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稀有峋螂对草鱼出血病病毒

敏感性的初步研究
’

王铁辉 刘沛霖 陈宏溪 刘汉勤 易咏兰 郭 文
�中国科学院水生生物研 究所

,

武汉 � � � � � ��

提 要

本文报道稀有约卿对草角出血病病毒 �� � ! �的敏感性
。

� � � � 是草鱼出血病的病原
,

用 � �  � 人工感染 �一 � 月龄的烯有创咖�
,

在水温 �� 一犯℃ 时能导致稀有鲍卿出现出血病症

状
。

在水温 �� 亡时
,

病鱼在 �� 内死亡
,

潜伏期为 ��
,

发病高峰期在感染后第 �一 ��
。

� � � �

能在稀有鲍卿体内传代
,

并诱导 ��外
。

以上的稀有约卿患病死亡
。

将人工感染 � �� � 的稀有鲍

螂病角组织超薄切片
,

电镜观察
,

发现在肠道
、

脾脏
、

肾脏等组织中存在大小与形态和 � �� �

相似的病毒颗粒
。

从稀有鲍卿 出血病病鱼组织中纯化病毒
,

免疫电镜观察
,

发现病毒颗粒能被

� � � 的特异性抗体聚集成团
。

由上可知
,

稀有鲍螂出血病是由 � �� � 感染所致
,

稀有鲍螂

对 � �� � 是敏感的
,

可 以作为草鱼抗出血病育种的模型
。

关键词 草鱼出血病
,

草色出血病病毒
,

稀有剑�卿
,

稀有创峥即出血病

草鱼 �� ��� ��  ! ��
� � � ��

� ��� ���
� �

�

�� �
�

�是我国淡水鱼类中优良的养殖对象
,

也是

人们喜爱的食用鱼之一
,

但草鱼出血病造成草鱼鱼种 阶段的大批死亡
,

现已证明
,

该病由

草鱼 出血病病毒 ��
� � � ��� � � �� � �� � �  � � � � �� � � ��

,

简称 � � � � �引起 �
’一‘�

。

因此
,

进行

草鱼抗出血病病毒育种研究对于我国淡水渔业的发展具有重要 的意义
。

从 ��  ! 年起就

开始进行草鱼抗出血病生物技术育种研究
,

建立 了对 � � � � 敏感的细胞株�
’�

,

分离了

� � � � 抗性细胞株�� 
,

并获得 了一批经 � � � � 攻击存活的个体
。

但因草鱼个体大
,

世代

周期长
,

繁殖期短
,

使这 一研究 的进展 缓慢
。

选择一 种世代周期短
,

繁殖期长
,

而 对

� � � � 敏感的小个体实验鱼作为草鱼抗病毒育种研究的模型
,

必将大为加速草鱼抗出血

病育种研究的进程 � 同时
,

也为其它鱼类及动物的抗病毒育种提供技术和方法
。

稀有 鲍 螂 �� �� �� 叮�� ��
��� �� �是 我 国 特 有 的一 种 小 型 鲤科鱼 类

,

属 于 研亚 科

�� � �� � �� � � �� �
,

峋卿属 ��
� � �� 〔, ,� �八�

,

仅分 布于四 川省汉源县境内
,

属大渡河支流的流

�

本所电镜室协助病负组织 的超薄切片和病毒样品的 电镜制片
,

武汉大学分析测试中心电镜室钟桂荣
、

边书民

老师协助电镜观察和照相
。

本所曹 文宜教授赠送稀有鲍卿亲鱼
,

崔书勤
、

戴捌华
、

腾嫦青为材料鱼的饲养和管

理付出了辛勤的劳动
,

在此一井致谢
’

��� � 年 � � 月 � � 日收到
。
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沙河中
、

下游 �� � � 的范围�� 
。

由于其个体小
,

生命力强
,

温度适应范围广
,

饲养方便
,

世

代周期短
,

分批产卵
,

产卵批次多
,

繁殖期长等一系列优点
,

是一种理想 的实验鱼材料【��
。

� � � � 人工感染稀有峋卿可很快导致出血病症状
,

� � � � 能在稀有峋卿体内传代
,

并能

从稀有峋卿出血病病鱼体内分离出 � � � �
”
稀有约螂对 � � � � 是敏感的

,

可以作为草鱼

抗出血病育种的模型
。

本文报道稀有鱼,��卿对草鱼出血病病毒敏感性的研究结果
。

� 材料与方法

� � 稀有峋卿 由本所鱼类学研究室提供亲鱼
,

本研究组人工繁殖
,

以红虫和颗粒饵料

饲养于室内水泥池中的 �一� 月龄鱼
。

�� � �� � 来源 � �� �一��� 株
,

系 ���  年从武汉东西湖渔场收集的草鱼 出血病病

鱼组织
,

经 �� � � 年人工感染草鱼种后收集 的显症病鱼组织
,

保存于一�� ℃冰箱
。

使用时

将病鱼组织制成匀浆
,

�
�

�� 拜� 滤膜过滤除菌
,

或在含 ���� 群� � � �青霉素
,

���� 尸� � � �

链霉素
,

��� 群� � � �卡那霉素中 �℃冰箱过夜除菌
。

� � 感染方法 用曝气 自来水稀释病毒
,

采用浸泡或高渗浸泡感染 �� 
。

感染后的稀有约

螂饲养于 � �一�� ℃
,

逐 日观察
。

�� 超薄切片和 电镜观察 取病鱼或健康鱼组 织戊二醛
,

饿酸固定
,

� � � � �� � 包埋
,

� � � 切片机超薄切片
,

醋酸铀
、

柠檬酸铅染色
,

�� � 一��� � � � 电镜观察
。

�
�

� 免疫血清的制备 用 � � � � 一��� 株感染 � � � 一�� 细胞株后�� 
,

采集细胞培养液
,

用

�� � 梯度纯化病毒
,

常规方法免疫大耳白兔��� 
,

颈动脉采血制备兔抗 � � � � 抗血清
。

� � 免疫电镜观察 � �� � 感染稀有约卿后
,

收集病鱼组织
,

制成匀浆
,

�� �蔗糖垫底
、

差异离心浓缩
、

纯化病毒
。

免疫电镜制片按 � 。��� � 一� � � �� � 等的方法进行【川
,

��磷钨

酸负染
,

�� � 一 ���� � �� 电镜观察
。

�
�

结果

�
�

� 稀有鱼句卿出血病症状

� � �  人工感染稀有峋卿后
,

在 �一】�� 内能复制 出典型的出血病症状 �图版 � � ��
,

称之为稀有约螂出血病
。

人工感染后
,

饲养十 �� ℃
,

发病死亡高峰在第 �一 �� �图 ��
。

由

于稀有约卿鳞片小
、

皮薄
,

开始发病之鱼即可观察到肌肉斑块状充血
,

充血块增多
、

扩大
,

游动缓慢
,

病鱼在 �� 内死亡
。

刚死之病鱼一般表现为两种症状
,

大部分表现为全身肌肉

及鳃盖
、

口腔
、

鳍基斑块状充血
,

此时
,

鳃丝充血或充血不明显
,

肝
、

肠等内脏苍 白或泛黄
,

脾肿大
,

无腹水或少腹水 � 小部分表现为肠道及肠系包膜斑块状充血
,

严重时整个肠道红

色或紫红色
,

肝脏充血或泛黄
,

脾肿大
,

有少量腹水
,

此时
,

肌肉充血不 明显
,

口腔
、

鳍基及

肛门充血
。

性成熟后的病鱼
,

常可见性腺包膜斑块状充血
,

甚至整个包膜呈紫红色
。

表 � 表示 � � � � 一�� � 株两次人工感染稀有峋卿的结果
。

每次实验分两组
,

第一组

为高渗浸泡感染
,

第二组为常规浸泡感染
,

另设对照
、
高渗浸泡感染时稀有约螂患出血病

的死亡率大为升高
。

�� � � �� � 在稀有约卿体内传代

� � � � 感染稀 有约卿后
,

从发病鱼体中分离病毒
,

重 复感染稀 有 �� 卿
,

表 � 表示

� �� � 在稀有约卿体内传代四次的结果
。

� �� � 在稀有鲍卿体内连续传代后
,

毒力增

强
,

死亡率从 ��
�

�� 升到 ��� �
。

潜伏期从 �� 缩到 ��
,

死亡高峰从第 �� 提前到第 � �
。
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图 � 稀有峋卿出血病的相对死亡率

� ��
�

� � � � � � �� �一� � � � � � � ���� � � � � � ��即�� �� � � � � � � ��� � � � � � ��� � �

表 � 稀有峋娜对 � �  � 的敏感性

� � �
�

� � � �  ! � �一� ��一�� � � � � � �� �多岁� �� � � �  ! �� � �  !

组 合

� � �  �
温度 �℃ �

� � �
�

鱼数 �尾�

� �
�  

! ∀ #
∃ ∃%

&
∋

死亡 日期(开始 / 结束)

D ate of death

In一tia l / E
n
d

死亡率(% )

M ortality

第第一次次 对 照 C o ntro l 28 7 一 000

第第第一组 G rouP 1 28 9 5 / 8 10000

第第第 二组 G ro uP 2 28 10 4 / 9 50乃乃

第第
_
二次次 对 照 C o ntrol 26 15 一 000

第第第 一组 G ro uP 1 26 60 7 / 13 86刀刀

第第第 二组 G rou P 2 26 15 9 / 13 60
.
000

代数

G eneratlon

表 2 G c H v 在稀有约娜体内传代

T ab之 T h e tra n sm iss 一o n o
f G C H V i

n
G
o
b i
o 勺岁r行 ra r us

第一代 第二代 第三代

】st Z n d 3rd

第四代

4th

多验
lest

对照

C on tro l
多验
lest

对 照

C on tro l

实验

T CSt

对照

C o ntro l
窖验
l est

对照

C on tr0 1

温度(℃)

T em P e ra tu re

鱼数(尾)

N um ber o ffi sh

死亡 日期(开始 / 结束)

D ate o fd eath

Init一a l / E
n
d

死亡高峰期

Period of h一g h m
o r t a lit y

死亡率(% )

M ortallty

26 26 26 26 28 28 2 8 28

60 l5 I5 l5 l5 15 l5 l5

7 / 13 7 / 10 6 / 11 5 / 10

g th sth 7th 7 th

86刀 8 6
.
7 1 0 0 10 0
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2. 3 温度对稀有约卿出血病的影响

G C H V 人工感染稀有鱼t]J螂后
,

于 18 一32 ℃水温饲养 20 d
,

18 ℃恒温饲养时
,

稀有约螂

未见发生 出血病死亡
,

22
℃时死亡率较低

,

只有 60 %
,

没有明显的发病高峰期 ;25 一犯℃

时出血病死亡率没有差异
,

但随着温度升高
,

潜伏期缩短
,

发病高峰期提前 (表 3)
。

T
a
b 3

温度(℃)

T e m P e ra tu re

鱼数(尾)

N u m b er o f F 一s h

死亡 日期(开始 / 结束)

D ate of death ln一tla l / e n
d

死亡高峰期

P eriod of high m o rtality

死亡率(% )

M ortality

表 3 温度对稀有峋卿出血病的影晌

T h e effe
etof tem Perature on the hem o rrhage of G o为10 ,v Pr 行 ra ru s

1 8 2 2 2 5 28 32 C o n tr o l(2 8 )

1 1 / 16 7 / 14 6 / 14 6 / 12

1l th 一 1 4 t h s th 7 th 6 th

6 0 乃 9 3
.
3 9 3

.
3 9 3

.
3

2. 4 超薄切片观察

G C H V 感染稀有鲍卿后
,

收集稀有峋螂出血病病鱼的肝
、

脾
、

肾等
,

超薄切片
,

电镜观

察
。

在病鱼 的肠道
、

脾脏
、

肾脏等组织细胞内见 到许多病毒颗粒【图版 I:3
,

41

,

大小为

70 nm 左右
,

具双层衣壳
,

与邓初夏等报道的草鱼呼肠孤病毒在 G C K 一84 细胞株观察的
一致;并观察到组织和细胞明显损害[l21

。

2. 5 免疫电镜观察

G C H v 感染稀有约卿后
,

收集发病的稀有约卿肌肉和 内脏制成匀浆
,

运用蔗糖垫底

差异离心分离纯化病毒
,

负染电镜观察
,

可以看到许多散在的六边形病毒颗粒
,

具双层衣

壳
,

大小为 60一70 nm
,

与以前报道的草鱼呼肠孤病毒一致;用 G C H V 特异的免疫血清进

行免疫电镜观察
,

可以发现许多成团的病毒颗粒【图版 I:2]
,

大小和形状同上
,

但可 以看到

病毒颗粒上许多抗体桥 ;由上可知
,

我们从稀有绚卿出血病病鱼体内分离的是 G C H V
,

G C H v 能在稀有约螂体内繁殖
。

3 讨 论

G C H V 是 草鱼出血病的病原
,

同时 G C H V 也能感染青鱼 (从Flor h
ary ng 口

do
n
Pi ce us

R ie h a rd s o n ) 和 罗汉 鱼 (尸
seu
由
ras方o r。 尸a ry。 T e m m in e k e t s e h le g

e
l )

[ ’]
,

丁 清泉等认为

G C H v 人工感染鳞鱼 (双F尸叩hrh
a
lm i
ehr彻

、
m
o
lir

r
ix C u r i

e r e t V
a
lt
n e

i
e n n e s

)和布 氏鳍条

(He
m ic ul te : b le ek er iw 盯pac ho w sk y)

,

虽无 出血病症状
,

但能在这两种鱼体内复制
。

缩

鱼 (A
rl’s ti ‘

、

h

r匆
5 nobilis R ichardson )

、

鲤p鱼 (C arassius aua rrus L in n aeu s)
、

鲤鱼 (自岁
rin u s

ea , l.o )
、

团 头鱿 (M 曙
ato bram a am bly

e
印h
ala Y ie)

,

泥 鳅 (M l’sg
urnus a

塔
uillicauda r

us

c an ba
r
)对 G c H v 是不敏感的!”]

。

目前还没有报道 G c H v 人工感染稀有峋卿的研究
。

我们的研究结果 表明
,

G C H V 人工感染稀有约螂能导致稀 有鲍卿出现 出血病症状
,

G C H V 能在稀有约卿体内复制和传代
。

超薄切片
,

电镜观察发现
,

稀有鲍螂出血病病鱼

肠道
、

脾脏
、
’

肾脏等组织 中存在大量病毒颗粒;免疫电镜观察表明
,

在稀有鲍螂出血病病鱼
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织红(中能分离特异的 G C H V 病毒颗粒
。

所以
,

稀有fnJ 螂 出血病是 由 G C H V 引起
,

稀有

峋鲤p对草鱼出血病病毒是敏感的
。

草鱼 出血病 根据 症状 不同可分 为二种类 型
:红鳍红鳃盖 型

,

红肌 肉型和肠 炎型
。

G C H V
一86 1 株人工感染草鱼种主要表现为红肌肉型和肠炎型 (未发表资料);人工感染稀

有约卿出血病的症状 主要表现为肌肉
、

鳃盖
、

口 腔等外部器官点状或斑块状充血;少部分

表现为肠道等内部器官的充血
,

此时
,

鳍基
、

口腔
、

鳃盖
、

肛门等部位也见充血;与草鱼 出血

病的症状基本相 同
。

G C H V 只能感染一龄或二龄草鱼种
,

二龄草鱼种发病率较低
,

大草

鱼或性成熟草鱼不发生出血病;G C H V 一86 1 株能够感染性成熟的稀有约螂
,

并发生出血

病
,

有时表现为性腺包膜斑块状充血
,

其组织病理和细胞病理学有待进一步研究
。

鱼类作为一种变温动物受环境因素特别是水温变化的影响
,

病毒在鱼体的感染过程

可受水温变化而产生决定性的影响
。

水温过低不利于病毒的增殖
,

而水温升高到一定程

度鱼 体的抵抗力包括各种免疫因素也随之增强
,

从而抑制了病毒的增殖
。

流行病学调查

表明
,

草鱼 出血病的主要流行季节是 6一9 月
,

水温在 27 ℃ 以上最容易流行[l4]
。

丁清泉

等[
‘5】的研究表明

,

在室 内控温饲养
,

草鱼 出血病病毒人工感染草鱼发病死亡率 与自然发

病流行一样受温度 的影响
,

24 一30 ℃恒温时发病率无差异
,

20 ℃为该病流行的临界温度
,

33 ℃恒温时 48 h 左右引起病毒性暴发死亡
。

我们用 G C H V 人工感染稀有鲍螂的结果表

明
,

在水温 18 ℃饲养时未见死 亡
,

在 22 ℃恒温饲养时死亡率 60 .0 %
,

无明显 的死亡高峰

期
,

2 5 一犯℃ 恒温饲养时死亡率为 93
.
7% ;但潜伏期随温度上升而缩短

,

死亡高峰提前
,

在 犯 ℃时也未见暴发性死亡的现象
。

温度对稀有峋卿出血病的影响还需进一步研究
。

由于草鱼抗出血病育种对我国淡水渔业的发展具有重要意义
,

我们从
“

六五
”

以来就

开始进行这一研究
,

取得了 一定的进展
。

但是
,

草鱼个体大
,

世代周期长
,

繁殖期短
,

造成

了养殖
、

操作
、

取材等方面的困难
,

我们一直在探索用一种小型鲤科鱼作为草鱼抗出血病

生物技术育种研究的模型
。

稀有峋卿是我国特有的
、

在鲤科鱼类中新发现的难得的实验

鱼材料181
。

稀有峋卿对 G c H v 敏感这一新 的发现
,

展示 了稀有峋卿作为草鱼抗出血病育

种模型的可能性
,

其分布范围小
,

种质纯
,

便于进行遗传分析和实验结果的比较;个体小
容易养殖和管理;分批产卵

,

产卵批次多
,

在人 卜控温条件下养殖可以一年多次繁殖
,

便于

实验取材和重复实验;世代周期短
,

便于灵活运用多种生物技术进行抗出血病育种研究
,

观察对后代的影响
。
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