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　　摘要:2008— 2009年就江苏省范围内的中华绒螯蟹螺原体疫病进行了普查及跟踪检测 , 结果显示螺原体疫病在

全省普遍存在 ,尤其是苏南的水产养殖重点县(市 、区), 螺原体疫病连年暴发 , 普查的 60个县(市 、区)中 , 阳性率达

22%, 随后的跟踪检测阳性率更高 , 达 67%,必须引起高度重视。
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　　江苏是水产养殖大省 , 全省水产养殖总面积达到

69.13万 hm2 ,但水产疫病一直是困扰养殖业发展的一大难

题 ,全省每年因水产疫病造成直接经济损失 15亿元 ,而虾 、蟹

疫病造成的损失近半 。其中中华绒螯蟹(Eriocheirsinensis)

“颤抖病 ”是近年来对水产养殖危害最大的流行病 ,自 1994

年暴发以来
[ 1 -2 ] ,每年都是影响中华绒螯蟹养殖最严重的疾

病 。江苏省生物多样性与生物技术重点实验室自 1998年以

来对该病进行了病理学 、病原学及流行病学等方面的研

究
[ 3 -7] ,通过柯赫氏法则验证以及分子生物学 、细胞生物学及

微生物学等技术 ,证实该病原为螺原体 (Spiroplasma)类病原

微生物
[ 8 -9 ] 。而近年来 ,其他经济水生甲壳动物(克氏原螯虾

Procambarusclarkia、南美白对虾 Penaeusvannamei等)也相继

发生重大流行病 ,造成大规模的死亡 ,并有蔓延趋势 ,给水产

业造成巨大经济损失 。我们研究发现其病原也为螺原体类微

生物
[ 10-11 ] ,而国外学者在海水养殖的南美白对虾中也发现了

螺原体病原 , 并证实是引起大规模死亡的原因 [ 12] 。由此可

见 ,螺原体已经成为严重危害水产的新型病原 。

前期的研究显示同一发病养殖池塘中的不同水生甲壳动

物(中华绒螯蟹 、克氏原螯虾、南美白对虾等)都会被螺原体

病原侵染 。这种病原对宿主侵染的广谱性在以往的水产疫病

流行中是较少见的 ,因此 ,我们利用已建立的水生动物螺原体

的分离 、培养及鉴定诊断技术 ,结合江苏省水生动物疫病预防

控制中心完善的全省水产养殖疫病的监测 、防治网络以及江

苏水仙实业有限公司的水产养殖资源和条件 ,开展了螺原体

在水产养殖环境的分布情况和流行病学的调查 ,以明确江苏

省水产螺原体病的主要类型、寄主范围及侵染情况等 ,为今后

江苏省及我国水产螺原体疫病的防治提供有价值的信息 。

1　材料与方法

1.1　中华绒螯蟹样本来源

螺原体疫病普查工作在全省范围内展开 ,结合各地的水

产养殖业发展情况及其养殖规模 ,采样地区及具体样本数见

表 1 ,每个样本含中华绒螯蟹 30只 ,重约 50 g/只 。

表 1　螺原体疫病普查地区分布情况

地区 县(市 、区)及其样本数

常州 溧阳市(2个),武进区(2个),金坛市(3个)

淮安 楚州区(1个),淮阴区(1个),盱眙县(1个),洪泽县(1个),涟
水县(1个),金湖县(2个)

连云港 赣榆县(2个),灌南县(1个),东海县(1个),灌云县(1个),海
州区(1个),新浦区(1个),连云区(1个)

南京 高淳县(4个),江宁区(1个)

南通 海安县(1个),海门市(1个),启东市(1个),通州区(1个)

宿迁 泗阳县(2个),泗洪县(2个),沭阳县(2个),宿豫区(2个)

苏州 太仓市(1个),相城区(1个),吴中区(2个),昆山市(3个),吴
江市(3个),常熟市(3个)

泰州 靖江市(1个),姜堰市(2个),泰兴市(1个),兴化市(4个)

无锡 宜兴市(3个),锡山区(1个),江阴市(1个)

徐州 铜山区(1个),沛县(1个),新沂市(1个),丰县(1个)

盐城 射阳县(1个),建湖县(1个),响水县(1个),阜宁县(1个),盐
都区(1个),滨海县(1个),东台市(1个),大丰市(1个)

扬州 宝应县(8个),维扬区(1个),邗江区(1个),高邮市(4个),仪
征市(1个)

镇江 丹徒区(1个),丹阳市(1个),扬中市(1个),句容市(1个)

合计 县(市、区)总数 60个(样本总数 96个)

1.2　中华绒螯蟹样本处理与检测

1.2.1　主要试剂　10%甲醛溶液用于光镜样本的固定;4%

戊二醛溶液用于负染样本的固定;磷酸缓冲液 PBS(100 mL

中含 2.53%的 NaH2PO4 · 2H2O83 mL, 2.52%的 NaOH

17 mL, pH值 7.5),螺原体培养基 HeartInfusionBroth(BD公

司产品);水生动物螺原体 ELISA快速检测试剂盒 (南京师范

大学生命科学学院水产科学研究所研制);Chelex100(Sigma

公司产品), TaqDNA聚合酶 、蛋白酶 K(TaKaRa公司产品)。

1.2.2　样本处理及检测方法　1 mL一次性注射器取中华绒

螯蟹血淋巴液 ,分别与 PBS及 10%甲醛溶液混匀 , 4 ℃保存 ,
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肌肉样本 -20 ℃冻存 ,待检 。对所采样本 ,利用实验室建立

的光镜 、电镜观察 、分离培养技术 、PCR快速检测技术及

ELISA检测试剂盒进行了全面检测 。

一次普查采取混样检测的方法 ,即 1个样本中的 30只中

华绒螯蟹血淋巴液混匀用于光镜 、电镜 、分离培养及 ELISA

检测 ,肌肉样本混合匀浆用于 PCR检测。一次普查的阳性结

果作为二次跟踪取样的依据 。二次跟踪取样每个中华绒螯蟹

样本 10只 ,单只进行检测 。具体的检测方法及阳性判断依据

见表 2。

表 2　试验用检测方法

检测方法 具体操作 阳性依据

光镜 血淋巴液用 2倍的 10%甲醛溶液固定, 滴片 , Nikon50i相差显微镜
观察

血细胞形成包涵体 ,细胞膜外黏附或游离有螺原体微生
物

电镜 上述血淋巴的甲醛固定液 ,负染 ,日立 H7650电镜观察 电镜下见典型螺原体微生物

分离培养 血淋巴液加等量 PBS, 过 0.22μm滤膜 , 接种 100μL滤液至 1 mL
R2培养基 , 30℃恒温培养 ,每天观察培养基颜色变化 ,并取少量菌
液滴片 , Nikon50i相差显微镜观察

R2培养基由红变橘黄 ,澄清无沉淀 , 光镜下可见典型螺
原体微生物

PCR 参考国家发明专利 [ 13]

ELISA 参考国家发明专利 [ 14]

　　各组样本经表 2所示 5种方法检测 ,所有结果都吻合的

样本确定为阳性 ,以阳性样本确定螺原体疫病阳性地区 。

2　结果与分析

调查结果显示 ,江苏省水生动物螺原体疫病存在广泛 ,在

全省普查的 60个县(市 、区)中 ,螺原体疫病阳性率达 22%,

尤其是苏南地区 ,螺原体疫病密集 。南京 、常州 、无锡 、镇江等

地区 ,阳性县(市 、区)均过半;苏州地区虽然阳性县(市 、区)

只有昆山和吴中 ,占全部县(市 、区)的 1 /3 ,但昆山取的 3个

样本及吴中的 2个样本均为强阳性 ,疫病发生非常集中 。

一次普查中的阳性地区 ,绝大多数在随后的跟踪检测中

也为阳性 ,阳性率为 67%,其中南京 、宿迁 、苏州 、扬州等地高

达 100%,其他地区也达到 50%,说明螺原体的疫病发生具有

很强的连续性(表 3)。

表 3　2008— 2009年江苏省螺原体疫病普查情况

地区

普查 (2008年 6— 7月)

县(市 、区)

数(个)

阳性数

(个)

阳性率

(%)

跟踪 (2008年 8月至 2009年 7月)

县(市 、区)

数(个)

阳性数

(个)

阳性率

(%)

报道

文献

常州＊ 3 2 67 2 1 50 [ 15-16]

淮安 6 0 0 [ 17]

连云港 7 0 0

南京＊ 2 2 100 1 1 100

南通 4 0 0 [ 18]

宿迁＊ 4 1 25 1 1 100 [ 3-4]

苏州＊ 6 2 33 2 2 100 [ 18-20]

泰州 4 0 0

无锡＊ 3 2 67 2 1 50

徐州 4 1 25 1 0 0

盐城 8 0 0

扬州＊ 5 1 20 1 1 100 [ 15-16]

镇江＊ 4 2 50 2 1 50

合计 60 13 22 12 8 67

　　注:＊表示实验室已分离并保存有该地中华绒螯蟹螺原体菌株。

　　结合有关中华绒螯蟹 “颤抖病 ”暴发的有关研究文献资

料 ,我们发现 ,以往大规模暴发过中华绒螯蟹 “颤抖病 ”的地

区在这次的螺原体疫病普查中检测多数呈阳性 ,而宝应 、金

坛 、高淳 、昆山等地螺原体疫病则是连年发生(图 1),养殖户

损失惨重 。

3　讨论

中华绒螯蟹 “颤抖病 ”报道初期 ,尽管流行病学的调查和

研究尚不完善 ,病原生物学的研究也还不很透彻 ,但关于 “颤

抖病 ”防治的方法却很多 ,不同研究者根据所持的不同病原

观点提出了一系列的防治措施 [ 21-26 ] 。各类防治方法虽然是

基于不同的病原观点提出的 ,均对疾病产生的 3个要素 (环

境 、病原 、机体)给予重视 ,不同程度地采用了综合性防治 ,各

类预防措施中所采取的药物彻底清塘(消灭环境中残留的病

原和病原携带者)和改良养殖环境为主的生态防病 ,对于一

些中华绒螯蟹 “颤抖病 ”高发区的发病率的降低确实起了一

定的作用 ,然而这些预防措施是所有水产疫病防治的基本原

则 ,并不是有针对性的预防中华绒螯蟹 “颤抖病 ”。经过几年

的生产实践检验 ,对于中华绒螯蟹的 “颤抖病 ”的防治多数没
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有效果或效果不好 ,中华绒螯蟹 “颤抖病 ”仍然是连年发生 ,

并且殃及其他水产养殖品种 ,与患病中华绒螯蟹同塘或是附

近塘养殖的虾类也暴发大规模的疫病
[ 10] ,并呈现蔓延之势 ,

究其原因 ,主要是防治措施并没有真正地对症下药 。中华绒

螯蟹体内以及养殖水体中微生物的多样性以及螺原体微生物

的小体积(类似病毒 ,可以滤过 0.22 μm滤膜)和其形态的多

变性
[ 9 ]
可能是 “颤抖病 ”病原难以确定的主要原因 。病原学 、

病理学 、流行病学研究及跟踪取样工作的缺乏 ,很可能是导致

研究者的研究结论存在一定的地区局限性的原因 ,另外 ,对

“颤抖病 ”定义的模糊也对研究者研究其确切病原造成了一

定影响 。因此 ,我们建议将中华绒螯蟹 “颤抖病 ”命名为中华

绒螯蟹螺原体病 。因为当一种疫病的病原和病因确定后 ,应

该以病原来命名疫病而不是以病症来命名 。

　　中华绒螯蟹螺原体疫病的连年暴发与其病原的特异性是

密不可分的 。对中华绒螯蟹螺原体的生物学特性研究表明 ,

该螺原体对 pH值 、温度及盐度的强耐受性在螺原体中是很

少见的
[ 27 ] ,说明该螺原体在自然环境中具备寄生的广泛性 ,

实际的疫病普查结果也证实了这一点 。螺原体能在人工培养

基上生长繁殖 ,在自然环境中也可以脱离活体存在 。我们在

“颤抖病 ”发病池塘的底泥中检测到有少量的螺原体 [ 28] ,螺原

体能在池塘底泥中存活 ,且低温对其致死效应很小 ,而中华绒

螯蟹为底栖动物 ,也为螺原体的侵染提供有利条件 ,使得 “颤

抖病 ”多年连续暴发成为可能 。

我们在养殖试验过程中发现 ,河蟹养殖塘螺原体病害的

发生与养殖密度高低没有直接联系 ,而基于该病原特殊的生

物学性质 ,其病害发生与养殖塘有无 “颤抖病 ”病史密切相

关 ,即养殖塘曾经暴发过 “颤抖病 ”,塘中残留有螺原体病原 ,

则该塘口再次发生螺原体病害的概率很大 。

在确定了病原后 ,针对该螺原体病原进行了一系列体外

体内的敏感药物筛选
[ 29] ,药敏试验发现 ,该螺原体对绝大多

数的渔业常规中西药物均不敏感 ,这也就很好地解释了现有

的药物防治方法不能有效防治螺原体疫病 ,更不能彻底消灭

螺原体疫病 。研究发现 ,从清塘 、养殖环境 、苗种检疫和饲料

等方面进行全面排查 、把关 ,能有效控制原发性病原的发生 ,

并能初步建立螺原体疫病的检测及综合防治体系 。本次的流

行病学调查研究对有针对性的水产螺原体疫病的防控提供了

有价值的信息 ,普查结果进一步确定了螺原体疫病在江苏省

范围内的分布情况 ,在此基础上 ,可以有的放矢地采取防治措

施 ,将建立的螺原体疫病防治技术进行推广应用 ,以实现全省

中华绒螯蟹的健康养殖 。
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