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言前

、一
τ司,前第一章

對蝦科 (Family Penaeidae) 屬於節肢動物門 (Phyllum Arthropoda

) , 甲殼綱 (Class Crustacea) , 十足目 (Order Decapoda) , 為重要的
經濟無脊椎動物養殖物 , 近年來己普遍且企業化的養殖。然而在繁殖、養殖
期間 , 因不明原因的大量死亡 , 而造成業者的重大損失 , 因之深入探討其病
因並謀求解決之道 , 實在是刻不容緩的 o 在諸多的病原中 , 一股認為草蝦桿
狀病毒 ( Penaeus monodon -type baculovirus; MBV) 是養草蝦最重要的

病原之一 o

草蝦桿狀病毒 ( Pmonodon-typ θ baculo virus; ME

病毒中的桿狀病毒科 ( Baculoviridae) , 桿狀病毒囑 ( Baculovirus ) 。桿

狀病毒是 DNA 病毒 , 具有桿狀的核酸鞘 ( nucleocapsid) 和脂蛋白外膜 (

lipoprotein envelope) 0 至目前發現至動物細胞的桿狀病毒 , 依其包容體
( occl uded ) 的存在及其佳狀 , 可以分為下面三個外表群 (61 ) : (1 )顆粒性桿

狀病毒 ( Granulosis viruses) 、 (2) 核多角體桿狀病毒 (Nuclear

polyhedrosis viruses) 和 (3) 不形成包容體的桿狀病毒 (Nonocclusion body

viruses) 0 對蝦桿狀病毒 ( BP) 和草蝦桿狀病毒 ( MBV) 是屬於第二類群
徊局 ) ,

而中腸腺壞死捍狀病毒 (BMN) 則屬於第三類群仰 ) ,
而第一類群桿狀

病毒則大多出現於昆蟲 o

鑑於台灣蝦類養殖近年來發展迅速 , 及病毒性疾病又是蝦病中相當重要
的病原 , 本文主要針對本省養殖蝦類常感染之草蝦桿狀病毒 ( Penaeus

monodo 刀﹒ type baculovirtIs; MBV) , 做一系列探討與整理 , 旨在使養蝦
業者與對 MBV 有同樣興趣者對此病毒之性狀及其感染之防治方法有所了解

討論。

有關草蝦樟狀病毒之流行病學方面的研究結果顯示 , 本省養殖草蝦受
MBV 感染情況已相當普遍 ; 不分季節、地區、和蝦體的大小 ( 除了後期幼
生以前之各期 ) , 皆很容易發現病毒感染的樣品 o 病蝦的檢體常可發現大量

的病毒包容體 , 亦可能伴隨肝膜腺系統性肉芽腫的發生 , 其殼外表污蟻 , 常
停靠池壁及浮游於池面。繁殖場的紅尾蝦苗 ( Penaeus peniClllatus ) 亦發
現感染了 MBV, 然而斑節蝦 ( P .IapQ刀止的 ) 則未發現被感染。

調查自台灣及東南亞養殖草蝦體內之病毒感染情形亦顯示 MBV 感染最

嚴重 ; 種母蝦之感染率為 14.1 至 94.3% 不等 , 而蝦苗和幼蝦感染率為 43-85%
'

�V )



一 2 一 草蝦桿狀病毒之特性

在每一批檢體皆可檢出 MBV 的感染 o

MBV 病毒之病原性的研究成果顯示 : 繁殖場革蝦苗的養殖密度會隨著

蝦苗各期變態而逐漸減少 , 當後期幼生感染MBV 以後 , 其密度會急速減少
。 MBV 傳染很快 , 六天之內感染率由 10% 增加到 85% 以上 ; 草蝦變態為後
期幼生以前 , 沒發現有病毒包容體之形成 , 最早發現有包容體出現 , 是在變
為後期幼生後第四天 ( PL4 ) 起。

MBV 感染草蝦苗後以酵素連結免疫吸附法檢測MBV 抗原存在則發現在

眼幼蟲 ( Zoea ) 一期即有正反應 , 垂死之眼幼蟲二期於病理切片發現己可發
現MBV 包容體。在後幼生期感染MBV 會引起生長遲緩 , 族群平均體長比未
感染之同期蝦苗小 , 體長標準機差則較大 , 活存率較低。 PLllO 、 PL80 、

PL50 和 PL20 以餵食方式進行感染 MBV, 十天後檢驗感染率分別為 0% 、

13.3% 、 21.4% 和 100% ' 此結果顯示蝦體愈大愈不易感染MBVo 探討組織病

理探討草蝦大量死亡之病變和 MBV 的關係後 , 可將採得樣品之病變分為急
性、慢性病變和正常狀態三種類別 , 這些蝦子MBV 感染率分別為 44.3% 、

25.7% 、及 40.0% 。慢性病變MBV 感染率減少乃因組織發炎 , 細胞脫落、壞死
之故 D 研究結果亦顯示MBV 並非引發草蝦大量死亡之直接病原 , 蝦池環境
刺激因子 (Stressing factors) 之增加會導致MBV 在蝦體組織的大量增殖

o

在病理學的研究結果顯示 , 草蝦肝膜細胞除了 E細胞外 , 其餘 F 、 B 、 R
、 M四種不同型態及功能的細胞皆發現會被MBV 感染 , MBV 感染後引起的

病理主要是脂蛋白膜的病變 , 並在細胞核內形成包容體 , 會將細胞脹破 , 瓦
解的胞器及包容體和游離的病毒會流入肝膜腺之管腔中 , 隨糞便排至體外 o

草蝦發生大量死亡常引起肝膜腺的病變 , 依發生的性狀可分為急性和慢
性病變 , 前者常發生在突發性大量死亡時 , 肝膜腺組織引起炎症反應 : 細胞
大量壞死、脫落 , 並有菌血現象和血球浸潤 ; 慢性病變常見於持續性發病死

亡之蝦池 , 肝膜腺外表萎縮黑變或透明病變 , 萎縮黑變組織形成肉芽腫 ; 而

透明病變是盲管間隙擴大 , 充滿組織液或纖維化 , 引發盲管的繼發性病變 :
細胞形態變性和基底膜剝離 D 以電子顯微鏡觀察 , 病變組織之細胞膜瓦解、
染色質聚集、基底膜增厚和起皺摺 , 並在盲管內和盲管間隙發現桿狀的細菌

o

在病毒複製研究結果顯示 , MBV 在肝膜腺細胞內複製 , 以穿透式電子
顯微鏡觀察 ,

可見到病毒基因基質、類似長管狀的鞘物質和核酸鞘的形成 ,

外套膜的取得及包容體的形成等步驟 o 草蝦及紅尾蝦形成MBV 包容體皆為



- 3 一言前

楠團體至球形 , 為嗜伊紅性 , 與 Schiff reagent 有輕微的紫色反應 , 直徑約

3-10 μ m' 在 pH11.5 下攪拌 2小時可將包容體部分溶解 o

有關 MBV 形態學上的研究 , 在草蝦及紅尾蝦肝膜腺內發現之MBV 型態

之測定 , 並以 t-test 檢定 , 發現兩者之病毒體直徑 (58.2nm; 47.8nm) 、核酸

鞘直徑 (38.9nm; 34.6nm) 和病毒體長度 ( 325.9nm : 265.2nm) 有顯著差異

, 而核酸鞘長度 (250.6nm; 2切 .7nm) 和多角體蛋白顆粒之對角長度 (

19.9nm; 20.8nm) 二項無顯著差異。另以 CsCl 離心 , 測得MBV 包容體密度為

1.3147'" 1.3212gjml 0

MBV 的純化材料目前只能取自活體 , 病蝦和後幼生期都可藉由黨糖或

氯化鈍梯度離心取得 , 沒有人為的疏忽時 , 將可得到病毒包容體和游離病毒
, 密度分別為 1.33 和 1.29 gjml' 以電泳分析包容體結構蛋白 , 多角體蛋白分
子量約為 62 Kd' MBV 包容體在純化過程 , 多角體蛋白極易剝落 , 在掃描式
電子顯微鏡下包容體表面極度粗糙 , 負染色觀察可同時見到大量多角體蛋白

和病毒顆粒 (occluded virus) 0 分析四組MBV 蛋白質鞘長度 , 主要分布在
250- 280nm ' 平均約 260nm ' 在其中兩組發現有約 1 明也長度約 150-160nm 的題

小病毒蛋白鞘。

有關 MBV 分子生物學上的研究結果則顯示 MBV DNA 可自純化後的病

毒顆粒和包容體中萃取 , 以這些 DNA 進行聚合醋連鎖反應 ( polymerase

chain reaction; PCR) , 並持用參照自見蟲核多角體病毒多角體蛋白基因

相似性極高的基因片段做為引子 ( Primer) , 結果可得到約印0 鹼基對之

MBV DNA 部份合成產物 , 以 PCR 直接進行蝦首MBV DNA 的檢測 , 感染
MBV 的蝦茁經 PCR 合成反應之後 , 亦在同一位置有單一的 DNA 帶 , 而草蝦
、斑節蝦和東方對蝦體 DNA 皆無反應 o 此結果顯示本實驗所合成之 MBV

DNA 有很高之特異性 o

在MBV 感染防治之研究結果顯示 , 草蝦育苗場蝦苗感染的 MBV' 並非

由受精卵傳染之垂直感染 , 而是經口感染 o 自環境中病毒包容體或帶原蝦子

的糞便是最主要的感染源 o 以乾淨海水、福馬林和碘仿清洗無節幼苗或受精

卵 , 可有效的去除MBV 的感染 , 而達到生產無MBV 感染的蝦苗的目的。
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草蝦桿狀病毒之特性

、
kk 也昌,
弟二莘 萃蝦桿狀病毒檢驗法姐,

、

對蝦類是否感染對蝦桿狀病毒 (BP) 或草蝦桿狀病毒 ( MBV ) , 我
們可以依據其感染後所形成的包容體 (occlusion body) 之特性 , 在濕抹片
或組織切片下輕易檢驗出

(的 )
0 而 BMN 的感染 , 並不形成包容體 (1 犯) ,

因此欲
診斷 BMN 的感染 ,

必須依據其臨床症狀、組織病理學和穿透式電子顯微鏡

等互相配合 , 方能正確診斷出是否因 BMN 感染了肝膜腺細胞而致病 0 San 。

在 1983 年發展出螢光抗體技術 ' 由此可以快速診斷BMN 的感染 D

研究。使用到的儀器包括解剖顯微鏡、光學顯微鏡、穿透式和掃描式電

子顯微鏡 D 應用之技術主要有組織病理檢驗技術和電子顯微技術。檢體自現

場採集後即進行外表檢驗和固定包埋的步驟 , 其簡明流程如圖 2-1 。

外表病徵之顯微鏡檢、照相和記錄

病蝦地區採養 Davidson's Fixative 固定→石臘包埋→ 5 Ji m1;1J 片

H&E 染色

和
Giemsa 染色

電顯固定→包埋→超薄切片→染色→ TEM 觀察

圖 2-1 、草蝦疾病調查流程圖

1. 採樣 :

蝦苗繁殖場環境小 , 容易觀察 , 採樣容易 , 隨時撈取異樣的蝦苗在顯微
鏡下觀察 ,

並與正常蝦苗作比較。大蝦場樣本之採集是以發病蝦池為對象

而以鄰近蝦場正常的草蝦作對照。母蝦的採樣是以繁殖場內母蝦為主, 購進
之母蝦分聞單獨蓄養 2 天 , 進行觀察 , 並進行MBV 的檢驗 o

檢驗之蝦苗之MBV 檢驗方法有抹片及組織病理切片 ; 而大蝦場採到的
病蝦 , 由於運送活蝦麻煩 , 一般都採組織病理檢驗 : 種蝦價格昂貴 , 檢驗
MBV 包容體乃採糞便檢驗為主。特殊的病仕為了更深入的探索 , 才取發病
部位進行戊二醒 ( Glutaldehyde ) 和鐵酸 ( 0604 ) 固定 ,

進行穿透式電子顯
微技術檢驗

( 3) 。



草蝦桿狀病毒檢驗法 - � 一

2 抹片撿驗法 :

將新鮮的蝦肝膜腺取出 , 大蝦取其肝膜腺之中間部份 , 小蝦取整個肝膜
躁 , 較小的幼生期則取整個個體 , 置於載玻片上 , 滴一滴海水 ,或再滴一小

滴 0.05% 的孔雀綠或 0.1% 伊紅水溶液 , 蓋上蓋玻片 , 並施適當的壓力 , 將組

織壓碎 , 之後即可以光學顯微鏡觀察。
檢查時 , 用 100 倍以上顯微鏡觀察 , 可見散闋的肝膜腺細胞 , 再以孔雀

綠或伊紅染色後 , 即可更容易觀察細胞結構 , 並旦輕易分辨出油滴、細胞核
、核仁。被 MBV 病毒感染之細胞 , 其細胞核顯然有撞大現象 , 可比正常細
胞核大達三至四倍 , 核內有一個至多個球狀的包容體 ( 圍 2-2) , 有些包容

體在高倍顯微鏡下可看到裂縫現象 ( 圖 2-2 ) 。核內球形包容體是草蝦桿狀

病毒的特徵之一。經孔雀綠染色後 , 細胞染成淡綠色 , 脂肪球則為光亮團球

形 , 不會染上顏色 , 包容體則被染成藍綠色 ( 圖 2-3) 0 用伊紅染色 , 細胞

則染成淡紅色 , 病毒包容體為明顯的紫紅色 ( 圖 2-2 )

3. 組織病理機查法 :

3-1 石蠟切片技術
(1) 固定 : 採集的蝦子若為後期幼生 , 直接將其浸以戴維生固定液 ( 配方

見附錄 ) 0 若為較大的蝦子 , 則以注射針筒將固定液打入肝膜腺、胃、血腔

及肌肉內 , 或將蝦體切成數塊 , 直接浸以 Davidson 固定液 , 確保固定液完
全且快速地將組織固定 , 固定時間為 12 至 48tJ ＼時 , 固定後即可將組織塊移入
50% 一 70% 酒精時藏 o 若於野外採集 , 可在固定後倒去固定液 , 蝦體以吸水
紙瀝除圈定液 , 並浸於 70% 酒精 20 分鐘 , 然後將之撈起 , 以浸溼透 70% 酒

糟的吸水紙包住蝦體以保持溼潤 , 然後裝入封口袋 , 確保不滲漏 , 寫上標籤
, 如此便於攜帶且可保存長久 o 待日後繼續進行。

(2) 脫水 : 樣本以低濃度至高濃度的酒精 ( 包括 70% 、 80% 、 90% 、 95% 、

和 100% 兩次 ) 逐次脫水 , 脫水時間視組織塊的大小而定 , 小蝦苗每一步驟
只須 10- 20 分鐘 , 大組織塊則須 30- 60 分鐘 0 (3) 置換 : 以二甲萃置換酒精 ,

如果脫水不完全此時會出現白色混濁 , 必須重新用 100% 酒精再脫水一次。

置換時間視組織塊大小而定 , 由 1 的? 鐘到 2 小時不等 , 須再換一次二甲萃 ,

一直到整個組織塊呈現透明狀態。

(4) 浸滲 : 經石蠟浸滲時須分兩個蠟槽 , 進行初步浸滲和完全浸滲每一步
驟須時 3 的? 鐘至 2 小時 , 槽中之溫度須保持在 62"C ' 不可過高。
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(5) 包埋 : 用來包埋之蠟必須無雜質 ,
溫度約與浸滲時相同 , 包埋時可調

整組織塊的位置 , 以利以後切片前之整修。
(6) 切片 : 待石蠟凝結後極可取出整修 ,

然後置於組織切片機上進行切片
, 狀況良好時 5 μ m的薄片無括痕、不萎縮 ,

且可形成連續切片 , 如果無法
達到此狀態 ,

可探索以下原因 : 刀片不鋒利、氣溫太高導致蠟塊太軟、刀口

角度不對、石蠟塊內含有堅硬雜質或組織塊脫水及浸滲不完全。

3-2 組織切片染色 :

3-2-1 蘇木紫與伊紅 ( Hematoxylene & Eosin) 染色法 :
(1) 將玻片排放於染色架上 , 浸入 Xylene�) 4 分鐘 , 將蠟溶掉。 (2) 換至
Xyelent:) 4 分鐘 0 (3)1000"b 酒精 3 分鐘 0 (4)95% 酒精 3 分鐘。 (5)90% 酒精

3 分鐘。 (6)80% 酒精 3 分鐘。 (7)70% 酒精 3 分鐘。 (8)50% 酒精 3 分鐘。 (9)

Water 3 分鐘 0 (10) Mayer Hematoxylene 染色 15 分鐘。ω Tap

water 3 分鐘 0 U2)Scott solution 3分鐘。 U3)Tap water 3 鐘 0 U4) 50% 酒精
15 秒 0 U5) 70% 酒精 1� 秒 0 (16) Eosin ( 0.5% in 70% 酒精溶液 ) 5 分鐘 0 (17)80%

酒精 15 秒 0 (盼 90% 酒精 15 秒 0 (助 95% 酒精 15 秒 0 (20100% 酒精 3 分鐘 , 二次
0 (21) Xylene 3 分鐘 , 二次 o ω取出玻片以 Entellan ( contains

Tap

Xylene
and alkylacrylate) 封埋 D

肝膜腺以右臘切片 , 經過 H �

病理現象 , 內有一至數個MBV 病毒包容體 , 被染成嗜酸性的紅色 ( 圖 2-4

正

。

3-2-2 Giemsa 染色法 :
(1) 將玻片排放於染色架上 , 浸入 Xylene�) 4 分鐘 , 將蠟溶掉 0 (2) 換至

Xyelent:) 4 分鐘 0 (3)100% 酒精 3 分鐘 0 (4)95% 酒精 3 分鐘 0 (5)90% 酒精 3 分
鐘。 (6) 80% 酒精 3 分鐘。 (7)70% 酒精 3 分鐘 0 (8) 50% 酒精 3 分鐘。 (9) Tap

Water 3 分鐘 0 (1 的 Buffer solution 浸潰 30 分鐘。 U1)Giemsa stain 120 分鐘

。 (lZ)Glacial acetic acid solution 退染。 U3)95% 酒精 15 秒。 (
】4) 100% 酒精 3 分鐘

, 二次 0 US) Xylene 3 分鐘 , 二次 0 (}6) 取出玻片以 Entellan ( contains
Xylene and alkylacrylate) 封埋

3-2-3 Feulgen reaction 染色法 :

以 Feulgen reaction 特殊染色技術
' 用 Schiff reagent 染感染 MBV 的蝦

肝膜腺組織切片 , 並 J; 人 Fast green 當背景 , 其結果如圖 2-5 、 2-6 、細胞核內
有大量的 DKA' 經 Schiff reagent 作用後 , 變成紫色 ,

可見到核腫大現象
。腫大的核周圍紫色較深 , 而有包容體的地方紫色較淡。顏色較淡的位置經
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Fast green 染色後即可見到鮮艷的綠色 , 而其核周圍仍保持紫色 , 細胞質則
變為較淡的綠色。

4. MBV 包含體之糞便拾驗法 :主要應用於種母蝦的 MBV 感染憤測

4-1 糞便之收集

準備小型的蓄養桶 , 事先以次氯酸銷或福馬林之水溶液消毒過 , 注入乾
淨海水並充分打氣 o 購入活力好的母蝦 , 以每桶蓄養一尾為限並給予餌料 ,

蓄養為期二天 , 其糞便分別以吸管收集於離心管中 , 並編上號碼 , 此階段必
須注意蝦子活力衰退之情形 , 水質需保持良好之狀態 , 殘餌必須常清除 , 必
要時可適量換水。

糞便之處理

方法一 : 步驟 4-1 : 放集的糞便以均質機打碎 , 並以離心機離心 800xg

15 鐘 , 小心去除上層液 , 病毒包容體會被離至底部 , 之後以定量清水懸浮之

4-2

o

方法二 : 將收集之糞便分別加入 n- Butanol: n- Hexane: 蒸餾水 = 4:1:10 '
再以均質機攪拌混合 , 經 1500 轉 ,15 分鐘離心後 , 去上層液 o 若沉澱物多 , 則
重覆上述程序 1-2 次 o

4-3 病毒包容體之檢驗

以吸管吸取懸浮液滴於載玻片上 , 用倍率 lOX 10 以上的光學顯微鏡觀察

之 , 若無類似包容體物質表示沒有被感染。若有 , 則可再用以下之染色法證
明之。

(1)0.05% 孔雀綠水溶液染色 o

(2)0.1 % 伊紅水溶液染色。

草蝦桿狀病毒以糞便檢驗時 , 以吸管吸取糞便 , 經過研磨後 , 吸取少許
塗抹於玻片上 , 直接以顯微鏡觀察 ,

可在雜質堆之中發現病毒包容體 , 顯出
近似圓形的顆粒 ( 圖 2-7 、 2-8 ) 。以正己燒和正 T 醇去除脂溶↑生物質之後 ,

再以孔雀綠或伊紅水溶液染色 , 以光學顯微鏡觀察 , 可更清楚觀察 MBV 病
毒包容體 , 分別顯出綠色及紅色 ( 圖 2-9) , 直徑約 2 - 10 μ m' 同時亦可

見幾了質殼碎片、砂子 , 藻類及牡蠣等雜質 o 圖 2-7 是草蝦苗眼幼蟲期之糞

便抹片橡查 , 見到少量 MBV 包容體 ; 圍八為吸取感染嚴重之病蝦白色糞便
, 直接將之塗抹於玻片 , 以相位差顯微鏡觀察 ,

在粘桐液裡面含有相當大量

的MBV 包容體。
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5. 兔疫螢先抗體標論 MBV 包容體 ,
步驟如下 :

(1) 將取得的糞便沈澱物塗抹於玻片上 , 在室溫下陰乾 0 (2) 以 PBST ( 含
0.5% 的 Tween-20 之磷酸緩衝液 pH 7.2 ) 洗 2 至 3 次 0 (3) 滴上一滴 20 叫苦稀釋

的抗 MBV 多角體蛋白 ( polyhedrin ) 血清 , 於室溫下的潮濕暗箱內作用 1

小時 0 (4) 以 PBST 洗 2 至 3 次。 (5) 滴上一滴已經螢光色素 ( FITC) 標識的抗

家兔山羊血清 ( Goat-anti-Rabbit Antibody)' 同樣於潮濕的晴箱中作用

1 小時 0 (6) 再以 PBS11 沖洗 3 次 0 (7) 在塗抹片上置上一滴甘油後蓋上玻片 ,

並於螢光顯微鏡下 (Olympus V ANOX ) 下觀察 o

糞便抹片以螢光抗體標識後 , 在螢光顯微鏡下觀察 , 可見到波長 525nm

黃綠色螢光 ( 國 2-10 ) 被標識上螢光的病毒包容體。

6. 電子顯微鏡技術診斷法

穿透式電子顯微鏡技術:

將樣本之肝膜腺取出 , 以利刃切成邊長約為 Imm 的立方體 ( 後期幼生

則取整個肝膜腺 ) , 以 2.5 % Glutaraldehyde / Phosphate buffer (

O.lM,pH7.3 ) 於 4
�C 下固定 1 小時 , 然後以 O.lM phosphate buffer / 5 %

Sucrose 於 4
�

C 下清洗 2次 , 每次 15 分鐘 , 接著以 1 % OS04 / phosphate buffer

在室溫下固定 1小時 , 再以 O.lM phosphate buffer 清洗兩次 , 每次 15 分鐘 ,

然後以酒精逐漸脫水 ( 50% 10 分鐘→ 70%10 分鐘→ 80%10 分鐘→ 90% 10 分鐘
→ 95 % 10 分鐘→ 100% 15 分鐘→ 100%15 分鐘 ) 0 先以無水丙關置換酒精 , 再
以樹脂 ( spurr) ( 見附錄 ) 與丙間比例 1 : 1 ( 油分鐘 ) → 3: 1 ( 3師于鐘 ) →

1 : 0 ( 一小時 ) → 1 : 0 ( 一小時 ) 逐次用樹脂將丙廟置換出 D 最後將組織
塊取出置於膠囊內 , 加入樹脂 ( Spurr) 進行包埋 o 在 70

�

C 恆溫箱內放置 24

小時 , 樹脂即可達到相當硬度 o 以超薄切片機切成 500-800A 。之薄片 , 置於
銅網 ( grid) 上 , 經醋酸錯 ( 染 15 分鐘 ) 、草酸鉛 ( 染 4 分鐘 ) 之雙重染色
後 , 於穿透式電子顯微鏡 ( TEM H-600 HITACHI Japan) 下觀察並照相。

使用電壓為 75KV 。

經由電子顯微鏡觀察感染草蝦桿狀病毒之草蝦肝膜腺細胞 , 可清楚分辨
出游離的病毒粒子和包在多角體結晶蛋白闊的病毒粒子 ( 圖 2-11 ) 。

電子顯微鏡負染色技術 :

Sample 以少量的 TE buffer ( pH7.4 ) 懸浮 , 取至少 5 μ l滴於事先鍍好

碳膜的 300 網目之銅網上 , 靜置一分鐘後以濾紙由邊轍吸除 , 然後滴 2% 磷
鴿酸 ( Phosphotungstic acid, PT A ) 染 30 秒 , 染後以濾紙將染劑吸乾 , 陰
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乾後以穿透式電子顯微鏡觀察 o

負染色後觀察之病毒粒子為長桿狀 ,
並同時可見分離的多角體蛋白晶體

( 圍 2-12 )

組織抹片方法
( 明 )

用來檢查 MBV 簡單方便且容易操作 , 但是筆者認為
較不適用於較大的蝦子 ,

由於肝膜腺中大量脂肪球與組織碎片干擾 , 容易產
生誤判 , 輕微MBV 的感染不易檢測到 ,

除非蝦子受到嚴重感染 , 才可在抹
片中看到 MBV 包容體 o 然而對於小蝦及蝦苗之檢驗則是一不錯之方法 , 只
要在壓片時力道適當 ,

蝦苗體內的肝膜腺細胞就會很均勻地散開 , 而得到相
當準確的檢驗 o 此方法配合孔雀綠或伊紅染色 ,

則更易於觀察 o

組織病理檢驗法是以圈定液事先將組織固定 , 石蠟包埋 , 切片 , 其方法
與結果可在相當多報告中得到資料 , 但都只是判斷有無感染 ( 45 品印別 ) , 很難
在感染程度上做判斷 ,

後幼生期以及小蝦的組織切片通常是大部分肝膜腺細

胞受到感染 , 然而蝦子愈大 ,
感染部位的相對愈小 , 在大蝦的切片 , 常只在

少數肝膜管中發現被 MBV 病毒感染的細胞 o 而以連續切片進行病理檢驗時
很難將整個肝膜腺切完 , 尤其大蝦肝膜腺盲管數以萬計 , 少數盲管的感染可
能因切片疏忽而無法由組織病理切片檢驗到 o

糞便檢查MBV 包容體技術過去並未有相關報告 , 待檢之草蝦蓄養於約
20 升的小桶內 , 給予打氣 , 並定時給餌 ,

且要時時注意水質是否惡變 , 如殘
餌過多、脫殼或排卵 ,

其常會造成大量泡沫出現 , 此時必須適量換水 o 一般

蓄養兩天的草蝦 , 並不會因緊迫 ( stress) 過犬而引起死亡 , 經過長途運輸
的母蝦己受到相當大的緊迫 , 有助於檢驗的準確性 ,

因輕度感染的草蝦桿狀

病毒包容體會因緊迫而增加 , 並隨糞便排出 (46)
0 給予餌料後 , 在 12 小時左

右即可排糞 , 但少數蝦子則無 ,
而在兩天的蓄養 , 每隻蝦子皆可採得足量的

糞便以供檢驗 o 圖八是直接以蝦子糞便抹片檢查 , 發現大量病毒包容體存在
於糞便中 , 但這只見於少數的例子 ,

糞便仍須經過萃取及離心濃縮 , 才能準
確檢疫。

經有機溶劑處理過的糞便 ,
雖可以排除油滴的平擾 , 但非溶恆的小量雜

質仍常使我們誤判 , 而疑似包容體的物質可以滴入 0.05% 孔雀綠或 0.1% 伊紅

水溶液染劑進行進一步之判別 o 孔雀綠染色時 , 由於MBV 包容體是蛋白質
結晶體

( 鴿 .99) ,
其對於染劑吸附力強 ,

所以包容體被染成藍綠色。而MBV
包容體有嗜酸的特性 ,

以酸性伊紅水溶液染色 ,
包容體很快被染成紅紫色

(

3,99,1 ω ) ,
有些雜質在使用染劑時亦會被染上顏色 , 但以形狀和染色情形己足

以判別是否為 MBV, 然而利用螢光抗體標識 , MBV 包容體經專一恆的抗體
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連結 , 在連結上帶有螢光染劑 ( Fluoresence isothiocyanate ' FITC) 的二

次抗體 , 在紫外燈照射下 , 吸收 495 nID 光波而放出波長 525 nID 的光 , 此種
方法較準確且專一 , 由本實驗結果證明由糞便看到的確為 MBV 包容體 o 昆

蟲多角體病毒之螢光免疫檢驗法亦被利用於田間土壤的 KPV 包容體檢驗 ( 作

) , 而中腸腺壞死桿狀病毒 ( BMN ) 亦發展螢光抗體應用於檢疫
( 1 沼 )

。所以

可用此方法來進行 MBV 的檢疫。
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圖 2-2 草蝦肝咦腺抹片 ,
0.1% 伊紅水溶波染色 , 草蝦桿狀病毒 ( Penaeus

monodon -type Baculovirus; MBV) 包容體 ( OB) 在細胞桔內被染成紫

紅色 , bar=50 μ m 。右上放大圖顯現色容體有裂開之特徵 , bar=25 μ m 。

國 2-3 草蝦肝晚腺揀片 , 0.05% 孔雀綠水溶波染色 , 草蝦桿狀病毒 ( Penaeus
monoda 刀 -type Baculovirus; MBV) 色容體 (OB) 在細胞核內染成綠色
。

bar=50 μ m 。
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圖2-4

圖 2-5 草蝦肝且最腺石蠟切片 , 以 Feulgen reaction 方法染色 , Schiff reagent 使
細胞站出現紫紅色反應。 N: 細胞核、 OB : MBV 包容體。
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草蝦肝且最腺石蠟切片 , 以 Feulgen reaction 方法染色 , Fast green 當背景
色 , 與國三比較 , MBV 包容體顯出綠色反應 , 紫紅色為核酸部分。 L: 管
腔、 N: 細胞核、 OB : MBV 包容體、曰 : 初期感染的細胞核、 S2 : 末期

圈 2-6

感染的細胞核。

面,

圖 2-7 草蝦自民幼蟲期 (Zoea stage) 槍
驗草蝦桿狀病毒 ( PeoaellS
moo()( 仕'// -type Baculovirus:

MBV) , 自糞便 ( FC) 中槍出
MBV 包容體 (OB) 。伊紅染色
。 bar=lOO μ m 。

圖 2-8 草蝦桿狀病毒 ( PeoaellS
mooodoo 句pe Baculovirus;
MBV) 槍驗法 , 自病蝦糞便
抹片檢驗 , 在相位差顯徵鏡
觀察 , 存在大量 MBV 包容體
。 bar=25 μ m 。
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圖2.9 草蝦桿狀病毒 ( PenaellS monodon -type Baculovirus; MBV) 按驗法 , 自

草蝦糞便搶驗包容體 ( OB) , 分別以孔雀緣和伊紅染色。 bar=50 μ mO

圖 2-10 螢光 ( FITC ) 抗體標識糞便內草蝦桿狀搞毒 ( PenaellS monoa 切 -type

Baculovirus; MBV) 包容體 ( OB) , 在螢光顯徵鏡下包容體顯出黃綠色
螢光。 bar=50 μ m 。

前,
4



圖 2-11

圖 2-12

草蝦桿狀病毒檢驗法 -KJ
可
4i

高倍下的 MBV 包容體。 E: 外套膜、 �c: 核酸鞘、 P: 多角體蛋白。

以負染色技術處理之孔IiBV' 在穿透式電子顯微鏡下觀察 , 放大倍率為
170 ∞倍。
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弟二萃 萃蝦桿狀病毒之流行病學研究

草蝦桿狀病毒 ( MBV ) 對草蝦 ( R momodo ρ ) 的感染 , Lightner (

1985 ) 曾在菲律賓、台灣、馬來西亞、新加坡、墨西哥、夏威夷、大溪地等

地發現
( 的 ) , 而感染 R mergoJ. 切必則在新加坡、馬來西亞被檢出 ( 33) 。在

義大利的 R kerathrerlls 和波斯灣的 Rsem βu/catlls 亦會發現感染了 MBV

O 除了 Lightner 發表的地區外 , 日本、澳洲也相繼有報告 , 來自台灣的種草
蝦在日本進行人工繁殖 , 在後幼生期檢出有 MBV 的感染

( “ )
0 澳洲育苗場

內的草蝦苗亦發現 MBV 感染 , 而 Peoaells mergllieosis
( “ )

及 2 ρle/e.ills

亦發現會被 MBV 感染。對蝦桿狀病毒 ( BP) 感染流行的區域和種類大多在

美洲大陸 , 如在佛羅里達及密西西比州的 R azteclls 、 R dllorarllm 和 f

set/. 結'rllS( 凶 ,119) , 巴拿馬、哥斯大黎加、厄瓜多爾和德州的 R va.刀刀'CImei 、

R sty/iros, 的主
( 101) ,

夏威夷的 R margioatlls( 包 )
等° BMN 的發現 , 到目

前為止只侷限於日本斑節蝦 ( R .IapooiclIs ) 的養殖和繁殖場
(

1 品 )
0

1984-19 飽年 , 調查台灣養殖之草蝦及紅尾蝦感染草蝦桿狀病毒 , 結果如
表 3-1 ' 自 1984 至 1986 的草蝦後幼生期標本 , MBV 感染率為 17% 然而到 1988

年則增加為 85%0 在幼蝦階段 , 1985 至 1986 年MBV 感染率只有 15% ' 而 1987

和 1988 之感染率分別為 80 和 8的6 。而 1989-1990 年期間 , 採樣自台灣與東南亞
養殖之草蝦 , 以戴維生固定液固定後 , 進行組織病理檢驗 , 每次採樣皆可檢
出 MBV' 感染率 43%-85% ( 表 3-1) 0

感染在草蝦體內之病毒種類主要以草蝦桿狀病毒為主 , 其次如肝膜腺類
微小DNA 病毒 ( HPV ) 和傳染性下皮及造血組織壞死病毒 ( IHHNV ) 偶
而可發現 , 而中腸腺壞死桿狀病毒 (BMN) 和對蝦桿狀病毒 ( BP) 兩種桿

狀病毒則皆未在所有草蝦檢體內發現感染。 IHHKV ( 圖 3-1) 與 HPV ( 圖 3-2
) 之感染率皆很低 , 分別為 0-5% 及 1-9% 不等 o

種蝦之 MBV 感染檢驗結果 , 如表 3-1 ' 採自繁殖場的母蝦有 52% 的感染

率 , 而直接採自外海的 , 感染率為 17% 0 19 泌年以後繼續較大規模之採樣調

查 , 母蝦來自本省沿海 , 馬來西亞和印尼海域 , 檢驗法是採糞便檢驗 , 在
1989-1 的0年間總共採得樣品 10 組 , MBV 檢驗結果見表 3-2 ' 發現感染率自
14.1 % 至 94% 不等 , 本省沿海在前 2次採樣平均感染率為 90.5% ' 而在 1989 年底

以後 4 次採樣平均值為 48.8% ' 有減少的趨勢
, 而馬來西亞及印尼海域之

MBV 感染率平均約 47% 。
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草蝦桿狀病毒感染養殖蝦類 , Lightner 於 1987 年曾在台灣進行蝦病調查

報告
( 103) ,

體重在 0.15-12g 的小蝦 , .\1BV 感染率為 73% ' 筆者在 1986-1988 年
對本省後幼生期之 MBV 感染率進行研究 ,

其感染率常可達八成以上 , 而 15g
以內的小蝦 MBV 感染率為 40% ' 母蝦感染率為 20% ( 見表 3-1) 。在筆者實驗
裡 ' 種母蝦的MBV 檢驗是由糞便中檢驗包容體 ,

其感染率由 14.1 % 到 94.3% 不
等 , 進口的母蝦平均感染率在 47% 左右 , 而本省沿海產母蝦之 .\1BV 感染率在
1989 年初 , 兩次檢驗感染率平均卯 .5% ' 而在後來的數據平均降至 48.8% 與來

自國外的種蝦 47% 相近 , Fegan et al. (1991) 發表泰國南部母蝦之 .\1BV 感

染率 ,有 17% 及 51%( 印 )
0 因此推斷MBV 感染的種草蝦分布區域包括了台灣海

峽南部 ,
麻六甲海峽一帶及印度洋泰國南部沿岸等 , 而且感染率皆在 10% 以

上 , 平均約為 50% 。

表 3-1

moncxion

Investigation of Monodon Baculovirus ( MBV) infection in Pena ♂的

Taiwan andand Penaeus peniCil/atus cuI tured In

Southeastern.

台灣及東南亞之草蝦及紅尾蝦感染草蝦桿狀病毒 ( Monodon
MBV) 感染率調查表

採樣年度 種類

1984-1986
1985 一 1986

1987
1987
1987
1987
1987
1988
1988
1988
1988
1989
1989
1989
1989
1990

蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦
蝦

草
草
草
尾
尾
草
草
草
草
草
草
草
草
草
草
草

紅
紅

採
樣
地
點灣
獨
灣
灣
灣
獨
獨
灣
獨
獨
盟
國
白
白
尼
灣
獨

台
台
台
台
台
台
台
台
台
台
泰
泰
抖
印
台
台

標本大小 樣本總數量
( 採樣次數 )

黑殼 125 ( 5 )

幼蝦 320 (70)
幼蝦 403 ( 49 )
幼蝦 75 ( 7 )
黑殼 252 (4)
種蝦 ( 探自孵化場 ) 25 ( 3 )

種蝦 ( 採自海邊 ) 12
幼蝦 525 ( 95 )

黑殼 46 ( 23 )

種蝦 ( 採自海邊 ) 250

幼蝦 102 ( 10 )
黑酸的 ( 4 )

幼蝦 15 (3)

幼蝦的 ( 4 )

幼蝦的 (7)

黑殼 75 (3)

﹒ :
每一實驗蝦子肝膜腺至少切成三塊行組織病理檢驗。

感染數﹒

22
21

325
21
78
13

2
437

39
127

44
52

7
24
32
53

Baculovirus,

感染率
( %)

行

iEU

八
υ
口
。
凸

V

門/
甸
鬥

/
司

LEd-iqdny

弓
t

丹

Jny--

---L

口

on4qdp3-ADOQQFhd4-

句

iAUTFhdAU
τ
弓

i
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表 3-2. Examination of

草蝦桿狀病毒之特性

r 全刀'ileus mo. 刀的刀 -type baculovirus ( MBV )

infection in imported and local broodstocks used in Taiwan.

台灣蝦苗繁殖場使用之種母蝦之 MBV 感染調查

日期

。 1. 26 , 1989
02.01,1989
03.03, 1989

03.20, 1989
03.27 , 1989
04.04,1989
10.02,1989
02.10,1990
07.20,1990
09. 15, 1990

來源

馬來西亞

台灣

馬來西亞

印尼

台灣

印尼

台灣

台灣

台灣

台灣

採樣數量 感染數 感染率 ( %)

122
53

135
99
60
78
31
25
20
23

門

inUA
『

da

鬥

/Hnu

句
t

門
。

QJnu

mbFKJ

門

i1iFhdph

υ

141414

54.9
94.3
54.8
14.1
86.7
64.1
54.8
52.0
45. 。

43.5

MBV 檢驗是以糞便檢驗法進行檢驗 o

1988 至 1989 年幼蝦之 MBV 感染率謂查 , 台灣、泰國、菲律賓及印尼不
同來源幼蝦 , 以組織病理切片檢驗 , MBV 之感染率為 43%-85% ' Fegan

al. ( 1991 ) 在其報告裡提到泰國南部繁殖場後幼生期之MBV 感染率為 100%
( ω )

0 由於種蝦與幼蝦之檢驗法不同 , 前者以糞便檢驗法為主 , 後者則以組
織病理切片法 , 在較大的蝦子以組織病理切片檢驗法會有失誤。

由MBV 流行調查 , 加上其他有關 MBV 之感染調查報告
( 3 風ω州的 ) , 可

見只要有草蝦的養殖 , 就可發現MBV 的感染。

et
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圖 3-1 草蝦上處組織 (A) 和神經纖維組織 (B) 感染傳染性下皮及造血組織壞死
病毒 ( IHHNV ) 。蘇木紫與伊紅染色。 bar=25 μ m 。
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第四章 草蝦流行病病理研究

1. 組織病理搶酸 :

1989 年自本省和東南亞草蝦病變流行地區採集病蝦 , 進行組織及細胞病
理的研究 , 發病大多是放養 1-2 個月的池蝦 , 其主要病徵是厭食 , 活力減退

, 得病的小蝦體色變灰黑 , 嚴重者為紅棕色 ( 圖 4-1) , 沉於池底不喜游動
, 會引起大量死亡 , 其肝膜腺未見腫大 , 然亦呈現紅棕色 , 腸道有白色物質
( 圖 4-1) : 中、大蝦得病時大多靠岸邊 , 或時而浮在水面 , 無力地游動 ,

身體上常有污穢物附著 ( 圖 4-2) , 體色亦變為暗灰。解創病蝦觀察 , 其肝
膜腺有發炎腫犬的現象 ( 圖 4-3A 、 B), 或是萎縮 ( Atrophy) 透明病變 (

圖 4-3D 、 E) 或硬化黑變 ( 圖 4-4) : 腸道內的物質為白色濃狀物或空無一
物 ( 圖 4-4 至今 6) , 腸道白色物主要為細胞碎片 , 然而部份病蝦發現為大量
MBV 包容體 ( 圖 2-8) 0 另外罹病草蝦尾扇邊線常見有退色現象 ( 圖 4-7 )

D

病蝦肝膜腺經組織病理檢驗 , 以 H&E 和 Giemsa 染色 , 顯微鏡下觀察 ,

發現急性死亡病蝦肝膜腺 , 部份盲管上的功能細胞大量脫落 ( 圖 4-8 、 4-9 )
, 同時核呈現濃染現象 ( pyknosis) ( 圖 4-8 ) 和有大量 MBV 感染 ( 圖 4-9

) , 以 Giemsa 染色後 , 以高倍率顯微鏡觀察 , 在脫落細胞病變區發現被染
成深藍色的菌落 ( 圖 4-10 、 4-11) , 膨大的盲管間隙也見到細菌 ( 圖 4-12) ,

這時應為菌血現象 , 在菌落分布處聚集了各型血球 ( 均質性、半顆粒性及顆

粒佳血球 ) ( 邱 , 1988) , 進行吞噬及纖維化 ( 圖 4-12) ; 病蝦池在突發性

大量死亡之後數日至數星期 , 會出現病蝦靠岸邊 , 持續性種病和死亡 , 其肝
膜腺通常可見大量血細胞包圍盲管 , 其外團由類上皮細胞 (epithelioid cell
) 包住 , 將盲管包圍 , 此時盲管內已無正常的肝膜腺細胞 , 此即形成肉芽腫

( granuloma) 病癥 ( 圖 4-13 ) 。由於盲管間隙漲大後被纖維網取代 , 引起
鄰近盲管細胞形態變性成為立方型 (cubic type) , 甚至自基底膜剝離 (

圖 4-14 、 4-15) , 形成繼發性肝膜腺盲管萎縮 (secondary contracted

lumen) 。由於肝膜腺細胞大量流失 ,
病變區即由纖維取代 ( 圖 4-16 ) , 最

後引起肝膜腺組織纖維化 , 造成肝膜腺的萎縮 , 此時盲管間隙皆可見到菌落
, 而盲管內若有菌落 , 則會有血細胞的滲出 ( 圖 4.17 ) , 核出現濃染現象 ,
盲管形成黑變組織。



�BV感染程度 HP肉芽腫或纖維化程度 細菌之感染 代號 尾數(百分比)

V O
50%以上組織纖維病變

X 2 O

有大量 V 3 。
:\fBV 有纖維病變,少於50%
集中感染 X 4 。

V 5 5 (13.1%)

」一
未見纖維病變

X 6 I 1 ( 1.6%)

V 7 。
50%以上組織纖維病變

X 已 。

g	�Y�B�V 2 ( 3.3%)
感染 有纖維病贅,少於50%

草蝦流行病病理研究 可

lA
q/
回

2. 電子顯微鏡技術捨驗 :

病變的肝膜腺組織以穿透式電子顯微鏡觀察 , 其微絨毛顯然已不完整 (

圖 4-18) , 基底膜增厚旦形成皺摺狀 ( 圖 4-18 、 4-19) , 細胞核內染色質也不

正常的聚集 ( pyknosis) ( 團 4-19) , 有些部位細胞已開始溶解 , 細胞膜界
線已不清楚 ( 圍 4-19 ) , 顯然引起細胞極大的病變 , 細胞並未發現MBV 感

染 ; 細菌可被發現在盲管腔 ( lumen) ( 圍 4-19 ) 與盲管間 ( sinus) ( 圖

4- 20) , 基底膜與外圍的肌細胞剝離 ( 圖 4- 21 )

3.MBV 感染與草蝦流行性肝膜腺病變之關係 :

於 1988-1989 年在台灣南部、泰國中部、菲律賓和印尼爪哇等地進行病蝦

採樣 , 以組織病理切片、 H&E 及 Giemsa 染色法染色 , 被驗MBV 的感染率

及感染程度 , 並觀察記錄其組織病理變化 , 探討其間之關係 o

採樣對象有病蝦池與正常蝦池 , 病蝦池分急性病變與慢性病變 o 急性病

變乃是池蝦不明原因吃餌突然減少 , 隔日即見大貴病蝦靠岸 ; 慢性病變乃是

池蝦引起持續性的死亡 o 由採自各地區的草蝦肝膜腺進行病理學分析 , 檢測
MBV 感染程度、肝膜腺纖維化的程度和病理切片中細菌發現的有無 , 將之
整理如表 4-1-A 、 B 、 C和團 4- 22 0

表 4-1 採樣自草蝦急性病變、慢性死亡及正常蝦池 , 其MBV 感染程度、肝咦腺組

織病變和細菌有無之組織病理檢驗表。

A 、急性病變 ( 共有七處來源 , 頻臨死亡草蝦樣本 61 隻 )



於少數細胞 x 10 1 ( 1.6%)

V 11 13 (21.2%)
未見纖維病變

X 12 2 ( 3.3%)

V 13 O
50%以上組織纖維病變

x 14 。

g*‰‹�M�B�V V 15 2 ( 3.3%)
感革能 有纖維病變,少於50%

X 16 。

V 17 32 (52.5%)
未見纖維病變

x 18 O

MBV感染程度 HP肉芽腫或纖維化程度 細菌之感染 代號 尾數(百分比)

V O
50%以上組織纖維病變

x 2 。

有大量 V 3 1 ( 1.2%)
MBV 有織維病變,少於50%
集中感染 x 4 O

V 5 2 ( 2.4%)
未見纖維病變

x 6 O

V 7 1 ( 1. 2%)
50%以上組織織維病變

x 8 。

g	�M�B�V V 9 9 (11. 0%)
感染 有纖維病變,少於50%
於少數細胞 x 10 O

V 11 8 ( 9.8%)
未見纖維病變

X 12 O

V 13 31 (37.8%)
50%以上組織織維病變

X 14 O

g*‰‹�M�B�V V 15 22 (26.8%)
感染 有纖維病變,少於50%

X 16 。

V 17 6 ( �7�.�3v„
未見織維病變

X 18 2 ( 2.4%)

丸,
6

草蝦桿狀病毒之特性

',
門,
心

今

u.
、

、

B 、慢性死亡 ( 共有 12 處來源 , 頻臨死亡草蝦樣本 82 隻 )



�BV感染程度 HP肉芽腫或纖維化程度 細菌之感染 代號 尾數(百分比)

V O
50%以上組織纖維病變

X 2 O J有大量 V 3 O
MBV 有織維病變,少於50%
集中感染 X 4 。

V 5 O
未見纖維病變

X 6 2 ( 6.7%)

V 7 O
50%以上組織纖維病變

X 8 O

g	�M�B�V V 9 O
感染 有纖維病變,少於50%
於少數細胞 X 10 O

V 11 O
未見纖維病變

X 12 10 (33.3%)

V 13 O
50%以上組織纖維病變

x 14 O

g*‰‹�M�B�V V 15 O
感染 有纖維病變,少於50%

X 16 O

V 17 O
未見纖維病變

X 18 18 (60.0%)
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C 、正常草蝦 ( 共採樣三處 30 隻 )

急性病變在肝膜腺極少有纖維病變 , 但是皆見肝膜腺細胞有壞死、脫落
和核濃染現象 , 病理切片發現有細菌感染 , 統計結果有 93.4% ' 且主要出現
在盲管間的血腔中 , 血腔有擴大現象 , 並有血球聚集的情形 0 MBV 感染率

有 44.3% 0 少有纖維或肉芽腫病變 , 約只佔 6.56% ( 見表 4.1-A 和團 4.22 ) 。

慢性病變常見的是病蝦肝膜腺萎縮黑變或透明病變 , 細胞形態顯然變性
, 盲管間隙之血腔有明顯的纖維病變和盲管肉芽腫病變 , 統計結果佔 78.05%

。然而在採樣時 ,
仍然有採到病蝦樣本類似急性死亡之肝膜腺腫大之病變 o

此種草蝦病變之發生會持續一段時間。此種病變之 MBV 感染率較低 , 約佔
25.7% ( 見衰 4-1- B 和團 4-22 )

正常草蝦肝膜腺皆無纖維化、無細胞病變 , 顯微鏡下觀察亦皆未發現細
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菌 , 有MBV 感染之個體 ( 占 40.0% ( 見表 4-1-C 和圖 4-22 ) 。

在正常的蝦體內 , 肝膜腺外觀正常 , 病理切片沒有壞死或肉芽腫的病變
, 但卻有 MBV 感染 ( 圖 2-4 ) , 劉和簡 ( 1988) 亦指出 MBV 感染肝膜腺症

其外觀是正常
( 13)
。又由病蝦肝膜腺組織病理與細胞病理觀察 , 說明了在部

份病蝦的病仕處並未發現 MBV 病毒的感染 ( 圖 4-8 、 4-18 、 4-19) 0 自表

4-1- A 和 B指出 , 垂死病蝦不一定有MBV 感染跡象。然而急性病變的病理切

片可見壞死的細胞呈現核濃染 , 和大量菌落 ( 圖 4-10) 0 自實驗室蓄養感染

MBV 草蝦實驗證明並不引起死亡 , 以上証撮說明了有MBV 感染不一定引起

病變 , 而病草蝦不一定能發現至UMBVo

相反地 , 由表 4-1- A 與 C 數撮比較 , 急性死亡病蝦之MBV 病毒感染程

度有比正常草蝦高之趨勢 , Fegan et al. ( 1991 ) 在其報告中也有提到這種

現象
( 的 )

。由部份病蝦 ( 14.7%) 病理切片之顯微鏡觀察 , 細胞剝落與大量
病毒包容體被發現在病變的盲管肉 , 然而只發現少數細菌之參與 ( 圖是 -11 )

D 團 4-23 是得病之後幼生期蝦苗病理切片 , 大量MBV 包容體被類上皮細胞及

纖維包圍 , 細菌草生其間 ( 圖 4-24) , 即是所謂的肝膜腺病毒與細菌混合感
染症

( 13) ,
而未感染MBV 之部位則未發生這種病癥 , 但仍見到菌落 ( 圖 4-24

) 0 所以 MBV 感染嚴重的盲管較容易受到細菌的侵襲 , 由於 MBV 感染肝

膜腺細胞會引起消化功能的消失
( 3)

。

以上病理學的証據顯示MBV 的大量增殖與肝膜腺病變有關係 , 推測由
於病蝦極少進食 , 消化作用停頓 , 盲管上細胞新陳代謝速率減低 , 導致
MBV 有足夠的時間感染和增殖 o 又由於MBV 感染率在急性病變 ( 44.4% ) 和

正常草蝦 ( 40.0%) 之間並無差異 , 因此草蝦流行病變並非決定於 MBV 的感

染與否 , 病蝦MBV 感染程度變為嚴重 , 應是罹病後引起的結果 D

急性和慢性病變之病蝦樣品組織病理檢驗結果 , 罹病又有 MBV 感染的

樣品分別為 44. 濟日 25.3% ' 由肝膜腺病理研究推論其原因
, 乃由於慢性死亡病

蝦之肝膜腺細胞壞死、流失和組織纖維化 , 因此慢性病變之病蝦MBV 感染

率較低 D

草蝦養殖期間發生不明原因的大量死亡 , 研究人員之推測原因有很多 ,

諸如水質原因
( 102,122)

、餌料不良、藥物濫用或是病原之感染等等。病原的研

究最受重視 , 尤以弧菌屬之研究最多
( 7,12,57) ,

筆者在進行草蝦桿狀病毒的電

子顯微鏡檢時 , 亦發現外型疑似弧菌大量存在病蝦的肝膜腺內 (:1)
0 Liu (

1989 ) 亦在其研究結果發現病蝦肝膜腺內有大量桿狀的細菌
( 山 )

。

草蝦之病原菌分離以防》刀'0 ban, 砂� V nefi 臼站 Va 台'CJS 白色、 V
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tubi3S'/Jii 及 Va 刀rguiiJ 夕之1m 為最主要
(7)

0 在人工之感染下 ,
Vi 如刀 Y矽T 、

v 刀'eFe/s 和 V dams. 凸fa 皆會使健康草蝦致病 (7,12) 0 Egusa et al. ( 1988) 在

斑節蝦的組織病理報告裡 , 以仿古刀'0 sp 浸泡感染兩小時 , 研究發病之病蝦

組織病理變化 , 認為主要引起淋巴器官的病變 , 而肝膜腺亦發現少數黑化結

節 ( melanized nodules) 0 結節內有大量細菌 , 血細胞包圍成多圈 , 大多
數血細胞核濃染 (pyknotic nuclei)

(57)
0 在此肝膜腺組織病理變化之觀察

與黃 ( 1989 ) 之研究結果類似
(7) ,

肉芽腫的描述則與 Egusa et al. ( 1988)

報告中提到的結節相同
(57) ,

且在切片染色後 , 觀察病變區域有大量的細菌
Liu ( 1986) 指出肝膜腺肉芽腫病變是屬於敗血症的特徵病變 (

。 Cheng
49) 0

&

細胞病理學研究結果主要有三種現象 , 細胞染色質的聚集 , 細胞的瓦解

和基底膜裙起 , 這些結果與 Liu ( 1989) 之報告相似 ( 104) 。由於大量細菌發

現於肝膜腺盲管內與盲管間 , 推測細菌產生的有毒代謝產物引起細胞中毒與
瓦解 , 例如 Va 台'DJseJa 能產生細胞溶解酵素

( 鉤 ,91) 。

早期 Fontaine 和 Lightner ( 1974) 將洋紅 ( Carmine) 以注射針筒打入

白蝦Penaeus set/feFus 腹部肌肉 , 注射位置最後被血細胞包圍 , 並引起纖
維化及黑化

(62) ,
這現象與黃 ( 1989) (7)

及本節觀察之肝膜腺病理反應極相

似 , 因此推論病仕纖維化及黑化是對蝦對疾病防禦的一個結果 'Egusa et

al. ( 1988) 亦有同樣的認點 ( 57) 。蝦子血細胞在細菌侵入後 , 會具有吞噬細
菌的功能

(121) ,
又血細胞有趨化性

( 24,76) , 所以會導致血細胞聚集 , 一齊於
細菌侵入處對付細菌 , 組織即起發炎反應 o 另外纖維細胞也會聚集 , 此行為

有限制病原移動的作用 D 所以肉芽腫的形成是草蝦肝膜腺炎症的一種主要反

應
( 62)

。

肉芽腫 ( granuloma) 在蝦體內的形成時筒 , 邱 ( 1988) 以細菌仿古刀b

paFaha, θ'moly ιrcus 進行肌肉注射 , 72/J ＼時即有肉芽腫形成
(1) .而黃 ( 1989

) 注射 r β'aF Vi砂'7 ' 肌肉的肉芽腫則在 10 天以後才形成 , 肝膜腺則在 14 天

以後形成
(7)

0 形成時閻長短可能與蝦體大小、感染菌種及數量 .. . .. .等等多

項原因有關 , 由於肉芽腫的形成 , 在本實驗觀察其意義是炎症的結果 , 具有
保護正常組織的功能 , 如果肉芽腫大量發生在肝膜腺 , 則不管其形成多快 ,

它將是造成病蝦慢性死亡的主要病癥。

草蝦急性死亡病變 , 以前蝦病報告並無明確分辨 o 鄭 ( 1989 ) 由其感染

實驗結果 , 認為犬量細菌 V dams. 白色的侵入會因蝦體防禦機制無法消滅細

菌而造成蝦體急性死亡 (12)
。經調查本省及東南亞養蝦區 , 草蝦放養一個月
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內最容易發生 , 其體色變紅棕或暗褐色 , 肝膜腺亦為紅棕 , 引起大量死亡 ;
一至二個月仍會發生 , 其體色變較黑 , 肝膜腺為自濁 , 體色不一 , 然而其病
理學探討卻一樣 , 盲管瓦解 , 細胞壞死 , 少見血球浸潤 , 但見菌血現象 , 盲
管少見細菌 , 此與黃 ( 1989) 以大量細菌感染草蝦 , 引起大量細菌侵襲肝膜
腺細胞之結果

( 7)
略有不同 , 推測細菌有毒代謝物引起敗血症 , 導致蝦子急

性中毒死亡。

Cheng & Liu (1986 ) 研究斷鬚和斷尾病蝦常見菌血現象 , 其推論是
因受傷而導致病原菌侵入 , 形成二次感染 ( 49)

。

草蝦慢性肝膜腺病變 ,
乃當草蝦遭受細菌侵入感染 , 在肝膜腺所引發病

變 , 可以分為兩種 ,
即肝膜腺黑變硬化症與透明病變 , 兩者皆為纖維病變 ,

皆會萎縮 , 但前者萎縮較E 且會硬化 ,
由盲管內含有大量細菌 , 推論是肝膜

腺盲管內受細菌感染之原發性疾病 ,
血細胞大量浸潤盲管內進行吞噬作用 ,

最後形成黑化 , 與劉、和簡 ( 1989 ) 提到之肝膜腺肉芽腫性炎相同 (13) ,
亦

與黃 ( 1989) 描述病蝦感染細菌 14- 21 天之肝膜腺病變類似 (7)
0 而透明病變

是肝膜腺大部分纖維化或盲管細胞形態變性 ,
推測有兩個原因 , 一是細菌自

其他部位 , 如淋巴器宮 , 藉由血液移動 ( migration) 至肝膜腺盲管間隙 (

sinus) , 另一是受鄰近病變盲管的影響 , 病變區由於細菌侵犯盲管間隙 ,
導致纖維化 , 必須注意的 , 大部份盲管內雖未被細菌侵犯 , 但彼時四周血液
運輸功能已不正常 ,

肝膜腺細胞因而變性成立方形態 ( cu bie) , 最後會自
基底膜剝落 , 並由纖維或組織液取代 , 是屬於繼發性的病變 0 Egusa, et al.

( 1988) 與黃 ( 1988) 之病菌感染研究 , 證明在其他器官亦有細菌感染 , 尤
其淋巴器官 (7,57)

0

組織病理研究中有取自東南亞的樣品 , 其病理變化與台灣的樣品相似 ,
外表病徵也沒有太大的差異 ,

在探討各地區草蝦疾病的過程中 , 發現肝膜腺
在不同健康狀況下 , 有不同顏色的變化 , 其顏色變化由自、黃、棕、黑各不
相同 ,

而病蝦的肝膜腺都以自黃、藍黑或有透明感的藍色 o 腫脹發炎的肝膜
腺為自濁 ,

萎縮的階段為藍黑色 ,
這其間的變化依據病理學研究結果 ,我們

可以由觀察到的結果整理出一個模式如圖 4- 25 0

得病的池蝦若處理得當 , 水質未惡化 ,
死蝦能及時清除 , 最後仍會有殘

存的蝦子 , 並能正常攝餌及長大 D 在劫後餘生的蝦子肝膜腺右積切片中 , 我
們發現少數盲管仍保持發炎病徵 , 而大多數的盲管細胞形態仍保持正常 ( 圖
4-26 ) 。由於盲管末端的胚細胞 ( E-cell ) 分裂能力很強心

) , 所以草蝦在罹
病之後 , 只要能夠進食 , 且能夠順利度過蛻殼期 ,

則病蝦仍能活下並成長 (
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實驗中觀察 ) , 病蝦的死亡大多由於進行蛻殼 , 因營養不足導致衰弱而亡 ,

有些蛻殼後 , 有些則蛻殼前死亡 ,
其由肌肉下陷和肝膜腺有發炎後的萎縮現

象可得到證明 o

對蝦類消化道內有常在菌 (74) ,
猜測可供應寄主維他命及某些氯基酸

(

刑 )
0 草蝦腸內菌相與環境菌相有正相關性

( 4) ,
而腸內菌相的改變是否引起

寄主成長不良或甚至得病 , 值得加以研究 o 外在環境或脫殼週期都會影響消
化生理

(22) ,
任何恆溫或變溫動物都會有消化不良或甚至腸炎的現象 , 草蝦

肝膜腺是其消化與吸段最主要之所在 , 病菌在盲管華生當然會引起發炎現象
o 所以欲解決草蝦肝膜腺肉芽腫之慢性疾病問題 , 應從環境上著手..諸如水
質改善和生物防治 ,

而且蝦苗場和大蝦場並重 o
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國4-1 大垂死亡幼草蝦病癥 , 外表體色和肝且是
腺呈紅棕色 , 腸道有白色物 ( 箭頭 ) 。

E D

圖 4-2 持續性死亡之病蝦池 , 常見
靠岸病蝦體表污穢 ( 箭頭 )

,
B

圖 4-3 持續性死亡之病蝦池 , 病蝦肝且是腺出現各種不同狀態 ,
大 : D-E 鳥透明病變 :E 為正會狀態。

A-C 鳥發病泛白腫
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圖 4-4 垂死病蝦肝咦腺變黑硬化症 ( 箭頭 ) 0

圖 4-5 垂死草蝦腸道排出白色濃狀物 ( 箭頭 ) 。
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國4.6 草蝦肝贖腺變黑硬化症與正常者比較 , 箭頭指示病變組織嚴重變黑 , 腸道
空無一輛。

國4.7 病蝦外表症狀 'A 鳥正常蝦 , B和 C鳥病蝦 ,
尾扇邊緣色素消失 ( 箭頭 ) 。
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病蝦肝農腺急性壞死症 , 肝曉腺細胞局部壞死及脫落 , 是最木紫與伊紅染色圖4.8
� bar=l ∞μ mO

,.,1
羽酷遺體宙團圓繭鹽酸聽錯讀眉盛雪

圖 4-9 病蝦肝曉腺急性壞死症 ,
局部肝蹟腺育管細胞嚴重感染草蝦桿狀病毒 (

Penael/S monodon- type Baculovirus; MBV) 、壞死和脫落。撞車木紫與

伊紅染色。 bar=lOO μ m 。
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圖4-10 病蝦肝且最腺急性壞死症 , 壞死組織碎片見大量菌落 ( B) 。 Giemsa 染色。
bar=25 μ血。

圖 4-11 草蝦肝且是腺急性壞死症 ,
壞死脫落細胞嚴重感染草蝦桿狀病毒 ( Penaeus

monodon ﹒ type Baculovirus; MBV) ,
亦發現少量細菌 (B) 在育管內。

Giernsa 染色。 bar=50 μ m 。
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圖
4-12 草蝦肝咦腺盧大症 , 育管問 i報擴大 , 有血球細胞之浸潤 , 並有纖維細胞 (

F) 開始堆積 , 以及菌血現象。 Giemsa 染色。 bar=25 μ m 。

圖 4-13 草蝦肝晚腺育管喝 :怯處形成肉芽腫 , 類上皮細胞 (EC) 包圍濃染血球和組

織碎片。採木紫與伊紅染色。 bar=25 μ m 。
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病蝦池持續性死亡病例 ,
肝蜈腺透明病變組織病理圈 , 育管皮層細胞形態

變性 , 基底膜剝離 ( 箭頭 ) , 育管間隙 ( s) 揚大及纖維化。蘇木紫與伊

紅染色。bar=50 μ m 。

圖 4-14

草蝦肝且是腺透明病變組織病理圈 , 盲管間隙 ( S) 充滿組織液 , 部份盲管
已形成肉芽腫 (G)' 部份育管則形成繼發性病變一基底膜剝離 ( 箭頭 ) 。

蘇木紫典伊紅染色。 bar=50 μ m 。

圖 4-15
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圍
4-16 草蝦肝且是腺黑變硬化症組織病理圖 , 肝且是腺 (HP) 組織完全變性 , 中間為

腸道 (IN) 。離木紫典伊紅染色。 bar=250 μ mO

草蝦肝咦腺嚴重病變 , 細菌 (B) 充滿育管腔 ( L) 與育管間隙
Giemsa 染色。 bar=25 μ m 。

s) 。圖 4-17



圍 4-18

圖 4-19
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草蝦肝肢腺病變組織之電子顯徵鏡按驗 , 徵絨毛 ( MV) 顯然不完整 , 基
底膜 ( BM) 增厚 , 呈現皺摺狀。 bar=l μ m 。

學益等啥叫
草蝦肝換腺病變組織電子顯徵鏡樟驗 , 桔仁染色質 (c) 呈現濃染 , 基底
膜 (BM) 增厚呈皺摺狀 , 並可見細菌 (B) 在育管間隙 ( S) 0 bar=O.7 μ

立1 。



圍 4-20

圈 4-21
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草蝦肝咦腺病變組織電子顯徵鏡檢驗 , 育管內發現大量細菌 (B) 。

bar=0.7 μ m 。

會
草蝦肝咦腺病變組織 ,

電子顯微鏡下可見育管外圍肌纖維 ( MF) 和起皺
摺基底膜 ( BM) 0 bar=O.7 μ m 。
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圖 4-22 表 4-1 簡明百分比園 , 顏色深淺表示MBV 感染程度嚴重或輕徵 ; FF' 組織

嚴重戰雄化 ;F' 輕祖纖維化 ;B' 病理切片中發現細菌。
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草蝦苗肝農腺肉芽腫 (G) 病變 ,
部份肝且是腺形成肉芽腫 , 內舍大量MBV

包容體 ( OB) , 未感染 MBV 之育管組織正常。蘇木紫與伊紅染色。

圖4-23

bar=lOO μ m 。

圖 4-24 草蝦苗肝用夷腺肉芽腫搞變 , Giemsa 染色 , 內會大量菌落 (B) 和MBV 包容
體 ( OB) 0 bar=50 μ mO
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肝朦朦細胞
脫落瓦解

發炎
均質性血球浸潤
假皮膜細胞包圍 血細胞聚集

盲管間隙擴大

盲管中空
黑變

S岫銷訛

完全纖維化

圖 4-25 草蝦肝脆埠疾病組織病理模式。

肝膜臉形態

正常顏色
( 與飼料顏色近 )

多 � 十

紅棕 ( ;J 、蝦 )

自濁 ,
腫大

( 中蝦以上 )

藍或淺藍色
透明病變
藍黑色警縮
病變
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于、恥叫『哩憊'J一. @
。恤冷嘿卒弘

圖 4-26 痊癒後之病蝦肝咦腺組織病理切片 , 少數育管形成肉芽腫 (G), 部份育
管間隙 ( s) 楊大纖維病變 ,

大部分育管皮層細胞正常。謀木紫與伊紅染
色。bar=50 μ roO

. '. �.g� : . .. r ﹒‘ .'4 ι .一.一一 J 、I 1 '�,,�} ; �;'* 主



弓
,

但
A
噎 草蝦桿狀病毒之特性

第五章 MBV 感染草蝦與紅尾蝦肝姨腺細胞病

理學研究

已知三種蝦類桿狀病毒都是感染寄主之肝膜腺和中腸的上皮細胞
( 缸 ,獨立羽

)
0 肝膜腺 ( hepatopancreas) , 又稱中腸腺 (midgut gland) , 是對蝦類
主要的消化器官 , 體積大且組織緊密 , 占據頭胸腔的大部分 , 位於胃 ( 或稱

前腸 ) 的後菌 , 後腸的前方 , 心臟的前下方 , 分為左右兩葉 , 皆由緊密的盲
管組成 , 其開口在胃的幽門部和中腸前部交接處的腹面 D 盲管為肝膜腺的消

化單位 , 內有 E 細胞 ( embryonic cell) , F 細胞 (fibrillar cell) , B細胞
(blister-like cell) , R細胞 (resorptive cell)

( 21)
和M細胞 (midget cell

) ( 幻 ) ,
其在對蝦類肝膜腺具有消化、吸收和脖藏的功能 (19, 鉤 ,21 泣 ,23)

。

三種對蝦類桿狀病毒所產生的主要傷害是破壞其肝膜腺細胞 , 阻礙其消
化和吸收功能。 Couch ( 1974) , Sano et al. ( 1981) , Lightner et al. (

1983b ) 分別就 BP 、 BMN 和MBV 對寄主所引起的病理變化有詳細的探討 ,

但並沒有提到這些桿狀病毒對其寄主肝膜腺內各型的細胞是否有選擇性感染
0 BP 感染對蝦類 P anorarum 、 P vannamei' P styJirostn. 云、 P seL沿街仰
和 P aztecus B, MN 感染斑節蝦 ( Pjfiponicus ) 的後期幼生 , MBV 感染草

蝦 (Pmonodon) , 其感染器官都是局限於肝膜腺和中腸前段上皮細胞 (

Anterior midgut epithelium)
( 鼠 ,鈍 ,133) , 其所形成的細胞核內包容體 (

ocd usions ) , BP 為嗜伊紅性 , 單一或多個的錐體 ( pyramidal) 形狀
( 包

) : BMN 在班節蝦體內不形成包容體 (1 詞 ) : MBV 的包容體為嗜伊紅性 , 單
一或多個的球形或楠固體

( 揭 )
0

MBV 感染草蝦肝膜腺所引起的細胞病理變化 , Lightner et al. ( 1983b
) 將之分為三個階段 , 並對感染後與感染前之中腸前段上皮細胞和肝膜腺細
胞的核徑變化作一比較 , 他指出正常的中腸前段上皮細胞核徑約為 5.6X 9.4

μ m ' 感染後第一階段變為 8.2+ 2X 10.1 + 1 μ m ' 第三階段變為 9.7+ 2X 10.9

土 3 μ m: 肝膜腺正常細胞核徑為 6.9+ 1.1 Jl m ' 感染後第一階段為 7.7+ 1.3Jl

m ' 第二階段變為 9.8 Jl m ' 第三階段為 13.0 土 3.1 μ m 。他並透過電子顯微鏡
, 對各感染階段的細胞質、細胞核及細胞內胞器的變化 , 做詳細的描述 D 第

一階段的細胞核變化為 : 核腫大 , 核仁移至核邊緣 , 病毒基因基質 (

virogenic stroma) 的出現 , 並有病毒外套膜、鞘和少數成熟病毒的出現。
細胞質的變化為 : 高爾基體的增殖 , 平滑內質網的增加 , 脂肪顆粒和分泌顆
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粒的減少。到了第二階段 , 細胞核繼續腫大 , 包容體開始形成 , 更多的成熟

病毒顆粒出現 , 微絲狀體也成束出現 o 在細胞質中 , 膜的網狀迷器 (

membranous labyrinths) 增大 : 自體消化泡 (Autophagocytic vesicles)

增加 , 游離的核醋體增加 , 顆粒性內質網減少 , 微絲狀體成東出現 , 以及多

角體蛋白的出現 o 到了第三階段 , 細胞核繼續腫大 , 會有特異的凸出 , 包容

體增大 , 大量成熟病毒顆粒和成束微絲狀體出現。細胞質的體積會減少 , 游

離的核醋體增多 , 膜的網狀迷器益發增大 , 出現不正常增大的粒線體 , 成束

的微絲狀體亦存在細胞質中 0 MBV 感染草蝦肝膜腺細胞 , 對於其感染的細
胞型態是否有專一性 , 及其所引起的病理變化 , 本文中均有進一步的探討 o

病蝦經過固定、包埋、切片、染色 , 以光學及電子顯微鏡檢查草蝦桿狀
病毒的感染情形及其病理變化 , 發現其感染位置多在草蝦及紅尾蝦的肝膜腺

' 而以肝膜腺的感染最普遍。感染試驗的紅尾蝦則只在中腸前段膨大部的柱

狀細胞發現 , 在其他組織切片並未發現有病毒感染 o 後期幼生 ( postlarvae

) 之肝膜腺受感染 , 沒有特定感染聚集區 , 整個肝膜腺皆可找到受感染的細

胞 o 較大的蝦子 ( 約 O.5g 以上 ) 其肝膜腺已有相當數目的盲管 , 因而嚴重感

染的蝦子 , MBV 包容體可在多數盲管上的細胞發現 ; 較輕微者只有少數盲

管受感染。在盲管上有 E 、 F 、 B 、 R 、 M 五種型態與功能不同的細胞 , 除了
E細胞外 , MBV 病毒對其餘四種細胞沒有選擇性感染 ( 如圖 5-1 至圍 5-5 )

E 細胞是位於盲管最遠端 , 是很容易進行有絲分裂的胚細胞 , 以電子顯

微鏡觀察時 , 並未檢出有感染的例子 o

B細胞的胞質病變 : 內質網由細長型變為囊泡狀 , 數量減少 ; 膜的網狀

迷器出現 ; 粒線體數量減少 , 體積增大 , 膜脊變粗且數量增多 ; 成束的微絲

狀體出現。 ( 如圍 5-1 、 5-2). 0

F 、 B 、 R 、 M 四種細胞經 MBV 感染後 , 核的變化都是會腫大 (

hypertrophic) , 核仁消失 , 病毒的基因基質在核內靠近核膜處形成 , 微絲
狀體成東出現於核內 , 核酸鞘形成 , 靠近核內膜處有囊泡出現 , 成熟的病毒
散佈於核內 , 或包於包容體內 o 偶而可見少數的類似外套膜物質 ( 如圈 5-3

R 細胞的胞質病變 : 內質網成囊泡狀 ; 粒線體腫犬 , 感染末期膜脊鼓起
成囊泡狀 ; 成束的微絲狀體出現 ; 感染初期仍有少量脂肪球和肝醋 , 感染末
期則無。 ( 如圖 5-3 、 5-4 )

M 細胞的胞質病變 : 內質網成囊泡狀 , 粒線體撞大 , 游離的核醋體散於
胞質內 , 成束的微絲狀體出現。 ( 如 |圈 5-5 )
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M細胞是脫殼問期 ( intermoult ) 經長期饑餓後產生的細胞
( 幻 ) , 配合

電子顯微鏡證明 , 這類受感染的細胞較緻密 ( 如圖 5-5 ) 。

F細胞的胞質病變 : 內質網漸減少 , 且由長型變為囊狀 : 膜的網狀迷器
(membranous labyrinths) 出現 ; 粒線體數量減少且體積增大 , 膜脊 (

cristae) 數量增多 ; 高爾基體減少 ; 游離的核醋體增多 ( 如 llIJ 5-6 、 5-7 、 5-8
) ; 成束的微絲狀體出現 o

在草蝦桿狀病毒感染的草蝦肝膜腺細胞內 , 會有膜的網狀迷器 (

membranous labryinth) 在細胞質中出現。 Couch ( 1974 ' 1981) 在對蝦桿
狀病毒 (B.P. ) 感染 P dllorarllm 病理研究中 , 認為出現的網狀迷器是由核
膜增生而形成的 , 在本章節之草蝦病理研究中 , 認為應是高爾基體病變形成

, 與 Lightner 等 ( 1983b ) 研究結果相同。而桿狀病毒感染紅尾蝦所引起之

膜的網狀迷器可在 F 細胞和 B細胞中發現 ( 如圖 5-9 ) 'R 細胞和M細胞並未
發現有此病變。 P dllorarllm 感染對蝦桿狀病毒 ( BP) 形成的包容體是多

角形
(51) , P 月rpOO.JClIS 感染中腸腺壞死病毒 ( BMN) , 沒有包容體形成 ,

Lightner 等 ( 1983b ) 指出 MBV 病毒所引起的包容體是球形 , 在草蝦感染
MBV 後所引起的包容體亦是精團體或球形 D 而在紅尾蝦肝膜腺細胞受桿狀
病毒感染後 , 形成的包容體亦是楠團體或球形。 Couch ( 1974) 發現游離的

BP 病毒在細胞質囊泡中出現或由核膜以出芽 ( budding) 方法離開細胞核 ,
在草蝦與紅尾蝦的電子顯微切片 , 並未發現有這些情形。 Ligthner 等 ( 1983
b) 在草蝦感染MBV 後也沒發現有此現象 , 感染末期是核膜被撐破 , 接著細
胞膜破裂、游離病毒和包容體及胞器一起排列於管腔 ( lumen) 中 , 因此
MBV 的感染、發病區都是集中在同一盲管或鄰近的盲管 , 是否有游離的病
毒通過肝膜腺盲管基底膜 ( basement membrane) 而藉血淋巴的循環到其

他組織 , 就不得而知 D 在其他組織切片中並沒有感染 MBV 病毒的包容體出

現 , 也沒有核腫大的現象 , 而在肝膜腺有感染 MBV 之母蝦的卵巢以電子顯

微鏡觀察並沒有感染的跡象 o



圖 5-1

圖 5-2

:Y1BV 啟立起草蝸與紅用如肝 !咦腺細胞病理學研究 4 日一

正常的草蝦肝咦腺 F 細胞和 B細胞 'B 細胞有大的消化泡 (DV) 和顆粒內質
網 (RER) 在細胞質內。 G: 高爾基體、 M: 粒線體、 :\: 細胞接 o

已感染 MBV 病毒的草蝦肝咦喙 B 細胞 , 梅內可見病毒正因惡質 ( VS) 和
MBV 病毒 (V), 細胞質中粒 J棟棟 ( M) 腫大。 DV: 消化泡、 LM: 膜的

糊狀物質、 MF: 微絲狀體。



圖 5.3

圖 5.4
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已感染MBV 病毒的草蝦肝咦腺R 細胞 , 核內可見病毒基因基質 (VS) 、病

毒顆粒 (V), 類似外套膜的物質 (EL) 和核內膜形成的彙泡 , 粒線體 (

\1) 腫大 , 尚有脂肪體 (LP) 和肝蹄顆粒 (GL) 存在。 G: 高爾基體 c

草蝦肝晚腺 R 細胞 , 為感染 :vIBV 病毒末期
, 站內有大量病毒顆粒 (V), 桔

膜 (�M ) 已不完整
, 粒線體 (M) 內的膜峰 (cn 成囊泡狀。 c: 病毒鞘

、 MF: 微絲狀體、 OB: 包容體
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圖 5-5 已是喜染MBV 病毒的草蝦肝咦腺M細胞。 ER: 內質綱、 M:; 粒線體、 MF: 微

絲狀體、 OB: 包容體、 R: 核躇體、 v : YlBV 病毒、 VS: 病毒基因基質。

圖 5-6 低倍率下之草蝦肝咦噱F 細胞 ,
接仁有病毒基因基質 (VS) 聚集 ,

內質網 (
ER) 成囊泡狀。 G: 高爾基體、 M: 粒線體、 MV: 微絨毛。
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圖5-7 草蝦肝換腺F 細胞 , 已有MBV 病毒 (V) 形成。 ER: 內質綱、 M: 粒線體、

MF: 微絲狀體、 z: 鷗原。

國5-8 低倍下草蝦肝咦啤 F 細胞 , 已有病毒 (V) 成熟 , 包容體 (OB) 開錯形成 ,

粒線』體 (�1) 不正常地腫大 , 高街巷體成糊狀迷宮狀 ( L:\1) 0 ER : 內質綱
、 L: :管腔、 :\1F : 微絲狀體、 R: 站前體。
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感染MBV 之紅尾蝦肝咦腺 R 細胞。 ER: 內質綱、 LP: 脂肪體、 Y1: 粒線體
、 NM: 核膜、 OB: 包容體、 vs: 病毒基因基質。
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第六早 草蝦桿狀病毒對萃蝦之病原性研究

隨著養蝦事業的發展 , 單位面積放養愈高和養殖區愈密集 , 蝦類疾病的
發生愈來愈頻繁 , 疾病種類愈多 , 也就愈複雜難理解 o 早期有關本省草蝦疾

病調查及研究報告 , 大多著重於環境因素分析 , 如廖等 ( 1976 ) 、陳 ( 1978

) 、陳與黃 ( 1979) 和陳 ( 1981 ) 皆對本省養殖草蝦疾病發生提出有價值的

觀點
(
駒 ,11,95

) ,
其中認為病因包括了重金屬中毒、高密度養殖、水質污染、

底質惡化與老化等 , 這些錯綜複雜的因子導致蝦苗和成蝦的病變 , 常見於報
告的疾病如紅純、黑純、爛尾、變紅症、絲藻附著或藍肉症 ( 天空蝦 ) 等

(

95)
。近幾年來由於池蝦不明原因導致大量死亡 , 相關單位更是決心徹底解

決草蝦疾病問題 , 一系列有關蝦類養殖池環境的調查以及改善的研究 , 著實
對本省的水產研究做 7 一大整合 , 其中包括了水質、病原、環境污染、底泥
、微生物和浮游生物的探討 o 另外 , 針對病原的發現與較深入之研究 , 如廖
等 ( 19偽85ω) 、黃 ( 19翎89叭) 和鄭 ( 19鉛89叭) 等 , 其中包括了病囡的探究、病理學

的檢驗、感染實驗和病菌的鑑定
(刊7,1η2,μ94) 川, 黃 ( 19翎89叭) 自罹病草蝦分離細菌 ,

其中弧菌占 8釗4

Li 山u ( 19偈86別) 貝則U以病理檢驗方法分析與歸納草蝦疾病種類 , 其中有論及肝膜

腺病變 , 包括系統性肉芽腫和包涵體性肝膜腺炎 ( 49) : 而 Liu ( 1989 ) 針

對罹病草蝦肝膜腺進行組織病理學的探討 , 並初步鑑定病原為桿狀菌的一種
, 其集結造成肝膜腺組織的傷害

( 即 ) .郎 ( 1988 ) 對草蝦血球及發炎反應做

了探討 , 認為草蝦血球在組織炎症中扮演的角色有浸潤、吞噬及包圍 , 最後
並形成肉芽腫 , 且肉芽腫的形成是無脊椎動物大部分組織炎症反應的結果

(

1)
0 至於針對MBV 病毒感染之疾病研究則較少見 , Lightner et aL ( 1987)

和 Chen et 祉 , ( 1989) 針對台灣養殖蝦類MBV 疾病進行調查 , 認為台灣養
殖草蝦 ( 45,103 ) 、紅尾蝦 ( 45)

和砂蝦
( 48)
會被 MBV 感染 , 且 Chen et aL (

1990 ) 報告指出 MBV 的感染有漸趨嚴重的情形。

隨著台灣養殖蝦業興盛後 , 東南亞地區的國家之蝦類養殖也跟著興起 ,

鑑於東南亞地區蝦病的發生有步台灣蝦病後塵之勢 , 然而卻少有報告 , 有關
之報告有 Fukuda et aL, ( 1988) 和 Doubrovsky et aL, ( 1988) {堇止

於發現 MBV 感染於草蝦 , 未做進一步研究 ( 函 ,“ ) 0 Fegan et al., ( 1991 ) 則

有對泰國南部 ABV 的流行進行深入探討
( ω ) , 包括MBV 感染調查和病理檢

驗 , 並進行生殖巢的電子顯微切片 , 認為 MBV 不藉由生殖細胞感染 D 然而

MBV
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有關於草蝦肝膜腺病變的報告則很少 , Chen et al., ( 1仿0) 在東南亞草蝦病

毒性疾病調查中有提到肝膜腺的病變 , 發現病蝦肝膜腺發炎症狀、脂肪病變
和肉芽腫病變。

:\"ash (1988) 則針對東南亞紅樹林地區的酸性土壤引起草蝦病進行組

織病理的探討 , 其認為會引起嚴重總和殼的不正常疾病 ( 118 ) 。

前面會針對草蝦桿狀病毒之流行情形做了調查報告 , 發現這種病毒之分
佈極廣 ,

只要有養殖草蝦的地方就可發現這種病毒 ,
由育苗場到大蝦養殖場

甚旦大海野生的種蝦都可檢測到這病毒的感染 , 由於草蝦疾病在各地大肆流
行 , 草蝦桿狀病毒的各項研究草蝦受到重視 , 其致病程度的研究更是吾等亟
望瞭解 o

MBV 的病原愷過去的研究多只限於MBV 檢驗時 , 做進一步的推測 ,

並配合死亡率的計算
( 45,99) 。外表病徵的描述 , Lightner et al. 首先發表 ,

認為經由 MBV 嚴重感染的草蝦 , 在後幼生期 ( Polslarvae) , 其體色較晴 (

由濁青灰色到晴藍黑色 , 活力較差 , 並容易受浮游生物附著兩 ) , 在 Chen

et al. ( 1989 ) 亦有相同看法
(45) ,

池蝦族群中有體色較黑、體型特小、殼軟

者 , 是為 MBV 嚴重感染的表徵。 Cheng & Liu ( 1986 ) 在研究報告中指出
MBV 引起之肝膜腺炎 , 外表無特異病癥 (49)

0

MBV 感染率的突然增加會引起蝦苗族群之大量死亡 , 此現象常發生在
環境之改變或蝦苗遷移的時候 (45) ,

在 BP 和 BMN 兩種病毒也有類似的報告
( 鼠 ,133) ,

但皆沒有確實數據加以證明 o 就台灣及東南亞地區之蝦苗繁殖技術
而言 , 都未注意MBV 感染之問題 , 也尚未有防疫之觀念 , 因此每一抵蝦苗
都或多或少感染了 MBV' 蝦苗的產量也就無法穩定 o 在美洲大陸 BP 常引起
自蝦 f 的刀'ameo.l 和藍蝦 P sem.lJattl./s 蝦苗嚴重疾病及死亡 (51) ,

在日本
BMN 對斑節蝦幼蝦期引起感染問題都引起相當大的損失

( 四 ) , 昆蟲的核多
角體病毒感染其特有寄主 ,

亦會在幼蟲期引起組織壞死和死亡
( 110) ,

而成蟲

時的感染只會使寄主成為帶原者。大草蝦對於 MBV 的感染 , 推測有很強的
容忍度 , 不會引起死亡

( ω ) ,
並發現環境的緊迫會引起 MBV 感染量的增加

( ω )
0

MBV 的感染研究過去未曾有報告 , 而 BP 和 BMN 則在近年來分別進行了

感染蝦苗之報告
( 114,120) ,

皆對蝦苗在病毒感染後之影響加以探討 , BP 在棟
蝦期以後才能檢出包容體 , 與 Chen et al. ( 1989a ) 之 MBV 調查報告咕果
相似

( 45) ,
且 BP 在後幼生期人工感染一至二天即發現包容體 (

1 翎 )
; BM:\" 感

染斑節蝦苗 ,
眼幼蟲期即引起肝膜腺細胞和種大的病理特徵 , 且引起後幼生
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期成長遲緩
( 114) 0 病毒對大蝦的感染 , Couch ( 1978) 在 BP 研究報告中指出

, BP 對於大蝦人工感染不易 , 二十天長期感染 , 只有 20% 感染成功
( 53) ,

其後又以昆蟲核多角體病毒 Ac:\1);"PV 感染白蝦 , Pai3emOiletes vulga 刀云 ,

不引起感染和類似病理變化
( 別

)
0

繁殖場革蝦苗密度與 MBV 感染率之關係 :

繁殖場蝦苗繁殖期間 , 白無節幼生 ( nauplius ) 到後期幼生 (

postlarvae ) 的紅筋幼蝦 , 每隔一日採樣一次 o 用 1 公升的瓢子自繁殖池採

樣 ( 採樣前充份攪拌 ) 至少採樣三次 , 算其平均數量記錄之 , 並隨機採約 50

尾的蝦苗 , 以 Davidson 閻定液處理 , 以光學顯微鏡檢驗 :\1BV' 計算其感染

率 , 在採樣的同時 , 檢查鐘形蟲、絲狀菌等的感染情形和其他的病徵。
採自同一繁殖場之草蝦苗有三組 , 第一、二組為同一批 , 在各個不同變

態期 ( 包括 zoea 、 mysls 和 postlarvae ) 採樣 , 計算其密度和感染 :\1BV 的比

例 , 將之整理於表 6-1 ' 並繪製成曲線圖 6-1 ' 在採樣的同時
, 並檢查鐘形蟲

和絲狀菌在體表附著的情形 D 其觸角扭曲的病徵亦將之列於表 6-1 0

第一、二組蝦苗經光學顯微鏡組織病理檢查 , 從眼幼蟲期到後期幼生第
二天 (Postlarvae-2 days: PL2) , 皆未發現有 MBV 的包容體出現 , 而
PL4 的肝膜腺已有核腫大 ( nucleohypertrophic) 現象 ,

自 PL7 開始的採樣

即有 :\1BV 包容體的出現 , 且在六天之內 , 感染率由 10% 增加到 85% 以上。

第三組蝦苗肝膜腺核腫大現象是在 PL2 開始出現 , MBV 包容體的出現則在

PL 巷的檢體 , 感染率在 5天之內由 8% 快速增加至 75% 0 密度的急速減少在第

一、二組發生兩次 , 第一次為眼幼蟲期到糖蝦三期 , 第二次為 PL9 以後 , 第
三組貝 u 只在 PL4 以後有密度驟滅的情形 D 至於鐘形蟲和絲狀菌的附著 , 在糖
蝦三期 ( :\13 ) 以後才陸陸續續發生 , 且沒有規則變化 , 其出現與否與所施

放的防治藥物有關係 D

觸角扭曲是在此次採樣時發現的。畸型的蝦苗其觸角 ( Antenna) 和觸

角鱗片 ( Scaphocerite) 的位置向下或向兩側扭曲 , 嚴重者平躺於池底 , 無
法靈活游動 , 其死亡率很高。第』⋯二組自 PL2 即開始出現此病徵 , 且比

例緩慢增加 , 第三組則未發現。



其他病原及病徵
採樣日期 組別 期別﹒ 密度(尾/升) �M�B�Va�gÓs‡�(�%�)

鍾形蟲 絲狀菌 觸角扭曲(%)

ZI 270

870708 2 ZI

3

Z3 208

870710 2 Z3 212

3 ZI 114

Ml 170

870711 2 Ml

3

M3 159 +

870713 2 M3 122 4戶

3 Z3 104

PL2 110 + +

870715 2 PL2 112 + + 2

3 M1 98

PL4 103 NH + 7

870717 2 PL4 110 NH + 2

3 M3 100 +

PL7 88 10 + ++ 4

870720 2 PL7 76 15 + ++ 5

3 PL2 82 NH +

PL9 33 + + 10

870722 2 PL9 72 41 4戶 + 11

3 PL4 72 8 +

PLlI 10 >85 4戶 + 8

870724 2 PLlI 15 >85 + + 10

3 PL6 31 49 + +

PLl3

870726 2 PLl3 - - - - - -
3 PL8 15 75 + +
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表 6-1 繁殖場草蝦苗密度及草蝦桿狀病毒感染率比較試驗

: 無感染 . .未檢驗
: 輕微感染 . Zx .眼幼蟲期

++ .嚴重感染 Mx : 樣蝦幼8 期

NH : 肝臨腺細胞核腫大 PLx : 後期幼過
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本省蝦苗的繁殖技術雖已經相當純熟 , 然而繁殖的過程卻偶而會有不明
原因的大量死亡 , 這與水質環境不良 ,

病原的草生和藥物的濫用都有關係 D

本次在繁殖場連續採樣 ,
針對活存率、病毒感染率和其他病徵的探討 , 發現

MBV 的包容體在 postlarvae 才會出現 ,
而且感染率在短時間內急速增加的

同時 , postlarvae 的存活率相對地減少。鐘形蟲與絲狀茵的存在與否 , 可能
與藥物的使用有關 , 一般過於營養的水質 , 鐘形蟲和絲狀菌很容易擎生

( 白

) ,
但在繁殖場 , 這些外寄生物已可以用藥物有效地防治。觸角的扭曲是一

嚴重畸型病徵 , 會導致死亡 , 真正發生原因不明 o 此次採樣只在第一、二組

發現 , 第三組未發現 , 而第一、二組在 zoea 至U mysis 有一次持擾的大量死亡
, 可能是導致畸型的原因 , 推謝這與蝦苗無節幼蟲的品質有關 o

昆蟲 NPV 病毒的傳染是靠多角體蛋白結晶的保護通過帶有酸性的前腸
, 到中腸時 , 在鹼性和酵素的作用下 ,

病毒由多角體蛋白結晶中釋放出來並

感染寄主細胞
( 31 . 140)

0 MBV 的感染是否與 NPV 相同 , 到目前還未經證明 D

一般推測草蝦會吃進環境中的包容體和含包容體的肝膜腺而感染
( 仿 ) , 所以

高密度的養殖就成為快速傳染的原因 D 繁殖場的水溫通常在 34
�

C 左右 , 會促
使新陳代謝速率加快和殘食行為的增加 , 1比亦是加速MBV 傳播的因素 o

己感染 MBV 之草塵區蓄養實驗

為了證明感染 MBV 的草蝦是否會引起死亡 , 因此進行室內蓄養實驗 ,

自大蝦場撈取 50 尾草蝦 , 體重 5- 旬 , 分別單獨飼養在 30 公升的塑膠桶 , 定時
餵食 , 每天兩次 , 且隨時保持良好水質 , 每天吸取糞便進行MBV 包容體之

檢驗 , 以血球計數器估算MBV 排放量 , 探討MBV 感染與草蝦死亡關係 D

事先以糞便檢驗MBV 包容體法對實驗室蓄養感染病毒之草蝦進行MBV

感染量之連續偵測 , 將病毒包容體排放量分為三級 , 104 個以下、 104-105 和
105 個以上 , 分別代表輕度、中度和嚴重感染。 MBV 感染的草蝦每天排放的

糞便皆可發現包容體 , 然而糞便中每天MBV 包容體排放量為一無規律之數

據 , 20 天的偵測數據皆處於輕度感染只佔 4% ; 變化於輕度與中度感染佔 78%
; 而變化於中度與嚴重感染佔 18% 0 實驗進行中 , 所有MBV 感染的個體皆不

引起外表的病癥 , 死亡率為零。
由實驗室之蓄養草蝦研究 , 不同程度之 MBV 感染 , 20 天的養殖實驗 ,

其死亡率為零 , 可見細心的照顱 ,
即使嚴重感染的個體仍然吃餌正常 , 脫殼

正常 , 不致引起死亡 D 因此MBV 的引發病變是有條件性 , Couch ( 1978,1981
) 和 Lightner et a1., ( 1983) 分別認為養殖環境之緊迫因子才是決定 BP 和
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MBV 致病因素
( 日A ω ) , 本結果推論觀點與之相同 o 由於 E cell 不斷地分裂

(

如及肝膜腺的盲管數量隨蝦齡增加而增加 ( 圖 6-2 、 6-3) , 所以 �BV 在寄主

體內的影響性隨蝦齡的增加而漸減少 , MBV 在草蝦不同時期的感染有不同

的影響。

由糞便檢驗法檢驗 MBV 包容體的試驗中 ,
發現包容體數量的變化並無

規律 ,
推測應與蝦子的消化生理和桿狀病毒的生活史有關。 Al-�ohanna &

Nott (1987) 指出對蝦肝膜腺消化週期為 24 小時或以上 , 且當消化過程部
份近端的老細胞會脫離盲管被排出 , 而由遠端胚細胞 ( Embryonic cell) 進

行有絲分裂不斷補充新細胞 (20)
.又病毒包容體會在夠大後會將寄主細胞漲

破
( 46) ,

游離的病毒會散出 , 進而感染鄰近的細胞 ( 46) .另外在前面推論

MBV 的包容體在感染後 24 小時內形成。由以上各項原因可知MBV 感染週期

和再感染的細胞數目是決定糞便中包容體數量之兩個主要因素。糞便中包容

體的量是肝膜腺感染程度的一指標 o 持續 20 天皆可測到包容體 , 表示
在肝膜腺內是造成持續性的感染 o 參考自切片檢驗 , 由於MBV 的感染只在
部份盲管發生 , 所以MBV 的再感染是以同一盲管的細胞為主 , Lightner et
al. ( 1983) 對 MBV 之病理研究 , 亦有此看法 , 且近端比遠端細胞更容易被
MBV 感染 ( 99)

MBV

MBV 感染率與草蝦大小關係探討 :

由糞便檢驗病毒包容體 , 確實無MBV 感染之 PLll0 ( 變態為後幼生期之
後 110 天 , 平均體重 11.2g ) 、 PL80 ( 平均體重 4.9g) 、 PL50 ( 平均體重 1.7g

) 和 PL20 草蝦各 30 尾 , 每尾分別飼養於單獨 Tank' 採集嚴重MBV 感染之草
蝦後幼生期蝦苗 , 以投餵方.式感染, 投餵量約與體重成正比 , 每天感染一次

, 另投餵人工飼料二次 , 第 10 天後分別以糞便檢驗法檢查MBV 感染情形 ,
並計算感染率。

PL20 、 50 、 80 和 11O?t 別經口感染 MBV, 第 10 天後以糞便檢驗法檢驗 ,

測得感染率分別為 100% 、 21.4% 、 13.3 月6 和 0% ' 活存率分別為 83% 、 93% 、

。感染實驗中死亡蝦子由於MBV 檢測不易 , 所以未100% 和 97% ( 見表 6-2 )

計入感染率的計算 o
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表 6-2 不同時期草蝦以人工經口感染MBV 之第 10 天感染率及活存率

成長期 採樣數
人工感染 10 天後
MBV 感染率 ( 先 ) * 活存率 ( % )

PL20
PL50
PL80

PL110
nununuvnu

qJqu

丹
、

uqu

100.0
21.4
13.3

0.0

83
93

100

97

* MBV 感染以糞便抹片檢驗法進行

由人工感染實驗結果顯示 , 相同感染活性的MBV 在草蝦不同時期引起

不同的感染率 , 後幼生第二十期 ( PL20 ) 經過 10 天的感染 , 感染率為 100%
, PL50 為 21.4% ' PL80 為 13.3% ' 而 PLll 0在第 10 天後測MBV 感染率為 0 ' 所
以愈大的草蝦愈不容易被外來之 MBV 感染 , Couch ( 1978) 報告亦指出以
BP 餵飼小蝦或大蝦 , 不易感染成功 , 二十至三十天後才有 20% 被感染

( 自 ) ,

因此MBV 與 BP 同樣在小蝦以後不易進行感染 , 其可由對蝦之消化生理解釋
, 因幼蝦期以後已發育前腸構造 , 有研磨、篩選及初步消化功能 (154) ,

以胃
石 (gastric mill ossicles) 磨碎食物 ; 以濾篩 ( filter-press) 進行篩選 ,

食物粒子小於 1 μ m' 才會被擠壓進入肝膜腺內完成消化作用 ; 食物在前腸

腔與來自肝膜腺的消化酵素進行混合及初步消化作用 ,
酵素主要為蛋白酷 ,

pHfi 直 5-7 0 誤食之病毒包容體在此環境下易被消化 , 不易侵入肝膜腺 D 所以
較大草蝦發的 MBV 主要是來自蝦苗期之感染 o

人工感染 MBV 試驗

準備容量 500 公升的 FRP 桶六個 , 分別以 100ppm 次氯酸納溶液消毒 , 並
清洗乾淨 , 分別放入草蝦無節幼苗 ( 無節幼苗之清洗消毒見圖 6-4 ) , 密度
約 100 隻 / 升 , 餵養方法均相同 , 其餵養食物隨各變態而改變 ( 見圖 6-5 ) 。六

桶均分為 A 和 B兩組 'A 組三桶為實驗組 , 在無節幼蟲第六期開始變態為眼
幼蟲第一期時即開始餵飼矽藻類 , 並添加 MBV 包容體 ( 3.2 X 103 個 Iml) ,

以進行口服感染 ; 另三桶為對照組 ,
飼餵餌料及方法完全相同。此兩組確實

隔離 , 器具分開使用 ,
並預防打氣時因小水珠飛散而污染 o 在飼養期間 , 眼

幼蟲期須每天抽除糞便 , 樣蝦期以後隔白換水 , 以避免污染 , 導致水質惡化
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D 每天記錄死亡和變態的情形 , 並採樣固定做組織病理切片及 -20T 冷凍各

期蝦苗進行酵素連結免疫吸附法 (Enzyme-linked immunosorbent assay;

ELISA) 檢驗 o 進入後期幼生以後即在解剖顯微鏡下進行體長測量工作 , 比

較其成長差異 o

(A) 受精卵去除 MBV 感染的方法

至入潔淨海水
中培養

以潔淨海水於 200ppm 福馬林溶液
收集受精卵一→沖洗五分鐘一→浸泡 30 秒

於 20ppm 之有機碘
浸泡 30 秒

←一以潔淨海水←一
沖洗五分鐘

(B) 無節幼蟲 ( 蛾 ) 去除MBV 感染之處理方法

停止打氣約十分鐘
以浮游生物網
收集無節幼蟲

以潔淨海水
一→沖洗五分鐘

於 300ppm 福馬林溶液
一→浸泡 30 秒

至入潔淨海水
中培養

←一以潔淨海水
沖洗五分鐘

於 20ppm 之有機碘
浸泡 30 秒

等一-一

圖 6-4 草蝦苗繁蘊場去除MBV 之處理步驟

在 MBV 病毒之去除操作及蝦苗培育的各組實驗過程中 , 每天任意選取

五十隻以上的各變態期幼苗 , 經戴維生氏固定液 (Davison's Fixative) 固

定 , 石蠟包埋後以組織切片機切 5 μ m 厚度之連續薄切片 , 再以
Hematoxylin 及 Eosin (H & E) 之染色法染色後 , 以 200-400 倍光學顯微鏡

檢查這些草蝦之肝膜腺是否有MBV 的包容體 o

自各組採來之樣本 , 以戴維生固定液固定之 , 然後經包埋、切片 , 以 H

&E 染色後檢查MBV 感染 , 進行MBV 感染之實驗組在早期未見有 MBV 包

容體 , 只有眼幼蟲第二期的一次採樣 , 發現肝膜腺腔內有嗜伊紅佳MBV 包

容體 , 有細胞核腫大現象 , 亦有核內包容體出現 ( 圍 6-6 ) 。而在 PL1 時即有

少數感染 ( 3% ) , 且感染率直線增加 ( 表 6-3 ) , 一直到 PL 19 已有九成以上

感染了 MBV' 然而對照組在各變態期的採樣皆未發現有病毒包容體或疑似
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之病理變化。

自各組採來新鮮之各期幼苗 , 以均質機打碎 , 進行 ELISA 測 MBV, 有
感染 MBV 的實驗組在眼幼蟲第一期開始即有輕度的反應 , 一直到後幼生期,
都有或強或弱的反應 ,

而對照組則皆未見有明顯的呈色反應 ( 表 6-3 ) 。

實驗組在繁殖期間 ,
常會發生蝦苗死亡 , 以光束照射桶內水流 , 即可見

發白的蝦苗屍體隨水流動 ,
尤其在眼幼蟲第二期、樣蝦第三期及後期幼生早

期 ,
而對照組的情形較順利 ,

只有眼幼蟲第一期和糖蝦第三期發生少量死亡
( 表 6-3) 0 得病蝦苗攝餌不良 , 身體白宮、瘦弱 , 在低倍顯微鏡下肝膜腺
和腸道瘦小 , 顏色淺 , 曙動緩慢 , 此類蝦苗在實驗組常見 , 終會死亡。正常
之間期蝦苗則腸道飽滿 , 體色較深 ( 圖 6-7) 0 最後存活率 , 實驗組平均低
於10% ' 而對照組平均為 18% 0

在後幼生期第三期至第十九期 ( PL3-PL19) 分別就實驗組與對照組做
隨機採樣 (random sampling) , 在低倍解剖顯微鏡下測量其體長 , 結果
見表 6-3 ' 對照組之蝦苗成長顯然比實驗組成長快 D 未經病毒感染之蝦苗體
長均勻 , 活力佳 , 而早期即進行口服感染 MBV 的蝦苗 , 體型細小 , 且常有
大小參差不齊的現象 ( 圖 6-8) 0 感染MBV 之實驗組蝦苗 PL19 時體長範團 9.9

-17.2mm' 而其標準機差 (standard deviation, SD) 為 3.15 : 然而同期的
對照組蝦苗 ( 未感染MBV) , 體長範圍 16.5-19.7mm' 標準機差為 1.69 ( 表
6-3 )

以 ELISA 檢測蝦苗各變態期 MBV 感染的情形 , 在眼幼蟲期即有MBV 的
反應 , 一直到後幼生期 ; 然而在組織病理切片檢驗不易發現早期蝦苗體內的
病毒包容體 , 但在靈敏度較高的 ELISA 檢驗法能檢出 , 所以認為MBV 在眼
幼蟲期及糖蝦期階段為潛伏感染或是發病快速 , 導致無法由組織病理法檢出,
此由垂死的眼幼蟲第二期之組織病理切片中 , 發現肝膜腺腔內及細胞內有

少數嗜伊紅性 MBV 圓球形包容體得以證明白 BMN 的感染斑節蝦苗實驗亦與

本結果類似 ,
其在無節幼蟲期未能感染成功 , 然而在眼幼蟲二期則有 100%

感染
( 114)

。

MBV 病毒包容體可在眼幼蟲二期肝膜腺內發現 , 由於眼幼蟲一期變態
為二期須時約 24/J 、時 , 故推測MBV 自感染後到包容體的形成應在 24 小時內

,
而根據昆蟲桿狀病毒的感染研究 , 約 10-16 小時即有 polyhedrin 的形成 ,

18 小時內也就開始聚集成包容體巾 ,84)
0

MBV 主要感染草蝦肝膜腺 ( “ ) ,
而肝膜腺是對蝦類的主要營養器官

(

鉤 ,21,22) ,
Overstreet 在 1990 年針對 BP 感染白蝦眼幼蟲期的報告中指出 , 眼幼
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蟲期的肝膜腺只是由少數幾百個細胞組成 , 病毒的感染對其威脅很大 , 往往

引起急性死亡或變態緩慢或攝餌不良
( 120) , 與本實驗觀點相同 o 在實驗過程

之中 , 實驗組在變態過程 , 常可見身體白宮、攝餌不良的蝦苗 , 體質虛弱 ,

容易死亡 , 推測應是病毒感染發病所引起 'BMN 人工感染斑節蝦亦有此現

象
(114)

0 但是這並不是表示只要是這類的病徵都是病毒引起的 , 因為水質惡
化或藥物之傷害等問題

( 3,7,8,10) , 都會引起類似的病徵。重金屬污染更會引起

大量死亡
( 山 o 所以在病蝦診斷的時候務必小心 o 而對照組繁殖順利 , 不易

見大量死亡的情景 , 所以 MBV 嚴重影響草蝦苗的繁殖 , 實在不容忽視 o

MBV 對草蝦苗成長影響 , 由本實驗結果得知 , 其影響程度很大 , 受

MBV 病毒感染的蝦苗成長較慢 , 旦到後幼生十九期時 , 其體長分布範圍越
大 , 造成蝦苗參差不齊 , 由表 6-3 中之較大的標準偏差可得知 'BMN 感染斑

節蝦苗亦有類似的現象
(114)

0 而未被 MBV 感染的蝦苗體型細長 , 活力佳 ,

大小亦較均勻 , 其標準偏差較小。據觀察 , 受 MBV 感染的蝦苗由於池中常

有死亡蝦苗 , 所以殘食嚴重 , 病毒傳染也快 , 再則病毒感染的蝦苗會引起消
化吸收障礙 , 變態延後 , 但並不是每一隻蝦苗都會被感染 , 感染程度也不一

定相悶 , 所以同一族群就容易造成成長上的差異 , 那些小型體弱的蝦苗到後

來常會死亡 , 因此活存率也就更低 o 無 MBV 感染的蝦苗成長快速 , 體型均

勻 , 活存率高是其特性。
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MBV 對草蝦育苗過程之感染及成長影響表表6-3
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Mx : 樣蝦幼蟲期 ( Mysis )

PLx: 後期幼生 ( Postlarvae )
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圈 6-1
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小蝦肝換腺掃描式電子顯徵鏡解剖圈 , 大量肝農腺育管 ( T) 構成肝且是腺
包圍住前腸 ( FG) 0 bar= 切O μ m 。

圖 6.2

'9.2,-SSEE

gaz--z..

不良方法純化 MBV 包容體 , 其內部病毒 (occluded virus) 大部分病毒 (

EV) 已被破壞而失去 DNA' 只有少部份 (FV) 仍保持完整。 bar=1.6 μ m
。

圖 6-3



草蝦桿狀病璋對草蝦之病原性研究 63

Nauplius → Zoea → Mysis → Postlarvae

1 2 3 4 5 � 由 .

Algaes

Artifical feeds

Shrimp flake

Plankton Powder
Micro-capsulate Feed

Corpuscle Feed

Rotifer

Brine Shrimp

* The quantity of feed is expressed by width of black lines.

圈 6-5 Feeding Schedule for Penaells monodon Larvae in Hatchery.

城h

圈 6-6 草蝦眼幼蟲第二期組織病理檢驗 , 肝咦腺腔 ( L) 及細胞核內有 MBV 包容

體 (OB) 。誰木紫與伊紅染色。 bar=50 μ m 。
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第七章 草蝦桿狀病毒複製研究

對於 BP.MBV 和 BMN 等複製情形的研究 , 到目前除了筆者對MBV 發表
的報告之外

( “ ) ,
尚未有其他相關報告 o 而對於感染昆蟲的核多角病毒 (

NPV) 之複製研究報告很多 ,
在本文整理過程提供了多項佐證

(

16 且弱 ,37,38, 臼航總況 ,84,134,136,141,153) ,
鼓將過去對桿狀病毒複製研究有關之論文回顧於

後。

病毒於感染寄主之後 , 其核酸和蛋白質的合成 , 在定性和定量二方面的
研究大多在環境穩定之培養的細胞下進行呦 ,149) ,

少數在活體下研究 0 Tjia

等 ( 1979 ) 以 Autog.l' 首?pDa cal/Tornif} NPV 感染φ'Odoptera f.l'4 唔唔7erda 的

細胞株 , 指出感染後 16--18 小時 , 病毒的 DNA 合成速率快速增加。 Hitoshi
( 1972 ) 以放射性標示的電子顯微技術研究 NPV 病毒在蠶 Dom 乏yx morJ

﹒

的脂肪細胞內 DNA 合成的情形 , 指出感染後 1-2 小時 , H5-thymidine 開始

在細胞的染色質上聚集 , 感染後 5小時 , 細胞的染色質內已有裸露的病毒出
現 0 10 小時之後 , 大量裸露的病毒出現 , 且已有成熟的病毒位於染色質外 ,
也可看到被包入核多角體內 (73)

0 Ben� 日 Wager ( 1971 ) 以放射性元素標示
, 研究顆粒性病毒 (GV) 感染。?pO; 呵053 pomoneJJa 幼蟲的核酸代謝情形
, 感染後的﹒70 小時 , 被感染的細胞 RNA 之總合成速率為正常細胞的三倍 ,
此時DNA 合成速率達最高點 , 為正常細胞的劫倍 o

桿狀病毒感染細胞之後 ,
首先可以見到的改變是細胞核昀增大和高密度

顆粒類似染色質的物質 , 被稱為病毒基因基質 (Virogenic stroma) 的聚集
( 1酌 ,

此顆粒物質首先會散佈核內 , 短時間後顯然會聚集於核仁 , 成一高密
度的物質 D 它是病毒核酸鞘形成的地方 , 在核酸鞘形成前會先有“鞘 (

capsid)" 出現
( 冗凡84) 。

病毒有複製現象出現的時間 , 與病毒和寄主的種類及環境皆有關連 o

Hiruml 等 ( 1975 ) 以 A. ca. 必乞/fnJa NPV 感染 TrieD 伊'uSJa ni 的細胞株 ,

指出感染後 3 小時 , 少數細胞形態已有改變 , 大多數細胞在感染後 6-12 小時

形態會改變 D 核酸鞘的出現在感染後 24-48 小時 , 此時無外套膜的病毒亦在
病毒基因基質邊出現 0 Knudsan 和 Harrap ( 1976 ) 發現串。祠的Ta

.If 低吟7erda 的核改變是在感染後 8 小時看到 . 9 小時後有裸露的病毒顆粒

出現 , 而 Raghow 和 Grace ( 1974) 指出 Dombyx mo. 刀﹒的 NPV 感染 , 16 小時
後病毒基因基質才會出現 , 24 小時後核酸鞘才出現 , 一甚至U32 小時還未發現
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有外套膜形成 0 Summer� ""'1)
:在研究 �PV 複製時 , 在感染 T.ni 的中腸

細胞核內發現有長條類似管狀但無分枝的鞘蛋白質 (capsid protein) , 在
GV 感染的脂肪細胞之細胞質內發現的是相似的管狀物 , 但卻有分校 (1:)7)

0

一般推測其可能為核酸鞘形成的最初階段
( 既川 o

桿狀病毒外套膜的取得方式 , 可分為兩煩 , 無包容體和有包容體。
Adams 等 ( 1977 ) 及 Hess 和 Falcon ( 1977 ) 以β包liothis Zc 干:q �PV 感染β「

zea 細胞株 , 這 �PV 是無包容體的 �PV 病毒。當其核酸鞘成熟後 , 以出芽
方式自細胞膜出去 , 並包上外套膜 o 在有包容體的病毒 ,

其外套膜的取得方

式不相同 o 昆蟲及蝦子的病毒 ,
在核內即有己包上外套膜的病毒出現 , 這外

套膜是從何處來的 ? Stoltz 等 ( 1973 ) 以連續切片方式研究被感染的核內一

種有開口的膜狀物質 ( open-ended membrane profiles) , 指出它並沒有與
核膜有任何接觸 ,

被感染的細胞其核膜顯然與正常的細胞沒有兩樣 , 而且也
沒有發現具有模板的功能 , 能用來製造類似外套膜的物質。 Mackinnon 等 (

1974) 的研究報告亦有同樣的結果 , 他們認為這有關口的膜狀物質是病毒外
套膜的先驅物質。

包容體的形成是在核鞘取得外套膜之後
( 詞

, 間 , 1 必 ) , 在組織培養方面 ,
包容體的開始形成 , 是在感染後 18 小時 (72, 做 ) , 而多角蛋白 ( polyhedrin )

是在感染 10-16 小時後開始合成
( 43 且油 ) , 而包容體是這種 peptide 聚合而成 o

病毒的外套膜上 , 似乎有結合位置 , 其對多角蛋白有專一性 , 是聚合作用的
起始點 , 但這種聚合作用的機制並沒有經過證明明

,
徊 . 144) 0

Lightner 等 (1983 b) 研究MBV 病毒時 , 以電子顯微鏡觀察 , 可在內
質網四周發現多角蛋白 ( polyhedrin ) 的結晶 , 故認為多角蛋白是在寄主細
胞的內質網內合成 o

MBV 之複製過程 :

本文述及有關 MBV 病毒的複製是以電子顯微鏡觀察 , 再與昆蟲的核多
角病毒和顆粒性病毒的複製情形做一比較 , 以瞭解MBV 在草蝦的肝膜腺細

胞內複製的情形。

被MBV 感染的草蝦肝膜腺以 glutaraldehyde 和鐵酸固定後 , 經由包埋、
超薄切片、染色之後 ,

以穿透式電子顯微鏡觀察 ,
可以在感染的細胞核內找

到病毒的基因基質 (virogenic stroma) , 無似長管狀的鞘 ( capsid) 的物

質之形成 , 核酸鞘 ( nucleocapsid) 的形成 , 外套膜的取得及包容體的形成
等 ,

鼓將複製過程敘述如下 o
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1. 病毒基因基質 ( virogenic stroma) 的形成

在國 7-1 有肝膜腺盲管上的 F 細胞和 R細胞 0 R 細胞是感染初期 , 有高電
子密度的顆粒性物質散佈在整個核內 , 此時細胞核尚未腫大 , 微絨毛 (

microvilli) 仍是正常形狀。其右邊的 F細胞 , 核己腫大 , 高電子密度的顆粒
性物質顯然已聚集在核仁的中心 , 而此時微絨毛已有萎縮現象 0 Smith (

1977 ) 將此類似染色質 ( chromatin-like) 的高電子密度顆粒 , 稱為基因基
質 ( virogenic storma) 。

2. 病毒遺傳物質的形成

基因基質是形成核酸鞘的先驅物質 (1 獨 )
0 以電子顯微鏡觀察 MBV 感染

的細胞核 , 在細胞核內靠近核膜邊緣處 , 發現高電子密度之長條狀物質種繞
在一起 , 直徑約為 20.0nm' 其間夾雜著微絲狀體 ( microfilament) ( 如圖

7.2 、 7-3) , 在正常的蝦肝膜腺細胞核內 , 沒有這類物質 , 在病毒感染後的
細胞才有發現 o

3. 類似長管狀之鞘物質 (capsid material) 的形成

圖7-4 是類似長管狀的鞘 , 長度大於 1.67 μ m' 管徑約 36.7nm ' 在細胞核
膜邊緣發現 D 長管狀中有電子密度較高的段落 ( 箭頭處 ) , 被認為已有病毒
的遺傳物質套入 o

4. 核酸鞘 ( nucleocapsid) 的形成

在團 7.5 中可發現 , 在感染了 MBV 病毒之草蝦肝膜腺細胞核膜邊緣 , 有
類似長管狀的鞘 ( capsid) 和病毒的核酸鞘 (nucleo capsid) 0 核酸鞘的

形成 , 是固定長度的病毒核酸先與管狀的鞘結合 , 形成長管的鞘和病毒核酸
共存 ( 如圖 7-4 、 7 -5) , 沒有與核酸結合之鞘 , 會被某種酵素消化掉 , 結果
會形成長度大約相等的桿狀核酸鞘 D 由圖 7-4 、 7-5 和 7-6 ' 可知草蝦桿狀病毒
核酸鞘的複製 , 是以排列整齊的長條狀整東大量複製。

5. 套膜 ( envelope) 的取得

受MBV 病毒感染的蝦肝膜腺細胞 , 在核質內靠近核膜處會有小囊泡出
現 ( 如圖 7-3 、 7-5 、 7-7) , 似乎是由核內膜突出形成。當核酸鞘形成後 , 就
會進行包裝步驟 , 類似外套膜的小囊泡會被核酸鞘的一端打破 , 小囊泡的膜
便將核酸鞘包住 ( 如圖 7 -5) , 而形成真外套膜的成熟病毒顆粒 D 所以MBV

需 SKPV (singly-enveloped nucleocapsid) 的一種 o

6. 包容體 (coolusion body) 的形成

只有舍外套膜的核酸鞘才會被多角體蛋白 ( polyhedrin ) 包圍而形成包

容體。含有外套膜的成熟病毒顆粒 , 其外圍常有多角體蛋白附著 ( 如圖 7-8
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) , 而在核質內亦散佈多角體蛋白的結晶顆粒 , 細胞質接近核孔的位置亦可
發現此類多角體蛋白結晶塊 ( 圍 7-7) 0 當多角體蛋白附著於外套膜後 ,

其

他多角體蛋白會跟著附著 , 一直累積上去形成固定的結晶格 , 病毒顆粒就被
包在裡面。當包容體的數量和體積達到一定程度時 , 會將核膜撐破 ( 如圍
5-4) , 再將細胞膜撐破 ( 如圍 7 -9) ,

而將所有胞內的東西全部排入肝膜腺

管腔 ( lumen) 中 ( 如圍 7-9 、 7-10) 。紅尾蝦肝膜腺細胞內形成包容體 , 在
電子顯微鏡下觀察 , 常會發現有龜裂的現象 ( 如圖 7-10 、 5-9 ) 而龜裂間又可
見微絲狀體 ( microfilament ) 相連接 ( 如圖 7-11) 0 將包容體大致維持成
球形或精圓體 o

草蝦與紅尾蝦之肝膜腺細胞內形成之包容體 , 以電子顯微鏡觀察 , 並末
發現有外膜包住 o

MBV 複製探討

有關病毒複製的研究, 應包括病毒與細胞的接觸和侵入 (attach ment

and penetration) 、核酸鞘進入細胞核、寄主細胞的核酸和蛋白質停止生

產、感染後引起異頸蛋白質的產生、病毒核酸和蛋白質的合成、病毒核酸鞘

的形成、外套膜的取得和包容體的形成等步驟。然而本實驗病毒複製的觀察

是在自然感染的草蝦肝膜腺細胞 , 以穿透式電子顯微鏡觀察 , 並未發現病毒
與細胞的接觸和侵入 o

草蝦桿狀病毒 ( MBV ) 在草蝦肝膜腺細胞內複製的情形 , 以電子顯微
鏡觀察結果 , 大致與昆蟲 NPV 和 GV 的有關研究報告結果類似 , 在感染的
細胞中 , 可以清楚地見到病毒基因基質 (virogenic stroma) , 其型態與
Smith ( 1977) 的描述一樣 , 是一種高密度的物質 0 Lightner 等 ( 1983b) 在

MBV 感染的草蝦肝膜腺細胞亦發現病毒基因基質 , 並認為其會移到核膜邊
緣 , 這與本文描述結果相吻合 o 圖 7-1 有各不同感染階段的細胞 ,

其基因基
質有分散與聚合的情形 o 在 Asayama ( 1977) 的博士論文中 , 提到鱗翅目細
胞株感染了顆粒性病毒後 , 在其染色質中有點狀粒子出現 , 認為這點狀粒子
會伸長形成核酸鞘 o 本實驗觀察到的點狀物是續繞的條狀物橫切而形成的 ,
其直徑平均約為 20.0mm ' 與所測量的病毒核酸直徑約 21.2mm ' 以 t-test 測定
並沒有顯著差異 o

Summers ( 1971 ) 及 Knodson 和 Harrap ( 1976) 認為鞘是一長管狀的物

質 ,
未與核酸結合的鞘常可存在細胞核中。在圍 7-4 中亦發現同樣物質在感

染MBV 的草蝦肝膜腺細胞內 , Burley 等 ( 1982 ) 以 X射線研究桿狀病毒核



、

'
‘

>

一 70 一 草蝦桿狀病毒之特性

酸鞘的結構 , 認為鞘是由十二條多腔鏈環繞而成管狀 , 中間則是雙股 DNA

結合多姓自太而形成的柱狀核心 , 所以由前人的研究報告和本實驗觀察結果 ,

認為鱷繞的條狀物是病毒的遺傳物質 , 即為巴結合多腔仗的雙股 DNA 。病

毒核酸和鞘是分別形成後再套上去的 , 此與 Hiruml 等 ( 1975 ) 、 Federici (

1980 ) 、 Summers ( 1971) 的觀察結果相同。圖 7-4 是一長條的鞘 , 其中有密
度較高的段落 , 應是有核酸進入 , 在沒有核酸進入的鞘 , 其密度較低 o 圖十

九的電子顯微鏡觀察照片 , 有合核酸的鞘和不含核酸的鞘同時存在 , 與
Federici ( 1980 ) 研究感染蚊子之桿狀病毒複製 , 亦有類似的結果 D

圍 7-5 中 , 核酸鞘已經形成 , 其長度約略相等 , 最初排列整齊 , 後來漸
散開 , 開始套上外套膜 , 與成東核酸鞘同時包入同一外套膜的 MNPV (

multiply-enveloped nucleocapsid) 有別 , 而與 SNPV ( singly-enveloped

nucleo-capsid 類似 D 在昆蟲病毒複製之電子顯微鏡切片 , 可以發現在細胞核
內有雙層脂蛋白的膜物質 , 它被認為是病毒的外套膜 ( 105) , 在圖 5-3 、 7-1

亦發現有此類似物質 , 但並未如 NPV 感染昆蟲細胞所描述為宋端開口的囊

狀物 , 而是在超薄切片下為長條狀 o

在圖 7-3 、 7-5 、 7-7 發現感染MBV 的細胞核會有囊泡出現 , 當核酸鞘的一
端碰到囊泡 , 這囊泡就會出現破洞 , 核酸鞘就進入囊泡中而被包起 , 變成有
外套膜的核酸鞘 D 在 Federici ( 1980 ) 的研究報告亦發現有相同的情形。

Stoltz 等 ( 1973) 以連續切片研究外套膜的來源 , 指出所發現的膜物質並未
與核膜相連接 , 感染的細胞核膜亦與正常的細胞膜沒差異 , 所以 Stolt 等 (

1973) 'Mackinnen 等 ( 1974) 他們認為 NPV 之有包容體病毒的外套膜是重

新形成 ( a 台ρ'OVO morphogenesis) 的 , 這與本研究結果不同 o 實驗中亦發

現脂蛋白的膜物質可能是破裂囊泡的變異 o

包容體的形成是桿狀病毒第二類群一核多角病毒 ( NPV ) 的特性 o

MBV 感染草蝦和紅尾蝦肝膜腺細胞和中腸前段膨大部的柱狀細胞亦會形成

一個至多個球形包容體 , 故屬於第二類群 0 Lightner 等 ( 1983b ) 以電子顯

鏡觀察 MBV 感染的草蝦肝膜腺細胞 , 發現在內質網周圍 , 尤其是接近核仁
的內質網周圍有很多核多角蛋白 ( poly hedrin ) 的結晶 o 由圖 7-7 ' 我們可以
推斷核外的多角體結晶是經由核孔進入核內 , 但進入時是以散開方式進入 ,

因此在細胞核內、外套膜和包容體周圍可發現散佈的多角體蛋白。

草蝦桿狀病毒 ( MBV ) 在包容體內並沒有一定的排列和數量 , 是隨意

散佈在包容體中 , 並且包容體可以無限制地累積多角體蛋白 , 一直到把細胞
脹破為止 , 且細胞內的包容體由一個到多個不等。感染昆蟲的 NPV' 其包
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容體數量很多 ,
由數十個到數百個不等 ,

且大多在包容體外又有一層膜包住
D 在紅尾蝦的肝膜腺細胞發現的包容體常可見龜裂現象 , 而在龜裂之處 , 以
高倍電子顯微鏡觀察 , 它們以微絲狀體相連接 , 故在桿狀病毒感染細胞後 ,

會產生大量的微絲狀體 ,
其有鞏固包容體的功能 ,

使包容體形成球形或楠團
體。
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圖7.1 草蝦肝且是腺細胞 , 圖在和國右為兩個不同感染階段的 F細胞 , 圖左 F 細胞核
內已有病毒 (v) 和包容體 ( OB) 形成 , 類似鞘 (CL) 和類似外套膜 (

EL) 的物質亦出現在輯中 , 內質網 (ER) 已成囊泡狀 , 微絨毛 (MV) 已

有瓦解現象 : 圖右 F 細胞核內病毒基因基有 (VS) 成凝集狀態 D 圈中為

R 細胞 , 其桔內病毒基因基質 (VS) 是分散闊的。 L: 管腔、 M: 粒線體
、 :MF: 微絲狀體。

圈 7.2 草蝦肝蜈腺細胞桔內類似病毒站酸物質 (�L) 成纏繞狀。 E: 外套膜、 !\C

: 核監鞘、 OB: 包容體。
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圖 7.3

圈 7.4
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感染 MBV 的草蝦肝咦腺細胞 ,
大量類似外套膜來源的囊泡 (VE) 由接內

膜裙起形成 0 MF: 徵絲狀體、 OB: 包容體、 v: 病毒、 vs: 病毒基因基
質。

草堆肝棘細胞梅內之類似長管狀的病毒鞘 (c) 之高倍放大圖
' 箭頭指市兩密度處可能已套上搞毒揖暖、 E: 外套膜、 MF: 徵絲狀體、 �C : 病

毒措酸鞘、 p: 多角體蛋白晶體。
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圖7-5 草蝦肝月是腺細胞內 �BV 核酸鞘複製情形 , 桔酸鞘 ( );C ) 整齊排列於桔膜
( );� ) 邊 , 圈中可見核酸鞘套上外套膜 (E) 的過程 , 由桔內膜形成的
囊泡 (VE) 出現在核酸鞘旁。 M: 粒線體、 MF: 微絲狀體、 OB: 包容體

國 7-6 草蝦肝且是腺細胞站內之類似病毒鞘 (c) 成來排列 , 左上為其放大圖 ,
其

鞘內有些已有病毒桔眼 ( V';:\.) 0 ER : 內質蚓、 M: 粒線體、 ?\M: 桔膜
。
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圖 7-8
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�
長�'

咱可珊珊恥司都叫四�-�-^� ,也叫輔以言繫意發去
感染 MBV 之草蝦肝咦腺細胞 , 在細胞質中發現之多角體蛋白結晶 ( p) ,
梅內有類似外套膜之囊泡 (VE) 和游離的多角體蛋白晶體 (p) � C\1:
細胞膜、 MF: 徵絲狀體 o

且都穹翅臨海耳單鸚鸝種磁盤崢F 諱: 可
紅尾蝦肝咦腺細胞內之高倍放大圖 , 顯示多角體蛋白晶體 ( p) 吸附於病
毒的外套膜 (E) 上。 c: 病毒鞘、 VY;: 病毒核酸。
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圖 7-10
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低倍率下之草蝦肝肢腺電子顯徵鏡照片 , 感染MBV 後之肝蜈腺細胞破裂 ,

包容體 ( OB) 和大量病毒顆粒 (V) 排入管腔 ( L) 中。 MV: 微絨毛。

盤空甘心心 "rF-:.) 欄鸝僻總數腦磁昆主話,海姆
低倍率下之紅尾蝦肝脆腺電子顯徵鏡照片 , 在管腔 ( L) 中有 MBV 病毒 (

v) 和包容體 ( OB) 0 MV : 搬絨毛。



圖 7-11

草蝦桿狀病毒裡製研究 門,t寸
i

恥-可押F 凹� 圓圓
, 聞自-嘿, 目也一。躍出苟明揖 祖國一一⋯吭一一一

-'"

﹒苟言軍軍司�-�.Tf , μ
紅尾蝦肝換腺細胞站內形成之色容體高皓放大圖 , 顯示包容體之裂縫以徵
絲狀體 ( MF) 連接。 c: 病毒鞘、 E: 外套膜、 P: 多角體蛋白晶體、 v;:.:;

: 病毒核酸。
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第八章 草蝦桿狀病毒性狀研究

草蝦桿狀病毒的佳狀研究 , 這些年來已有相關報告如 3,29,67 ' 由於病毒
取得不易 , 所以研究倍感困難 , 經筆者多年的努力結果 , 才在這方面的研究
有所進展。在感染蝦類的三種桿狀病毒之性狀研究 , 過去只有 Summers (

1977 ) 在針對 BP 的研究較完整 D 由於病毒的研究常必須要有細胞體外培養

加以配合 , 而MBV 至目前尚無法於培養的細胞大量收集 , 在蝦類組織培養
方面只有Chen & Kou ( 1988 ) 發表草蝦桿狀病毒感染草蝦造血組織之突破

性報告
(47) ,

然而因感染細胞數量少 , 以至沒有純化的價值 D 所以草蝦桿狀

病毒研究 , 過去皆直接純化自活體 , 本文將研究過程得到之結果列於後 , 以
鼓對 MBV 有進一步之了解 o

1. 包容體特性 :

MBV 在草蝦肝膜腺細胞內會形成一個至多個包容體 ( 如圖 8-1 、 8-2) ,

直徑約
3'"

10 μ m' 在紅尾蝦肝膜腺細胞核內亦形成多個包容體 , 包容體的
形狀亦為球形或精團體。以濕的抹片法檢驗 MBV 的感染 , 發現與組織塊分
離的細胞其核內有多個顏色較深的包容體 ( 如 [I] 8-1) 0

以 Feulgen reaction 特殊染技 , 用 Schiff reagent 染感染MBV 的蝦肝膜

腺組織切片 , 並 t 人 Fast green 當背景 , 其結果如圖 2-5 、 2-6 ' 細胞核內有大
量的DKA ' 經 Schiff reagent 作用後 , 變成紫色 , 可見到核腫大現象。腫
犬的核周圍紫色較深 , 而有包容體的地方紫色較淡 D 顏色較淡的位置經

Fast green 染色後 ElP 可見到鮮艷的綠色 , 而其核周圍仍保持紫色 , 細胞質則
變為較淡的綠色 D

Schiff reagent 是與分子中的胺基和睦基反應 , Feulgen reaction 是利

用 Schiff reagent 的特性 , 針對 DKA 的染色技術
(78)

0 由感染MBV 之肝膜腺

組織切片的染色結果和 TEM 觀察的結果對照 , 可以得知被感染的細胞核內
之病毒 , 可分游離病毒和包容體病毒。包容體病毒量比游離病毒少 , 因此以
Schiff reagent 染色 , 有包容體的位置紫色較淡 , 而有病毒基因基質的核周
圈 , 紫色較深 , 當以背景色 fast green 染後 , 包容體吸附多量染劑 , 而變成
綠色 , 因此可加以證明草蝦桿狀病毒是屬於 DKA 病毒 , 且桿狀病毒包容體
和一般病毒所聚集而成的包涵體 (inclusion body) 有所不同。

\1BV 包容體的內徑可達 10'" 20 μ m ' 一般見蟲的多角體只有 1�4 μ m'
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形狀多為立方或幾近團球型
(34) ,

MBV 包容體形狀亦近乎團球型 , 外表沒

有核多角體外套膜 ( polyhedron envelope) 包里 , 與對蝦桿狀病毒 (

BacuJo VI. 云us penaei) 相罔
( 1 ∞ ) , 而昆蟲 NPV 病毒包容體一般皆有

envelope 包住
( 的 )

0

2. MBV 包容體之純化

2-1. 感染病毒草蝦之採集

取自病蝦

採自病蝦池大量死亡的幼蝦或市場上的病蝦, 將肝膜腺自蝦體分離下來
, 盡量去除前腸 ( 胃 ) , 加入 TE buffer (pH 7.4) , 其中肝膜腺與 buffer

的比例約 1 : 10 。在低溫下以均質機打碎 , 打碎之均質液先以 150 網目 (

150 mesh/ cm2) 的尼龍網濾除大顆粒物質 , 包括大量的幾丁質碎屑 , 過濾
時勿用手擠壓 , 讓其自然的通過 , 最後留在濾網上的物質再以 TE buffer 沖

洗數次 ; 前面的濾液再以 300 網目的細網過濾 , 此時更細的碎屑會被濾除 ,

病毒的包容體會隨 buffer 通過網目流至濾液內。將濾液分裝於 50 ml 離心管

進行離心 , 離心力 480 xg , 時間 5 分鐘 o 離心完後到去上層液 , 底下的沈澱

物再以 TE buffer 懸浮 , 懸浮液再以 300 網目的細網過穗 , 所得的濾液以前述
方法離心 , 離心下來的沈澱物以含 1 %SDS, 4M urea, 0.5M N aCl 溶液作用 10

分鐘 , 作用後再離心 , 可將大部份細胞碎片作用 , 以利包容體純化 , 然後以
離心的方法將上述的溶液清洗掉 , 最後所得之沈澱物即可用來進行離心純化

( Sampling)

2-1-1

o

取自蝦茵

採自台灣南部草蝦苗繁殖場和蝦苗蓄養場之草蝦後幼生期 10-20 (

Postlarvae stage 10-20) , 以肝膜腺抹片檢查法 ( 參閱第二章方法 ) 檢查

病毒感染嚴重程度 , 有高感染率之蝦苗即以活蝦連送之方式 , 送至實驗室蓄

養並盡速進行解剖工作 ( 最好在一兩天之內完成 )

蝦苗以細網撈起在培養血內 , 並以 TE buffer ( pH7.4 ) 清洗乾淨 , 留
下少許之 buffer' 然後置於解剖顯微鏡下將肝膜腺分離下來 , 浸入裝有 TE

buffer 之 eppendro 日 , 其容量每 1 ml 的 buffer 可裝入 100-300 個肝膜腺 o 在取

肝膜腺時 , 盡可能不要取到附肢 , 且一切操作以冰浴降低溫度 , 防止肝膜腺

內消化酵素的活化及 DN ase 的作用。取下的肝膜腺須防止其聚於管底 , 盡可

能使其懸浮 , 肝膜腺細胞在 buffer 中即開始會游離出來 , 並在低張的 buffer

中會漲破 , 細胞內的病毒和包容體此時即會游離於 buffer 中 , 開始受到外在

2-1-2
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環境的影響 o 使肝膜腺懸浮及細胞游離的方法 , 我們使用了 rotex 或無菌牙
籤及 micropipet 的攪動 , 皆可達到其效果 D 冰浴中的 sample 經離心 13000
rpm ω分鐘 , 吸除上清液 , pellet 以 TE buffer 懸浮 , 懸浮液亦儲存於冰浴
中 ,
待收集到相當數量 , 方才進行下一步驟。

病毒離心純化法

氯化飽濃度梯度離心法

將 -11ml 離心管中依次加入不同濃度的氯化鈍 ( in 0.02M Tris buffer
), 40% 4 ml 、 30% 3 ml 和 20% 2 ml 0 於最上層加入上述未純化之包容
體 , 以 200,0 ∞ xg 離心 16 小時 , 可得到白色帶狀部分事先以光折射儀量取
每一條 band 的折射率 , 查表將之換算成密度 D 將之取出以 TE buff er (
pH7.4 ) 稀釋 ,

然後再以離心法將病毒和包容體離下 , 取少部份進行負染色
觀察 , 以電子顯微鏡檢測 , 所得之病毒與包容體置於 - 20 �

C 下保存 o

將初步純化的病毒液進一步以氯化飽梯度離心純化 , 在 200,000 X g 1 政j ＼

時的離心後 ,
可得到兩條分離清晰的白色帶 ( 圖 8-3 ) , 將之分別收集 , 並

以負染色技術處理後 , 在電子顯微鏡下觀察 , 上面的帶為病毒 ( 圖 8-4) ,
而底下為病毒與多角體蛋白形成的包容體 ( 圖 8-5 ) , 測其氯化鈍折射率分
別為 1.3620 及 1.3651 ' 將之以內差法換算

, 求得密度為 1.29gjml 及 1. 33 gjml
0 BP 的包容體以蕪糖濃度梯度離心 , 得其密度為 1.1 1.3g/ ml ( 142 ) , 而

et al. ( 1的1 ) 以 CsCI 等密度離心定出 BP 的密度 , 分別為 1.33 和

2-2

2-2-1

Bruce

1.32gjml ( 37,142) 0

2-2-2 蕪糖灑度梯度離心法 :

事先配製 70% 及 35% 的蕪糖無菌溶液 , 用梯度製作儀器 , 以 35 ml 離心管
做成 35-70% 的連續蕪糖濃度梯度液 ,

將上述的懸浮被加於蕪糖梯度液上方 ,
緊接著進行離心 , 100,000 xg 3 師于鐘 , 記錄其結果 , 並收集每一條
band 以 TE buffer ( pH7.4) 將蕉糖稀釋五倍以上 , 然後再以離心 100,000 xg
30 分鐘將病毒及包容體離下 , 倒除上清液後 , pellet 以適量的 TE buffer 懸
浮 , 儲存於冰浴中 ,

待以電子顯微鏡之負染色技術檢測病毒顆粒。

初步純化的病毒液以蕉糖梯度離心純化法 , 以 35 % 70% 的蕪糖連續梯
度濃度離心 100,000xg , 時間 3 份子鐘 , 在離心管得到四條白色帶 ( 圖 8-6- A )

,
分別抽取並去除蕪糖成份 , 同樣以磷錯酸 (PTA) 進行負染色 , 以電子

顯微鏡觀察 ,
最上白色帶為組織碎片 ,

第二條帶合為組織碎片和少數的病毒
粒子 ( 圖 8- 7) , 第三條帶之病毒粒子多且純 ( 罔聞 8-4) ,

最下面的較粗白

band 0
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色帶為包容體 (occlusion body)
, 電子顯微鏡下可見病毒粒子 ( virion)

和大量內徑約 20nm 的多角體蛋白晶體 ( polyhedrin ) ( 圍 8-8) 0

電子顯微鏡負染色技術 :

Sample 以少量的 TE buffer ( pH7.4 ) 懸浮 , 取至少 5 μ L滴於事先鍍好

碳膜的 300 網目之銅網上 , 靜置一分鐘後以濾紙由邊緣吸除 , 然後滴 2% 磷錦

酸 (Phosphotungstic acid, PT A ) 染 30 秒 , 染後以濾紙將染劑吸乾 , 陰乾

後以穿透式電子顯微鏡觀察 o

草蝦桿狀病毒的顯微結構 , 其最外層包裹著外套膜 ( 圖 8-9) , 內部則

有核酸鞘 , 核酸包在長桿狀的蛋白質鞘內 ; 核酸鞘兩端末端有爪狀的結構 ,

而爪狀物項端有乳頭狀凸起 ( nipple) ( 圖 8-9 ) , 當 nipple 遺失時 , 我們見
到的爪狀結構是張闋的 , 否則是合著的 , 而爪狀結構若是張開的核酸鞘 , 由

電子顯微鏡圖片顯示其內部是空的 , 核酸已經失去 , 只能稱作蛋白質鞘 (

capsid) ( 團 8-8) 0

桿狀病毒科病毒顆粒之外套膜是由脂多醋蛋白組成
( 閱

) ,
完整的草蝦桿

狀病毒 , 其外套膜內只包單一的核酸鞘 , 是屬於桿狀病毒科的 SNPV ' 其外
套膜是密封的 , 上面無特殊的花紋結構 , 與一般昆蟲的核多角病毒 ( NPV

) 一樣 ( 別 )
0

2-3

MBV 的核酸鞘外型就如 Teakle ( 1969 ) 對 Anthela varia (

Lepidoptera: Anthelidae) 的 NPV 病毒描述的
(147) ,

為長桿狀 , 兩端宋端有

爪 ( Claws) , 而只有其一端看到有 nipple 0 在觀察 MBV 核酸鞘 , 有如

Teakle 所說的 nipple' 常在閉鎖的爪狀物頂端發現 , 並認為 nipple 與爪狀物

打開和控制遺傳物質游離出蛋白質鞘的機制有關
(147)

0

草蝦捍狀病毒的 DNA 是以去氧核醋核蛋白 ( deoxyribonucleoprotein)

存在蛋白鞘內 , 圍 8-10 中直徑約 10nm 之扭曲長條狀之物質 , 推測是由蛋白鞘
內因未知原因而散出的病毒遺傳物質 , 因外力所致 , 有些已斷裂為長短不一

的片段。

MBV 包容體是一趨近圓球型的多角體 ( polyhedron) , 在掃描式電子
顯微鏡下可見表面多處隆起 , 推測應是病毒的突起 ( 圖 8-11) , 而 90% 以上

的包容體在純化後成不規則形狀 , 高倍率顯微表面是粗糙的凹凸形態 ( 圖

8-12) , 顯然是多角體蛋白 ( polyhedrin ) 剝落的現象。此推測MBV 包容體

在純化過程易遭到外力的破壞而裂開 , 因此在純化結果中 , 包容體的帶 (

band) 純化後 , 以負染色技術在 TEM 下觀察 , 就可見到病毒與核多角蛋白
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( poly hedrin ) 同時存在 ,
這兩者是在操作過程由核多角體 ( polyhedron)

散落出來的 D 在其他桿狀病毒尚無此種現象之報告 o

tea-EaEa--

可

3. MBV 病毒純化技術探討 :

草蝦桿狀病毒的純化在本實驗室已嘗試了五年 , 方法上也一再修改 , 本
章節所使用的方法是有較好之效果的。由於草蝦桿狀病毒感染草蝦比率很高

( 第三章結果 ) , 所以可以隨處採到帶MBV 病毒的草蝦 , 但是採集方法依
據本章的方法去選擇病蝦 , 才能得到較好的結果 , 一般而言欲純化大量病毒,
必須大量的採集病蝦的肝膜腺 o 病蝦的選擇是有條件的 ,

若肝膜腺巴萎縮,
或是內部已有黑色的結核組織塊 , 則乃因肝膜腺的正常上皮細胞以被纖維

組織所取代 ( 見第四章結果 ) , 初步純化時雜質會較多 , 且病毒包容體少 ,
所以也不適合做純化病毒用 ,

只有當病蝦開始厭食數天 , 或病蝦開始大量死
亡時 ,

才是採集的大好時刻 ,
如果實驗池中之活蝦 , 在欲純化前兩、三天就

開始斷食 ,
則純化時之工作會較順利些 o 再則就是發炎的肝膜腺 ( 肝膜腺變

白色 , 有腫脹 ) , 病毒包容體含量高 ,
適合用來純化病毒 , 蝦子再脫殼時有

斷食的情形 , 亦適合用來純化病毒 o 由於體態健康的草蝦 , 雖然為MBV 帶
原者 , 但由於其攝餌正常 , 消化酵素活性強 , MBV 感染不嚴重 , 肝膜腺通
常呈現人工餌料的顏色一棕色 , 當取下肝膜腺 ,

內部棕色消化液即流出 , 純
化時包容體量少 , 容易被消化液所消化 , 游離病毒更是無法取得 o

草蝦苗受 MBV 病毒感染的比例很高 , 達 90% 以上 , 是很好的 MBV 純化
材料 , 但由於蝦體小 , 必須藉由解剖顯微鏡 , 才能準確地取更細小的肝膜腺

' 必須花很多時間才能採到足夠的病毒 , 但相對地組織碎片量少 , 在純化時
平擾的情形就少 ,

因此也就不須要利用清潔劑去除大量雜質 : 病蝦肝膜腺大
,
相對地組織碎片多 , 會平擾純化 , 必須設法排除 ,

利用清潔劑的結果雖狀
能純化得到包容體且也能保持完整 , 但是包容體外的游離病毒一定會漏失 D

過去在純化過程會利用有機溶劑 Butanol 和 Hexane 的親合力特性 , 很容
易將肝膜腺均質液中的膠質、脂質及有機碎片分離於上層 ( 3) , 再利用離心
方法將 MBV 包容體沈於試管底部 ,

但這些包容體以低溶點洋菜膠聚成塊 i
進行超薄切片檢驗病毒之完整性 , 發覺大部份包容體內的病毒顆粒只剩外套
膜或病毒蛋白質鞘 ( 圖 8-13) , 而病毒DNA 已經消失不見 , 是有機溶劑使然
? 亦或是酵素的作用 ? 有待更精密實驗設計並證明之。 Robert et al. ( 1981
) 在其活體感染報告中指出 , 自活體分離 AcNPV 病毒可使用 1 ( W IV )

Sodium dodecyl sulfate, 4:\1 Crea 末日 O.5M N aCI 的混合液 ,
用來除去大部分
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膠質及脂質
( 127) ,

包容體不會受傷害 , 其內的病毒 (occluded virus) 也不

會受傷害 , 但游離的病毒 (free virus) 將會被破壞 , 無法得到 , 如圍 8-6
之 B所示 , 蕪糖梯度純化結果少了游離病毒的帶 o 本實驗採用了此配方 , 結
果很好 , 但必須在後面用 TE buffe τ清洗數次 , 直到 SDS 及 Crea 不復存在 o

蕪糖及氯化金色梯度離心純化法 , 在本實驗都使用過 ,
都可以得到很好的

結果 , 蕪糖梯度離心法 , 使用成本低 , 轉速低 , 所用時間短其實點 , 但濃度
梯度製作必須完美 , 分離的 band 不夠清晰是其缺點。氯化飽濃度梯度使缺

點恰與蕪糖相反 ,
又由於長時間高離心力使然 , 會使 :\1EV 包容體破裂以及

Dl'\A 被擠出 , 是一大缺點 , 但高轉速短時間 ( 2 ∞ ,000xg , 60 分鐘 ) , 仍然
能使病毒與包容體形成 band' 但純化效果及品質如何 ? 並無進一步實驗證

明 o

純化的好壞乃由電子顯微鏡中經負染色處理的病毒完整性判斷 , 完整的
:\1BV 病毒顆粒里子彈型 , 由於有外套膜的保護 PTA 無法侵入 , 而堆積在
病毒四週 , 而死的病毒 , 如外套膜破裂 , DNA 消失等 ,

都可輕易判別 ,
PTA 可侵入使我們清楚見到內部 o 實驗中常可見空的蛋白鞘 , 其真正原因
是實驗過程的疏失 ( 如短暫溫度提高 ) , 應可避免。因此在未完全瞭解
MBV 的所有生化特性之前 , 快速地進行純化工作 , 且盡可能保持低溫 , 避
免肝膜腺內酵素作用是必須的。

4. 病毒長度分析 :

草蝦和紅尾蝦感染的桿狀病毒以電子顯微鏡觀察 , 比較其病毒之核酸、
鞘和多角體蛋白型態和大小 ,

分析結果列於表 8-1 ' 其平均值如核酸鞘直徑
、舍外套膜的病毒直徑和長度以 t-test 檢定有顯著差異 , 而核多角蛋白結晶
顆粒大小並沒有顯著差異。檢定出的草蝦桿狀病毒大小為 276.0 360.0 nID

X 54.0 64.0 nID ' 核酸鞘大小為 220.68 280.0 nID X 35.3 44.1 nID
' 多角體

蛋白結晶顆粒大小為 17.1 22.4nID 。紅尾蝦感染的桿狀病毒大小為 250.0----

302.1 DID X 43.8 56.3 nID ' 核酸鞘大小為 227.1 281.3 nID X 31.3 37.5 nID
, 多角體蛋白結晶顆粒為 18.0 24.0 nID 0 表 8-1 並比較由圖 7-2 發現之類似病

毒核酸物質的直徑和成熟病毒之直徑 , 其平均值分別為 21.2nID 和 20.0 nID '
以 t - tes t檢定沒有顯著差異 o
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MBV 核多角體蛋白晶體大小約 19.9nm ' 遠比 BP 和昆蟲 �PV 的核多角體

蛋白晶體要大得多 0 BP 約為 12nm
(142) ,

而昆蟲 NPVpolyhedrin 約只 4-7nm
(68)

0

以病毒純化的方法所得到之病毒 , 以負染色技術在電子顯微鏡下以高倍
率照相之後以游標尺量取核酸鞘 ( nucleocapsid) 的長度 , 將之記錄並加以
分析每一不同來源其長度是否有差異。計算四拉不同來源之 MBV 長度之平

均值 , 分別為 261.8nm 、 265.3nm 、 250.1nrn 和 262.0nm ' 由圖 8-14 可清楚看出
每一組病毒鞘長度主要分布在 250nm-280nm 之間 , 然而組一和四尚有少數 (

約 10%) 短小的 capsid' 其長度約在 150-160nm ( 圖 8-14) 0 為正常病毒長度

的 3/5 ' 疑似為昆蟲桿狀病毒常見的缺陷性干擾粒子 ( Defective

interfering particle; DIPs) 0

分析之四組病毒分別採自不同族群的蝦苗 , 但同樣都是來自台灣南部 ,

由條形圖上可清楚知道本 MBV 病毒蛋白質鞘主要長度為 250- 280nm 之間 ,

而 Chen et al. ( 1989 ) 報告為 250.6nrn
( “ ) , Lightner ( 1983 ) 發表 MBV

capsid 長度範團 221-256nm
( 的 ) , 與本實驗之第三組數據約略相同 o 而實驗中

一、二和四組數接則有偏高的趨勢 , 是否有種別差異 , 尚待進一步探討。
4. MBV 包容體蛋白質 SDS ﹒膠體電泳分析 ( SDS-PAGE)

將純化的痛毒包容體以 SDS-PAGE 電泳技術 , 進行結構蛋白質分離與分
析 o 本實驗使用 10% 膠體電詠 , 電壓 nov olts 0

MBV 之核多角體結構性蛋白電泳結果可見一條相當主要的帶 , 其分子
量為 62,000 daltons' 那即是核多角體蛋白 ( polyhedin) ( 圖 8-15) 0 除

了最主要的核多角體蛋白帶之外 , 另外尚有數條較主要的結構蛋白帶 , 分別
約為分子量 160 KD 、 130KD 、 120KD 、 106KD 、 6OKD 、 55KD 、 50KD 、

45KD 、 38KD 、 32.5KD 、 30KD 和 25KD 0

BP polyhedrin 分子量約為 50KD
( 142 )

27KD-34KD (13»
0

, 而昆蟲桿狀病毒約只有
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草蝦肝蜈腺濕抹片 , 以 0.05% 的孔雀綠染色 , 箭頭指示鳥草蝦桿狀病毒 (

MBV) 的包容體 (occlusion body) 。
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圖 8-1

?

草蝦肝且是據石蠟切片 , 以H&E 染色 , 受草蝦桿狀病毒感染的細胞核有
腫大現象 , 並有嗜伊紅性包容體 (OB) 形成。 L: 管腔、 N: 細胞站。

圖 8-2
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(v) 為游離搞毒粒子病毒 ,氣化飽 (2 加6-40% ) 等密度離心 , 純化MBV

帶 , (OB ) 為病毒包容體帶。

圖8.3
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F

MBV 純化復之游離病毒 , 以負染色技街染色在穿透式電子顯徵鏡下觀察。
bar=400nm 。

圈 8-4
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圖8.5 純化後MBV 包容體以光學顯徵鏡觀察° bar=50 μ mO

圖 8-6 35-70% 連續蕉糖梯度離心純化革蝦桿狀病毒 ( PenaellS monodon -type

Baculovirus; MBV) , V) 為游離病毒帶 , 整OB) 為 MBV 包容體帶。注
意B 管游離病毒白色帶消失 , 是因實驗方法土的失誤已



圈 8.7

圖 8-8
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梯度蕉糖純化MBV' 組織碎片 (D) 與游離病毒不易分鬧。 bar=500nm 。

病毒包容體以負染色技術在電子顯微鏡下觀察 , 見大壘多角體蛋白晶體 (
p) , 失去 DNA 之蛋白質鞘 ( Cp) , 和 Occluded virus ( V ) 。

bar=l67nm 。
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圖 8-9

國 8-10

草蝦桿狀病毒之特性

草蝦桿狀病毒 ( PelJaellS mOlJodolJ -type Baculovirus; MBV) 以高倍率電

子顯微鏡放大 , 病毒結構一外胞外套膜 (E)' 內有桔酸鞘 ( NC) , 鞘兩
端有凸起之爪狀物 ( CL) , 其頂端有一乳頭狀凸起 ( NI) 0 bar=lOOnr 泣。

草蝦桿狀病毒 ( PelJaeus mOo 刀c;d 0.刀﹒ type Baculovirus; MBV) 核酸鞘內遺

傳物質 ( ?\P ) 已流出 , 成為空的蛋白質鞘 (cp) , 箭頭指示短 ,J 、蛋白質

鞘疑似缺陷性干擾粒子 ( DIPs) 0 bar= 凹的m 。



圖 8-11

國 8-12
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草制旱狀病毒 ( Penaeus moncx. 伽孔 ype Baculovirus; 其1BV) 色容體以掃

描式電子顯徵鏡觀察放大圈 , 骨頭指示疑為 Occluded virus 凸起。 bar=2 μ

口1 。

草蝦桿狀病毒 ( Penaeus mo. 刀odon -type Baculovirus; .\1BV) 包容體以掃

描式電子顯傲鏡觀察放大圈 , 表面嚴重剝落現象 , 圖下為部份技大。
bar:::10 μ m 。
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不良方法純化 2\1BV 包容體 , 其內部病毒 (occluded virus) 大部分病毒 (

EV) 已被破壞而失去 DXA' 只有少部份 (FV) 仍保持完整。 bar=1.6 μ m

圖 8-13
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,y 幸也四組不同來源之MBV 蛋白質鞘長度分布圖 'x 軸表示長度 ( μ m)
表示數量 , xJ 起平均值。

圖8-14
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圖 8-15 草蝦桿狀病毒 ( Peoael/S mooCXl 切 -type Baculovirus; MBV) 包容體
以 SDS-P AGE 分析結構蛋白質 , polyhedrin 分子量為 62Kd 0
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第九章 草蝦桿狀病毒分子生物學研究

至在蝦桿狀病毒 ( Penaeos monodon -type Baculovirus; MBV) 的分子

生物學方面之研究 , 由於病毒純化不易 , 所以自 1981 年 Lightner 發現此病毒

至今 , 在世界各地對MBV 之進一步研究工作極少 , 因此有關於分子生物學

方面的報告很少 o 間樣感染於對蝦類的對蝦桿狀病毒 (Baculovirus penaei;

BP) , Summers ( 1977) 發表之特性研究
( 142). , 其中談到了 BP DNA 的萃

取與售電子顯微鏡觀察 , 推測 BP DNA 大小為 75X 106 , 接近 114 月00 base-pairs
0 Bruce et al. ( 1991 ) 則報告約有的,,000 base-pairs

( 如 o 有關MBV DNA
, 在本實驗室將做深入研究 , 本章對 DNA 萃取工作進行初步探討 0 DNA 之

萃取方法己見於工具書
( 1 的 ) ,

本章之 MBV DNA 萃取將以

Phenol/Chloroform 萃取法進行 o

昆蟲桿狀病毒常被用於植物病蟲害之生物防治 , 早期即開始研究其特性
,
分子生物學方面的探討在近幾年更是發展迅速 , 利用多角體蛋白基因 (

Polyhedrin gene) 的特性進行基因工程研究者眾 , 昆蟲桿狀病毒之多角體
蛋白基因序列已有報告

( 75,13) , 發現 AcMNPV 、 OpMNPV 和 OpSNPV 的

Polyhedrin gene 有 75% 相似。由於本文討論到MBV 的特性 , 有許多與昆蟲
桿狀病毒相異之處 , 可由 DNA 結構方面進行探討 o

聚合臨連鎖反應 (polymerase chain reaction) 首見於 Mullis et al. (

1987 ) 及 Saiki et al. ( 1984) , 利用此方法 , 可在很短的時間內 , 準確地將
某一段特定的 DNA 序列進行量的放大

( 116,131) , 其原理是藉由溫度及時間的
控制 , 從雙股 DNA 打開 ( denaturation) 、引子 ( primer) 的結合 (

annealing) 、及引子的延伸作用 ( extension) , 反覆地進行複製反應 , 其
中使用的 DNA 聚合酪 ( Polymerase) 是對高熱穩定的 Thermos aqoaticas

Polymerase 0 由於此反應產物數量以等比級數增加 , 再則引子的使用
對於 DNA 模皈是有專一性 , 所以 PCR 自開始發展以來 , 己廣被應用於各項
研究 , 諸如基因研究 , 病毒診斷及刑事科學上等 D

本實驗 PCR 之 DNA 放大反應乃截取昆蟲 polyhedrin gene 其中二小段相

似性很高的基因片段當引子 , 對MBV DNA 進行 PCR 反應 , 並探討 PCR 直接

對蝦苗進行 MBV 感染橫驗 , 對草蝦苗前期進行MBV 感染檢測之可行性探討

。本實驗結果發表於lof Invertebrate Pathology (Chang et al.,1993)

1. DNA 之萃取與純化 :

DNA

。
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Proteinase K 的處理

將純化得之病毒粒子 , 以 1 X TE buffer 稀釋到適量 , 加入 1/10 體積的 I

:vI KCI 10% SLS ( sodium lauryl-sarocosin) 及 proteinase K ( 5mg/ml )

1-1

, 使之作用 1 - 3 小時。

盼萃取 ( Phenol extrction)

上述經 proteinase K 處理過後的溶液加入等體積的酌 ( phenol) , 輕輕
搖晃一下使之混合均勻 , 1500 rpm 離心 5分鐘 , 取上面水層 , 加入一倍酌及
一倍的 chroloform : isoamylakohol = 24 : 1

' 1500 rpm 離心 5 分鐘 , 取上面
水層加入 2X 體積之 chroloform : isoamyl A1c.= 必 : 1 ' 2000 rpm 離心 5 分

1-2

鐘後取水層 o

酒精沉澱

上述取得之水膚 , 加入 2 X 體積的 100% 酒精 ( ethanol) 及 1/10 體積的

3M 醋酸鍋 (NaOAc) , 置於 - 20
�

C 1 小時或隔夜 o 自冰箱取出後 , 以 10 ∞
xg 離心 l 小時 , 把 DNA 沉澱下來 , 倒去上清液加入 70% 酒精洗去鹽類 , 將
離心管倒置 , 等酒精完全揮發後加入 50 μ I 0.1 X TE buffer' 並將之放入微

量離心管 , 65 �

C 水浴 15 一 2 的土鐘讓DN ase 失去活性 , 然後將此 DNA 保存在一

1-3

20
�

C 冰箱 o

洋菜膠電泳分析法

將純化所得之 DNA 用事前製備好之 0.75% 含 Ethidium Bromide ( EtBr
) 之洋菜膠片電泳分析其DNA 。電壓 50 Volts. 15 分鐘後 , 於 CV 燈上觀察結

果 o 電泳同時以 A phage IBin d III 當做分子量大小之標準。

MBV DNA 的萃取是由純化的病毒及包容體得到 , 所以萃取的量與純度
與病毒純化過經有密切的關 ?系 , 事先以電子顯微鏡觀察 , 若是屬於完整的病
毒顆粒 ( 團 8-4 ) , 則經萃取步聚處理即可得到 MBV DNA 。

DNA 以洋菜凝膠電泳檢測 , DNA 所在的位置在高分子位置 , 大
於 23Kb ( 圖 9-1) , 但無法準確得知其DNA 的大小 D

1-4

MBV

2. MBV DNA 之聚合酪連鐵反應 (Polymerase chain reaction)

2-1 引子 (primers) 的選取 : ( No.35 幸日 36 primer 是提供自動物系羅竹芳教

授實驗室 )

參閱 Rohrmann ( 1986) , 截取自多種昆蟲桿狀病毒多角體蛋白基因 (
poly hedrin gene) 內的相似性很高的基因片段 (conserved seq uence) (

鹼基對 46- 75 和 691- 722) (1 羽 ) , 製作成之一對複合引子 ( primer) , 其鹼基

,.
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序列如下 . pnmer

AAA TA (CT)

GG ( TC )

35 : 5AC ( CT ) T A ( CT ) GTG TAC GAC AAC

T AC I\AA:r primer 36 : 5'GG ( TC)

GCA AA ( CT) TC ( CT )

GCG TC ( TG )

TT ( T A ) AC ( TC ) TTGA

AA:r

聚合臨連鎖反應 ( Polymerase chain reaction; PCR)

D;\JA 1 μ I ( 約 10-50 ng) 當作模板 ( template)

primer :�5 及 36 各 0.5 μ I ' Taq D;\J A polymerase 0.5 μ I '
Taq buffer 10 μ I ' 最後加無菌水至 100 μ I ' 上層並加 50 川的礦物油防

止作用時水分的蒸發 D 反應的溫度及時間如下 : denature temperature 94
。

C 1 min ' annealing temperature 42 �

C 2 min ' extention temperature 12

3 min ' 共進行 35 個循環 , 然後 12
�

C 反應 30 分鐘 , 最後停於 4T ' 反應後

2-2

�BV , 加 1.25 m\1

d;\JTP 18 μ I '
lOX

。

C

2-3

。

C

I ' buffer

亦以 agarose gel 檢測 D

蝦苗肝膜腺直接進行 PCR 反應 :

事先檢驗 �BV 感染 , 再將整個肝膜腺處理 , 進行 PCR 反應 , 結果如圖
9-3 ' 有感染的蝦苗顯然有 PCR 產物 , 而對照的草蝦 ( 必刀'CIeus mo. 刀。do. 刀 )

、薩節蝦 ( F /aponicus) 、東方對蝦 ( F 0.刀切ta/is ) 體 D;\JA 在 PCR 反應

後無 600bp 的 PCR 產物 , 無感染 �BV 蝦苗肝膜腺在 PCR 放大後亦無反應。

DNA 純化與 PCR 結果探討 :
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草蝦桿狀病毒 ( 丹'rlaeU.'i mo. 刀odontype Baculovirus; 其1BV) 的 D\A

萃取 , 在本實驗是利用 proteinase K 直接將結構蛋白質消化 , 必須被消化的
蛋白質包括 polyhedrin 、 virial envelope 、 vi rial capsid 和附著在 D\'A 上的

蛋白質等 o 昆蟲之桿狀病毒的報告捏 , 欲純化病毒顆粒 , 皆以鹼愷溶液處理
( 法 ), 請 ) , 將核多角體蛋白溶去 , 以取得病毒 , 然後再消化病毒顆粒內結構蛋
白質 , 取得病毒 D\'Ao 然而 YIBV 以這種方法處理則無法達到目的 D

聚合自每連鎖反應 (polymerase chain reaction; PCR) 可用來作為檢驗

之工具 , 其專一性很高 , 自此技術發展以來
( 117 月1) ,

已有多方面的研究利用

這種技術進行研究
( 42.89,1 惕 ,酬 , 專一性極高 , 與南方點墨法 (Southern blot

) 結合 , 可檢測到的 DNA 量為 0.01 pg a 以 PCR 應用於 YIBV 檢驗研究 , 本實
驗為首次的研究 , 有 :\1BV 感染的蝦苗初步可得到單 -DNA band' 與正對

照組得到的在同一位置 , 而沒有感染者及取自肌肉的 DNA 則無法製作出

同樣產物 , 因此本實驗 PCR 產物應是MBV D\'A 的一專一性表徵。

由於本文所使用的引子 ( primer) 是參考自 AcYI�PV 、 Bm S\'PV 和

OpYI\'PV 的 polyhedrin 基因
( 13) ,

其已知可應用於多種桿狀病毒的 PCR 反

應 , 是對桿狀病毒有專一性 , MBV 是桿狀病毒科之一種 , 也證明可用此
Primer 進行 PCR 放大反應 , 且反應產物為一純的 DNA 片段 , 因此我們認為
YIBV 的基因與其他桿狀病毒 polyhedrin gene 有 conserved sequence' 然而

其相似性有多萬 ? 必須進行基因讀序方可確定 o

以 PCR 檢驗 YIBV 的感染與否 , 必須要找到 MBV 獨特的基因片段 , 然後
做成 pnmer ' 如此檢驗時才是針對 MBV 的專一性 , 否則如本實驗使用的
pnmer 是對一些桿狀病毒的專一性 , 檢驗MBV 時會受他種桿狀病毒的平擾

, 由於草蝦感染的桿狀病毒 , 截至目前為止 , 只發現MBV 一種 , 所以本實
驗結果未受到平擾 , 可以採倩 o 由於MBV 在分子生物學領域的研究 , 自前
尚屬起步階段 ,

很多相關問題仍待繼續研究 o
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國 9-2
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草蝦桿狀病毒 ( Penael/S O1onoo'o. 刀 -type Baculovirus; MBV) DNA 凝膠
電泳分析。 Lane 1, Lambda DNA/Hind III marker; Lane 2, MBV

DNA 。

2.322
2.827

564

草蝦桿狀病毒 ( Penael/S 010. 刀00'0. 刀 -type Baculovirus; MBV) D�A 聚合

晦連鎖反應 ( PCR ) 凝膠電泳分析。 Lane 1, Lambda D� 、沾 /Hind III

marker: Lane 2, MBV D�A 之 PCR 產物。
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圈 9-3 聚合晦連鎖反應 ( polymerase chain reaction; PCR) 檢測蝦體內的 YfBV

D�A 0 Lane 1, Lambda D:\A/Hind III ; Lane 2&3, 有 �BV 感染的草蝦

苗 ; Lane 4.7' 無MBV 感染之草蝦苗 ; Lane 8, 草蝦Dl\"A ; Lane 9 ' 斑節
11'蝦 DNA; Lane 10 ' 東方對蝦 DNA; Lane φ x174 DNA/HaeIII

marker 。
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第十章 草蝦桿狀病毒之防治研究

MBV 自 1981 年被發現感染於草蝦後幼生期兩
) , 1987 發現台灣草蝦檢體

有MBV 感染
(103) , 之後的調查發現黑殼場的蝦苗及養殖池中的中、小型至

大型草蝦皆有不同程度之感染 , 甚至連畫灣沿海及進口之種蝦亦不能免於感
染

( 3) ,
由於草蝦病變事件 , 使得MBV 廣受重視 , 雖然 MBV 感染池蝦受到

各方面之重視 , 然而真正解決方案至本實驗開始進行之時 , 仍未見有正式之
相關報告 o

關於同樣感染於對蝦類的桿狀病毒 , 如對蝦桿狀病毒 ( BacuJo V2土us

penae�' BP) 和中腸腺壞死桿狀病毒 ( Baculoviral midgut necrosis

virus; BMN ) 分別引起自蝦類和斑節蝦的幼苗期大量死亡
( 5 品 ) ,

然而亦未

見有效解決方法 , 也無去除病毒之相關研究報告 o

MBV 在本省蝦苗繁殖場普遍感染於紅筋苗 ( PL8-12) , 其感染率有達
九成以上

( 3,45) , 且發現感染率與蝦苗之死亡有相當程度之關聯性 , 因此有
關於MBV 在育苗場的去除工作極為重要 , 本文將針對此目的而提出有效的
解決方法 o

有關於桿狀病毒感染途徑研究 , 草蝦桿狀病毒的感染途徑研究在過去尚
未見到相關的報告 0 Ligthner ( 1983 ) 推測是自母蝦的傳染

( 鉤 )
0 昆蟲NPV

活體感染試驗證明是寄主因誤食病毒包容體而感染
( 31,139) 0 Sana et aL (

1981 ) 以 BMN 感染斑節蝦試驗 , 亦認為 BMN 是經口感染的 (133)
0 本實驗是

在“草蝦桿狀病毒是經由口侵入感染蝦苗 " 之假設感染途徑下進行病毒去除

試驗 , 因此如果我們在蝦苗未進食之前 , 亦即於無節幼蟲期 ( Nauplius) ,

或是受精卵時期 , 利用適當的藥浴與清洗步驟 , 而使MBV 病毒去除感染活

性和洗去病毒包容體 , 則預期可達到生產無病毒蝦苗之目的 o

1. 母蝦之檢驗 :

挑選頭胸甲寬大、體色正常無泛紅及無紅總病變之母蝦進行蝦苗繁殖。

母蝦感染MBV 檢測自糞便 , 方法見檢驗法。

2. 卵及無節幼苗之收集 :

母蝦通常在夜晚產卵 , 在產完卵之後約 12-18 小時 , 受精卵會孵化無節
幼苗 ( nauplius) , 無節幼苗必須經過 6次之脫殼變態才會變成幼蟲期 , 在
30

�

C 下這段時間約有 40 小時 , 無節幼苗的收集必須這段時間之內完成 , 本實
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可
1inu--

驗之進行是在無節幼苗 ( Nauplius) 第二至三期 , 約孵化後 6 小時 o 卵的收

集是在母蝦產完卵 6-8 小時內進行 , 這時卵期發育約在原腸期 o 收集卵及無

節幼苗是以 200 網目之浮游生物網收之。收集時必須小心
, 避免受到機械性

的傷害。

3. 卵及無節幼苗之清洗 :

受精卵及無節幼苗在收集之後即進行清洗步驟 , 其中包括濾過之清潔海
水、福馬林和碘仿等 , 簡明處理流程如前所述 ( 圖 6-4) 0

4. 實驗分組 :

清洗過之卵或蝦苗分成以下七組 , 簡述如表 10-1 0

(1) 經檢驗宋感染MBV 之母蝦 , 使其產卵於 Tank 中、孵化
, 並不將無言行幼

苗 ( 蛾 ) 搬離 , 在同一 Tank 育苗至後幼生期 o

(2) 經檢驗證實感染 MBV 之母蝦 , 直接產卵於 Tank 中、孵化成無節幼苗、

未經清洗而直接育苗至後幼生期 o

(3) 經檢驗未感染MBV 之母蝦 , 產卵後孵化成無節幼蟲 , 以浮游生物網撈
起處理 , 步驟如圍 10-2 所示 , 然後移至另一消毒過之池子育苗 D

(4) 經檢驗證實有感染 MBV 之母蝦 , 產卵後孵化成無節幼蟲 , 同樣以浮游

生物網收集清洗 , 步驟如圍 6-4 ' 然後在另一消毒過之池子育苗至無節

幼苗 o

(5) 在第三組育苗實驗期間 , 另外投入含MBV 包容體之母蝦糞便 , 然後育

苗至後幼生期 o

(6) 收集MBV 感染之母蝦的卵 , 部份經過圖 6-4 所述方法處理 , 部份則不經

處理 , 分別育苗至後幼生期 o

(7) 證實感染MBV 母蝦 , .收集生產之無節幼苗 , 只以濾過海水清洗 , 育苗

後檢驗 MBV 感染率 o

5. 蝦苗之養殖 :

蝦苗的養殖乃依一定的養殖系統養殖 , 其所使用之餌料及使用之量如圖
6-50 在無節幼苗 1-6 期由於仍帶有卵黃囊所以並不餵食 , 但當第六期變為眼

幼蟲一期時 , 必須投餵矽藻 o 矽藻投餵量在眼幼蟲三期達到最高峰 , 其他如
人工配合餌料、輪蟲及豐年蝦之投餵皆有其適當之投餵期。

6. 蝦苗感染MBV 檢驗法 :

在育苗過程不定期、逢機採樣 , 以組織切片檢驗MBV 感染。組織病理

切片檢驗法 , 參閱 ;\1BV 檢驗法一章。記錄各組之 Y1BV 檢驗結果 , 討出
Y1BV 感染源和生產MBV-FREE 蝦苗的方法 o



組 開始 種母蝦 實驗處理步驟與方法
別 育苗期 �M�B�Va�gÓ

NaupJ ius 在產卵池直接育苗

ηL Nauplius + 在產卵池直接育苗

3 Naupl ius 以圖二所述方法處理

4 Nauplius + 以圖二所述方法處理

5 Nauplius 以圖二所述方法處理,另投入
含MBV包容體之母蝦糞便

一、以圖二所述方法處理
6 Ferti Ie +

Eggs 二、末以圖二所述方法處理
直接進行育苗

7 �aupl ius + :\aup] ius只以濾過海水清洗
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表10-1 MBV 感染草蝦苗途徑與MBV -FREE 蝦苗生產實驗方法簡表。

7.MBV-FREE 草蝦苗繁殖結果 :

本實驗為得知草蝦幼苗感染 MBV 之感染源與探討繁殖無 MBV 病毒感染

草蝦苗的可行性而進行如表一所示之七組實驗 , 第一組及第三組的無節幼苗
乃是取自宋感染 MBV 的母蝦 , 在室內培育過程中採樣檢驗未發現任何MBV
感染之幼苗 , 但一移往室外黑殼池 , 則第三天採樣就檢驗到MBV 的感染 (

見衰 10-2 第一與三組結果 ) 0

第二組與第四組實驗之無節幼苗取自感染MBV 的母蝦 , 而第二組不做
任何處理 , 第四組則經過處理過程 D 第二組蝦苗在室內育苗池中養至糖蝦第
二期 ( M2) 以後 , 就開始發現有 MBV 之感染。但第四組則在室內育苗池亦

未見有任何蝦苗感染 MBV 之現象 ; 同樣地 , 這些蝦苗一移出室外的黑殼池
就會有感染MBV 之現象 ( 見表 10-2 第二與四組結果 ) 。

第五組取自未感染MBV 母蝦的無節幼苗 , 在育苗過程初期另外添加感
染MBV 母蝦的糞便 , 則發現在這些蝦苗發育至糖蝦第三期 ( M3) 就檢驗到



草蝦桿狀病毒之防治研究 一 103 一

有MBV 包容體 ( 見表 10-2 第五組結果 )

第六組的實驗中 , 分別將取自 MBV 感染母蝦的受精卵 , 予以如圍二之
方法處理及不處理 , 且此實驗始終於容量五噸水的玻璃纖維桶進行實驗 , 而
末將蝦苗移往黑殼池 , 實驗結果顯示 : 經處理後的受精卵孵化後 , 至後幼生
第三十期 ( PL30) 蝦苗皆未有MBV 感染之現象 , 而未處理組則在後幼生第
二期 ( PL2) 就檢驗出 MBV 包容體 ( 見表 10-2 第六組之結果 ) 。

未進行如圖 6-4 之步驟處理 , 而只以乾淨海水清洗 , 並無法達到去除草
蝦桿狀病毒感染的效果 , 在育苗過程採樣檢驗 , 後幼生期可檢出 MBV 的感

染 ( 見表 10-2 第七組之結果 )

由以上之結果顯示 MBV 病毒傳染途徑是經由口吃進感染 , 而母蝦感染
MBV. 並不藉由卵將病毒傳染下一代 , 而是帶病毒的糞便污染了育苗池水

, 無節幼蟲期以後開始吃食物 , 將水中包容體吃入而感染。所以育苗場
MBV 病毒來源顯然來自母蝦糞便 , 而蝦苗至室外池感染才遭感染 , 其MBV

另有來源 , 應是環境中殘留 o 無感染MBV 之蝦苗生產可使用清洗及消毒同

時進行而達到目的 , 簡明結果見圖 10-1 所述 o
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8. \1BV-FREE 草蝦苗繁殖之可行性探討 :

由實驗結果證明末感染 \1BV 之母蝦 , 在室內繁殖場可生產出未感染
\1BV 之草蝦苗 ,

又即使是有病毒感染之母蝦只要經過適當的處理步驟 , 亦
可去除 MBV 之感染 o 但這些無病毒蝦苗在進入大環境中如黑殼池及大蝦池

中養殖時 , 仍很難避免發生 \1BV 的感染 , 由結果指出只要蝦苗放養於黑殼
池蓄養 , 則在三天後的採樣 , 即陸續可檢出有 \1BV 的感染的蝦苗 ,

Overstreet et al. ( 1988 ) 以對蝦桿狀病毒 ( BP) 人工感染巴拿馬對蝦

postlarvae 期 , 在感染一至二天就可檢出病毒包容體 (120) ,
由此更能證明實

驗蝦苗在搬移至室外池後才自環境感染MBV 0 由第六組結果 , 全過程皆在
室內養殖 , 則皆無檢出 \1BV 病毒感染 , 因此證明 Postlarvae 後期感染的

MBV 源是來自室外的環境 o 根據昆蟲桿狀病毒包容體在環境中忍受力的研

究指出 , 包容體可存在於土壤中一段很長的時間 ( 數月至數年 ) (1ll,147) ,
故

推測 MBV 包容體是來自上一批蝦苗 , 而殘留於底泥中 , 沒被清洗或破壞 ,

因而感染剛放養之蝦苗 , 筆者亦在收成以後的室外蝦苗池底發現有 \1BV 包

容體 ( 見農委會魚病研究專輯 ) 0

在 MBV 感染蝦苗方面 , 本實驗在繁殖過程中不定期採樣 , 檢驗方法以
組織病理切片方式進行 , 在眼幼蟲期和糖蝦前期都沒有檢出MBV 包容體 ,

而白糖蝦後期才陸續出現感染跡象 , 即細胞核盧大和嗜伊紅包容體出現於肝
膜腺細胞核內 , 此與 1987 年於台灣蝦苗場調查結果相似 (45) ,

Overstreet et

al. ( 1988 ) 以 BacuJovir, 的 penaeI 感染白蝦 Penaeus vannamei ' 亦在感染
後 5-6 天 ( 即棟蝦三期以後 ) 才發現病毒感染的病癥

( 120)
。但這並不表示

MBV 在早期不會感染草蝦苗 , 本文第三章以酵素連接免疫吸附法 ( ELISA
) 應用於蝦苗早期的 MBV 檢驗時 , 則在眼幼蟲二期就檢測有MBV 的感染 ,

也在垂死的蝦苗肝膜腺腔與細胞核內發現病毒包容體 o 所以本實驗中早期蝦

苗死亡是因 MBV 感染所引起 , 所以組織病理切片不易自早期蝦苗體內檢測
出\1BV:BMN 之人工感染斑節蝦苗實驗 , 亦有同樣的結論

( 114) 0

無病毒蝦茵的生產試驗 , 主要是以清洗的方式將來自蝦糞便的病毒包容
體洗去 ,

由於游離的桿狀病毒沒有多角體蛋白的保護 , 很容易因環境因子的
變化而遭受破壞 , 失去感染能力

(
或 41) ,

所以在徹底清洗後再以福馬林和碘

仿消毒 , 可以除去附著於卵上和無節幼苗體上的病毒。
實驗中使用的福馬林及有機碘 ,

是常用於蝦苗繁殖場的消毒劑 , 有很強
的殺細菌及病毒的效果 ,

使用的濃度及時間乃事先檢測其安全濃度而定出。

BMV 暴露於 25ppm 的有機碘 ( Povidon-iodine) 10 分鐘 , 即失去感染活性
(
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山山 ) , 而福馬林濃度則須 0.5% 。在未使用消毒劑而以清水沖洗受精卵 , 檢
測發現仍會有蝦苗被 MBV 感染 ( 第七組結果 ) , 雖然其比例很低 D 所以單

以清水沖洗可能造成病毒無法完全去除 , 欲做完備徹底的處理 , 仍須以福馬
林及有機碘處理。更由於母蝦常可能帶有病原菌或有害的原生動物 , 高濃度
之有機碘及福馬林可將之除去 , 確保育苗過程順利進行 D 由於實驗進行結果

順利 , 因此實驗中並未對單獨使用之有機碘或福馬林進行去除病毒實驗 D

福馬林早期被用於昆蟲桿狀病毒的消毒劑
( 79,152) , 0.0 是% 低濃度福馬林

慘於餌料中可以抑制病毒的傳染
( 79) ,

且可減低病毒之感染活性
( 152) 。福馬

林之對草蝦的安全濃度為 17ppm ' 碘為 OAppm
(14) ,

而本實驗乃採短時間 ,

高劑量的藥浴法 , 對於後來的育苗過程並不造成影響 o 實驗第七組證實若清

洗蝦苗時 , 只使用乾淨海水而未使用消毒劑 , 則仍會感染MBV' 所以證實

本實驗使用之水浴消毒有效果的。

由MBV 感染途徑實驗結果證明育苗池蝦苗之 MBV 由母蝦糞便傳染 , 非
來自卵細胞 ( 垂直感染 ) , 筆者會採嚴重感染 MBV 之母蝦的成熟卵巢進行

超薄切片 , 以穿透式電子顯微鏡觀察 , 並未發現 MBV ( 未發表資料 )

Afzelius et al. ( 1989) 在同尾節肢動物的 Pyrrihocoris apterus 精細胞內發

現有 rhabdovirus
(17) ,

而草蝦精英或精細胞內是否有病毒感染尚未見有任

何報告 0 MBV 感染的途徑吾等認為是藉由包容體被蝦苗以吞食的方式感染
, 眼幼蟲時期開始吃餌 , 將水中 MBV 包容體誤食而感染 0 Lightner (1983

) 推測 MBV 是經口感染
( 的 )

; Momoyama & Sano ( 1989 ) 與 Overstreet

et al., ( 1988) 的 BMN 和 BP 感染報告也都以經口餵食感染 ( 114,120) 0

MBV 感染途徑實驗中 , 一至六組皆有 28- 30 �

C 及 28- 33 �

C 的育苗溫度 ,

經實驗發現其對於 MBV 的感染與否並沒有明顯不同 D 草蝦莒繁殖一般溫度

約在 30-32
�C ' 高溫會促進蝦苗的變態

, 是否對蝦苗品質導致不良影響 , 有
待深入研究 D 本實驗一開始水溫在 28 �

C 放苗後即加溫至 30
�

C 或 33
�C 三度的

差異 , 在由無節幼苗到後幼生期的變態時間己差二天 , 即 33
�C 的蝦苗已變為

後幼生期 , 二天之後 30T 的蝦苗才變後幼生期 , 雖有時間上的差異 ,但發現

對於MBV 的感染並無差異 D

由生產無病毒蝦苗方法的探討 , 總結出有二種可行的方法 , 一是篩選無

病毒母蝦 , 其篩選方法必須藉由母蝦糞便檢驗法 , 惟此方法之操作較繁雜 ,

且並不實際 , 又這種診斷須有經驗之工作者才能勝任 , 故可能不會為繁殖業
者接受。再則若要經由篩選母蝦來達到生產無病毒蝦苗之效果 , 則已感染之
母蝦應不能使用 , 此舉當然既浪費亦不可能為繁殖業者所接受 D 所以 , 第二
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種生產無病毒蝦苗的方法一以海水、福馬林及碘仿沖洗無節幼苗是較適當

的 , 且經此處理步驟後 , 蝦苗體外之其他病原 , 如細菌及鐘形蟲亦會隨之而

去除 ,
對往後之培育工作可能更為有利 D 所以 ,

我們認為此種方法最適用於

一股繁殖場 , 但操作中之清洗步驟須踏實 ,
而把人為之疏忽減至最低 , 方能

保証蝦苗確未受 YIBV 感染 o

以上述兩種方法進行時應留意 , 盡可能去除母蝦糞便 , 因母蝦糞便中可
能含有 YIBV 病毒或其包容體 ,

若因糞便量多而孽 , 則恐會有所誤失 O 因此

在收集無節幼體或受精卵時應盡可能的不攪動底部 , 以免使沉於直部的蝦糞
便漂浮 , 而與所收集的蝦卵或無節幼苗混雜 o 根據實驗操作過程 , 無節幼苗
之收集較受精卵容易 , 國無節幼苗是的浮游性 , 且有趨光性 ,

非常容易以弱

光聚集然後收集之 , 但受精卵則有時會出現於較底層 ,
收集時會發生些許困

難。並且無節幼體對所應用的兩種消毒溶液 ,
福馬林及碘仿有較強的抵抗力

, 操作時危險性較低 ,
因此我們認為在繁殖場欲生產無 YIBV 感染之蝦苗 ,

應以處理無節幼苗較為方便可行 o
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