.

2. 1　DNA 疫苗

DNA 疫苗是基于直接注入编码抗原部分蛋白 (通常是细胞外膜或病毒蛋白衣壳) 的裸DNA , 以便于这

种蛋白质能够在体内表达, 从而诱导抗体的产生. 这种方法已经在鱼类免疫中大量使用. 一个成功的例子

是大西洋鲑, 使用编码传染性肝脏致死病毒 ( Infectious hem atopoeitic necrovirus, IHNV ) 糖蛋白的质粒进

行注入, 在巨细胞病毒启动子 (cytom egalovirus p romoter, pCM V ) 的调控下表达. 结果显示在感染病毒8周
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后, 具有明显的免疫保护效果. 抗病毒抗体在初始免疫后能够产生, 在后来感染后免疫效价提高[ 20 ]. 最近

研究表明纳克 (ng)数量级的DNA 即可有效地引发这种反应[ 21 ]. 在虹鳟鱼免疫防护V H S病毒 (viral haemor2
rhagic sep ticaem ia virus, V H S) 时, 利用糖蛋白编码序列, 由 pCM V 启动. 也观察到了相同的效果[ 22 ]. 这

些方法的优点是注入裸DNA 在体内表达, 免疫效价较高. 但主要缺点是对病原蛋白的结构和组成需要详细

的了解. 再者, 即使优化的疫苗也趋向于一个较窄的效应范围. 而且对大多数水产动物而言, 免疫机理还

不够清楚.

2. 2　基因工程疫苗

基因工程疫苗是通过分离病原体中具有免疫活性的抗原基因, 在体外表达系统中生产特定抗原蛋白来

制作疫苗. 它的优点在于: 1抗原专一. 避免了常规灭活疫苗将整个病原基因转入鱼体, 从而造成潜在的危

害; 2可将多个抗病基因克隆到同一载体, 然后进行表达, 制备复合疫苗; 3可应用发酵技术进行大规模生

产. Gilmore等 [1988 ] 从传染性肝脏坏死症病毒 IHNV 中分离到一种糖蛋白基因 G, 并将其中 Sau3A I片

断组合到大肠杆菌 (E. coli) 中, 得到一种糖蛋白抗原, 具有较强的免疫原性, 能有效地防治传染性肝脏

坏死症病毒的感染[ 23 ].

3　提高机体对病原体的抵抗力

抗菌肽基因在鲑鱼中表达的蛋白水平与抗病程度密切相关[ 24 ]. 许多编码抗菌肽的基因, 包括溶菌酶基

因, 导入转基因鱼后, 以使转基因鱼具有鲑鱼溶菌酶基因, 从而提高其抗病能力, 免疫效应, 促进吞噬细

胞的吞噬能力和提高它们的抗菌活性, 从而提高对疾病的抗性.

非特异性免疫保护机制虽然是暂时的, 但在免疫应答中对鱼类是有效的. 葡聚糖, 甲壳素和左咪唑可

提高噬菌细胞的活性, 酵母葡聚糖和维生素C 可活化补体活性, 此外左咪唑和生长激素也可活化N K 细胞,

这些均显示能增强特定的免疫反应[ 25 ]. 这些物质可提高对环境应激因子的耐受性和广谱抗菌性, 适合应用

于水产养殖. 可与疫苗相互补充, 增强抗病能力. 可是免疫刺激物只能通过注射给予, 过量往往会造成机

体的免疫抑制. 注射本身也会对鱼类产生刺激, 对小鱼使用不适宜. 所以有必要研究能够调控的基因, 来

激活这些免疫应激物. 当鱼受到外界环境因子应激 (如微生物感染) 时, 可通过启动子进行活化.

4　抗病品种的培育

分子标记在育种中对于筛选可遗传的优良性状 (如生长率、产卵率、抗病等) 是十分有效的方法[ 26, 27, 28 ].

相关基因的遗传位点可绘制成遗传图谱, 在水产动物育种上可使用图谱相应的标记. 目前, 遗传标记最常

用的是限制性片段长度多态性 (R FL P) 和微卫星 (M icrosatellites). 第一种方法是用限制酶切割DNA 产生

不同长度的片段. DNA 片段中一旦出现限制性位点的缺失, 一定数目的插入和删除, 酶切后即会产生不同

的片段. 也可以用切割DNA 方法对限制性位点进行改变, 即A FL P 扩增片段长度多态性. 这项技术的优点

是可对这些片段进行扩增. 限制性片段可用已知序列的探针检测来构建遗传图谱. 另一个可选择的方法是

使用串联重复序列的微卫星, 在一个较高的个体变异中, 能复制出许多倍的重复短序列 (Short sequence re2
peats, SSR ). 虽然每一技术都有各自的优缺点, 但它们对于遗传多样性研究和基因图谱绘制来说是非常有

用的工具. 在水产养殖上, 这些方法已用来研究许多种类的遗传起源、种质资源及遗传多样性[ 26, 27, 28 ] , 同时

也可以对同种的不同种群进行鉴定[ 29 ].

水产养殖上, 根据需要对水产动物特定特征已开展了分子定位标记研究, 构建了许多遗传图谱. 斑马

鱼遗传图谱由 Postlethw ait, J. H. (1994) 首先构建, 它包括 414 遗传标记, 空间跨度平均为5. 8 cM [ 30 ]. 后

来 Sh imoda, N. et al (1999) 构建了一个具有2000 标记的斑马鱼遗传图谱, 平均跨度1. 2 cM [ 31 ]. N aruse,

K. et al (2000) 在青鱼将中构建了一个覆盖 1 354. 5 cM 更为全面的遗传连锁图谱, 其中对应于染色体的单

倍体绘制了633 标记, 发现24个连锁群. 使用这种图谱, 新的基因很容易定位. 这样一来, DNA 标记与特

定表型就会一一对应[ 32 ].

最近, 这项技术应用于虹鳟的选择育种, 选择对感染性肝脏坏死病毒 ( IHNV ) 的抗病品种. 使用一个
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包含有干扰素诱导基因的位点, 可区别七个不同模式, 从而鉴定抗病品种和易感品种[ 33 ]. 数量遗传特征可

用数量型特征位点 (quan titative trait loci, Q TL ) 来确定. 连锁已知的个体可通过产生的标记来确定, 构建

一个连锁图谱, 显示在每个标记之间的相对距离. 进行统计分析找出这些标记与感兴趣的特征之间的关联.

Q TL 已经在许多植物商业化生产上得到应用. 分子标记辅助育种用这个方法从种间杂交来选择罗非鱼耐低

温和耐盐新品系. 也可以通过微卫星和A FL P 标记鉴别水产动物及畜禽的品质[ 34 ].

5　水体污染的监控

随着经济的快速发展, 来自工业废水和生活污水的污染已影响到社会生活的各个方面, 尤其是严重影

响到水产养殖业. 鱼类可因水质污染引起生殖功能障碍, 雄鱼雌性化[ 35, 36 ]. 水体中重金属和某些有机物可

引起水生生物发生生理生化反应, 这些生理生化反应可以检测和用作生物标记, 来监测水体污染的水平. 最

常见的是细胞色素 P4501A , 当水体中有机化合物 (如芳香烃和二氧杂芑) 出现时, P4501A 基因可被污染

物诱导表达, 通过检测其mRNA 和蛋白质水平上的变化来监测污染. 金属硫蛋白可被重金属特异性诱导表

达, 也可作为生物标记[ 37 ]. 目前研究更倾向于通过直接与生物传感器结合, 来启动DNA 的合成. 生物传感

器就是利用环境中某些污染物通过酶促反应专一性诱导或抑制某一物质的生成, 新物质的生成又可促使或

诱导生物体某一特定蛋白的表达. 由于大多数生物传感器对化合物具有特异性, 所以这种方法的运用存在

局限性. 目前的研究是把编码绿色荧光蛋白的基因 (Green flo rescen t p ro tein, GFP) 整合到许多对水体污染

有反应的启动子上, 这些启动子位于一些诱导型基因上. 诱导型基因一般包括 (1) 可被重金属或化学毒素

所诱导 (如那些编码热休克蛋白和金属硫蛋白的基因). (2) 可被肿瘤致癌物诱导 (如肿瘤标记基因).

(3) 可被雌激素诱导 (如水体中出现雌激素合成所需元素时, 雌激素生成增多). 当诱导型基因表达时, 荧

光蛋白基因也随之表达. 表达强度与水体污染呈正相关. 我们即可用肉眼观察荧光强弱, 来判断污染程度

大小. 水生生物中使用GFP 报告基因转入, 表达作为水质污染的生物连续监测器[ 38 ] , 可以快速提供可视的

结果, 从而避免酶或者特定蛋白分析的繁锁.

6　结束语

现代生物技术的应用为水产养殖业的发展带来了革命性的变化, 从水产动物遗传多样性、种质资源、新

品种培育、免疫预防、疾病诊断、水质监测等各个方面无一不渗透分子生物学的应用. 在水产动物健康养

殖上更显示其独有的优势, 根据水产动物微生物疾病发病快的特点, PCR 及其探针的诊断直接而快速, 可

解决长期以来疾病诊断时程长的问题. 然而其在生产上的真正应用, 还有待于检测条件的优化, 仪器的简

化, 廉价试剂盒的研制. 免疫防护是水产动物健康养殖的重点, 要从水体, 病原体和机体等多个方面研究

和增强动物自身对疾病的免疫能力. 我国目前水产动物健康养殖得到了政府的重视, 投入了大量的人力和

资金进行研究和调控, 展现了良好的发展态势. 但就目前而言, 水产动物疾病的病原体区系普查, 病原发

生及诊断, 抗病品种培育, 疫苗制备, 免疫防护机理等有必要加强研究. 政府也有必要加大力度防止养殖

用水污染, 控制养殖品种的交叉引进, 规范水产健康养殖的法规. 从而使水产健康养殖走上可持续发展的

道路.
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Appl ica tion of modern biotechnology on aqua tic an ima l hea lth cultiva tion

KON G X iang2hui1, 2, WAN G Gui2zhong1, L I Shao2jing1

(1. Departm ent of O ceanography, Institute of Subtrop icalO ceanography Xiam en U niversity, X iam en, 361005, China;

2. College of L ife Science, Henan Norm al U niversity, X inxiang, 453002, China)

Abstract: M ore and more modern bio techno logies w ere app lied ex tensively to aquaculture w ith developm en t of mo lecular

bio logy, thus great impacts w ere p roduced in the p rocess of culture and husbandry, especially, on the healthy m anagem en ts of

aquatic an im al culture. It w as summ arized fo r app lication of modern bio techno logies from diagnostication of aquatic an im al dis2
eases, p reparation of h igh effect vaccine, breeding of an ti2disease strain, imp rovem en t of an ti2disease capacity and inspection of

aquatic po llution, w ith the in ten tion of p roviding helpful reference fo r m anagem en ts of disease con tro ls of aquaculture.

　　Key words: modern bio techno logy; aquatic an im als; health cultivation; app lication
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