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异育银鲫呼肠孤病毒的分离与鉴定

巴翠玉１，张培军２，赵福广１，杜晓燕３，焦　雪１，李月红１

（１吉林农业大学 动物科学技术学院，吉林 长春１３０１１８；２吉林省卫生监测检验中心，吉林 长春 １３００００；
３吉林省水产科学研究院，吉林 长春 １３００３３）

摘要：【目的】发现异育银鲫Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｇｉｂｅｌｉｏ新病原，为其病害防控提供理论基础。【方法】从吉林省某养殖
场采集异育银鲫出血病疑似病样，对其进行细菌分离及寄生虫观察、鲤疱疹病毒Ⅱ型的ＰＣＲ检测和人工感染试验，
然后用感染滤液接种鲤上皮瘤细胞（ＥＰＣ），并对其进行电镜观察。对病毒基因组进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析、
ＲＴＰＣＲ鉴定及序列测定。【结果】发病异育银鲫无细菌及寄生虫感染，鲤疱疹病毒Ⅱ型的 ＰＣＲ检测无特异性条
带，将过滤后的患病鱼组织滤液感染健康异育银鲫，７ｄ内死亡率高达８６７％。盲传４代后出现明显的细胞病变。
负染后电镜下可观察到病毒粒子，直径约７０ｎｍ，病毒颗粒近球形，无囊膜结构，初步判断为呼肠孤病毒（暂命名
ＪＬ４）。ＳＤＳＰＡＧＥ结果揭示，ＪＬ４基因组由１１条ｄｓＲＮＡ组成，呈现水生呼肠孤病毒基因组典型特征。将 ＲＴＰＣＲ
扩增产物的序列进行聚类分析，结果显示，ＪＬ４与呼肠孤病毒ＨＺ０８株Ｓ６序列相似性高达９９％，证明该分离株为呼
肠孤病毒。【结论】从患病异育银鲫中分离到１株呼肠孤病毒。

关键词：异育银鲫；呼肠孤病毒；鲤上皮瘤细胞；分离与鉴定；ＳＤＳＰＡＧＥ
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　　水生呼肠孤病毒 Ａｑｕａｒｅｏｖｉｒｕｓ具双层衣壳，病毒
粒子直径为６０～７０ｎｍ，二十面体对称，无囊膜，基因
组由１１条分节段的双链ＲＮＡ组成［１５］，其不仅能感

染淡水鱼类，还能感染海水鱼类，已在世界范围造成

比较广泛的危害。草鱼呼肠孤病毒（Ｇｒａｓｓｃａｒｐｒｅｏｖｉ
ｒｕｓ，ＧＣＲＶ）隶属水生呼肠孤病毒属，为呼肠孤病毒
科Ｒｅｏｖｉｒｉｄａｅ新成员，是中国大陆分离的第１株鱼类
病毒［６８］。该病毒主要引起中国、越南、缅甸等亚洲

国家淡水养殖中的草鱼在鱼种阶段发生出血病，死

亡率高达９０％以上，还可感染青鱼、麦穗鱼和稀有?
鲫等，使其发生出血病症状而死亡。该病毒流行广、

危害大、死亡率高、发病季节长，严重影响了广大养

殖者的积极性和我国淡水养殖业的健康发展［９１２］。

异育银鲫Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓｇｉｂｅｌｉｏ是一种改良的
鲤科鱼类，因其肉质鲜美、生长速度快、饲养周期短、

经济效益高等优点，深受广大生产者和消费者的欢

迎，是我国重要的食用经济鱼类之一。其产量可以

达到１１２～１５０ｋｇ·ｍ－２［１３１４］。近年来由于养殖密
度大和品种退化等原因，异育银鲫的养殖遭遇了病

害，部分池塘连续发病率在 ７０％以上，死亡率高达
８０％［１５］。目前对其患孢子虫病、斜管虫病，以及败血

症、溶血性腹水病等细菌性疾病［１６１９］的研究较多，但

对病毒性出血病的研究报道较少，其中鲤疱疹病毒

Ⅱ型（Ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ２，ＣｙＨＶ２）感染异育银鲫
是近年新出现的一种严重病毒性疾病，已经造成重

大经济损失。２０１５年５月中旬，吉林省某渔场异育
银鲫暴发严重病害，造成异育银鲫的大规模死亡，经

济损失惨重。本研究通过对发病异育银鲫样品，在

排除细菌感染的可能后，应用鲤上皮瘤细胞（ＥＰＣ）
分离到１株病毒，暂命名为 ＪＬ４，并通过电镜观察、
核酸分析、序列测定等方法对该病毒进行了研究，旨

在发现新的病原，为异育银鲫的病害防控提供理论

基础。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　材料来源　患病异育银鲫于２０１５年５月采
自吉林省某渔场，体质量约４０～５０ｇ，临床症状为眼
球突出、鳃出血、胸鳍和腹鳍基部出现充血现象、鱼

身出现不同的出血点及溃烂。解剖之后发现鱼鳃部

发红，且有的鳃丝发白，内脏多处均出现充血症状。

健康异育银鲫购自吉林省新立城水库，平均体质

量（６８００±０９１）ｇ，２４～２６℃水温驯养７ｄ后，选取
体格健壮、规格整齐、游动活跃的异育银鲫进行试验。

１．１．２　试验试剂　鲤上皮瘤细胞（ＥＰＣ）由吉林农
业大学水产研究室保存；Ｍ１９９培养基、胎牛血清
（ＦＢＳ）、胰酶为Ｇｉｂｃｏ公司产品；Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ提取试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ｃＤＮＡ
反转录试剂盒、ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
胶回收试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司；其他试剂均为国产
分析纯。

１．１．３　引物的设计和合成　引物由上海生工合成，
引物设计参照《ＳＮ３５８４２０１３草鱼出血病检疫技术规
范》［２０］，序列为 Ｓ６Ｒ：５′ＡＧＴＴＣＴＣＡＡＡＧＣＴＧＡＧＡ
ＣＡＧ３′和Ｓ６Ｆ：５′ＡＣＧＴＧＣＧＡＴＴＧＧＡＡＧＡＧＣＴＴ３′。
１．２　细菌分离及寄生虫观察

参照徐洋等［２１］的方法，从患病鱼的肝胰脏、脾、

肾等组织进行细菌分离，所用培养基为胰酪胨大豆

琼脂（ＴＳＡ）。同时，取病鱼鳃、鳍条等组织在显微镜
下检查寄生虫情况。

１．３　鲤疱疹病毒Ⅱ型的ＰＣＲ检测
收集病鱼的鳃、肝胰脏、肠等组织，用 ＤＮＡ提取

试剂盒提取ＤＮＡ。参考 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＣｙＨＶ２的基因
序列，根据保守序列设计引物，Ｆ：５′ＧＧＡＣＴＴ
ＧＣＧＡＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＴＴＣＴＡＣ３′； Ｒ： ５′ＣＣＡＴＡＧＴ
ＣＡＣＣＣＡＴＡＧＴＣＡＣ３′。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）为：
ｄｄＨ２Ｏ５μＬ，上、下游引物各１μＬ，２×ＴａｑＭｉｘ１２５
μＬ，ＤＮＡ模板５μＬ，ＭｇＣｌ２０５μＬ。ＰＣＲ程序为：９４
℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５４℃ １ｍｉｎ，７２℃ １
ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经 １０
ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳，纯化后交由上海生工测序。
１．４　样品处理

无菌条件下，取濒临死亡、具有典型症状的发病

异育银鲫的鳃、肝胰脏和肠等组织，用经高压灭菌的

研钵将其碾碎，加入含 φ为１０％血清的 Ｍ１９９培养
基，将其制成匀浆，反复冻融 ３次。４℃、１２０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清，经直径为０２２μｍ微
孔滤膜过滤，滤液备用。

１．５　人工感染试验
选用健康异育银鲫６０尾，随机分为２组：对照组

和试验组。将２组鱼同时放入相同水环境的不同鱼缸
中。对照组每条鱼注射无菌生理盐水０２ｍＬ，试验组
每条鱼注射“１４”中制备的滤液０２ｍＬ，２５℃ 水温下
饲养７ｄ，观察并记录鱼体变化情况。
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１．６　病毒分离和电镜观察
ＥＰＣ细胞经传代长成致密单层细胞，弃培养液，

用ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，加入１ｍＬ“１４”中制备的
滤液，２７℃培养箱中吸附１ｈ，弃滤液，加入含１０％
（φ）血清和１％（φ）双抗的细胞培养液，２７℃恒温培
养。每天观察细胞是否病变，若无病变再盲传５代，
并每天用显微镜观察病变细胞的比例，待病变细胞

８０％以上时收获。
收集盲传４代的病变细胞，反复冻融３次，４℃、

１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ后，取３０μＬ上清液进
行负染后用透射电镜进行观察。

１．７　病毒基因组的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定
按照ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ提取病毒ＲＮＡ。配制聚丙烯

酰胺凝胶：１０％分离胶和５％浓缩胶，每孔病毒 ＲＮＡ
上样量为５０μＬＲＮＡ提取物混合１０μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ，加入凝胶样品孔中。恒压８０Ｖ开始电泳，直
至样品浓缩成１条线，加大电压至１２０Ｖ继续电泳
２０ｈ。电泳结束后，进行硝酸银染色后拍照。
１．８　ＲＴＰＣＲ鉴定和生物信息学分析

按照ｃＤＮＡ反转录试剂盒进行反转录。ＰＣＲ反
应体系（５０μＬ）为：ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ０５μＬ，ｃＤＮＡ模
板２μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰｓ８μＬ，上、下游
引物各２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３０５μＬ。ＰＣＲ程序为：９４℃预
变性３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，４０个
循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物纯化后交由上海生
工测序。测序结果通过ＮＣＢＩ数据库进行 Ｂｌａｓｔ比对
分析，使用ＭＥＧＡ５０构建系统发育树。

２　结果与分析
２．１　细菌分离及寄生虫观察

对发病异育银鲫进行细菌分离，仅在肝胰脏组

织分离板有个别菌生长，判定是杂菌或是继发感染

的细菌，并非是引起异育银鲫发病的病原菌。取发

病鱼的鳃及鳍条显微镜下观察未见有寄生虫感染。

２．２　鲤疱疹病毒Ⅱ型的ＰＣＲ检测
以发病异育银鲫的鳃、肝胰脏、肠等组织的ＤＮＡ

为模板，经ＰＣＲ扩增未得到ＣｙＨＶ２特异性片段（图
１），说明该病的病原不是鲤疱疹病毒Ⅱ型。
２．３　人工感染试验

人工感染试验中，感染３ｄ后，异育银鲫开始发
病，同自然发病症状相同，表现为：眼球突出、鳃出

血、胸鳍和腹鳍基部出现充血现象、鱼身出现不同的

出血点及溃烂。解剖之后发现鱼鳃部发红，且有的

鳃丝发白，内脏多处出现充血症状。７ｄ后，试验组
３０尾试验鱼，共死亡２６尾，死亡率约为８６７％，对照
组无死亡。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１、２为异育银鲫ＤＮＡ。

图１　鲤疱疹病毒Ⅱ型的ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣｙＨＶ２

２．４　病毒分离和电镜观察
组织液感染单层 ＥＰＣ细胞２４ｈ后并未出现任

何病变，盲传４代３６ｈ后开始出现病变，表现为单层
细胞局部出现边缘不整齐的空洞，少许细胞脱落，随

着细胞病变效应（ＣＰＥ）的发展，细胞呈网状收缩，逐
渐脱落崩解，最后呈现典型破鱼网状（图２Ａ）。而未
接种病毒的对照细胞生长状态良好（图２Ｂ）。

Ａ：被感染细胞　　　　　　　Ｂ：对照组细胞

图２　病毒感染ＥＰＣ细胞后的细胞病变
Ｆｉｇ．２　ＣｙｔｏｐａｔｈｙｏｆＥＰＣｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　病毒悬液经过负染，在透射电镜中观察到病毒
粒子，大小均一，直径约７０ｎｍ，病毒颗粒近球形，无
囊膜结构，中间有一电子密度至密区域（图３）。初
步鉴定为呼肠孤病毒，暂时命名为ＪＬ４。

图３　电镜下的病毒粒子
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｖｉｒｏｎｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
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２．５　病毒基因组的ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定
将ＪＬ４核酸样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳２０ｈ，硝

酸银染色，结果显示病毒基因组产生１０条清晰条带
（图４），其中Ｓ４和 Ｓ５由于相对分子质量接近，２条
带不能完全分开，这１１条带按照相对分子质量从大
到小可以分为 ３组，即 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３；Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６和 Ｓ７、
Ｓ８、Ｓ９、Ｓ１０、Ｓ１１，为典型的水生呼肠孤病毒基因组核
酸带型。

图４　病毒基因组ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图谱

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥｐａｔｔｅｒｎｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｇｅｎｏｍｅ

２．６　ＲＴＰＣＲ鉴定
以ＪＬ４株ｃＤＮＡ为模板，经 ＰＣＲ扩增得特异性

片段，与预期产物的大小相符合（图 ５）。将上述
ＰＣＲ扩增产物进行测序，用 ＮＣＢＩ／Ｂｌａｓｔ对该序列进
行同源性分析，结果如图６所示，该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中已发表的呼肠孤病毒 ＨＺ０８株第６基因片段核苷
酸序列（登录号：ＧＱ８９６３３７１）的相似性达９９％，因
此可确定该病毒为呼肠孤病毒。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１为ＪＬ４的ｃＤＮＡ基因组。

图５　ＪＬ４ＲＴＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．５　ＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＪＬ４

图６　基于Ｓ６序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ．６　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎＳ６ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３　讨论与结论
本试验对从吉林省某渔场采集的发病异育银鲫

样品进行病原的分离鉴定，为鉴定是否为细菌性感

染疾病，进行了细菌的平板划线分离，仅在肝胰脏组

织分离板中可见个别细菌生长，故判断是杂菌或是

继发感染的细菌，并非是引起异育银鲫发病的病原

菌。通过人工感染试验发现试验组的发病症状与自

然条件下鱼体发病症状一致，表现为眼球突出、鳃出

血、胸鳍和腹鳍基部出现充血现象、鱼身出现不同的

出血点及溃烂。解剖发现鳃部发红，且有的鳃丝发

白，内脏多处出现充血症状。感染７ｄ后，致死率达
到８６７％。但张超等［２２］研究发现草鱼呼肠孤病毒

ＨＺ０８株感染草鱼后，病鱼体色发黑，并无明显出血
症状，这与本试验有所差异。不同病毒株感染的鱼

体发病症状不同，可能是因为不同基因型所致。而

刘永奎等［２３］和郝贵杰等［２］研究发现草鱼感染草鱼

呼肠孤病毒后，发病草鱼口腔及上下颌、头盖、眼眶

周围、鳃盖及鳍条基部都充血，与本试验结果相似。

采用 ＥＰＣ细胞分离的方法对病样进行病毒分离，病
样组织滤液感染单层 ＥＰＣ细胞２４ｈ后并未出现任
何病变，盲传４代后开始出现病变，表现为单层细胞
局部出现边缘不整齐的空洞，少许细胞脱落，随着细

胞病变效应（ＣＰＥ）的发展，单层细胞呈网状收缩，逐
渐脱落崩解，最后呈现典型破鱼网状。与刘宝芹

等［２４］研究发现的草鱼呼肠孤病毒不导致细胞病变的

结果不一致，可能是ＪＬ４发生了变异的原因，或者是
因为不同的呼肠孤病毒株对ＥＰＣ的感染性是有差异
的。

病毒悬液经过负染后，在透射电镜中观察到病

毒粒子大小均一，直径约７０ｎｍ，病毒颗粒近球形，无
囊膜结构，中间有一电子密度至密区域。与曾伟伟

等［２５］从草鱼中分离到的草鱼呼肠孤病毒 ＪＸ０９０１株
电镜观察结果一致。而陈吉刚等［２６］从锯缘青蟹中分

离到的呼肠孤病毒的病毒直径约为６０ｎｍ，可能是从
不同养殖品种中分离到的原因。提取病毒 ＲＮＡ后
进行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳和ＲＴＰＣＲ检测，凝胶电泳
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结果显示病毒基因组产生１０条清晰条带，其中 Ｓ４
和Ｓ５由于分子量接近，２条带不能完全分开，这１１
条带按照分子量从大到小可以分为３组，即Ｓ１、Ｓ２、
Ｓ３；Ｓ４、Ｓ５、Ｓ６和 Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９、Ｓ１０、Ｓ１１，为典型的水生
呼肠孤病毒基因组核酸带型，该结果与曾令兵等［６］

从患出血病斑点叉尾
!

中分离出的斑点叉尾
!

呼肠

孤病毒的ＳＤＳＰＡＧＥ结果相似，而与张叔勇等［２７］从

锯缘青蟹中分离到的呼肠孤病毒的１２条核酸带构
成结果不同。经 ＲＴＰＣＲ检测，获得特异性目的条
带，测序结果在ＮＣＢＩ中进行Ｂｌａｓｔ比对，结果与ＧＣＲＶ
相应序列相似性达９９％。综上研究表明，本试验分离
到的ＪＬ４病毒株为水生呼肠孤病毒。该病毒的分离
鉴定为异育银鲫出血性疾病的防治策略和后续的研

究提供了重要的参考，具有一定的理论意义。
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