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用鸡胚培养对虾白斑综合症病毒(WSSV)的研究 
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（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 为探索对虾白斑综合症病毒(WSSV)能否在鸡胚中培养, 基于稳定培养体系, 将 WSSV 接

种到 SPF 鸡胚中. 收获接种 3 d 后死亡的鸡胚, 从中提取病毒; 将其再次接种到健康鸡胚中, 传

代 5 次后, 由卵黄囊膜提取病毒, 将其经肌肉注射至克氏原螯虾, 结果实验组克氏原螯虾 100%

死亡, 而对照组无死亡情况. 对各代鸡胚及克氏原螯虾进行 PCR 和电镜检测, 实验组呈 WSSV

阳性; 电镜下, 死亡鸡胚细胞中可见大量正在组装的病毒粒子; 表明WSSV可用鸡胚进行培养. 
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20 世纪 90年代初期, 日本、中国、泰国、印

度等亚洲和印度太平洋地区大多数对虾养殖场持

续出现对虾暴发性死亡, 其典型症状是病虾头胸

甲部位出现大量白色斑点, 因此被称为白斑综合

症(WSS)[1-3]. 发生的罪魁祸首是对虾白斑综合症

病毒(WSSV), WSSV具有感染力强、发病快、致死

率高等特点, 自被发现以来一直是全球水产和病

毒界的研究热点 [4-7]. 该病毒宿主范围非常广泛, 

已发现和确定的有近 80 种. 目前, 试验用 WSSV

主要通过肌注克氏原螯虾(Procambarus clarkia)来

进行增殖培养[8]. 但克氏原螯虾(俗称小龙虾)的培

养具有季节性限制、培养环境易受其他微生物的污

染, 构建一个无潜在污染、便捷的、不受季节限制

的培养体系非常重要. 为探索 WSSV 能否在鸡胚

中培养, 本文建立一个稳定的培养体系开展研究.  

1 材料与方法 

1.1  材料  
WSSV由国家海洋局第三海洋研究所惠赠. 收

集健康的克氏原螯虾, 于室内进行适应培养 3~5 d

后用于实验. 零日龄 SPF 鸡胚购自慈溪益大禽业

有限公司. PCR引物: WSSV特异引物, F:5’-TATTG 

TCTCTCCTGACGTAC-3’, R: 5’-CACATTCTTCA 

CGAGTCTAC-3’, 目标条带 300 bp[9], 由上海生工

生物工程有限公司合成.  

1.2  病毒增殖及提取   
取病毒悬液经腹肌注射克氏原螯虾, 每只接

种 0.1 mL. 接种后于 25~28℃条件下静养, 每日换

水. 注射后 3~8 d 内收集垂死克氏原螯虾, 去壳后

取肌肉, 按 1 g:10 mL 比例加入到 PBS(8 g NaCl, 

0.2 g KCl, 1.44 g Na2HPO4, 0.24 g KH2PO4, 溶于1 L

蒸馏水中, 调整 pH至 7.4, 高压灭菌)缓冲液中, 用

电动匀浆器匀浆. 将匀浆液于 4℃条件下, 6 000  

r·min-1离心 20 min, 留含病毒的上清液. 将沉淀用

1~2 mL 0.1 mol·L-1的 PBS重悬, 再次匀浆, 将得到

的匀浆液于 4℃, 6 000 r·min-1离心 20 min. 合并两

次离心所得的上清液, 依次用 0.45, 0.22 μm的滤膜

抽滤, 每毫升过滤液中加入 1 000 单位青霉素和

1 000 μg 链霉素, 在 4℃温度下冰浴过夜处理, 即

得到对虾白斑综合症病毒接种液. 另取健康克氏

原螯虾去壳, 参照上述方法, 制备对照组接种液.  

1.3  鸡胚预处理   
利用气体熏蒸消毒法对鸡胚消毒, 照蛋划出

气室后, 使气室朝上, 置于38℃, 75%RH的恒温恒
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湿培养箱中进行培养, 每 3~4 h 翻蛋 1 次. 接种前

照蛋, 选出发育良好的活胚, 划出胚的位置. 挑选

活胚依据: 血管明显, 可见血管搏动; 有胚动; 有

绒毛尿囊膜发育界线, 照检时可见胚胎极度弯曲

并有黑眼珠.  

1.4  病毒接种   
选取健康、发育良好的 6~7日龄鸡胚随机分组, 

每组 10只. 实验组 1将 WSSV接种液按 0.15 mL·

只-1接种到鸡胚尿囊膜上; 实验组 2将WSSV接种

液按 0.15 mL·只-1 接种到鸡胚卵黄囊. 对照组鸡胚

用健康克氏原螯虾制备的接种液接种. 接种好的

鸡胚于 33℃下培养, 每日观测鸡胚情况, 收集接种

后 2~10 d死亡鸡胚, 接种后第 10天晚上终止培养.  

1.5  鸡胚的收获 
剔除注射后 24 h内死亡的, 收集接种 2 d后死

亡的鸡胚. 收获前需置于 4℃冰箱 6 h过夜, 使血液

凝固, 以免收获时血细胞与尿囊液中病毒发生凝

集, 造成病毒滴度下降. 然后在无菌条件下分别收

集鸡胚的卵黄囊液、卵黄囊膜、尿囊液与尿囊膜.  

1.6  传代 
为验证该病毒是否可以在鸡胚中进行传代培

养, 分别取实验组攻毒 4~6 d 后死亡的鸡胚和同期

对照组鸡胚的卵黄囊膜和尿囊膜, 按 1 g:10 mL 比

例加 PBS匀浆, 分别参照 1.2节条件和 1.4节方法, 

将其离心、过滤, 制成接种液, 接种到 SPF鸡胚卵

黄囊上. 接种好的鸡胚置于恒温恒湿培养箱培养, 

每日照检鸡胚生长存活情况, 收集接种后 24 h 死

亡的鸡胚即为二代鸡胚. 用攻毒后 4~6 d 死亡的二

代鸡胚, 制备接种液(方法同上), 再次接种 SPF 鸡

胚卵黄囊, 如此依次传代 5次.  

1.7  病毒 DNA的提取  
在无菌条件下, 分别取卵黄囊液、卵黄囊膜、

尿囊液与尿囊膜, 置 1.5 mL EP 管中, 加入 500 μL 

TE 缓冲液, 捣碎, 混匀. 经 SDS 和蛋白酶 K 消化

处理后, 用酚-氯仿和异戊醇反复抽提, 然后用体

积分数 70％的乙醇洗涤, 待乙醇挥发完, 将析出的

DNA溶于无菌去离子水中, -20℃保存备用.  

1.8  WSSV病毒的 PCR检测 
PCR 扩增采用 20 μL 体系: 50 mmol·L-1 Tris- 

HCl (pH9.0), 2 mmol·L MgCl2, 200 μmo·L-1 dNTP, 

上下游引物各 10 pmol·L-1, Taq酶 1 U. 在 95℃下预

变性 2 min 后, 按下列条件循环扩增 32 次: 94℃ 

30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 30 s, 最后 72℃延伸 2 min. 

每管取 5 μL PCR扩增产物, 经质量分数 2%的琼脂

糖凝胶电泳, EB染色后紫外灯下观察结果.  

1.9  回归感染 
将 75 只健康的克氏原螯虾随机分成 3 组, 分

别取传代 5 次的实验组死亡鸡胚与对照组鸡胚的

卵黄囊膜, 制备接种液, 经腹肌注射实验组 1 和实

验组 2的克氏原螯虾(0.1 mL·只-1); 此外, 实验组 3

注射相同体积的 PBS缓冲液. 3组在同一条件下培

养, 观察并记录其活动、死亡情况.  

1.10  超薄切片制作与电子显微镜观察 
分别取实验组、对照组鸡胚的卵黄囊膜与尿囊

膜, 取回接感染实验组与对照组的克氏原螯虾外

壳膜、肠、肌肉等, 用新双面刀片修成约 1 mm× 

1 mm×1 mm 的组织块, 用质量分数 2.5%戊二醛于

4℃下避光固定 2 h, 再用质量分数 1%锇酸避光固

定1 h后, 一次用冷PBS(pH 7.4)缓冲液漂洗20 min, 

乙醇梯度脱水. 脱水后的组织块用Epon812环氧树

脂包埋, 烤箱内烘干, 制成包埋块. 包埋块用超薄

切片机切片 , 用醋酸铀-柠檬酸铅双染色(室温 , 

15~20 min), 透射电镜(日立 H-7650)下观察并拍照.  

2 结果 

2.1  鸡胚接种与回接感染 
接种后对照组鸡胚无死亡情况. 首代实验组

1、2的鸡胚经卵黄囊、尿囊膜接种病毒后, 3~10 d

死亡, 死亡时间主要集中在第 4~6天(表 1), 接种方

式间无明显差异. 电镜和PCR检测中, 两组的检测

结果均一致, 卵黄囊接种法操作更简单, 所以后续

传代培养均采用卵黄囊接种法. 传代接种实验中, 

每代实验设置同首代接种感染, 结果类似. 回归感

染试验中, 在鸡胚中传代培养 5次后制备的病毒悬

液接种克氏原螯虾 3 d后开始出现死亡(表 2), 10 d

内致死率为 100%, 而同期 2 个对照组的克氏原螯

虾均没有发生死亡. 

表 1  WSSV接种首代鸡胚卵黄囊引起的死亡情况 

组别 鸡胚/只 接种液来源 
各鸡胚接种后死亡的

天数(只数) 

1 10 对照组 无死亡 

2 10 实验组 4(1)、5(2)、6(4)、10(3)
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表 2  鸡胚培养的WSSV回归感染克氏原螯虾情况 

组别 样本/只 接种液来源 
螯虾死亡的天数

(只数) 

累积死亡

率/% 

1 25 
实验组鸡胚

卵黄囊液 

3(1)、4(1)、6(4)、

7(10)、8(8)、10(1) 
100 

2 25 
对照组鸡胚

卵黄囊液 
无死亡 0 

3 25 PBS 无死亡 0 

2.2  WSSV的 PCR检测 
用 WSSV 特异引物对对照组鸡胚样品进行

PCR检测, 结果均为阴性(图 1(a): 泳道 1、3、5、7、

9模板来源于对照组卵黄囊膜; 泳道 2、4、6、8、

10模板来源于对照组卵黄囊液; M为 DNA Maker). 

实验组死亡鸡胚的卵黄囊液、卵黄囊膜、尿囊液与

尿囊膜大多能检测到 300 bp 的目的条带(图 1(b): 

泳道 1、3、5、7、9模板来源于实验组卵黄囊膜; 泳

道 2、4、6、8、10模板来源于实验组卵黄囊液). 其

中, 实验组各样品信号强弱有差异. 如图 1(b)所示, 

泳道 1、2、4、5、6、7、8有明显目的条带; 而泳

道 3目的条带很弱, 泳道 9、10无带, 这 3条泳道

扩增所用模板来源于第 10天才死亡的实验组鸡胚. 

这可能与各鸡胚间存在 WSSV 感染、增殖能力的

个体差异有关. 所以如实验方法中所述, 我们选择

每次鸡胚接种后培养至第 10天终止试验, 选取 4~ 

6 d 内死亡鸡胚用来制备传代液. 传代至第五代后,  

  

图 1  第一代鸡胚中WSSV的 PCR扩增产物电泳结果 

 

图 2  第五代鸡胚卵黄囊膜中WSSV的 PCR检测结果  

可能因为WSSV已适应鸡胚培养体系, PCR扩增信

号较强(图 2: 泳道 1 模板来源于对照组卵黄囊膜; 

泳道2模板来源于实验组卵黄囊膜). PCR检测回归

的实验组克氏原螯虾各组织结果与第五代鸡胚类

似, 均呈强阳性, 而对照组呈阴性. 
2.3  电镜检测结果 

电子显微镜下, 实验组各样品均可见 WSSV

粒子. 图 3显示接种后第 6天死亡的鸡胚卵黄囊膜

中存在大量成熟(长箭头)和正在包装的(短箭头)病

毒. 鸡胚中所观察到 WSSV 多为短杆状或椭球状, 

回归感染死亡的克氏原螯虾细胞中则存在大量典

型的长杆状WSSV病毒粒子(图 4箭头所示), 表明

WSSV 可在鸡胚中增殖, 并保留其对虾的致病力, 

但在鸡胚中子代病毒粒子多为短杆状或椭球状, 

回接感染虾后又可恢复到原有的形态特征.  

 

图 3  WSSV接种组鸡胚卵黄囊膜超薄切片 

 

图 4 鸡胚增殖WSSV回接感染的克氏原螯虾肠道超薄切片 

3 讨论 

目前, 培养动物病毒的方法有组织细胞培养

法、动物培养法和鸡胚培养法. 与组织细胞培养法

相比, 鸡胚培养法容易成功、操作简单; 与动物培

养法相比, 鸡胚培养接种所需的载体来源容易、成

本低廉、无饲养管理及隔离等的特殊要求, 无需特

殊设备或条件[10-11]. 此外, 鸡胚一般无病毒隐性感

染、敏感范围广、能适应多种病毒, 因此是常用的

培养动物病毒的载体, 尤其在人、畜、禽等动物的
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病毒培养方面应用广泛. 此外, 在禽类病毒的分离

及鉴定, 抗原和疫苗的制备, 以及病毒性质的研究

等方面应用也比较多[12-13].  

水产病毒目前大多采用细胞培养, 在鸡胚中

培养的尝试极其罕见, 迄今尚无有关水生甲壳动

物病毒鸡胚培养的报道. 此前, WSSV 已建立细胞

培养和动物培养体系[8,14]. 其中, 细胞培养法条件

苛刻, 且目前尚无虾蟹类细胞培养体系, 而原代细

胞有存活时间短、不能体外有效增殖、有潜在其他

病原污染等不利因素, 因此很少使用. 对于动物培

养法, 由于对虾价格昂贵, 饲养不易, 因而常用螯

虾作为动物模型来增殖病毒[8]. 即将WSSV腹肌注

射螯虾, 使病毒在其体内增殖, 然后再从组织中提

取 [15]. 此方法较简单 , 但螯虾生活环境复杂 , 

WSSV在增殖、纯化过程中易受其他病原微生物的

污染, 且其培养具有季节性, 会受到季节限制. 本

研究用 SPF 鸡胚作为病毒增殖载体, 能克服上述

缺点, 为水产病毒培养提供新的思路和途径.  

本文将 WSSV 接种到健康、发育良好的鸡胚

中, 收获实验鸡胚的卵黄囊膜和卵黄囊液并提取

病毒, 传代接种鸡胚 5次后, 回归感染克氏原螯虾, 

结果致死率达 100%. 电镜下实验组鸡胚和克氏原

螯虾各组织均可见大量 WSSV. 而且, 实验组鸡胚

中存在大量正在组装的病毒粒子, 表明 WSSV 可

在鸡胚中大量增殖. 对实验组鸡胚和回归的克氏

原螯虾进行PCR检测, 结果呈阳性. 上述结果表明

成功地建立了 WSSV 鸡胚培养体系, 同时也是首

个公开报道在鸡胚中培养的水生甲壳动物病毒.   

病毒的鸡胚培养方法有卵黄囊接种法、羊膜腔

接种法、尿囊接种法、脑内接种法、静脉接种法和

绒毛膜接种法等[10-11,16]. 其中卵黄囊法较为简单, 

对操作者要求较低. 不同病毒在鸡胚中的增殖部

位也有所不同, 如牛痘病毒适宜于在绒毛尿囊膜

上生长, 而鸡新城疫病毒则适宜接种在尿囊腔和

羊膜腔内. 本文中, 首代尝试了卵黄囊接种法和尿

囊接种法, 二者鸡胚的死亡情况、电镜检测和 PCR

检测的结果相似, 故后续操作均采用卵黄囊接种

法. 在文中的首代培养中, 收集并检测了WSSV接

种后 3~10 d死亡的鸡胚, 结果发现第 10 天才死亡

的鸡胚中病毒量少, 而 4~6 d 集中死亡时间收集的

鸡胚中存在大量病毒, 这可能是因鸡胚的个体差

异使得个别鸡胚对WSSV有较强的抗性所致.  

电镜下, 鸡胚卵黄囊膜细胞中可见大量的病

毒堆积, 其中不乏正在组装者, 表明WSSV可在鸡

胚中旺盛增殖. 然而鸡胚中培养的 WSSV 与克氏

原螯虾中典型 WSSV 形态存在差异. 典型 WSSV

是一种无包涵体的长杆状病毒[17], 其完整病毒粒

子长约 250~380 nm, 宽约 70~150 nm, 一端存在细

长鞭毛状结构. 本研究中, 电镜下鸡胚卵黄囊膜细

胞中 WSSV 粒子大多数呈短杆状或椭圆形, 长度

约为 200~300 nm, 宽约 100~200 nm. 而回归感染

克氏原螯虾后, 电镜观察到组织中可见典型WSSV

粒子, 即鸡胚中增殖的WSSV回归感染虾后, 又可

恢复其原来典型形态. 这可能是由于 WSSV 原本

就来源于生理生化条件、进化水平与陆生鸡胚存在

很大差异的水生低等生物有关. 此点在以后的水

生低等生物病毒鸡胚培养研究中需要注意. 同一

种病毒在不同宿主中可能会呈现不同的形态特征, 

如 Al-Mubarak等报道禽流感病毒 A在鸡、鸭细胞

中呈不同形态[18]. 该病毒在鸭细胞中较长, 呈细丝

状; 而在鸡细胞中较短, 呈球状. 为分析否与病毒

本身的基因突变有关, 他们分别测定了经过鸡细

胞增殖的和鸭细胞增殖的禽流感病毒 A 的基因组, 

结果发现序列一致. 通过研究, 他们发现宿主细胞

组分 actin 等与该病毒形态有关, 抑制鸭细胞中

actin 的表达后, 细胞中增殖病毒变短, 呈球状. 结

合实验结果和文献分析, Al-Mubarak等提出是宿主

细胞们本身的特点决定病毒在其中呈现的形态差

异. WSSV 在鸡胚中较天然宿主中变短、变胖, 这

与 Al-Mubarak 等对禽流感病毒 A 的观察一致. 已

有文献报道水生低等动物变形虫的病毒可感染人

类[19-20], 本研究成功地使水生低等生物病毒感染

鸡胚, 亦再次提示水、陆生物间以及高、低等生物

间病毒的交叉感染界限并不绝对.  
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Propagation of white spot syndrome virus (WSSV) in embryonated eggs 

LIU Fei, LI Deng-feng* 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: In order to establish a stable system of cultivating white spot syndrome virus (WSSV), the specific 
pathogen free chicken embryonated eggs are inoculated with WSSV suspensions. Both the yolk sac membrane 
and yolk sac fluid are harvested to prepare passage inoculation suspensions. Passages 2-5 are carried out by 
inoculating SPF CEE via the yolk sac route. Yolk sac membrane and yolk sac fluid are detected via transmission 
electron microscope (TEM) observation and PCR. A great deal of WSSV particles are identified in the ultra-thin 
sections of experimental groups. Positive PCR results in experimental groups inoculated with WSSV and 
negative results in control groups are obtained. In artificial infection, WSSV isolated from the fifth passage of 
experimental chicken embryo results in 100% mortality to Procambarus clarkia, which confirms the success of 
replication of WSSV in CEE. 
Key words: white spot syndrome virus; chicken embryonated eggs; cultivation 
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