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摘要：为研究罗非鱼湖病毒在吉富罗非鱼体内和敏感细胞E-11中的感染特性，实验首先
从人工感染罗非鱼湖病毒的吉富罗非鱼脾脏中获得罗非鱼湖病毒第4片段基因组，其
cDNA全长1 250 bp，开放读码框长度为1 065 bp，编码354个氨基酸。通过进化树分析，
该蛋白是罗非鱼湖病毒血凝素—酯酶融合蛋白(HEF)。随后通过在大肠杆菌大量表达和
提纯GST融合HEF蛋白，免疫新西兰大白兔，制备了兔抗TiLV-HEF多克隆抗体。ELISA
结果显示获得的抗血清效价高于1∶51 200，并且获得的抗体可以特异性识别病毒的
TiLV-HEF蛋白。人工感染实验结果显示，TiLV的感染造成鱼体表面溃疡、全身性出血
以及眼晶状体混浊等症状。H.E染色结果显示，肝脏形成合胞体，脾脏中含铁血黄素增
加和部分细胞空泡变性。头肾出现淋巴细胞坏死，体肾蛋白质沉淀和肾小球坏死等病理
症状。Western blot和免疫组织化学结果显示该病毒在所有组织中均有分布，其中脾脏、
头肾和鳃中的病毒丰度高于肝脏、体肾和脑组织。通过细胞间接免疫荧光实验，发现
TiLV感染E-11细胞后，HEF蛋白在细胞质中。TiLV可以通过感染吉富罗非鱼幼鱼的肝
脏、脾脏、头肾、体肾、鳃和脑等组织而引起疾病。
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罗非鱼是世界主要养殖鱼类，2016年产量

超过420万t[1], 我国罗非鱼产量2017年达170多万t，
是全球罗非鱼的最大生产国 [2]。然而，随着养殖

规模的扩大、养殖密度的提高以及养殖环境的

恶化，暴发了多种疾病，其中无乳链球菌(Strepto-
coccus agalactiae)和类志贺邻单胞菌(Plesiomonas
shigelloides)等细菌性病原感染引起的病害给我国

罗非鱼养殖业带来了巨大的经济损失 [3-4]。值得

注意的是，近年来病毒性疾病在国外养殖罗非

鱼中甚为流行，如罗非鱼湖病毒(tilapia lake virus,
TiLV)从2009年以来，已经在以色列、厄瓜多尔、

埃及、泰国和印度等多个国家和地区养殖的罗

非鱼中流行和暴发，对罗非鱼养殖业造成了严

重威胁 [5-16]。TiLV被世界动物卫生组织(OIE)列为
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一种新生病毒 [5, 17-18]，该病毒已经对全球性罗非

鱼养殖业构成了严重威胁，必须加以防控。

TiLV是一种包膜病毒，由10个单股负链

RNA基因组片段组成，总基因组大小为10.3 kb[6]。

电子显微镜显示，病毒有包膜，直径为  55~75
nm[19]。该病毒是一种正黏病毒科(Orthomyxoviridae)
成员 [6]。此外，TiLV基因组片段1编码蛋白与C型

流感病毒聚合酶1(PB1)中保守的氨基酸序列有弱

序列同源性 [ 6 ,  1 3 ]。Eyngor等 [ 5 ]发现E-11细胞对

TiLV敏感 [5]。TiLV最适温度25 ℃，5—10月均可

导致发病。有研究表明罗非鱼湖病毒感染鱼体

后的临床症状会根据发病地的不同而有区别，

例如以色列的患病罗非鱼临床症状包括嗜睡、

眼部病变、皮肤糜烂和体色发黑 [5]；而厄瓜多尔

的病例表现为眼球突出、体色变黑、腹胀，鳞

屑突出和鳃丝苍白 [8]；泰国的患病鱼表现为食欲

不振、嗜睡、眼球突出、腹部肿胀、皮肤充血

和糜烂 [13, 18]。根据现有报道表明，基于临床的症

状对其进行诊断并不可靠。

目前对于TiLV的研究，大多围绕流行病学

诊断、致病性、敏感细胞株的建立、RT-PCR诊

断和组织病理学 [14-15, 20-23]。而关于该病毒在我国

广泛养殖的吉富罗非鱼(GIFT Oreochromis niloticus)
和敏感细胞中的感染特性还未见报道。因此本

实验拟通过由德国弗里德里希洛弗勒研究所Sven
Bergmann 博士赠送的TiLV。制备TiLV第4基
因组片段编码的HEF蛋白多克隆抗体，采用苏

木精—伊红染色、Western Blot、免疫组化和细

胞免疫荧光等多种技术检测该病毒在患病组织

和E-11细胞中的感染特性，为TiLV的防治提供

参考。

1    材料与方法

1.1    主要试剂及仪器

　　主要试剂　　SDS-PAGE凝胶试剂盒购自北

京鼎国生物技术有限公司；RNAiso Plus、限制

性内切酶均购自TaKaRa公司；质粒小量快速

提取试剂盒购自北京艾德莱生物科技有限公司；

Trans5α感受态细胞、BL21(DE3)感受态细胞购自

北京全式金公司；HiScript II qRT SuperMix反转

录试剂盒购自南京诺唯赞公司；弗氏完全佐剂、

弗氏不完全佐剂购自Sigma公司；ECL显色液、

考马斯亮蓝R-250购自北京索莱宝公司；IPTG、

溴酚蓝、氨苄、硝酸纤维素膜购自Biosharp公

司；分析纯试剂均购自国药集团化学试剂有限

公司。脱脂奶粉购自美国BD公司；小鼠抗GST-
tag一抗，HRP标记山羊抗小鼠二抗购自北京博

奥森生物技术有限公司；TMB显色液、RIPA裂

解液、Bradford蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧

云天公司；通用型组织固定液购自武汉塞维尔

生物科技有限公司。

　　主要仪器　　微量分光光度计购自杭州奥

盛仪器有限公司；台式冷冻离心机购自Dynamica；
凝胶扫描成像系统购自上海勤翔科学仪器有限

公司；电动荧光显微系统M5000、细胞培养箱和

酶标仪购自Thermo Scientific；超声波细胞粉碎机

购自宁波新芝生物科技股份有限公司。

1.2    实验材料

吉富罗非鱼幼鱼购买于广东罗非鱼良种场，

购回后暂养于室内半径为0.4 m，深0.6 m的封闭

循环水系统，温度维持在(25±1) ℃。TiLV由德国

弗里德里希洛弗勒研究所Sven Bergmann 博士赠

送，由中国水产科学研究院珠江水产研究所保

存。E-11细胞为条纹月鳢(Channa asiatica)全身细

胞SSN-1细胞的克隆细胞。本实验用E-11细胞由

扬州大学刘晓丹博士惠赠，E-11细胞使用含有10 %
胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素

的 L-15 中置于25 ℃恒温培养箱中培养。

1.3    TiLV-HEF基因的生物信息学分析

使用下列软件和工具对TiLV-HEF基因进

行分析：Clone Manager软件对获得的TiLV-HEF
基因序列进行分析，确定其开放阅读框(ORF)；
DNAMAN 7.0软件进行氨基酸序列分析，BLAST
工具(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行核

苷酸和氨基酸序列相似性分析，在线软件(http://
www.expasy.org/)分析蛋白质的特性，采用MEGA
7.0软件中Neighbor-Joining(NJ)法构建系统进化树。

1.4    TiLV-HEF多克隆抗体的制备及其特异性

检测

　　TiLV-HEF重组质粒的构建、融合蛋白的

表达及检测　　编码TiLV-HEF基因的片段由病

毒感染的头肾组织提取的RNA进行扩增获得。

随后将TiLV-HEF基因克隆到pGEX-4T-1质粒上，

内切酶分别为BamH I和Xho I。将重组质粒转化

到E. coli BL21(DE3)，菌株37 ℃摇床培养  3 h 左
右，当菌液浓度 OD600 nm 达到 0.5~0.8 时，使用

终浓度为1 mmol/L的  IPTG在37 ℃条件下诱导6
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h，收集菌体后，PBS重悬，用超声波细胞破碎

仪破碎菌体，在10 000 r/min 4 ℃离心10 min，
分离上清液和沉淀，随后进行12 % SDS-PAGE电

泳检测。根据崔振波等[24]报道的方法，对包涵体

蛋白进行纯化与回收，具体操作：首先使用20 mL
buffer A(50 mmol/L Tris-HCl、5 mmol/L EDTA，

pH 8.0)将包涵体沉淀充分悬起，混匀。10 000
r/min 4 ℃离心20 min，去除上清液，重复1次。

然后，20 mL buffer B(50 mmol/L Tris-HCl、5
mmol/L EDTA，2 mmol/L脲，pH 8.0)将沉淀充分

悬起，混匀。10 000 r/min 4 ℃离心20 min，去除

上清液，重复1次。20 mL buffer C(0.1 mol/L Tris-
HCl、10 mmol/L DTT，8 mol/L脲，pH 8.0)将沉淀

充分悬起，混匀。置于37 ℃恒温摇床上以200
r/min振荡1 h。10 000 r/min 4 ℃离心10 min，保留

上清液，去除沉淀。最后将上清液装入透析袋

中，置于50倍上清液体积的透析液 (0.1 mol/L
Tris-HCl、5 mmol/L EDTA、5 mmol/L Cysteins，
pH 8.0)中，4 ℃下透析16 h。换用新透析液4 ℃
下透析16 h，10 000 r/min 4 ℃离心10 min，保留

上清液，去除沉淀。将上清液通过0.22 μm滤膜

除菌后分装成1 mL冻存于−80 ℃，备用。将纯化

后的蛋白，用PBS按比例稀释，加入5×loading
buffer沸水煮沸15 min，12% SDS-PAGE上样，电

泳结束后进行转膜，封闭液(含有5% 脱脂奶粉的

TBST溶液 )室温封闭3 h；小鼠抗GST-tag一抗

(1∶1 000)室温孵育2 h；TBST洗涤5次，每次5
min；HRP标记山羊抗小鼠二抗IgG (1∶10 000)孵
育45 min后，TBST洗涤5次，每次5 min；ECL显

色1 min，ChemiScope 6000获取照片。

　　TiLV-HEF多克隆抗体制备、效价检测及

其特异性检测　　将纯化的重组蛋白免疫新西

兰大白兔(广东省医学实验动物中心)，免疫前，

抽取少量免疫前的血液，为空白对照组。每次

免疫剂量为0.5 mg，一免为TiLV-HEF蛋白抗原与

等体积弗氏完全佐剂混匀乳化，二免、三免为

TiLV-HEF蛋白抗原与等体积弗氏不完全佐剂混

匀乳化。采用皮下多点注射法对大白兔注射免

疫原。免疫后第43天终放血，ELISA 检测抗血清

效价达到要求，颈动脉采全血。采用酶联免疫

吸附测定法  (ELISA) 检测TiLV-HEF多克隆抗体

的效价，用包被缓冲溶液 (0.035 mol/L碳酸氢

钠、0.015 mol/L碳酸钠，pH 9.6)将重组蛋白抗原

稀释到2 μg/mL，并将抗原包被至96孔板中，每

孔100 μL，4 °C包被过夜后，PBST(含0.05%

Tween 20 的0.01 mol/L pH 7.4 PBS)洗涤5 min×3
次，加入封闭液(含1% BSA 的PBS)，200 μL/孔，

3 7  ℃封闭 1  h，弃去封闭液， P B S T  洗涤 5
min×3次，将血清从1∶400倍比稀释至1∶51 200，
分别加入96孔板，100 μL/孔，37 ℃孵育1 h，同

时设置阴性血清做为对照，PBST 洗涤5 min×3
次；每孔加入100 μL HRP标记的羊抗兔IgG(1∶5
000稀释)，37 ℃孵育1 h；PBST洗涤5 min×3次，

每孔加入200 μL TMB显色液，37 ℃避光显色10
min，每孔加入50 μL终止液(2 mol/L H2SO4)终止

反应后，用酶标仪测定OD450 nm波峰值。

采集感染TiLV患病吉富罗非鱼脾脏组织0.1
g，加入1 mL RIPA裂解液(包括1 mmol/L PMSF、
10 mmol/L氟化钠、1 mmol/L原矾酸钠)，冰上研

磨，直至充分裂解，12 000 r/min 4 ℃离心20
min，取上清液。用Bradford蛋白浓度测定试剂盒

测定浓度，上样量为30 μg，Western Blot检测多

克隆抗体的特异性。

1.5    吉富罗非鱼感染实验

随机挑选健康的吉富罗非鱼幼鱼，体质量

(30±5) g，分为2组，每组10尾，感染组每尾鱼腹

腔注射200 μL TiLV(病毒浓度1×106拷贝/mL)，对

照组注射等量灭菌的PBS。每日观察实验吉富罗

非鱼发病情况。感染实验在封闭循环水系统内

进行，对于实验用水进行二氧化氯严格消毒杀

灭病毒后才对外排放。

1.6    PCR病毒检测鉴定

TiLV感染9 d后，采集病鱼肝脏、脾脏、头

肾、体肾、鳃、脑等组织，用TRizol法提取总

RNA。按照HiScript II qRT SuperMix反转录试剂

盒的说明书分别对RNA进行反转录获得cDNA。

PCR引物参照Tattiyapong等 [25]的方法，Nested
ext-2(5′-TTG-CTC-TGA-GCA-AGA- GTA-CC-
3′)；Nested ext-1(5′-TAT-GCA-GTA-CTT- TCC-
C T G - C C - 3 ′ )，扩增TiLV-S3的片段 (491 bp)。
PCR反应为预变性 95 ℃ 2 min，循环条件为 95 ℃，

30 s，56 ℃ 30 s；72 ℃，30 s，35个循环，最后

72 ℃延伸7 min，4 ℃中10 min。1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测。

1.7    TiLV在吉富罗非鱼各组织内的感染情况

TiLV感染吉富罗非鱼9 d后，采集病鱼肝脏、

脾脏、头肾、体肾、脑、鳃的组织，用通用型
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组织固定液将组织固定24 h，送谷歌生物科技有

限公司进行石蜡切片和苏木精—伊红(H.E)染色。

依次将获得的切片进行免疫组化分析，根

据王培等[26]方法进行，略作修改，具体操作：首

先将切片放入二甲苯Ⅰ 20 min，二甲苯Ⅱ 20 min，
无水乙醇Ⅰ 10 min，无水乙醇Ⅱ 10 min，95%酒

精5 min，90%酒精5 min，80%酒精5 min，70%
酒精5 min，蒸馏水清洗2次，每次10 min；随后

将组织切片置于盛满EDTA抗原修复缓冲溶液

(pH 9.0)的修复盒中于微波炉内进行抗原修复。

中火至沸后断电间隔10 min后中低火至沸。自然

冷却后将玻片置于PBS(pH 7.4)中，在脱色摇床上

晃动洗涤3次，每次5 min；切片放入3%过氧化氢

溶液中，室温避光孵育20 min，将玻片置于PBS
(pH 7.4)中，在脱色摇床上晃动洗涤3次，每次5
min；向切片滴加用5% NGS按一定比例稀释好的

一抗(1∶200)覆盖组织。切片平放于湿盒内4 ℃
孵育过夜后，置于TBST(pH 7.4)中，在脱色摇床

上晃动洗涤3次，每次5 min；切片稍甩干后滴加

HRP偶联二抗(山羊抗兔)覆盖组织，室温孵育50
min，置于TBST(pH 7.4)中，在脱色摇床上晃动

洗涤3次，每次5 min；切片稍甩干后滴加新鲜配

制的DAB显色液，显微镜下控制显色时间，阳

性为棕黄色，自来水冲洗切片终止显色；Harris
苏木素复染3 min左右，自来水洗，1%的盐酸酒

精分化数秒，自来水冲洗，氨水返蓝，流水冲

洗；将切片依次放入70%酒精5 min，80%酒精5
min，90%酒精5 min，95%酒精5 min，无水乙醇

Ⅰ  5 min，无水乙醇Ⅱ  5 min，二甲苯Ⅰ  5 min，
二甲苯Ⅱ 5 min中脱水透明，将切片从二甲苯中

取出稍晾干，中性树胶封片。

1.8    TiLV感染E-11细胞及间接免疫荧光检测

经传代后的细胞，待其生长至整瓶的80%~
90%，弃细胞培养基，使用L-15培养基润洗细胞

3次，将病毒感染复数  (mulLtiplicity of infection,
MOI) 为1的TiLV加入细胞瓶内，置于25 ℃孵育

使病毒充分吸附细胞，2 h后移除病毒液，更换

含有5%胎牛血清的L-15培养基继续培养，每天

显微观察细胞状况，并拍照。

E-11细胞传代至预先放置处理过的盖玻片

的6孔细胞板中，待细胞密度达到80 %~90 %时，

用1MOI的TiLV孵育E-11细胞，对照组细胞加入

等量L-15。置于25 ℃培养箱中孵育2 h后，移除

孵育液，使用PBS润洗细胞2次后，更换新鲜的

含有5%胎牛血清的L-15培养基，置于25 ℃培养

箱中培养。根据李深伟等[27]的方法进行间接免疫

荧光操作，略作修改，具体操作：TiLV感染5 d
后，取出盖玻片，PBS洗涤2次，使用预冷的丙

酮—甲醇 (1∶1)固定液固定10 min，PBS洗涤

3次，每次5 min，使用封闭液 (10 %山羊血清，

P B S T 稀 释 ) 室 温 封 闭 1 h ， T i L V - H E F 一 抗

(1∶200)室温孵育1 h，PBST洗涤3次，每次5
min，FITC标记山羊抗兔二抗1∶500室温避光孵

育1 h，PBST洗涤3次，每次5 min后，DAPI(4′,6-
二脒基-2-苯基吲哚)染核10 min，PBS洗涤3次，

每次5 min封片，M5000荧光显微镜观察。

1.9    数据分析

SPSS 20.0 统计学软件进行数据分析，Graphpad
Prism 6.0软件作图。样本间比较采用  t  检验，

P<0.05为有统计学差异。

2    结果

2.1    TiLV-HEF基因的克隆和生物信息学分析

TiLV第4片段基因组 cDNA全长1 250 bp，
ORF为1 065 bp，编码354 个氨基酸，GenBank登
录号为KU751817.1。ProtParam软件预测该蛋白分

子量为38.30 ku，等电点为8.98(图1)。Signal IP
4.1 Server程序预测该蛋白不含信号肽。TMpred
预测第253~271个氨基酸是从膜内到膜外的跨膜

结构域，第281~306个氨基酸是从膜外到膜内的

跨膜结构域。利用MEGA 7.0软件NJ法对该基因

和其他7个正黏病毒科病毒的糖蛋白基因进行系

统进化分析。结果表明该蛋白与丙型流感病

毒、丁型流感病毒和传染性鲑鱼贫血病毒的

HEF蛋白基因聚为一支(图2)，因此认定该蛋白为

TiLV的HEF蛋白。

2.2    TiLV-HEF蛋白多克隆抗体制备及特异性

检测

为了验证重组质粒是否构建成功，通过双

酶切验证，电泳结果显示出明显的2条带，并且

大小与理论片段大小相一致(图3-a)。SDS-PAGE
结果表明，重组的HEF蛋白主要表达在包涵体中

(图3-b)。通过GST-tag标签抗体检测表达的重组

蛋白是否准确，结果显示重组的GST-HEF蛋白在

64.3 ku左右处有一明显条带，而且大小和预测的
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一致(图3-c)。对获得的多克隆抗体血清进行酶联

免疫吸附测定法检测抗体效价(图4-a)，结果显示

多克隆抗体的效价达1∶51 200。为了进一步验

证获得的多克隆抗体血清是否可以特异性识别

目的HEF蛋白，因此实验通过蛋白免疫印迹检测

感染TiLV病鱼脾脏中的HEF蛋白，结果显示可以

清晰检测到一条38 ku左右的条带，大小和预测

的TiLV-HEF较一致(图4-b)。

2.3    临床症状和组织病理学

在TiLV感染吉富罗非鱼5~10 d，鱼体外出现

明显的病症，如患病鱼体色发黑，体表有溃烂

和全身出血，肉眼晶状体混浊(图5-a中的B)。通

过特异性引物检测TiLV是否感染吉富尼罗罗非

鱼，RT-PCR检测结果显示TiLV感染组的脾脏样
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图 1    罗非鱼湖病毒HEF基因cDNA及其氨基酸序列

粗体ATG和TAG分别代表起始密码子和终止密码子，方框内M代表蛋白翻译起始，方框内*代表蛋白翻译结束

Fig. 1    cDNA and deduced amino acid sequences of HEF from TiLV
The bold ATG and TAG is the start codon and the stop codon, respectively, M in box represents the start of the protein translation, the * in box represents
the end of the protein translation
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品呈阳性，而对照组吉富罗非鱼没有检测信号

(图5-b)。H.E染色结果显示TiLV感染引起吉富罗

非鱼组织不同程度的病变，其中肝细胞空泡化，

部分细胞出现合胞体，胰腺细胞坏死(图版Ⅰ-2)；

脾脏中含铁血黄素增多，部分细胞呈空泡变

性，淋巴细胞坏死(图版Ⅰ-4)；头肾中出现淋巴

细胞坏死(图版Ⅰ-6)；体肾组织中出现蛋白质沉

淀和肾小球坏死(图版Ⅰ-8)；鳃小片黏连，上皮

细胞脱落，泌氯细胞出现空泡化 (图版Ⅰ -10)；
大脑皮质中的神经胶质增生(图版Ⅰ-12)。

2.4    TiLV在吉富罗非鱼组织中的定位

为了确定TiLV在吉富罗非鱼组织中的分布

情况，通过Western blot和免疫组织化学的方法进

行检测。TiLV感染9 d后，提取吉富罗非鱼肝

丙型流感病毒　Influenza C virus (BAD24940.1)

丁型流感病毒　Influenza D virus (AFJ19021.1)

罗非鱼湖病毒　Tilapia lake virus (AMR44596.1)

传染性鲑鱼贫血病毒　Infectious salmon anemia virus (AAL67959.1)

甲型流感病毒　Influenza A virus (AAA43412.1)

乙型流感病毒　Influenza B virus (AAA43749.1)

多里病毒　Dhori virus (ADF56027.1)

托高土病毒　Thogoto virus (AAA47918.1)

100

100

100

45

71

0.2

 
图 2    罗非鱼湖病毒HEF基因与其他正黏病毒糖蛋白基因的系统进化树

节点处的数字为1 000次引导值中该节点的自举置信水平，黑色三角形标记为罗非鱼湖病毒HEF基因

Fig. 2    Phylogenetic tree of TiLV-HEF and glycoproteins from other orthomyxoviruses
Numbers at each branch indicates the percentage bootstrap values on 1 000 replicates. TiLV-HEF is marked with black triangle
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图 3    罗非鱼湖病毒HEF基因重组质粒酶切验证、表达纯化与Western blot检测

(a)重组质粒双酶切鉴定，1. DNA Marker，2.重组质粒，3.双酶切产物；(b) TiLV-HEF 重组蛋白的表达及纯化，1.蛋白Marker，2. IPTG诱

导的pGEX-4T-1空载，3. TiLV-HEF重组蛋白表达全菌检测，4. TiLV-HEF重组蛋白表达上清液，5. TiLV-HEF重组蛋白表达沉淀，6.
TiLV- HEF重组蛋白纯化后检测；(c)GST标签抗体检测TiLV- HEF重组蛋白的表达，1. 蛋白Marker，2. 表达的pGEX-4T-1空载的总菌体

样品，3. TiLV- HEF重组蛋白的总菌体样品

Fig. 3    TiLV-HEF recombinant plasmid digestion, expression purification and Western blot
(a) recombinant plasmid digestion, 1. DNA Marker, 2. recombinant plasmid, 3. digestion product; (b) expression and purified recombinant TiLV-HEF
protein, 1. protein Marker, 2. E. coli BL21 with pGEX-4T-1 vector with IPTG, 3. TiLV-HEF recombinant protein expression whole bacteria detection, 4.
supernatant of E. coli with pGEX-4T-1-TiLV-HEF, 5. pellet of E. coli with pGEX-4T-1-TiLV-HEF, 6. purified recombinant TiLV-HEF protein.(c)
verification of recombinant TiLV-HEF protein using GST-tag antibody, 1. protein Marker, 2. E. coli with pGEX-4T-1 vector, 3. E. coli with pGEX-4T-1-
TiLV-HEF
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脏、脾脏、头肾、体肾、鳃、脑组织蛋白，Western
Blot结果显示，在脾脏、头肾和鳃中出现较明显

的阳性信号，体肾、脑和肝脏中信号较弱(图6)。
免疫组织化学结果显示，肝脏(图版Ⅱ-2)、脾脏

(图版Ⅱ-4)、头肾(图版Ⅱ-6)、体肾(图版Ⅱ-8)、
鳃(图版Ⅱ-10)及脑(图版Ⅱ-12)中分别检测到不同

程度的阳性信号。免疫组织化结果与Western

blot结果基本一致。

2.5    TiLV对E-11细胞的感染

TiLV感染E-11细胞7~9 d，发生明显的细胞

病变效应(cytopathic effect, CPE)现象，并且病变
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图 4    TiLV- HEF 多克隆抗体的效价及特异性检测

(a) ELISA法检测TiLV-HEF多克隆抗体的效价；(b) TiLV-HEF多克隆抗体的特异性检测，1.蛋白Marker，2.健康吉富罗非鱼脾脏组织蛋

白，3.感染TiLV吉富罗非鱼脾脏组织蛋白

Fig. 4    Titer and specificity detection of anti-TiLV-HEF polyclonal antibody
(a) detection of titer of TiLV-HEF polyclonal antibody by ELISA; (b) specificity detection of TiLV-HEF polyclonal antibody, 1. protein Marker, 2.
spleen tissue protein of healthy tilapia, 3. spleen tissue protein of TiLV infected tilapia
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图 5    TiLV感染吉富罗非鱼临床症状和检测

(a)TiLV感染吉富罗非鱼的临床症状，A.未感染组吉富罗非鱼，B.感染组吉富罗非鱼。(b)RT-PCR检测TiLV感染吉富罗非鱼脾脏，1. 未
感染组吉富罗非鱼，2. 感染组吉富罗非鱼，3. DNA Marker

Fig. 5    Clinical symptoms of GIFT O. niloticus infected by TiLV and its detection
(a) clinical symptoms of TiLV infected GIFT O. niloticus, A. uninfected GIFT O. niloticus, B. infected GIFT O. niloticus. (b) detection of TiLV in the
spleen from GIFT O. niloticus by RT-PCR. 1. uninfected GIFT O. niloticus, 2. infected GIFT O. niloticus, 3. DNA Marker
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细胞逐渐聚集，出现空斑(图版Ⅲ-4)。为了确定

TiLV在细胞水平的感染特性，运用间接免疫荧

光的方法进行检测。TiLV感染5 d后，间接免疫

荧光结果显示，TiLV感染组孵育HEF抗体经显色

后，有部分细胞呈现绿色荧光(图版Ⅳ-2)，主要

分布在细胞质中。对照组孵育HEF抗体经显色

后，无相应的绿色荧光信号(图版Ⅳ-5)。TiLV感

染组孵育阴性抗体后，也无相应的绿色荧光信

号(图版Ⅳ-8)。

3    讨论

罗非鱼是世界范围内养殖的重要品种。养

殖罗非鱼伴随着国际贸易在世界范围内流动，

增加了TiLV的传播风险 [28]。至今有关TiLV的生

物学和流行病学特性还有许多未解之谜，各国

学者都在研究当中。Jaemwimol等 [29]发现TiLV也

可以感染丝足鲈(Osphronemus goramy)并引起临

床病症。Amal等 [14]发现TiLV可与其他病原体的

协同感染加剧了对全球罗非鱼产业的威胁。最

初，Eyngor等 [5]用RT-PCR方法检测TiLV的区段

3。随后，Kembou等 [9]发布了使用相同引物组的

巢式RT-PCR分析，能够检测低至7个拷贝的TiLV，

比单个RT-PCR灵敏10 000倍。最近，Tattiyapong
等 [25]针对相同基因组区段3开发了一种新的基于

SYBR的逆转录定量PCR(RT-qPCR)方法，用于检

测临床样品中的TiLV，报告灵敏度为2拷贝/μL。

Swaminathan等 [21]建立了罗非鱼的脑(OnlB)和肝脏

(OnlL)的传代细胞系，对于TiLV具有较高的敏感

性。相对于另一种鱼类正黏病毒科成员传染性

鲑鱼贫血病毒(ISAV)，Christiansen等 [30-31]已经鉴

定了病毒的毒力和无毒毒株，并且已经在野外

观察到有IASV毒力和细胞向性的改变。这些变

异是否存在于TiLV中仍有待确定。

本实验测定了TiLV第4片段基因组，系统进

化结果表明该基因组片段编码的蛋白为HEF蛋

白。进一步表达并纯化重组TiLV-HEF蛋白，获

得兔抗TiLV-HEF多克隆抗体，可识别融合TiLV-
HEF蛋白和感染的吉富罗非鱼脾脏组织中TiLV-
HEF蛋白，而且大小和预测一致。间接免疫荧光

结果表明TiLV感染E-11细胞，HEF蛋白主要存在

于细胞质中。本实验通过TiLV感染E-11细胞，在

7~9 d出现了明显的CPE现象，并且病变细胞逐渐

聚集，出现空斑。Eyngor等 [5]用TiLV感染E-11细
胞，在5~7 d后观察到CPE现象，与本实验结果基

本一致。在人工感染鱼体中，可观察到感染鱼

体色发黑，体表有溃烂和全身出血，肉眼晶状

体混浊。而在内脏组织中，肝细胞空泡化，部

分细胞出现合胞体；脾脏中含铁血黄素增多；

头肾淋巴细胞坏死；体肾蛋白质沉淀和肾小球

坏死；鳃小片黏连，上皮细胞脱落；大脑皮质

中的神经胶质增生。Eyngor等 [5]在以色列患病鱼

中观察到的病变包括内脏器官(肾脏和大脑)的充

血，大脑皮质中的神经胶质增生和血管周围箍

带以及眼部病变 (眼内炎和晶状体的白内障变

化)。Fathi等 [10]在埃及患病鱼中发现包括脑内胶

质增生，脑炎和轻度血管周围套囊，多灶性慢

性肝炎和肾脏多灶性间质性出血。Surachetpong
等[13]在泰国的患病鱼中的观察结果包括脑组织中

淋巴细胞和血管周围套囊的聚集。TiLV感染吉

富罗非鱼的组织病理存在差异，可能和采样时

间 点 、 毒 株 、 鱼 种 质 差 异 有 关 ， 但 大 多 数

TiLV感染鱼的肝脏中观察到合胞体肝炎和泡沫

状细胞质，严重的胰腺坏死。根据目前的信息

表明，合胞体肝炎是TiLV暴发中最常见的组织

病理学特征。通过Western blot和免疫组化检测

TiLV患病幼鱼组织，发现在肝脏、脾脏、头

肾、体肾、鳃和脑中均存在TiLV阳性信号。预

计病毒在脾脏和头肾中分布较多，在鳃、体

肾、脑和肝脏中分布较少。Bacharach等 [6]采用地

高辛原位杂交对罗非鱼苗进行组织分布检测，

研究表明，TiLV复制和转录发生在肝脏和中枢

神经系统。而Dong等 [18]在泰国采集的样本中，

原位杂交显示在肝脏、肾脏、脑、鳃、脾脏和

肌肉结缔组织中有阳性信号，而且肝脏、肾脏

和鳃中信号较强。Senapin 等 [32]在幼鱼的肝脏、

肾脏、脾脏、脑和心脏中发现了较低的TiLV病

毒载量，组织病理学观察到类似于合胞体肝炎

的病理特征，但原位杂交并未发现阳性信号。

Mugimba等 [16]在来自于维多利亚湖的样本中发现

TiLV-HEF

β-actin

1 2 3 4 5 6

 
图 6    TiLV感染吉富罗非鱼组织的Western Blot检测

1. 肝脏，2. 脾脏，3. 头肾，4. 体肾，5. 鳃，6. 脑

Fig. 6    TiLV infecting GIFT O. niloticus by Western blot
1. liver, 2. spleen, 3. head kindy, 4. kindy, 5. gill, 6. brain
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脾脏中TiLV RNA分布最多，其次是头肾、心脏

和肝脏。根据本实验的结果，脾脏和头肾为主

的淋巴器官中检测到强的阳性信号，其机理还

不清楚，尚需进一步研究。
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Infection of tilapia lake virus in GIFT Oreochromis niloticus and E-11 cell

LI Jiabo 1,     QIN Zhendong 2,     ZHAO Lijuan 2,     LIU Zhigang 3,     KE Xiaoli 3,    
WU Zaohe 2,     LIU Xiaoling 1,     LU Maixin 3*,     LIN Li 2*

(1. College of Fisheries, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China;
2. Guangdong Provincial Water Environment and Aquatic Products Security Engineering Technology Research Center,

Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl Breeding, College of Animal Science &
Technology,Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou   510225, China;

3. Key Laboratory of Tropical and Subtropical Fish Breeding and Cultivation, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China)

Abstract: In order to study the infection characteristics of TiLV in the cultured tilapia species and susceptible
cells, GIFT Oreochromis niloticus and E-11 cells were chosen as models. For the present study, first of all, the
whole nucleotide sequences of the fourth genome segment of TiLV from the experimental infected GIFT O.
niloticus were determined. The length of the cDNA of the fourth genome segment was 1 250 bp containing an
open reading frame of 1 065 bp, encoding a protein with 354 amino acids. The sequences and phylogenetic tree
analysis showed that the fourth genome segment encoded TiLV Hemagglutinin-esterase-fusion (HEF) protein.
Subsequently, GST fusion HEF was expressed in Escherichia coli and purified, and it was used to immunize New
Zealand white rabbits according to the conventional method to prepare rabbit anti-HEF polyclonal antibody. The
results showed that the antiserum titer obtained by ELISA was higher than 1∶51 200, and the serum could
specifically recognize the HEF protein from the spleen of TiLV infected GIFT O. niloticus. Through artificial
infection experiments, it was found that TiLV infected juvenile GIFT O. niloticus severely and caused surface
ulceration, systemic bleeding and ocular lens opacity. Furthermore, hematoxylin and eosin (HE) stain showed the
syncytium in liver, hemosiderin and vacuolar degeneration in spleen, necrosis in head kidney lymphocytes, protein
precipitation and glomerulus necrosis in trunk kidney. Western blot and immunohistochemistry results showed that
the virus was distributed in all the tissues with the higher abundance in the spleen, head kidney and gill than that in
the liver, trunk kidney and brain tissues. Through indirect immunohistochemistry assay, it was found that HEF
protein was mainly distributed in the cytoplasm in E-11 cells infected with TiLV. Our results demonstrate that
TiLV infection could cause disease by targeting liver, spleen, kidney, gill and brain tissues of GIFT O. niloticus.

Key words:  GIFT  Oreochromis  niloticus;  E-11  cell;  TiLV;  HEF  protein;  polyclonal  antibody;
immunohistochemistry
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图版 Ⅰ    TiLV感染吉富罗非鱼组织病理观察

1，2. 肝脏，a表示肝细胞，b表示胰腺细胞；3，4. 脾脏，c表示淋巴细胞，d表示含铁血黄素；5，6. 头肾，e、f和g表示淋巴细胞；

7，8. 体肾，h表示蛋白质沉淀，i表示肾小球；9，10. 鳃，j表示上皮细胞，k表示泌氯细胞；11，12. 脑，l表示神经胶质增生，下同

Plate Ⅰ    Histopathological observation of TiLV-infected tilapia
1, 2. liver, a. hepatocytes, b. pancreatic cells; 3, 4. spleen, c. lymphocytes, d. hemosiderin; 5, 6. head kidney, e, f and g. lymphocytes; 7, 8. trunk kidney,
h. protein precipitation, i. glomeruli; 9, 10. gill, j. epithelial cells, k. chloride cells; 11, 12. brain, l. gliosis, the same below
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图版 Ⅱ    TiLV感染吉富罗非鱼组织的免疫组化检测

图中箭头表示阳性信号

Plate Ⅱ    Immunohistochemistry assay of the tissues from TiLV infected tilapia
The arrow in the figure indicates positive signal
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图版 Ⅲ    TiLV感染E-11细胞的显微观察

1.TiLV感染E-11细胞0 h，2.TiLV感染E-11细胞48 h，3.TiLV感染E-11细胞96 h，4.TiLV感染E-11细胞192 h。图中箭头表示细胞病变

Plate Ⅲ    Microscopic observation of E-11 cells infected by TiLV
1. TiLV infection of E-11 cells 0 h; 2. TiLV infection of E-11 cells 48 h; 3. TiLV infection of E-11 cells 96 h; 4. TiLV infection of E-11 cells 192 h. The
arrows in the figure indicate cytopathic changes
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图版 Ⅳ    TiLV感染E-11细胞间接免疫荧光检测

1.TiLV感染后孵育HEF抗体的DAPI显色，2.TiLV感染后孵育HEF抗体的FITC显色，3.1与2的合并，4.对照组孵育HEF抗体的DAPI显色，

5.表示对照组孵育HEF抗体的FITC显色，6.表示4与5的合并，7.表示TiLV感染后孵育阴性血清的DAPI显色，8.表示TiLV感染后孵育阴

性血清的FITC显色，9.表示7与8的合并

Plate Ⅳ    Indirect immunofluorescence assay of E-11 cells infected by TiLV
1. DAPI stain of TiLV infected cells incubated with anti-HEF antibody; 2. FITC stain of TiLV infected cells incubated with anti-HEF antibody; 3. merge
of 1 and 2; 4. DAPI stain of non-infected cells incubated with anti-HEF antibody; 5. FITC stain of non-infected cells incubated with anti-HEF antibody;
6. merge of 4 and 5; 7. DAPI stain of TiLV infected cells incubated with negative serum; 8. FITC stain of TiLV infected cells incubated with negative
serum; 9. merge of 7 and 8
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