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摘要! 为获知鳗鲡'脱粘败血病(与病毒的关系!实验用蔗糖密度梯度离心的方法从发病的欧

洲鳗鲡内脏器官组织匀浆液中纯化了病毒粒子!负染后利用电镜观察#进一步用 W$细胞对病

毒进行了分离)培养!并对感染病毒的细胞进行超薄切片!电镜观察#然后!提取病毒 .,#!利

用鳗鲡疱疹病毒的 &%V检测方法对其进行了鉴定" 结果显示!接种匀浆上清液的 W$细胞出

现细胞融合的病变效应#分离病毒的病毒粒子具囊膜!大小约为 199 2=#从感染病毒的细胞上

清液 .,#中扩增出特异性条带!序列测定与比对分析表明!该序列与鳗鲡疱疹病毒欧洲株

%#23/*"2&的序列完全一致" 研究表明!利用 W$细胞分离了一株鳗鲡病毒!经形态观察和

.,#分析!确认该病毒为鳗鲡疱疹病毒!命名为 #23/*"F6" 该研究为深入开展鳗鲡疱疹病毒

的致病机制及鳗鲡'脱粘败血病(的防控研究奠定了重要基础"

关键词! 欧洲鳗鲡# 鳗鲡疱疹病毒# 脱粘败血病# 分离# 鉴定

中图分类号! )/4294200000000000 文献标志码$#

00 鳗鲡属硬骨鱼纲 * $?@:7;-@-B:?+"鳗鲡目

*#2387GG7D<A=:?+"是一种江海洄游性鱼类"在世

界各地均有分布# 自 19 世纪 79 年代末"我国引

进鳗鲡养殖技术以来"已形成集养殖&饲料生产&

产品加工与出口等较为成熟的产业链"其产值在

我国农产品出口贸易中占有重要地位# 但鳗鲡养

殖过程中病害的频繁发生和流行给从业者造成了

巨大损失"严重阻碍了产业的健康发展# 当前"我

国鳗鲡养殖的品种主要有欧洲鳗鲡 *G#0(,11'

'#0(,11'+&日本鳗鲡 *G?>'&%#,*'+&美洲鳗鲡 *G?

/'$/%$'4'+等# 鳗鲡疾病的病原学研究方面"细

菌性疾病&寄生虫疾病的研究较多"且已经有一套

比较成熟的预防和治疗方法# 在欧洲&日本&中国

台湾等地"对鳗鲡病毒性疾病病原的研究开展得

较早"分离了疱疹病毒
$2%

&弹状病毒
$1%

&内皮细胞

坏死病毒
$3%

&小 V,#病毒
$4%

等多种病毒# 而我

国在鳗鲡病毒性疾病领域的研究较少"由于对病

原不了解"使得一旦疾病暴发"常呈区域性传播"

造成巨额的经济损失
$5%

#

鳗鲡'脱粘败血病(常见于欧洲鳗鲡和美洲

鳗鲡"在我国福建省各养殖区水温为 14 >31 ]的

季节广泛发生"传染性强"死亡率高# 发病初期"

鳗鲡体表粘液明显松弛&增生"继而脱落"体表出

现粘液缺损斑块"随着病情的发展"病变至真皮

层&发生溃疡)解剖可见烂鳃&肠道发炎"肝脏肿大

等症状# 已有研究表明"该病的病原为霍乱弧

菌
$6%

&豚鼠气单胞菌
$7%

&嗜水气单胞菌
$8%

等"但采

用控制细菌性病原的方法不能有效控制疾病# 流

行病学分析表明"欧洲鳗鲡'脱粘&败血&红头(等

症状都可能是由鳗鲡疱疹病毒引起的
$/%

# +-<8

等
$29%

利用透射电镜在患败血症的欧洲鳗鲡的鳃&

肝脏和肠等的组织细胞内观察到疱疹病毒# 本实

验利用从台湾引进的鳗鲡卵巢细胞 *W$+从患

'脱粘败血病(的欧洲鳗鲡中分离到一株病毒"经

病毒纯化&电镜观察和 .,#鉴定"确定该病毒为

给多国鳗鲡养殖业造成巨大损失的鳗鲡疱疹病毒

*G#0(,11,7 +"$&")9,$()"#23/*+"这也是在我国大

陆首次分离培养出该病毒"命名为 #23/*"F6#

这为深入研究 #23/*的致病机制及开展鳗鲡

'脱粘败血病(的防控研究奠定了重要基础#
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20材料与方法

B"B$接种细胞培养

W$细胞由台湾大学施秀惠教授馈赠"W$细

胞在含 29Z F5)的 '"25 培养液中 17 ]培养"胰

酶消化传代"培养至铺满单层时使用#

B"#$病毒的细胞分离

1998 年 8 月"福建省某鳗鲡养殖场养殖的欧

洲鳗鲡暴发'脱粘败血病("取发病鳗鲡的肝&脾&

肾等内脏器官"匀浆后取上清液"经 9911

!

=的

微孔过滤除菌"接种 W$细胞"每天观察和记录细

胞病变情况"待细胞产生病变效应 *;B@<>1@-7;

:DD:;@"%&W+后"收集上清液"继续接种 W$细胞进

行传代"同时设正常 W$细胞为对照#

B"!$病毒粒子的纯化

将发病鳗鲡的组织匀浆液在 :19 ]冻融 1

次后"21 999 A[=72 离心 29 =72"弃细胞沉淀"收

集上清液"用超速离心机 59 999 ?0 离心2 -"将沉

淀用 2 ='!A7?"/%G*>/899+缓冲液重悬"用蔗糖

密度梯度*19Z"49Z"69Z+35 999 ?0 离心1 -"

取出病毒带"59 999 ?0 离心 2 - 去除蔗糖"沉淀

用 &5)重悬"置于 :19 ]备用#

B"E$病毒粒子的电镜观察

取纯化的病毒粒子悬液"滴在覆有 F<A=E1A"碳

膜的铜网上"晾干后"用 1Z磷钨酸负染"待铜网烘干

后"在飞利浦WN198 型透射电镜下观察"拍照#

将冻融后的病毒悬液接种 W$细胞"待 59Z

细胞产生 %&W时"刮取细胞"21 999 A[=72 离心

29 =72"收集细胞"经常规超薄切片"醋酸铀&柠檬

酸铅各染色 5 =72)在飞利浦 WN198 型透射电镜

下观察&拍照#

B"T$病毒的 '&I鉴定

分别取纯化的病毒粒子和感染W$细胞的病毒

悬液" 用 &8A:"'72K

!N

.,#[V,# E7A8?N727Y7@

*I2E7@A<3:2+试剂盒提取病毒 .,## 用特异性扩增

#23/* .,#聚合酶基因的引物 /*#><GF! 5 "̂

P!P!%PPP%%!!!P!PP!P#"3 及̂ /*#><GV! 5 "̂

%#!P%%PPP#P!%!!!!!P#!"3 进̂行 &%V扩增"

&%V产物用.,#胶回收试剂盒*上海生工+纯化回

收"纯化产物与 >N.2/"!载体*!1Y1V1+连接"转化

大肠杆菌./5

"

感受态细胞"涂布含 #=> 的 '5平

板"挑取单菌落"用上海生工质粒小提试剂盒抽提质

粒"经&%V验证"阳性质粒送上海生工测序# 获得的

序列通过 JG1?@2 进行比对分析#

10结果

#"B$发病鳗鲡的临床症状

用于病毒分离的鳗鲡临床症状为鳃&部分鳍

条及肛门充血&粘液分泌增多*图 2+)表现为肝脏

褪色"肾脏肿大及显著的肠炎)每天有数尾到数十

尾死亡"持续几个月#

#"#$鳗鲡病毒的细胞分离

W$细胞接种匀浆液后"继续培养至第 4 天"部

分细胞收缩变圆"第 6 天"多数细胞变圆"融合和空

胞化"而对照细胞没有明显变化*图 1+# 收集细胞

上清"继续接种 W$细胞"细胞出现相似的 %&W#

图 B$发病鳗鲡

G4<"B$+,-A41-:1-A78$#5%+00$

图 #$PK细胞感染病毒后产生病变效应

*1+对照 W$细胞* ?299+ ) * J+W$细胞接种组织匀浆液* ?299+

G4<"#$&?9/2:9,/<-.43-55-391/59,-PK3-;;14.5-39-A@49,9,-H4871

*1+@-:;<2@A<G;:GG?* ?299+ ) * J+@-:E7A8?72D:;@:H ;:GG?* ?299+

9852
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#"!$病毒的电镜观察

分离纯化病毒粒子"负染后"在透射电镜下

观察"发现病毒粒子形态基本一致"具囊膜"直

径大约为 199 2=*图 3"1+ # 收集感染病毒的 W$

细胞"经固定&包埋&切片和染色"在电镜下观

察"结果在细胞核与胞浆内均观察到病毒粒子"

其形态特征与组织中纯化的病毒粒子一致 *图

3"J+ #

#"E$病毒的 '&I鉴定

利用特异性扩增 #23/*.,#聚合酶基因的

引物对纯化的病毒粒子及感染细胞的病毒 .,#

进行 &%V扩增"扩增出与预期大小一致的单一条

带*图 4+# 将该片段克隆后测序"获得 3/5 J> 的

核苷酸序列"序列比对分析表明"其与 #23/*"2

.,#聚合酶基因的序列完全一致"表明该病毒为

一株 #23/*"命名为 #23/*"F6#

图 !$病毒的电镜观察

*1+病毒粒子负染照片*26 999 ?+ ) * J+感染细胞的超薄切片照片*29 999 ?+

G4<"!$K=1-8H:94/./59,-H484/.1=? -;-398/.6438/13/2-

*1+@-:2:31@7E:GB ?@172:H E7A<2?) * J+@-:8G@A1@-72 ?:;@7<2 <D@-:E7A8?72D:;@:H ;:GG?

图 E$鳗鲡疱疹病毒的 '&I检测

N9.,#标准) 29从组织匀浆液中纯化的病毒) 19感染 W$细

胞的病毒

G4<"E$'&I4A-.94543:94/./578/"-."&6+-%&

N9.,# =1AK:A) 29E7A8?DA<= -<=<3:27Q:H @7??8:) 19E7A8?

DA<=72D:;@:H W$;:GG?

30讨论

疱疹病毒*H"$&")9,$()")+是一组具囊膜的双

链 .,#病毒"具有高度的种别专一性# 目前"已

经在世界多地养殖的日本鳗鲡和欧洲鳗鲡体内分

离到 #23/*

$2"22%

"已有的命名包括台湾鳗鲡疱疹

病毒*::G-:A>:?E7A8?72 F<A=<?1+

$21%

"鳗鲡鳃疱疹

病毒* 37GG-:A>:?E7A8?<D::G+

$23%

和欧洲鳗鲡疱疹

病毒*W8A<>:12 ::G-:A>:?E7A8?+

$22%

等# 实验利用

超速离心从欧洲鳗鲡病料中纯化到病毒粒子"电

镜观察发现其具囊膜"大小约 199 2="推测其可

能为 #23/*)进一步将病毒悬液接种 W$细胞"

细胞出现融合的 %&W"经感染病毒细胞的超薄切

片电镜观察和病毒粒子的 .,#鉴定"确认该病

毒为 #23/*"F6"这也是在我国大陆首次分离培

养出 该 病 毒# 1929 年" E12 5:8AH:2 等
$24%

对

#23/*"2 的全基因组序列进行了测定)序列比对

分析表明"扩增的 #23/*"F6.,#聚合酶基因序

列与 #23/*"2 的序列完全一致"这进一步证实

2852
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#23/*"F6与欧洲&日本&中国台湾等地分离的

#23/*为同一病毒株
$2"/"24 :25%

# #23/*"F6的细

胞分离培养"为深入开展 #23/*的致病机理及

防控研究奠定了重要基础#

疱疹病毒在自然界中广泛存在"可引起人和

多种动物的感染"多数只是在体表形成增生或肿

瘤"并不能引起严重疾病# 但是"多数从鱼和两栖

动物中分离的疱疹病毒或类疱疹病毒可引起其寄

主 发 病 或 致 死" 如 %B/*"3 就 是 草 鱼

*<4"#%&+'$2#0%7%# ,7"11' + 和 锦 鲤 * <2&$,#()

*'$&,%+的高传染性和致死率病原
$26%

# #23/*是

鳗鲡重要的致病病原"曾给鳗鲡养殖业造成巨大

损失
$27%

"且可能与 19 世纪 89 年代以来野生鳗鲡

的数量降低有关
$28%

# 研究表明"#23/*病暴发

时鳗鲡的临床症状有很大的不同"如引起鱼粘液

分泌增多"病鱼眼突和腹胀"肝脏褪色"肾脏肿大&

胆囊膨大&肠炎"表皮溃烂&穿孔并露出内脏"明显

增高的死亡率等
$/"21%

# 潜伏感染也是 #23/*的

一个重要特征"在欧洲多地无发病症状的野生鳗

鲡体内都可检测到该病毒"且阳性检出率达到了

48Z

$27%

# 本实验分离的 #23/*"F6来自于患'脱

粘败血病(的欧洲鳗鲡"具粘液分泌增多&败血&

肾脏肿大等相似的临床症状)实验组之前也曾从

患'红头病 (& '烂鳃病 ( 的鳗鲡病料中检测到

#23/*"表明这些疾病都可能是由 #23/*引起

的
$/%

# 由于鱼类疱疹病毒的致病性与环境"尤其

是与水温密切相关"其临床症状也有明显不同#

下一步研究将进行 #23/*"F6的不同剂量&不同

养殖环境条件下的攻毒实验"以明确其毒力&致病

性&病理学特征等病原特性"为 #23/*病的临床

诊断提供依据#
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