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眼斑拟石首鱼虹彩病毒病的诊断
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摘要: 对广东省珠海市每年6—10月池塘养殖的眼斑拟石首鱼(Sciaenop socellatus)暴发不明原因疾病进行了

研究。通过对该病的流行病学调查，结合症状观察、病原分离鉴定、病理学变化，结果显示：该病具有明

显的传染性，解剖病鱼可见鳃丝贫血、脾脏和肾脏肿大、出血，通过镜检未检测到大量的寄生虫；从发病

鱼的肝、脾、肾脏和肠中未分离到致病菌；在病鱼肝、脾和肾组织病理切片中观察到有大量肿大细胞；通

过使用OIE 推荐的虹彩病毒特异性引物进行PCR扩增出570 bp左右的目的片段，MCP基因序列比对显示扩

增获得的基因序列与真鲷虹彩病毒(RSIV)的基因序列同源性高达99.2%。综合以上结果表明导致眼斑拟石首

鱼发病死亡的原因是感染了细胞肿大属虹彩病毒而引起的虹彩病毒病。
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虹彩病毒科(Iridovirus)病毒是双链DNA病毒,
病毒粒子为正二十面体。该病毒科包括5个病毒属,
其中3个属: 细胞肿大属虹彩病毒(Megalocytivirus)、
蛙病毒属(Ranavirus)、淋巴囊肿病毒属(Lympho-
cystivirus)主要感染鱼类、两栖类等低等脊椎动

物
[1]
。细胞肿大病毒相对来说是一个新的家庭成

员, 目前已被分离鉴定的种类繁多, 其中传染性脾

肾坏死病毒(Infectious spleen and kidney necrosis
virus, ISKNV)已被我国农业部公告第1125号列为

二类动物疫病, OIE将同病毒属的真鲷虹彩病毒

(Red sea bream iridovirus, RSIV)列为必须申报的疾

病。该属病毒具有广泛的宿主范围, 严重影响了包

括真鲷(Pagrus major)、条石鲷(Oplegnathus fascia-
tus)、鳜(Siniperca chuatsi)、石斑鱼(Epinephelu-
ssp)、云斑尖塘鳢(Oxyeleotris marmoratus)、大口

黑鲈(Micropterus salmoides)在内的众多养殖鱼

类
[2—7]

。并且该属病毒可导致高死亡率, 给养殖产

业造成重大的经济损失。因此已成为目前感染鱼

类的重要病原之一。

眼斑拟石首鱼(Sciaenop socellatus)又称美国红

鱼、红拟石首鱼、红鼓鱼、黑斑红鲈、斑点尾鲈

等, 属鲈形目, 石首鱼科, 拟石首鱼属
[8], 该鱼原产于

美国东南海岸, 我国台湾和青岛分别于1987年和

1991年引进此鱼, 目前已在我国南方及北方部分地

区大面积养殖
[9]
。该鱼肉质鲜美, 口感和观感俱佳,

且具有生长快、病害少, 广温、广盐等优点, 早在

美国成为重要的养殖种类, 现如今已成为世界上养

殖产量很高的海水养殖种类之一。2010—2017年,
广东省珠海市池塘养殖的眼斑拟石首鱼每年大约

在6—10月期间开始陆续大面积发病, 病鱼主要症

状为体色变为银黑色, 鳍基出血, 鳃丝贫血并有出

血点、脾脏肿大。内服各种抗菌药物治疗无效, 外
用刺激大的消毒、杀虫药物治疗后死亡数剧增, 严
重时死亡率高达90%, 给养殖业者造成了很大的经

济损失。

本文通过流行病学调查、症状观察, 结合病原

学检测、病理学以及分子生物学诊断技术, 分析广

东省珠海市眼斑拟石首鱼养殖池塘发病的原因, 确
定眼斑拟石首鱼发病的病原。
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1    材料与方法

1.1    材料

患病鱼取自广东省珠海市典型眼斑拟石首鱼

发病养殖池塘, 共取20尾发病濒死鱼, 并取10尾健

康鱼作对照。

95%酒精, 100%酒精, 波恩氏液, 2×Taq PCR
Master Mix, 2216E、脑心浸液琼脂(BHI)和普通培

养基(TSA)购自青岛海博生物技术有限公司。

1.2    方法

流行病学调查和症状观察　　调查发病鱼的

鱼龄、苗种来源、池塘发病率、池鱼死亡率和传

染性; 发病水温等水质理化、生物指标和发病前后

天气变化、水质变化情况; 发病前后的给药、投喂

等与发病有关的池塘管理情况。取发病鱼, 置于解

剖盘中, 首先观察体表有无异常、寄生虫等, 再解

剖观察各内脏组织器官的病变情况, 并做记录。

寄生虫检查　　主要检查病鱼的鳃丝、血液

和内脏器官, 参照文献[10]中的方法, 取少许鳃丝置

于载玻片上制作水浸片, 于光学显微镜下观察有无

寄生虫。推片法制作血涂片, 于光学显微镜下观察

有无寄生虫。肝脏、脾脏、肾脏和肠道采用压片

法, 于光学显微镜下观察有无寄生虫。

细菌分离鉴定　　用70%酒精棉球擦拭鱼体,
在无菌条件下, 以平板划线法从患病鱼的肝、脾、

肾、脑等处分离细菌, 分别接种于营养琼脂培养基,
倒置于28℃恒温培养箱中培养24h, 观察细菌的生

长情况。

组织病理学观察　　分别取病鱼的鳃丝、肝

脏、脾脏、肾脏和肠道等组织, 用波恩氏液固定

24h, 用70%酒精换液, 之后每隔4h换液一次, 直至

溶液无黄色, 之后用梯度酒精脱水、二甲苯透明、

石蜡浸蜡包埋成块、于石蜡切片机上切成5 μm蜡

带, 苏木精-伊红(HE)染色后, 于光学显微镜下观察

并拍照。

PCR检测　　检测引物使用OIE推荐的检测虹

彩病毒的特异性引物
[11], 上下游引物序列为: P1: 5′-

CTCAAACACTCTGGCTCATC-3′, P2: 5′-GCAC
CAACACATCTCCTATC-3′。预扩增片段长度为

570 bp, 引物由上海英俊生物技术有限公司合成。

分别取肝、脾、肾、肠、鳃等组织器官, 研磨后在

–20℃下反复冻融4次, 然后用酚-氯仿法提取组织

DNA, 放置在–20℃下保存备用。

采用引物P1和P2, 配制20 μL反应体系进行

PCR反应: 无菌蒸馏水6 μL, 2×Taq PCR Master Mix
10 μL,  上下游引物各0.5 μL,  DNA模板3 μL。

PCR反应程序: 95℃下预变性5min; 95℃下变性30s,
55℃下退火30s, 72℃下延伸30s, 共进行30个循环;
最后在72℃下再延伸10min, 放置在4℃下保存。用

10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测结果。

对PCR扩增后的产物进行回收, 送往上海美吉

生物医药科技有限公司广州分公司对回收基因片

段进行克隆测序。将测序结果在NCBI blast上进行

片段基因相似性检索。

主衣壳蛋白序列的测定和分析　　参照文献[12]
中的方法, 比对并合成MCP全长扩增引物, 引物序

列为: MCP-F:5′-GGATCCATGTCTGCAATCTCA
GGTGCAAACGTAA-3′, MCP-R:5′-CTCGAGCA
GGATAGGGAAGCCTGCGGCG-3′。

采用引物MCP-F和MCP-R扩增MCP全长序列,
大小约为1300 bp, 下划线标注分别是BamHⅠ和

xhoⅠ酶切位点, 能保护PCR产物得完整性, 将PCR
扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 并将纯化的产

物送上海美吉生物医药科技有限公司广州分公司

进行测序。应用DNAstar v7.1分析软件对测序基因

序列与NCBI中下载的虹彩病毒代表株进行核苷酸

序列同源性分析, 构建系统发育树。

2    结果

2.1    流行情况及症状观察

该病在该养殖地区内主要发生于水温在

20—30℃的5—10月, 水温25—28℃为发病高峰。

发病鱼规格全长一般在10 cm以上。在正常情况下

死亡率较低, 约5%—30%, 当有药物刺激或投喂量

大、水质剧烈变化等其他应激因素时日死亡量迅

速增加, 有些发病池塘最后累计死亡率可达90%。

多数池塘是在适宜水温范围内受到强烈应激后池

鱼发病或注入未经处理的河道水后发病。

发病后病鱼上浮、在水面下停滞或漫游; 体型

消瘦、体色变为银黑色、两眼间皮肤褪色、颜色

淡红, 尾鳍基部出血。病鱼鳃丝贫血有出血点。解

剖见脾脏肿大, 肝脏贫血发白, 肾脏肿大(图 1)。在

鳃、肝、脾、肾、肠等组织或器官中未发现大量

寄生虫。

2.2    细菌培养结果

将30尾眼斑拟石首鱼的肝、脾、肾脏分别接

种于普通培养基, 恒温培养24h后均未见优势菌生

长。

2.3    组织病理变化

组织切片显示, 患病眼斑拟石首鱼的肝、脾、

肾、肠组织均发生了不同程度的病变 ,  且在肝、

930 水   生   生   物   学   报 42 卷



脾、肾、肠组织中均可见感染虹彩病毒后的特征

性病变-直径约为20—30 μm形态异常的嗜碱性肿

大细胞(图 2)。
健康鱼肝细胞为多边形, 排列均匀有规则(图

2A)。患病鱼肝组织轻度脂肪变性, 轻微淤血, 肝细

胞界限不明, 可见零星肿大细胞(图 2B)。
健康鱼脾实质细胞主要由大量的淋巴细胞、

红血细胞及其数量不等的单核细胞等组成 (图
2C)。患病鱼脾组织中可见多个肿大细胞, 脾实质

细胞散在坏死, 细胞核固缩, 散布少量黑色素巨噬

细胞中心(图 2D)。
健康鱼肾由泌尿组织和淋巴组织构成, 泌尿组

织部分可见肾小球和肾小管, 肾小管上皮细胞为立

方状或长方状, 细胞核位于细胞中部(图 2E)。患病

鱼的肾间组织细胞散在有坏死, 且可见多个肿大细

胞(图 2F)。
健康鱼肠组织结构一般有4层: 黏膜层、固有

层、肌层和浆膜层, 组织轻微淤血(图 2G)。患病鱼

肠固有层可见肿大细胞, 且有少量淋巴细胞浸润

(图 2H)。
2.4    琼脂糖凝胶电泳结果

分别以发病鱼和健康鱼组织DNA作为模板, 采
用特异性引物P1和P2通过PCR方法进行检测, 发病

鱼可以扩增出570 bp左右的特异性条带, 与预期大

小符合, 而健康鱼无任何扩增条带。

2.5    MCP序列分析

将测得的核苷酸序列在NCBI中进行比对, 结
果表明与已报道的细胞肿大属的真鲷虹彩病毒

(RSIV)同源性最高约为99.2%, 与斜带石斑鱼虹彩

病毒(OSGIV)同源性为97.9%, 与传染性脾肾坏死

病毒(ISKNV)同源性为93.5%。另外从GenBank中
查找虹彩病毒M C P相关序列 ,  包括蛙病毒属

(Ranavirus)代表株: 蛙病毒(FV3)、虎纹蛙病毒

(TFV); 淋巴囊肿病毒属(Lymphocystivirus)代表株:
淋巴囊肿病病毒中国株(LCDV-C)、淋巴囊肿病病

毒1型(LCDV-1)。分析了MCP基因测序结果, 其核

苷酸序列遗传进化分析结果见图 3。结果表明: 测
序得到的MCP序列(S. ocellatus Iridovirus, SOIV, 暂
未提交NCBI)与细胞肿大属虹彩病毒聚为一簇。所

以判定从眼斑拟石首鱼检测到的病毒应为细胞肿

大属虹彩病毒。

3    讨论

本研究通过流行病学调查、症状观察、细菌

学诊断、病理学诊断以及分子生物学诊断, 确定引

起广东珠海地区池塘养殖眼斑拟石首鱼并大量死

亡的病因是感染了细胞肿大病毒属虹彩病毒。目

前细胞肿大属虹彩病毒在其他种属鱼类中已有大

量报道, 但在眼斑拟石首鱼中属首次报道。

目前报道眼斑拟石首鱼感染较多的疾病是细

菌性疾病, 如海藻希瓦氏菌、海豚链球菌、哈维氏

弧菌、灿烂弧菌等
[13—16], 感染细菌的症状基本上表

现为皮肤溃疡或腐烂、烂鳃、肝脏糜烂; 此外涡虫

感染的寄生虫病也有相关报道
[17], 而感染涡虫的症

状主要是烂鳃、鳃丝分泌大量黏液及增生组织将

其包裹。本研究中发病眼斑拟石首鱼的症状主要

6.71−2
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图 1    病鱼解剖特征

Fig. 1    Characteristics of diseased fish
A．眼间皮肤褪; B. 尾鳍出血; C. 鳃丝贫血; D. 肝脏贫血发白; E. 脾脏肿大; F. 肾脏肿大

A. Fade eye skin; B. Bleeding of the caudal fin; C. Anemia of the gill; D. Anemia of the liver; E. Enlargement of the spleen; F. Enlargement
of the kidney
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图 2    眼斑拟石首鱼组织病变情况

Fig. 2    The pathological changes of the tissue of Sciaenops ocellatus
A、C、E、G. 健康眼斑拟石首鱼组织; B、D、F、H. 患病眼斑拟石首鱼组织; A、B. 肝; C、D. 脾; E、F. 肾; G、H. 肠; 箭头示肿大

细胞; lc. 肝细胞; rc. 红血细胞; bd. 胆管; fb. 脂肪空泡; lp. 淋巴细胞; mc. 单核细胞; nc. 坏死细胞; rt. 肾小管; g. 肾小球; ce. 柱状上皮细

胞; HE染色400×
A. C. E. G. The health tissues of Sciaenops ocellatus; B. D. F. H. the diseased tissue of Sciaenops ocellatus; A. B. liver; C. D. spleen; E. F.
kidney; G. H. intestines; Black arrows indicate mast cells; Lc. hepatocyte; rc. hepatocyte; bd. bile duct; fb. fat vacuole; lp. leukomonocyte;
mc. monocyte nc: dead cells; rt. kidney tubules; g: glomeruli of kidney; ce. columnar epithelial cell; HE staining 400×
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表现为体色发黑、鳃丝贫血和肝脾肾脏器肿大, 这
与以上研究者报道的细菌和涡虫感染的症状有明

显区别, 但与李凯彬等
[18]

报道的网箱养殖眼斑拟石

首鱼感染虹彩病毒的症状有类似之处, 如体色变

深、鳃丝发白贫血。流行病学调查发现病鱼有消

毒、杀虫药物刺激或其他应激因素时日死亡量迅

速增加, 这与病毒病的流行特点相同, 并且通过对

发病眼斑拟石首鱼细菌分离培养与解剖镜检排除

细菌、寄生虫感染的可能。通过对病鱼的组织病

理观察发现其变化与真鲷虹彩病毒、鳜传染性脾

肾坏死病毒和云斑尖塘鳢虹彩病毒报道的情况相

似
[2, 4, 12], 可在多个器官组织病理切片中发现有细胞

肿大属虹彩病毒的特征性病变即嗜碱性的肿大细

胞, 从而说明该病毒为细胞肿大属虹彩病毒的可能

性。

为了验证引起该病的病原本实验进一步从分

子水平展开研究。本实验根据OIE推荐的检测虹彩

病毒的特异性引物
[11]

对病鱼进行病毒检测, 结果在

病鱼组织中扩增出570 bp大小的特异性条带, 从而

证实发病鱼体内虹彩病毒的存在。同时通过高度

保守的虹彩病毒MCP基因序列构建系统发育树, 可
以明确证实该病毒与细胞肿大属虹彩病毒亲缘关

系最近, 由此说明引起该病的病原为细胞肿大属虹

彩病毒且与真鲷虹彩病毒同源性较高, 同时这对眼

斑拟石首鱼池塘养殖过程中感染的虹彩病毒的分

类地位做出比较确切的研究。

在本次对疾病的诊断过程中通过调查发现当

水温为 2 0 — 3 0℃的 5 — 1 0月该病易发 ,  且在

25—28℃时达到发病高峰。并且当鱼规格全长一

般在10 cm以上时易发该病, 因此在该段时期应加

强对该病的监测力度, 当发现养殖鱼群开始发病时

建议从事渔业管理人员应首先从发病鱼的症状和

流行情况上对该疾病做出相应的诊断, 及时做好初

步的补救措施, 如停止喂料, 停止换水等应激操作,
以期为减少发病后续的死亡量。
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DIAGNOSIS OF IRIDOVIRUS DISEASE IN SCIAENOP SOCELLATUS

XI Yun-Qing1, 2, 3, QI Rui-Rong2, 3, TIAN Jia-Xin1, ZHANG Hui-Jun2, 3, LEI Yan2, 3,
TANG Shao-Lin1, 2, 3 and WANG Gui-Qin1

(1. College of Animal Science and Technology, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China; 2. Guangzhou Liyang
Aqua-Technology Co. Ltd., Guangzhou 510515, China; 3. Guangzhou Jinshui Animal Health Products Co. Ltd.,

Guangzhou 510515, China)

Abstract: The epidemiological investigation, symptom observation, pathogenic detection, and the pathology detection
were used to examine the cause of the disease of Sciaenop socellatus of cultured pond in Zhuhai, Guangdong Province
from June to October. These results showed that the disease had obvious infectious. The anatomy examination revealed
the anemia of the gill filament, swollen spleen and kidney with hemorrhagic spots, and no observed large number of
parasites by microscopy. Meanwhile, no pathogenic bacteria were isolated from the liver, spleen, kidney and intestine
of the diseased fish. A large number of swelling cells were observed in pathological sections of liver, spleen and kid-
ney of diseased fish. The 570 bp fragment was amplified by PCR using the specific primers of OIE. MCP sequence
alignment showed that the amplification of the gene sequence had 99.2% of homology with gene sequence of RSIV.
The comprehensive results showed that the cause of the disease of the Sciaenop socellatus is infected by the iridovirus
of Megalocytivirus genus.

Key words: Sciaenop socellatus; Iridovirus disease; Megalocytivirus; Diagnosis
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