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养殖大黄鱼“白鳃病”一种新病毒病原的初步研究
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摘要：运用组织病理学、电镜观察及PCR扩增等方法对近年来网箱养殖大黄鱼暴发的
“白鳃病”进行了研究，以探讨引起养殖大黄鱼“白鳃”关联病毒的致病机理。临床解剖
观察显示：患“白鳃病”的鱼表现出极度的贫血症状、鳃丝苍白色、血液稀薄且血细胞
数显著减少；内脏组织病理观察结果显示：鱼的肝、脾、肾脏内脏组织发生严重的病理
变化，组织内红细胞发生明显的退行性变化，同时鱼体的红细胞数量显著减少；采用
针对真鲷虹彩病毒(red sea bream iridoviral virus，RSIV)的引物对病鱼内脏组织核酸样本进
行PCR检测，结果显示，患“白鳃病”病鱼样本RSIV核酸呈阴性；组织超薄切片电镜观察
结果显示：在患“白鳃病”病鱼脾脏和肾脏组织细胞的胞质中可见直径约40~45 nm的病
毒粒子。由此初步判断，浙江地区网箱养殖大黄鱼的“白鳃病”不是由RSIV导致，而与
一种直径为45~50 nm的病毒有直接关联，本研究为大黄鱼疾病的诊断与防治提供了参考
依据。
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大黄鱼(Larimichthys crocea)俗称黄花鱼，是

我国主要的经济鱼类之一。大黄鱼肉质细嫩、

味道鲜美、营养丰富，为我国传统经济鱼类。

大黄鱼为浙江省六大优势养殖品种之一，近年

来，随着大黄鱼养殖规模迅速扩大，病害问题

已成为制约我省大黄鱼海水网箱养殖业健康、

可持续发展的重要因素。目前在大黄鱼养殖中

流行的病害主要有细菌性疾病(弧菌病、假单胞

菌病)、寄生虫病(本尼登虫病、刺激隐核虫病、

淀粉卵甲藻病)、病毒病(真鲷虹彩病毒病)。其中

病毒性疾病是危害较为严重的一类疾病，每年

给养殖者造成了极大的经济损失。近年，在网

箱养殖大黄鱼中出现了一种以鳃丝苍白为主要

症状的新疾病，养殖户称其为“白鳃病”。该病通

常发生于每年的6—9月，累计死亡率可达20%以

上，严重时可达50%。病鱼体表完好无其他明显

病征，体色偏白，鳃丝呈极度贫血状态、发

白；解剖病鱼可观察到呈白色或黄色的肝脏、

呈贫血状态的肾脏以及肿大的脾脏，经流行病

学检测未发现致病性寄生虫或细菌。杨小强等
[ 1 ]通过研究认为真鲷虹彩病毒 ( red sea  bream
iridoviral virus, RSIV)是导致“白鳃病”的主要病

原；而龚晖等 [2]则运用细胞培养和组织超薄切片

电镜观察认为一种RNA病毒颗粒可能是引起“白
鳃病”的病原。2014年在浙江的象山网箱养殖的

大黄鱼中大规模的暴发了以“白鳃”为主要临床症

状的疾病，本实验采集了发病大黄鱼样本，从

病原学、组织病理学和分子生物学等方面对大

黄鱼“白鳃病”病原进行了系列研究，探讨导致大

黄鱼“白鳃病”的关联病原，以期为大黄鱼养殖过

程中出现的 “白鳃病 ”的诊断与防治提供科学

依据。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

发病大黄鱼于2014年9月采集自浙江象山的

大黄鱼网箱养殖点，体长 25~28 cm，体质量

230~270 g，选取临床表现出特征性的鳃丝苍白

症状的病鱼。

1.2    实验方法

解剖观察和血细胞计数         调查发病养殖

区域的水温、发病鱼的鱼龄及观察病鱼在养殖

池中的活动情况、死亡率等。然后在现场进行

解剖和观察并记录病鱼体外和体内的临床症

状。将病活鱼样本断尾取血液，血细胞计数采

用普通血球计数板进行。采用显微照相系统将

计数框内图像拍下，然后在电脑上计数，每个

样本计数3次，取平均值。

寄生虫观察和细菌分离         取临床表现出

典型病征的濒死病鱼，取鳃丝、体表黏液及肠

道内容物等制成水浸片，显微镜下观察。用

75%酒精棉球对病鱼体表消毒后，无菌条件下取

出病鱼的肝、肾、脾等内脏的小块组织于离心

管中，剪碎后在常规细菌培养基胰蛋白胨大豆

琼脂(TSA)和弧菌选择性培养基(TCBS)上划线接

种，然后低温运回实验室，27 °C培养24~48 h，
观察细菌生长情况。

虹彩病毒PCR检测分析        将患病鱼的肝、

脾和肾脏组织碾碎，取20~50 mg组织匀浆液，使

用DNA抽提试剂盒(Qiagen公司)，按说明书提取

总基因组DNA。根据中华人民共和国出入境检

验检疫行业标准(SN/T 1675-2014)，合成虹彩病

毒检测用引物两对：针对真鲷虹彩病毒的引物1-
F：5′-CTCAAACACTCTGGCTCATC-3′；1-R：

5′GCACCAACACATCTCCTATC-3′以及针对传

染性脾肾坏死病毒 (infectious spleen and kidney
necrosis  virus， ISKNV)的引物对：4-F：5 ′ -
CGGGGGCAATGACGACTACA-3′；4-R：5′-
CCGCCTGTGCCTTTTCTGGA-3′，两对引物的

PCR扩增产物分别是570和568 bp。PCR反应体系

(25 μL)为：17.25 μL超纯水，2.5 μL的10×Reaction
buffer，2 μL dNTPs (2.5 mmol/L)，2.5 μL模板

DNA，每条引物(10 pmol/L) 各0.25 μL，0.25 μL
Taq酶。PCR反应参数为94 °C预变性5 min；94 °C
30 s，58 °C 40 s，72 °C 45 s，共进行30个循环；

最后72 °C延伸10 min，10 °C保存。

组织病理切片制备与观察         选择临床表

现典型“白鳃病”症状的活鱼，分别取其肝、脾及

肾等组织经10%甲醛中固定，在24 h后换数次

75%乙醇冲洗，最后保存于75%的乙醇中。固定

样品经后续乙醇系列及丙酮脱水过程，移入二

甲苯溶液中透明，浸蜡包埋后切片，烤干后展

片以苏木精-伊红染色法(H. E) 染色，显微镜下观

察拍照。

电镜组织切片制备与观察         选择患病活

鱼，将病鱼肝、脾及肾等内脏组织切成2 mm×
2 mm×2 mm的小块分别固定于2.5%戊二醛磷酸缓

冲液(0.1 moL/L，pH 7.4) 中，4 °C固定4 h以上。在

0.1 moL/L磷酸缓冲液中4 °C漂洗过夜后再用

1%锇酸溶液固定，经过一系列浓度的乙醇脱

水，样品块经环氧树脂包埋后制备超薄切片，

透射电镜观察拍照。

2    结果

2.1    临床症状与解剖观察

“白鳃病”发病时间通常为7—9月份，水温

25~27 °C，发病鱼体长多为20 cm以上的成鱼，

该病累计死亡率在12%以上。病鱼体表完好、无

溃疡等异常病症，但体色偏白(图版Ⅰ-1)。解剖

濒死活鱼(图版Ⅰ-2)，主要病症表现为鳃丝苍白

(图版Ⅰ-3)；肝脏呈土黄色或黄色，质脆；脾脏

肿大，呈暗红色；肾脏稍肿大，但严重贫血；

心包积液严重(图版Ⅰ-4)；肌肉无血色甚至变成

浅黄色；濒死鱼断尾取血液，血液稀薄呈现淡

红色水样，不凝结(图版Ⅰ-5)。
将病鱼的血液在显微镜下进行计数，发现

血液中血细胞数量显著降低。正常大黄鱼的红

细胞数和白细胞数分别为 (1 .79±0.22)×10 6和

(7.49±0.41)×106个/mm3，而患“白鳃病”大黄鱼的

则为(0.27±0.01)×106和(9.61±0.34)×106个/mm3。数

据分析显示正常大黄鱼和患“白鳃病”鱼两者血液

中红细胞数量的差异极显著(P<0.01)(表1)。而正

常鱼与患病鱼的白细胞数之间差异不显著(P>0.05)，
但白细胞数占红细胞数的比例差异大(P<0.01)，
正常的大黄鱼的白细胞数占红细胞数的比例为

4.18%，而患白鳃病鱼的白细胞占比高达35.59%。

2.2    细菌分离和寄生虫检测

对采集病鱼样本的体表黏液、鳃丝、肠道

内容物等进行显微镜检，均未发现致病性寄生
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虫。无菌条件下，使用细菌培养基TSA和TCBS
对病鱼的肝、肾和脾等内脏组织进行细菌分离

培养，27 °C培养48 h后观察，均未发现有优势致

病菌出现。

2.3    RSIV PCR检测结果

以针对RSIV的两对特异性引物，对采集的

临床表现“白鳃”症状的病鱼组织核酸样本进行

PCR扩增(图1)，结果病鱼样本中两对引物均未扩

出目的核酸条带；而真鲷虹彩病毒阳性样本中

两对引物均可以扩增出目的核酸条带。

2.4    组织病理学观察

在普通光学显微镜虾观察病鱼的组织病理

表 1    病鱼样本血细胞数量的变化(平均值±标准差)

Tab. 1    Identification of the blood counts of white-gill
diseased fish (mean±SD)

组别

group

红细胞数/
(×106个/mm3)

RBC

白细胞数/
(×104个/mm3)

WBC

正常鱼　health 1.79±0.22* 7.49±0.41**

白鳃病　diseased 0.27±0.01* 9.61±0.34**

注：*表示同一列正常鱼和白鳃病鱼之间数值差异极显著(P<0.01)，
**表示表示同一列正常鱼和白鳃病鱼之间数值差异不显著(P>0.05)
Notes: * mean the same column normal numerical difference between
fish and white gill disease significantly (P<0.01), ** means the same
column normal numerical difference between fish and white gill disease
was not significant (P>0.05)

1 2

3 4 5

 
图版 Ⅰ    病鱼临床症状

1. 发病大黄鱼体表；2. 发病鱼解剖图；3. 病鱼鳃丝苍白；4. 心包积液；5. 将濒死鱼断尾后流出的血液

Plate Ⅰ    Clinical symptoms of white-gill diseased fish
1. surface of diseased fish; 2. anatomical drawing of diseased fish; 3.white gill of diseased fish; 4. pericardial effusion; 5. blood of the diseased fish

M   1 2 3 4 5 6 7 8

750
500

 
图 1    大黄鱼RSIV PCR检测图

M. DL2000 DNA Marker；1, 2, 5, 6.真鲷虹彩病毒鱼样本；3 ,
7 .“白鳃病”病鱼样本；4, 8.阴性对照。1~4.引物1-F/1-R扩增产

物；5~8.引物4-F/4-R扩增产物

Fig. 1    Deteced the RSIV infection of
L. crocea samples by PCR

M.DL2000 DNA marker; Lane1, 2, 5, 6.RSIV positive control ; Lane3,
7.genomic DNA purified from white-gill disease fish; Lane4, 8.RSIV
negative control  1-4.The primer pair  used for genomic DNA
amplification is 1-F and 1-R; Lane5-8.The primer pair used for genomic
DNA amplification is 4-F and 4-R
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切片，发现病鱼的肝、脾和肾等内脏组织均发

生了严重的病理变化，有明显的细胞坏死、含

铁血黄素沉积、脂肪样变以及炎性细胞浸润等

现象。

肝脏         患病鱼肝脏组织病理观察显示：

肝内血管管腔狭窄或闭塞，血管壁的内皮细胞

发生变性，坏死，解体；血管内多空虚，或所

含的血液多为血浆，红细胞少见。肝细胞坏

死、核肿大、细胞间界限模糊，失去原有结

构、有的肝细胞核空泡化或崩解(图版Ⅱ-1~3)。

肾脏         患病鱼肾脏组织病理观察显示：

病变严重，肾小球肥大、肾小球囊腔消失，白

细胞浸润严重。肾小管规则形状消失 , 管腔变窄

与闭塞，肾小管上皮细胞间界限模糊，失去原

有结构，严重的肾小管甚至崩解、消失，仅有

肾小管基地膜轮廓(图版Ⅱ-4~6)。

脾脏         病鱼的脾脏组织病理观察显示：

脾组织发生大面积严重坏死，结构紊乱。大量

红细胞淤积在靠近脾小梁的红髓中，而血管里

的红细胞却很少；髓窦内有大量含铁血黄素沉

积，淋巴细胞相对减少，黑素巨嗜细胞中心增

多；脾脏内的红细胞大多发生退行性变化，表

现为细胞形态不规则，多呈不规则形，细胞体

积明显变小，胞核小而致密，胞质深染；有些

1 2 3

4 5 6

7 8 9

 
图版 Ⅱ    病鱼组织切片图

1~3, 4~6, 7~9分别表示患病鱼肝组织、肾组织以及脾组织病理变化。1.肝内血管管腔狭窄(H.E×400)；2.血管内无红细胞(H.E×400)；3.肝
细胞核肿大，细胞之间界限模糊(H.E×1000)；4.病鱼肾小球肥大(H.E×400)；5.肾小管规则形状消失(H.E×400)；6.肾小管崩解、消失，仅

有肾小管基地膜轮廓(H.E×1000)；7.红细胞弥漫于整个脾组织中，(H.E×400)；8.髓窦内有大量含铁血黄素沉积(H.E×400)；9.红细胞形态

不规则，大多发生退行性变化，退变的红细胞凝聚成一小团(H.E×1000)

Plate Ⅱ    Histopathological examination of white-gill diseased fish
Histopathological examination of 1-3, 4-6 and 7-9 indicates the damage degree in white-gill diseased fish. 1. Intrahepatic vasculars were stenosing.
(H.E×400); 2. There were no red blood cells in blood vessels of the liver (H.E×400); 3. The nucleus of hepatocytes became swollen and cell boundaries
of hepatocytes were unclear. (H.E×1000); 4. Glomerular hypertrophy (H.E×400); 5. The renal tubular normal structure disappeared (H.E×400); 6. Renal
tubules were disintegrated and disappeared and only the shape of the base membrane was there (HE×1000); 7. Red blood cells diffuse throughout the
spleen of white-gill diseased fish (H.E×400); 8. There were a large number of hemosiderin depositions in pulp of spleen (H.E×400); 9. The erythrocytes
in the spleen showed serious degenerative changes (H.E×1000)
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退变的红细胞凝聚成一小团，或形成均质球状

(图版Ⅱ-7~9)。

2.5    电镜观察结果

内脏组织超薄切片电镜观察结果显示，肝

脏、脾脏和肾组织细胞核普遍因病毒侵染而发

生明显的病理变化。病变肝细胞出现核固缩，

细胞质中出现大面积空白区，但细胞内未观察

到病毒(图版Ⅲ-1)。病变的肾、脾细胞损坏严重，

细胞结构模糊不清，在病变细胞中可以观察到

病毒样颗粒，病毒粒子呈圆形，直径大小约为

45~50 nm，无囊膜，病毒呈散在或集中分布于细

胞质内，未见明显的包涵体存在(图版Ⅲ-2~6)。

3    讨论

本实验中采集的患“白鳃病”的病鱼样本主

要表现的临床症状是鳃丝苍白，通过解剖观

察，病鱼表现出的病理症状与之前报道的大黄

鱼“白鳃病”是一致的。采集病鱼血液对血细胞计

数显示，血液中红细胞等数量急剧减少。将病

鱼的核酸样本进行RSIV的PCR检测，结果核酸样

本RSIV均为阴性，排除了病鱼RSIV感染的可

能。病鱼内脏组织中也未分离或观察到可疑细

菌性或寄生虫性病原，但病鱼的内脏组织超薄

切片在电镜下观察到一种直径约为45~50 nm的无

囊膜病毒颗粒。实验结果初步显示，此次大黄

鱼“白鳃病”是由一种新病毒导致。

鳃是鱼类的重要呼吸器官，鱼体与外环境

的气体交换主要由鳃器官来完成。鱼类的鳃部

变化，如出血、充血或贫血是鱼类疾病诊断的

重要依据 [3]。正常活鱼的鳃为鲜红色，而“白鳃”
一般是鱼体贫血的一个重要表症。“白鳃病”是一

种以鳃丝苍白为主要临床病症的疾病，患病鱼

均呈极度的贫血状态。该病2007年在福建三都澳

海域首次被发现，之后连续多年在福建三都

岛、黄湾、港口等海域和宁德地区网箱养殖大

黄鱼中暴发，造成了较大的经济损失 [4-5]。目前

报道的能引起鱼类贫血的病原种类很多，病毒

或细菌感染都可以导致鱼体贫血、鳃丝发白，

纪荣兴等 [6]曾报道海洋双RNA病毒可以引起牙鲆

(Paralichthys olivaceus)贫血症，患病牙鲆的鳃会

出现无血色症状。范文辉等 [7]曾报道哈维氏弧菌

可以使养殖大菱鲆(Scophthalmus maximus)溃疡，

继而引起鱼鳃丝贫血发白。而报道最多的可以

导致鱼类贫血症的病毒是RSIV，其宿主几乎涵

盖了我国主要的海水养殖鱼类以及重要的淡水

养殖鱼类，研究认为感染RSIV鱼的鳃也会呈现

苍白色，同时该病毒也是危害大黄鱼养殖的一

个重要病毒性病原[8-13]。

大黄鱼“白鳃病”发病季节与RSIVD相同，两

种疾病的临床症状也有一定相似性，均表现贫

血，鳃苍白。但两种疾病存在一定的差异，首

先两者在发病鱼的个体上存在差异，目前发现

的患“白鳃病”的大黄鱼大部分都是成鱼，而RSIV
目前研究认为大黄鱼幼鱼更易感染发病死亡，

而成鱼通常只携带RSIV不会发病死亡 [ 1 4 ]。其

次，患“白鳃病”大黄鱼最主要的病征为贫血、鳃

丝变白，血液稀薄、外周血液中血细胞数量减

少。崔龙波等 [15] 曾对福建宁德患“白鳃病”大黄

鱼的外周血液中血细胞数量、形态和分布的进

行了系统比较分析，结果发现与正常大黄鱼相

比，不仅患病鱼的红细胞数量显著降低，同时

患病鱼血液中小淋巴细胞、中性粒细胞、嗜酸

性粒细胞和血栓细胞所占比例也明显减少，而

大淋巴细胞和单核细胞所占比例明显增加。感

染RSIV的大黄鱼，外周血液量未见明显异常，

外周血液中的红细胞数量、形态也未有明显变

化 [16-18]，说明两种病原所导致的大黄鱼机体上的

变化是有差异的。再者，从组织病理学变化上

分析，大黄鱼“白鳃病”和大黄鱼RSIVD导致的组

织病理变化存在一定的差异，目前研究报道虹

彩病毒感染通常会导致鱼的脾、肾等病毒靶器

官内出现大量嗜碱性的、细胞质匀质化的、直

径约15~20 μm的肿大细胞 [19-23] 。而在患“白鳃病”
的病鱼内脏组织中没有出现这种特征性的肿大

细胞，但患病鱼内脏组织中的红细胞发生退行

性变化。患“白鳃病”病样组织电镜显微观察到的

是直径约45~50 nm，无囊膜的病毒颗粒，而RSIV
电镜下观察是一种直径约为150~180 nm有囊膜的

病毒颗粒。

综上所述，导致此次网箱养殖大黄鱼中“白
鳃病”的病原是不同于RSIV的另外一种病毒，这

种病毒可以破坏大黄鱼内脏组织的结构与功

能，特别是使脾脏组织等造血器官，造成内脏

组织中的血细胞发生严重退行性变化，从而导

致全身血管内的血细胞特别是红细胞稀少，使

患病鱼在临床上表现出极度贫血状态。由于暂

未确定病毒的种类，所以该病毒的致病机理、

快速检测方法和预防措施还有待进一步研究。
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图版 Ⅲ    病鱼组织细胞的电镜图

1, 2~4及5~6分别表示患病鱼肝组织、脾组织以及肾组织超薄切片。1.肝细胞质中出现大量空泡，显示固缩的细胞核(N)；2.脾细胞质中

散在的病毒颗粒(V)；3.脾细胞中集中存在的病毒颗粒(V)；4.脾细胞中放大的病毒颗粒(V)；5.肾细胞中集中存在的病毒颗粒和空泡化

的线粒体(M)；6.肾细胞中放大的病毒颗粒(V)。M：线粒体；N：细胞核；V：病毒颗粒

Plate Ⅲ    Electron micrograph of cells from white-gill diseased fish
Electron micrograph of 1-3, 4-6 and 7-9 indicates the cell from liver, spleen and kidney. 1. showing the condensed chromatin and vacuolized
cytoplasmic; 2. showing virus particles within the cytoplasmic; 3. showing the aggregated virus particles within the cytoplasmic; 4. virus particles in
spleen cell; 5. showing the aggregated virus particles and vacuolized mitochondrion; 6. virus particles in kidney cell
M:Mitochondrion; N:Nucleus; V:virus particles
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Preliminary study of a new virus pathogen that caused the white-gill
disease in cultured Larimichthys crocea

SHI Hui 1,     XIE Jianjun 1,     WANG Wei 1,     WANG Gengshen 1,     HE Jie 1,     XU Wenjun 2*

(1. Marine and Fisheries Research Institute of Zhejiang Province, Key Laboratary of Marine Culture and
Enhancement of Zhejiang Province, Zhoushan    316000, China;

2. Fisheries College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316100, China)

Abstract: By using histopathology and polymerase chain reaction (PCR) methods, studies were carried out to find
the cause of the white-gill disease in Larimichthys crocea  cultured in cage in Zhejiang Province. White-gill
diseased fish had the typical symptom of pale gills and there is no ulcer in the body surface of infected fish.
However, the blood and blood cell counts in the white-gill disease fish were significantly decreased. Pathological
observation showed serious pathological changes in internal organs. In white-gill diseased fish, haemocytes, in
particular, erythrocytes reduced sharply in the blood vessels of liver, spleen and other organs and degenerative
changes occurred in red blood cells,  too. Under electron microscope, a large number of viral particles were
observed in the cytoplasm of spleen, with an average diameter of 40 to 45 nm. With the primers derived from
RSIV, no fragments of the RSIV DNA could be amplified from the white-gill diseased fish. The results indicated
that although white-gill disease and RSIVD both can lead to the symptom of pale gills, but the pathogen that
caused each disease was completely different,  and the white-gill  disease that broke out in Zhejiang may be
associated with another virus.

Key words: Larimichthys crocea; white-gill; red sea bream iridovirus virus; histopathology; polymerase chain
reaction
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