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草鱼病毒性出血病研究进展

王方华，李安兴
(中山大学生命科学学院，广东广州510275)

摘要：草鱼出血病是严重困扰着草鱼养殖业发展的一大疾病。根据近几十年来对于该病研究的进展，就草鱼出

血病病原的生物学特性、不同发现株之间的比较、分子生物学研究以及疾病的防治等方面进行综合评述，总结

了草鱼出血病的研究现状及研究中亟待解决的问题，并提出了该领域以后的重点研究方向。为进一步深入开展

对该病的防治研究提供参考，以提高草鱼养殖的生产率。
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AdVances in research of hemorrhage of grass carp

WANG Fanghua，U Anxing

(7％&^oDz矿￡谵＆iewe，Su凡拖t-Sen踟妇巧蚵，‰，动DH 510275，现i船)

Abstract： Grass carp hemorrhagic disease is a severe disease mat affect tlle挚ass carp breeding． In tlle past several decades，progress

has been made in the research of grass carp hemoⅡhagic disease in Chin& The most important advances about GCRV including the bio—

chemical and ultra-stnlctur壬ll characteristics of GCRV，the molecular biology research advaJlce，tIle current stmte舀es on diagnosis and

control of GCRV． Here we review these progress and put forward the questions we should resolve in the future，hoping to enhance the

productivity of铲ass carp breedin昏
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草鱼(De，唧^n甲印如n i如zz獬c et V)是一种草食性

鱼类，饲养成本低，养殖地域广，是我国淡水养鱼的主要

品种，其产量约占淡水养殖总产量的20％。但草鱼病害

多，而其中以草鱼出血病最甚，给养殖业带来巨大的损

失⋯，因此草鱼出血病是我国水产研究中的一个重要课题。

近十年来，随着现代分子生物学技术在鱼类病毒研究领域

的广泛应用，中国的科技工作者对草鱼出血病病毒的研究

和认识也愈来愈深入，取得了很多突破性的进展，进一步

加深了人们对于该病的认识。本文对此进行综合评述，以

期为进一步深入开展对于该病的防治研究提供参考。

1 草鱼出血病的流行病学和病原研究

草鱼出血病流行于湖北、广东、广西、江西、江苏、

浙江、福建、上海、河南、河北、四川等省、市、自治区

的主要养鱼地区。病鱼的主要症状是口腔、上下颁、头顶

部、眼眶周围、鳃盖、鳃及鳍条基部充血，有时眼球突出；

剥除鱼的皮肤，可见肌肉呈点状或块状充血、出血，严重

时全身肌肉呈鲜红色；肠壁充血，但仍有韧性，肠内无食

物；肠系膜、周围脂肪、鳔、胆囊、肝、脾、肾也有出血

点或血丝，故以症状定名为草鱼出血症。根据出血部位的

不同可将该病的症状分为3种类型：红肌肉型、红鳍红鳃
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盖型和肠炎型。

‘草鱼出血病的发病季节长，每年6月下旬至9月底是

主要流行季节，高峰在8月，在水温25—30℃最为流行，

死亡率高，高密度饲养的鱼种池危害更甚，常发生养殖的

草鱼全军覆没。人工感染健康草鱼，从感染到发病死亡约

需4～15 d，一般7～10 d，其病程有潜伏期、前趋期和发

展期3个阶段。

早在1953年，倪达书等旧1就注意到具有出血症状的草

鱼病鱼。1954年秋开始怀疑它可能是一种病毒性疾病。陈

燕橥等用分离病毒的方法从病鱼组织得到的滤液感染草鱼，

获得典型的出血症状并能在单层细胞中传代繁殖，才正式

确定草鱼出血病是由病毒引起。其根据病毒的形态和理化

特性，将其定名为草鱼呼肠孤病毒(Reovirus of，grass carp

GcRV)，该病毒隶属水生呼肠孤病毒属(Ag№陀伽i而d凹)，

是中国分离的第一种鱼类病毒‘31。GcRV除能感染草鱼外，

还能感染青鱼、麦穗鱼、布氏餐条和鲢等，并能使这几种

鱼发生出血病症状而死亡，尤其是稀有绚鲫死亡率高达

100％。电镜观察患病鱼的组织切片发现，在其肝脏、心

脏、肌肉、。肾脏、脾、鳃和肠道内都发现有病毒粒子的存

在。另外，毛树坚等⋯曾报道了从出血病病鱼组织的电镜

研究中发现了2种病毒颗粒，一种是呼肠孤病毒，另一种

是20～30 nm大小的病毒。经病毒的核酸分析，前者是双

股RNA病毒，后者为单股RNA病毒，并且用这2种病毒

分别感染健康草鱼，可导致不同的发病症状：呼肠孤病毒

主要导致“肠出血型症状”，另一种病毒(经初步鉴定属

于小RNA病毒科)主要导致“肌肉出血型”出血病。此

结果同时也初步解释了出现不同症状出血病的原因。但关

于草鱼小RNA病毒导致草鱼出血病的病理机制以及病原和

病症的关系，未见有进一步的报道。

2呼肠孤病毒的生物学特性研究进展

2．1病毒结构研究

近年来，随着低温电镜技术和计算机三维重构方法的

逐步应用，对于病毒的三维结构更精细的研究工作正逐步

展开，最近方勤等”1对该病毒分辨率达到17埃的三维重构

与衣壳蛋白特性研究。结果表明：GcRV颗粒呈多层排列，

包括RNA核心与内壳层、中间层与外壳层。由200个按T

=13对称排列的三聚体构成外衣壳。其典型特征是在5次

轴上出现三聚体缺失凹陷区，暴露出中间层三聚体亚单位，

内壳层由120个单体构成，按T=1排列。结构特点与呼肠

孤病毒科成员内衣壳特征相一致。通过对纯化的GcRV完

整颗粒进行电泳分析，揭示成熟的病毒含有7种衣壳蛋白

组分(VPl～VP7)。分子量在34～138 kDa之间。

2．2 GCRV的理化特性研究

GCRV主要由蛋白质和核酸组成，还含有少量的糖类，

以糖蛋白的形式存在，不含脂类。51。GcRV对温度(56℃)

有一定的稳定性，但反复冻融会对病毒感染力有较大影响，

病毒对氯仿、乙醚等有机溶剂有一定的抗性，对酸(pH=

3)、碱(pH=10)处理不敏感，完整病毒在氯化铯中的浮

力密度约1．36 g·mL～。在蔗糖中浮力密度为1．305 g·m～，

另外，用胰蛋白酶或精氨酸处理GcRV，病毒滴度都略有

上升：引。

2．3细胞培养和感染特性

GcRV能感染培养细胞并增殖和传代，产生合胞体状

细胞病变效应(cPE)。现已建立起多株对GcRV敏感的细

胞系。7 J。病毒复制部位在胞浆，能形成晶格状排列，在体

外细胞培养中最佳增殖温度为28℃，一般感染12 h后即开

始增殖，24～72 h大量增殖，使细胞产生典型的病理变化

(cPE)，形成直径约为2 mm的空斑哺1。5 d左右达到最大

增殖，此时病毒的滴度最高，以后逐渐平缓。关于病毒的

致病机理、宿主范围及病毒的检测曾有系统的综述【9。1“。

3 不同地区分离株的比较研究

目前已经报道了许多对于该病的分离株，并对各分离

株的特性分别进行了研究报道¨2。1⋯，但对于各分离株之间

的差异比较尚未见有系统的报道。而就相关的分离株进行

比较研究，有助于认识该病毒的遗传差异与进化、病毒的

区系分布等，为进一步构建该病毒的系统进化树提供参考。

同时通过比较各分离株免疫原性的差异，找出不同分离株

抗原蛋白或基因之间的差别，可为下一步亚单位疫苗和基

因疫苗的制作提供一些依据，从而能制备出保护率更高的

并能对所有GcRV病毒分离株进行免疫保护的疫苗，解决

目前一种疫苗不能保护鱼抵抗所有分离毒株的难题。因此

对不同地区分离株的比较有较大的实际意义，应加大对这

方面的研究力度，弥补在该病毒研究中的空缺。

3．1不同毒株之间核酸分子量的比较

各毒株之间核酸分子量比较见表1。从表中可以看出，

GcRV不同分离株其基因组都由11个dsRNA片段组成，不

同的毒株之间，病毒基因组的总分子量差异不大，而各片

段分子量有所差异¨4川。这一点从它们的基因组PAGE图

谱中也可反映出来‘1⋯。而对于这些不同毒株间基因组序列

比对的研究可作为描述水生呼肠孤病毒属不同成员多样性

的一个标准。另外进一步探讨这些不同基因片段所编码的

蛋白之间的差异，可以为进一步弄清组成该病毒结构的不

同蛋白及其所执行的功能差异奠定基础。

3．2不同病毒株细胞感染特性和致病性的比较

现已建立起多株对GcRV敏感的细胞株(系)，但不

同分离株对细胞株的感染性方面存在一定的差别。李军

等¨纠比较了GcRV861和GcRV873 2毒株的组织培养特性，
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发现GcRV873株感染草鱼肾脏组织CIK和GCK细胞，

28℃培养3～4 d后，培养细胞大部分裂解，出现典型的细

胞病变效应(cPE)，而GcRV861株感染cIK和GcK细

胞，连续传至lO代也未见明显的cPE。另外，在研究中还

发现，GcRV感染细胞的能力与其感染鱼体的毒力并不都

是一致的，GcRV873对培养细胞感染力强，但对鱼体的毒

力却较弱。而GcRV861株则恰相反‘”’”“1。方勤等‘211对

低温保存的3株草鱼呼肠孤病毒GcRV873、GcRV875、

ccRV876与新分离的GcRV99l毒株进行了细胞培养与病毒

感染特性的研究。结果发现，低温保存的前3株病毒株在

长时间保存后其滴度有所降低，但仍有一定感染性。经传

代培养后，毒力逐渐升高并趋于稳定，并有结果表明不同

地区分离株病毒的细胞感染特性是有所不同的，其中湖南

地区分离的873、991毒株感染特性最强。这一结果与湖南

地区高的发病死亡率也是相吻合的。

4病毒的分子生物学研究进展

4．1病毒基因克隆与文库构建研究

自1983年首次分离GcRV以来，迄今已有十多年的历

史。由于GcRV含ll条双链分段RNA基因组以及其3 7端

不含poly(A)尾的特性，使得其基因组文库的构建具有一定

的难度及复杂性。虽然目前最为普遍的cDNA文库构建多

采用RT—PCR合成cDNA，但该方法均需借助计算机数据库

进行相关种属序列的同源性及保守区域的分析，以获得

RT．PCR的引物序列，从而构建同类病毒新毒株的cDNA文

库。由于GcRV为呼肠孤病毒科新属新种，在无法进行同

源序列比较的情况下，采用随机引物法引导cDNA合成不

失为一种简单、可行的策略。LI等。2引用此方法，通过PcR

扩增得到了GcRV861株第6、9节段部分序列。方勤等‘2
3j

在原有随机引物法的基础上，通过进行一系列条件比较，

采用微克级模板，成功地构建了GcRV-RNA L1、L2、L3、

M6、S7、S9、s10、S11的cDNA文库。并用所构建的文库

进行了GcRV各基因片段的序列分析。该成果将为GcRV

以后的同源性比较、进化研究及各基因片段所编码的蛋白

质结构与功能研究奠定良好的基础。

4．2 GCRV体内与体外转录和翻译研究

GCRV基因组的转录和翻译过程都是在宿主细胞质中

完成的，病毒核酸可穿过核心上的中空钉状物释放到宿主

细胞的细胞质中。近年来的研究表明：GcRV核心内含有

RNA转录酶，可催化dsRNA中的一条链转录合成mRNA，

该酶的最适酶活温度是28℃，且能保持较长的反应时

间ⅢJ。在体外转录条件下，双链RNA各节段是全长转录，

各节段长度成反比，并且RNA聚合酶需要低离子浓度活

化，GcRV转录酶的上述特征，有别于呼肠孤病毒科的其

它成员，这是由于它们各自所适应不同的宿主结构的缘故。

张保焰和柯丽华他纠研究还发现，GcRV基因组的体内转录

分为早晚2期，早期转录是在病毒感染细胞后4 h开始的，

8 h后开始晚期转录，转录产物mRNA的大小和数目大体上

与病毒基因组的一致。早期转录是RNA转录酶以初始感染

的病毒dsRNA为模板进行的转录；晚期转录则是以子代病

毒基因组为模板进行的转录，二者没有本质上的差别，只

是转录模板的来源不同。

方勤等Ⅲ1进行了该病毒RNA聚合酶基因保守区重组

子(GcRV-RdRp)功能区序列在原核细胞中的表达研究，

并得到高效表达的融合蛋白，最近又在此基础上继续对该

聚合酶基因含保守区的5’与3’末端序列进行了体外表达与

纯化研究，由此构建了含保守区GcRV RNA聚合酶的N端

与c端部分基因的重组表达质粒，以确定该基因在原核细

胞的表达水平及表达产物的生物学特性。根据对该酶的功

能研究发现，在RNA病毒复制周期的转录调节与翻译中，

5’与3’末端序列对于双链RNA解旋与单链RNA模板的结合

才是至关重要的拉“。上述研究结果为GCRV RNA聚合酶特

性分析提供了依据，并为进一步酶特性测定与特性分析奠

定了基础。

目前，尚未见到关于GcRV体内翻译的报道。但是对
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于GcRV在体外翻译的研究结果表明：草鱼出血病病毒

dsRNA的一条链具有mRNA的性质，可在体外进行翻译，

其翻译产物为11条多肽链，与病毒的结构多肽是一致的，

只是片段s2、s3、S5编码的多肽与病毒衣壳中的结构多肽

在分子量上有所差异∽⋯。推测这些体外翻译产物可能为结

构多肽的非成熟中问产物，在宿主细胞内装配过程中还需

要进一步的修饰加工。

4．3病毒基因组结构研究

草鱼呼肠孤病毒(Grass carp reovims GCRV)基因组由

11个dsRNA片段组成⋯‘2⋯，不同的毒株问病毒基因组的总

分子量差异不大(约15×106Da)，而各片段分子量有所差

异，按分子量大小，11个片段可分为3组，即较大片段

(L1、L2、L3)、中等片段(M1、M2、M3)和较小片段

(sl、S2、s3、s4、S5)。邱涛等"0。通过对GcRV873基因

组研究，首次发现该病毒基因组外存在缺损性干扰颗粒的

病毒亚基因组分，并从中筛选出2条缺损性干扰颗粒cDNA

进行了序列分析，确定了其性质，因为其基因组只是亚基

因片段，为原基因组核酸片段经剪切、重排并被错误包裹

人病毒衣壳而形成，其自身属性决定其亚基因组中携带了

众多正常病毒颗粒所没有的信息，使之成为研究该病毒复

制、装配过程以及调控信息的有利工具。

4．4病毒蛋白功能研究

方勤等"1。对病毒基因所编码的蛋白功能进行了详细的

描述：(1)病毒核衣壳组分VP3和VP6，分别由基因片段

LJ3和s2编码，为核心衣壳的主要成分，它们在病毒的转录

与复制及病毒核衣壳形成中起着重要的作用。VP3蛋白序

列具有核苷酸结合位点，另外还具有解旋酶和RNA三磷酸

酶／ATP酶活性，其主要参与病毒转录过程中基因组负链的

解旋与帽化的能量供应，但VP3功能的发挥离不开VP6的

帮助，其在病毒VP3核壳构象形成中具有十分重要的功能。

另外研究还发现VP6有弱的dsRNA结合能力。(2)病毒钉

状物突起VPl，VPl蛋白五聚体蛋白为呼肠孤病毒【2基因

片段编码，已证实VPl蛋白与外衣壳蛋白VP7和VP5以及

内衣壳VP3和VP2有很强的亲合作用与相互联系。序列及

结构分析表明：VPl蛋白具有鸟苷酸转移酶和2种甲基化

酶活性，与mRNA 5’末端的甲基化有关。(3)微量核心组

分VP2和VP4，分别由基因片段L1和M1节段所编码。

VP2为RNA聚合酶，该蛋白位于内壳层5次对称轴通道孔

洞处，参与新生mRNA的起始合成。VP4蛋白的作用可能

为病毒复制中的一种调节蛋白，在病毒转录与复制过程中

协同VP3共同决定NTP酶活性。(4)病毒外衣壳结构蛋

白，M1、S4编码的病毒蛋白VP5和VP7构成病毒外衣壳组

分，VP5和VP7蛋白具有介导病毒粒子进入寄主细胞质的

功能，此外VP5还可进行构象的改变，其作用是保证膜穿

透。病毒粒子VP7具有协同VP：5蛋白通过构象变化行使膜

穿透功能。

5草鱼出血病的防治研究进展

5．1草鱼出血病的疫苗防治研究

草鱼出血病是一种病毒性鱼病，危害很大，感染此病

后，当年草鱼死亡率一般为30％～50％，最高可达60％一

80％。而免疫预防是该病最有效的防治方法之一。因此疫

苗研制对该病的防治意义重大。对于草鱼出血病毒疫苗的

研制大致经历了组织灭活疫苗、减毒活疫苗、亚单位疫苗

等阶段，但都存在一定的缺陷口“。组织灭活疫苗须含足够

的病毒才能引起免疫应答，而大剂量(常是必须的)又可

引起局部或全身的反应。该疫苗不能进入MHcI类抗原呈

递途径，因此不能有效的诱导cTL反应，并且所获得的免

疫性一般是短暂的，须激发注射。而减毒活疫苗由于存在

致病性、刺激性过强和回复致病性的潜在危险，而且活疫

苗生产还可能造成污染，含有生产过程带来的潜在有毒物

质，因此在成本和生产技术上要求比较高。另外，上述2

种疫苗的主要缺点是需要冷冻保存，这样既增加成本又影

响有效寿命，尤其是影响其在发展中国家的推广使用。亚

单位疫苗由于制备过程复杂，成本高，要求技术含量高，

因此也没有得到推广应用。而众所周知，理想的疫苗应具

备的特征有：安全、廉价、热稳定性好、含有多种具有保

护作用的免疫原，最好是一次口服即可生效。目前常规疫

苗没有一个能完全满足上述标准。因此基因疫苗应运而生。

基因疫苗与传统疫苗相比有一些明显优点，主要表现在以

下几个方面：(1)基因疫苗接种后，抗原蛋白在宿主细胞

内表达，加工处理过程与病原的自然感染类似，抗原呈递

过程也相同，因而可以诱导机体产生细胞和体液免疫；(2)

抗原基因在体内存在时间比较长，不断表达抗原蛋白，持

续给免疫系统提供刺激，因而能够刺激机体产生较强和较

持久的免疫应答；(3)可以将包含不同抗原基因的质粒混

合进行联合免疫；(4)质粒载体没有免疫原性，可以反复

使用。总之，基因疫苗以其抗原性强、保护时间长、改造

方便、制备和运输方便而越来越受到人们的重视。成为一

种全新的免疫方式。3“。

就草鱼出血病的致病呼肠孤病毒来说，现在我们已经

得到了其病毒的全部基因片段，并建立了相应的基因文库

及基因表达多肽的图谱。王炜等Ⅲo曾对GcRV单个多肽进

行了免疫原性研究，并筛选出VP6为免疫原性强的多肽片

段，这说明单个多肽作为抗原能刺激机体中和抗体的产生。

而我们已经知道了编码这个多肽的基因序列，因此完全可

以通过将这段序列与载体结合制成基因疫苗来免疫草鱼。

另外，还可将不同地区发现的毒株中免疫原性强的多肽片

段制成联合免疫疫苗，以提高草鱼对不同毒株的抗性。相

信这将是非常有意义并且实用价值的研究内容。可为疫苗
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的研究方面开拓一条新的思路。但由于基因疫苗的发展刚

处于起始阶段，对于基因疫苗在鱼体内的作用和代谢机制

还不完全清楚，其便捷实用的使用方法和适宜剂量也需要

实验的深入研究。另外，对于基因疫苗中所用的抗原基因

的分离技术还很不成熟，抗原表达控制元件的优选也有待

于进一步的探索。但可以肯定，未来更多的高效安全、使

用方便的基因疫苗的制备和大规模生产，必将能够促进我

国草鱼养殖业的发展。

5．2草鱼出血病的中草药防治

中草药具有天然、高效、毒副作用小、抗药性不显著、

资源丰富以及性能多样化等优点，在防治鱼病中，除了兼

有药性和营养性外，还具有提高水产动物生产性能和饲料

利用率的功效。因此应用中草药防治鱼病越来越受到人们

的关注，并总结筛选出许多在生产应用中行之有效的单方、

验方¨””J。在治疗及预防草鱼出血病中应用的最多的中草

药有：大黄、黄柏、黄芩、大蒜等。袁良萃”刊在总结前人

治疗草鱼出血病经验的基础上，经过反复实践，利用当归、

大黄、板兰根、赤芍、虎仗等十几种中草药剂制成方剂

“景珠牌止血散”，用于防治草鱼出血病，调查结果表明，

有效率在95％以上，治愈率占90％以上。是中草药在防治

草鱼出血病中很好的应用例子。

中草药虽然在防治鱼病方面有一定的功效，但在实际

应用中也存在许多问题，集中表现在以下几个方面：(1)

药材质量不稳定，由于季节、产地、炮制方法等不同，同

一种中草药，其有效成分含量差异很大，有时同样的配方

却疗效不同。(2)加工工艺原始，目前中草药的加工大多

以原药粉碎或切碎煎熬，其配方多为粗制型产品，剂量使

用偏大，适口性也差，不利于规模化生产、应用。应采取

先进的生产工艺，对中草药进行提取、精制，使其向微量

化、系列化、专用型方向发展。(4)对渔用中草药的药效、

药理方面研究不足，对其有效成分难以确认，使用的剂量

没有严格的标准。因此应加强在这方面的研究，加强对中

草药进行提纯和治疗机理方面的研究，充分合理开发我国

的中草药资源，以弥补在中草药研究上的空缺。使中草药

在防治鱼病方面发挥其应有的作用。

5．3草鱼出血病的其它防治方法研究

章怀云等‘38J采用外源DNA处理方法，将鲤鱼精液、

肝脏的总DNA以精子作载体处理草鱼受精卵，获得了数批

经外源DNA处理的草鱼群体，并证明该群体在自然养殖条

件下显示出一定的抗草鱼出血病的症状。当人工感染时，

其抗病力比普通鱼强3．98～5．89倍。潜伏期长1～2 d，死

鱼持续时间短1～2 d。其具体机制尚待进一步研究。

干扰素是至今发现的最为理想的一种抗病毒生物活性

物质，是一种主要细胞调节因子，具有抗病毒、抗肿瘤和

免疫调节等功能‘3⋯。目前研究较为活跃，邵建忠等㈣1采用

细胞病变抑制法测定了病毒诱导前后草鱼外周血中干扰素

的活性变化，结果表明经病毒诱导的草鱼血清中出现明显

的干扰素抗病毒活性，并对干扰素活性因子进行了理化性

质的研究。GcRV激活寄主抗病毒防御机制是通过诱导合

成和分泌干扰素来实现的，对鱼类干扰素研究不仅为干扰

素的分子进化和比较免疫学等基础研究提供资料，具有重

要的理论意义，而且在鱼病防治中有广阔的应用前景’1“。

特别是通过草鱼干扰素研究有可能为我国水产养殖中的草

鱼出血病防治开辟新的途径。

近年来，国外学者采用化学合成法或基因工程法构建

随机肽库，研究蛋白质之间的分子识别、酶与底物的结合、

抗原与抗体的相互作用，并使之成为一门新的快速有效、

潜力巨大的技术，广泛应用于与分子识别有关的领域，如：

抗生素筛选、酶抑制剂筛选、小分子药物设计、重组疫苗

设计及病毒高亲和力的抗体、肿瘤治疗及免疫治疗，由于

肽库技术具有如此重要的理论价值和应用前景，作为一项

具有极大潜力的抗病毒新策略，越来越受到重视。王冰

等‘4叫报道了从随机肽库中筛选出与草鱼出血病病毒颗粒特

异性结合的短肽分子，并能有效的中和病毒、阻止病毒感

染。这一新的途径提示了应用肽库技术在体外筛选抗病毒

制剂的可能性，并为高效抗病毒短肽制剂的及小分子抗病

毒药物的设计打下基础。
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