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摘　要：对镜鲤抗锦鲤疱疹病毒 （ＣｙＨＶ３）新品种的选育工作，目前已经进行到Ｆ３，Ｆ２、Ｆ３成活率相近且显著
高于 Ｆ１。本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术比较选育世代间免疫基因 ＩＬ１β、ＴＲＡＦ６、ＭｙＤ８８ａ、ＩＩＦＮ和
ＴＬＲ７ａ的表达及ＣｙＨＶ３病毒载量情况，从而在免疫基因表达水平及病毒载量两个方面结合抗病成活率综合
评估选育世代的抗病能力。结果显示：（１）ＣｙＨＶ３病毒载量在Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中呈下降趋势，且Ｆ３显著低于Ｆ１、Ｆ２
（Ｐ＜０．０５）；（２）夏花组未感染ＣｙＨＶ３，仅ＴＲＡＦ６基因在Ｆ３的表达显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５）；（３）感染组Ｆ３
脾中ＩＬ１β、ＭｙＤ８８ａ基因显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５）、ＴＲＡＦ６显著高于 Ｆ１（Ｐ＜０．０５），Ｆ３肾中 ＩＬ１β、ＴＲＡＦ６基
因显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５），Ｆ１与Ｆ２间均差异不显著（Ｐ＞０．０５）。以上结果说明在选育世代间除ＴＲＡＦ６基
因表达较高外，其他基因未受选育影响，且Ｆ３抗病能力显著高于Ｆ１、Ｆ２。基于Ｆ２、Ｆ３成活率相近且显著高于
Ｆ１，说明Ｆ２抗病力不稳定，而Ｆ３抗病力已趋于稳定，也说明从免疫基因表达或病毒载量方法进行抗病能力评
估是可行的。

关键词：镜鲤；锦鲤疱疹病毒３型；免疫基因；病毒载量；抗病力评估
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　　机体受病原刺激后，将启动免疫应答防御病
原入侵，减轻病原对机体的损伤，免疫应答的激

活、维持及效应机制均离不开各类免疫相关功能

基因的表达及调控［１］。一般情况下，免疫基因在

机体中的表达处于较低水平，当病原刺激时免疫

基因的表达将发生显著变化，ＣｙＨＶ３病毒入侵
显著上调鲤白细胞介素 ＩＬ１β基因的表达［２］，Ⅰ
型干扰素（ⅠＩＦＮ）通过诱导 ＧＩＧ１蛋白、泛素样
蛋白（ＩＳＧ１５）的表达，在脾脏中发挥抑制病毒复
制的作用［３］。髓样细胞分化蛋白（ＭｙＤ８８）、白细
胞介素（ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子受体相关因子 ６
（ＴＲＡＦ６）、ＴＬＲ７等被证明可能与 ＣｙＨＶ３的病
毒免疫有关［４５］。研究发现，免疫基因的表达能

从分子水平更直观地反映机体在病原入侵时的

免疫应答水平，免疫基因表达水平越高，机体启

动的免疫应答水平越高，对病原的抑制能力越

强，说明机体抗病能力越强［６］，例如中国明对虾

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）的 ＴＬＲ基因表达被抑
制时抗病毒能力有所下降［７］。目前，从免疫基因

表达水平研究水产动物抗病能力的报道较

多［８９］，因此，从免疫基因表达水平对抗病选育世

代进行抗病能力评估具有一定可行性。

锦鲤疱疹病毒病（Ｋｉｏｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｄｉｓｅａｓｅ，
ＫＨＶＤ）由鲤疱疹病毒 ３型（Ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ
３，ＣｙＨＶ３）引起［１０］，锦鲤［１１］、镜鲤［１２］等鲤及其变

种对其易感。该病已经在全球大部分地区发现

并导致巨大经济损失，锦鲤及其他鲤产品全球性

贸易流动是该病广泛爆发的重要原因之一。

２００２年，我国首次在进口的锦鲤中检出该病，至
今已在东北［１３］、海南［１４］等地区发现。研究发现，

鲤感染ＣｙＨＶ３后在全身多个器官组织中均能检
测到该病毒，但主要是在鳃、脾、肾组织中［１５］。而
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脾、肾组织是鲤重要的免疫器官，因此本实验主

要研究了脾、肾组织中 ＣｙＨＶ３病毒载量及免疫
基因表达情况，以期更准确有效地反映鲤的抗病

毒免疫水平。

近几年，在北方地区镜鲤（ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．
ｍｉｒｒｏｒ）养殖中由于爆发锦鲤疱疹病毒病导致大
规模死亡，损失严重。研究发现镜鲤感染该病的

死亡个体和成活个体在基因水平及遗传物质上

存在差异［１２］，为此黑龙江水产所通过筛选抗病毒

相关分子标记的辅助育种手段，开展了镜鲤抗疱

疹病毒（ＣｙＨＶ３）新品种的选育工作，目前已经选
育到Ｆ３，且选育世代间抗病成活率存在显著差
异。本研究拟在免疫基因表达水平及病毒载量

两个方面结合抗病成活率结果综合全面评估 ３
个选育世代的抗病能力，从而科学指导下一代选

育，并丰富鱼类抗性育种理论。

１　材料与方法

１．１　实验鱼
实验鱼为黑龙江水产所通过筛选抗病毒相

关分子标记的辅助育种手段选育的镜鲤抗疱疹

病毒（ＣｙＨＶ３）选育世代Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３。２０１６年度抗
病选育世代 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３的抗病成活率分别为
６１．１％、８８．６％、９２．５％（养殖密度为 ６０尾／ｍ３，
于发病后统计）。

１．２　实验设计
攻毒实验方法借鉴了 ＤＥＧ?ＲＤ等［１６］将健

康鱼与患病鱼混养方式进行攻毒试验的方法。

辽宁丹东某镜鲤养殖场中锦鲤疱疹病毒病存在

连续多年固定爆发的情况，因此选择该养殖场进

行本次研究。采集夏花规格的 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３为夏花
组，检测夏花组是否感染 ＣｙＨＶ３。并在该养殖
场暴发锦鲤疱疹病毒病时采集 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３为感染
组，比较Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３间免疫基因表达及 ＣｙＨＶ３病
毒载量情况。

１．３　实验样品采集
夏花组采样：分别采集 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３的全鱼样

本，规格：２～３ｃｍ左右，每个选育世代均随机采
集３尾，且每个选育世代设两组平行，受夏花鱼
规格限制无法区分脾和肾，因此仅在夏花鱼同一

部位采集样品用于总ＲＮＡ和基因组ＤＮＡ提取。

感染组采样：分别采集无发病症状的 Ｆ１、Ｆ２、
Ｆ３，规格：８～１２ｃｍ，每个选育世代均随机采集３
尾，且每个选育世代设两组平行，每尾分别采集

脾和肾。所有样本均液氮保存后转移至实验室

－８０℃超低温冰箱中保存备用。
１．４　实验方法
１．４．１　夏花组感染ＣｙＨＶ３检测

利用ＭａｇＰｕｒｅＴｉｓｓｕｅＤＮＡＫＦＫｉｔ提取基因组
ＤＮＡ，用ＯＩＥ推荐的 ＴＫ引物和 ｓｐｈ引物［１７］检测

夏花组是否感染 ＣｙＨＶ３。ＰＣＲ体系 ２０μＬ：ＤＮＡ
模板 １μＬ，２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ酶１０μＬ，上、下
游引物各０．５μＬ，最终体积由灭菌超纯水补足，
ＰＣＲ程序：预变性９５℃５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５６
℃／６３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０～３５个循
环；７２℃后延伸５ｍｉｎ，４℃终止反应。ＰＣＲ扩增
产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．４．２　ＣｙＨＶ３病毒载量及免疫基因表达

将 Ｆ１ 设为对照组，ＣｙＨＶ３的衣壳蛋白
ＯＲＦ７２（ＣａｐｓｉｄｔｒｉｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎＯＲＦ７２）［１８］、胸腺嘧
啶核苷激酶 ＴＫ（Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ）［１９］和免疫基
因［２０］ＴＬＲ７ａ、ＴＲＡＦ６、ＭｙＤ８８ａ、ＩＬ１β及ＩＩＦＮ为目
的基因，比较３个选育世代的 ＣｙＨＶ３病毒载量
及免疫基因表达情况。

１．４．３　实时荧光定量ＰＣＲ
所有引物均由生工生物工程（上海）有限公

司提供，引物信息见表１，实时荧光定量 ＰＣＲ反
应体系为 ２５μＬ，２×ＵＩｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（ｈｉｇｈ
ＲＯＸ）１２．５μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下
游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，基因组 ＤＮＡ１μＬ／
ｃＤＮＡ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。上机程序（１）
循环数 １，预变性，９５℃ １ｍｉｎ；（２）循环数 ４０，变
性：９５℃ ３０ｓ，退火：５８～６０℃ １ｍｉｎ，溶解曲线：
９５℃１ｍｉｎ，５５℃３０ｓ，９５℃１ｍｉｎ。所有样本均
进行了３次重复，每个样品的Ｃｔ值为３次重复的
均值，病毒载量研究中以 ｄｄＨ２Ｏ为空白对照，去
除假阳性可能。

１．５　数据分析
使用２ΔΔＣｔ法［２１］处理荧光定量实验数据计算

出相对表达量。使用ＳＰＳＳ１７．０软件单因子方差
分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）进行显著性差异分析，
Ｐ＜０．０５为存在显著性差异。Ｅｘｃｅｌ２０１０作图。

２５６
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表１　荧光定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

引物名

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

退火／℃
Ｔｍ

ＣｙＨＶ３ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ（ＴＫ） Ｆ：ＧＧＧＴＴＡＣＣＴＧＴＡＣＧＡＧ
Ｒ：ＣＡＣＣＣＡＧＴＡＧＡＴＴＡＴＧＣ ５６

ＣｙＨＶ３ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ｓｐｈ） Ｆ：ＧＧＧＴＹＡＣＣＴＧＴＡＣＧＡＧ
Ｒ：ＧＡＣＡＣＡＴＧ＇ＩＴＡＣＡＡＴＧＣＴＣＧＣ ６３

ＣｙＨＶ３ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ（ＴＫ） ｑＦ：ＣＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＣＡＧＡＡＴＣＴＣＴＣ
ｑＲ：ＡＧＣＴＣＧＴＡＣＴＧＧＧＣＣＡＴＣＣ ６０

ＣｙＨＶ３ｃａｐｓｉｄｔｒｉｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎ
ＯＲＦ７２（ＯＲＦ７２）

Ｆ：ＣＧＡＧＡＡＧＣＡＧＧＧＴＡＴＧＧＴＣ
Ｒ：ＧＧＣＧＴＧＴＡＧＧＧＣＡＣＡＡＡＧ ６０

１８ＳＲＮＡ Ｆ：ＴＣＴＧＣＣＣＴＡＡＣＴＴＴＣＧＡＴＧＧＴＡ
Ｒ：ＡＡＴＴＴＧＣＧＣＧＣＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＣＴＴＴ ６０

ＩＬ１β
Ｆ：ＣＴＧＴＧＡＣＧＣＴＧＡＧＴＧＣＴＧＧＡＧＣＡＡＴＧ
Ｒ：ＴＴＣＧＧＧＴＧＧＴＴＧＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴ ６０

ＭｙＤ８８ａ Ｆ：ＴＧＡＣＴＴＣＣＡＧＴＴＴＧＴＧＣＡＴＧＡＧ
Ｒ：ＡＴＧＴＣＣＡＣＴＡＴＧＴＡＧＡＡＴＧＧＣＴ ６０

ＴＬＲ７ａ Ｆ：ＧＣＡＣＣＴＴＴＴＣＣＡＴＧＣＧＴＴＣＣ
Ｒ：ＣＧＧＴＴＧＧＡＴＧＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴ ６０

ＩＩＦＮ Ｆ：ＡＡＧＡＴＧＡＡＣＣＡＡＡＣＴＣＡＡＡＴＧＴＧＧＡＣ
Ｒ：ＣＴＧＡＴＧＡＡＣＡＴＴＴＡＣＡＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＧ ５８

ＴＲＡＦ６ Ｆ：ＡＧＡＴＣＣＧＧＧＡＧＣＴＧＴＧＣＡＴＣＣ
Ｒ：ＧＣＣＴＣＴＧＧＡＡＴＧＣＣＴＧＣＡＡＧＴＣ ６０

２　结果与分析

２．１　基因组ＤＮＡ、总ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ合成
微量分光光度计检测提取总 ＲＮＡ的 Ａ２６０／

Ａ２８０在１．８～２．０之间，组织ＤＮＡ的Ａ２６０／Ａ２８０约为
１．８。提取总ＲＮＡ、组织 ＤＮＡ及反转的 ｃＤＮＡ经
琼脂糖凝胶电泳检测结果见图１。符合进行实时
荧光定量ＰＣＲ、常规ＰＣＲ的条件。
２．２　夏花组ＣｙＨＶ３检测结果

本研究夏花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３利用 ＴＫ基因和 ｓｐｈ
基因进行常规ＰＣＲ检查，在１％琼脂糖凝胶电泳
结果显示：阳性模板均出现目的条带，空白对照

及夏花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３均无目的条带，这一结果说明
夏花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３未感染ＣｙＨＶ３（图２）。
２．３　感染组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中ＣｙＨＶ３病毒载量情况
比较

如图３所示，ＴＫ和 ＯＲＦ７２基因扩增结果一
致，表明本实验通过实时荧光定量ＰＣＲ对Ｆ１、Ｆ２、

Ｆ３中ＣｙＨＶ３病毒载量进行相对定量的研究方法
具有可行性。ＣｙＨＶ３病毒载量在３个选育世代
中呈下降趋势，在脾、肾组织变化趋势一致，Ｆ３
脾、肾中 ＣｙＨＶ３病毒载量显著低于 Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜
０．０５），Ｆ２脾、肾的ＣｙＨＶ３病毒载量高于Ｆ１但二
者间无显著性差异（Ｐ＞０．０５），说明３个选育世
代抑制ＣｙＨＶ３增殖能力逐代增强。

图１　ＲＮＡ、ｃＤＮＡ及ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳检测结果
Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔ

ｏｆＲＮＡ，ｃＤＮＡａｎｄＤＮＡ
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图２　夏花组ＣｙＨＶ３检测结果
Ｆｉｇ．２　ＣｙＨＶ３ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｕｍｍｅｒｌｉｎｇｓｇｒｏｕｐｓ

１、２为Ｆ１样品；３、４为Ｆ２样品；５、６为Ｆ３样品；７为阳性对照；８为空白对照

１ａｎｄ２：ｔｈｅＦ１ｓａｍｐｌｅｓ；３ａｎｄ４：ｔｈｅＦ２ｓａｍｐｌｅｓ；５ａｎｄ６：ｔｈｅＦ３ｓａｍｐｌｅｓ；７：ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅ；８：ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图３　Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中ＣｙＨＶ３病毒增殖情况

Ｆｉｇ．３　ＣｙＨＶ３ｖｉｒｕｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｂｒｅｅｄｉｎｇｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓＦ１，Ｆ２，Ｆ３
标记字母不同表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５），图４，５同此

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇ．４５

２．４　夏花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中免疫基因的表达
如图４所示，在夏花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中，ＩＩＦＮ的

相对表达量呈现下降趋势，ＴＲＡＦ６、ＴＬＲ７ａ、
ＭｙＤ８８ａ及ＩＬ１β的相对表达量呈现上升趋势，仅
ＴＲＡＦ６基因在 Ｆ３的表达显著高于 Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜
０．０５），其余均差异不显著（Ｐ＞０．０５），结果说明
在选育世代间，除 ＴＲＡＦ６基因表达较高外，其他
基因未受选育影响。

图４　夏花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中免疫基因的表达

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅｓｉｎ
ＳｕｍｍｅｒｌｉｎｇｓＦ１，Ｆ２，Ｆ３

２．５　感染组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中免疫基因的表达
如图５所示，在脾中，Ｆ３的 ＴＬＲ７ａ、ＴＲＡＦ６、

ＭｙＤ８８ａ、ＩＬ１β及ＩＩＦＮ的相对表达量均最高，其
中，ＴＲＡＦ６基因在 Ｆ３的表达显著高于 Ｆ１（Ｐ＜
０．０５），ＭｙＤ８８ａ、ＩＬ１β基因在Ｆ３的表达显著高于
Ｆ１和 Ｆ２（Ｐ＜０．０５），在 Ｆ２中，ＴＬＲ７ａ、ＴＲＡＦ６、
ＭｙＤ８８ａ基因的相对表达量高于 Ｆ１，ＩＬ１β及 Ｉ
ＩＦＮ基因的相对表达量低于 Ｆ１，但 Ｆ２与 Ｆ１间免
疫基因表达均差异不显著（Ｐ＞０．０５）。在肾中，
Ｆ３的ＴＬＲ７ａ、ＴＲＡＦ６、ＭｙＤ８８ａ、ＩＬ１β及ＩＩＦＮ的相
对表达量均为最高值，其中，ＴＲＡＦ６、ＩＬ１β基因在
Ｆ３中的表达显著高于在 Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５）中，
ＴＬＲ７ａ、ＭｙＤ８８ａ、ＩＬ１β在Ｆ２中的相对表达量低于
Ｆ１，ＴＲＡＦ６、ＩＩＦＮ在Ｆ２中的相对表达量高于 Ｆ１，
但Ｆ２与Ｆ１之间差异均不显著（Ｐ＞０．０５）。以上
结果说明感染组 Ｆ３与 Ｆ１、Ｆ２间免疫基因表达水
平存在显著差异，Ｆ２与Ｆ１间无显著差异，其中Ｆ２
的免疫基因表达水平与其表现出的抗病成活率

水平不一致，但与 ＣｙＨＶ３病毒载量研究结果一
致。

３　讨论

３．１　夏花组ＣｙＨＶ３检测
目前，通过常规 ＰＣＲ检测 ＣｙＨＶ３时，ＰＣＲ
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产物一般通过１％琼脂糖凝胶电泳方法检测，本
研究利用ＯＩＥ推荐检测引物 ＴＫ和 ｓｐｈ引物进行
常规ＰＣＲ检测，结果显示：待检样品在１％琼脂

糖凝胶电泳中未出现目的条带，说明本研究中夏

花组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３均未感染ＣｙＨＶ３。

图５　感染组Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中免疫基因在脾、肾中的表达

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅｓｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙｏｆｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓＦ１，Ｆ２，Ｆ３

３．２　免疫基因差异表达
研究发现，ＣｙＨＶ３与细菌［２２］均能上调 ＩＬ１β

基因的表达，感染 ＣｙＨＶ３的鱼对由真菌、细菌、
寄生虫等引发疾病更易感，从而导致该病更高的

死亡率。ＩＬ１β基因表达量的增加能增强鱼类抗
病能力［２３］。本研究中，ＩＬ１β基因在夏花组和感
染组的Ｆ３中高表达，说明Ｆ３抗病毒、病菌及抗感
染的能力强于Ｆ１、Ｆ２，这可能是 Ｆ３具有显著高成
活率的重要原因之一。

Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）能直接
与ＭｙＤ８８配体结合，并结合 ＩＬ１受体相关激酶
（ＩＲＡＫｓ）向下激活下游接头分子 ＴＲＡＦ６，而
ＴＲＡＦ６可以激活下游因子 ＩＫＫｓ从而分别诱导
ＮＦκＢ、ＩＲＦ７和其他炎性因子的表达［２４２５］。本研

究感染组中ＴＲＡＦ６、ＭｙＤ８８ａ及ＩＬ１β基因的表达
量在具有高成活率的Ｆ３中显著高表达，由以上推
测，镜鲤可能通过上述 ＴＬＲｓ信号通路诱导 ＩＬ１β
基因的表达。ＴＲＡＦ６、ＭｙＤ８８作为 ＴＬＲｓ信号通
路的关键因子，在Ｆ３中的显著高表达情况推测可
能是因为在 ＣｙＨＶ３感染后，机体启动多种
ＴＲＡＦ６、ＭｙＤ８８参与的 ＴＬＲｓ信号通路发挥抗病
毒作用，但这一推测还有待进一步研究。

３．３　抗病力评估
随抗病成活率的增加，在感染组 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３

中，ＣｙＨＶ３病毒载量呈下降趋势，Ｆ３显著高于
Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５），而 Ｆ２高于 Ｆ１但二者间无显著
性差异（Ｐ＞０．０５），机体抑制病毒增殖能力能反
映其抗病毒能力，推断 Ｆ３抗病能力显著高于 Ｆ１、
Ｆ２。

不同选育世代间免疫基因的显著差异表达

可以反映选育评估效果。夏花组未感染 ＣｙＨＶ
３，３个选育世代中仅 ＴＲＡＦ６基因在 Ｆ３的表达量
显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５），说明在选育世代间，
除ＴＲＡＦ６基因表达较高外，其他基因未受选育影
响。在感染组的脾中，Ｆ３的 ＩＬ１β、ＭｙＤ８８ａ基因
表达显著高于 Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５）、ＴＲＡＦ６基因表
达显著高于 Ｆ１（Ｐ＜０．０５），而肾中 Ｆ３的 ＩＬ１β、
ＴＲＡＦ６基因表达显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５），从３
个选育世代免疫基因表达的显著性差异来看，Ｆ１
与Ｆ２间均差异不显著，而 Ｆ３与 Ｆ１、Ｆ２均存在显
著差异表达的基因，由此说明Ｆ３抗病能力显著高
于Ｆ１、Ｆ２，而Ｆ２的抗病力与Ｆ１无显著差异。

病毒载量及免疫基因表达的结果均表明 Ｆ３
抗病能力显著高于 Ｆ１、Ｆ２，Ｆ３的成活率也显著高
于Ｆ１，由此推断，Ｆ３的抗病力高且趋于稳定。Ｆ２
的成活率显著高于Ｆ１，Ｆ２抑制 ＣｙＨＶ３能力高于
Ｆ１，但免疫基因表达水平无显著差异，推测 Ｆ２的
抗病力还不稳定。总之，通过病毒载量、免疫基

因表达及抗病成活率３个方面综合评估抗病选
育世代的抗病力比单纯由抗病成活率情况反映

的评估结果更完善更准确，也说明本研究的评估

方法是进行鱼类抗病毒新品种选育世代评估的

行之有效的方法。
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