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金鱼鲤疱疹病毒Ⅱ型的分子诊断
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摘要 针对国内市场上流通的金鱼,开展CyHV-2的流行病学调查,并比较CyHV-2不同分离株的分子特

征。结果显示:无明显临床症状的金鱼带毒率较高(13.89%),表明我国已有CyHV-2的分布。分子生物学研究

显示,我国金鱼和异育银鲫来源的CyHV-2编码的解旋酶基因部分序列一致,表明异育银鲫来源的CyHV-2和

金鱼来源的CyHV-2极可能为同一种病毒。同日本分离株(H.Fukuda)比较,我国金鱼来源的CyHV-2编码的

DNA聚合酶基因片段序列同该毒株完全一致,但两者编码的衣壳体间三联蛋白和解旋酶各有1~2个氨基酸的

差异,表明我国分布的CyHV-2同 H.Fukuda毒株高度相似,但存在一定的差异。
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  鲤疱疹病毒Ⅱ型(Cyprinidherpesvirus2,Cy-
HV-2),也称为金鱼造血器官坏死病病毒(goldfish
haematopoieticnecrosisvirus,GFHNV),是一种感

染金鱼(Carassiusauratus)、鲫(Carassiusauratus)
及其变种的高致病性病毒。因该病毒是第2个分离

自鲤科鱼类的疱疹病毒,国际病毒系统分类与命名

委员会将其命名为鲤疱疹病毒Ⅱ型。其分类地位隶

属于疱疹病毒目(Herpesvirales)、鱼疱疹病毒科

(Alloherpesviridae)、鲤疱疹病毒属(Cyprinivir-
us)。CyHV-2感染的临床症状主要表现为精神沉

郁,昏睡,食欲不佳或厌食,呼吸频率增加,患病鱼停

留在池塘或水箱底部,解剖后可见鳃苍白,脾和肾肿

胀并呈苍白色,偶尔能见多处白色病灶,肝苍白,肠
道空[1]。同其他疱疹病毒一样,CyHV-2可形成潜

伏感染,并成为潜在的传播源[2]。该病毒最初在日

本西部养殖的金鱼中暴发,并造成接近100%的死

亡率。近年来在澳大利亚、新西兰、英国、匈牙利及

我国台湾都检测到该病毒[2-5]。世界动物卫生组织

(OIE)尚未将该病毒病纳入检疫目录,随着观赏鱼

国际贸易的全球化,该病毒很可能在全球范围内

散播。
尽管尚未有CyHV-2在我国大陆分布的文献

报道,但近来国内有关网站上报道,江苏盐城等地养

殖的异育银鲫(Carassiusauratusgibelio)大面积发

生暴发性出血病,俗称“鳃出血”(也有报道称“大红

鳃”),国家大宗淡水鱼类产业技术体系病害防控与

质量安全研究室的岗位科学家诊断其病原为Cy-
HV-2(http://www.ncffi.cn/index.aspx),提示我

国已有CyHV-2的分布,但我国分布的CyHV-2的

生物学、传播源、传播途径等流行病学资料仍缺乏专

业文献报道。鉴于CyHV-2最初在金鱼中暴发,金
鱼感染CyHV-2后可长期携带病毒,并成为潜在传

播源,调查我国养殖的金鱼是否有CyHV-2的分布

显得尤为紧迫。笔者针对国内市场上流通的金鱼,
开展了CyHV-2的流行病学调查,并比较CyHV-2
不同分离株的分子特征,旨在为该病毒的诊断与防

控奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

待检测金鱼分别来自北京、广州、武汉花鸟市

场。每一花鸟市场随机选取多个观赏鱼销售点,共
选择72条体长为2.5~4.0cm的金鱼用于检测,活
体经 M122麻醉后解剖,分别取脾和肾,经液氮速冻
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后-80℃冻存备用。

TaqDNA 聚 合 酶、dNTP 购 自 Biostar,T4
DNA连接酶为NEB公司产品,pGEMT-Easy载体

为Promega公司产品,胶回收试剂盒为OMEGA公

司产品,其他试剂为国产或进口分装。
1.2 DNA 提取与样品筛查

组织DNA的提取采用康为世纪通用型柱式基

因组提取试剂盒,取不超过0.1g组织,按试剂盒说

明书进行,组织 DNA以50μL的三蒸馏水洗脱,

-20℃保存。
样品筛查采用文献[4,6]的2对引物,其中引物

1的扩增循环条件为:95℃30s,58℃45s,72℃
30s。共 扩 增35个 循 环,预 期 扩 增 片 段 为187
bp[4]。引物2的循环扩增条件为:95℃30s,55℃
60s,72℃30s。共扩增35个循环,预期扩增片段

为362bp[6]。与预期大小相符的扩增产物经胶回

收后测序验证。
1.3 基因扩增与克隆

NCBI中已有CyHV-2日本分离株(H.Fuku-
da)编码的衣壳体间三联蛋白基因、解螺旋酶基因的

完整序列。为比较不同分离株之间的异同,分别设

计引物扩增上述基因。引物序列分别为 ATGTG-
CAACGTGACGGCGAGT、CTGAATTCTGAACGCT-
GGATCCA,CTGATCATCGACGAGTACGG 、CACA-
CGCGTGCACACACRTA。衣壳体间三联蛋白基因

的扩增循环条件为:95℃30s,50℃45s,72℃
90s,解旋酶基因的扩增循环条件为:95℃30s,

52℃45s,72℃90s。扩增产物经胶回收后直接

测序。

1.4 序列分析

以DNAstar进行常规的序列拼接与编辑,序列

比对通过ClustalX1.83软件进行。

2 结果与分析

2.1 样品筛查结果

按文献[4,6]所述的方法及条件,分别以2对引

物检测,其中CyHV2F/R引物扩增未见预期条带。

CyHVF/R引物对扩增时,部分样品出现预期目的

条带,但同时存在一些非特异性扩增条带。出现预

期条带的扩增产物经PCR测序验证,同已有的Cy-
HV-2聚合酶序列完全一致,证实市场上部分金鱼

携带CyHV-2病毒。
分别选择阳性样品和阴性样品,优化扩增条件

(图1),以优化的扩增条件,筛查采集的所有样品,
结果显示多个地方的金鱼携带CyHV-2(表1)。总
体 而 言,采 集 金 鱼 携 带 CyHV-2 的 阳 性 率 为

13.89%。通过调查观赏鱼经营户,了解到本次采集

金鱼的大致来源,其中来源于徐州、武汉、广州和北

京的金鱼均有一定程度的携带。
表1 金鱼筛查汇总

Table1 DetectionofCyHV-2ingoldfishinChinabyPCR

采样地点

Location
金鱼来源1)

Originofgoldfish

检测结果

No.positive/No.tested
(Percent/%)

武汉

Wuhan
武汉、徐州、苏州

Wuhan,Xuzhou,Suzhou
6/43(13.95)

广州

Guangzhou
广州

Guangzhou
3/23(13.04)

北京Beijing 北京Beijing 1/6(16.67)
合计 Total 10/72(13.89)

 1)通过询问观赏鱼经营户获得鱼来源。Sourceofgoldfishwas

inquiredofornamentalfishdealers.

图1 CyHV-2检测引物扩增条件的优化

Fig.1 Optimizationofamplification
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  本文检测的阳性样品,经过逐一测序,获得部分

的DNA聚合酶基因序列。序列分析显示:武汉、北
京和广州等地的金鱼携带的CyHV-2的DNA聚合

酶基因片段序列一致,且同已公布的序列完全一致。
2.2 不同分离株的比较

目前,针对CyHV-2的研究较少,GenBank收录

的CyHV-2序列仅有14条,尚缺乏不同分离株之

间的比较研究。通过分析 GenBank中有限的Cy-
HV-2序列,发现所收录的CyHV-2序列来源于以

下4种:一是来源于日本金鱼的分离株 H.Fukuda,
包括衣壳体间三联蛋白基因、DNA聚合酶基因、解
螺旋酶基因、末端酶基因等的部分或完整的基因序

列,共6条;第2种是来源于美国不同地方的患病金

鱼,扩增所得的CyHV-2DNA聚合酶基因部分序

列,共3条,序列同 H.Fukuda株;第3种是来源于

我国江苏盐城感染异育银鲫的病毒序列,共3条,均
为解旋酶部分序列;第4种来源于我国云南,为淡水

湖泊的环境样品(洱海表层水样),仅有DNA聚合

酶基因的50bp的序列,序列同 H.Fukuda株。另

外有一条序列来源于匈牙利的鲫。经过比对上述的

这些序列,提示不同来源的CyHV-2的DNA聚合

酶基因以及解旋酶基因几乎完全一致,提示不同来

源的 CyHV-2 分 离 株 可 能 同H.Fukuda株 高 度

相似。
为进一步比较金鱼来源的CyHV-2同其他分

离株的异同,利用已公布的衣壳体间三联蛋白基因

和解旋酶基因序列,设计特异性引物后扩增,分别获

得金鱼来源的CyHV-2的衣壳体间三联蛋白基因

和解旋酶基因序列。序列分析显示,武汉、广州和北

京等地的金鱼携带的CyHV-2的衣壳体间三联蛋

白基因和解旋酶基因序列完全一致。就衣壳体间三

联蛋白基因而言,CyHV-2中国株同 H.Fukuda分

离株的同源性为99.4%,仅有2个氨基酸的不同,
详见图2。而解旋酶不完全基因序列分析显示,我
国金 鱼 以 及 鲫 来 源 的 CyHV-2完 全 一 致,但 同

H.Fukuda分离株存在1个氨基酸的差异(图3)。
因此,从目前有限的序列分析来看,金鱼携带的

CyHV-2同江苏盐城鲫来源的CyHV-2可能为同一

病毒,同 H.Fukuda存在一定的差异,但需要进一

步的比较研究。

 H.Fukuda序列来源于GenBank已发表序列(EU349286);Chinaisolates来源于中国金鱼阳性样本。阴影表示不同的氨基酸一致

性。下图同。H.Fukuda:SequenceofCyHV-2fromGenBank(EU349286),Chinaisolate:SequenceofCyHV-2fromgoldfishinChina.

Shadingisusedtohighlightregionswithdifferentlevelsofsequenceidentity.Thesameasbelow.

图2 不同CyHV-2分离株的衣壳体间三联蛋白序列比对

Fig.2 AlignmentofproteinsequencesofintercapsomerictriplexproteinencodedbydifferentCyHV-2isolates

 YC110907来源于中国盐城患病异育银鲫(JQ067603.1),H.Fukuda序列来源于GenBank已发表序列(EU349287.1)。YC110907:

SequenceofCyHV-2fromsilverprussiancarpculturedinChina(JQ067603.1).H.Fukuda:SequenceofCyHV-2from GenBank
(EU349287.1).

图3 不同CyHV-2分离株的解旋酶基因蛋白序列比对

Fig.3 AlignmentofproteinsequencesofhelicaseencodedbydifferentCyHV-2isolates
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3 讨 论

鲤疱疹病毒包括鲤疱疹病毒Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ
型[7]。其中鲤疱疹病毒Ⅰ型(CyHV-1)危害性较

小,一般不导致感染鱼的死亡,仅在体表形成结节。
鲤疱疹病毒Ⅲ型(CyHV-3),也称为锦鲤疱疹病毒,
因锦鲤的国际贸易已经散播至全球,其危害严重,

OIE将其列为重点疫病目录,我国也将由 KHV感

染导致的KHVD列为二类动物疫病,并已开展日

常的监测工作。但鲤疱疹病毒Ⅱ型(CyHV-2)尚未

引起研究者足够的重视。除相关网站的报道外,我
国也未有大规模暴发的文献记录,也未见我国有该

病毒分布或流行的文献记录,但从本文的调查结果

来看,在北京、武汉以及广州已有该病毒的分布。搜

索GenBank中CyHV-2序列,发现有一个序列来源

于我国云南大理洱海的表层水,但只有50bp的核

酸序列。如能证实CyHV-2在大水体环境中也存

在,说明CyHV-2在我国已有较为广泛的分布,有
理由担忧野生鲫种质资源是否受到CyHV-2的感

染。本次检测的样品均采集于花鸟市场上流通的金

鱼,外观检测正常,解剖也未发现明显异常,提示

这些样品仅携带病毒,但未发病。目前 CyHV-2
尚未纳入监测范围,也未正式开展水产品疫源地

检测制度。无临床症状的带毒金鱼的存在,极有

可能成为传播源,随着金鱼的贸易散播 CyHV-2
至各地。

CyHV-2最初在日本暴发,已扩散至美国、英
国、澳大利亚、新西兰、匈牙利以及我国台湾。尽管

分布范围较广,但CyHV-2的研究滞后,关于该病

毒的生物学、流行病学以及防控技术研究甚少。不

同国家或地区暴发的CyHV-2的毒株信息、毒力等

缺乏可比较的文献资料。从已发表的病毒基因序列

来看,不同国家或地区分布的CyHV-2同日本分离

株H.Fukuda基本一致,但我国金鱼以及异育银鲫

来源的CyHV-2编码的解旋酶基因和衣壳体间三

联蛋白序列同日本分离株 H.Fukuda均存在1~2
个氨基酸的不同,提示我国分布的CyHV-2可能

同日本分离株 H.Fukuda高度相似,但不相同。
但用来比较的序列包括 DNA聚合酶、解旋酶等

都是病毒保守基因,可能并不适合用作CyHV-2
的分型研究,后续需要更多的病毒分子生物学的

分析。

CyHV-2可感染金鱼、鲫及其普通变种,有试验

证实CyHV-2可感染金鱼和鲤(Cyprinuscarpio)
的杂交体,但不能感染锦鲤[8]。在已有的报道中,发
现CyHV-2感染银鲫(Carassiusauratusgibelio)的
唯一报道来源于匈牙利,说明银鲫对 CyHV-2易

感。而有关资料显示我国养殖的异育银鲫(Caras-
siusauratusgibelio ♀×Cyprinuscarpio ♂)因感

染CyHV-2暴发严重的出血病,俗称“鳃出血”,造
成重大损失。从病毒编码的解旋酶基因部分序列来

看,同金鱼携带的CyHV-2序列一致。本文作者也

在尝试以金鱼来源的CyHV-2人工感染异育银鲫,
以证实 CyHV-2同鲫暴发性出血病之间的关联。
异育银鲫CyHV-2的感染来源于金鱼、母本(方正

银鲫)或者其他途径? 急需进一步的流行病学调查。
总之,本研究的结果证实CyHV-2在我国已有

较为广泛的分布,并可能扩散至其他养殖品种,如异

育银鲫,并造成重大损失。该病毒的广泛分布及潜

在危害性与目前对该病毒的重视程度严重不对等,
应引起足够的重视。
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MolecularsurveillanceofCyprinidherpesvirus2
ingoldfishculturedinChina

LILi-juan LUOYang-zhi LIUXue-qin GUZe-mao YUANJun-fa
CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract OriginallydescribedfromJapan,Cyprinidherpesvirus2(CyHV-2)waspresentinat
leastfiveothercountriesandprobablyhasaglobaldistributioningoldfish(Carassiusauratus).Upto
now,CyHV-2hasdrawnlittleattentionandisrarelyreportedinChina.Recently,silverprussiancarp
(Carassiusauratusgibelio)farmedinYancheng,JiangsuProvince,wasreportedbynewstobeinfected
byCyHV-2andcausedheavyeconomiclosses.Butlittlewasknownaboutthewaysofvirustransmis-
sion,potentialreservoirsandsourcesofinfectionforthisnewlyemergedvirus.Goldfishcanbeasource
ofinfectionbycarryingCyHV-2butshowingnoclinicalsymptom.Tounderstandtheepidemiologyof
CyHV-2inChina,healthygoldfishfrommarketsindifferentdistrictsweretestedforCyHV-2bydegen-
eratepolymerasechainreactionoftheviralpolymerasegenefollowedbysequencing.Resultsdemonstra-
tedthatCyHV-2hasawidegeographicdistributioninChina.Molecularstudyindicatedthatthese-
quencesofDNApolymeraseencodedbyCyHV-2isolatedfromgoldfishinChinawereidenticalwiththe
publishedsequenceforCyHV-2.ThehelicasesequencesofCyHV-2fromgoldfishwerealsopartiallyi-
denticalwiththosefromsilverprussiancarpculturedinChina,suggestingthattheviruscarriedbygold-
fishandsilverprussiancarpwerethesame.BetweentheisolatesfromgoldfishandH.FukudafromJa-
pan,therewasonlyoneortworesiduesdifferenceintheaminoacidsequenceofhelicaseorintercapsom-
erictriplexprotein,suggestingthatthetwoisolatesofCyHV-2werehighlysimilar,butnotthesame.

Keywords Cyprinidherpesvirus2;Koiherpesvirus;epidemiology;goldfish

(责任编辑:边书京)

69


