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摘要: 为探究浙江省舟山市某养殖池塘中三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)暴发疾病的病因, 应用组织病理学、

分子生物学和荧光原位杂交等技术手段, 对患病三疣梭子蟹组织进行检验。研究发现, 患病三疣梭子蟹的临床症状

主要表现为食欲下降, 行动迟缓, 鳃水肿; 光学显微镜下观察鳃及血淋巴液未发现寄生虫, 肝胰腺等组织中也未分

离到致病菌; 采用 PCR 方法对病蟹进行血卵涡鞭虫(hematodinium)、白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, 

WSSV)、青蟹双顺反子病毒(mud crab discistrovirus-1, MCDV-1)以及青蟹呼肠孤病毒(Scylla serrata reovirus, SSRV)

蟹类常见病原 PCR 检测, 结果均为阴性; 病蟹的肝胰腺、心脏、鳃等组织的病理切片中可观察到明显的细胞病变

和嗜酸性包涵体; 超薄切片电镜观察显示: 病蟹的肝胰腺、心脏和鳃组织中均存在六边形病毒颗粒, 粒子直径 150 

nm 左右, 与已报道的十足目虹彩病毒 1 (decapoda iridescent virus 1, DIV1)形态特征相似。采用特异性套式 PCR 检

测方法对患病蟹组织样品进行 DIV1 病原检测, 所有样本均扩增出 457 bp 和 129 bp 大小的目的片段。进一步根据

GenBank 中 DIV1 的主要衣壳蛋白(major capsid protein, MCP)表达基因和三磷酸腺苷酶(ATPase)表达基因序列设计

特异性引物, 均能从病蟹样品中扩增出预期大小的 MCP 和 ATPase 基因开放阅读框(open reading frame, ORF)区全

长。将扩增获得的 MCP 和 ATPase 基因 ORF 区全长进行测序和同源序列比对分析, 进化树分析结果表明其与十足

目虹彩病毒属(Decapodiridovirus)病毒的 MCP 和 ATPase 基因序列自然聚为一支, 判定导致此次三疣梭子蟹发病病

原为 DIV1。根据原位杂交探针设计原则, 以 DIV1 的 MCP 和 ATPase 基因的保守区域为靶位点分别设计探针, 通

过荧光原位杂交获得了病毒粒子在病蟹肝胰腺、心脏、肌肉和鳃组织的分布情况, 与电镜切片观察和套式 PCR 检

测结果相符。研究结果可为海水养殖三疣梭子蟹十足目虹彩病毒 1 病诊断与防控提供参考。 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)隶属甲

壳纲 (Crustacea), 十足目 (Decapoda), 梭子蟹科

(Portunidae), 梭子蟹属, 其肉味鲜美, 营养丰富, 

是我国重要的海水经济蟹类。自 20 世纪 90 年代, 

人工苗繁育与养殖成功以来, 梭子蟹围塘养殖迅

速发展。随着人工繁育技术的突破以及养殖技术

的提升, 三疣梭子蟹已成为浙江省海水围塘养殖

的主导品种[1]。但是随着围塘老化, 养殖环境污染

严重, 梭子蟹养殖中病害频繁发生, 导致养殖经

济效益降低, 严重影响该产业的健康发展。 

十足目虹彩病毒 l (decapod iridescent virus l, 

DIV1)属于十足目虹彩病毒属(Decapodiridovirus), 

是近几年危害养殖虾类较为严重的一种 DNA 病

毒[2-3]。1993 年, Lightner 等[4]首次在厄瓜多尔对

虾养殖场濒死的原糙对虾(Protrachypene precipua, 
Burkenroa)中发现 DIV1。国内, 2014 年 Qiu 等[2]

首先在养殖的凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)
中分离鉴定到一株 DIV1, 2016 年 Xu 等[5]在养殖 
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的红螯螯虾(Cherax quadricarinatus)中也分离鉴

定到 DIV1, 之后陆续有报道在罗氏沼虾(Macro-
brachium rosenbergii)、日本沼虾(Macrobrachium 
nipponense)以及克氏原螯虾(Procambarus clarkia)

中检测到该病毒[6-8]。感染 DIV1 的对虾短时间内

会发生大量死亡[9], 患病对虾主要表现为空肠、空

胃、肝胰腺萎缩等症状。组织病理观察显示病虾

鳃、肝胰腺以及心脏等多个组织中存在嗜酸性包

涵体, 超微病理观察这些组织中都存在 DIV1 病

毒粒子, 主要侵害宿主血细胞[2]。目前针对 DIV1

已经建立了多种实验室检测方法。邹莹等 [10]以

DIV1 的 MCP 基因为靶序列, 建立了 DIV1 的环

介导等温扩增(loop-mediated isothermal amplifi-

cation, LAMP)检测方法, 可对 DIV1 进行临床快

速检测; 邱亮[9]针对 DIV1 的 ATPase 基因序列, 

建立了 DIV1 套式 PCR 检测方法, 同时针对 DIV1

的MCP基因保守区域设计探针, 运用原位杂交技

术定位 DIV1 在凡纳滨对虾体内的分布状况。 

2022年 10月, 浙江舟山某养殖场养殖的梭子

蟹发生暴发性死亡, 死亡率达 80%。发病蟹活力

下降, 浮游于养殖塘边或沉入塘底; 病蟹头胸甲

完好、体色无异常, 打开背甲发现鳃和心脏明显

水肿, 推测可能是由病毒引起的暴发性死亡。本

课题组利用分子生物学检测、组织病理和电镜超

微病理观察及荧光原位杂交等方法对采集的患病

三疣梭子蟹样本展开病原检测和组织病理学分析, 

确定是由 DIV1 引发的三疣梭子蟹死亡。本研究

报道的结果将为三疣梭子蟹十足目虹彩病毒病诊

断与防控提供理论基础和科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

患病三疣梭子蟹采集自浙江舟山某梭子蟹养

殖场。患病蟹背甲直径 8~10 cm, 体重 150~200 g。

采集的样本分别使用封口袋单独保存, 并通过冰

盒低温运送到实验室。 

主要试剂: 脑心浸液培养基(BHI)和 TCBS 琼

脂培养基(TCBS)购于青岛高科园海博生物技术

有限公司; 总 RNA 提取试剂盒、基因组 DNA 提

取试剂盒购自 Omega 公司; 逆转录酶试剂盒购自

赛默飞世尔科技(中国)有限公司; Taq DNA 聚合

酶、dNTP Mixture (2.5 mmol/L)购自宝日医生物技

术(北京)有限公司(TaKaRa 中国); 4%多聚甲醛、

2.5%戊二醛、0.1 mol/L 磷酸缓冲液、1%锇酸溶液

购自北京索莱宝科技有限公司。 

1.2  寄生虫检查与细菌分离 

取采集回的样本蟹, 用 75%乙醇棉球对病蟹

体表进行消毒, 打开背甲, 观察鳃、心脏及肝胰腺

的形态变化, 取鳃、血淋巴液及肌肉等制备水浸

片, 显微镜下观察; 在无菌条件下取病蟹的肝胰

腺和心脏等组织, 研磨后分别划线接种于 BHI 固

体培养基和 TCBS 培养基上, 置于 28 ℃恒温培

养 24~48 h, 观察细菌的生长情况。 

1.3  蟹类病毒性病原 PCR 检测 

按照 Omega 基因组 RNA/DNA 提取试剂盒说

明书分别提取病蟹肝胰腺、鳃、心脏的 RNA 和

DNA, 对提取的病蟹组织总 RNA 进行反转录 : 

42 ℃保温 60 min, 70 ℃保温 5 min, 然后冰上冷

却。按照《OIE 水生动物疾病诊断手册》(2022)

第 2.2.8 章第 4.3.1.2.4.1 节推荐的 PCR 方法合成

检测白斑综合征病毒(white spot syndrome virus, 

WSSV)引物, 并根据文献报道的 PCR 方法合成检

测血卵涡鞭虫(Hematodinium)、青蟹双顺反子病

毒(mud crab discistrovirus-1, MCDV-1)以及青蟹

呼肠孤病毒(Scylla serrata reovirus, SSRV)引物[11-14] 

(表 1), 引物均由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。以提取的患病蟹组织 DNA 以及反转录

获得的 cDNA 为模板, 健康梭子蟹 DNA 及 cDNA

为阴性对照, 以本实验室保存的 4 种病原的阳性

样品提取的 DNA 和 cDNA 为阳性对照的模板, 进

行 PCR 扩增 , 扩增的反应总体系为 25 µL: 

10×PCR Buffer 2.5 µL, dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 

2 µL, rTaq DNA 聚合酶 0.25 µL, 模板 1 µL, 

10 µmol/L 上下游引物各 0.25 µL, 其余用去离子

水补足, 扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳后, 观

察有无目的基因条带。 
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表 1  蟹类病毒性病原检测所用引物序列 
Tab. 1  Primer sequences for detection of viral pathogens in crabs 

引物名称 primer name 引物序列 (5ʹ‒3ʹ) primer sequence (5ʹ‒3ʹ) 扩增片段/bp amplification fragment 

WSSV-F1 ACTACTAACTTCAGCCTATCTAG 

WSSV-R1 TAATGCGGGTGTAATGTTCTTACGA 

1447 

WSSV-F2 GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA 

WSSV-R2 TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT 

941 

H-F CTGATTACGTCCCTGCCCTT 

H-R GCATGTCGCTGCGTTCTTC 

585 

MCDV-1F1 CTTGTTCAGTATCTTCCCTATGG 

MCDV-1R1 CACGAAAAAGATTAAAAGAAGAAC 

406 

MCDV-1F2 TGTATCCACTTTCGCTTTTC 

MCDV-1R2 ACTGGTGGTATTGTGTCTTTG 

329 

SSRV-F1 AAGCTGATATAGAATTGGCTA 

SSRV-R1 TCGTTAGCGAGATCCGCAGGA 

119 

 
1.4  组织病理学观察 

光镜样品制备与观察: 取健康及患病濒死梭子

蟹的肝胰腺、鳃、心脏和肌肉组织切成单边 3~ 4 mm

的小块, 加入 4%多聚甲醛, 4 ℃下固定 24 h; 再经

洗涤、脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、脱蜡、烤

片、HE 染色、封片等步骤最终制成组织石蜡切片, 在

光学显微镜下对各个组织进行病理学观察、拍照。 

电镜样品制备与观察: 取典型症状的濒死蟹

的肝胰腺、鳃、心脏和肌肉组织, 单向切割成约

2 mm 的组织小块 , 加入 2.5%戊二醛固定液

(0.1 mol/L, pH7.4), 4 ℃固 定 4 h 以 上 。 在

0.1 mol/L 磷酸缓冲液中 4 ℃漂洗过夜后再用 1%

锇酸溶液固定, 再经过脱水、包埋、固化、切片

和染色, 制备超薄电镜切片, 最后置于透射电子

显微镜下观察、拍照。 

1.5  DIV1 检测及 MCP 和 ATPase 基因序列测定

及系统发育树的构建 

按照 Omega 基因组 DNA 提取试剂盒说明书

提取病蟹肝胰腺、鳃、心脏的 DNA, 以提取的患

病蟹组织 DNA 为模板进行 DIV1 的 PCR 检测。

根据 SC/T 7237-2020 虾虹彩病毒病诊断规程合成

检测用引物(表 2), 以内参 F/R 为引物进行 PCR 扩

增, PCR 扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳后, 观

察目的基因条带。根据诊断规程中套式 PCR 检测

方法进行 DIV1 病原检测, PCR 扩增产物经 1.5%

琼脂糖凝胶电泳后, 观察目的基因条带。 

表 2  十足目虹彩病毒 1 PCR 检测所用引物序列 
Tab. 2  Primer sequences for PCR detection of DIV1 

引物名称
primer 
name 

引物序列(5ʹ‒3ʹ) 
primer sequence (5ʹ‒3ʹ) 

扩增片段/bp
amplification 

fragment 

内参 F TGCCTTATCAGCTNTCGATTGTAG 

内参 R TTCAGNTTTGCAACCATACTTCCC 

848 

DIV1-F1 GGGCGGGAGATGGTGTTAGAT 

DIV1-R1 TCGTTTCGGTACGAAGATGTA 

457 

DIV1-F2 CGGGAAACGATTCGTATTGGG 

DIV1-R2 TTGCTTGATCGGCATCCTTGA 

129 

 
根据 GenBank 中已发表 DIV1 的 MCP、

ATPase 基因分别设计相应特异性引物(表 3), 以

患病蟹组织 DNA 为模板进行 DIV1 的 MCP、

ATPase 基因 ORF 区全长扩增。以 ATP-F/R 为引

物, 反应总体系为 25 µL: 10×PCR Buffer 2.5 µL, 

dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 2 µL, rTaq DNA 聚

合酶 0.25 µL, 模板 1 µL, 10 µmol/L 上下游引物

各 0.25 µL, 其余用去离子水补足 , 反应程序为: 

95 ℃预变性 3 min; 95 ℃变性 30 s, 53 ℃退火

1 min 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 35 个循环; 72 ℃延

伸 2 min。以 MCP-F/R 为引物 , 反应体系仍为

25 µL, 各组成体积与浓度不变 , 反应程序为 : 

95 ℃预变性 3 min; 95 ℃变性 30 s, 53 ℃退火

1 min 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 35 个循环; 72 ℃延

伸 2 min。  
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表 3  十足目虹彩 1 病毒 MCP 和 ATPase 基因序列 

扩增所用引物序列 
Tab. 3  Primer sequences used for amplification  

of MCP and ATPase gene sequences of DIV1 

引物名称 
primer  
name 

引物序列(5ʹ‒3ʹ) 
primer sequence (5ʹ‒3ʹ) 

扩增片段/bp 
amplification 

fragment 

ATP-F GCAATGTAAATCGTCAACC 

ATP-R AAACTAAAAGAGCGGGATTC 

1232 

MCP-F CGTGATATGGTGTTACTCTC 

MCP-R CAGATGGGTCAATCTTGAATG 

1570 

 

扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后, 将

PCR 产物送至华大基因公司测序。运用 DNAMAN

软件对测序获取的基因序列进行排序、比对, 同

时应用 NCBI 中 BLAST 软件对测得的基因序列进

行同源性检索。从 GenBank 中下载同源性较高的

MCP 和 ATPase 基因序列与获得的基因序列测序

结果进行比对分析; 使用 MEGA-X 软件, 应用

Kimura-2 法计算遗传距离, 采用 bootstrap (重复

次数 1000)检查聚类树各分支置信度, 运用邻接

法(neighbour-joining)构建系统进化树。 

1.6  原位杂交 

根据原位杂交探针设计原则, 以 NCBI 数据

库中 DIV1 的 MCP 和 ATPase 基因序列(登录号: 

KY681039.1 和 KY681040.1), 用 DNAMAN 6.0 软

件进行序列比对分析, 选取同源性高的片段, 各

设计 5 条探针, ATPase 探针于 5ʹ端标记 cy3, MCP
探针于 5ʹ端标记 FAM, 探针序列如表 4 所示, 探 

 
表 4  原位杂交探针序列 

Tab. 4  Probe sequence of in situ hybridization 

探针序列 probe sequence 

ATPase 探针 ATPase gene probe 

Probe1: 5ʹ-[cy3]+CGTATACACCGTTCTTGAATGCGATC-3ʹ 
Probe2: 5ʹ-[cy3]+GGACTTCCATCCCTGAAAACATCATT-3ʹ 

Probe3: 5ʹ-[cy3]+CCGTAGTCAATGTAATCGATTGGGAG-3ʹ 

Probe4: 5ʹ-[cy3]+TACTGCGATAACTTCGGGATGATCA-3ʹ 

Probe5: 5ʹ-[cy3]+TGTTGGGGAATACCTTTTGGAAAAA-3ʹ 

MCP 探针 MCP gene probe 

Probe6: 5ʹ-[FAM]+TTGGATTTTGGGATCAGAAGATCATC-3ʹ 
Probe7: 5ʹ-[FAM]+CTGAGCTTGTTCCACTTGACACCAC-3ʹ 

Probe8: 5ʹ-[FAM]+GCTCTGTCCAGTTCCTGAATTCGAA-3ʹ 

Probe9: 5ʹ-[FAM]+TAGATTCAATCAACATGTCGCGGTG-3ʹ 

Probe10: 5ʹ-[FAM]+GGGGTTAAAGTTGAGCTTGGAAGAAG-3ʹ

 

针粉末 5000 r/min 离心 15 s, 加入杂交液配制成

探针, 5 条探针等量混合使用。使用这两种探针分

别对健康的三疣梭子蟹和感染十足目虹彩病毒 1

梭子蟹的心脏、鳃、肌肉、肝胰腺组织切片进行

原位杂交实验。 

将制备好的石蜡切片常规脱蜡水化, 切片于修

复液中煮沸 5 min, 冷却后滴加蛋白酶 K (20 µL/mL) 

37 ℃消化 15 min, 蒸馏水冲洗后, PBS洗 5 min×3

次; 预杂交: 滴加适量预杂交液, 37 ℃孵育 1 h; 

杂交: 倾去预杂交液, 滴加含 MCP 和 ATPase 基

因探针的杂交液, 浓度 500 nmol/L, 40 ℃恒温过

夜; 杂交后洗涤: 37 ℃条件下经梯度 SSC 洗涤

(2×SSC 洗涤 10 min, 1 次; 1×SSC 洗涤 5 min, 2 次; 

0.5×SSC 洗涤 10 min, 1 次); 杂交 2: 轻轻甩干切

片, 滴加已预热的探针混合物 2 杂交液(60 μL), 

水平置于湿盒内 40 ℃杂交 45 min (湿盒底部加

入 50 mL 2×SSC, 防止干片); 杂交后洗涤(同第 1

次杂交洗涤); 信号杂交: 轻轻甩干切片, 滴加已

预热的信号探针杂交液(60 µL), 水平置于湿盒内

40 ℃杂交 45 min (湿盒底部加入 50 mL 2×SSC); 

杂交后洗涤(同第 1 次杂交洗涤); 滴加 DAPI 染液

避光孵育 8 min, 对标本进行染核, 冲洗后滴加

抗荧光淬灭封片剂封片; 将切片置于荧光显微镜

下观察、拍照(紫外激发波长 330~ 380 nm, 发射

波长 420 nm, 发蓝光 ; FAM 绿光激发波长

465~495 nm, 发射波长 515~555 nm, 发绿光; cy3

红光激发波长 510~560 nm, 发射波长 590 nm, 发

红光)。 

2  结果与分析 

2.1  临床症状与解剖观察 

病蟹食欲下降, 行动迟缓, 患病后期于池边

缓游或沉于塘底; 病蟹应激反应能力下降, 蟹爪

无力, 体色无异常, 甲壳及附肢关节等外壳上未

见异常变化; 打开背甲, 可见鳃水肿明显, 心脏

水肿边缘呈半透明凝胶状 , 弹性下降 , 胃肠空 , 

肝胰腺未见异常, 甲壳腔内的血淋巴液凝聚性降

低(图 1)。 
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图 1  病蟹鳃水肿 

Fig. 1  Branchial edema of diseased crab 
 

2.2  寄生虫检测和细菌培养结果 

对采集回的样本蟹鳃、血淋巴液及肌肉等进

行显微镜镜检, 均未发现寄生虫。在无菌条件下, 

将 20只病蟹肝胰腺和心脏等组织分别接种于 BHI

固体培养基和 TCBS, 恒温培养 24 h 后, 均未见

优势致病菌生长。 

2.3  蟹类病常见病原的 PCR 检测 

以发病蟹样本的 DNA 及 cDNA 作为模板, 采

用 OIE 推荐和文献报道的 PCR 和 RT-PCR 检测方

法, 对发病梭子蟹进行常见病原 WSSV、血卵涡

鞭虫、MCDV-1 及 SSRV 的检测, 结果 4 种常见

病原核酸检测均为阴性。 

2.4  组织病理切片观察 

对健康和患病三疣梭子蟹肝胰腺、鳃、心肌

细胞组织样本分别进行组织病理切片和 HE 染色, 

显微镜下观察, 与健康蟹样本相比, 患病蟹的肝

胰腺、心肌、鳃组织切片出现了明显的病理变化, 

在患病蟹的肝胰腺、鳃、心肌组织分布的血淋巴

细胞均可见到嗜酸性包涵体(图 2)。 

健康蟹的肝胰腺由众多分支状肝小管组成 , 

形状规整, 排列整齐, 患病蟹肝小管形状大小不

一 , 排列紊乱 , 部分肝小管肿大 , 管腔变窄 , 基

底膜破损、缺失, 柱状上皮细胞界限模糊不清晰, 

细胞核固缩, 细胞空泡化变性, 部分细胞坏死、

崩解, 从基底膜上脱落, 形成一片无细胞结构的

物质。 

健康蟹的心肌纤维有明显横纹, 分支状, 相

互连接, 排列整齐, 而病蟹心肌纤维间的结缔组

织破损, 肌束间隙增大, 肌纤维排列混乱呈条索

状, 部分弯曲、断裂, 出现大面积溶解坏死, 心肌

纤维细胞的细胞核固缩、崩解。 

蟹的鳃为叶状鳃, 基本结构由鳃轴和鳃叶组

成, 鳃叶内有众多鳃丝, 鳃丝外层是坚固的角质

层, 其内为众多的鳃腔组成中央血腔, 患病蟹的

鳃丝肿大 , 角质层呈波状拱起 , 鳃腔间隙变窄 , 

管腔内有大量渗出物 , 部分鳃小隔结缔组织破

损、缺失。 

2.5  超微病理观察 

病蟹组织超薄切片电镜观察显示, 病蟹的肝

胰腺、鳃和心脏组织中均存在六边形病毒颗粒 , 

直径大小约为 150 nm, 病毒粒子主要存在于细胞

质中, 在细胞核内未观察到; 感染细胞的细胞膜

破裂、皱缩, 细胞质严重空泡化并有大量病毒粒

子分布其中, 核崩解; 部分感染细胞内可清晰地

观察到具有衣壳和核心的成熟病毒粒子以及散落

分布的六边形病毒粒子或空心衣壳; 病毒粒子通

过细胞膜内陷侵入邻近细胞, 以出芽方式释放到

细胞外(图 3)。 

2.6  DIV1 检测及 MCP 和 ATPase 基因序列分析

结果 

以发病蟹组织提取的总 DNA作为模板, 采用

引物 DIV1-F1/R1 和 DIV1-F2/R2 通过套式 PCR

方法进行 DIV1 检测, 结果发现, 从发病蟹 DNA

样本中可以扩增获得 457 bp 和 129 bp 左右的特异

性条带, 与预期大小相符, 阴性对照样品无目的

扩增条带(图 4); 以引物 MCP-F/R 和 ATP-F/R 分

别扩增 MCP 和 ATPase 基因的 ORF 区全长, 通

过比对分析、剪切、拼接最终获得 1434 bp 和

1200 bp 的预期大小片段。在 GenBank 数据库中

运用在线软件 BLAST 将获得的基因序列进行序

列相似性检索, 结果发现扩增序列与已发表的分

离自凡纳滨对虾的虾血细胞虹彩病毒和红螯螯

虾虹彩病毒的 MCP 和 ATPase 基因 ORF 区全长

(KY681039.1 和 KY681040.1)的同源性最高, 为

100%。从 GenBank 上查找虹彩病毒科其他病毒

的 MCP 和 ATPase 序列, 包括肿大细胞病毒属

(Megalocytivirus)病毒、蛙病毒属(Ranavirus)病
毒、绿虹彩病毒属(Chloriridovirus)病毒、淋巴囊肿

病毒属(Lymphocystivirus)病毒、十足目虹彩病毒属

病毒等, 利用 MEGA 软件采用邻接法进行系统发 
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图 2  三疣梭子蟹组织病理切片图 

a1. 健康蟹肝小管; a2. 肝小管(T)排列紊乱, 管腔(L)变窄, 柱状上皮细胞坏死脱落; a3. 肝小管上皮细胞空泡变性、坏死, 肝

胰腺内的血淋巴细胞可见嗜酸性包涵体(黑色箭头); b1. 健康蟹心肌纤维; b2. 心肌纤维排列混乱呈条索状; b3. 心肌纤维断

裂、溶解, 心脏组织内的血淋巴细胞中可见嗜酸性包涵体(黑色箭头); c1. 健康蟹鳃丝(Gl); c2. 鳃丝(Gl)肿大, 鳃腔(Gc)间隙

变窄, 管腔内有大量渗出物; c3. 鳃腔(Gc)内结缔组织细胞肿大、坏死脱落, 鳃腔(Gc)内的血淋巴细胞中可见嗜酸性包涵体(黑

色箭头). 

Fig. 2  Pathological section of Portunus trituberculatus tissue 
a1. Healthy crab hepatic tubules; a2. Disordered arrangement of hepatic tubules (T), narrowing of lumen (L), necrosis and shedding of 
columnar epithelial cells; a3. Vacuolar degeneration and necrosis of hepatic tubular epithelial cells (white arrow), eosinophilic 
inclusion bodies (black arrow) were observed in hemocytes in hepatopancreas; b1. Healthy crab heart muscle fibers; b2. Cardiac 
muscle fibers arranged in a chaotic cord-like; b3. Myocardial fiber rupture, dissolution, eosinophilic inclusion bodies (black arrow) 
can be seen in the blood lymphocytes in the heart tissue; c1. Healthy crab gill lamellaes (Gl); c2. Swollen gill lamellaes (Gl), 
narrowed gill cavity (Gc) space, and a large amount of exudates (white arrows) in the lumen; c3. The connective tissue cells in the gill 
cavity (Gc) were swollen, necrotic and detached, and eosinophilic inclusion bodies (black arrows) were seen in the hemocytes in the 
gill cavity (Gc). 

 
育树构建, 结果显示从三疣梭子蟹中扩增获得的病

毒 MCP 和 ATPase 序列与十足目虹彩病毒属病毒的

MCP 和 ATPase 序列自然聚为一支(图 5, 图 6)。 
2.7  DIV1 在三疣梭子蟹各组织中的分布情况 

荧光素 FAM 和 cy3 标记的探针与样本组织石

蜡切片(图 7)上的病毒核酸经原位杂交后, 在荧光

显微镜下观察, 其中与 FAM 标记 MCP 探针发生

反应为绿色; 与荧光染料 cy3 标记 ATPase 探针发

生反应为红色; DAPI 染色的细胞核为蓝色, 粉紫

色荧光为 3 种颜色荧光(绿色、红色、蓝色)混合

显示结果, 根据绿色和红色两种阳性信号强弱以

及分布的密度, 可判断组织中病毒含量的多少。

结果表明, 在三疣梭子蟹的肝胰腺、心脏、肌肉

和鳃组织细胞中均有绿色和红色阳性杂交信号 , 

且信号分布较一致, 其中在肝胰腺组织细胞中有

疑似包涵体的强阳性信号聚集(图 8)。 
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图 3  患病三疣梭子蟹组织电镜图 

a−b. 细胞核(N)崩解, 细胞质严重空泡化(V), 大量的病毒粒子(黑色箭头), 成熟病毒粒子的衣壳(C);  

c−d. 细胞核(N)固缩边缘化, 病毒粒子(黑色箭头)存在于细胞质中, 完整病毒粒子(黑色箭头)和空心衣壳(白色箭头);  

e−f. 肝胰腺, 从细胞膜上出芽释放的病毒粒子(黑色箭头), 病毒粒子通过细胞膜内陷侵入邻近细胞(黑色箭头). 

Fig. 3  Electron microscope picture of diseased Portunus trituberculatus tissue 
a−b. The nucleus (N) disintegrated, the cytoplasm was severely vacuolated (V), a large number of virus particles (black  

arrows), the capsid of mature virus particles (C); c−d. Nuclear (N) pyknosis marginalization, virus particles (black arrows)  
in the cytoplasm, complete virus particles and hollow capsid (white arrow); e−f. Hepatopancreas, virus particles released from  
cell membrane budding (black arrow), virus particles invade adjacent cells through cell membrane invagination (black arrow). 

 

 
 

图 4  患病蟹 DIV1 病原检测结果 

M: DL2000 DNA maker; 1-8: DIV1 病原第一轮 PCR 检测 

结果; 9-16: DIV1 病原第二轮 PCR 检测结果; 1 和 9.  

空白对照; 2 和 10. 阴性对照; 3 和 11. 阳性对照;  

4-8 和 12-16. 病蟹样品. 

Fig. 4  The results of PCR detection of DIV1  
pathogen in diseased crabs 

M: DL2000 DNA maker; 1-8: the results of the first round  
of PCR detection of DIV1 pathogen in diseased crabs;  

9-16: the second round of PCR detection results of DIV1 
pathogen in diseased crabs. 1, 9: blank control; 2,  

10: negative comparison; 3, 11: positive comparison;  
4-8, 12-16: diseased crab sample. 

 

3  讨论 

DIV1 传染性和致死率都极高, 研究显示养殖

的凡纳滨对虾和罗氏沼虾感染 DIV1 后的死亡率

能达 80%以上[15-17]。目前关于养殖蟹类自然感染 

DIV1 死亡的案例报道较少, 但在实验室条件下, 

通过不同感染方式可以使蟹类感染 DIV1 后发病

死亡。潘长坤等 [18]对养殖中华绒螯蟹(Eriocheir 
s i n e n s i s )和野生粗腿厚纹蟹 ( P a c h y g r a p s u s 
crassipes)两种螃蟹肌肉注射 DIV1, 并利用实时

荧光定量 PCR方法证实该病毒能够在两种试验蟹

体内复制 ,  其中粗腿后纹蟹感染后死亡率达

46.7%。陈形[19]以含 DIV1 的饵料投喂三疣梭子蟹, 

试验蟹出现食欲减退, 反应迟钝等症状, 发病死

亡率累计达 50%; 而以肌肉注射方式感染三疣梭

子蟹, 试验蟹发病死亡率可达 100%。本研究中自

然发病的三疣梭子蟹与先前报道的 DIV1 人工感

染发病的三疣梭子蟹临床症状相似, 但本研究采

集的自然发病蟹样本还出现鳃和心脏水肿的症状, 

通过对发病蟹细菌分离培养与解剖镜检排除了细

菌和寄生虫感染的可能。在病蟹样本的肝胰腺、

鳃和心脏组织病理切片中观察到嗜酸性包涵体 , 

同时, 在这些组织的透射电镜超薄切片中观察到 
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的病毒粒子大小、形态等特征与邱亮[9]在凡纳滨

对虾体内观察到的 DIV1 类似 , 病毒粒子直径

150 nm 左右, 形状为正六边形, 但未观察到呈现

晶格排列的病毒粒子。根据 SC/T 7237-2020 DIV1

病诊断规程设计合成特异性引物, 利用套式 PCR

法对病蟹样本进行 DIV1 检测, 结果在病蟹组织

中扩增出 457 bp 和 129 bp 左右的特异性条带, 从

而证实病蟹体内 DIV1 的存在, 初步判断 DIV1 是

导致此次养殖三疣梭子蟹发病的病原。 

虹彩病毒基因组学的研究表明, 虹彩病毒科

(Iridoviridae)的ATPase和 MCP基因在同属间都具

有高度的保守性, 两种基因在虹彩病毒科不同属

间又具有一定的差异性, 是研究虹彩病毒分类及

系统演变的核心基因[20-21]。严家彬等[22]从患病美 
 

 
 

图 5  根据 DIV1 MCP 基因序列构建的系统进化树图 

Fig. 5  Phylogenetic tree based on DIV1 MCP gene sequence 

 

 
 

图 6  根据 DIV1 ATPase 基因序列构建的系统进化树 

Fig. 6  Phylogenetic tree based on DIV1 ATPase gene sequence 
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图 7  患病三疣梭子蟹不同组织明视野显微图 

a. 肝胰腺组织; b. 心脏组织; c. 肌肉组织; d. 鳃组织. 

Fig. 7  Micrograph of different tissues of diseased Portunus trituberculatus 
a. Hepatopancreas tissue; b. Heart tissue; c. Muscle tissue; d. Gill tissue. 

 

国红鱼(Sciaenops ocellatus)的脾脏组织 DNA 样本

中扩增到一特异性条带, 经进化树分析, 该片段

与多株鱼类的虹彩病毒 ATPase 基因核心部分具

有 95.6%以上的同源性。杨展展等[23]对一株分离

自患病大口黑鲈 (Micropterus salmoides)的病毒

MCP、ATPase 基因进行序列比对分析, 确定该毒

株为一个高度保守的虹彩病毒科蛙病毒。本研究

根据 DIV1 的 MCP 基因和 ATPase 基因序列分别

设计引物, 从病蟹组织 DNA 中分别扩增出 DIV1

的 MCP 和 ATPase 基因 ORF 区全长, 通过序列同

源性比对分析发现扩增序列与虾血细胞虹彩病毒

和红螯螯虾虹彩病毒的 MCP 基因和 ATPase 基因

同源性达到 100%, 并且进化树分析结果显示扩

增获得的 MCP 和 ATPase 基因序列与 Genbank 中

已登录的十足目虹彩病毒属聚为同一分支, 证明

造成此次养殖三疣梭子蟹暴发性死亡的毒株为十

足目虹彩病毒属成员。 

原位杂交技术可检测目标基因在组织细胞内

显微或亚显微水平的时空表达情况, 在水产养殖

育种和疾病防控中应用日趋广泛[24-26]。彭超等[27]

运用原位杂交技术对蛙病毒在鞍带石斑鱼(Epine-

phelus lanceolatus)不同组织中进行了定位分析 , 

比较了病毒对组织的嗜性。吕晓楠等[28]通过对患

病镜鲤(Cyprinus carpio var.specularis)的不同组织

进行荧光原位杂交 , 获得了鲤浮肿病毒 (carp 

edema virus, CEV)在组织中的分布情况, 证明了

鳃是鲤浮肿病毒(carp edema virus, CEV)攻击的重

要靶器官。本研究根据 DIV1 的 MCP 及 ATPase
基因序列合成了探针, 并分别以荧光素 FAM 和

cy3 进行标记, 结果在病蟹肝胰腺、心脏、肌肉以

及鳃组织的病理组织切片中均观察到明显的荧光

杂交信号, 且两种颜色的荧光信号分布基本一致, 

获得了 DIV1 在蟹组织中的分布情况, 检测结果

与电镜观察和套式 PCR 检测结果相符。 

本研究首次从患病养殖三疣梭子蟹体内观察

并检测到一株病毒 ,  病毒形态大小与已报道的

DIV1 相似, 且该病毒的 MCP 和 ATPase 基因序列

与 DIV1 的两种基因序列高度同源 ,  初步判定

DIV1 为此次养殖三疣梭子蟹暴发性死亡症的病

原, 研究结果将为三疣梭子蟹感染 DIV1 的诊断

与防控提供重要依据。当前因海水养殖转型升级

的需求, 三疣梭子蟹与凡纳滨对虾、日本对虾等 
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图 8  患病三疣梭子蟹不同组织荧光原位杂交图 

a1−a4. 肝胰腺组织原位杂交结果; b1−b4. 心脏组织原位杂交结果; c1−c4. 肌肉组织原位杂交结果;  

d1−d4. 鳃组织原位杂交结果. 绿色荧光为 MCP 基因探针杂交信号; 红色荧光为 ATPase 基因探针杂交信号;  

DAPI 染色细胞核呈蓝色; 粉紫色荧光为 3 种颜色荧光(绿色、红色、蓝色)共同定位混合结果. 

Fig. 8  Fluorescence in situ hybridization of different tissues of diseased Portunus trituberculatus 
a1−a4. The results of in situ hybridization of hepatopancreas; b1−b4. Heart tissue in situ hybridization results; c1−c4. Muscle tissue 

in situ hybridization results; d1−d4. In situ hybridization results of gill filament tissue. Green fluorescence was the hybridization 
signal of MCP gene probe; red fluorescence was the hybridization signal of ATPase gene probe; DAPI staining showed that the 
nucleus was blue; pink purple fluorescence is the result of co-localization of three kinds of color fluorescence (green, red, blue). 

 

虾类进行混养的养殖模式得到大力推广, 但本研

究结果为 DIV1 自然感染三疣梭子蟹提供了有力

证据, 由于 DIV1 高致病性, 提示在虾蟹混养模式

中需要格外关注该病毒的监测。 
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Detection and histopathological analysis of Decapoda iridescent virus 1 
in cultured Portunus trituberculatus 
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Abstract: In October 2022, an infectious disease outbreak was observed in farmed Portunus trituberculatus in 
Zhoushan, China. Samples of diseased crabs showing unspecific signs, such as anorexia, slow activity, and gill 
edema, were analyzed using parasitology, microbiology, histopathology, electron microscopy, and molecular 
identification. Parasitological and microbiological assays indicated that the diseased crabs were not infected with 
parasites or bacteria. The crab samples were tested by PCR methods recommended by World Organization for 
Animal Health and demonstrated to be free of Hematodinium, white spot syndrome virus (WSSV), mud crab 
discistrovirus-1 (MCDV-1), and Scylla serrata reovirus (SSRV). Histopathological examination revealed eosinophilic 
inclusions in hematopoietic tissue and hemocytes in gills, hepatopancreas, and the myocardial tissue of diseased 
crabs. Meanwhile, transmission electron microscopy showed that the virus in diseased crab tissues exhibited a 
typical icosahedral structure with a mean diameter of 150 nm, which was similar to the morphological 
characteristics of Decapoda iridescent virus 1 (DIV1). Nested PCR detection of DIV1 result showed that the first 
step of the PCR produced a 457 bp amplicon and the second step of the PCR produced a 129 bp amplicon. 
Phylogenetic analyses using gene sequences of major capsid protein (MCP) and ATPase revealed amplified 
sequences, DS.MCP201010 and DS.ATP202210 sequences, had the highest homology with the MCP gene and 
ATPase gene of DIV1, 100%. Therefore, it was determined that the pathogen of the disease was DIV1. In addition, 
specific probes directed to the MCP and ATPase gene of DIV1 were designed to obtain the distribution of virus 
particles in the hepatopancreas, heart, muscles, and gills of diseased crabs by fluorescence in situ hybridization, 
which was consistent with the results of electron microscopy and nested PCR. This study presents the first report 
of DIV1 infection in cultured Portunus trituberculatus, which will provide a strong reference for the prevention 
and control of the disease. 
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