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摘 要 人工感染 G C H V
目

86 1后
,

对处于潜伏期
、

发病期和恢复期等不同时期的草鱼内脏组

织匀浆上清液进行逆转录聚合酶链式反应 (R T
.

PCR )扩增
,

除恢复期的 1 条草鱼外
,

其余样品均得到

特异扩增带
,

而对照组都没有
,

预示着 R T- PCR 技术对于草鱼出血病的早期诊断
、

防治及抗病育种具

有重要意义
。

另外
,

对于显症出血病草鱼的肝
、

肾
、

脾
、

鳃
、

肌肉和肠道等组织器官进行检测
,

结果都

为阳性
,

首次证实了 GC H V 存在于肝脏中
,

并对此作了进一步的讨论
。
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草鱼出血病病毒 (HemO 曲ag ic V 五u s of G ras s C呷
,

G CH V )是草鱼出血病的病原体
,

可导致

当年草鱼鱼种大批死亡〔中国科学院水生生物研究所三室等 1卯8
、

1950
,

毛树坚等 1989 ]
。

电

镜观察结果表明刀CH V 主要感染草鱼的肾脏和肠道等组织器官
,

而在肝脏
、

鳃及肌肉等组织

中未发现 G C H V 病毒颗粒存在 [中国科学院水生生物研究所三室等 1980
,

中国科学 院武汉病

毒研究所等 1983
,

毛树坚等 1988
,

丁清泉等 1990 〕
。

R T
~

PCR 是检测 G C H V 的敏感
、

特异
、

快速

而有效的方法 [王铁辉等 199 7 ]
。

本文首次报道了应用 RT
~

PCR 技术对草鱼出血病病鱼组织的

检测结果
。

1 材料与方法

1
.

1 材料鱼

2 一 3 寸长的当年龄草鱼鱼种
,

由本实验室繁殖和饲养
。

1
.

2 病毒

G C H V
一

86 1 株由本室分离 [王铁辉等 199 4」
。

1
.

3 主要试剂

AM V 反转录酶
、 (认Tp

、

dc rP
、

dG即
、

d , 四为 R 以沈g a 产品
,

肠q D N A 聚合酶购 自中国科学

院遗传研究所
,

Ikb D N A 助d der 为 G IB co BRL 产品
。

收稿 日期 : 1卯5 一 12 一
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1
.

4 引物

本实验所 用 的 PCR 引 物 邢6 (5
’ .

A G们陀 兀A A A O刀石A G A CA G- 3
’

和 5
’.

ACG 代犯
-

G A T 代笑梢八G A G C T 1 3
’

)是根据已克隆的 G CH V ‘861 株基因组第 6 片段的部分 cD N A 序列设

计【w an g 等 199 3 〕
,

它们扩增的靶序列长度预计为 3 2 0bP
。

引物 由中国科学院微生物研究所合

成
。

1
.

5 人工感染

病毒悬液制备
:
按照本实验室常规方法制备 G C H V ‘861 〔王铁辉等 1994 〕

。

人工感染
:
取 2 一 3 寸长草鱼鱼种 80 尾进行腹腔注射感染

,

0
.

4 m L / 尾
,

饲养于 28 ℃的恒

温水族箱中
。

同时另取 20 尾注射无菌蒸馏水的健康草鱼作对照组
。

在感染后 1 一
23 天每天

随机取样
,

解剖取各组织并用 PB S 洗去血污
,

置 1
.

5 n 1L 离心管中于 一 20 ℃保存待用
。

1
.

6 病毒核酸样品的制备

取 0
.

1 克病鱼组织
,

加 1 mL STE (50
n 1M 的 Tri

s
一

HC I
,

PH 为 8
.

0
,

loo m M 的 N副c l
,

lm M 的

E D T A )制成匀浆
,
一 20 ℃至室温冻融 3 次

,

12 0以〕r/ m ill 离心 10 分钟后
,

取上清液如C此
,

加

人 0
.

5 % N 一 十二烷基肌氨酸钠和蛋白酶 K (200 “g / mL )
,

55 ℃ 保温 l h
,

用饱和酚
、

酚/ 氯仿/ 异

戊醇各抽提一次
,

无水 乙醇沉 淀
,

用 7 0 % 及 10 0 % 乙醇各 洗一 次后
,

溶解 于 适量 双蒸

水 中
, 一

20 ℃冰冻保存备用
。

1
.

7 R T
~

PCR 扩增及产物分析

按照本实验室 已建立的方法进行 R T- PCR 扩增及对扩增产物分析 [王铁辉等 19 9 7 ]
。

2 结果

G C H V
~

861 株人工感染草鱼种
,

在 28
一
so ℃水温条件下

,

第 3 天开始发病
,

4 一 7 天内出现

典型 的出血病症状
:开始出现游动失常

,

不吃食物
,

继之离群独游或停留在水面
,

或沉卧于水

底
,

有的身体失去平衡
,

时而在水面打转
,

时而垂直在水中不动 ;病鱼体表呈暗黑色
,

眼球外突
。

出现上述症状草鱼
,

在一天 内即死亡
。

病鱼均表现为全身肌肉充血
,

呈鲜红色
,

鳃丝呈灰白色
,

肝
、

肠等内脏器官苍白或泛黄
,

脾肿大
,

肾脏充血变红
,

体腔内有淡黄色腹水 ;还有的是内脏器

官充血或出血
、

少腹水
。

7 天后存活的 12 条草鱼一直未见死亡
,

外表也逐渐恢复正常
。

分别在发病前期 (1
一 3 天 )

、

发病期 (4
一 7 天 )及发病后期 (8

一
23 天 )取样进行 R l

,

一 代卫检

测
,

发病前期和发病期的所有样品均能检测到 G C H V 的存在 ; 在人工感染第 23 天后的 5 尾鱼

中
,

也有 4 尾检测到 CC H V 的存在 (表 1 和 图 1)
。

发病前期和后期无症状携带者特异扩增带

较弱
,

二次 PCR 后
,

特异扩增带加强 (图 2 )
。
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G C H V
,

对未检出鱼重复试验及二次 PCR 扩增
,

结果仍为阴性
,

说明所取样品中无 G CH V
,

可能

已被从鱼体内排除掉
。

这为草鱼抗病个体的筛选和鉴定提供了技术手段
,

对抗病育种有着重

要意义
。

据电镜观察结果表明
,

G C H V 主要存在于草鱼出血病病鱼 肾脏和肠道等组织细胞 内及弥

散于肾
、

脾
、

肌肉等组织间隙或微血管腔 内
,

而在肝脏
、

脾脏
、

肌肉和鳃中未发现病毒颗粒【中国

科学院水生生物研究所三室等 1吸洲〕
,

中国科学院武汉病毒研究所等 19 83
,

毛树坚等 1988
,

丁

清泉等 19 男)」
。

作者利用 RT
~

PCR 从草鱼出血病病鱼肝
、

肾
、

脾
、

肠道
、

肌肉和鳃等六种器官组

织 中均能检测 出 G C HV
,

其中肝脏
、

肠道和肾脏扩增条带较亮
,

肌肉组织和鳃次之
,

脾脏最弱
,

这说明 G CH V
-

86 1 在各组织(器官 )中病毒颗粒的多少不同
。

作者对肝脏匀浆上清液进行扩增

得到较强的扩增带
,

且肌肉和鳃等也有稍弱的特异扩增带
,

这可能是其它组织中的病毒颗粒释

放到血液中
,

随血液循环抵达这些器官并在这些组织器官的血管
、

微血管内皮细胞内增殖的结

果
,

前人通过 电镜在观察病鱼 的肌肉〔毛树坚等
,

1988 」和鳃 [王铁辉等
,

l卯3」等组织 时也有类

似的报道
。

作者应用 R T 一 PCR 技术首次从肝脏匀浆上清液中检测到 G C r1V 的存在
,

且得到较

强的扩增带
,

说明肝脏中含有较多的病毒颗粒
,

和以往 电镜观察结果不一致
。

究其原因
,

作者

认为
,

除上述分析外
,

也不能排除 G C H V 可 以在上述器官和组织中增殖的可能性
,

因为 PCR 技

术的灵敏度较电镜技术要高得多
,

况且电镜观察结果与电镜样品的制备有很大的关系
,

往往有

较大的漏检性
。

关于 G C H V 可寄生的敏感组织和器官问题
,

需要作进一步 的研究
。

脾脏的特

异性扩增带最弱
,

说明 G CH V 对脾不敏感
,

脾脏中 GCH V 的存在 可能是脾脏细胞吞噬作用 的

结果
,

这和文献报道是一致 的【王铁辉等 199 3」
。

本研究系国家
“

八五
”

攻关课题 (肠彼叼刃皿)
,

由淡水生 态与 生物技术国家重点 实脸室和 In te rn ati o nal fo u n da tion for 、ien ce

(八丫2 汉幻 一 l) 部分资助
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