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#中国水产科学研究院珠江水产研究所"农业部渔药创制重点实验室"

广东省水产动物免疫技术重点实验室"广东 广州5832/02$

摘要! 123/ 年 4 月!广东省一锦鲤养殖场暴发不明病因疾病!濒死锦鲤在塘边游动缓慢直至

死亡!死亡率高达 322C$ 现场采样发现!发病锦鲤体长 18 @8!眼球凹陷!胸鳍及腹鳍出现

出血斑点!解剖发现内脏器官包括肝&脾&肾肿大$ 细菌分离结果显示!内脏器官肝脏和肾

脏中未分离到细菌$ 提取自然发病鱼的肝&脾&肾&鳃组织 4%&作为模板!采用世界动物卫

生组织""),#推荐的锦鲤疱疹病毒 "M+.#检测引物进行 6-$扩增!均能扩增出预期大小

的特异性产物$ %-A)的 A09B?搜索结果显示!扩增序列与 M+.胸苷激酶 " ?>I8:J:;<

K:;9B<!OM#基因核苷酸序列同源性为 ::C$ 病鱼内脏组织研磨过滤除菌后!腹腔注射 12

尾锦鲤!可复制出与自然发病相似的症状!并于 9 J 内全部死亡$ 取病鱼的鳃和肾脏研磨过

滤除菌后进行细胞感染实验!结果显示!组织滤液感染 --A细胞后!盲传 8 代可以观察到典

型的细胞病变效应"-6,# $ 将出现典型 -6,的 --A细胞进行超薄切片制备和电镜观察!

电镜下病毒呈对称 12 面体!直径约 322 ;8$ 将出现典型 -6,的细胞进行间接免疫荧光实

验!可以观察到特异性荧光$ 根据 9B基因全长序列建立系统进化树!证实该毒株为 M+.

亚洲型毒株!暂命名为 M+.7L[3/23 株$ 研究结果可为 M+.起源进化&分类以及疾病防控

提供重要材料$

关键词! 锦鲤% 锦鲤疱疹病毒% 9B基因% 病毒鉴定

中图分类号! *:43555555555555 文献标志码'&

55锦鲤疱疹病毒病 #M/:><HE<HBN:H2BJ:B<9B<"

M+.4$是由锦鲤疱疹病毒 #M/:><HE<HBN:H2B"

M+.$引起的鲤#461,*)20>(,1*+$和锦鲤强传染

性'高死亡率的病毒病& 3::7 年在英国首次发

现锦鲤疱疹病毒病"3::0 年 +<JH:@K 等
(3 61)

首次

分离并鉴定病原为锦鲤疱疹病毒"该病曾在德

国'比利时'法国和波兰等国家暴发流行& 如

今"M+.4呈世界性分布和流行"给鲤养殖业和

锦鲤观赏鱼行业造成了巨大的经济损失
(1)

& 目

前的流行病学研究表明"M+.传播迅速"可感染

任何年龄的锦鲤与鲤"感染锦鲤疱疹病毒的病

鱼典型临床症状是行动迟缓'食欲不振'平衡失

调'体表多黏液'在皮肤和鳍基部出现出血症

状'眼球凹陷'鳃苍白或颜色不规则并伴有中度

至严重的鳃坏死"感染后 9 <32 J 开始出现死

亡"1 </ 周后死亡率可达 322C

(/ 68)

& 由于该病

毒造成病鱼的死亡率极高"疫情难以控制"已引

起各国的高度关注
(7)

&

123/ 年 4 月"广东省广州地区一锦鲤养殖

场发生大面积死亡"发病鱼体表黏液增多"眼球

凹陷"胸鳍及腹鳍出现出血斑点"鳃部溃烂并颜

色苍白& 剖检后可见肝脏'脾脏'肾脏肿大"从

内脏器官肝脏'脾脏和肾脏中未分离到细菌&

根据病鱼的发病特征及病理学观察结果"初步
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判定为 M+.引起"为进一步验证导致锦鲤大量

死亡的原因"将发病鱼内脏器官匀浆并进行人

工感染和细胞分离实验"在此基础上进行分子

生物学和免疫学实验鉴定"判定该次锦鲤发病

是由锦鲤疱疹病毒引起&

刘荭等
(9)

首次报道我国进口的锦鲤有锦鲤

疱疹病毒感染"但对于该病毒基于细胞水平的分

离与培养却少有开展& 本实验利用新鲜病料接种

--A细胞"成功分离与培养出 M+.并已稳定传

代 12 代"对于锦鲤疱疹病毒临床毒株的分离和鉴

定具有一定的借鉴作用& 此外"随着更多 M+.

毒株获得分离和鉴定"也可为 M+.的起源进化'

分类以及疫苗制备提供重要材料&

35材料与方法

!"!#实验材料

发病锦鲤取自广东广州市一锦鲤养殖场"一

共 12 尾濒死鱼"体长 12 </2 @8& 健康锦鲤来自

珠江水产研究所观赏鱼养殖基地& --A细胞由

德国动物健康研究院病原学研究所 #(')$馈赠&

鼠抗 M+. 一抗 ( &;?:7M/:+<HE<BN:H2B# M+.$

8/;/@0/;909;?:D/JI ) 购 自 英 国 &G#&O)-

4:93;/B?:@B'?J& 异硫氰酸荧光素#()O-$标记的

羊抗鼠二抗购自武汉博士德生物工程有限公司&

脑心浸液培养基#A+)$购自北京陆桥生物制品有

限公司'8C绵羊血琼脂购自广东环凯微生物科技

有限公司%118C戊二醛购自 *:389公司%S:='

4%& S9HK<H购自 O9M9$9公司%胶回收'组织

4%&提取试剂盒购自 "S,L&公司%其他试剂为

国产分析纯&

!"$#细菌的分离与鉴定

濒死鱼解剖后"按 +/0?

(0)

的方法以无菌操作

从肝脏'脾脏'肾脏取样进行 A+)平板'血平板培

养基平板划线分离"10 T培养 14 <40 >"待菌落

形成后进行菌落纯化和鉴定&

!"8#人工感染实验

取濒死鱼的鳃和肾脏组织"用含有双抗#322

"

358'青霉素'322

"

)58'链霉素$的灭菌 6A*

缓冲液以 3@0 #重量体积比$的比例在冰浴上匀

浆%在 4 T下 / 222'7 222': 222 H58:; 依次离心

32 8:;%在无菌操作台上用注射器取上清"用 2111

"

8的滤膜过滤到灭菌离心管中& 健康锦鲤分成

1 组"每组 12 尾& 一组每尾注射 21/ 8'的组织

悬液"另外一组每尾注射 21/ 8'无菌 6A*缓冲

液& 实验期间水温控制在 12 <18 T& 每日观察"

连续 / 周&

!"9#病鱼组织感染 TT>细胞

将过滤液用 6A*进行梯度稀释 32 倍'322

倍"吸取 3 8'加入到含单层 --A细胞的培养瓶

中"孵育 3 > 后"吸弃组织过滤液"加入含 /C血清

的培养基"感染的 --A细胞放入 11 T生化培养

箱中"每天观察细胞生长情况& 每个代次连续观

察 38 J"如无病变进行继续传代&

!":#超薄切片的制备与观察

刮取出现典型细胞病变的 --A细胞"7 222

H58:; 离心 3 8:;"倒掉上清"将细胞沉淀置于

118C戊二醛中"经磷酸盐缓冲液冲洗后"以 3C

锇酸固定& 梯度乙醇中脱水"苯二甲酸二丙烯酯

包埋"制备超薄切片"在 !,S7322-W))透射电镜

下观察和拍片&

!"O#基因的扩增与序列测定

发病鱼'健康鱼与感染 --A细胞的 4%&提

取按照 "S,L& 4%&提取试剂盒的说明进行&

根据世界动物卫生组织#"),$上推荐的鉴定锦鲤

疱疹病毒的引物#OM$用于检测锦鲤疱疹病毒病%

按参考文献
(: 632)

介绍的方法合成引物#G7OM$进

行 9B基因全序列的测定"根据序列全长对所获

得毒株与从 L<;A9;K 下载的 13 株 M+.分离株

进行聚类分析& 引物由 );N:?H/3<; 公司合成 #表

3$"扩增体系为总体积 18

"

'的反应体系包括

3118

"

'S:="1

"

'4%&模板"EH:8<H(和 $#12

"

8/05'$各 318

"

'"918

"

'JJ+

1

"& 6-$反应条

件为 :4 T 8 8:;%:4 T /2 B"88 T /2 B"91 T

/2 B#G7OM引物的延伸时间为 3 8:;$"共 /2 个循

环%最后 91 T延伸 32 8:;&

表 !#本实验所用引物对

)*+"!#,-./0-10512103.456.1-010*-%6

引物

EH:8<H

引物序列

EH:8<HB<R2<;@<

片段

大小5DE

B:F<

用途

2B93<

OM

(!LLLOO&--OLO&-L&L

$!-&---&LO&L&OO&OL-

42: 检测引物

G7OM

(!&&-L-LLL--&L-OL&&-&O

$!OLOLOLO&O---&&O&&&-L

::9 <

3 229

扩增 OM

基因全长

55以 G7OM为引物扩增的 6-$产物经 3C的琼

脂糖凝胶回收后"与 ES4307O载体连接过夜"连

接产物转化感受态 #L>+.*4+8

2

"涂布含 &8E 的

2733
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'A平板"挑取白色菌落"并进行菌落 6-$鉴定"

挑选 / 个阳性克隆委托上海英骏公司测序&

!"U#间接免疫荧光实验

接种 --A细胞至 :7 孔板中"待长至 :2C满

时"每孔加入 /2

"

'病毒上清液"在 11 T培养箱

中孵育"直至出现典型 -6,%除去培养液"加入预

冷的# 612 T$甲醇在室温下固定 32 8:;"用 6A*

洗 / 次%加入 218C OH:?/; 进行透化处理 32 8:;"

用 6A*洗 / 次%加 8C A*&/9 T封闭 /2 8:;"用

6A*洗 / 次%加入鼠抗 M+.一抗"/9 T孵育 3 >"

用 6A*洗 / 次%加入异硫氰酸荧光素#()O-$标记

的羊抗鼠二抗"/9 T孵育 3 >"用 6A*洗 / 次%最

后于倒置荧光显微镜下观察&

15结果

$"!#细菌的分离

从发病鱼的肝脏'脾脏和肾脏未分离到细菌&

$"$#人工感染

人工感染锦鲤 91 > 后出现症状"主要表现为

游动缓慢'眼球凹陷'鳞片和鳍条基部出血'鳃部

坏死#图 3$& 感染 9 J 后"实验组全部死亡"对照

组无任何症状"全部存活&

图 !#感染 SLW的锦鲤

#9$自然发病鱼% # D$人工感染鱼

@.G"!#)60.4E0%503PA.

#9$ ;9?2H900I J:B<9B<J P:B>% # D$<=E<H:8<;?900I :;P<@?<J P:B>

$"8#TT>细胞感染情况观察

组织滤液感染 --A细胞后"盲传 8 代可以稳

定地观察到典型的细胞病变效应!细胞出现大量

空泡"细胞发生融合"而对照组细胞生长致密且无

空泡出现#图 1$&

图 $#感染 SLW的 TT>细胞 T,=观察

#9$对照% # D$感染细胞

@.G"$#T,=AETT>%0BB.4E0%503+7 SLWA+10-Q032430-/.%-A1%AC0

#9$@/;?H/0% # D$:;P<@?<J @<00

3733
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$"9#超薄切片观察

将出现典型 -6,的 --A细胞进行超薄电镜

切片观察"发现在细胞质中存在大量成熟和不成

熟的病毒粒子"电镜下病毒似对称 12 面体"直径

约 322 ;8#图 /$&

图 8#感染 SLW的 TT>细胞超薄切片观察

粗箭头标识成熟病毒粒子"细箭头标识未成熟病毒颗粒

#9$放大 : 922 倍% # D$放大 /9 222 倍

@.G"8#JB5-*?56.410%5.A4C-0C*-*5.A4AETT>%0BB.4E0%503+7 SLWA+10-Q032430-=R

O>:@K 9HH/VB:;J:@9?<89?2H<<;N<0/E<J M+.N:H:/;B"9;J ?>:; 9HH/VB:;J:@9?<:889?2H<<;N<0/E<J M+.N:H:/;B

#9$: 922 A893;:P:@9?:/;% # D$/9 222 A893;:P:@9?:/;

$":#基因扩增与序列分析

根据 "),上推荐的鉴定 M+.引物检测自然

发病鱼'人工感染鱼和感染细胞"均检测到预期大

小的片段"健康鱼无扩增条带#图 4$&

图 9#,T<检测结果

S1S9HK<H4'3222% 31健康鱼% 11自然发病鱼% /1人工感染

鱼% 41感染细胞

@.G"9#&050%5.A4-012B5121.4G ,T<

S14%&89HK<H4'3222% 31><90?>I P:B>% 11;9?2H900I J:B<9B<J

P:B>% /1<=E<H:8<;?900I :;P<@?<J P:B>% 41:;P<@?<J @<00

55测定分离株的 9B基因全长序列"分离株 9B

基因全长 ::9 DE"依据邻接法利用 S,L&812 建

立进化树 #图 8 $"证实本实验中所分离毒株为

M+.亚洲型毒株"序列比对发现"与亚洲型

#M+.7!$ 只 有 一 个 碱 基 的 差 异" 同 源 性 为

::1:C&

$"O#间接免疫荧光实验

将出现典型病变的 --A细胞利用甲醇固定"

进行间接免疫荧光实验& 结果表明"利用针对

M+.的抗体作为一抗孵育细胞"用 ()O-标记的

二抗可以检测到大量的绿色荧光"而对照组未发

现特异性绿色荧光"进一步验证 L[3/23 株可以

感染 --A细胞"并被 M+.特异性抗体检测到

#图 7$&

/5讨论

鲤疱疹病毒 / 型#-I+.7/$也被称作锦鲤疱

疹病毒#M+.$"是基因组大小为 1:8 KD 的线型双

链 4%&

(33)

& 由 M+.引起的锦鲤疱疹病毒病

#M/:><HE<BN:H2BJ:B<9B<"M+.4$是 12 世纪末被

确定的一种鱼类疾病"严重威胁鲤和锦鲤养殖业

的安全& 流行病学研究表明"锦鲤疱疹病毒传播

迅速"常暴发于 11 <19 T"可感染任何年龄的锦

鲤与鲤"成鱼比幼鱼更易感染且死亡率较高
(/"31)

&

"),和欧洲联盟法律将锦鲤疱疹病毒病列为必须

申报的疾病
(3/)

"我国将其列为二类动物疫病& 鲤

和锦鲤是我国重要的养殖对象 "1231年我国的

1733
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图 :#基于 ?G基因利用邻接法构建 SLW?\g!8Y! 进化树

@.G":#,67BAG0405.%5-00AESLW?\g!8Y! +*103A440.G6+A-?̀A.4.4G *4*B7101AE560?GG04010H204%01

图 O#间接免疫荧光检测结果

#9$对照% # D$感染细胞

@.G"O#&050%5.A4-012B5121.4G V@()

#9$@/;?H/0% # D$:;P<@?<J @<00

鲤养 殖 产 量 已 占 淡 水 养 殖 鱼 类 总 产 量 的

3114C

(34)

%锦鲤则是我国观赏鱼的主要品种"一

旦暴发锦鲤疱疹病毒病"高达 322C的死亡率将

给我国水产养殖和观赏鱼产业带来巨大的损

/733
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失
(/)

"因此"亟需开展锦鲤疱疹病毒的防控研究&

M+.在细胞水平的分离与培养是研究锦鲤

疱疹病毒病防控的基础"刘荭等
(9)

曾报道在进口

到中国的锦鲤中检测到 M+."但是至今仍很难用

细胞系分离到 M+.& 最近在韩国的养殖锦鲤中

检测到 M+."但是未能利用 M(73 细胞系成功分

离到病毒
(38)

%朱霞等
(37)

利用发病鲤肾脏组织与

单层框镜鲤鳍原代细胞 #M(-$共培养的方式分

离到 M+.毒株%4/;3 等
(:"39)

建立了锦鲤鳍条细

胞系 M-(73 分离出欧洲型 M+."但是至今尚未有

利用 --A细胞系成功分离到 M+.的报道& 本实

验中对于 M+.基于细胞水平的成功分离和培

养"对锦鲤疱疹病毒病临床毒株的分离和鉴定具

有一定的借鉴价值&

利用 9B基因保守序列检测 M+.病毒是目

前最常用的检测方法"该方法也被纳入到了 "),

法规中"A<H@/N:<H等
(30)

证明"以 9B基因保守序

列为目的基因的 6-$检测与用 M(73 细胞分离

M+.病毒的 M+.检测金标准方法具有相同的检

测结果"说明以 9B基因保守序列为目的基因的

6-$检测可以代替花费时间长的病毒分离方法&

在本实验中也证实"以 9B基因保守序列为目的

基因的 6-$检测具有良好的特异性"并利用该方

法成功地检测到 M+.病毒&

不同地区 M+.毒株的分离和鉴定将对 M+.

病毒的起源进化'分类及疫苗研制等提供重要的

材料& 在疫苗的研制上"以色列已经研制出锦鲤

疱疹病毒疫苗"并成功上市"由于不同基因型毒株

存在差异"疫苗是否适用于中国锦鲤疱疹病毒病

的防治也不得而知"因此"中国锦鲤疱疹病毒毒株

的鉴定对以后疫苗筛选和引进也具有重要的意

义& 目前"从以色列'美国和日本 / 个地方分离出

的 M+.毒株的全基因组序列已被公布"来自以

色列和美国的隔离群统称为欧洲株"来自日本的

M+.隔离群被命名为亚洲株"从基因组学比较分

析和分子流行病学研究方面都证明来自亚洲和欧

洲的隔离群有着明显的基因差异
(32 633)

"可通过对

9B基因全长序列的测定将 M+.毒株区分为欧

洲型和亚洲型
(:)

& 本实验通过测定分离出的毒

株的 9B基因全长序列"并进行核苷酸序列 A09B?

比对"构建 9B全基因系统进化树"证实分离出的

L[3/23 为 M+.亚洲型毒株"与亚洲株#M+.7!$

只有一个碱基的不同"具有高度同源性&

本实验利用 --A细胞系成功地分离到

M+."通过电镜观察和间接免疫荧光实验证实了

病毒的细胞感染"获取了 L[3/23 毒株的 9B基因

全长序列"并通过聚类分析表明 L[3/23 为亚洲

型毒株& 本研究的开展能为 M+.的分离和鉴定

提供技术支持"也为今后疫苗研制和疾病防控奠

定基础&
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