
 

Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒在稀有鮈鲫中的传播途径
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摘要：为了研究Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒 (GCRV-Ⅱ)的流行规律，本实验基于稀有鮈鲫感染
GCRV-JX02的研究模型，利用分子生物学检测、逆转录实时定量聚合酶链式反应 (RT-
qPCR)等方法开展 GCRV-Ⅱ水平和垂直传播的研究。结果显示，水平传播中浸泡感染和共
培养感染都能使稀有鮈鲫成为 GCRV-Ⅱ的无症状携带者，阳性检出率分别为 50%和 80%；
其中共培养感染直接导致 8%的稀有鮈鲫死亡。感染后无症状的稀有鮈鲫经热休克处理，
浸泡感染与共培养感染组的死亡率分别为 57.14%和 100%，总体阳性检出率分别为
80.95%和 100%。腹腔注射感染 GCRV-JX02后存活的无症状稀有鮈鲫每 0.01 g精巢与卵
巢中病毒拷贝数分别为 3.64×106 和 6.84×106 个。垂直传播实验中稀有鮈鲫单个的卵子、未
受精卵、受精卵和幼鱼的平均病毒拷贝数为 1.98×103、1.15×104、4.75×103 和 6.74×104 个，
幼鱼中病毒的拷贝数显著高于卵子与受精卵时期，表明 GCRV-JX02不仅能够在稀有鮈鲫
中垂直传播，还能伴随幼鱼的发育不断扩增。本研究阐明了不同传播途径下 GCRV-Ⅱ的
传播潜力，有助于评估草鱼出血病的流行风险，且为筛选阻断草鱼呼肠孤病毒传播的药物
提供了有效的动物模型。
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草鱼 (Ctenopharyngodon idella)是我国养殖产

量最高的鱼类养殖品种，在我国各地均有养殖，

2022年全国养殖总产量为 590.480 5万 t [1]。根据

《2023中国水生动物卫生状况报告》，2022年因

病害造成草鱼养殖经济损失 19亿元，其中草鱼出

血病 (grass carp hemorrhagic disease, GCHD)是草鱼

养殖过程中监测到的主要疾病，是制约我国草鱼

养殖业可持续发展的主要瓶颈之一 [2]。1978年陈

燕燊 [3] 在国内首先报道了草鱼出血病是一种病毒

性鱼病；1983年陈燕燊等[4] 测得该病毒基因组核

酸为分节段双链 RNA，确定草鱼出血病病毒为草

鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus, GCRV)。稀有鮈

鲫 (Gobiocypris rarus)是我国特有的一种小型鲤科

(Cyprinidae)鱼类，具有生命力强、饲养简便、性

成熟快等优点，1992年王剑伟[5] 指出其是实验鱼

的理想对象。1993年王铁辉等[6] 用草鱼呼肠孤病

毒人工感染稀有鮈鲫，对有出血病症状的病鱼主

要器官组织进行了超薄切片电镜观察，发现实验

鱼被感染。1994年王铁辉等[7] 用草鱼呼肠孤病毒

人工感染 1~6月龄的稀有鮈鲫，发现在水温 22
°C~32 °C时可导致稀有鮈鲫出现出血病症状，并

证明是由 GCRV感染所致，预测稀有鮈鲫可以作

为草鱼抗出血病育种的模式鱼。

自 1978年到 1998年，我国各地已经发现多
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株草鱼呼肠孤病毒分离株[8-12]；鉴于当时针对我国

不同分离株尚缺少系统的比较研究，1998年李军

等 [13] 研究比较了 GCRV-861和 GCRV-873这 2株

草鱼呼肠孤病毒分离株的基因组核酸图谱、致病

性及体外组织培养特征，发现 861株感染草鱼和

稀有鮈鲫发病死亡率可高达 85%~100%，而感染

草鱼肾细胞系 (GCK) 和草鱼肾组织细胞系 (C.
idella kidney cell line, CIK)未能观察到细胞病变效

应 (CPE)；相反 873株感染培养细胞出现典型的

CPE，但对草鱼和稀有鮈鲫几乎无致病力。861株

是武汉水生所的湖北省武汉东西湖分离株，而

873株是武汉病毒所的湖南邵阳分离株 [10]；1990
年王炜等[9] 发现，武汉病毒所分离的 GCRV湖北

武汉南湖分离株和湖南邵阳分离株的核酸片段数

一致，但分子量不同。由于草鱼呼肠孤病毒 3′ 无
PolyA尾结构，各个毒株间同源性较低，无法采

用设计引物进行逆转录聚合酶链式反应 (RT-PCR)
的方法扩增病毒全基因组, 模式毒株 GCRV-873的

全序列测定工作从 20世纪 90年代一直延续到 21
世纪初，由几个实验室分别合作完成 [14-15]；在细

胞系上不形成 CPE的 GCRV湖北株在 2012年才

首次测定全序列[16]，这可能也是湖北株在研究界

长期不被重视的原因之一。cDNA末端快速扩增

技术  (full-length amplification of cDNA，FLAC)可
以对未知基因序列的 dsRNA 病毒基因组序列进行

扩增，该技术在草鱼呼肠孤病毒基因组上的应用

从 2012年起促进了湖北株的临床鉴定和基因组解

析 [17-19]。中国水产科学研究院长江水产研究所的

研究人员在 2013年发现了 1株在基因组水平与湖

北株、湖南株同源性都很低的新 GCRV毒株

GCRV-104[20]。因此，最近 10年来国内同行专家

根据基因组序列的同源性分析将已报道的所有

GCRV毒株分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ共 3种基因型，根据

已发表的研究论文中使用毒株情况，确定 3种基

因型的典型代表株分别为湖北株中的 GCRV-873 [9]、
湖南株中的GCRV-HZ08 [18] 和新毒株GCRV-104[19]。

《2023中国水生动物卫生状况报告》明确了

近年来我国养殖草鱼中引起草鱼出血病的毒株主

要是Ⅱ型 GCRV，也即 GCRV-HZ08所属的湖北

株 [2]。因此，利用稀有鮈鲫的Ⅱ型 GCRV感染模

型研究草鱼出血病重新成为最近几年的一个研究

热点。我国研究人员利用前沿的蛋白质组[21]、转

录组 [22-23] 和代谢组 [24] 技术系统研究了Ⅱ型 GCRV
和稀有鮈鲫的相互作用；围绕草鱼出血病抗病育

种的技术需求，评价了 Mx-like  [25]、Integrin beta-
1(ITGB1)[26]、Bid[27]、 TLR4[28]、 Scavenger  receptor

class  B  type  1(SRB1)[29]、 TBK1  homologue[30]、
P65[31] 等多种靶蛋白的抗病毒功能；利用稀有鮈

鲫研制和评价Ⅱ型 GCRV疫苗的研究也不断取得

进展 [32-33]；本课题组也利用稀有鮈鲫评价了槲皮

素用于防控Ⅱ型 GCRV感染的可行性 [34-35]。由于

目前我国尚缺少遗传背景清晰的无特定病原体

(specific pathogen free，SPF)草鱼品系供研究人员

开展相关研究，稀有鮈鲫无疑为草鱼出血病研究

提供了一个优秀的实验动物平台。

病毒的传播途径大致可以分为水平传播与垂

直传播，水产病毒通过上述两种途径进行传播的

现象普遍存在。Zhai等 [36] 发现Ⅱ型鲤疱疹病毒

(cyprinid herpesvirus 2, CyHV-2)在 103 个/L浓度下

通 过 浸 泡 可 有 效 引 起 金 鱼 (Carassius  auratus
auratus)的感染与死亡；Ben-Asher等[37] 发现病毒

性神经坏死病 (viral nervous necrosis, VNN)在欧洲

鲈 (Dicentrarchus labrax)中的水平传播，尤其是在

幼鱼中有着更高的感染率；汝少国等[38] 应用电镜

技术初步探讨了对虾杆状病毒 (Baculovirus pen-
aei)的垂直传播途径；江世贵等 [39] 初步研究了白

斑综合征病毒 (white  spot  syndrome  virus,  WSSV)
对斑节对虾 (Penaeus monodon)亲虾的感染和垂直

传播。水产病毒依靠水体、食物等方式进行的水

平传播以及通过鱼卵进行的垂直传播已经有了直

接的证据。然而Ⅱ型 GCRV在稀有鮈鲫中的人工

感染主要是通过高渗浸泡 [7, 26] 或注射 [32, 34] 实现，

尚无关于Ⅱ型 GCRV在稀有鮈鲫中的自然传播途

径的系统研究。阐明Ⅱ型 GCRV在稀有鮈鲫中的

自然传播途径，对建立基于稀有鮈鲫的草鱼出血

病流行模型、评价抗 GCRV药物的药效、理解

GCRV的传播规律都具有重要意义。

本实验从水平传播和垂直传播两个自然传播

的途径研究了Ⅱ型 GCRV在稀有鮈鲫中的传播效

率，发现在水平传播中 GCRV感染主要以无症状

感染为主，利用温度诱导能够实现无症状稀有鮈

鲫体内病毒的激活和致病；在垂直传播中，

GCRV-Ⅱ可以从亲本转移到子代，并且随着幼鱼

的发育而不断扩增。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

稀有鮈鲫资源由国家水生生物种质资源库提

供，平均体重 (2.0 ± 0.1) g，饲养于上海海洋大学

国家水生动物病原库养殖鱼房内，在 (24 ± 1) °C
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温度条件下暂养 7 d，于实验前 24 h停止喂食。

本研究获得了上海海洋大学实验动物管理和使用

伦理委员会批准，实验过程中操作人员严格遵守

上海海洋大学伦理规范，并按照上海海洋大学伦

理委员会制定的规章制度执行。

Ⅱ型草鱼呼肠孤病毒 (GCRV-JX02)为本实验

室分离保藏株。TRIzol购于 Invitrogen公司 (美国)，
cDNA合成试剂 PrimeScript™ Ⅱ1st  Strand  cDNA
Synthesis  Kit  (6210A)、高特异性 qPCR试剂 TB
Green®  Premix  Ex  Taq™  Ⅱ(RR820A)、 Premix
Taq™ (TaKaRa Taq™ Version 2.0 plus dye) (RR901A)
购于宝日医生物技术 (北京)有限公司。所有 PCR
及 RT-qPCR引物由生工生物工程 (上海)股份有限

公司合成。 

1.2    水平传播实验
 

浸泡感染　　取实验室所保存的感染 GCRV-
JX02死亡的稀有鮈鲫，剪碎后加入 1×磷酸盐缓冲

溶液  (PBS)研磨，依次进行 4  000、 8 000  和 1
2000 r/min离心各 5 min，梯度离心后取上清液并

使用 0.22 μm针头式过滤器过滤，获得含 GCRV-
JX02病毒液 (2.1×105 个/μL)。随机挑选 31尾稀有

鮈鲫置于 4 L水体中，加入 30 mL上述病毒液，

此时水体中病毒拷贝数为 1.57×103 个/μL。实验期

间水温控制在 (24±1) °C，连续观察 14 d后取 10
尾稀有鮈鲫进行检测，并在 2 h内通过加热棒将

水温提升至 (32±1) °C对稀有鮈鲫进行热休克处理

并保持水温不变，每天观察 2次，连续观察 14 d
记录死亡数并收集死亡的稀有鮈鲫。 

共培养感染　　将 40尾稀有鮈鲫随机分为

两组，一组 15尾腹腔注射上述 GCRV-JX02病毒

液 100 μL/尾，共培养组为 25尾稀有鮈鲫不做处

理。将两组置于同一水体 (4 L)共培养并使用隔离

网分开，实验期间水温控制在 (24 ± 1) °C，期间

及时收集死亡的稀有鮈鲫，连续观察 14 d后取出

注射组幸存的稀有鮈鲫并随机挑选共培养组 10尾

稀有鮈鲫进行检测，之后将水温提高至 (32 ± 1) °C
进行热休克，每天观察 2次，连续观察 14 d记录

死亡数并收集共培养组死亡的稀有鮈鲫。 

1.3    垂直传播实验

使用 100 μL浓度为 2 069 个/μL的 JX02病毒

液通过 1 mL无菌注射器腹腔注射稀有鮈鲫，选取

感染 JX02后幸存的稀有鮈鲫，挑选雌雄鱼各 20
尾置于玻璃水族缸 (60 × 40 × 50 cm)内，配有水族

外置过滤器 (森森 HW-702A)装置及增氧泵装置以

形成循环水系统，利用实验室前期建立的稀有鮈

鲫繁殖体系 [40] 饲养，实验期间水温控制在 (24 ±
1) °C，及时收集鱼卵与仔鱼并做洗脱处理。 

1.4    样品收集、处理及检测

水平传播实验收集攻毒 14 d及热休克后 14 d
所有稀有鮈鲫，取脑及内脏组织，垂直传播实验

收集稀有鮈鲫亲鱼性腺组织、成熟期卵巢中的单

个卵子、鱼卵及仔鱼并使用 1 × PBS洗脱处理。

所有样品置于 500 μL TRIzol中重复研磨，按照说

明书提取总 RNA，使用 PrimeScript™ Ⅱ1st Strand
cDNA  Synthesis  Kit  (6210A)试剂盒逆转录合成

cDNA。

PCR检测参照 GB/T 3619—2018，使用 Pre-
mix Taq™ 酶和Ⅱ型 GCRV的 M6基因片段引物

(F: 5′-AGTTC-TCAAA-GCTGA-GACAG-3′和 R: 5′-
ACGTG-CGATT-GGAAG-AGCTT-3 ′ )进 行 PCR，
反应体系为 25 μL，含 Premix Taq™ 酶 12.5 μL，
上下游引物各 1 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 9.5 μL，
反应程序为 94 °C预变性 4 min；94 °C 40 s，55 °C
40 s，72 °C 1 min，35个循环；72 °C延伸 8 min，
4 °C保存。PCR反应结束后，使用 1.5%琼脂糖

凝胶电泳检测 PCR产物。

采用 RT-qPCR检测病毒拷贝数，使用 TB
Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ 酶和根据Ⅱ型 GCRV
的 M6基因片段设计定量引物 (F:  5'-GCGTCAC
ACCTTCGACCATA-3'和R: 5'-TTACGGGCCGGAA
ATAGTGG-3')进行 RT-qPCR，反应体系为 13 μL，
含 TB Green® Premix Ex Taq™ Ⅱ 酶 6.5 μL，上下

游引物各 0.5 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 4.5 μL，反

应程序为 95 °C预变性 30 s；95 °C 5 s，58 °C 30 s，
39个循环；95 °C 10 s，65 °C 5 s，95 °C。 

1.5    数据处理

实验数据用 GraphPad Prism 8.0.2 软件进行统

计、分析和制图，数据以平均值±标准差表示，每

项实验进行 3个独立的重复。使用 Student's two-
tailed t 检验对实验数据进行统计学分析，“*”为
P<0.05，“**”为 P<0.01，“***”为 P<0.001，“****”
为 P< 0.000 1。 

2    结果
 

2.1    水平传播中无症状感染检测

浸泡感染后 14 d稀有鮈鲫皆未死亡，进行
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PCR检测发现，浸泡感染中编号 2、3、4、9、10
为阳性 (图 1-a)，阳性检出率为 50%。在 14 d共培

养感染中死亡 2尾稀有鮈鲫 (编号 1、2)，第 14天

后另随机挑选共培养组 8尾稀有鮈鲫进行检测，

其中编号 1、2、3、5、6、7、8、10为阳性 (图 1-
b)，其死亡率为 8%，阳性检出率为 80%，浸泡感

染与共培养感染都可使稀有鮈鲫携带 GCRV-JX02
成为无症状感染者，且共培养组可直接导致出现

部分稀有鮈鲫的发病死亡。 

2.2    热休克诱导病毒激活

在 24 °C~32 °C热休克处理无症状感染的稀

有鮈鲫后，结果显示，浸泡感染与共培养感染组

的稀有鮈鲫在热休克处理后第 2天开始死亡，浸

泡感染组在第 10天时共死亡 12尾，死亡率为

57.14%，共培养感染组的稀有鮈鲫在第 4天时全

部死亡 (图 2)。浸泡感染组中编号 1~12的稀有鮈

鲫按死亡时间顺序排列，除 2、4、5外皆在 320
bp处有目的条带 (图 3-a)，其阳性检出率为 75%，

而在未死亡的 9尾稀有鮈鲫中除 14外为阳性，总

体阳性检出率为 80.95%；在共培养感染组中编号

1~15的稀有鮈鲫按死亡时间顺序排列，阳性检出

率为 100%(图 3-b)。热休克处理无症状感染的稀

有鮈鲫后，浸泡感染与共培养感染组都可以得到

更高的阳性检出率，并导致一定数量的稀有鮈鲫

发病死亡。 

2.3    垂直传播病毒检测

腹腔注射 GCRV-JX02后幸存稀有鮈鲫性腺

中病毒表达量的结果显示，通过 RT-qPCR检测，

组织重量进行归一，卵巢组织中 GCRV-JX02的平

均拷贝数为 6.84×106 个/0.01 g(图 4-a)，而在精巢

组织中则为 3.64×106 个/0.01 g(图 4-b)。通过腹腔

注射可以得到性腺组织带有大量 GCRV-JX02的无

症状稀有鮈鲫。

将上述稀有鮈鲫通过本实验室的模型进行繁

殖，对收集到的稀有鮈鲫 60个卵子、9个未受精

卵、26个受精卵以及 13尾孵化 14 d后幼鱼进行

RT-qPCR检测，其 GCRV-JX02的拷贝数分别为

1.14×105、1.03×105、1.13×105 和 8.75×105 个 (表 1)，
单个卵子、鱼卵和单尾幼鱼中 GCRV-JX02的平均

拷贝数为 1.98×103、 1.15×104、 4.75×103 和 6.74×
104 个，结果显示，单尾稀有鮈鲫幼鱼体内 GCRV-
JX02的拷贝数显著高于卵子与受精卵 (图 5)。 

3    讨论

在 GCRV-Ⅱ的水平传播中，浸泡感染与共培

养感染都可使稀有鮈鲫携带 GCRV-JX02(图 1)，
且共培养组可直接导致出现部分稀有鮈鲫的发病

死亡，传播效率更高。研究表明 GCRV-JX02的水

平传播途径普遍存在，多以无症状感染为主，而

且可导致宿主的发病与死亡，本研究结果和前人

关于 GCRV研究结果一致，Jiang等 [41] 能够在有

感染或暴露史的无症状草鱼脑部检测到 GCRV-Ⅱ。

其他水产病毒的水平传播也有类似情况，如 Zhai
等[36] 发现Ⅱ型鲤疱疹病毒 (CyHV-2)在 103 个/L浓
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图 1    PCR检测水平传播中稀有鮈鲫感染 GCRV-JX02的情况

(a)浸泡感染 14 d；(b)共培养感染 14 d；1～2. 死亡的稀有鮈鲫; M. DL2000 DNA marker；NC. 阴性对照组；PC. 阳性对照组，下同。

Fig. 1　Detection of GCRV-JX02 in rare minnow in horizontal transmission by PCR
(a) immersion infection for 14 days; (b) co-culture infection for 14 days, 1-2. dead rare minnow; M. DL2000 DNA marker; NC. negative control; PC.
positive control, the same below.
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度下的通过浸泡可有效引起金鱼的感染与死亡；

Ben-Asher等 [37] 发现病毒性神经坏死病 (VNN)在
欧洲鲈中的水平传播，尤其是在幼鱼中有着更高

的感染率。

本研究发现自然传播途径中稀有鮈鲫无症状

带毒情况比较普遍。这意味着在养殖中草鱼等目

标宿主很有可能携带有 GCRV但不出现临床症状

难以发觉。Jiang等[41] 关于病毒潜伏的研究发现在

升高温度后可以重新激活在草鱼脑内潜伏感染的

GCRV。为了明确热应激对于自然传播途径中草

鱼等宿主无症状携带 GCRV的影响，本研究进一

步利用温度变化可以诱导无症状稀有鮈鲫出现典

型的出血症状和较高的死亡率，这和草鱼出血病

流行病特征一致，说明面对环境温度的突然升高，

携带有病毒的无症状稀有鮈鲫会再次发病与死亡，

存在二次传播的风险。无症状宿主也可能因为受

到外部环境压力或者自身免疫系统变化导致病

毒的激活，使得宿主发病死亡，造成养殖过程

中的巨大经济损失。根据本研究结果，可以利用

GCRV-Ⅱ在稀有鮈鲫的水平传播及病毒激活模型，

评估各种消毒剂在阻断 GCRV水平传播方面的作

用，以及采用抗应激措施防止宿主携带的 GCRV
被激活。

在 GCRV-Ⅱ垂直传播的研究中，经过腹腔注

射后无症状感染的稀有鮈鲫性腺中存在大量

GCRV-JX02，其可以通过繁殖传播给受精卵和幼

鱼，且幼鱼中的病毒拷贝数显著高于卵子和受精

卵，该结果说明 GCRV-JX02不仅可以在稀有鮈鲫

 

100
存
活
率

/%

su
rv

iv
al

 r
at

e

75

2

50

4

25

60

100

存
活
率

/%

su
rv

iv
al

 r
at

e

75

50

25

0

8 10 12 14

时间/d

time

(a)

(b)

1 2 3 4

时间/d

time

 
图 2    热休克激活 GCRV-JX02后稀有鮈鲫的存活率

(a) 浸泡感染；(b)共培养感染。

Fig. 2　Survival rate of rare minnow after heat shock
activating GCRV-JX02

(a) immersion infection for 14 days; (b) co-culture infection for 14 days.
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图 3    PCR检测热休克后稀有鮈鲫中 GCRV-JX02的感染情况

(a)浸泡感染，1-12. 死亡的稀有鮈鲫；(b)共培养感染，1-15. 死亡的稀有鮈鲫；M. DL2000 DNA marker。

Fig. 3　Detection of GCRV-JX02 in rare minnow after heat shock by PCR
(a) immersion infection, 1-12. dead rare minnow; (b) co-culture infection, 1-15. dead rare minnow; M. DL2000 DNA marker.
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中进行垂直传播，而且随着受精卵的孵化和幼鱼

的发育进行扩增，具有潜在的发病与再次传播能

力。先前的研究表明其他水产病毒也存在垂直传

播的现象，如 Goodwin等[42] 在金鱼的亲鱼、通过

100 mg/L活性碘消毒后的鱼卵和鱼苗中都检测到

了 CyHV-2；Thompson等 [43] 也发现了斑点叉尾鮰

病毒 (channel catfish virus, CCV)在宿主中垂直传

播的现象。上述实验中通过对金鱼卵洗脱后的结

果说明，CyHV-2是通过存在于鱼卵内部而不是

黏附于鱼卵表面进行垂直传播，本实验在检测病

毒拷贝数与孵化前都对收集到的稀有鮈鲫鱼卵进

行清洗，减少水体环境及黏附于表面的游离病毒

对检测结果的影响，初步说明了 GCRV-Ⅱ在稀有

鮈鲫内存在垂直传播的现象。根据本实验结果，

可以利用 GCRV-Ⅱ在稀有鮈鲫的垂直传播模型，

进行亲本脱毒技术、种苗检测技术、筛选抗病毒

药物等相关研究。

综上，本实验研究了 GCRV-Ⅱ在稀有鮈鲫中

不同传播途径传播效率，并使用热休克处理了无

症状感染 GCRV-Ⅱ的稀有鮈鲫。在自然传播途径

中 GCRV-Ⅱ的水平传播可以导致稀有鮈鲫成为病

毒的携带者，通过热休克处理可以导致无症状稀

有鮈鲫的大量发病与死亡，同时 GCRV-Ⅱ也可以

通过垂直传播从亲本转移到子代，并且随着幼鱼

的发育而扩增。上述结果有助于深入了解 GCRV-
Ⅱ不同的传播方法，为后续阻断病毒传播药物的

筛选提供帮助，也为通过抗应激防治 GCRV的研

究提供参考。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Fig. 5　Average copy numbers of GCRV-JX02 in ova,
eggs, juvenile fish of rare minnow
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Transmission routes of grass carp reovirus type Ⅱ in
rare minnow Gobiocypris rarus

NI Qinwei 1,     SUN Yang 1,     LIU Linyi 1,     LYU Liqun 2*

(1. National Pathogen Collection Center for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;
2. Key Laboratory of Agriculture Ministry for Freshwater Aquatic Genetic Resources,

Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China)

Abstract: Grass  carp  reovirus  (GCRV) causes  severe  grass  carp  hemorrhagic  disease,  which  is  one  of  the  main
diseases that threaten grass carp culture in our country. In order to explore the transmission of grass carp reovirus
type Ⅱ (GCRV-Ⅱ),  we established the horizontal  and vertical  transmission models of  GCRV-JX02 infection in
rare  minnow Gobiocypris  rarus  using  molecular  biology  detection  and  real-time  fluorescent  quantitative  (RT-
qPCR)  methods.  We  compared  the  transmission  efficiency  of  GCRV-JX02  in  different  models,  and  found  that
immersion  infection  and  co-culture  infection  could  turn  the  rare  minnow  into  asymptomatic  carriers  of  GCRV-
JX02 in horizontal transmission. The positive detection rates were 50% and 80%, while the mortality rates of rare
minnow in co-culture infection were 8%. When the asymptomatic  rare  minnow in the immersion and co-culture
groups were treated with heat shock, the mortality rates were 57.14% and 100%, and the overall positive detection
rates were 80.95% and 100%. Copy numbers of GCRV-JX02 in the testis and ovary of asymptomatic rare minnow
after  being  injected  intraperitoneally  of  GCRV-JX02  were  3.64×106  and  6.84×106  copies/0.01g.  In  the  vertical
transmission  experiment,  average  copy  numbers  of  GCRV-JX02  in  ova,  unfertilized  eggs,  fertilized  eggs  and
juvenile fish were 1.98×103, 1.15×104, 4.75×103 and 6.74×104 copies. The copy number of GCRV-JX02 in single
juvenile fish was significantly higher than that of ovum and fertilized egg. The results indicated that GCRV-JX02
could not only transmit vertically in rare minnow, but also persist continuously with the development of juvenile
fish. This study elucidates the transmission efficiency of GCRV-Ⅱ in multiple transmission routes, which is help-
ful  in  evaluating the epidemic risk of  grass  carp hemorrhagic disease and provide an effective animal  model  for
screening drugs to block the transmission of GCRV.

Key words: Gobiocypris  rarus; grass  carp reovirus (GCRV); horizontal  transmission; vertical  transmission; heat
shock treatment
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