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摘要：为研究Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒(grass carp reovirus，GCRV)不同分离株毒力强弱及生
物学特性的差异，该研究从患病和健康草鱼体内分离到Ⅱ型GCRV各一株，分别命名为
ZH180804和CQ180701，并从细胞培养特性、致病性、基因组带型、基因序列差异、遗
传进化关系等方面进行比较分析。结果显示，ZH180804对草鱼和稀有鲫的致死率分别
为 80%和 100%， CQ180701对草鱼和稀有鲫的致死率分别为 0和 10%，初步表明
ZH180804为强毒株，CQ180701为弱毒株，且弱毒株感染过的草鱼对强毒株的攻击感染
具有较好的免疫保护；2株分离株在草鱼鳔细胞(GSB)、稀有鲫卵细胞(GRE)及稀有
鲫尾鳍细胞(GRF)中均能增殖但不产生致细胞病变效应(CPE)，且ZH180804株的增殖量是
CQ180701株的1 000倍以上；十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)结果显示，
2株分离株基因组带型相似，但S7、S8、S9、S10与S11节段的分布存在一定的差异；2株
病毒的S7与S11节段的基因序列同源性分别为98%和99%。基于S7与S11节段编码的氨基
酸序列构建的遗传进化树显示，2株分离株聚在同一个分支上，具有较近的亲缘关系。
研究表明，从患病和健康的草鱼中分离的2株II型GCRV有较多共性，但其复制能力、致
病性等方面存在较大差异。
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草鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus,  GCRV)
是我国分离的第一株水产动物病毒 [1]，隶属呼肠

孤病毒科 (Reoviridae)、水生动物呼肠孤病毒属

(Aquareovirus)，GCRV是正二十面体对称球形颗

粒，直径为65~72 nm，无囊膜，具有双层衣壳，

GCRV基因组由11条分节段的双链RNA(ds RNA)

组成 [2-3]。该病毒能够引起我国主要的淡水养殖

品种草鱼 (Ctenopharyngodon idella)在各个生长阶

段暴发出血病，且有较高的致死率，对草鱼的

养殖造成了极大的危害。GCRV病毒流行范围广、

发病季节长、致死率高，对我国的淡水养殖业

造成了严重的威胁 [4]。目前己经报道的GCRV分
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离株有40多株 [5]，根据基因序列的不同将GCRV
大致分为I、II和III 3个基因型，不同分离株在致

病性、致细胞病变、基因组带型、基因组序列

和特征等各方面有较大差异 [5-10]。其中已报道的I
型和 III型分离株其毒力均较弱，已报道的873、
JX09-01、GZ1208和104等均为弱毒株 [11-13]，而 II
型GCRV作为目前主要流行株型 [14]，对草鱼的致

病性较强、致死率高，目前已报道的GCRV强毒

株均为II型。但是，GCRV-Ⅱ不同分离株之间也

存在毒力差异，HZ08株感染草鱼后无明显的临

床症状，最终死亡率为75%[15]，109株感染草鱼

后的致死率约为80%[10]，而HuNan1307和GD108
株感染草鱼后鱼体出现典型的出血症状，且死

亡率最高可达100%[16, 7]，是2株超强毒株。目前，

对于GCRV-Ⅱ不同分离株的毒力强弱差异的分子

机制尚不清楚，对于强、弱毒株的生物学特性

差异也鲜有相关研究和系统比较。因此，开展

GCRV-II强、弱毒株毒力差异的研究对于探究草

鱼出血病的发病机理及开发防控技术均具有重

要意义。该研究分别从发病草鱼和健康草鱼中各

分离、鉴定出1株II型GCRV，通过细胞培养特性、

致病性、遗传进化关系等方面对2个分离株进行

了比较，同时选用遗传背景清晰、对GCRV较为

敏感的稀有鮈鲫(Gobiocypris rarus)作为模式动物

来评价2株分离株的毒力特性[17-18]，以期为II型GCRV
的致病机理研究和防控产品的开发提供新的思路。

1    材料与方法

1.1    实验材料

细胞培养基M199、胰酶、胎牛血清(FBS)为
Gibco公司产品；Trizol  Reagent购于 Invitrogen 公
司；TaKaRa PrimeScript RT反转录试剂盒、DNA
标准DL 2000 Marker、Taq DNA聚合酶、dNTPs购
自 TaKaRa公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2    毒株、细胞及实验动物

CQ180701毒株分离于重庆某渔场健康草鱼，

ZH180804毒株分离于珠海某渔场的患病草鱼，草

鱼鳔细胞 (grass carp swim bladder cells, GSB)、稀

有鮈鲫卵细胞 (Gobiocypris rarus egg cells，GRE)
和稀有鮈鲫尾鳍细胞(G. rarus fin cells, GRF)均由

本实验室保存。实验用草鱼购于广州市花都区某

鱼种繁育场，体质量为(20±0.5) g，体长(10 ±0.5) cm；

稀有鮈鲫由中国科学院水生生物所提供，平均体

质量为(5±0.5) g，体长(4±0.5) cm。全部实验用鱼

在实验室鱼缸中暂养2周，同时参照曾伟伟等 [19]

的方法进行三重PCR检测，确保全部实验用鱼为

GCRV阴性。

1.3    病毒的分离

无菌采集健康和患病草鱼的肝脏、脾脏和

肾脏等组织，剪碎研磨，用M199培养基制成

1∶10(V组织∶V培养基)的组织匀浆液，反复冻融3次
后，依次经4 000、8 000和12 000 r/min差速离心，

离心10 min后弃沉淀，上清液经孔径为0.22 μm
的滤膜过滤除菌后即得到病毒悬液，取2 mL病
毒悬液接种于GSB细胞培养瓶内， 28 °C 孵育

1 h，弃掉组织病毒悬液，加入含5% FBS的M199
维持培养基，置于28 °C 培养箱培养，每日观察

细胞形态，同时设立未接种病毒悬液的细胞作

为阴性对照(NC)。持续培养5 d后，将病毒细胞

培养物收于−20 °C冰箱反复冻融3次，收集病毒

悬液。将收集的病毒悬液按上述方法接种GSB细

胞连续盲传3代，同时收集第3代（P3代）病毒悬

液进行三重PCR检测。

1.4    超薄切片电镜观察

将病毒感染的细胞和对照细胞盲传至第3代，

收集第3代5 d后的细胞，采用戌二醛和四氧化锇

固定剂双固定后，在梯度乙醇溶液中进行脱水，

然后用苯二甲酸二丙烯酯包埋，制备超薄细胞

切片，在JEM-100CX II透射电镜下观察。对2株
病毒分离株进行观察比较。

1.5    GCRV病毒检测

按照Trizol Reagent试剂盒使用说明书对病料

组织和盲传3代的病毒感染细胞进行总RNA的提

取，并采用TaKaRa PrimeScript RT试剂盒进行反

转录获得cDNA，以cDNA为模板进行PCR扩增，

参照曾伟伟等[19]的方法对2株分离株进行三重PCR
检测，对扩增结果为阳性的样品再进行测序验

证，同时采用绝对荧光定量方法(qPCR)[20]检测2
株分离株在组织及细胞上的病毒拷贝数。

1.6    病毒RNA的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳(SDS-PAGE)分析

病毒的浓缩参考Qiu等[21]的方法并略作修改。

所用ZH180804与CQ180701的病毒悬液分别为100
mL和1L，将获得的病毒悬液反复冻融2次，5 000
r/min 4 °C离心30 min，吸取上清液经9 600 r/min、
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4 °C离心30 min。再次收集上清液于37 000 r/min、
4 °C超速离心150 min，收集沉淀。2株病毒均以

0.3  mL的 TE缓冲液 (0.01  mol/L  Tris、 0.001  mol/L
EDTA，pH8.0)溶解沉淀，其中强毒株ZH180804
株再用TE缓冲液稀释2倍后，2株病毒均取50 μL
浓缩的病毒悬液按照Trizol’s RNA抽提试剂盒说

明书进行总RNA的提取。将提取的 2株病毒RNA
用相同量的DEPC水溶解后，分别取10 μL，参照

张超 [15]描述的方法进行SDS-PAGE分析，分离胶

浓度为8%，在80 V条件下电泳20 h，硝酸银染色

后拍照观察病毒基因组带型特征。

1.7    S7、S11 基因全长测定及系统进化分析

根据GCRV HZ08株的S7、S11基因序列(Gen-
Bank: GU350744.1、GU350748.1)采用  Oligo 6.0软
件设计S7和S11两个节段基因的引物(表1)，通过

PCR扩增ZH180804和CQ180701毒株的目的片段，

扩增产物经1.5 %的琼脂糖凝胶电泳进行分析，

同时送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

采用BLAST软件比较分析2株毒株S7和S11基因序

列的同源性。并根据S7、S11基因推导出相应的

氨基酸序列，使用ClustalX 1.8软件进行多重比对

分析，采用MEGA 6.0软件中的邻接法(Neighbor-
Joining，NJ)构建系统发育树。通过自引分析法

(Bootstrap n=1 000)进行检验。

1.8    回归感染实验

将鉴定好的2株病毒分别接种至GSB细胞进

行回归感染实验。接毒5 d后收集病毒悬液，采

用qPCR检测病毒拷贝数，并用灭菌的磷酸缓冲

盐溶液(phosphate buffer saline，PBS)将2株病毒的

拷贝数稀释至80 拷贝/μL。实验用的草鱼和稀有

鮈鲫随机各分成3组，草鱼每组40尾，稀有鮈鲫

每组20尾。分别腹腔注射已稀释的2株病毒悬液，

其中草鱼每尾注射0.2 mL，稀有鮈鲫每尾注射

0.05 mL。草鱼和稀有鮈鲫阴性对照组分别注射

0.2和0.05 mL的PBS。连续14 d观察并记录实验鱼

的发病症状及死亡情况，对攻毒后死亡或濒临

死亡的鱼以及攻毒14 d后未死亡或者未发病的鱼

分别进行RT- PCR检测，并再次分离、鉴定病毒株。

1.9    2株病毒在不同细胞中的培养特性比较

将收集的P3代病毒悬液用M199培养基按体

积比1∶100梯度稀释后，取2 mL分别接种至GSB、

GRE和GRF细胞，28 °C孵育2 h，加入含5% FBS
的M199维持培养基，28 °C恒温培养，每日观察

细胞形态。培养5 d后将病毒细胞培养物于−20 °C
冰箱反复冻融3次，采用qPCR法对2株病毒在不

同细胞中的增殖量进行检测。

1.10    弱毒株免疫保护实验

在回归感染实验1个月后，分别对弱毒株

CQ180701感染的草鱼和对照组草鱼继续用强毒

株ZH180804进行攻毒感染，每条鱼接种0.2 mL终
浓度为80 拷贝/μL的病毒悬液，继而评价弱毒株CQ
180701对强毒株ZH180804的交叉免疫保护效果，

连续观察2周并统计各组实验鱼的发病和死亡情况。

1.11    统计分析

实验数据用平均值±标准差(mean±SD)表示。

使用GraphPad 7.01软件进行图表绘制，采用单因

素方差分析(ANOVA)和Tukey检验对各实验组数

据进行比较。在所有分析中，P<0.05表示具有统

计学意义。

2    结果

2.1    病毒的分离与传代

将2种病毒悬液分别接种至GSB细胞后，盲

传至第3代，每一代接毒后连续观察5 d，分别与

对照组细胞比较，结果未出现明显的细胞病变，

且细胞生长密集。

表 1    本研究用到的引物信息

Tab. 1    Information of the primers used in the study

基因名称

genes name
引物序列

primers sequence
退火温度/°C

annealing temperature
扩增片段大小/bp
fragment length

S7-1 F: GTAATTTAACTGCCAAGATGGCCACTCG
R: AATCCTGCGTATTGTATGCC

53 905

S7-2 F: TCTACGTGTGAGTACCCCATT
R: GATGAATATACTGCCAACT

54 840

S11 F: GTGCTTGCACCAATTATCG
R: GCTGCGCATGTGGTATGG

55 977

注：S7-1. S7节段基因的前半段序列，S7-2. S7基因的后半段序列；下同

Notes: S7-1. the first half sequence of S7 segment gene, S7-2. the second half sequence of S7 segment gene; the same below
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2.2    超薄切片电镜观察

将感染ZH180804和CQ180701分离株的GSB细

胞做超薄切片并通过透射电镜观察。结果发现

GSB细胞中有大量聚集、成团分布的病毒粒子，

直径为50~70 nm，呈六边形或近圆形的平面图像，

无囊膜结构(图版)。2株病毒的排列方式、大小

及形态基本相同。而对照组细胞则未观察到病

毒粒子。

2.3    病毒三重PCR检测

采用三重PCR技术对分离病毒的病料组织及

第3代病毒细胞培养物进行检测，扩增产物经1%
琼脂糖凝胶电泳，结果出现大小约200 bp的目的

条带 (图1)，且经测序分析后发现，与GCRV HZ08
株相应节段的基因序列同源性均在99%以上，表

明2株分离株均为GCRV-II病毒。而阴性对照GSB
细胞未能扩增出目的条带。

2.4    病毒RNA的SDS-PAGE电泳分析

病毒RNA样品经SDS-PAGE电泳20 h后硝酸

银染色，显色结果显示，病毒基因组根据片段

大小不同，主要分为3个部分，分离株ZH180804
和CQ180701均出现11条清晰条带(图2)，其中2株
病毒的S1~S3、S9带型基本上一致，S1和S2由于

分子量接近，存在共移现象，2条带型重叠在一

起；S4、S5的带型一致，ZH180804的S6带型较

CQ80701上移，S7与S8节段相互重叠，而CQ180701
株 S7、 S8条带未重叠；ZH180804株 S10和 S11节
段非常靠近，但未完全重叠，与CQ180701相比，

ZH180804株S10、S11均上移。

2.5    S7、S11基因全长测定及系统进化分析

PCR扩增得到分离株ZH180804和CQ180701

的S7基因全长为均为1 614 bp，GC含量分别为

47.71%和47.76%，S11基因全长为均为1 034 bp，GC
含量分别为48.64%和48.26%(图3)。在NCBI数据库

中进行BLAST同源性检索，结果显示，ZH180804

400 nm 1 400 nm 2 400 nm 3

 
图版    分离株ZH180804 与CQ180701 在透射电镜的形态图

1. ZH180804, 2. CQ180701, 3. 阴性对照

Plate    Transmission electron micrograph of isolates ZH180804 and CQ180701 (28 500×)
1. ZH180804, 2. CQ180701, 3. NC

2 000

1 000
750

500

250

100

2 000

1 000
750
500

250

100

bp M 1 2 3 bp M 1 2 3 4

(a) (b)
 

图 1    三重PCR检测结果

(a) 病料组织三重PCR检测，(b) 细胞培养产物三重PCR检测；M.
DNA标准 DL 2000 Marker ，1. 阳性对照，2. ZH180804, 3. CQ180701,
4. 阴性对照

Fig. 1    Triplex PCR assay results of
ZH180804 and CQ180701

(a) the triplex PCR assay of tissue samples, (b) the triplex PCR assay of
cell  culture  products;  M.  DNA  Marker  DL  2000,  1.  positive  control,
2. ZH180804, 3. CQ180701, 4. negative control
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和 CQ180701株 的 S7基 因 序 列 与 GCRV-GD108、
GCRV-109、GCRV-HuNan1307和HZ08等II型GCRV
同 源 性 分 别 在 95%~97%和 96%~98%之 间 。 ZH
180804与 CQ180701株的 S11基因序列与  GCRV-
GD108、 GCRV-109、 GCRV-HuNan1307和 HZ08
等 II型GCRV同源性较高，同源性在97%~99%之

间，表明ZH180804和CQ180701分离株均为 II型
GCRV。基于 II型GCRV分离株在S7、S11基因编

码的氨基酸序列构建的系统发育树表明，根据

不同节段构基因编码的氨基酸构建的系统发育

树，病毒株间的分类地位存在差异，基于S7基因

编码的氨基酸构建的系统发育树， CQ180701
株与GD108聚在一个分支上，ZH180804株单独为

一个分支。而基于S11基因编码的氨基酸构建的

系统发育树，CQ180701株与AH528聚为一类，

ZH180804株与HuNan1307聚为一类。(图4，图5)

2.6    回归感染实验

利用接种GSB细胞分离的病毒悬液对草鱼

和稀有鮈鲫通过腹腔注射进行回归感染实验。结

果显示，注射ZH180804病毒株的稀有鮈鲫从第4
天开始死亡，第5天达到死亡高峰，致死率为

100%。草鱼从第6天开始死亡，第8天开始死亡

量增高，致死率为80%(表2)。发病死亡的草鱼和

稀有鮈鲫均表现出了GCRV特有的临床症状，鱼

体有明显的肌肉出血、眼睛充血，解剖发病草

鱼发现其肠黏膜充血肿大。感染CQ180701病毒

的稀有鮈鲫从第6天开始死亡，最终死亡率为

10%。感染CQ180701病毒的草鱼则未出现任何的

临床症状，连续观察14 d仍未出现死亡。两组对

照组均无明显的临床症状和死亡现象。对所有

死亡的草鱼和稀有鮈鲫进行三重PCR检测，结果

均为阳性，阴性对照组检测均为阴性。通过人工

感染实验发现，ZH180804株对草鱼和稀有鮈鲫的
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S5
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图 2    ZH180804与CQ180701病毒基因组

SDS-PAGE电泳图谱

Fig. 2    SDS-PAGE of ZH180804 and
CQ180701 virus genome

A. ZH180804, B. CQ180701
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图 3    2株分离株S7与S11基因扩增结果

(a) S7-1基因，(b) S7-2基因，(c) S11基因；M. DNA标准 DL 2000 Marker, 1. ZH180804, 2. CQ180701

Fig. 3    PCR results of S7 and S11 genes of ZH180804 and CQ180701
(a) S7-1 segment gene, (b) S7-2 segment gene, (c) S11 segment gene; M. DNA DL 2000 Marker, 1. ZH180804, 2. CQ180701
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致死率显著高于CQ180701株(P<0.01)，CQ180701
对草鱼无致病性。以上表明ZH180804为强毒株，

CQ180701为弱毒株。

2.7    2株病毒在不同细胞中的增殖特性

将经过研磨处理的病毒悬液接种至GSB细

胞，ZH180804与CQ180701毒株的P1代病毒的拷

贝数分别为8.53×104、9.80×101 拷贝/μL，ZH180804
株病毒的拷贝数是CQ180701株的870倍，差异极

显著(P<0.01)；P2代病毒的拷贝数分别为6.34×104、

8.73×101拷贝 /μL，同样具有极显著差异 (P<0.01)
(图6)。经P3、P4代接毒后，2株病毒株的拷贝数

同样维持在6.32×104~9.10×104和8.30×101~9.85×101

拷贝/μL，差异极显著(P<0.01) (实验重复n=3)。
将P3代毒株ZH180804与CQ180701病毒悬液

以 1∶100比例稀释后，分别接种 GSB、 GRE和
GRF细胞，4 d后均未出现CPE，且细胞生长密集。

荧光定量检测结果显示，2株病毒在GRE细胞中

的增殖量比在GSB、GRF细胞中的高，强毒株

ZH180804株在3种细胞中的拷贝数分别为  8.65×
104、1.16×105和1.14×102 拷贝/μL，弱毒株CQ180701
在3种细胞中的增殖量为9.47×101、1.16×102和1.10×
101 拷贝 /μL，强毒株ZH180804在3种细胞中的增

殖量极显著高于弱毒株CQ180701（P<0.01）(图7).

2.8    回归感染后病毒含量的测定

ZH180804与CQ180701分离株感染稀有鮈鲫

后，检测内脏组织结果发现，病毒平均含量分别

为1.72×105和9.8×101 拷贝/μL，差异极显著(P<0.01)
(图8)。再用GSB和GRE细胞分离回归感染实验中

发病稀有鮈鲫中的病毒， 5  d后检测ZH180804
在GSB和GRE细胞中的病毒拷贝数分别为1.64×
105和1.76×105 拷贝/μL，而CQ180701在GSB和GRE
细胞拷贝数分别为9.50×101和1.23×102 拷贝 /μL，
同种细胞中2株病毒拷贝数差异极显著（P<0.01），

但2株病毒在GRE细胞中的增殖量均略高于GSB
细胞，即同株病毒在不同细胞中的增殖量无显

著性差异(图9)。

2.9    弱毒株免疫原性分析

用强毒株ZH180804对人工感染后未发病的

CQ180701感染组和对照组草鱼进行攻毒感染实

验。结果发现，阴性对照组的实验鱼全部死亡，

CQ180701感染组的实验鱼仅死亡4尾，其他实验

鱼均无任何症状，该感染组最终相对保护率为

81% (表3)，说明ZH180804和CQ180701 2株毒株

表 2    分离株ZH180804 和CQ180701 对草鱼和稀有鲫的人工感染实验

Tab. 2    Result of artificial infection to healthy C. idella and G. rarus

毒株类型

virus strains

草鱼

C. idella
稀有鲫

G. rarus
注射剂量/(uL)
injected dose

数量/尾
quantity

死亡量/尾
number of deaths

死亡率/%
mortality

注射剂量/uL
injected dose

尾数/尾
quantity

死亡量/尾
mortality

死亡率/%
mortality

ZH180804 200 40 32 80 50 20 20 100 

CQ180701 200 40   0   0 50 20   2   10 

对照　control group 200 40   0   0 50 20   0     0 

CQ180701
GD108
ZH180804

AH528
HuNan1307

109
JX02

HZ08
106

 

HuNan794

91849
31
100

99

9976

86

99

64

0.005
 

图 4    基于GCRV II病毒S7基因编码的

氨基酸序列构建的系统发育树

Fig. 4    Phylogenetic tree based on S7 encoded amino
acid sequence of GCRV II

CQ180701

AH528

GD108

ZH180804

HuNan1307

109

HZ08
JX02
106
HuNan794

91864
28
74

96

21

18

28

0.002
 

图 5    基于GCRV II病毒S11基因编码的

氨基酸序列构建的系统发育树

Fig. 5    The phylogenetic tree based on S11 encoded
amino acid sequence of GCRV II
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之间具有相同的抗原交叉，CQ180701可作为弱

毒疫苗的候选毒株，为II型GCRV强毒株的致死

性攻击提供免疫保护。

3    讨论

草鱼呼肠孤病毒是危害草鱼养殖业最严重

的一种病原，主要引起草鱼苗种阶段和当年草

鱼暴发草鱼出血病，该病流行范围广、死亡率

高，目前以II型GCRV感染引起的草鱼出血病最

为广泛。该研究分别从来自不同地区的患病草

鱼和健康草鱼体内分离到2株II型GCRV，分别是

强毒株ZH180804和弱毒株CQ180701。采用GSB
细胞对2株新分离株进行分离鉴定及传代培养，

细胞均未产生CPE，这与GD108[10]和HZ08[15]等 II

表 3    CQ180701分离株对强毒株ZH180804致死性攻击的免疫保护实验结果

Tab. 3    Protection rate of C. idella after infection of CQ180701 isolate against challenge with virulent strain

组别

groups
注射剂量/uL
injected dose

数量/尾
quantity

死亡量/尾
number of deaths

相对保护率/%
mortality

CQ180701 200 30   4 81 

对照组　control group 200 30 28   0 

1 2
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图 6    ZH180804 与CQ180701 在

GSB 细胞中的增殖情况

1. P1, 2. P2；**. 极显著差异 (P<0.01)；下同

Fig. 6    Virus replication of ZH180804 and
CQ180701 in GSB cell

1.  P1,  2.  P2； **.  extremely  significant  different   (P<0.01);  the  same
below
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图 7    ZH180804 与CQ180701 株分别接种

GSB、GRE和GRF细胞的病毒含量

1. 草鱼鳔细胞，2. 稀有鲫卵细胞，3. 稀有鲫尾鳍细胞；下同

Fig. 7    Content of virus of ZH180804 and CQ180701
post-infected GSB, GRE and GRF cell lines

1. GSB cell, 2. GRE cell, 3. GRF cell; the same below

1 2

病毒类型
virus strains

200 000

150 000

100 000
200

150

100

50

0

**

病
毒
滴
度

/(
拷
贝
/μ
L)

v
ir

u
s 

ti
te

r

 
图 8    ZH180804与CQ180701分离株感染

稀有鲫的病毒含量

Fig. 8    Viral loads in G. rarus after infection with
ZH180804 and CQ180701 isolates

1. ZH180804, 2. CQ180701
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图 9    再次分离ZH180804与CQ180701株的病毒含量

1. 草鱼鳔细胞，2. 稀有鲫卵细胞

Fig. 9    Content of virus of ZH180804 and
CQ180701 by the second isolation

1. GSB cell, 2. GRE cell
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型GCRV分离株不能使受感染细胞产生CPE的情

况一致，这说明与是否有敏感细胞系可能关系

不大，主要是与II型GCRV本身的特性有关。有

研究证实，GCRV-I型感染常见的鱼类细胞均有

CPE[22]，II型GCRV不能产生CPE，可能主要是因

为与GCRV-I型相比GCRV-II型缺少FAST融合蛋

白[23]。透射电镜下观察显示，病毒大小、形态及

排布规律与II型GCRV分离株的一致，但有别于

Ⅰ型和Ⅲ型GCRV分离株，这也佐证了这2株分

离株属于 II型GCRV。三重PCR检测及测序分析

结果同样显示，2株分离株ZH180804和CQ180701
均为II型GCRV，且与其他已知的II型GCRV分离

株部分节段的基因序列和氨基酸序列同源性高

达99%以上。SDS-PAGE凝胶电泳显示，2株新分

离株基因组带型整体上与 HZ08等 II型 GCRV一

致[15]，带型差异是区分分节段RNA病毒属于哪一

个基因型的重要依据 [24]，进一步说明这2株新分

离株均属于II型GCRV。但2株分离株之间及与其

他II型GCRV分离株的部分节段的位置分布存在

一定的差异，这可能由于不同分离株之间这些

节段的GC含量、核苷酸序列和数量等方面存在

一定的差异所导致。

根据蛋白质的序列或结构差异关系可构建

分子进化树。通过蛋白质的分子进化树分析，

为从分子水平研究物种进化提供了新的手段，

可以比较精确的确定某物种的进化地位[25]。本研

究基于GCRV-II分离株S7和S11基因编码的氨基酸

序列构建分子遗传进化树，来分析2株分离株在

GCRV-II分离株中的进化地位和进化距离。结果

表明，基于S7基因编码的氨基酸序列构建的进化

树，分离株 ZH180804和 CQ180701均与 GD108亲
缘关系较近(图4)，由此可推测这2株新分离株及

GD108病毒可能由共同的分离株演化而来或者S7
节段有着共同的祖先，而基于S11基因编码的氨

基酸构建的进化树，CQ180701仍与GD108亲缘关

系较近，而ZH180804与HuNan1307分离株亲缘关

系较近(图5)，2株新分离株处于不同的分支，如

果从S11编码的氨基酸序列来看，2株新分离株则

可能由不同的分离株演化而来。由于分节段的

RNA病毒变异方式多样，如点突变 [26-27]、基因重

组 [24]、部分基因甚至整个节段基因重配等方式，

可能获得另外一个分离株的整个基因节段基因

节段[28]，且不同基因节段的保守性不同，如呼肠

孤病毒中编码RNA依赖性的RNA聚合酶基因最

为保守，而小节段基因则相对变异较大 [29-30]。因

此，对于基因组分节段的RNA病毒，仅仅通过

某一节段的蛋白序列来进行整个病毒的遗传进

化分析，结果并不准确，可能需要选择较为保

守的基因或者用整个基因组所有节段的蛋白序

列来综合分析，才能确定其进化地位。

用上述 2株分离株分别感染 GRF、 GRE和
GSB细胞后，2株病毒在GRF细胞中均未出现大

量增殖，但能在GSB、GRE细胞中增殖，GRF和
GRE[31]细胞是该实验室新建立的细胞系，而GSB
细胞是目前针对GCRV比较敏感的细胞株，HZ08、
JX09-01J和X09-02等GCRV病毒均能在GSB细胞

大量增殖 [32-33]，因此，2株新分离株不能在GRF细
胞中增殖，可能是由于GRF细胞上没有与ZH180804
和CQ180701等这一类病毒相结合的受体，导致

病毒未能感染细胞。该研究中，ZH180804株在

GSB和GRE细胞中病毒滴度均可达到约1.0×105 拷
贝 /μL，CQ180701株在GSB和GRE细胞中的病毒

滴度约为1.0×102 拷贝 /μL，2株病毒在同种细胞

中的病毒滴度相差3个数量级，在病毒含量上有

明显的差异，同样的情况存在于回归感染后的

鱼体上，无论是在病毒的本源宿主草鱼上还是

稀有鮈鲫上，ZH180804感染鱼体的病毒载量显

著高于CQ180701(P<0.01)。病毒在细胞中的复制

主要径过吸附、侵入、脱壳、生物合成、组装

和释放6个阶段，吸附是病毒感染宿主细胞的第

一步。绝大多数病毒的吸附为特异性吸附，即

病毒表面蛋白质作为抗原与宿主细胞膜上相应

的受体特异性识别并结合 [34]。2株新分离株在细

胞中的增殖量存在差异，推测可能是强毒株ZH
180804在吸附过程中与受体的结合能力较强，而

弱毒株CQ180701与受体的结合能力较弱，从而

导致了病毒含量的差异。也有可能强、弱毒株

与宿主受体的结合能力无差异，而是进入宿主

细胞后病毒复制能力的差异所致。GCRV-II强、

弱毒株在宿主细胞中的复制机制尚不清楚，但

有学者在猪瘟病毒 (CSFV)强、弱毒株复制机制

的研究中发现，CSFV的  NS5A 蛋白作为聚合酶

复合物的一部分，在复制时与细胞中的翻译延

伸因子1A发挥作用并影响病毒的复制过程，CSFV
强、弱毒株 NS5A 蛋白分子量的不同能引起猪瘟

病毒强、弱毒株的复制差异 [35]，GCRV-II强、弱

毒株是否也存在与复制相关的蛋白则有待进一

步研究。
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通过人工感染实验发现，ZH180804对草鱼

和稀有鮈鲫的致病性强，致死率高，鱼体表现出

明显的出血症状，CQ180701对稀有鮈鲫的致病

性较弱，对草鱼则不产生明显的致病性，2株新

分离株毒力差异显著。对感染后发病的鱼体再

次进行病毒载量的检测结果发现，强毒株在鱼

体内的增殖量大于弱毒株，推测2株分离株在宿

主中病毒载量的高低与细胞中病毒滴度的大小

呈正相关。对CQ180701株注射组草鱼的免疫原性

分析显示，强毒株ZH180804感染CQ180701组草

鱼后，免疫保护率达到81%，说明强毒株ZH180804
与弱毒株CQ180701之间可能存在抗原交叉反应

现象，即2株分离株之间存在共同抗原决定簇 [11]，

同时说明弱毒株CQ180701具有良好的免疫原性。

该实验通过对来自不同地区、不同健康状

态的草鱼上分离的2株II型GCRV进行了生物学特

性的比较，研究发现，强毒株ZH180804在鱼体

和细胞中均能高效地增殖，可作为标准强毒的

候选毒株。而弱毒株CQ180701虽然病毒拷贝数

和病毒增殖能力相对较弱，但仍能在细胞和鱼

体中稳定增殖，且具有良好的免疫原性，对Ⅱ

型GCRV强毒株的致死性攻击能提供较好的免疫

保护，可作为天然的弱毒疫苗候选毒株，其安

全性及是否存在风险还有待进一步探究，该实

验为草鱼出血病疫苗的研究提供了新的思路和

选择。
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Isolation and identification of two new isolates of genotype II grass carp
reovirus and comparision of their biological characteristics

GAO Caixia 1,2,     ZENG Weiwei 3*,     TANG Yafang 2,     WANG Yingying 2,     WANG Qing 2*,    
ZHOU Wenli 1,     WU Jiexing 2,     LIU Shixu 1,2,     YIN Jiyuan 2,     LI Yingying 2

(1. Department of Aquaticture, Tianjin Agricultural University, Tianjin    300384, China;
2. Key Lab of Fishery Drug Creation of Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Key Lab of Aquatic Animal Immune Technology of
Guangdong Province; Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China;

3. Key Lab of Animal Molecular Design and Precision Breeding of Guangdong Province of Foshan University;
School of Life Science and Engineering, Foshan University, Foshan    440605, China)

Abstract: In order to study the virulence and biological characteristics of different isolates of grass carp reovirus
(GCRV) type II,  we researched two new isolates  of  genotype II  GCRV, ZH180804 and CQ180701,  which were
isolated  from  diseased  and  healthy Ctenopharyngodon  idella,  respectively.  The  characteristics  of  cell  culture,
pathogenicity,  genomic  segment,  gene  sequence  and  phylogenetic  differences  of  the  two  strains  were  compared
and analyzed. The results showed that mortality rate of ZH180804 to C. idella and Gobiocypris rarus were 80%,
100%, and those of CQ180701 were 10%，0%, respectively. The data of mortality rate showed that ZH180804 is
a virulent strain, and CQ180701 is a low virulent strain. Cell infection experiment showed the two isolates could
proliferate in grass carp swim bladder cells  (GSB), Gobiocypris rarus egg cells (GRE) and (G.  rarus fin (GRF)
cells,  but  did  not  cause  cytopathic  effect  (CPE),  and  viral  multiplication  of  ZH180804  strains  was  1  000  times
higher than that of CQ180701 strains. The banding patterns of two isolates in sodium dialkyl sulfate-polyacrylam-
ide gelelectrophoresis  (SDS-PAGE)  were  partially  identical,  but  there  were  some  differences  between  the  seg-
ments of S7, S8, S9, S10 and S11. The sequence homology of the S7 and S11 genes between two viruses are 98%
and 99%, respectively. Phylogenetic analysis indicated that isolates ZH180804 and CQ180701 belong to the same
branch, and it means that they are very closely related. All results above indicate that two strains of GCRV type II
isolated from diseased and healthy grass carp have more common characteristics, but their replication ability and
pathogenicity are different.

Key words: Ctenopharyngodon idella; Gobiocypris rarus; hemorrhagic disease of grass carp; grass carp reovirus;
genotype II; virulent and low virulent strains; biological characteristics
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