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摘要：2018 年 7 月，宁波象山某养殖场内银鲳出现集中死亡现象，累积死亡率高达
80% 以上，为探究此次疾病暴发的原因，本研究通过对患病银鲳进行组织病理学分析、
透射电镜观察、病原的分子生物学检测及分析来对其病原进行鉴定，以便制定合理的防
控措施。患病银鲳临床表现为厌食、身体失衡、脾脏肿大、肝脏颜色异常等病征。组织
病理学观察发现，患病银鲳肝脏、脾脏和肾脏均出现直径 10~15 μm、细胞质嗜碱性的肿
大细胞。进一步的透射电镜观察则在脾脏、肾脏等组织细胞内发现了病毒包涵体结构以
及大量的病毒粒子，直径为 140~160 nm。通过虹彩病毒特异性 PCR 检测发现，患病组
织样品为虹彩病毒阳性。此外，通过病毒主要衣壳蛋白基因 (MCP) 序列分析，发现银鲳
源病毒与大黄鱼虹彩病毒 (GenBank 登录号：AY779031.1)MCP 同源性最高为 99.76%，认
为此分离病毒属于虹彩病毒科、肿大细胞病毒属、真鲷虹彩病毒 (Red  sea  bream
iridovirus, RSIV) 类群。本实验首次报道了全人工养殖环境下银鲳感染虹彩病毒的病例，
该研究将为养殖银鲳虹彩病毒病的诊断和防治提供重要的参考依据。
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银鲳(Pampus argenteus) 属鲈形目(Perciformes)、
鲳科 (Stromateidae)、鲳属 (Pampus)，在我国主要

分布于东海、南海和黄、渤海等地区 [1]。由于银

鲳肉质细腻、营养丰富、味道鲜美而深受消费

者喜爱，其市场需求量逐年增大，但由于市场

供给全部依赖捕捞，导致银鲳的市场价格逐年

攀升。最近几年，国内银鲳的全人工养殖在宁

波地区取得成功 [2]。目前，有关养殖银鲳的研究

主要集中在生殖生理、饲料研发及对环境的适

应性等方面 [3-7]，在疾病方面的研究极少。由于

人工驯化时间短、养殖环境与野生环境差异大

等原因导致的病害问题尤为突出。

早在 2000 年和 2007 年，科威特就报道某养

殖基地出现养殖银鲳大规模死亡现象，患病银

鲳出现眼部出血、昏睡、食欲不振等现象，解

剖后发现肝脏肿大，肾脏和脾脏充血，通过病

原的分离鉴定发现，这两次病情暴发是由无乳

链球菌 (Streptococcus agalactiae) 感染引起[8-9]。2015
年，在宁波象山地区银鲳养殖基地发现大量银

鲳患出血性败血症，且常伴有局部溃疡，通过

研究，发现是美人鱼发光杆菌 (Photobacterium
damselae) 感染导致 [10]。此前研究所发现的银鲳

疾病案例均为细菌性感染所致，尚未有银鲳相

关的病毒性病原的报道。

2018 年 7 月宁波象山某室内养殖场的银鲳

发病，累积死亡率高达 80% 以上。本实验对发

病银鲳的暴发性死亡原因进行了研究。通过对

患病银鲳病症观察、细菌分离、分子生物学诊
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断、组织病理及透射电镜观察，确定此次银鲳

发病与虹彩病毒科 (Iridoviridae) 肿大细胞病毒属

(Megalocytivirus) 的病毒感染相关。

1    材料与方法

1.1    样品采集及处理

本研究从发病养殖车间中共采集并解剖了

10 尾患病个体，从其他未发病养殖车间采集并

解剖了 5 尾健康个体，并分别取 5 尾患病和 3 尾

健康银鲳的肝脏、脾脏和肾脏等组织，切成合

适尺寸组织块，保存于 DNA 组织样品常温保存

液 [B644771，生工生物工程 (上海 ) 股份有限公

司 ]，10% 中性甲醛固定液及 2.5% 戊二醛溶液用

于后续的核酸检测和组织病理学分析；取另外 5
尾患病及 3 尾健康银鲳进行细菌性病原的分离和

检测。

1.2    常规细菌分离

采用无菌操作技术，将患病银鲳的肝脏、

脾脏和肾脏等病灶样本通过划线接种到胰大豆

蛋白胨 (TSB) 固体培养板上，并将其放置于 28
°C 恒温培养箱中培养 48 h。根据细菌生长情况

开展后续实验。

1.3    组织病理观察

将保存在 10% 中性甲醛固定液中的样本按

照经典的组织学分析方法进行组织脱水、透明、

透蜡和包埋处理，经切片和苏木精—伊红 (H.E)
染色后，置于Nikon Eclipse E80i 光学显微镜 (Nikon，
日本) 下观察和拍照。

1.4    透射电子显微镜观察

将保存在 2.5% 戊二醛固定液中的组织样品，

经 1% 锇酸固定剂固定、4% 醋酸铀染色后，分

别使用梯度酒精脱水和 100% 丙酮脱水，并用无

水丙酮与包埋剂渗透组织、振荡和包埋，置烘

箱内 37、45 和 60 °C 逐级聚合、修块，用超薄切

片机制备 100~120 nm 切片，醋酸铀和柠檬酸铅

染色。将染色处理完的切片置于透射电子显微

镜中观察拍照。

1.5    组织核酸提取及 PCR检测

取常温保存液中的组织样品，使用组织

DNA 提取试剂盒 (D3396，Omega)进行总 DNA 的

提取。随后将获得的 DNA 样品在 NanoDrop 2000

(Thermo Scientific，Waltham，MA，USA) 进行定量。

根据 2017 年在线版《OIE 水生动物疾病诊

断手册》中虹彩病毒特异性 PCR 检测方法，对

发病银鲳组织样品 DNA 进行特异性 PCR 扩增，

反应分别使用引物 1-F(5′-CTCAAACACTCTGG
CTCATC-3 ′)/1-R(5 ′-GCACCAACACATCTCCT
ATC-3 ′)和 4-F(5 ′-CGGGGGCAATGACGACTA
CA3′)/4-R(4-R: 5′-CCGCCTGTGCCTTTTCTGG
A-3′)[11] 进行目的基因的扩增，扩增产物大小分

别为 570 和 568 bp。PCR 采用 25 μL 反应体系：

2× PCR Master Mix 12.5 μL(CW0682，北京康为世

纪生物科技有限公司)、上下游引物各 1 μL、ddH2O
9.5 μL、DNA 模板 1 μL。反应程序：94 °C 预变

性 5 min；94 °C 变性 2 min，55 °C 退火 30 s，72 °C
延伸 30 s，35 个循环；72 °C 终延伸 5 min。PCR
反应产物经 1% 的琼脂糖凝胶电泳观察目的基因

的完整性和质量。

1.6    虹彩病毒主要衣壳蛋白基因 (MCP)序列

的扩增、克隆和测序

根据已报道方法 [12] 对检测阳性的 DNA 样品

进行虹彩病毒 MCP的 PCR 扩增、克隆及测序分

析。PCR 采用引物MCP-F(5′-ATGTCTGCAATCT
CAG  GTGCAAA  CGTAA-3 ′)/MCP-R(5 ′-CAG
GATAGGGA AGCCTG CGGCG-3′)。扩增反应

程序：94 °C 预变性 5min；94 °C 变性 2 min，57 °C
退火  30 s，72 °C 延伸 60 s，35个循环；72 °C 终
延伸 5 min。取 5 μL 产物经琼脂糖凝胶电泳检测

分析，将获得的与预期片段大小一致的 PCR 产

物进行克隆和转化。采用 pMD 18T 载体 (K7201AB，

TaKaRa) 作为克隆质粒，通过 T-A 克隆的方法将

目标片段克隆至载体中，与 T4 连接酶体系混合

于 16 °C 孵育过夜，并将酶连产物转化至感受态

DH5α 中，挑取阳性克隆，PCR 检测后送至生工

生物工程 (上海 ) 股份有限公司进行测序。随后

对获得的序列进行数据库比对和系统发生学分析。

2    结果

2.1    患病银鲳的临床症状

患病银鲳养殖于宁波某养殖场室内水泥池

中，发病时为 4 月龄，平均体质量为 50 g。患病

银鲳临床症状表现为厌食、昏睡、身体失衡、

脾脏肿大及肝脏颜色异常等 (图 1)。疾病发生时

水温条件为 26~28 °C。
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2.2    细菌的分离

无菌条件下，将样本内脏组织样品接种至

TSA 培养基上，26 ℃ 培养箱中恒温连续培养 48 h
后，仅有少数样本肝脏出现零星菌落，经 16S

rDNA 测序为弧菌 (Vibrio spp.)。

2.3    组织病理学分析和电镜观察结果

患病银鲳的组织病理学检测结果显示，在

患病鱼的肝脏、脾脏和肾脏组织出现较高比例

的凋亡细胞及嗜碱性肿大细胞 (图版Ⅰ-1，Ⅰ-3，
Ⅰ-5，白色箭头所示 )。凋亡细胞表现为细胞核

裂解、固缩或消失。嗜碱性肿大细胞中含有深

色颗粒分布 (图版Ⅰ-1，Ⅰ-3，Ⅰ-5，黄色箭头所

示)。此外，上述组织中出现炎性细胞浸润。对

脾脏和肾脏组织切片的透射电镜结果进行观察，

肿大细胞存在细胞核病变、核裂解等 (图版Ⅱ-1，
白色箭头所示)，在其细胞质中可发现游离或包

裹 在 包 涵 体 内 的 六 边 形 病 毒 粒 子 ， 粒 径 为

140~160 nm(图版Ⅱ-4)。上述病理学观察结果表

明患病银鲳存在病毒感染。

 
图 1    患病银鲳的临床症状

患病鱼脾脏异常肿大，肝脏颜色异常

Fig. 1    Clinical symptoms of diseased P. argenteus
Abnormal enlargement of spleen and abnormal liver color in sick fish
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图版 Ⅰ    组织病理图片

1、3、5. 患病银鲳组织，2、4、6 健康的银鲳组织；1、2. 肝脏，3、4. 脾脏，5、6. 肾脏；白色箭头所示为肿大细胞，黄色箭头所示为

深色颗粒

Plate Ⅰ    Histopathologic image
1, 3, 5. the diseased tissue of P. argenteus; 2, 4, 6. the health tissues of P. argenteus ; 1, 2. liver, 3, 4. spleen, 5, 6. kidney; the white arrows indicate mast
cells; the yellow arrows indicate dark particles
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2.4    虹彩病毒特异性 PCR检测

本实验分别对 3 尾患病银鲳及 1 尾健康银

鲳的肝脏、脾脏和肾脏组织进行了总 DNA 提取，

并将 DNA 样品通过虹彩病毒特异性 PCR 进行病

毒检测。2 对特异性引物的 PCR 扩增结果显示，

所有患病银鲳的组织 DNA 样品结果均为阳性，

而健康银鲳均为阴性 (图 2)。特异性 PCR检测的

结果证实患病银鲳存在病毒的感染，且感染病

毒为虹彩病毒。

2.5    病毒 MCP基因扩增及测序分析

本实验随机选取了患病银鲳肝脏、脾脏和

肾脏组织 DNA 样品，对其进行 MCP 基因的 PCR
扩增。PCR 反应结果显示，所有样品均扩增得

到大小约为 1 300 bp 的扩增产物。通过基因克隆

及序列测定得到了 3 个样品的 MCP 基因片段序

列。将这 3 条序列与 NCBI 数据库 GenBank 中

DNA 序列通过 BLAST 软件进行序列对比。结果

显示，本实验获得的 MCP 基因与大黄鱼虹彩病

毒  (Large yellow croaker iridovirus，LYCIV) (登录

号：AY779031.1) 和真鲷虹彩病毒 (Red sea bream
iridoviral virus， RSIV)(登 录 号 ： AB666328.1) 的
MCP 基因均具有 99.76% 的序列相似性。此外，

系统发育树分析结果显示，本实验中银鲳源的

1 2

3 4

2 μm 2 μm

0.2 μm 50 nm

 
图版 Ⅱ    病鱼脾脏与肾脏透射电镜图片

1. 脾脏， 2~4. 肾脏；红色框内为包涵体， 黄色箭头所指是核固缩

Plate Ⅱ    Transmission electron microscope graph of diseased fish's spleen and kidney
1. spleen, 2-4. kidney; in the red frame is inclusion body, the yellow arrows point to nucleolus shrinkage
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图 2    病鱼肝脏、脾脏、肾脏组织中虹彩病毒的检测

(a) 1F/1R 引物检测，  (b) 4F/4R 引物检测；M. DL 2000 DNA Marker，1~9. 病鱼组织，10~12. 健康鱼组织；1、4、7、10. 肝脏，2、5、8、
11. 脾脏，3、6、9、12. 肾脏

Fig. 2    Electrophoresis map of amplified products of iridescent virus detection in
diseased liver, spleen and kidney tissues

(a) detection with 1F/1R primer; (b) detection with 4F/4R primer; M. DL 2000 DNA Marker ; 1-9. diseased fish tissue, 10-12. healthy fish tissue, 1, 4, 7,
10. liver, 2, 5, 8, 11. spleen, 3, 6, 9, 12. kidney
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病毒 MCP 基因与肿大细胞病毒属的 LYCIV 及 2
株 RSIV 聚 类 成 紧 密 的 分 支 ， 并 与 其 他 5 株

RSIV 共同聚类成一个大 RISV 分支 (图 3)。MCP
基因序列分析结果说明了感染银鲳的病毒为肿

大细胞病毒属虹彩病毒。

3    讨论

肿大细胞病毒属虹彩病毒为虹彩病毒科的

一类 DNA 病毒，粒径为 100~200 nm。根据其遗

传差异及宿主感染症状可将其分为 3 大类，即

RSIV、传染性脾肾坏死病毒 (ISKNV) 及大菱鲆

红体病虹彩病毒 (TRBIV) 病毒群。研究报道该属

的病毒感染宿主包括淡水鱼类和海水鱼类等 [13]。

肿大细胞病毒属病毒已对多种鱼类养殖造成过

较为严重的损失，目前已报道的可被肿大细胞

病毒属感染的养殖经济鱼类包括真赤鲷、云斑

尖塘鳢 (Oxyeleotris  marmoratus)、眼斑拟石首鱼

(Sciaenops ocellatus)、大黄鱼、大菱鲆、鳜 (Sini-
perca chuatsi)、条石鲷等 [12, 14-19]。  本实验通过临

床症状观察、组织病理学分析以及分子诊断技

术首次证明银鲳可被肿大细胞病毒属病毒感染，

而且在银鲳中发现的病毒与 RSIV 具有极高的同

源性。

真鲷感染 RSIV 后常会表现出游泳行为异常、

昏睡以及脾脏肿大等病征[20]，与本实验中患病银

鲳出现的临床症状一致。真鲷感染 RSIV 后组织

病理学病变主要为脾脏和肾脏等组织中出现大

量嗜碱性肿大细胞 [20-21]，也与本研究在患病银鲳

的组织病理观察结果相似。此外，病变组织细

胞内存在典型的病毒包涵体结构是肿大细胞病

毒感染的典型病变特征[22]，并已被用于肿大细胞

病毒感染的鉴定[23]，本研究中银鲳的病变组织细

胞中同样发现了典型的病毒包涵体结构，其中

包裹了大量不规整排列的六边形病毒颗粒，说

明病鱼可能感染了肿大细胞病毒属病毒。

为进一步验证此结论，本实验以《OIE 水

生动物疾病诊断手册》提供的特异性引物进行

了 PCR 检测，结果证实了患病组织中存在虹彩

病毒。通过对银鲳源病毒 MCP 序列分析，发现

该病毒与大黄鱼虹彩病毒 (AY779031.1) 的 MCP
序列相似性达 99.76%；同时，系统发育树分析

显示，本实验中发现的病毒与肿大细胞病毒属

真鲷虹彩病毒亲缘关系较近，属肿大细胞属病

毒。通过上述结果初步判断，引起宁波象山地

区人工养殖银鲳在 2018 年 7 月份暴发的大规模

死亡可能与肿大细胞病毒属虹彩病毒感染有关，

但还需要进一步的感染实验验证。

我国银鲳全人工养殖技术尚处于起步阶段，

近几年银鲳的繁育孵化及幼体饲养取得较大成

功。然而由于驯化时间短，养殖环境差异大，

银鲳在人工养殖条件下对于病原的抵抗能力或

有减弱，同时银鲳全人工养殖体系及养殖管理
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图 3    根据MCP基因构建 20株虹彩病毒系统发育树

Fig. 3    Phylogenetic tree of 20 iridovirus isolates (strains) based on the complete coding sequence of MCP gene

1420 水    产    学    报 44 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


也有待进一步完善，导致养殖过程疾病时有发

生。本实验首次报道了全人工养殖环境下银鲳

感染虹彩病毒的病例，该研究将为养殖银鲳虹

彩病毒病的诊断和防治提供重要的参考依据。
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Histopathological analysis and molecular detection of iridovirus in
cultured Pampus argenteus

XU Yue ,     QIAN Dong ,     ZHOU Suming *,     WANG Yajun ,     YIN Fei ,     JIN Shan ,     ZHAN Pingping
(Key Laboratory of the Ministry of Education for Applied Marine Biotechnology, School of Marine Science,

Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract:  In July 2018, an outbreak of unknown disease occurred in the silver pomfret (Pampus argenteus) cul-
tured in a farm in Xiangshan, Ningbo, with a cumulative mortality rate of over 80%. To investigate the cause of
disease outbreak,  histopathological  analysis,  transmission  electron  microscope  observation  and  molecular  biolo-
gical detection and analysis were carried out to identify the pathogen, so as to help us to understand and control the
disease.The clinical manifestations of sick P. argenteus are anorexia, body imbalance, swelling of the spleen, and
abnormal color of the liver. Histopathological analysis showed the presence of basophilic enlarged cells with a dia-
meter of 10~15 μm in diseased fish spleen, liver and kidney. Further transmission electron microscopic observa-
tion revealed the presence of inclusion bodies and a large number of virus particles (a diameter of 140-160 nm) in
cells from spleen and kidney tissues. Moreover, results of the iridovirus-specific PCR test showed that all these tis-
sue samples collected from diseased fish were positive for iridovirus. To further detect the presence of iridovirus,
the major capsid protein (MCP) gene of virus in P. argenteus was amplified, cloned and sequenced. Sequence sim-
ilarity analysis showed that silver pomfret-derived virus (SPDV) shared the highest homology with the large yel-
low croaker iridovirus (LYCIV) (GenBank accession number: AY779031.1) MCP,  with a sequence similarity of
99.76%.  In  a  phylogenetic  tree,  SPDV  and  LYCIV  are  closely  grouped  with  red  sea  bream  iridovirus  (RSIV)
strains. Thus, we concluded that the virus that infected silver pomfret belongs to the Iridovirus family, Megalocyt-
ivirus genus, RSIV group. In summary, this paper reported Megalocytivirus infection in cultured P. argenteus for
the first time. This study will provide an important reference for the diagnosis and prevention of P. argenteus iri-
descent virus disease.

Key words: Pampus argenteus; cultured; Megalocytivirus; iridovirus; molecular diagnosis
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