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摘　要:2008年 5月 , 湛江市某网箱养殖场的卵形鲳鲹(Trachinotusovatus)幼鱼发生大规模死亡 , 调查发现病

鱼呈现体色发黑 、反应迟钝 、呈螺旋状或旋转游动等典型的病毒性神经坏死症症状 , 在鱼体没有发现寄生虫或

细菌感染 , PCR检测发现病鱼感染了鱼类神经坏死病毒(NNV)。利用已经发表的 NNV核酸序列设计引物 ,

克隆外壳蛋白基因并测序 , 根据同源性比较和系统进化分析 , 该病毒与斜带石斑神经坏死病毒(ECNNV)碱基

相似率达 99.2%, 属于赤点石斑鱼神经坏死病毒基因型(RGNNV)。同时进行人工感染试验 , 采用 4种方法

感染该病毒 , 累计死亡率均达 100%, 并对感染样品进行克隆测序鉴定 , 证明导致此次湛江卵形鲳鲹大规模死

亡的病原为神经坏死病毒。
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Abstract:InvestigationonmassmortalityofTrachinotusovatusjuvenilesculturedinseacageinZhanjiang

wascarriedout.Thesymptomofthesickfishwasasfollows:theskinwasnigrescent, itswamtwistyor

circularly, respondedslowlyandanorexia.Therewasnoinfectionofparasitesorbacteria.Thefishnervous

necrosisviruswasobservedinthefishbyPCRanalysis.Twopairsofprimersweredesignedbasedonthe

homogenusgenesequencesfromotherfishnervousnecrosisvirus(NNV)submittedtoGeneBankandthecoat

proteingeneofTrachinotusovatusnervousnecrosisvirus(PNNV)wasclonedandsequenced.Accordingto

theanalysisofsimilarityandphylogenelysis, thecoatproteingenefromPNNVhadthehighestidentityof

99.2% toEpinepheluscoioidesnervousnecrosisvirus(ECNNV)atnucleotidelevel.Basedontheresultof

molecularphylogeneticanalysis, PNNVbelongestored-spottedgroupernervousnecrosisvirus(RGNNV)

genotype.Thecumulativemortalityofallgroupsinfectedwere100% inartificialinfectionexperimentbyfour
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kindsofinfection.Theinfectedsampleswereclonedandsequenced.Theseresultssuggestedthatthepathogen

ofmassmortalityofTrachinotusovatusjuvenilesculturedinseacageinZhanjiangwasNNV.

Keywords:Trachinotusovatus;nervousnecrosisvirus;sequenceanalysis

　　卵形鲳鲹(Trachinotusovatus)隶属于鲈形目

(Perciformes), 鲈 亚 目 (Percoidei), 鲮 科

(Carangidae), 鲳属 (Trachinotus), 俗称白鲳 、金

鲳 、黄腊鲳等
[ 1]

,体呈卵形 ,分布于印度洋 、印度

尼西亚 、澳洲 、日本 、美洲的热带及温带的大西洋

海岸及我国黄渤海 、东海 、南海。卵形鲳鲹肉白

色细嫩 、脂肪含量高 、鲜美可口 ,是高级食用海水

鱼 ,在人工养殖条件下生长速度快 ,养殖半年多 ,

可达 500 g,是优良的海水网箱养殖品种 ,广东 、福

建 、海南等地均有大规模的网箱养殖
[ 2]

。随着养

殖规模的扩大和养殖环境的恶化 ,在养殖过程中

病害开始不断出现 ,到目前为止 ,已经报道过的

有嗜麦芽假单胞菌(Pseudomonasmaltophilia)
[ 3]

、

美人鱼弧菌 (Vibriodamsela)
[ 4]

、创伤弧菌 (V.

vulnificus)
[ 5]
引起的细菌性疾病以及刺激隐核虫

(Cryptocaryonirritans)引起的寄生虫病等
[ 6]

。

2008年春季 ,广东湛江一些网箱养殖的卵形鲳鲹

幼鱼发生大规模死亡 ,每个网箱每天死亡数十至

上百尾鱼 ,总死亡率超过 90%。患病鱼呈现出体

色变黑 、游泳异常 ,身体失去平衡等典型的病毒

性神经坏死症症状 。王江勇等
[ 7]
曾对广东省阳

江市养殖的卵形鲳鲹幼苗大规模死亡进行了调

查 ,发病症状与本次相似 ,并认为是由于神经坏

死病毒感染引起的 , 但是没有进一步深入的研

究 。本文通过病原检测和人工感染实验 ,发现鱼

类神经坏死病毒(nervousnecrosisvirus, NNV)是

引发此次大规模死亡的主要原因 ,对此湛江株

(PNNV)的外壳蛋白基因进行克隆测序 ,与已发

布的 4种基因型 NNV病毒株进行同源性比对及

分子进化分析 ,确定其分类地位 。

1　材料与方法

1.1　采样地点

采样地点为广东省湛江市某网箱养殖场 ,时

间是 2008年 5月与 7月 。

1.2　样品

2008年 5月从发病存活下来的卵形鲳鲹鱼

苗中 ,选择症状典型的 3尾鱼用于寄生虫 、细菌

和神经坏死病毒检测;另外 ,随机采集 10尾鱼

苗 ,平均体长为(7.7 ±0.5)cm,全鱼冻存于 -80

℃冰箱备用。同年 7月再次从发病存活下来的

卵形鲳鲹鱼苗中 ,随机采集 100尾 ,进行 NNV检

测 。

1.3　寄生虫检查

解剖呈现发病症状的病鱼 ,肉眼观察鱼的体

表 、鳃 、肠等的病变及寄生虫的出现情况 ,并做水

封片用显微镜检查。

1.4　细菌检查

用显微镜检查病鱼的体表 、鳃 、肠 、心 、肝 、脾

脏 、肾脏等部位 ,并接到 2216E和脑心浸液培养

基上进行细菌培养。

1.5　病毒检查

1.5.1　引物设计

根据 GenBank中登陆的 NNV外壳蛋白的核

苷酸序列(GenBankaccessionno.NC004136),在

RNA2的保守区域设计了如下 2对引物 ,进行巢

式 PCR检测 。一扩正向引物 NNVF序列为:5′-

ATGGTACGCAAAGGTGAGAAG-3′;反向引物 NNVR

序列为:5′-TTAGTTTTCCGAGTCAACCCTG-3′,扩

增片段长 1 017 bp。二扩正向引物 NNVFN序列

为:5′-TGGTGGGAAAGCAGAACA-3′;反向引物

NNVRN序列为:5′-CCAGTAAACAGCACGGTCA-

3′,扩增片段长 387 bp。

1.5.2　核酸抽提

取鱼脑组织 ,用 TRIZOL(Invitrogen)按照使

用说明抽提总 RNA。

1.5.3　cDNA合成

采用 ReverTraAce(Toyobo)反转录试剂盒 ,

按照使用说明合成鱼脑组织总 cDNA。

1.5.4　nested-PCR检测

一扩反应体系包含 0.5 μLdNTPs(10 mmol/

L)、 2.5 μL 10 ×PCRbuffer、 0.25 μLrTaq

polymerase(5U/μL)(TaKaRa),正向及反向引物

(10 μmol/L)各 0.5 μL, 18.75 μL灭菌双蒸水以

及 2.0 μLcDNA模板 ,混合均匀后于 PCR仪上按

如下程序扩增:94 ℃ 5 min、94 ℃ 40 s、55 ℃ 40
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s、72 ℃ 2 min35个循环 , 72 ℃延伸 10 min。以一

扩产物为模板进行二扩 ,反应体系及程序与一扩

相同。

1.5.5　PCR产物纯化和克隆

一扩产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,采

用 TIANgelMidi琼 脂 糖凝 胶 回 收试 剂 盒

(Tiangen)进行 PCR产物纯化 ,与 pMD18-Tvector

连接后转化到 DH5α感受态细胞中 ,在含有 X-

Gal、IPTG和 Amp的 LB琼脂平板培养基上培养。

从转化平板上挑选白色的单菌落 , 并以 NNVF

(5′-ATGGTACGCAAAGGTGAGAAG-3′)和 NNVR

(5′-TTAGTTTTCCGAGTCAACCCTG-3′)为引物做

PCR验证 。

1.5.6　序列测定和分析

将阳性菌落扩大培养后送上海英骏公司测

序 ,测序结果用 DNAstar、BLAST等软件分析。

1.6　人工感染实验

1.6.1　病毒液制备

取通过以上检测确定阳性的卵形鲳鲹脑组

织 ,按 1∶10(质量比)加入预冷 PBS,冰浴充分后

匀浆 ,然后 3 000 g, 4 ℃离心 30 min,取上清液 ,再

6 000 g, 4 ℃离心 1 h,上清液经 0.22 μm滤膜过

滤 , 4 ℃冰箱保存备用。

1.6.2　病毒感染及采样

实验分 A、B、C、D和 E共 5组 ,每组 20尾健

康鱼。 A组肌肉注射 50 μL/ind病毒液;B组腹

腔注射 50 μL/ind病毒液;C组将病毒液用海水

稀释为 1∶2 500,浸泡感染 3 h;D组为投喂组 ,即

将取样于湛江的典型症状鱼剁碎 , 每日投喂 3

次 ,共投喂 2 d;E组注射 50 μLPBS作为对照。

观察并记录每组死亡率。

1.6.3　病毒确认

为进一步确认人工感染实验中发病的鱼是

由 PNNV引起 , 提取症状典型鱼的脑组织总

RNA,并进行 PCR扩增及克隆测序 ,与 PNNV进

行比对 。

2　结果

2.1　病鱼临床症状

病鱼体表发黑 、厌食 、反应迟钝 、游动时出现

螺旋状或旋转状游动以及静止时出现腹部朝上 、

漂游于水面等现象 ,无其他明显外观病变。剖检

病鱼 ,鳃 、肛门 、肠道 、肝脏等内脏器官无腹水 、颜

色变白 、溃疡等异常现象出现。

2.2　寄生虫检查

在病鱼体表检出少量本尼登虫 (Benedenia

sp.),在鱼鳃部发现少量锚首虫(Ancyrocephalus

sp.)、车轮虫 (Tnchodinasp.),但这些寄生虫感

染强度很低 ,不足以引发卵形鲳鲹鱼苗的急性死

亡 。

2.3　细菌检查

病鱼鳃 、鳍条等部位均正常 ,心 、肝 、脾脏 、肾

脏等用肉眼观察均无异常 ,无红肿 、出血 、炎症 、

结节 、溃疡 、坏死等细菌病常见症状 , 无典型病

灶 ,心 、肝 、脾脏 、肾脏等器官内没有细菌生长。

因此 ,可排除细菌感染导致鱼苗死亡的可能性 。

2.4　NNV检测及序列分析

2.4.1　PCR检测

采用 PCR检测 ,典型症状鱼 NNV阳性 ,而对

随机采集的 10个样品进行扩增后 ,其中有 6个样

品获得了与理论值相符的扩增片段 (约 385 bp)

(图 1),初步证明样品感染了 NNV。对 7月份随

机采集的 100尾鱼进行 PCR检测 ,其中 NNV一

扩阳性有 5%,二扩阳性 40%。

图 1　10个卵形鲳鲹样品 PCR扩增产物电泳图

Fig.1　AgarosegelofanalysisofPCRproductsof

10 samples

1.MarkerDL2000;2-11.10个样品;12.阳性对照;13.阴性对照。

2.4.2　克隆与测序

经过 PCR扩增 ,得到长度约为 990 bp的片

段 。通过克隆 、转化 ,经蓝白斑筛选和菌落 PCR

(图 2)筛选出阳性菌株。将阳性菌落扩大培养后

进行序列测定得到含 1 017个碱基的外壳蛋白基

因(图 3)。采用 DNAtools软件对该序列进行分

析 ,发现其编码 1个由 338个氨基酸组成 ,分子量

37 069.92 ku的蛋白质 ,等电点为 8.87。
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图 2　对转化产物的 PCR鉴定结果

Fig.2　PCRelectrophoresisoftransformedproduct

1.MarkerDL2000;2.转化产物;3.阳性对照;4.阴性对照。

2.4.3　序列分析

采用 DNAstar、Mega4等软件对卵形鲳鲹神经

坏死病毒湛江株外壳蛋白基因与 4种基因型 20

株神经坏死病毒外壳蛋白基因(表 1)进行同源性

比较。结果表明 ,湛江病毒株 PNNV和赤点石斑

鱼神经坏死病毒 (red-spottedgroupernervous

necrosisvirus, RGNNV)基因型病毒株的相似率为

79.3% ～ 99.2%,其中与斜带石斑神经坏死病毒

(ECNNV)的同源性最高 , 只有 8个核苷酸的差

异;与条斑星鲽神经坏死病毒 (barfinflounder

nervousnecrosisvirus, BFNNV)基因型病毒株的相

似率为 67.6% ～ 81.8%;与拟鲹神经坏死病毒

(stripedjacknervousnecrosisvirus, SJNNV)基因

型病毒株的相似率为 79.0%;与红鳍东方鲀神经

坏死病毒 (tigerpuffernervousnecrosisvirus,

TPNNV)基因型病毒株的相似率为 65.0%。

对 PNNV与 4种基因型 20株神经坏死病毒

外壳蛋白基因进行分子进化分析并绘制系统进

化树(图 4)。结果显示 , PNNV处于 RGNNV基因

型主干分枝上 ,并且与 YGNNV处于同一分枝上 ,

亲缘关系最近 ,而与 BFNNV、SJNNV和 TPNNV3

种基因型亲缘关系较远。

图 3　卵形鲳鲹神经坏死病毒湛江株 PNNV测序结果及其推导的氨基酸序列

Fig.3　Nucleotidesequenceanddeducedaminoacidsequenceofpompanonervousnecrosisvirus(PNNV)
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表 1　用于分子进化分析的病毒株
Tab.1　SourcesofNNVisolatesusedformolecularphylogeneticanalysis

病毒株 GenBank登录号 编码的蛋白质 基因型

大西洋鳕鱼神经坏死病毒 AF445800 Coatproteingene, partialcds BFNNV
庸鲽神经坏死病毒 AF160473 coatproteingene, partialcds. BFNNV

条纹星鲽神经坏死病毒 AB046377 Coatproteingene, partialcds BFNNV
舌齿鲈脑炎病毒 U39876 coatproteingene, completecds RGNNV

龙海蛾鱼神经坏死病毒 AF245004 coatproteingene, completecds RGNNV

青铜石斑脑炎病毒 AY284963 EA-040799-ILcoatproteingene, completecds RGNNV
斜带石斑鱼神经坏死病毒 AF534998 coatproteingene, completecds RGNNV

巨石斑鱼神经坏死病毒 AF281657 coatproteingene, completecds RGNNV
孔雀花鳉神经坏死病毒 AF499774 coatproteingene, completecds RGNNV

牙鲆神经坏死病毒 D38527 geneforcoatprotein, partialsequence RGNNV

尖吻鲈脑炎病毒 AY284974 LC-121100-ILcoatproteingene, completecds RGNNV
黑线鳕神经坏死病毒 AY547549 Had02ac2 coatproteinmRNA, completecds BFNNV

鲻鱼脑炎病毒 AY284962 coatproteingene, completecds RGNNV
玛拉巴石斑鱼神经坏死病毒 AF245003 coatproteingene, completecds RGNNV

赤点石斑神经坏死病毒 NC 008041 RNA 2, completesequence RGNNV

红鳍笛鲷神经坏死病毒 AY140797
Firespotsnappernervousnecrosisvirusisolate
FS99PDcoatproteingene, partialcds.

RGNNV

黄石斑神经坏死病毒 AF283554
Yellowgroupernervousnecrosisvirusmajorcoat
proteingene, partialcds

RGNNV

七带石斑神经坏死病毒 AY324870 StrainSGWak97 coatproteingene, completecds RGNNV

条纹鲹神经坏死病毒 NC 003449 RNA2, completesequence SJNNV
虎斑东方鲀神经坏死病毒 D38637 geneforviralcoatprotein, partialsequence TPNNV

图 4　根据 PNNV与其他 20株神经坏死病毒外壳蛋白基因核苷酸序列建立的分子系统进化树

Fig.4　MolecularphylogenetictreebasedonthenucleotidesequencesofPNNVandothertwentyNNVisolates
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2.5　人工感染试验

实验鱼感染病毒 4 d后 ,陆续出现食欲下降 、

体色较深或发黑 、游动无力 、行为反应迟钝 、身体

失去平衡等病毒性神经坏死病典型症状 。死亡

集中在攻毒后 8 ～ 11 d,攻毒后 12 d各感染组累

计死亡率均达 100%,而对照组无死亡。

对人工感染实验中典型症状鱼脑组织提取

总 RNA,并进行 PCR扩增 ,一扩阳性 90%。将

PCR产物进行克隆测序 ,得到含 1 017个碱基的

外壳蛋白基因。采用 DNAstar对测序所得到的序

列与 PNNV进行比对 ,二者完全相同 。

3　讨论

鱼类病毒性神经坏 死症 (Viralnervous

necrosis, VNN)是一种世界性的鱼类流行性传染

病
[ 8]

,感染的鱼种类繁多 ,包括 5个目
[ 9-13]

17科

的 40多种鱼类。鱼类神经坏死病毒对仔鱼和幼

鱼危害很大 , 严重者在一周内死亡率可达

100%
[ 14]

。此次湛江爆发的大规模死亡的卵形鲳

鲹症状与神经坏死病毒感染产生的症状相同 ,对

症状典型的个体进行检测 ,未发现能引起大规模

死亡的细菌 、寄生虫等病原体 ,经 nested-PCR检

测发现有 60%以上的样品携带有鱼类神经坏死

病毒。 2008年 7月份我们对存活下来的鱼进行

大批量采样进行检测 ,结果显示一扩阳性有 5%,

而二扩阳性有 40%。检测结果阳性率较低 ,可能

是由于采样在发病高峰期以后 ,感染 NNV的鱼

已经死亡 ,而存活下来的鱼对该病毒已具有部分

抗性 ,本身免疫系统可以将病毒清除体外 。

根据 NNV外壳蛋白基因序列 , NNV分为 4

种基因型
[ 15]

。到目前为止 ,我国报道的养殖鱼类

感染的 NNV都属于 RGNNV
[ 16-17]

。本研究中克

隆的 PNNV外壳蛋白的基因序列长 1 017 bp,编

码 1个由 338个氨基酸所组成的蛋白。将 PNNV

与 4种基因型中的 20株病毒株进行同源性比对

和分子进化分析 ,结果显示 , PNNV与 ECNNV外

壳蛋白核酸序列相似率最高 ,达到 99.2%,并且

在分子系统进化树中与 RGNNV的亲缘关系较其

他 3种基因型的病毒更近。 Nishizawa等
[ 18]
认为

SJNNV外壳蛋白基因上的中和表位很可能位于

氨基酸序列 C末端可变区 ,并且其 254 -256位

的氨基酸残基 PAN最有可能是一个主要的抗原

中和表位 ,而 RGNNV、TPNNV和 BFNNV在该位

置的氨基酸残基分别为 PDG、PPG和 PEG,同时

这些氨基酸残基在各自的基因型中是绝对保守

的 。经 DNAtools等软件对 PNNV分析并推导氨

基酸序列后 ,发现 PNNV氨基酸序列在该位置含

有的氨基酸残基为 PDG。因此卵形鲳鲹神经坏

死病毒湛江株 PNNV属于 RGNNV基因型 。

Peducasse等
[ 19]
证明 NNV可经口服感染流

行 ,宋振荣
[ 20]
认为病毒可由水体经皮肤侵入鱼的

神经组织。本文对卵形鲳鲹的 4种感染方式 ,累

积死亡率均达到 100%,证明 PNNV对卵形鲳鲹

致病性高 ,发病后死亡率高 ,同时也证明了 NNV

可以通过以上两种方式感染卵形鲳鲹 。对典型

症状鱼脑组织总 RNA进行 PCR扩增 ,一扩阳性

90%,而克隆测序所得序列也与 PNNV完全相

同 。综上所述 ,神经坏死病毒感染可能是导致此

次卵形鲳鲹大规模死亡的主要原因 。
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