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鳗鲡疱疹病毒对欧洲鳗鲡的致病性研究
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摘 要：为了明确鳗鲡疱疹病毒（Anguillid herpesvirus, AngHV）的致病性，用一株从鳗鲡“脱黏败血综合征”病料中分离的AngHV（NA16108），研究了其对欧洲鳗鲡幼鳗的致病性。结果显示，注射AngHV的鳗鲡体表出现黏液脱落、鳍条出血、红头等症状；鳃部出现黏液增多、出血，肝脏褪色、肿大，脾脏和肾脏肿大等病变；进一步的组织病理学观察发现，鳗鲡的体表黏液及黏膜上皮细胞脱落，次级鳃瓣增生、出血、呼吸细胞肿胀坏死，脾脏细胞坏死、黑色素细胞聚集，肾小管管壁上皮细胞坏死、玻璃样病变、管腔变窄等病理症状；这与鳗鲡“脱黏败血综合征”的发病特征是一致的。致死率分析显示，从第4天开始攻毒组鳗鲡开始出现死亡，第7天和第14天的累计死亡率分别达到26.7%和56.7%；荧光定量PCR检测显示，在攻毒鳗鲡肝脏、脾脏、肾脏、肠道、鳃和皮肤黏液中均可检测到AngHV；另外，用鳗鲡卵巢细胞系（eel ovary cell line

, EO）从攻毒鳗鲡主要内脏器官中重新分离出AngHV；这表明鳗鲡发生了AngHV的系统侵染。本研究表明，AngHV是鳗鲡“脱黏败血综合征”的致病病原，这为深入开展该病的发病机制及防控研究奠定了重要基础。
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鳗鲡疱疹病毒（Anguillid herpesvirus, AngHV）是养殖鳗鲡的重要病毒性病原，也是造成野生鳗鲡减少的重要因素[1-2]

。目前，已从亚洲[3-4]、欧洲[5-7]等世界多地养殖的日本鳗鲡（Anguilla japonica）和欧洲鳗鲡（A. 

anguilla）中分离鉴定出AngHV[7-8]。序列分析表明，目前分离的AngHV均为同一病毒种[9-10]；增殖特性分析表明，AngHV可在鳗鲡卵巢细胞系（eel ovary cell line, EO）内稳定传代，较适宜扩繁温度为25 °C~27 °C[11]。AngHV的致病性研究较少，日本鳗鲡注射AngHV后，可引起鳃和肝脏病变[12-13]，欧洲鳗鲡幼鳗可通过浸泡感染AngHV并发病[14]。流行病学分析表明，在不同地区及疾病发展的不同阶段，AngHV致病的病征呈现多样性[13,15-16]。

我国的鳗鲡养殖主要集中在福建省和广东省，欧洲鳗鲡和美洲鳗鲡（A. rostrata）是福建省鳗鲡养殖的主要品种。自20世纪90年代，我国开展鳗鲡规模化养殖以来，鳗鲡常暴发“皮肤脱黏、红头、烂鳃、败血”等症状的疾病，统称为鳗鲡“脱黏败血综合征”。该病是养殖欧洲鳗鲡和美洲鳗鲡黑仔和幼鳗阶段发生率最高，且危害严重的传染性疾病，常伴有体弱，摄食减少，皮肤黏液脱落，鳍条发红，头部肿胀充血，鳃部黏液增多、溃烂、出血，肝脏色泽变浅，脾脏肿大呈褐色，肾脏肿大等症状。有学者曾从该病病料中分离出霍乱弧菌（Vibrio cholerae）[17]、嗜水气单胞菌（Aeromonas hydrophila）[18]、豚鼠气单胞菌（A. caviae）[19]等细菌，但针对细菌性病原的措施无法有效预防发病和控制病程。
鳗鲡“脱黏败血综合征”在福建省的鳗鲡养殖场中常年发生，给养殖业者造成了巨大的经济损失。卓玉琛等[20]利用电镜在患“败血症”的欧洲鳗鲡体内观察到疱疹病毒样颗粒；我们前期用建立的PCR检测方法从“脱黏败血综合征”病料中检测出AngHV[21]，并从病料中分离培养出AngHV[22]。本研究用从鳗鲡“脱黏败血综合征”病料中分离的一株AngHV（NA16108），通过腹腔注射的方法感染欧洲鳗鲡，研究了其致病性。结果证实，AngHV就是鳗鲡“脱黏败血综合征”的致病病原，这为深入开展鳗鲡“脱粘败血综合症”的防控研究奠定了重要基础。
1 材料与方法

1.1 病毒的扩繁与滴度测定

AngHV病毒株NA16108由福建省农业科学院生物技术研究所分离。EO细胞系在含10%胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）的L-15培养液中27 ℃培养，铺满单层时接种病毒NA16108，待多数细胞产生细胞病变效应（cytopathic effect, CPE）后，收集细胞上清液，进行10倍比稀释，接种96孔板中的EO细胞系，每个稀释度重复6孔，27 ℃培养，6 d后观察并记录细胞CPE出现的孔数，依照Reed-Muench法计算病毒滴度TCID50，并进一步按照病毒滴度70%的比例，计算空斑形成单位（plaque

 forming unit, PFU）。

1.2 病毒的腹腔注射及鳗鲡的病症观察

为保证实验欧洲鳗鲡未曾感染AngHV，将鳗苗在实验室条件下养殖。取15~20 g的欧洲鳗鲡，随机分为2组，每组30尾。一组腹腔注射106 PFU的NA16108病毒，作为攻毒组；一组注射未感染病毒的EO细胞系培养上清液，作为对照组。在水温24~26 ℃条件下常规饲养，每天观察鳗鲡的健康状况，记录鳗鲡的死亡数量及发病鳗鲡的外观症状，剖检观察发病鳗鲡主要组织器官的病理变化。
1.3 鳗鲡组织的病理学观察

在攻毒后第7天，取攻毒组和对照组鳗鲡，用MS-222麻醉后，取皮肤、鳃、肝脏、脾脏和肾脏，Bouin’s固定液固定后，制作石蜡切片（5 μm），苏木精—伊红（hematoxylin-eosin staining, H.E）染色后中性树胶封片。用Nikon Eclipse E100显微镜进行镜检，细胞核在显微镜下呈蓝色，细胞质呈红色。用Nikon DS-U3成像系统进行图像采集分析。

1.4 病毒的定量PCR检测

以AngHV的ORF49

作为靶基因（ORF49编码病毒囊膜蛋白，GenBank序列号NC_013668.3），设计特异性引物对AngHV49-qF（5´-TATGTGACGCCGATCTTGACT-3´），AngHV49-qR（5´-CGGATTGTTTCGAACGTGCTT-3´）和探针AngHV49-probe（5´-TCATTAGCTGCTGGGACGTGCATC-3´），用Taqman定量PCR法进行AngHV的定量检测，计算AngHV的拷贝数。在攻毒后第7天，取发病鳗鲡的肝脏、脾脏、肾脏、肠道、皮肤黏液和鳃，匀浆后，用血液/细胞/组织基因组DNA提取试剂盒（TIANGEN公司）提取总DNA，分别进行病毒定量PCR检测。

1.5 病毒的细胞分离与鉴定

在攻毒后第14天，取攻毒组和对照组鳗鲡的肝脏、脾脏和肾脏组织，经匀浆、过滤后接种EO细胞系，进行AngHV的分离培养，观察和记录细胞病变情况。继续接种EO细胞系传代，稳定扩繁3代后，EO细胞系出现稳定的细胞病变效应。取病毒感染细胞，提取总DNA，用特异性扩增AngHV的引物AngHVp95-FW（5´-ACTCTGGCTCGCAACCAATCT-3´）和AngHVp95-RW（5´-CCACCAAACAACCCAGCACAATC-3´），进行AngHV的PCR扩增鉴定，扩增产物用琼脂糖凝胶电泳检测。

1.6 鳗鲡鳃部主要寄生虫数量统计

    本研究使用的欧洲鳗鲡是在实验室条件下从鳗苗开始养殖，其鳃部除发现拟指环虫（Pseudodactylogyrus）外，未发现其他寄生虫。在攻毒后第0、7、14和21天，分别取攻毒组和对照组鳗鲡各3尾，取鳃丝，显微镜下观察计数，统计鳃部拟指环虫的数量。
2 结果

2.1 AngHV感染发病鳗鲡的症状

攻毒组鳗鲡第3天开始出现体色变白、体表黏液脱落、胸鳍出血缺损（图版I-1），继而出现红头（图版

I-2）、尾部出血（图版I-3）等病症。解剖后发现，发病鳗鲡的鳃部病变明显、红白相间（图版II-1）、黏液增多（图版II-2）、鳃丝出血（图版II-3），多见肝脏褪色、脾脏肿大（图版II-4），肾脏肿大（图版II-5）等症状，这与鳗鲡“脱黏败血综合征”的发病特征是一致的。而对照组鳗鲡的体表及内脏均未见明显的病变症状。
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图版I

 AngHV感染后鳗鲡体表的典型病变

1.皮肤黏液脱落；2.红头；3.尾部出血

Plate I  The typical surface lesions of AngHV infected 

A. anguilla
skin mucus sloughing; 2. red head; 3. tail hemorrhages
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图版II AngHV感染后鳗鲡组织器官的典型病变

1~3. 鳃黏液分泌增多、出血；4. 肝脏、脾脏肿大；5. 肾脏肿大
Plate II  The typical lesions in the tissues and organs of AngHV infected A. anguilla
1-3. increasing mucus secretion and hemorrhages of gill; 4. swelling of liver and spleen; 5. swelling of kidney

2.2 AngHV对欧洲鳗鲡的致死作用

攻毒组鳗鲡注射后第3天出现“脱黏败血综合征”症状，第4天开始出现死亡，到第7天的累计死亡率为26.7%，到第14天的累计死亡率为56.7%，连续观察至第28天，累计死亡率达到63.3%，而对照组鳗鲡在实验期内未见明显的病理症状，仅在第27天死亡1尾（图1）。
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图

1 AngHV感染对鳗鲡的致死作用

Fig. 1 Mortality of AngHV to the infected A. anguilla
2.3 鳗鲡的组织病理学观察

组织病理学观察发现，攻毒组鳗鲡的皮肤、鳃和肾脏的损伤严重，典型病理变化表现为皮肤黏液少、皮肤黏膜复层上皮细胞脱落（图版III-1），鳃黏液分泌增多、次级鳃瓣增生、血管出血、呼吸细胞肿胀坏死（图版III-3），脾脏细胞坏死、黑色素细胞聚集（图版III-5），肾小管管壁上皮细胞肿胀坏死、细胞排列散乱、肾小管管腔变窄（图版III-7）。与攻毒组相比，对照组鳗鲡的皮肤（图版III-2）、鳃（图版III-4）、脾脏（图版III-6）和肾脏（图版III-8）均无明显病理变化。
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图版III 
AngHV感染后鳗鲡组织器官的病理变化
皮肤黏液少（★），黏膜上皮细胞脱落（→）；3. 鳃黏液分泌增多、增生（★），呼吸细胞坏死（→）；5. 脾脏细胞坏死（★），黑色素细胞聚集（→）；7. 肾小管管腔变窄（★），管壁细胞坏死（→）
Plate III The histopathological changes of the tissues and organs of AngHV infected Anguilla
1. reduction of skin mucus (★), exfoliation of mucous epithelium cell (→); 3. increased mucus secretion, hyperplasia (★) and respiratory cell necrosis in gill (→); 5. cell necrosis (★) and aggregation of melanocytes in spleen (→); 7. narrowing of lumen (★) and necrosis of wall cells of renal tubular (→)
2.4 AngHV的定量PCR检测

定量PCR

检测显示，攻毒组鳗鲡的肝脏、脾脏、肾脏、肠道、鳃和皮肤黏液中均可检测出AngHV，且在鳃和皮肤黏液中的拷贝数较高（图2）。而在对照组鳗鲡的相应组织中均未检测出AngHV。这表明，注射到腹腔中的AngHV引起了鳗鲡全身性感染。
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图2 AngHV在感染鳗鲡主要组织器官内的分布情况

1.肝脏；2.脾脏；3.肾脏；4.肠道；5.鳃；6.皮肤黏液

Fig. 2 The distribution of AngHV in the major tissues and organs from the infected A. anguilla
1. liver; 2. spleen; 3. kidney; 4. intestine; 5. gill; 6. skin mucus

2.5 AngHV的细胞分离培养与鉴定

取攻毒组和对照组鳗鲡的肝脏、脾脏、肾脏组织，利用EO细胞系进行病毒分离，攻毒组鳗鲡组织接种的细胞出现病毒感染的典型病变效应（图版Ⅳ-1），而对照组鳗鲡组织接种的细胞未见明显的变化（图版Ⅳ-2）。利用特异性检测AngHV的引物对细胞培养物进行PCR检测，扩增出与预期大小一致的单一条带（图3），将该片段克隆后测序，证实分离的病毒为AngHV。这表明，可以从腹腔注射AngHV的鳗鲡主要内脏器官内重新分离出AngHV。
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图版Ⅳ

 感染鳗鲡体内AngHV的分离鉴定

1. EO细胞系产生特征性细胞病变；2. 对照EO细胞系
Plate Ⅳ  The isolation and identification of AngHV from the infected A. anguilla
1. typical cytopathy effects of the infected EO cell line; 2.control EO cell line
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图3 AngHV的PCR鉴定
M: DL2000 DNA marker; 1: AngHV感染的EO细胞系
Fig. 3 Identification of AngHV by PCR
M: DL2000 DNA marker; 1: AngHV infected EO cell line
2.6 鳗鲡鳃部拟指环虫数量
实验期间对照组鳗鲡鳃部的拟指环虫数量未见明显变化，保持在100只/尾以内；而攻毒组鳗鲡鳃部的拟指环虫数量短期内迅速增加，攻毒后第7天和第14天的拟指环虫数量分别达到约200和800只/尾。为避免寄生虫引起的鳗鲡大量死亡，在攻毒后第14天开始药物驱杀处理3 d，攻毒组鳗鲡拟指环虫数量减少到约300只/尾（图4）。
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图4 

AngHV感染鳗鲡鳃部的拟指环虫数量

Fig. 4 Quantity of Pseudodactylogyrus in the gill of AngHV infected A. anguilla
3 讨论

疱疹病毒是鱼类的重要致病病原，鲤疱疹病毒（Cyprinid herpesvirus, CyHV）、鮰疱疹病毒（Ictalurid herpesvirus, IcHV）、鲑疱疹病毒（Salmonid herpesvirus, SalHV）和AngHV等均可感染宿主并引发严重疾病[23]。分子流行病学分析表明，AngHV在福建省养殖的欧洲鳗鲡中普遍存在[21]。我们用EO细胞系从患“脱黏败血综合征”的鳗鲡病料中分离出多株AngHV[22]。为了明确其致病性，本研究用一株从鳗鲡“脱黏败血综合征”病料中分离的AngHV（NA16108）进行回归试验，结果证实AngHV是困扰我国鳗鲡养殖业的鳗鲡“脱黏败血综合征”的致病病原，这为深入开展该病的防控研究奠定了重要基础。
疱疹病毒种类繁多，但主要侵害皮肤和黏膜组织。CyHV感染的鲤鱼皮肤会发生严重损伤，并从体表脱落[24]；鳗鲡感染AngHV后普遍出现体弱、不同程度的皮肤和鳍条出血等症状[14]。本研究发现，欧洲鳗鲡感染AngHV后，体表黏液增多、脱落，继而引起皮肤和鳃部损伤，从主要组织器官中都可以检测出高含量的AngHV，且在鳃和皮肤黏液中的含量较高。因此，在进行AngHV的检测和细胞分离时，首选鳗鲡的鳃和皮肤病变部位的黏液组织。组织病理学分析表明，AngHV可引起皮肤黏膜复层上皮细胞脱落，鳃黏液分泌增多、次级鳃瓣增生、血管出血，呼吸细胞肿胀坏死，这与死亡鱼体常呈僵硬的缺氧状态是一致的。已有研究表明，有些鱼类疱疹病毒有致瘤特性，可引起皮肤肿瘤或肿瘤样增生[25]。Békési等[26]认为鳗鲡的表皮增生可能与AngHV相关，但我们未在本研究中发现鳗鲡发生肿瘤样病变。

疱疹病毒不仅是宿主受到免疫抑制时的机会病原体，也可促成免疫抑制，引起继发感染[24]。AngHV可抑制欧洲鳗鲡的天然免疫反应[27]，而患“脱黏败血综合征”鳗鲡就常伴有寄生虫、细菌、真菌等的继发感染[5]。本研究对鳗鲡鳃部的主要寄生虫—拟指环虫数量进行了统计，结果表明，攻毒组鳗鲡拟指环虫数量显著高于对照组，由于指环虫过量增殖会严重损伤寄生组织并致宿主死亡，因此，在第14天对鳗鲡进行驱杀虫处理，使得攻毒组拟指环虫数量显著降低，鳗鲡死亡量也显著降低。因此，AngHV感染引起的寄生虫大量增殖可能也是造成鳗鲡高死亡率的重要因素。福建省养殖欧洲鳗鲡和美洲鳗鲡的鳗苗、幼鳗和成鳗都可发生“脱黏败血综合征”，幼鳗期发病率最高，但死亡率差异比较大，一般在5%~30%，个别养殖场的死亡率高达60%以上。本研究中攻毒组鳗鲡的累计死亡率达到63.3%，高于正常鳗鲡养殖过程中该病的死亡率，可能与病毒为注射感染且注射的剂量较高（106 PFU）有关。
鱼类疱疹病毒的致病性与宿主的健康状况和环境因素密切相关[23]。发病时的水温一般在24~30 ℃，发病期间，根据病鱼发病症状，结合分析鱼体寄生虫、真菌等继发感染情况，适时采取应对措施，可有效降低死亡率，缩短病程周期。Lee等[15]将日本鳗鲡幼鳗和成鳗分别肌肉和鳃弓注射AngHV，可导致幼鳗和成鳗的鳃部坏死，但幼鳗的病变症状更加明显，但不会导致鳗鲡死亡。我们曾用养殖场养殖的不同规格欧洲鳗鲡进行AngHV的攻毒实验，发现部分鳗鲡会出现与“脱黏败血综合征”相似的症状，但不能导致死亡，我们推测这可能与试验鳗鲡感染过AngHV有关。本研究使用实验室条件下养殖的未感染AngHV的欧洲鳗鲡，研究AngHV的致病性，结果显示，攻毒鳗鲡出现“脱黏败血综合征”症状和AngHV的系统侵染，并可从攻毒鳗鲡中重新分离出AngHV，证实了AngHV是欧洲鳗鲡“脱黏败血综合征”的致病病原，这为深入开展AngHV的致病机理和防控研究奠定了重要基础。
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Pathogenicity of Anguillid herpesvirus to European eels, Anguilla anguilla
 CHEN Qiang, LI Yingying, YANG Jinxian, SONG Tieying, GE Junqing*
(Institute of Biotechnology，Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou 350003, China)
Abstract: 

In order to determine the pathogenicity of Anguillid herpesvirus (AngHV), an AngHV strain, NA16108, isolated from “mucus sloughing and hemorrhagic septicemia disease” samples was used to study its pathogenesis to juvenile European eel, Anguilla Anguilla. The results showed that the body surface of the AngHV-injected A. anguilla had the symptoms of mucus exfoliation, fin hemorrhages, red head, etc. The diseased A. anguilla had pathological changes of mucus increase and hemorrhages of gill, discoloration of liver and swelling of spleen and kidney, etc. Further histopathological analysis showed that the skin had exfoliation of mucus and mucosa flat epithelial cells, gill had secondary lamellar hyperplasia, blood vessel hemorrhages, swelling and necrosis of respiratory cells, spleen had necrosis and aggregation of melanocytes, and kidney had necrosis wall cells and narrowing lumen of renal tubular, which are consistent with the clinical characteristics of A. anguilla "mucus sloughing and hemorrhagic septicemia disease". The mortality analysis showed that AngHV infected A. anguilla began to die from the 4th day post injection, and the cumulative mortality on the 7th and 14th day reached up to 26.7% and 56.7%, respectively. Quantitative real-time PCR analysis showed that AngHV could be detected in the liver, spleen, kidney, intestine, gill and skin mucus of AngHV infected A. anguilla, and AngHV could be re-isolated by EO cell line from the main internal organs, which indicating that the A. anguilla had a systemic infection of AngHV. The results indicated that AngHV is the pathogenic agent of "mucus sloughing and hemorrhagic septicemia disease", which laid an important foundation for further study on the pathogenesis and prevention and control of the disease. 
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