
第 1 5 卷 第 1 期

1 9 89 年 3 月

水 产 学 报
J O U R N八 L O F F I S H E R I E S O F C R I N A

V o l
甲

1 3
,

NO
.

1

M a功h
,
1 98 9

草鱼出血病的病原研究
’

毛树坚 邵健忠 杭 绮 架令兹
甲 尹、 沪勺

,

声丫 r

(杭 州大学生物研究所 ) (浙江省淡水水产研究所 )

提 要 草鱼出血病的病原研究
,

始于 50 年代
。

1 9 78一触 年
,

分离到一种病原病毒
,

定

名为草鱼呼肠孤病毒或鱼呼肠孤病毒
。

木文报道从出血病病鱼组织的电镜研究中发现两 种病

毒颗粒
,

一种即是呼肠孤病毒
,

另一种是 20
一
3 0 n m 大小的病毒

。

经病毒的核酸分析
,

前者是双

股 R入入 病毒 ; 后者为单股 R N人 病毒
。

用分离到的这两种病毒分别注入 1 足龄健康草鱼
,

可

发生两类不同症状的出血病
:

呼肠孤病毒主要导致
“

肠出血型
. ,

症状 ; 另一种病毒 (经初步鉴别

属于小 R N A 病毒科病毒 )主要导致
“

肌肉出血型
”

出血病
。

由此
,

可以证实两种病毒都是草鱼

出血病的病原病毒
,

同时也初步解释出现两种不同症状出血病的原因
。

关键词 草鱼
,

出血病
,

呼肠孤病毒
,

小 R N A 病毒
,

鱼类病毒学

草鱼 ( .
:

。 夕凡a
印叩

o `咖 `由 l乙二 c
甲

e t v
·

)是一种草食性鱼类
,

饲养成本低
,

养殖地域

广
,

是我国淡水养殖鱼的主要品种
,

其产量约 占淡水养殖总产量的 20 万
。

但草鱼病害多
,

以草鱼出血病 ( H
o
m

。
比 h o g e of G ar 阳 Car )P 最甚

。

从鱼苗到商品鱼的成活 率仅 1。一

1 5绍
,

当年和 1 足龄草鱼极易发病死亡
。

因此
,

草鱼出血病是我国水产研究中的一个重要

课题
。

早在 50 年代
,

倪达书等已注意到草鱼容易发生出血症状的鱼病
,

以后
,

陈燕桑等

( 19 咫 )用分离病毒的方法从病鱼组织得到的滤液感染草鱼
,

获得典型的出血病症状
。

中

国科学院水生生物研究所 ( 1 9 78
, 1 9 8 0) 分离出一种病毒

,

暂名为草鱼疤疹病毒 ( H er p o vs i-

r u s 。 r G r a 。。 c a r p ) 〔
` , “ “

。

但陈燕桑等 ( 一9 5 3 , 1 9 0 4 )根据病毒的形态和理化特性
,

更改为

草鱼呼肠孤病毒 ( R eo 朽 r u : 。 f G现阳 C时 p )川
。

以后又有报道
,

认为应称作鱼呼肠孤病毒

( iF isl R e o v i r
us ) 〔

3 , 垂 , 。

郑德崇等 ( 19 弱 ) 用光镜研究了草鱼出血病的病理组织
,

观察到病

鱼的小 血管内皮广泛受损
,

引起出血娜
。

本文从电镜观察病变细胞入手
,

分离纯化得到两

种病原病毒
。

材 料 和 方 法

一
、

实验鱼

1
,

实验用鱼是当年或 1 足龄草鱼
,

体
一

长 4一 6 厘米或 1 0一 13 厘米
,

由浙江省淡水水产研究所
、

杭州

市水产研究所提供
。

实验前从龟塘捕 出哲养于水泥池 7 夭 以上
,

选取健康鱼为材料
。

2
.

取有典型出血病症状的濒死病鱼的服器
,

匀浆
,

加 加 倍量生理盐液混匀
,

过滤
,

滤液即为组织病

本研究得到杭州市水产研究所的大力支持
,

杨 )
一
智

、

邱启任
、

陈汉民
、

尹文林
、

刘惠芬等同志参加部分工作
,

沈一雨老师曾给予技术土的拐二
_

特此一并致谢
。

收稿年月
: 1邻8年3月

。
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毒液
。

5
.

用组织病毒液以每尾 0
.

5 毫升的鱼
,

注入健康鱼
,

26 es 3 0
0

C水温饲养
,

5 天后陆续复制出草鱼出

血病病鱼
。

二
、

病毒的分离纯化

取人工复制病鱼的脏器
,

匀浆后离心取上清液
,

经氛仿反复处理
,

除尽脂肪和杂蛋白
。

用 P E G 或

硫酸钱分离病毒
,

所得病毒液再经鱼精蛋白沉淀
。

沉淀后的上摘液中得到一种小病毒颗粒 ; 沉淀的鱼精

蛋白经 IM N aC I 液洗脱
,

得到一种大病毒颗粒
。

三
、

电镜观察

1
.

取病鱼肝
、

肾
、

脾
、

肠
、

肌肉
、

血管等组织
,

戊二醛固定
,

常规制作超薄切片
,

H
一
300

、

H碍00 电子显

微镜观察
。

2
.

取已分离纯化的病毒悬液制成电镜标本
,

3男磷钨酸负染后观察
。

四
、

病毒的核酸分析

1
,

纯化的病毒悬液于 丁 E N 火 1 缓冲液中透析
,

加1 0终 S D S液
,

再加含饱和酚的氯仿除去蛋白质
。

加适皿 3 M N aA
。 与无水 乙醇

,
一 2 o0 C过夜

,

最后离心取沉淀
,

用 T E N x l 缓冲液溶解备测
。

2
.

用苔黑酚一 F e CI
:

溶液与二苯胺试剂分别同待测核酸反应
,

鉴别 R N A 与 D N A
。

用 标准醉 母

R N A (飞00 卜.g,’ o l)
、

小牛胸腺 D N八 ( 100 “ g Zm l) 作对照
。

各
.

小病毒颗粒的核酸进行聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

凝胶浓度 6形
,

巴 比妥一 T过s 缓冲系统
。

甲烯兰

染色
。

凝胶柱用牛胰 R N A 酶处理作对照
。

4
.

凝胶柱经固定与漂洗后
,

0
.

01 芳叮陡橙染色
,

鉴别核酸的双股或单股
。

以 入习N A 的 公
。 R l 内切

酶消化片段作对照
。

五
、

病原性试验

两种分离的病毒分别用磷酸缓冲生理盐液配制成 1 0一 ,

浓度的悬液
,

以每尾 0
.

3 毫升的量注入健康

草鱼
。

用灭活病毒液及生理盐液作对照
。

25 ee 3少C水温饲养
.

观察病毒侵染后致病情况
。

结 果

1
.

电镜观察病鱼 6 种器官组织的细胞
,

发现有两种不同的病毒颗粒
。

一种大颗粒
,

80 一 l o o n 。
,

双层衣壳
,

主要存在于肾管上皮细胞
、

肾间质细胞
、

肠上皮细胞及血管
、

微血

管的 内皮细胞 ,另一种小颗粒
,

仅 2 0一 3 On m
,

除也存在于上述细胞外
,

还发现于 脾网状细

胞
、

嗜酸性白细胞中
。

受侵染细胞发生细胞病变
:

线粒体变态
,

内质网及核周隙肿胀不规

则
,

细胞内结构紊乱
,

直至细胞解体
。

在肾
、

脾
、

肌肉等组织间隙或微血管腔内
,

可以见到

红细胞及解体的细胞
,

病毒颗粒弥散细胞外
。

2
.

电镜观察分离后的两种病毒颗粒
。

大病毒颖粒呈六角形
,

直径 S On m
,

核心部分

50 o m
,

双层衣壳清晰
,

可辨出 20 面体中三角形边的衣粒数为 4
,

因此病毒的总衣粒数为

9 2 , 无囊膜
; 这种形态结构是呼肠孤病毒 ( R o

vo i ur 。 ) 〔
` , 。 另一种小病毒颗粒 约 2 4 n m

,

可辨出六角形
,

衣粒也可辨
,

但数目不清 , 无囊膜 (图 1 )
。

3
.

两种病毒的核酸与苔黑酚的反应都呈强阳性 , 与二苯胺是呈阴性反应
;
说明两者

都是 RN A
。

小病毒颗粒的核酸用叮喧橙染色呈火红色
,

证明是单股 R N A 病毒
。

聚 丙

烯酞胺凝胶 电泳显示 出两条区带
,

一条是强带
,

位于指示剂之后
,

凡
= 。

.

1 5 9 ,

一条是弱

带
,

在指示剂之前
,

凡
二 1

.

12 7 (图 2)
。

用牛胰 R N A 酶处理后
,

两条区带消失
。
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小 R N A 病毒科有 2 00 多种和更多的型和亚型
。

作为致病病毒
,

有肠道病毒
、

鼻病

毒
、

口蹄疫病毒及脑心肌炎病毒
、

甲型肝炎病毒
,

主要危害人和牛
、

马
、

猪
、

狗
、

猫
、

鸡
、

鸭等

禽畜 , 近年又有分离到鸟肾炎病毒 ( A N V )
,

B e : ke ly 蜂小 R N 人 病毒 ( B B P V )以及草蛾

<勿饥。 分标 而加刀幻幼虫中一种小 R N A 病毒的报道〔
料

。 ]。 作为鱼类的致病病毒
,

在国

内外尚未见报道
。

对小 丑N A 病毒的核酸研究
,

比较多的是脊健灰质炎病毒
、

肠道病毒和鼻病毒
,

其

R N A 都是单股单分子 〔 , 1〕。

在本研究中显示 出 R N A 的两片段
,

其中一个片段分子量较

小
。

由于草鱼出血病的病原病毒已经基本查明
,

因而可以采用免疫方法防治该病
,

也可以

进而进行抗病因子及抗病育种的生物技术研究
。

参 考

〔 1 〕 中国科学院水生生物研究所第三室病毒组
,

1 9 78
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。
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1 期 阎愚
、

孙颖民 等
:
日本蟋幼体发育的研究

刚毛数
,

多干同一期别的第 1 颈足外肢末端的羽状刚毛数 1一 2 根
。

懂 1
、

搔 2
、

搔 3 的数目固定
,

而搔 4

以后
,

同一期别中的不同个体之间
,

刚毛的数 目略有差异
,

与期数不呈 2 (月
+ 幼的关系 ; 腹肢原基的出现

时间
,

我们观察在搔 5 出现
,

同于寺田而异于八爆的观察结果
。

搔状幼体尾 囚上 的刚毛数
,

我们观察除

搔 各外
,

其余各期皆与寺田相同
,

而自浴 3 开始
,

各期尾凹中部的刚毛数与八缘所观察的有差异
,

笔者认

为
,

各期渔状幼体尾凹中部的 刚毛数一般是固定的
。

2
.

关于搔状幼体的蜕皮次数
,

八缘刚 (1 96 7 )认为
:

由于饲育条件的不同
,

搔状幼体的蜕皮次数也会

出 现差异
。

但根据我们的大盘观察
,

认为日本蚜幼体蜕皮次数是固定的
,

环境的不适只会减 弱蜕皮 活

性
,

并使蜕皮周期拉长
,

甚至造成幼体的死亡
,

但未见增加或减少蜕皮次数的现象
。

如 19 叭年在幼体培

育过程中
,

在 2 7~ 2o9 C的水温下
,

由于幼体密度过大
,

且供饵不足
,

搔 1 延续 9 夭而不变态
。

1 98 6 年也发

现延续 6 天以上的洛 1 幼体
。

当环境条件好转后
,

有些个体在蜕皮中死亡
,

而蜕皮 后存活的个体
,

仍以

既定的蜕皮次数
,

完成幼体发育的全过程
。

三疵梭子蟹 oP
r t “ ”哪 才而椒乙。 : 。 l at 哪 ( M论

r勺
、

中华绒赘蟹

及匆动丽
: 抓 , 。 对“ H

,

M il 二
一
E如

a过 s 、

锯缘青蟹 名叼忑al 韶汁封 a
( F

。九玩功幼体蜕皮次数
,

也是固定的
。

吕
,

关于前期搔状幼体的存在时间
,

据 oJ h n E
.

aB
r da hc 时 al

.

( 1 9 7 2) 论及
,

在短尾类中
,

有少数卵

子可以过早地做为前期搔状幼体 P斑 z倪 ae 而破膜孵出
,

又在半小时之内即蜕变为搔状幼体
。

但我们通

过对日本蚝的观察认为
,

在室内人工孵化中
,

正常情况下破膜而出的皆为第 1 期搔状幼休
,

而前期汪状

幼体是在卵膜内度过的
。

1 984 年曾从一刚死的抱卵亲蟹摘取部分将孵卵子
,

放入培养皿 中继续培养
,

后

来一部分卵子孵出后即为第 1 期搔状幼体
,

而另一部分在前期搔状幼体阶段即破膜而出
,

但这些幼体活

力甚弱
,

不久即全部死亡
。

19 85 年
,

我们未曾见到前期搔状幼体孵出者
。

这一观察结 果
,

与梁 象 秋

( 1 97 4) 观察之中华绒赘蟹的发育及笔者观察之三究梭子蟹的发育结果相类似
。
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