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摘要! 2348 年 1 月!四川省都江堰市某虹鳟养殖场暴发一种传染性疾病!幼鱼和鱼苗死亡率分别高

达 83K和 93K$ 为探究此次疾病病因和流行规律!将病料进行解剖及细菌学检查%病理组织观察%

人工感染实验%病毒分离%多重 $J:H-$鉴定和系统发育分析$ 结果显示!病鱼主要临床症状表现

为腹部膨大!体表发黑!肛门拖淡黄色黏液便!解剖见鳔壁%腹膜出血!胃胀气膨大和明显肠炎&细菌

学检查为阴性&组织病理学上!头肾%肾脏和脾脏造血组织广泛性变性%坏死!肠黏膜下层嗜酸性颗粒

细胞浸润与坏死!肝细胞变性%坏死形成局灶性的坏死灶!并在一些肝细胞胞浆内见嗜酸性包涵体$

将病鱼的肝脏%脾组织研磨过滤灭菌后!腹腔注射 23 尾健康虹鳟!注射组均表现为急性死亡"累积

死亡率?:1K#!并出现与自然发病鱼相同的症状$ 取病鱼组织匀浆滤菌液接种到鲤上皮瘤细胞

"A=<E@A0</;3=3=>0/?>;94=M<C<!,H-#!盲传 /代出现典型的细胞病变效应"94E/=3E@<9A88A9E?!-H,#$

针对)+%.%)H%.与.+*.的多重 $J:H-$检测显示自然发病鱼%人工感染病鱼和病变细胞均为

)+%.阳性!扩增序列与)+%.核蛋白"C>90A/=M/EA<C!%#基因同源性为 0010K$ 对分离株的糖蛋白

基因,2<B:G-区域进行系统发育分析!结果显示该分离株与亚洲分离株聚为一支!属于 !$E基因型$

本研究首次报道我国西南地区养殖虹鳟中)+%.感染引起的疾病$

关键词! 虹鳟& 传染性造血器官坏死病毒& 组织病理学& 分离鉴定& 系统发育分析

中图分类号! *08418455555555555 文献标志码'&

5 5 传 染 性 造 血 器 官 坏 死 病 毒 # <C8A9E</>?

@A;3E/=/<AE<9CA9M/?<?U<M>?")+%.$隶属弹状病毒

科 # $@3RB/U<M<B3A$ 粒 外 弹 状 病 毒 属

#T0E+/6-A<0E+/*8$

'4(

"是一种重要的冷水鱼病毒"

对世界鲑鱼养殖业造成了巨大的经济损失
'2(

) 世

界动物卫生组织#"),$将其列为必须申报的动物

疫病"我国农业部也将其列为二类动物疫病"是第

4 类鱼类口岸检疫疫病) 23 世纪 13 年代")+%.最

初在北美太平洋西北部红大麻哈鱼#5(30/6736*8

(:/9-$幼鱼中流行) 23 世纪 :3 年代到 93 年代"

)+%.从美国阿拉斯加州蔓延到内陆爱达荷州"成

为北美太平洋西北部的地方病
'/(

) 当时由于许多

国家需从北美地区进口鱼卵")+%.通过受感染的

鱼卵传播到欧洲和亚洲地区
'8 61(

) 目前"该病在法

国&意大利&德国&英国&日本&韩国&俄罗斯和中国

等国家暴发
'7 6:(

"已形成全球分布) 在我国"牛鲁

祺等
'9(

4099 年首次报道中国 )+%.在东北地区暴

发流行) 其中流行的渔场 73 万尾稚鱼全部死亡"

使该场的苗种生产中断 4 年"造成严重经济损失)

4008 年"赵志壮等
'0(

首次分离到该病毒"并报道辽

宁省本溪市虹鳟 #5;.79+88$鱼种场稚鱼暴发

)+%."死亡率近 433K) 根据国内报道 )+%.流行

病学调查")+%.的暴发主要集中分布在东北地

区"包括黑龙江&辽宁和吉林
'43(

"然而在我国西南

地区还未见 )+%.流行的报道) 本研究首次报道

)+%.在我国西南地区暴发流行)
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)+%.主要感染鲑科#*30;/C<B3A$鱼类"流行

水温 9 <48 Q%水温高于 41 Q一般不发病
'44(

) 最

早 )+%. 被 认 为 只 会 在 大 麻 哈 鱼 属

#5(30/67(36*8$中暴发"但是在鳟属#&-,.0$&红点

鲑属#&-,E:,+(*8$&茴鱼属#B67.-,,*8$均暴发该病)

其中")+%.在养殖大麻哈鱼#5;9:"-$和虹鳟中的

暴发感染最为频繁
'42(

) 在这些感染寄主中")+%.

的敏感寄主通常为稚鱼或鱼卵"一般认为 4 龄以上

幼鱼难以感染) 即使成鱼感染也一般不表现临床

症状"而成为病毒的终身携带者
'42(

) SAMD;3CC

等
'4/(

用 )+%.毒株感染不同体质量虹鳟的实验表

明"虹鳟对 )+%.毒株的敏感性随体质量和鱼龄的

增加而降低) 尽管 )+%.的敏感宿主通常为稚鱼

和鱼卵"但在日本和韩国有 )+%.感染商品规格大

小虹鳟#体质量大于 /33 D$的报道
'48 641(

) 近两年"

四川地区虹鳟养殖区 411 龄虹鳟幼鱼#体质量约

133 D$及鱼苗流行一种以体表发黑"肛门拖淡黄色

黏液便"鳔膜&腹膜出血临床特征的传染病"具有发

病率和死亡率高的特点"给虹鳟养殖业造成较为严

重的损失) 本研究从自然感染发病鱼体内进行组

织病理学观察&人工感染实验&病原分离和多重

$J:H-$检测确定其病原为 )+%."并以糖蛋白基

因+2<B:G,区域对分离株进行系统发育分析"结果

显示该分离株属于 !$E基因型)

45材料与方法

!"!#实验材料

病鱼采集于 2348 年 1 月"来源于四川省都江

堰市某虹鳟养殖场"幼鱼体质量 3182 <311/ ND"鱼

苗体质量 3132 <3138 ND) 健康虹鳟来源于四川省

成都市某虹鳟养殖场"体质量 3139 <3142 ND) 鲤上

皮瘤细胞#,H-$由珠江水产研究所惠赠%脑心浸液

培养基#S+)$购自北京欣经科生物技术有限公司%

5%&胶回收试剂盒&H-$:2<F MA39E</C R>88AM购自

上海生物工程有限公司%=25:40J质粒连接试剂

盒&J$)\/0试剂盒&HM<;A*9M<=E

J2

$J试剂盒购自大

连宝生物试剂有限公司)

!"$#解剖及细菌学检查和组织病理学观察

对病鱼进行常规解剖观察"同时取肝脏&肾和

脑等组织器官于洁净载玻片上涂片"风干后革兰

氏染色"油镜检查%无菌条件下"从病鱼肝脏&脾和

肾取样于 S+)平板上划线接种"29 Q恒温培养

89 @ 后观察细菌生长状况)

取病鱼的心&肝脏&肾&头肾&脾&脑和肠道等

组织器官"43K的中性福尔马林固定"常规石蜡切

片"+,染色"中性树胶封片后光学显微镜下观察

其主要病变并照相记录)

!":#人工感染实验

分别取濒死幼鱼和鱼苗的肝脏&肾组织"用无

菌生理盐水溶液以 4>1 #C6I$的比例在冰上匀

浆%8 Q下以 / 333&7 333 和 0 333 M6;<C 依次梯

度离心 43 ;<C%取上清液于 3122

!

;的滤膜过滤

灭菌) 将健康虹鳟分成 2 组"每组 23 尾) 实验组

每尾注射 312 ;'的组织匀浆液"对照组每尾注

射 312 ;'无菌生理盐水) 实验期间水温控制在

4/ <41 Q"连续观察 2 周记录死亡率)

!";#病毒分离培养

取病鱼头肾和肾剪碎后按 4>43 比例匀浆成悬

液) 反复冻融 / 次后"8 Q下"43 333 M6;<C 离心 41

;<C"上清液经孔径 3122

!

;滤膜过滤%取组织上清

液接种于 ,H-"41 Q吸附 8 @ 后弃病毒液"然后加

含 2K小牛血清和 433 )#6;'双抗的2400 营养维

持液于 41 Q培养%每隔 28 @ 将细胞生长液弃去"换

成营养维持液"继续培养) 待有约 93K以上细胞出

现病变后"收获病毒于 693 Q保存备用)

!"?#多重 <%D@E<鉴定

传染性造血器官坏死&传染性胰腺坏死

#<C8A9E</>?=3C9MA3E<9CA9M/?<?U<M>?")H%.$和出血

性败血症病毒#U<M30@A;/MM@3D<9?A=E<9A;<3U<M>?"

.+*.$是 / 种常见的感染水生动物的病毒"能混

合感染虹鳟
'47(

) 因此参照 T<00<3;?等
'4:(

的方法

合成可检测 / 种病毒的引物#表 4$) 该引物均由

上海生物工程有限公司合成)

取自然感染的幼鱼&鱼苗和人工感染病鱼肝脏

的液氮研磨粉末和 833

!

'病变细胞液"参照 J$)\/0

试剂盒说明书快速提取 $%&) 总 $%&参照

HM<;A*9M<=E

J2

$J试剂盒说明书反转录合成95%&后

进行 H-$反应"反应体系!4211

!

'2<F:MA39E</C

R>88AM"上下游引物各 311

!

'#43

!

;/06'$"加入

5%&模板 2

!

'#43 CD6

!

'$"011

!

'BB+

2

") H-$

扩增条件!08 Q预变性 8 ;<C%08 Q变性 4 ;<C"11 Q

退火 4 ;<C":2 Q延伸 4 ;<C"共 /3个循环%:2 Q延伸

43 ;<C"4K的琼脂糖凝胶电泳检测 H-$扩增产物的

大小) H-$产物经5%&纯化试剂盒纯化后"送上海

生物工程有限公司进行序列测定) 将测序结果在

GACS3CN 上进行S'&*J比对)

78:
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表 !#<%D@E<检测引物

%&'"!#@,-.+,53A<%D@E<A3,6+0+90-3/

病毒

U<M>?

引物序列

=M<;AM?AI>AC9A

片段大小6R=

?<\A

目的基因

E3MDAEDACA

)H%.

(!--G-&&-JJ&-JJG&G&J--&JJ&JG-

$!-GJ-JGGJJ-&G&JJ--&--JGJ&GJG

237

主要结构蛋白基因

;37/M?EM>9E>M30=M/EA<C DACA

)+%.

(!GJJ-&&-JJ-&&-G--&&-&GG

$!JG&&GJ&----&----G&G-&J--

/:4

核衣壳蛋白基因

C>90A/93=?<B DACA

.+*.

(!-GG--&G-J-&&-J-&GGJGJ--

$!--&GGJ-GGJ--JG&J--&JJ-JGJ-

721

糖蛋白基因

D049/=M/EA<C DACA

!"B#部分糖蛋白基因克隆测序及系统发育分析

+C+<4!,基因 # CE797 6099"参考序列登录

号!#13834$是一段长度为 /3/ R= 的部分糖蛋白

基因序列"包含 )+%.的抗原决定簇
'49(

"国外许

多学者采用+C+<4!,基因对 )+%.毒株进行系统

发育分析
'/"1"40(

) 因此参照 O/0/B\<A7AN 等
'23(

的

方法合成一对扩增部分糖蛋白基因的引物"上游

引物!1V:&-&&--G-&G--G-J-JGJ&:/V"下游

引物!1V:-&G-G&--GJ-&JG-&-&J-:/V"预期

扩增片段大小为 7:/ R="其扩增片段包含 +C+<4

!,基因) 该引物由上海生物工程有限公司合成)

$%&提取&95%&合成和 H-$反应体系同步

骤 411%H-$扩增条件!08 Q预变性 8 ;<C%08 Q变

性 4 ;<C"73 Q退火 4 ;<C":2 Q延伸 4 ;<C"共 83

个循环%:2 Q延伸 43 ;<C) H-$产物经 5%&纯化

试剂盒纯化后"按操作说明书连接到 =2540:J载

体上"转化 5+1

#

感受态细胞中) 培养 28 @ 后"挑

取单个菌落进行菌落 H-$筛选阳性克隆菌株"提

取质粒送上海生物工程有限公司进行序列测定)

根据 GACS3CN 收录的 )+%.美国株&欧洲株&日本

株和韩国株的 G蛋白基因序列"采用 5%&?E3M软

件的*AI23C 程序对+C+<4!,基因区域进行多序列

比对"2,G&113 邻近法构建系统发育树)

25结果

$"!#解剖及细菌学检查

幼鱼体表发黑"腹部膨大 #图 4:3"箭头所

指$"肛门流出淡黄色黏液便"解剖后可见鳔壁&

腹膜严重出血"胃胀气膨大"明显肠炎 #图 4:R$%

剖开胃和肠道可见透明黏液 )鱼苗体表发黑 "

图 !#病鱼临床特征

31病鱼体表发黑"腹部膨大% R1病鱼鳔壁&腹膜严重出血"胃胀气膨大"明显肠炎%肛门流出淡黄色黏液便#插图$ % 91病鱼体表发黑"

肝脏苍白% B1肛门流出淡黄色黏液便

J-2"!#E1-/-9&15-2/53A6-5+&5+6A-57

31B<?A3?AB 8<?@ ?@/PAB B3MNAC<CD /8E@AR/B4 3CB ?P/00AC 3RB/;AC% R1?P<;R03BBAM3CB =AM<E/CA>;DACAM3004 AF@<R<EAB =AEA9@<3A"D3?EM<9

B<?EACE</C"ACEAM<E<?% 4A00/P;>9/<B 80><B 8A93093?E?<C 3C30#<C?AE$ % 91B<?A3?AB 8<?@ ?@/PAB B3MNAC<CD /8E@AR/B4 3CB =30A0<UAM% B14A00/P

;>9/<B 80><B 8A93093?E?8M/;3C>?

:8:
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解剖后可见肝脏苍白 #图 4:9$"肛门流出淡黄色

黏液便#图 4:B$) 涂片检查未观察到细菌"也未

从发病鱼的肝脏&脾和肾中分离到细菌)

$"$#组织病理学观察

组织病理学观察发现肾&头肾&肠道&脾和肝脏

等器官的损伤非常显著) 典型病理变化表现为肾

小管上皮细胞变性&坏死&脱落"肾间质水肿"造血

组织坏死#图版:4$%头肾实质大面积变性&坏死#图

版:2$%肠黏膜上皮细胞变性&坏死&脱落"黏膜下层

聚集大量坏死的嗜酸性颗粒细胞#图版:/$%脾广泛

变性&坏死"巨噬细胞浸润#图版:8$"肝细胞变性"

坏死并形成局灶性的坏死灶"并在肝细胞胞浆内发

现包涵体#图版:1"7$)

$":#人工感染实验

实验组虹鳟注射感染第 / 天开始出现死亡"注

射感染第 1 天累积死亡率达 :3K"连续观察 2 周"

死亡率 :1K"主要表现为急性死亡并与自然发病鱼

相同的症状) 对照组全部存活无异常#图 2$)

图 $#组织悬液人工感染实验结果

J-2"$#<+541053A&,0-A-9-&1-/A+90-3/+)*+,-.+/0K-07

07+0-554+545*+/5-3/

$";#病毒分离培养

病鱼组织匀浆滤菌并感染 ,H-细胞后"盲传

/ 代可以稳定地观察到典型的细胞病变效应

#-H,$"细胞单层呈破渔网状#图 /:3$"而对照组

细胞正常#图 /:R$)

图 :#(@E细胞病变

J-2":#EO03*&07-9+AA+903A(@E5

$"?#<%D@E<鉴定

提取自然发病幼鱼&鱼苗肝脏"人工感染病鱼

肝脏和病变细胞液的总 $%&"$J:H-$扩增产物

经 4K琼脂糖凝胶电泳#图 8$"位于约 /:4 R= 处

均可见特异性 5%&扩增条带"与 )+%.预期大小

一致"阴性对照泳道无明显条带) 将扩增条带测

序结果与 GACS3CN 中已知核酸序列进行 S03?E比

对"结果显示!该序列与 GACS3CN 中 )+%.的核

衣壳蛋白基因有高度同源性"同源性高达 0010K

#参考序列登录号!O!824247$"$J:H-$鉴定结果

显示自然发病幼鱼&鱼苗"人工感染病鱼和病变细

胞液均为 )+%.阳性)

$"B#部分糖蛋白基因克隆测序及(B'A;!)基因

系统发育分析

序列测定结果显示克隆目的基因大小为

图 ;#多重 <%D@E<检测 IR=d%I@=d与 dRHd

41阴性对照% 21自然感染幼鱼% /1自然感染鱼苗% 81人工感

染% 11病变细胞液% 215'2333 分子量标准

J-2";#[410-*1+) ,+N+,5+0,&/59,-*0&5+@E<&55&O A3,

5-.410&/+3456+0+90-3/3AIR=d#I@=d&/6dRHd

41CAD3E<UA9/CEM/0% 21E@A4/>CD 8<?@ C3E>M30<C8A9EAB% /1E@A

8<CDAM0<CD C3E>M30<C8A9EAB% 81E@A8<?@ 3ME<8<9<30<C8A9EAB% 11

B<?A3?AB 9A00?% 215'2333 5%&03BBAM
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7:/ R="与预期扩增大小一致%截取+C+<4!,基因

区域上传到 %-S):GACS3CN 获得基因登录号!

O28440:0) 通过软件构建 +C+<4!,基因区域的

系统发育树发现"WY+483120 株与亚洲分离株聚

为一支"属于 !$E基因型 #图 1$) 同源性分析表

明该我国分离株与日本株和韩国株具有相对最高

核酸同源性)

图 ?#IR=d(B'A;!)基因区域的系统发育树

分叉处数值表示 4 333 次重复抽样所得到的置信度百分比"标尺长度表明每个位点发生 31331 次置换

J-2"?#@7O132+/+0-90,++3A/491+-9&9-65+C4+/9+K-07-/07+(B'A;!) 2+/+A,3. IR=d

J@AU30>A?3EE@A8/MN?<CB<93EAE@A=AM9ACE3DA/8EMAA?<C P@<9@ E@<?RM/>=<CD /99>MMAB 38EAMR//E?EM3==<CD E@AB3E3#4 333 MA=0<93EA?$ "E@A

?930AR3M?@/P?E@AC>;RAM/8?>R?E<E>E</C?=AM?<EA

/5讨论

)+%.感染的典型临床症状表现为体色发

黑&腹部膨大&肛门外拖有白色不透明粪便"解剖

后"胃&肠道内充满牛奶样液体或淡黄色液体"但

没有食物) 肝脏&脾&肾苍白"肠系膜&脂肪组织&

鳔膜& 腹膜& 脑膜和心包膜均出现大面积充

血
'42"24(

"典型的病理损伤表现为肾脏皮质&头肾

和脾脏造血组织的坏死"以及肠壁内嗜酸性颗粒

细胞的坏死
'22(

"GM3C\/P等
'2/(

还发现病毒可在

胞浆内形成包涵体) 本次送检病例的临床症状和

组织病理损伤与前人的报道基本一致) 进而通过

人工感染实验&病毒分离&多重 $J:H-$检测以及

+C+<4!,基因系统发育分析证实此次四川地区虹

鳟流行病的病原是 )+%.) 此前的报道表明"我

国 )+%.的流行主要集中在北方地区"如黑龙

江
'9(

&辽宁
'0(

&山东和吉林等
'43(

"本研究首次报道

)+%.在我国西南地区暴发) 四川省是我国西南

地区冷水鱼养殖大省"且有独特的冷水鱼养殖自

然资源) 近几年"雅安&峨眉&彭州&蒲江&大邑&崇

州&都江堰和邛崃等地区依托冷水资源优势已成

功发展壮大冷水鱼养殖业) )+%.是严重危害

鲑&鳟类的病毒"致死率极高"疫情难以控制) 一

旦 )+%.在我国西南地区广泛流行"势必将制约

该地区鲑鳟养殖业的发展) 许多国家均因鱼卵检

疫不严而传入 )+%.

'8 61"9(

"因此应在国家级和省

级原良种场&重点苗种场等进行监测"从源头控制

)+%.的扩散)

08:
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)+%.的基因分型与地理起源的相关性高于

时间因素和宿主因素
'/(

) 目前 )+%.按照地理区

域主要分为 ## >==AM$"2#;<BB0A$"'#0/PAM$",

#,>M/=A$和 !$E#!3=3CA?AM3<CR/PEM/>E$1 大基因

型
'/"1"48 641(

) #&2&'是最先报道的 / 个基因型毒

株"主要来自北美的 / 个地理区域
'/(

",基因型毒

株主要来自欧洲
'1(

) 在亚洲地区"日本 40:4.

4092 年收集的 1 个病毒株均属于 #基因型"然而

4093.4007 年采集的日本株形成 4 个新的基因

型 !$E

'41(

) 本研究通过+2<B:G,系统发育分析表

明"此次分离株和其他中国分离株均为 !$E基因

型%同源性分析表明我国分离株与日本株和韩国

株具有相对最高核酸同源性"与中国 )+%.:*C 株

系统进化树分析结果一致
'28(

"进一步佐证 )+%.

是由日本引入中国境内) 此外"据文献记载"23

世纪 93 年代辽宁&黑龙江虹鳟渔场分别从日本引

进虹鳟发眼卵后出现 )+%症
'9(

"而此时日本许多

地区正流行 !$E基因型 )+%.

'41(

) 因此结合历史

参考文献和本研究系统发育分析结果表明中国

)+%.是由日本引入中国东北地区"然后往我国

西南地区蔓延)

)+%.主要感染鲑科鱼类"在这些感染寄主

中")+%.的敏感寄主通常为稚鱼或鱼卵"大龄鱼

感染一般不表现临床症状"而成为病毒的终身携

带者
'42(

) 而此次流行地区幼鱼&鱼苗均发病"并

表现出较高死亡率) )+%.属于 $%&病毒"而

$%&病毒具有很高的基因突变率
'21(

) !$E基因

型毒 株 每 个 密 码 子 每 年 的 突 变 频 率 约 为

411 @43

6/

"其突变频率高于 2&'&#基因型
'41(

)

)+%.基因组的单个基因位点突变可能会导致病

毒的毒力和组织嗜性改变
'27(

) !$E基因型毒株的

异常密码子突变是否导致毒株致病性增强还有待

进一步研究) 另外"日本是最早报道 !$E基因型

毒株在商品规格鱼#体质量大于 /33 D$流行的国

家
'41(

"本研究发现从四川分离的该株 )+%.也属

于 !$E基因型"且其在感染范围上也与日本的毒

株相似"同时"我国其他地区的 )+%.分离株在遗

传分析上也属于 !$E基因型"因此"可以进一步推

测我国的 )+%.很可能是由日本引入)
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