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摘要    本研究拟探究经热灭活的白斑综合征病毒(White spot syndrome virus, WSSV)能否诱导中

国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)产生免疫致敏反应。将具有典型白斑综合征症状的对虾肌肉剁碎

后经 60℃灭活 1 h，采用单尾定量口饲的方法，连续 6 d 投喂不同水温条件(15℃、23℃、28℃、32℃)

下的实验组对虾(E15℃、E23℃、E28℃、E32℃)；同时设置常温(23℃)条件下阳性对照组 C23℃(投喂未经灭

活的 WSSV 毒饵)、对照组 CF23℃(只投喂商业配合饲料)。在实验第 13 天对存活个体进行第二次人

工 WSSV 感染，结果显示，WSSV 经 60℃处理 1 h 可彻底失活，表现为连续投喂 6 d 至第二次人工

感染期间无对虾死亡，而阳性对照组 C23℃死亡率为 100%。截止实验第 19 天，E15℃、E23℃、E28℃、

E32℃各组存活率分别为 80.41%、33.29%、8.47%、16.43%，CF23℃组的存活率为 8.89%，E15℃组与其

他各实验组差异极显著(P<0.01)，E23℃与 CF23℃、E28℃、E32℃组差异显著(P<0.05)，E28℃和 E32℃组差异

不显著(P>0.05)；对各组实验材料进行 WSSV 绝对荧光定量检测，结果显示，经热灭活 WSSV 诱导

的中国明对虾二次感染 WSSV 后，28℃环境下病毒增殖速度最快，高温(32℃)和低温(15℃)都会不

同程度抑制 WSSV 的增殖速度。实验表明，热灭活 WSSV 可以诱导中国明对虾产生免疫致敏反应，

对受 WSSV 感染的中国明对虾具有一定的保护作用；温度与 WSSV 的增殖速度密切相关。 

关键词    免疫致敏；热灭活；存活率；绝对荧光定量；白斑综合征病毒 
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中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)又称东方

对虾，旧称中国对虾(Penaeus chinensis)，主要分布在

黄、渤海海域，是我国重要的土著海水养殖动物之一，

其养殖产业近十几年来一直受病原困扰。在诸多病原

中，白斑综合征病毒(White spot syndrome virus，WSSV)

引起的白斑综合征发病快、破坏性强且防治困难。对

虾感染 WSSV 后，一般 3–10 d 内累积死亡率可达到

100% (Chou et al, 1995; Hossain et al, 2015)，成为危

害对虾养殖业最大的病原之一，对我国乃至全球范围

内的对虾产业造成了重大经济损失，严重阻碍了对虾产

业的持续健康发展(衣启麟等, 2014)。经过育种学家不

懈的努力，我国已有“黄海 1 号”(2003 年)、“黄海 2

号”(2008 年)、“黄海 3 号”(2013 年)3 个中国明对虾养

殖新品种，一定程度上恢复了中国明对虾养殖业(李健
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等, 2005、2015; 孔杰等, 2012)。 

对虾等甲壳类作为重要的水产养殖经济对象，较

脊椎动物缺少完善的免疫系统，更容易受到暴发性疾

病的影响而大面积患病或死亡(刘昂等, 2013; 曾祥兴

等, 2009)。疾病的发生与对虾本身的免疫水平、感染方

式和环境因素紧密相关 (吴信忠 , 2005; 孙成波等 , 

2006)，国内外学者用多种实验技术对 WSSV 展开研

究，涉及对虾免疫学、WSSV 感染机理及环境因素对

疾病产生的影响等(李一宁等, 2010)。 

普遍认为，对虾等无脊椎动物缺少抗体这一类关

键性的免疫分子，因此相关研究主要以天然的免疫反

应为主。然而，随着研究的深入，发现对虾血清同样

存在与脊椎动物免疫球蛋白(Ig, Immunoglobulin)功

能非常类似、能识别“异己”成分的特异性免疫分子

(章跃陵等, 2001; 王雷等, 1995; 王伟庆等, 1998)。研

究发现，对虾等能够产生特异性的免疫保护，Venegas

等 (2000) 对 感 染 WSSV 后 存 活 的 日 本 囊 对 虾

(Marsupenaesu japonicus)进行二次感染，与对照相

比，其死亡率降低了 49%；李战军等(2012)用 γ 射线

照射含有 WSSV 的患病对虾肌肉，连续饲喂 20 d 后

进行二次感染，存活率提高 45%以上。朱斐(2009)1)

利用双乙烯亚胺(BEI)灭活 WSSV 病毒悬液，注射诱

导 7 d 后二次感染，相对保护率达到 60%。有学者将

这种再次受到相同病原感染后，免疫保护作用显著增

强、死亡率降低的现象，称之为特异性的免疫致敏
(Immune priming)(Tom et al, 2004; Schmid-Hempel et al, 
2005)，也有学者称之为类免疫反应 (Quasi-immune 

response)(Venegas et al, 2000)。 

疾病的发生不仅与对虾的抗病力相关，还与环境

因子密切相关，内外因共同作用，才会促使疾病暴发

(刘波等, 2003)。Hewitt 等(2001)研究发现，温度作为

对虾生存环境的重要因子，影响对虾代谢、摄食、生

长、存活和免疫力的强弱，且与疾病的感染密切联系。

Vidal 等(2001)和 Rahman 等(2007)研究发现，高温可

延长感染 WSSV 后对虾的存活时间；宋晓玲等(1996)

发现，17–19℃是中国明对虾白斑综合征发生的最低

温度，17℃是 WSSV 在其体内增殖的最低温度。 

目前，针对对虾免疫致敏现象的研究还处在初步

阶段，本研究通过热灭活(60℃处理 1 h) WSSV 诱导 

对虾免疫致敏反应，并设置不同的实验温度，用实时

荧光定量 PCR 方法(qRT-PCR)进行病毒载量的检测，

探究热灭活 WSSV 诱导免疫致敏反应的有效性及温 

度与 WSSV 增殖之间的关系，以期为白斑综合征的

预防提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用健康中国明对虾取自中国水产科学研

究院黄海水产研究所遗传育种中心，平均体重为

(0.21±0.08) g，平均体长为(24.71±3.90) mm。实验用

水为经砂滤的自然海水，盐度为 29±1。实验前随机

取 3 尾对虾提取 DNA 后进行 WSSV 荧光定量 PCR

检测，检测结果为阴性。 

1.2  口饲感染毒饵的制备 

取感染 WSSV 且症状明显的中国明对虾腹节肌

肉，剁碎成泥状后装入研钵中继续充分研磨，加入适

量食用红色素并混合均匀，–80℃冰箱冷藏。 

1.3  热灭活 WSSV 饵料的制备 

材料选择及破碎的方法同 1.2 所述，参考

Balasubramanian 等(2006)的灭活方法，将粉碎后的对

虾肌肉于 60℃恒温培养箱中灭活处理 1 h，充分研磨

后加入适量可食用红色素并充分混合均匀，–80℃冰

箱保存。 

1.4  实验分组及管理 

根据实验温度(低温 15℃、常温 23℃、高温 28℃、

高温 32℃)及投喂的饵料(未经灭活的 WSSV 毒饵、热

灭活饵料、商业配合饵料)的不同，将实验用中国明

对虾随机分成 6 组，分别为阳性对照组 C23℃(投喂未

经灭活的 WSSV 毒饵+商业配合饲料)、商业饵料对照

组 CF23℃(只投喂商业配合饲料)、实验组 E15℃、E23℃、

E28℃、E32℃(投喂热灭活饵料+商业配合饲料)，每组设

置 3 个重复(30 尾/重复)，放入 26.5 cm×20 cm×16.5 cm

的整理箱。每个整理箱内安放一个气石，然后将每组

3 个小整理箱放入 72 cm×52 cm×44 cm 大整理箱中，

E15℃组放入泡沫箱中。实验期间自然水温为(23.0±1.8)℃，

C23℃、CF23℃和 E23℃组维持自然水温，E28℃和 E32℃组放

置加热棒控制温度，E15℃组通过调整常温海水与冰块

配比来控制温度。分组后自然温度暂养 3 d，随后开

始升温或降温操作，E28℃和 E32℃组在自然水温基础上

每天升高 1℃，E15℃组在自然水温的基础上每天降低

1℃，升(降)至设定温度后保持此温度到实验结束。每 
                            

1) Zhu F. Protection of Procambarus clarkii against white spot syndrome virus with inactivated WSSV and polysaccharide. 
Doctoral Dissertation of Zhejiang University, 2009, 20–34 [朱斐. 对虾白斑综合征病毒(WSSV)灭活制剂及多糖对克氏原螯虾

抗 WSSV 作用的研究. 浙江大学博士研究生学位论文, 2009, 20–34] 
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天吸底换水 1 次，每 3 h 观察 1 次，捞出死虾并记录

死亡时间。 

1.5  热灭活饵料的饲喂及二次感染 

对照组 CF23℃每天投喂 4 次配合饲料；C23℃组每天

投喂 1 次未经灭活的 WSSV 毒饵(约 5 mg/尾)，其余时

间投喂商业配合饲料。实验组在实验第 1–6 天每天投喂

3 次配合饲料及 1 次热灭活的 WSSV 饵料(约 5 mg/尾)，

日投喂总量约为体重的 5%。在实验第 12 天对存活个体

进行二次 WSSV 人工感染，投喂含 WSSV 饵料时采用

单尾定量口饲方法(授权专利号：ZL201210 107377.8)，

5 mg 毒饵含有 WSSV 约为 8.24×108 copies。 

1.6  样品采集及处理 

在实验开始第 2、4、6、10、12 天及二次感染(12 d)

后第 6、12、24、48、72、120 h，共 11 个时间点取

样，每重复、每取样点分别取 1 尾存活对虾(即每组

取 3 尾)，置于–80℃保存；实验共进行 19 d，然后收

集所有存活个体置于–80℃冰箱冻存，取肌肉组织用

于提取基因组 DNA。 

1.7  DNA 提取及实时荧光定量 PCR 

DNA 提取参照王伟继(2008)1)的方法。DNA 经

0.8%的琼脂糖凝胶电泳，利用 EC3 Imaging system 检

测DNA完整性，使用超微量紫外分光光度计(Biodropsis 

Bo-2000)测定 DNA 质量及浓度，稀释至 40 ng/μl 备

用。WSSV 含量采用 TaqMan qRT-PCR 方法测定

(Durand et al, 2002)，目标片段长度为 69 bp，引物及

探针由生工生物工程 (上海 )股份有限公司合成。

qRT-PCR 反应体系(20 μl)：1×Premix Ex TaqTM (Probe 

qPCR)、正反向引物各 0.25 μmol/L、ROX Reference 

DyeⅡ0.25 μmol/L、探针 0.125 μmol/L、病毒 DNA 模

板 2 μl，灭菌双蒸水补足体积。PCR 反应程序：95℃

预变性 10 s；95℃变性 5 s，60℃退火及延伸 34 s，共

40 个循环。以本实验室自行制备含有目的片段的重组

质粒 PUCm-T/WSSV69 为标准品，将 WSSV 标准品进

行 10 倍系列梯度稀释，共 7 个梯度，分别为

(1.02×102–1.02×108) copies/μl，无菌双蒸水作为阴性

对照，每个稀释度设 3 个平行，用作阳性对照及标准

曲线的构建。每个 DNA 样品平行检测 3 次，取其平

均值作为该样品 WSSV 载量。 

1.8  数据处理及分析 

存活时间(h)从二次感染后(13 d)0 h 开始计算： 

存活率=存活对虾数/初始对虾数×100%； 

死亡率=对虾死亡数/初始对虾数×100%； 

数据处理分析使用 SPSS 19.0、Origin 9.0 等软件

进行差异显著性分析和多重比较，分别在差异显著水

平 P<0.01 和 P<0.05 进行分析。。 

2  结果 

2.1  二次感染前死亡率及病毒载量变化 

实验第 1–12 天各实验组(E15℃、E23℃、E28℃)以及 CF23℃

组未出现死亡个体，阳性对照 C23℃在投喂未经灭活的

WSSV 饵料后 35 h 开始出现死亡个体，至 126 h 累积

死亡率达到 100%。表明 60℃处理 1 h 可以将 WSSV

完全灭活。 

 
表 1  1–12 d 内(二次感染前)各组别中国明对虾病毒载量变化(copies/ng DNA) 

Tab.1  The change of F. chinensis viral load between 1–12 d (before subsequent rechallenge) (copies/ng DNA) 

组别 Groups 时间 
Time(d) C23℃ CF23℃ E23℃ E15℃ E28℃ E32℃ 

2 4.54×104±1.25×102 A 9.32±1.62Ba 6.31±2.58Ba 2.54±0.99Ba 11.89±5.65Ba 12.79±7.55Ba 

4 1.55×106±4.28×103 A 14.68±3.15Ba 8.12±0.98Ba 8.28±1.26Ba 17.10±3.34Ba 6.35±2.56Ba 

6 4.10×106±1.89×103 A 54.12±2.86Ba 15.34±6.75Bb 5.75±4.24Bb 7.14±4.78Bb 4.93±1.67Bb 

10 — 71.99±15.66b 25.67±6.22c 6.31±2.53d 109.64±45.32a 10.77±3.21cd 

12 — 91.55+12.32d 143.81±25.55c 9.96±3.78e 465.73±88.90a 208.34±74.32b 

注：同行标有不同大写字母者表示组间差异极显著(P<0.01)；标有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05)；标有

相同小写字母者表示组间差异不显著(P>0.05) 
Note: Different capital letters within the same line showed highly significant difference between groups (P<0.01); different 

small letters showed significant difference between groups (P<0.05); same small letters indicated no significant difference 
between groups (P>0.05) 

 

                            

1) Wang WJ. Genetic mapping of the Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis using AFLP markers and commercial traits 
QTL mapping. Doctoral Dissertation of Ocean University of China, 2008, 66–73 [王伟继. 中国对虾(Fenneropenaeus chinensis) 

AFLP 分子标记遗传连锁图谱的构建以及相关性状的 QTL 定位. 中国海洋大学博士研究生学位论文, 2008, 66–73] 
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实验开始后，阳性对照组 C23℃在实验第 2 天病毒

载量达到 1.55×106 copies/ng DNA，而 CF23℃、E23℃、   

E15℃、E32℃组对虾体内病毒含量一直处于较低水平

[(2.54±0.99)–(465.73±88.90) copies/ng DNA]，与 C23℃

组病毒载量差异极显著(P＜0.01) (表 1)。E32℃组在 166 h

出现 1 尾死亡个体，截至到二次感染前(12 d)，E32℃

组共出现 6 尾死亡个体，对 6 尾死亡个体进行病毒

含量检测，结果显示，其平均病毒载量为(29.60±8.65) 

copies/ng DNA，表明 E32℃组在二次感染前出现的死

亡个体不是由 WSSV 导致。 

2.2  不同条件下中国明对虾二次感染 WSSV 后存活

时间的差异 

E23℃组连续 6 d 饲喂热灭活 WSSV 饵料诱导免疫

致敏，CF23℃组在整个实验过程中只投喂商业配合饲

料，作为对照组，在实验第 13 天对所有存活对虾进

行二次感染。截止到实验第 19 天，E23℃和 CF23℃组死

亡个体的平均存活时间分别为 (106.19±26.83) h 和

(92.05±25.38) h，2 组进行独立样本 T 检验，结果显

示，2 组平均存活时间差异显著(P＜0.05)。E15℃、E28℃、

E32℃与 E23℃组同样连续 6 d 饲喂经热灭活 WSSV 饵

料，平均存活时间分别为(136.00±9.80) h、(89.24± 

27.19) h、(84.53±26.70) h 和(106.19±26.83) h，结果表

明，随着实验温度升高，各温度组对虾感染 WSSV

后平均存活时间下降(图 1)。经过单因素方差分析，E23℃、

E28℃、E32℃与 E15℃组对虾的平均存活时间差异极显著

(P＜0.01)，E28℃、E32℃与 E23℃组对虾的平均存活时间

差异显著(P＜0.05)，而 E28℃和 E32℃组平均存活时间差

异不显著(P＞0.05)。 
 

 
 

图 1  中国明对虾二次感染 WSSV 后不同温度组 

平均存活时间  
Fig.1  The mean survival time of F. chinensis under  

different temperature after subsequent rechallenge 

不同的大写字母表示极显著差异(P＜0.01)，不同小写字母

表示显著差异(P＜0.05) 
Different capital letters on the graph showed highly 

significant difference (P＜0.01), different small letters on the 

graph showed significant difference (P＜0.05) 

2.3  不同条件对中国明对虾二次感染 WSSV 后存活

率、累积死亡率的影响 

二次感染从第 13 天持续到第 19 天，CF23℃和 E23℃

组存活率分别为(8.89±3.85)%和(33.29±2.02)%(表 2)。

经独立 T 检验，2 组存活率存在显著差异(P＜0.05)。

热灭活 WSSV 诱导的各实验组存活率随着实验水温

的提高而逐渐降低，其中，E28℃组的存活率最低，为

(8.47±9.50)%；E15 ℃组的存活率最高，达到 (80.41± 

5.84)%；E15℃、E23℃组与其他各组之间的存活率具有

显著差异(P<0.05)，而 E28℃和 E32℃组无显著性差异

(P>0.05)(表 2)。 
 

表 2  中国明对虾二次感染 WSSV 后的存活率 
Tab.2  The survival rate of F. chinensis after  

subsequent rechallenge 

存活数/总数(存活率) 
Survival number/Sum  

(Survival rate %) 
组别

Groups

1 2 3 

平均存活率
Mean survival 

rate (%) 

CF23℃ 1/15(6.67) 1/15(6.67) 2/15(13.33) 8.89±3.85 

E23℃ 5/16(31.25) 6/17(35.29) 5/15(33.33) 33.29±2.02* b

E15℃ 16/19(84.21) 15/18(83.33) 14/19(73.68) 80.41±5.84a

E28℃ 1/15(6.67) 3/16(18.75) 0/15(0) 8.47±9.50c

E32℃ 1/10(10.0) 3/12(25.00) 2/14(14.29) 16.43±7.73c

注：E23℃与 CF23℃组进行独立样本 T 检验，同列中标

有*表示组间差异显著(P＜0.05)；对 E15℃、E28℃、E32℃和 E23℃

组进行多重比较，同列中标有不同字母表示组间差异显著  

(P＜0.05) 

Note: Using the independent samples T-test to E23℃ and 

CF23℃, the means marked with “*” within the same row were 

significantly different at the 0.05 probability level (P＜0.05); 

Having multiple comparison to E15℃,E28℃,E32℃ and E23℃, the 
means with different letters within the same row were 

significantly different at the 0.05 probability level (P＜0.05) 
 

各实验组在二次感染后 48 h 前后出现死亡个体，

CF23℃、E28℃和 E32℃组在感染后 4 d 累积死亡率分别为

57.78%、54.35%和 61.11%，此时，E15℃组和 E23℃组

的累积死亡率仅为 5.36%和 25.00%(图 2)。到实验结

束，CF23℃、E28℃和 E32℃组累积死亡率达到 91.11%、

91.30%和 83.33%， E15 ℃和 E23 ℃ 组累积死亡率为

19.64%和 66.67%。经热灭活 WSSV 诱导的 E23℃组比

未经诱导的 CF23℃组累积死亡率低 24.44%。 

2.4  二次感染后各实验组取样及存活个体病毒载量 

二次感染后 12 h，各实验组对虾体内病毒载量开

始快速增加，其中，E28℃组增加速度最快，E23℃和 CF23℃

组次之，E15℃组增加速度最慢，而 E32℃组呈现先增加
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后降低的趋势(图 3)。二次感染后 24 h，E28℃组病毒

载量达到 2.37×106 copies/ng DNA，E32℃组病毒载量

为 8.97×105 copies/ng DNA，E23℃和 CF23℃组病毒载量

分别为 1.60×104和 4.54×104 copies/ng DNA，但 E15℃组病

毒载量仅有 52 copies/ng DNA(表 3)。 

对各实验组和对照组的存活个体进行病毒载量

检测，对照组 CF23 ℃的平均病毒载量为 1.59×107 

copies/ng DNA，而相同温度条件下的实验组 E23℃的

平均病毒载量为 6.54×106 copies/ng DNA，二者差异

显著(P＜0.05)。 
 

 
 

图 2  不同条件下中国明对虾的累积死亡率 
Fig.2  The cumulative mortality of F. chinensis 

 under different conditions 

3  讨论 

3.1  免疫致敏对中国明对虾的保护 

在以往的认识中，无脊椎动物区别于脊椎动物的

典型特征之一就是无特异性免疫，不能产生免疫记

忆。但越来越多的研究发现，无脊椎动物的免疫系统

没有普遍认为的那么简单，无脊椎动物在受到病原体

的感染后也会启动复杂的免疫防御机制。在果蝇

(Drosophila melanogaster)(曹慧等 , 2009)、长牡蛎

(Crassostrea gigas)(张涛 , 2014)1)以及日本囊对虾

(Venegas et al, 2000)等无脊椎动物中都曾发现，经过

特定病原免疫刺激后，再次用同样病原二次感染，其

感染率和致死率均呈下降趋势。这一发现对无脊椎动

物的疾病防控指引了新的方向，也对饱受病害困扰的

对虾等无脊椎动物的健康养殖带来了曙光。 
 

 
 

图 3  二次感染后不同组别的病毒载量变化 
Fig.3  The change of viral load after subsequent 

 rechallenge in different groups 
 

白斑综合征是一种严重危害对虾健康养殖的病

毒性疾病，许多学者以 WSSV 为病原体感染对虾，

围绕着白斑综合征的囊膜蛋白与对虾自身的免疫防

御机制展开了大量细致的研究。Witteveldt 等(2004) 
 

表 3  不同组别中国明对虾二次感染 WSSV 后的病毒载量变化(copies/ng DNA) 
Tab.3  The change of viral load of F. chinensis in different groups after subsequent rechallenge (copies/ng DNA) 

时间 Time (h) 
组别 

Groups 6 12 24 48 72 120 
存活 

Survived 

CF23℃ 2.32×102 1.31×103a 1.60×104b 1.66×106a 8.21×105c 6.42×106b 1.59×107a 

E23℃ 2.28×102 1.39×103a 4.54×104b 1.35×106a 4.10×106b 6.64×106b 6.54×106b 

E15℃ 3.88×101 4.29×101b 5.20×101c 8.52×102b 4.30×103c 8.60×105c 1.77×103c 

E28℃ 7.91×102 1.67×103a 2.37×106a 3.00×106a 1.31×107a 1.49×107a 1.74×107a 

E32℃ 2.17×102 2.56×102b 8.97×105b 2.38×106a 1.29×106bc 1.13×106c 8.41×105c 

注：同列中标有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0.05)；标有相同小写字母者表示组间差异不显著(P>0.05) 
Note: Different small letters within the same row showed significant difference between groups (P<0.05); the same small 

letters indicated no significant difference between groups (P > 0.05) 
 

                            

1) Zhang T. A preliminary study on the mechanism of immune sensitization of Crassostrea gigas. Masters Thesis of 
Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Institute of Oceanology, 2014, 17–33 [张涛. 长牡蛎免疫致敏机制的初

步研究. 中国科学院研究生院(海洋研究所)硕士研究生学位论文, 2014, 17–33] 
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用原核表达系统表达出 WSSV 主要囊膜蛋白 VP28，

将该蛋白作为抗原免疫对虾，取得了一定的效果。Jha

等(2006)用酵母细胞表达出了 VP28 和 VP19 蛋白，

发现将这 2 种蛋白组合免疫对虾，免疫效果比单个免

疫更为有效。但这些研究仅融合了一种或几种囊膜蛋

白，导致病毒的免疫原性降低。有学者对完整 WSSV

进行灭活，朱斐 (2009)1)利用双乙烯亚胺 (BEI)灭活

WSSV 悬液后注射克氏原螯虾(Procambarus clarkia)，

免疫保护率高达 60%。但上述研究诱导对虾产生免疫

反应均是通过注射诱导的方式，而注射方式不适用于

本研究中较小的对虾个体[平均体重为(0.21±0.08) g，

平均体长为(24.71±3.90) mm]。 

Balasubramanian 等(2006)用 60℃灭活 WSSV 悬

液，注射感染印度对虾(Penaeus indicus)，感染后 20 d

死亡率为 0。本研究在 1–6 d 连续投喂 60℃灭活的

WSSV 毒饵，未出现因感染 WSSV 而死亡的个体，

证明了灭活的有效性。通过热灭活方式处理患病对虾

的肌肉，人工饲喂热灭活 WSSV 诱导中国明对虾产

生免疫致敏现象，连续 6 d 投喂热灭活 WSSV 饵料的

实验组与只投喂配合饵料的对照组相比，平均存活时

间和存活率有了显著性提高(表 2)，其死亡趋势也要

比对照组 CF23℃更为缓慢(图 2)。对实验结束后存活个

体的病毒载量检测发现，饲喂商业配合饲料的 CF23℃组

病毒载量要高于投喂灭活饵料的 E23℃组(表 3)，这可

能是由于灭活 WSSV 进入对虾体内后，使对虾血清

中产生中和 WSSV 的物质，抑制了 WSSV 的复制，

从而在一定程度上保护了感染 WSSV 的对虾(Venegas 

et al, 2000)。Wu 等(2005)则认为，免疫致敏的作用机

制是前期免疫诱导阶段进入对虾体内 WSSV 囊膜蛋

白抢占了 WSSV 与靶细胞的结合位点，但不能否认

还会有大量的 WSSV 可以进入宿主细胞。热灭活诱

导免疫致敏的方法简单经济，适合大规模应用，尤其

适合筛选在免疫致敏反应上有差异的群体或家系，对

进一步加速中国明对虾抗性遗传选育、实施 WSSV

的有效防治具有重要实际应用价值，同时，为进一步

揭示免疫致敏现象的分子机制提供可能性。但热灭活

的局限性在于其导致蛋白构象发生部分改变，在一

定程度上降低了免疫原性。实验也存在着诱导后二

次感染存活率不高的问题，这可能与中国明对虾的

WSSV 易感性相关(江世贵等, 2000; 盖春蕾等, 2013)。 

3.2  不同温度对 WSSV 增殖的影响 

温度不仅直接影响对虾的新陈代谢、抗病能力、

饲料转化率和生存发育，还对病毒及细菌在对虾体内

的增殖有重要影响(向赟等, 2014)。许多水产动物疾

病的发生与季节有密切关系，对虾白斑综合征的发生

也有明显的季节性，吴定虎等(1995)2)研究发现，对

虾流行病的高峰期是在 4–5 月和 9–10 月，水温较低

和水温较高时疾病不容易暴发，许多病原体都需要较

合适的增殖温度范围。本研究设置 15℃、23℃、28℃

和 32℃共 4 个温度梯度，研究结果显示，中国明对

虾经过热灭活 WSSV 诱导后，28℃条件下 WSSV 致

病力最强，这表现 28℃组在实验结束时累积死亡率

最高(图 2)。实验还通过 qRT-PCR 方法跟踪了各个温

度条件下病毒的增殖情况，发现 28℃条件下病毒复

制速度最快(表 2 和图 3)，这与李侃等(2013)和张俊儒

等(2008)在未经诱导直接感染 WSSV病毒所得出的结

论一致。本研究中，E15℃组存活率最高(80.41%)(表 2)，

病毒载量变化(图 3)也揭示了此温度下病毒增殖速度

要比 23℃、28℃和 32℃组要缓慢。这与张俊儒等(2008)

和 Jiravanichpaisal 等(2004)的研究结论一致：当水温

低于 16℃时，低温抑制了病毒的增殖从而使对虾体

内的病毒载量处在一个比较低的水平，从而使 WSSV

的致病力降低。 

温度对 WSSV 影响研究更多集中在高温(30℃以上)

对 WSSV 的抑制上，You 等(2010)设置 27℃和 31℃两

个梯度对日本囊对虾幼虾和成虾分别感染，发现 31℃

条件下对虾死亡率大大降低。李侃等(2013)通过激光共

聚焦显微镜发现，WSSV 进入宿主细胞的能力与温度密

切相关，33℃条件下进入细胞的病毒数明显比 27℃少。

Wongmaneeprateep 等(2010)在研究水温对凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei)感染 WSSV 的影响时发现，对虾

持续在(32±1)℃下养殖或在此温度下养殖 7 d 后水温降

至(28±1)℃，感染了 WSSV 的对虾没有出现疾病症状和

死亡，大大提高了对虾的存活率。本研究中，32℃组病

毒载量的变化呈现先上升后下降的趋势(图 3)，说明  
                            

1) Zhu F. Protection of Procambarus clarkii against white spot syndrome virus with inactivated WSSV and polysaccharide. 

Doctoral Dissertation of Zhejiang University, 2009, 20–34 [朱斐. 对虾白斑综合征病毒(WSSV)灭活制剂及多糖对克氏原螯虾

抗 WSSV 作用的研究. 浙江大学博士研究生学位论文, 2009, 20–34] 
2) Wu DH, Chen XF. Epidemiological study on virus disease of cultured shrimp. Proceedings of the second national 

symposium on disease control and environmental management of cultured shrimp. Qingdao: Qingdao Ocean University Press, 

1995, 84–87 [吴定虎, 陈细法. 养殖对虾病毒病的流行病学研究. 第二届全国人工养殖对虾疾病防治和环境管理学术研讨

会论文集. 青岛: 青岛海洋大学出版社, 1995, 84–87] 
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高温抑制了 WSSV 的增殖。但本实验 32℃组在二次感

染之前出现部分死亡个体，二次感染后最终累积死亡率

也高达 83.33%(图 2)，说明高温对中国明对虾并没有提

供有效的保护。Rahman 等(2007)的研究证明，当以较

高剂量感染对虾或者当对虾出现典型的白斑综合征

症状后再将温度升到 33℃左右时，不仅不能对已感

染的对虾提供保护，反而加速了 WSSV 病毒的增殖

过程，加速了对虾死亡进程。这可能是因为以较大剂

量感染时，WSSV 在较短的时间内就会侵入全身各组

织，给对虾机体造成不可逆转的损伤；也可能是因为

较高的水温造成了水体溶解氧含量减少、水质变坏、

细菌滋生等，从而损伤对虾的身体机能 (Limsuwan  

et al, 2012)，这说明高温对对虾的保护是条件性的、

不确定性的。 

综上所述，饲喂热灭活 WSSV 饵料可以诱导中

国明对虾产生免疫致敏现象，但免疫保护强度较弱，

仅在一定程度上增加了中国明对虾感染 WSSV 后存

活的时间，需要对病毒的灭活方式以及如何高效诱导

免疫致敏现象进一步探究。在实际生产中，温度作为

一个重要的环境因子，应该引起足够的重视，适时地

根据水体温度的变化采取有效措施，防止疾病的发生。 
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Immune Priming Response Induced by Heat-Inactivated WSSV on 
Fenneropenaeus chinensis at Different Temperature 
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Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  
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and Technology, Qingdao;  
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Abstract    This study was designed to explore whether the heat-inactivated WSSV could induce 

immune priming response on Fenneropenaeus chinensis. During the initial 6 days, four experiment groups 

(E15℃, E23℃, E28℃, and E32℃) were fed with typical symptoms of WSSV prawn muscle, which was dealt 

with at 60℃ for 1 h using the equivalent and quantitative test method. At the same time, we set a positive 

control group C23℃ (fed with the unheat-inactivated WSSV muscle) and a control group CF23℃ (fed with 

commercial compound feed only). At the 13th day of the experiment, all shrimps were infected with 

WSSV again. The result showed that 60℃ could decrease the activity of WSSV absolutely, there were no 

dead shrimp in the initial 12 d, but the mortality of positive control group C23℃ was 100%. The survival 

rates of different experiment (E15℃, E23℃, E28℃, and E32℃) and control groups were 80.41%, 33.29%, 

8.47% , 16.43% and 8.89%, respectively, after 19 days. The survival rate of E15℃ showed highly 

significant difference from other experiments (P<0.01). In addition, there was a significant difference 

between E23℃ experiment group and other experiment groups (P<0.05). Nevertheless, there was no 

significant difference between E28℃ and E32℃ groups (P>0.05). Compared to the results of absolute 

quantitation, it was found that the multiplication rate of WSSV was the highest under 28℃, high (32℃) 

and low (15℃) temperature would inhibit the multiplication of WSSV in the shrimps which accepted the 

subsequent rechallenge of WSSV after the heat-inactivated WSSV induced. Experimental results showed 

that heat-inactivated WSSV could induce immune priming response and provide some protection to the 

infected shrimp by WSSV. The multiplication rate of WSSV is closely related to temperature. 

Key words    Immune priming; Heat-inactivated; Survival rate; Absolute quantitation; WSSV 
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