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一株鳢科鱼源弹状病毒的分离及鉴定
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摘要! 为研究近来鳢科鱼类疫病频发的病因!实验对采集的患病杂交鳢病料分别从细菌学和

病毒学两方面进行病原分离和鉴定" 排除细菌感染的可能后!通过细胞培养技术%回归感染实

验%电镜技术%分子生物学技术等进行病毒学分析!最终分离到一株弹状病毒!命名为 +*+$.7

-4230#+QCI:P *;9L2>29P $>9CP/H:I@O7-4230$" 实验结果显示!该病毒在 ,6-%(+K%J*S%

*(-%-)N等 9 种细胞中都能复制!并对其中 7 种细胞产生明显的细胞病变效应#-6,$" 用分

离的病毒进行回归感染实验!可使感染的杂交鳢复制出自然发病鱼的相同症状!且死亡率达

13E" 感染病料组织液的 ,6-细胞固定后经电镜观察!发现细胞质内有大量子弹状病毒聚

集!直径约 73 ;8!长度约为 473 ;8!形态和排列方式与已报道的鱼类弹状病毒相似" 参考

"),中传染性造血器官坏死病毒#)+%.$%病毒性出血性败血症病毒#.+*.$%鲤春病毒血症

病毒#*.-.$的检测引物及根据乌鳢弹状病毒#*+$.$%鳜鱼弹状病毒#*-$.$%比目鱼弹状

病毒#+)$$.$的 J蛋白基因设计特异性引物!分别对自然发病病料组织%接种病料组织的细

胞进行 $G76-$扩增!仅针对 *-$.的引物能扩增出大小约 /83 C3 的片段" 对 +*+$.7

-4230 株的 J基因进行序列测定和分析!结果表明其核苷酸序列同 *-$.和 *+$.的同源性

分别为 1/19E 和 231:E!推导的氨基酸序列同源性分别是 1/10E和 491/E" 用 J基因推导

氨基酸序列与其它弹状病毒的 J蛋白进行系统进化树分析!表明该毒株与水泡性病毒属聚为

一支!其中与 *-$.的亲缘关系最近!而与属于诺拉弹状病毒属的 *+$.相距甚远!可能为

*-$.的变异株或一个新的毒株"

关键词! 杂交鳢& 弹状病毒& 分离& 鉴定

中图分类号! F1/11:& *1:/ 55555555文献标志码'&

5 5 乌 鳢 # ./"00" "';*-$ 和 斑 鳢 # ./"00"

#"3*)"&"$为我国重要的土著鱼类养殖品种"因其

适应性特别强"而被俗称为生鱼"它们同属鲈形目

#62IA:M/I82O$"攀鲈亚目 # &;9C9;?/:P2:$"鳢科

#->9;;:P92$&鳢属 #./"00"$) 二者均为食用性

的淡水鱼类"对环境有很强的适应性&耐低氧&抗

病力强) 因此"在国内分布广泛"以南方地区为

主"斑鳢主要分布于珠江水系及海南各水系"乌鳢

主要分布于长江及长江以北的水系) 近年来"各

地也形成了较大规模的人工养殖
'4(

) 因它们具

有肉味鲜美"蛋白含量高&骨刺少等特点"在食用

鱼类中享有盛誉
'2(

) 还因其具有生肌补血&滋补

调养等功效"在传统的中医学中被证明具有较好

的药用价值
'/(

) 使得鳢科鱼类已成为我国一种

重要的淡水养殖品种和外贸出口水产品) 杂交鳢

#./"00" "';*-$是乌鳢和斑鳢通过鱼类远缘杂交

的种间杂交后代"综合了二者的优点"并且在实际

的养殖生产过程中体现出本身的杂种优势"具有

生长速度快&抗逆性强&成活率高&耐运输&易驯食

膨化颗粒饲料等方面的优点
': 69(

) 近年来"杂交
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鳢的养殖势头迅猛发展"已逐步替代乌鳢&斑鳢等

的鳢科鱼类的经典养殖品种"而成为鳢科鱼类中

主要的养殖品种"其养殖规模和养殖范围在逐步

推广
'1(

)

由于鳢科鱼类抗病能力较强"在中国对鳢科

鱼类的病害及其防治方面的研究相对较少
'43(

)

随着鳢科鱼类养殖的集约化程度不断提高&养殖

规模和养殖密度的逐步扩大"致使鳢科鱼类发生

传染病的情况日趋增多"各种病害频繁发生"制约

了鳢科鱼类养殖业的发展和更快的推广
'43 644(

)

鱼类弹状病毒是一类能使多种鱼出现高致死率的

病毒病原体"其感染宿主谱广&普遍存在&严重危

害各种淡水和海水鱼) 迄今报道感染鱼类的弹状

病毒已有 23 多种"包括导致鲤科鱼类大规模爆发

鲤春病毒血症的鲤春病毒血症病毒 # O3I:;<

H:I28:9/MA9I3 H:I@O"*.-.$

'42 64/(

&引起虹鳟&鲑

等患出血性疾病的病毒性出血性败血症病毒

# H:I90>928/II>9<:AO23?:A28:9H:I@O".+*.$

'4:(

&

引起鳟鱼和太平洋大马哈鱼为主的急性&全身性

的严重传染病的传染性造血器官坏死病毒

#:;M2?:/@O>289?/3/:2?:A;2AI/O:OH:I@O")+%.$

'48(

&

以 及 牙 鲆 弹 状 病 毒 # >:I982 I>9CP/H:I@O"

+$.$

'47(

&乌鳢弹状病毒#O;9L2>29P I>9CP/H:I@O"

*+$.$

'40(

& 鳜 鱼 弹 状 病 毒 # O:;:32IA9A>@9?O:

I>9CP/H:I@O"*-$.$

'49(

&胭脂鱼弹状病毒#->:;2O2

O@AL2II>9CP/H:I@O"-*$.$

'41(

&石鲽鱼弹状病毒

#L9I2:@OC:A/0/I9?@OI>9CP/H:I@O"NS$.$

'23(

"欧洲

鳗鲡弹状病毒 #220H:I@O2@I/329; B",.,B$

'24(

等) 其中 )+%.&.+*.&+$.&*+$.等属于诺拉

弹状病毒属"而 *.-."6($."*-$.等属于水泡

性病毒属
'22 62/(

) 鳢科鱼类因感染弹状病毒而爆

发疫病在 23 世纪 93 年代和 13 年代就有报道研

究
'40"2: 628(

"而国内至今尚未见鳢科鱼类感染弹状

病毒的报道) 2342 年的 0 月份-43 月期间"广东

省的广州&佛山&珠海&清远等多个地方的鳢科鱼

养殖场大规模的爆发流行性疫病并大批量死亡"

病因不明"使得该地区鳢科鱼养殖遭受巨大的经

济损失) 患病鳢科鱼主要症状表现为肝脏&脾脏

肿大&表明有大小不等的出血点"鱼鳔血管严重肿

胀"整个鱼鳔都被出血斑块覆盖) 为了弄清导致

该流行性疫病爆发的病因"本实验对来自佛山地

区患病杂交鳢分别从细菌学和病毒学两方面进行

了分析)

45材料与方法

)*)+实验试剂与样品

K411 培养基&犊牛血清&胰酶为 J:CA/ 公司产

品%&K.反转录试剂盒&1"C 4%&聚合酶&P%G6O&

4%&K9IL2I购自 G9N9$9公司%GI:T/0$29<2;?购

于 );H:?I/<2; 公司%G

:

$%&0:<9O2购自 6I/82<9公

司%其他试剂均为国产分析纯) 患病杂交鳢采自广

东省佛山市某杂交鳢养殖户池塘中"其外表没有明

显的异常症状"解剖后发现病鱼肝脏和脾脏肿大"

并有少量出血点"肠道充血"鱼鳔严重充血"整个鱼

鳔表面都被肿胀&出血的斑块覆盖)

)*,+细胞和实验鱼

草鱼 肾 细 胞 系 # -)N$& 肥 头 鲤 细 胞 系

#(+K$&鲤上皮细胞系#,6-$购自武汉大学细胞

典藏中心& 草鱼 脑 细 胞 # -)S$& 草 鱼 鳔 细 胞

#J*S$&锦鲤吻端细胞系 #N6-$&剑尾鱼胚胎细

胞系#*(-$&鳜脑细胞系#*--$由本实验室建立

并保存) 体质量为 493 B233 < 的杂交鳢购自佛

山市三水区一杂交鳢养殖户"并对购进的实验鱼

杂交鳢进行了已知常见病原的检测"证明没有感

染常见的鳢科鱼类易感病原)

)*.+细菌的分离与鉴定

采集自然发病的鱼在无菌环境下解剖后"按

参考文献'27(介绍的方法以无菌操作从肝脏&脾

脏&肾脏&鱼鳔取样进行 S+)琼脂平板&血平板和

$*培养基平板划线分离"29 U培养 2: B:9 >"待

菌落形成后进行菌落纯化和鉴定)

)*>+病毒分离与细胞培养特性测定

无菌采取病鱼的鳔&肝&肾&脾"加入含双抗的

灭菌的 6S*中制成 4C4 的匀浆液"在 623 U冻融

/ 次后"组织匀浆液依次经 2 333&8 333 和 43 333

I58:;"每次离心 43 8:;"去沉淀"上清液经滤膜孔

径为 3122

(

8的微孔滤器过滤除菌分别接种密

度为 93EB13E的单层 (+K&,6-& -)N&J)S&

J*S&N6-&*(-和 *--细胞"室温下吸附 4 >"吸

弃病毒液"加入与培养液等量的维持液 #含 /E

(S*的 K411$"29 U恒温培养"每日观察细胞形

态) 病毒传代时"将病毒细胞培养物反复冻融

2 B/ 次"再按上述接种方法做传代培养)

)*B+回归感染实验

73 尾健康的杂交鳢放入水族箱中暂养 4 周"

分成两组#各 /3 尾$进行感染实验) 用无菌注射器

04:4
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吸取已配制好的病毒液"进行腹腔注射"每尾注射

31/ 8'"对照组每尾注射 31/ 8'灭菌6S*"每天观

察各组实验鱼的发病和死亡情况) 同时在实验过

程中"对攻毒后死亡或濒临死亡的鱼以及攻毒 / 周

后未死亡或者发病的鱼进行解剖"观察各组织器官

的病理变化"并分别采取肝&脾&肾和鳔"于 603 U

保存备用"用于后续病原的检测和分析)

)*C+电镜观察

收集病毒感染后出现细胞病变的细胞"用戌

二醛和四氧化锇双固定"酒精系列脱水"苯二甲酸

二丙烯酯包埋"制备超薄切片"经染色后在透射电

镜下观察和拍片)

)*V+-/#2@-检测

按照 GI:T/0$29<2;?说明书的步骤进行病料

组织和病毒感染细胞总 $%&的提取"然后按照

G9N9$9&K.试剂盒说明书进行反转录获得总

A4%&"再以 A4%&为 6-$扩增模板"分别参考

"),中 )++%.&.+*.&*.-.的 $G76-$扩增引

物"及分别根据 *+$.&*-$.和比目鱼弹状病毒

#>:I982I>9CP/H:I@O"+)$$.$的 J蛋白基因设计

特异性引物"进行 6-$扩增"引物信息如表 4

所示!

表 )+检测弹状病毒的 2@-扩增引物

/01*)+/<62@-05GF4J4%0;4H:G345637JH3;<696;6%;4H:HJ3<019HQ4387

病毒

H:I@O

引物

3I:82IO

扩增片段大小5C3

MI9<82;?02;<?>

)+%. (!8D7JJJ-J&&--&J&&G-&-GG&7/D

$!8D7&G--JJ&JJ&&G-GJ&GJGJ7/D

/12

*.-. (!8D7G-GGJJ&J--&&&G&J-G-&$$G-7/D

$!8D7&J&GJJG&GJJ&----&&G&-&G+&-%-&R7/D

048

.+*. (!8D7&GJJ&&JJ&JJ&&GG-JGJ&&J-J7/D

$!8D7J-JJGJ&&JGJ-GJ-&JGG---7/D

:8/

*+$. (!8D7G&-&&&JG-J---JGJJG&&J7/D

$!8D7-G-GG--&JGJ---J&G&J--7/D

/8:

*-$. (!8D7JJJ-GJJ&GJ&G&J&-J&GGJ7/D

$!8D7GJJ-JJ&JJGJ-GGJ&G&GJJ7/D

/:1

+)$$. (!8D7&GJJ-&-JGG&JGJG&-GJGG7/D

$!8D7G--JJJ&---&&&JGGJ&--G7/D

//8

55反应体系为 28

(

'!A4%& 4

(

'"43 AC@MM2I

218

(

'"P%G64

(

'"64 和 62#28

(

8/05'$各 318

(

'"1"C 4%&聚合酶 318

(

'"灭菌超纯水 41

(

')

扩增反应热循环参数为!18 U 8 8:;"18 U /3 O"

8/18 U /3 O"02 U 4 8:;"/8 个循环%02 U延伸

43 8:;) 取 8

(

' 6-$ 产 物 和 4%& K9IL2I

#4'4333$在 4E的琼脂糖凝胶中电泳观察结果)

)*$+U基因全长测定及系统进化分析

根据 *-$. 糖 蛋 白 基 因 #J 基 因 $ 序 列

#J2;S9;L!4F/1109114$采用软件 "0:</01/0 设计

以下两对引物进行扩增"两对引物扩增的片段有一

部分重叠"两对引物分别是 *-$.7J747(!8D&GG

&&G-&&GJJGJGGJJGJJ/D"*-$.7J747$!

8D--& --& &-& --& GGJ &GG &&G /D和

*-$.7J727(!8D-&G&G--J&&GGJ-J &&J

&J- /D" *-$.7J727$! 8DGG- GGJ &J& &G&

&G--&GJ&G/D) 将6-$扩增的目的片段回收"

克隆到载体 3K4497G"转化 AG36),菌株 4+89"通

过 6-$方法检测阳性克隆"将阳性克隆菌液送上

海博亚公司测序) 应用 4%&O?9I软件将测得的

+*+$.J基因及推导的氨基酸序列与 J2;S9;L

中 *-$.和 *+$.J基因及相应蛋白序列进行同

源性比对) 最后根据 J基因推导的氨基酸序列"

用 K2<&0:<; 软件采用邻位相连法 #%2:<>C/I7

!/:;:;<$ 绘制 +*+$.与 *+$.#J2;S9;L!%-F

33313/14$&*-$.#J2;S9;L!4F/1109114$&.+*.

#J2;S9;L!%-F33398814$&*.-.#J2;S9;L!%-F

33293/14 $& +)$$.#J2;S9;L! %-F 33831/14 $&

,.,B#J2;S9;L!!%7/133114$&梭子鱼苗弹状病毒

# 3:L2 MIQ I>9CP/H:I@O (:" 6($.% J2;S9;L!

(!90292014$"鲈鱼弹状病毒 #7%'3/ '/">96+,'*-"

6$.%J2;S9;L!!B7012:714 $&大菱鲆弹状病毒

# I36$/&/")#*- #"?,#*- $>9CP/H:I@O" *K$.%

J2;S9;L!+F33/91414$&海鳟弹状病毒 #O29?I/@?

I>9CP/H:I@O"*G$.%J2;S9;L!&(:/:11214$& 狂犬

病 毒 # $9C:2O H:I@O F*738" $&S.% J2;S9;L!

94:4
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!%09790014 $&牛流行热病毒 # C/H:;223>282I90

M2H2IH:I@O!G32'"S,(.%J2;S9;L!!B87:7/114$&

水泡性口炎病毒突变体#8@?9;?H2O:A@09IO?/89?:?:O

H:I@O2O"K.*.%J2;S9;L!+.941:2014$的系统进

化树"并采用自引分析法##S//?O?I93 ; <4 333$进

行检验)

25结果

,*)+细菌分离情况

从发病杂交鳢的肝脏&脾脏&肾脏和鱼鳔均未

分离到细菌)

,*,+病毒分离情况

病料组织悬液接种 -)N"-)S& (+K&,6-&

*(-和 J*S后"盲传至第 2 或 / 代"接毒 2 P 后就

开始出现不同程度的细胞病变"主要表现为细胞

收缩&变圆"7 P 后接种 -)S和 ,6-的细胞大部分

凋亡并脱落"未接毒的细胞对照生长状态良好

#图 4$) 而接种 *--和 N6-细胞则没有明显变

化"但通过 $G76-$对其进行扩增"可以检测到病

毒的存在)

图 )+病料组织悬液分别接种 D]N%A2@%LD@和 @!c细胞 B 9后产生 @2A的结果",[[ b#

D4E*)+/<63678F;7HJ4:98%69@2A4:D]N$A2@$LD@0:9@!c%6FF7B 90J;63;47786787G6:74H:4:H%8F0;4H:",[[ b#

14:4



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

,*.+动物回归感染实验

利用接种 ,6-细胞分离的病毒液腹腔注射

接种 493 B23 < 的杂交鳢"接种病毒的杂交鳢从

第 42 天开始死亡"47 P 左右达到死亡高峰 #表

2$) 感染病毒的杂交鳢能复制出自然发病鱼的

相同临床症状"对接毒后死亡的杂交鳢进行解剖

观察"可发现自然发病鱼的典型症状"即肝#图 2"

箭头 / 所示$&脾#图 2"箭头 2 所示$&肾肿大&表

面有出血点"鳔严重出血"整个表面都覆盖了肿胀

的血管和出血块#图 2"箭头 4 所示$) 攻毒 4/ P

后病毒注射组死亡 4 尾实试验鱼"后续的 4: B41

P 内"病毒注射组每天都有鱼死亡"死亡高峰期为

第 47 天和第 40 天"最后总共死亡 20 尾鱼"死亡

率为 13E"而注射 6S*的对照组仅在 49 P 后死

亡 4 尾"对其进行解剖观察"没有发现明显的组织

器官病变"最后对照组死亡率为 /1/E)

表 ,+病毒对杂交鳢的回归感染实验结果

/01*,+/<63678F;7HJQ4387H:<=13497:0K6<60936E36774H:;67;

组别

<I/@3O

数量

V@9;?:?Q

注射后天数5死亡数

P9QO/M9M?2IA>9002;<25;/1/MP29?>O

42 4/ 4: 48 47 40 49 41 23 24

死亡率5E

8/I?90:?Q

病毒注射组 H:I@O /3 3 4 / 2 43 9 2 4 3 3 13

对照组 A/;?I/0 /3 3 3 3 3 3 3 4 3 3 3 /1/

图 ,+回归感染实验中发病杂交鳢内脏病理变化

#9$鱼鳔% # C$脾脏% #A$肝脏)

D4E*,+/<6Q47%630F<47;HG0;<HFHE= HJ94760769<=13497:0K6<6094:36E36774H:;67;7

#9$OX:88:;< C09PP2I% # C$O3022;% #A$0:H2I1

,*>+病毒超微形态观察

对感染病毒的细胞切片进行电镜观察"在细

胞质中可见有大量病毒的颗粒"病毒呈典型的弹

状"直径约 73 ;8"长度为 473 ;8#图 /$) 因为切

片方向性的问题"一些病毒被斜切或纵切而表现

为近椭圆形或圆形) 分 离 的 毒 株 被 命 名 为

+*+$.7-4230)

,*B+-/#2@-检测

自然发病和人工感染病料组织&感染病料发

生病变的 ,6-细胞上清液分别采用针对 )+%.&

*.-.&.+*.&*+$.&*-$.和 +)$$.的检测引

物"对其病原进行 $G76-$扩增检测"结果显示"

针对 *-$.的检测引物在病料和感染细胞中均能

扩增出特异性目的条带"大小约为 /83 C3"而其它

扩增引物和阴性对照均未能扩增出目的条带#图

:$)

图 .+细胞质内呈规则排列的病毒离子

D4E*.+-6E8F030330= HJQ430FG03;4%F674:%=;HGF075
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图 >+采用不同引物对组织和细胞样品的 -/#2@-检测结果

#9$细胞样品% # C$组织样品"其中 4&/&8&0&1&44 分别是以)+%.&*.-.&.+*.&*+$.&+)$$.和*-$.为检测引物的样品检测结

果"2&:&7&9&43&42 分别是以 )+%.&*.-.&.+*.&*+$.&*-$.和 +)$$.为检测引物的阴性对照% K为 4'4 333 89IL2I)

D4E*>+&6;6%;4H:3678F;7HJ705GF67874:E 94JJ636:;G34563710769H:-/#2@-

#9$A200O98302% # C$?:OO@2O98302!4"/"8"0"1"441?>29830:M:A9?:/; I2O@0?O@O:;< ?>23I:82IOC9O2P /; )+%."*.-.".+*."*+$."

+)$$.9;P *-$.I2O32A?:H20Q!2":"7"9"43"42!;2<9?:H2A/;?I/0% K14'4 333 89IL2I1

,*C+U基因序列测定与系统进化树分析

根据 *-$.J蛋白基因的序列信息设计引

物"对新分离 +*+$.7-4230 株病毒的 J基因进

行序列测序表明"J基因最大的 "$(推导出的氨

基酸为 831 99"其分子量大小为 8718 L@) 通过与

其它弹状病毒的 J基因序列和 J蛋白氨基酸序

列同源性比对分析表明"与 +*+$.7-4230 毒株

核苷酸序列和氨基酸序列同源性最高的是

*-$."分别为 1/11E和 1/10E) 而与已报道的

乌鳢弹状病毒 *+$.J基因核苷酸序列和氨基

酸序列的同源性仅分别为 231:E和 4912E) 根

据 +*+$.7-4230 病毒 J基因推导的氨基酸序列

与 J2;S9;L 中 *-$.& *+$.& .+*.& *.-.&

,.,B& +)$$.& 6($.& 6$.& *K$.& *G$.&

$&S.&S,(.&K.*.&)+%.的 J蛋白进行系统

进化树分析"结果该毒株与水泡性病毒属的病毒

聚为一类"其中与 *-$.的关系最近"而与属于诺

拉弹状病毒属的 *+$.相距甚远"与同为弹状病

毒的狂犬病毒相距更远#图 8$)

图 B+]L]-Z与其他弹状病毒在 U蛋白基因氨基酸序列基础上的系统进化树

D4E*B+2<=FHE6:6;4%;366710769H:054:H 0%4976I86:%6HJU E6:6P4;<%H8:;63G03;76E56:;J3H5 H;<633<019HQ438767

/5讨论

弹状病毒在自然界有广泛的感染宿主"包括

各种脊椎动物&无脊椎动物和多种植物
'20(

) 目前

弹状病毒科总体上分为 7 个属
'29(

"分别是水泡性

病毒属#R%-,3*)6+,'*-$"狂犬病毒属#!4--"+,'*-$"

短暂热病毒属#A$/%#%'6+,'*-$"诺拉弹状病毒属

# K6+,'/">96+,'*-$" 质 型 弹 状 病 毒 属

# .4&6'/">96+,'*-$ 和 细 胞 核 弹 状 病 毒 属

#K*3)%6'/">96+,'*-$) 分类地位已确定的鱼类弹

状病毒都属于水泡性病毒属或诺拉弹状病毒属)

鱼类弹状病毒是影响淡水和海水养殖业非常重要
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的一种病原"该病毒因感染宿主广&毒株种类多&

毒力强"一旦感染往往造成巨大的经济损失"目前

已从鲆蝶&鲤科&鳢科&鳜&虹鳟&鳗鲡等多种鱼类

分离到近 23 株弹状病毒)

早在 23 世纪 93 年代国外就已从属于鳢科鱼

类的乌鳢上分离到弹状病毒"(I2I:A>O等
'21(

从泰

国患流行性溃疡综合症的乌鳢中分离到弹状病

毒"之后在整个东南亚的野生和养殖的鱼类中均

有发现"并先后完成了其病原学特性研究和基因

组序列分析
'4/"40"28(

) 在中国大陆"对于鳢科鱼类

的病原学研究较少
'43(

"主要集中在细菌学方面"

截至目前为止还未见鳢科鱼类感染弹状病毒的报

道) 实验对采集的患病杂交鳢病料分别从细菌学

和病毒学两方面进行病原鉴定) 常规的细菌分离

鉴定技术"未从发病杂交鳢的病变组织中未分离

的病原菌"因此"可以排除细菌疾病导致国内目前

杂交鳢大量爆发流行性疫病死亡的原因) 应用细

胞培养技术&动物回归感染实验&电镜技术&分子

生物学技术&生物信息学技术等进行病毒学分析"

从患病杂交鳢的内脏中分离到病毒"经鉴定为弹

状病毒) 病料组织悬液接种 -)N"-)S& (+K&

,6-&*(-&J*S&*--和 N6-"检测到病毒均可在

细胞中增殖"对前 7 种细胞可产生明显的 -6,)

该病毒可在挑选的 / 个科 9 种鱼类细胞中均能复

制"并可使其中 7 种细胞产生明显的 -6,"显示了

其对鱼类细胞的强感染性"这与鱼类弹状病毒有

广泛的感染宿主有较大的关系) 通过细胞分离的

病毒液感染健康的杂交鳢"可复制出与自然感染

病例相同的病变"主要症状都与出血和肿胀有关"

这是感染弹状病毒后宿主表现出的一个典型特

征) 通过人工感染病毒的杂交鳢"最终的致死率

为 13E"而对照组仅死亡 4 尾"对照组死亡的鱼

无典型病变"6-$扩增也未能扩增出目的条带"

可能为非特异性死亡"细胞感染实验和动物实验

结果表明该毒株为一个毒力较强的病毒) 电镜下

观察病毒粒子的形态大小"可见病毒呈典型的子

弹状"直径约 73 ;8"长度为 473 ;8"比其它已报

道的 *.-.#03 ;8"493 ;8$

'/3(

#W/0MN"4199$&

*+$.#73 B03 ;8"493 B233$

'2:(

&)+%.#78 B08

;8" 483 B413 ;8$

'/4(

& *-$. # 433 ;8" 233

;8$

'2/"/2(

等要小一些) $G76-$检测结果显示"

针对 *-$.的引物能扩展出特异性的目的条带"

初步判断该毒株的基因组序列与 *-$.的基因组

序列应该比较相似%进一步对其 J基因核苷酸序

列和氨基酸序列分析表明"与 *-$.的同源性最

高
'2:(

"分别为 1/11E和 1/10E"而与从其亲本鱼

乌鳢上分离到的弹状病毒 *+$.J基因核苷酸

序列和氨基酸序列的同源性仅分别为 231:E和

4912E) 这表明该毒株与 *-$.的亲缘关系应该

比较 近" 而 与 *+$. 可 能 相 距 较 远) 根 据

+*+$.7-4230 病毒 J基因推导的氨基酸序列与

J2;S9;L 中其它相关弹状病毒的 J蛋白进行系

统进化树分析表明"该毒株与水泡性病毒属弹状

病毒聚为一类"其中与 *-$.的关系最近"而与属

于诺拉弹状病毒属的 *+$.相距甚远"与弹状病

毒的典型代表狂犬病毒关系更远) 虽然 J蛋白

序列同源性和系统遗传进化树结果显示 +*+$.

-4230 毒株与 *-$.的亲缘关系比较近"但二者

在病毒大小&基因和氨基酸序列等方面存在一些

差异"且感染 *--也未能引起细胞病变) 因此"

实验可以初步判定 +*+$.-4230 应为水泡性病

毒属的成员"但是否为 *-$.的变异株"还是一株

新的鱼类弹状病毒"还有待进一步深入研究验证)
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