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撅鱼病毒传播途径的初步研究
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潘厚军
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李凯彬

中国水产科学研究院珠江水产研究所
,

广东 广州

摘要 采用 方法
,

追踪养殖级的亲鱼
、

子代
、

饵料鱼及与级养殖环境相关的水体生物和非生物因子中级鱼

病毒的存在状况
,

并探讨级鱼病毒的传播途径
。

本研究中
,

级鱼塘水体中采集的除级以外的其他生物
、

底泥及

水样的核酸抽提样本 扩增病毒结果呈阴性 感染病毒的亲鱼
,

其性腺中可检测出病毒
,

其子代组织病毒

检测亦呈阳性
。

研究获得病毒可以在级体内呈潜伏状态存在和病毒可以垂直传播的一些证据
。
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年以来
,

广东省级 琴℃兀“ 养殖主产区
,

每年在 一 月份大规模暴发一种流行性疾

病
,

致使养殖鲡大量死亡
,

造成严重的经济损失
。

吴淑勤等川
、

李新辉等川用病原排除法
,

结合流行病学

调查
、

分子生物学检测外源核酸的方法
,

和通过电镜观察对病原进行研究
。

在患病鳃的脾脏
、

肾脏和肝

脏中检测到外源核酸
,

并在病鱼的脾脏中观察到一种截面呈六角型
、

直径约 的病毒
,

从而确定该

病的主要病原为病毒
,

并将该病毒定名为鲡鱼病毒 九咖 毗
,

简称
。

随后
,

何建国

等川
、

曾慷等川
、

张奇亚和李正秋困及方勤等 也相继对病毒进行电镜观察分析
、

流行病症状分析以及

离体病毒感染鱼和培养细胞的研究〔
一“〕。 李新辉等图经分析得知

,

为双链 病毒
,

并克隆
、

序列

分析了 的部分基因
,

进一步建立了 的聚合酶链式反应 检测方法
。

在此基础上
,

本研
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究试图用 方法调查 的存在状态
,

并探讨病毒的传播途径
。

材料和方法

试验样本来源

试验鱼

试验用级分别取 自广东省南海市和新会市鳅鱼孵化场及成鱼养殖场
。

两个孵化场均与外界相对隔

离
,

孵化用水是经过过滤消毒处理后备用的江河水
。

月中下旬
,

分别在两个孵化场取刚行产卵 或排

精 过的级亲鱼 对 南海市 和 对 新会市
,

并分别取性腺和脾脏等组织 在孵化场取这些亲鱼繁殖

孵出的第七天的小鱼 批次共 尾
。

月上旬
,

在两个孵化场中取无症状子代 体长 批次共

尾
。

月下旬
,

在患典型暴发病症状池塘
,

取 尾患病子代的脾脏及其他内脏
。

对照用健康级 尾
,

接

近性成熟
,

取自非疫区的湖南省泪罗江段的野生鱼
。

饵料鱼

在患典型暴发病症状的鲡鱼塘中
,

取 尾作为饵料鱼的妓
。

发病塘其它样本

在有典型暴发病症状撅鱼塘
,

用捞网捞取水生昆虫
,

分类后每种取 只
,

分别作为抽提核酸的样本

用 目滤网在鱼塘水体中捞取浮游动植物混合物
,

作为抽提核酸的样本 取用 目滤网过滤鱼塘

水 田
,

滤液离心
,

沉淀物作为抽提核酸的样本 取上层底泥约 摊
,

用生理盐水搅拌悬浮
,

低速离心

后
,

上清作为提取核酸的样本
。

引物与试剂

根据 ①二端序列设计引物
’ 一 毛、峨引日石叨从了 ℃一

’

和引物 砚
’ 一 工气勺水刃巴’ 门义汇℃人奴汀 一 ’ ,

由上海 生物工程有限公司合成
。

肠 聚合酶
,

四种三磷酸脱氧核昔混合物 购 自上海 田 生物工程有限公司

酶
、

酶 出记 为华美生物工程公司产品 其它化学试剂为国产 级产品
。

卫 采用

田 型核酸扩增仪
。

样本核酸提取方法

试验鱼和饵料鱼核酸样本

撅鱼亲鱼及其子代
、

竣鱼及正常对照毓鱼的核酸样本制备参照李新辉等川的方法稍作修改
。

取鱼

组织用灭菌生理盐水漂洗三次
,

清洗血污 卵巢样本剪开
,

取出卵粒用灭菌生理盐水漂洗三次
,

清洗血

污
。

样品处理后
,

分别按 的比例加人 缓冲液 旧 一 ’磷酸缓冲液
一 ’乙二

胺四乙酸二钠
,

匀浆
,

刃 离心后
,

沉淀加人 浓度的十二磺基硫酸钠 和蛋白

酶 傀
· 一 ‘ ,

℃保温
,

用酚
、

氯仿抽提获得总
,

作为检测用的核酸模板
。

水生昆虫核酸样本

取水生昆虫
,

分别用灭菌生理盐水漂洗三次
,

清洗沽污物后
,

按 的比例加人 缓冲液匀

浆 以 〕离心后
,

上清加人 浓度的 和蛋白酶 愧
· 一 ’ ,

℃保温
,

用酚
、

氯仿抽提

获得总 作为检测用的核酸模板
。

浮游生物核酸样本

取用 目网布过滤后浮游动植物的混合物
,

按 的比例分别加入 缓冲液匀浆 〕

离心后
,

上清加入 浓度的 和蛋白酶 傀 止
一 ‘ ,

℃保温
,

用酚
、

氯仿抽提 乙醇沉淀

物用 凡
· 一 ‘三经甲基氨基甲烷 】 一 ’乙二胺四乙酸二钠 曰刃从

,

溶解
,

作为检测用的核酸模板
。
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