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1株沼泽绿蛙源蛙病毒的分离鉴定及系统发育分析
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摘要 为探究四川某养殖场沼泽绿蛙（Rana grylio）暴发性高死亡率疾病的病因，对病蛙进行病理学检查和

病原分离，并结合电镜观察、PCR检测和系统发育分析对分离病原进行鉴定。患病蛙主要病症为皮肤溃疡与四

肢肿胀；剖检见肝、脾与肾肿大。组织病理学观察见肝、脾、肾与肠道等组织器官发生变性、坏死与炎症反应。接

种病料的鲤鱼上皮瘤细胞 25 ℃培养 4 d呈典型细胞病变效应，TCID50 为 104.12/0.1 mL。电镜观察到大量正六边

形、对角线直径约 165 nm的病毒粒子呈晶格状排列。对内脏组织及接种细胞进行蛙病毒主要衣壳蛋白（major 
capsid protein，MCP）基因的特异性PCR检测，结果均为阳性。基于MCP基因全序列的同源性和遗传进化分析

显示，分离病毒与蛙病毒属病毒相似性在 99%以上，且属于FV3类群。以上结果表明分离病毒（TSL210813）为

蛙病毒，是本次沼泽绿蛙疫病的病因。
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沼泽绿蛙（Rana grylio），又名美国青蛙，属两栖

纲、无尾目、蛙科，原产于北美洲，1987 年引进我国，

由于其生长速度快、易饲养管理等优点迅速推广到

全国范围［1］。沼泽绿蛙营养丰富，其肉质具有高蛋

白、低脂肪、低胆固醇的特点，已成为我国淡水养殖

的重要经济动物之一［2］。2021年中国淡水蛙类养殖

产量高达 17万 t，较 2020年增长 26%［3］，随着蛙类养

殖规模的快速发展与养殖密度的加大，疾病逐渐成

为制约蛙类养殖的重要因素之一，不断有蛙病毒

（ranavirus）［4-6］、米尔伊丽莎白菌（Elizabethkingia 
meningoseptica）［7］、嗜水气单胞菌（Aeromonas hy⁃
drophila）［5］、荧光假单胞菌（Pseudomonas baderia）［8］

与多种寄生虫［9］感染致病的报道，其中蛙病毒感染常

常造成严重危害。

蛙病毒属于虹彩病毒科，是一类大型双链 DNA
病毒，主要危害鱼类、两栖动物和爬行动物。自 1966
年从北方豹蛙（Lithobates pipiens）中分离出第 1株蛙

病毒FV3以来［10］，其宿主范围逐渐扩大，到目前为止

已知蛙病毒可感染53个科的175种变温脊椎动物［4］。

基于蛙病毒 26个核心基因的系统发育分析发现蛙病

毒属分为 FV3样病毒、CMTV 样病毒、ATV 样病毒

和 SGIV 样病毒 4 个类群。不同类群的病毒感染宿

主范围有所不同，SGIV 样病毒主要感染鱼类，

CMTV 样病毒偏好感染两栖类，ATV 样病毒既感

染两栖类也感染鱼类，FV3 样病毒则对两栖类、鱼

类、爬行类 3 类动物均可感染［4］。但最近的研究也

发现蛙病毒属应还有不同于上述 4个类群基因特征

的新类群［11］。四川是蛙类养殖与消费大省，尽管目

前已有蛙病毒感染黑斑蛙致病的报道［6］，但对沼泽

绿蛙尚无确切的危害证据，为此，本研究对 2021年 8
月四川某养殖场的沼泽绿蛙以体表溃疡、出血及高

死亡率为特征的疑似蛙病毒感染的病例进行病理

学检查和病原分离，并结合电镜观察、PCR 检测和

系统发育分析对分离病原进行鉴定，以期明确其

病因。

1　材料与方法

1.1　病料与主要试剂

患病沼泽绿蛙由四川德阳某养殖场送检，体质

量 150~250 g。M199 和胎牛血清（FBS）购自 Hy⁃
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Clone 公司，DNA 提取试剂盒购自 TaKaRa 公司，

Mix-reaction buffer、DNA Marker等购自宝生物工程

（大连）有限公司，其他试剂为国产分析纯。

1.2　患病蛙病症及细菌学检查

仔细检查病蛙的外部情况后，无菌环境下进行

剖检并拍照记录。将腹水、肝、脾、肾组织划线接种 
BHI 琼脂平板，28 ℃培养 24~48 h，观察细菌生长

情况。

1.3　组织病理学检查

将病蛙的肌肉、肝、脾、肾、肺与肠等组织置于

4% 的福尔马林溶液中固定，常规石蜡切片，经苏木

精-伊红（hematoxylin-eoslin，H.E）染色，中性树胶封

片后光学显微镜下观察其主要病变并拍照。

1.4　病毒分离和滴度测定

参考牟维豪等［6］的方法，取病蛙肝、脾、肾组织匀

浆后，经 0.22 μm滤膜过滤后，取 1 mL匀浆接种鲤鱼

上皮瘤（epithelioma papulosum cyprini，EPC）细胞，

25 ℃恒温培养，每天观察直至出现细胞病变效应（cy⁃
topathic effect，CPE）。同时设置正常细胞为对照组。

待出现 80% CPE 时，-80 ℃和 4 ℃反复冻融 3 次，

8 000 r/min离心30 min取上清即为病毒液，-80 ℃保

存备用。采用Reed-Muench法计算病毒半数感染量

（TCID50）。

1.5　透射电镜观察

参照张丽娟等［12］的方法，用细胞刮刀收集接种

病毒后 70% 细胞出现 CPE 的 EPC 细胞，10 000 
r/min离心 10 min 弃上清，3%戊二醛固定后，按常规

方法经脱水、包埋后切片，进行透射电镜观察。

1.6　蛙病毒MCP基因的特异性PCR检测

取病蛙的组织磨样液、收取的病毒液按照 DNA 
提取试剂盒说明书提取 DNA 作为模板。参考 Mao
等［13］合成针对蛙病毒主要衣壳蛋白（major nucleo⁃
capsid protein，MCP）基因高度保守片段的特异性引

物（F：5′-GACTTGGCCACTTATGAC-3′；R：

5′-GTCTCTGGAGAAGAA-3′），进行 PCR 扩增，

预期扩增片段为 500 bp。PCR 反应体系（25 μL）
为：12.5 μL Taq 聚合酶，8.5 μL ddH2O，1 μL 上游引

物，1 μL 下游引物，2 μL 模板 DNA。反应条件为：

95 ℃ 预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，54 ℃ 退火 15 s ，
72 ℃ 延伸 15 s，共 30个循环；最后，72 ℃延伸 5 min。
PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测。

1.7　MCP 基因开放阅读框全长的克隆测序及系

统发育分析

采用 Huang 等［14］设计的扩增蛙病毒 MCP 基因

ORF 区全长序列引物（F：5′-ACAGTCACCGTG⁃
TATCTTA-3′，R：5′-GGAAAAGACTTTGC⁃
GCTGAA-3′），预期扩增片段为 1 500 bp。提取的

病毒液 DNA 为模板，PCR 反应体系同本文“1.6”。
反应条件为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，54 ℃
退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，共 30个循环；最后，72 ℃延

伸 5 min。1% 琼脂糖凝胶电泳检测，将符合预期片

段 1 500 bp大小的PCR产物送成都擎科梓熙生物技

术有限公司测序。将测序结果上传至 GenBank，并
下载 NCBI 中其他虹彩病毒 MCP 基因序列，使用 
Mega 7.0进行系统发育树的构建。

2　结果与分析

2.1　患病蛙病症与细菌学检查

病蛙表现为精神沉郁、食欲不振、行为迟缓，眼

球突起，角膜浑浊，下颌、腹部等体表分布出血点，头

部、腿部皮肤出现严重溃疡（图 1A、B），四肢肿胀。

剖检见腹腔内红色积液（图 1C），肝、脾、肾肿大（图

1D、E），肺与胃肠充血。患病蛙的腹水、肝、脾、肾划

线接种 BHI 平板，28 ℃培养 48 h 后未观察到细菌

生长。

2.2　组织病理学检查

组织病理学检查发现患病蛙肌肉、肝脏、脾脏、

肾脏等组织均发生明显变性、坏死与炎症反应（图

2）。肌肉纤维变性肿胀，部分肌纤维肌浆凝固或溶

解，大量淋巴细胞浸润；肝索结构紊乱，肝细胞肿胀、

A：头部溃疡；B：腿部溃疡；C：腿部肿胀，腹腔内红色腹水（→）；

D：肝、脾肿大；E：肾肿大。A：Ulceration on head； B：Ulceration on 
leg； C：Swelling of limbs，red ascitic fluid （→） ； D. Enlarged liver 
and spleen； E：Enlarged kidney.

图1 患病蛙主要病症

Fig.1 Clinical symptoms of diseased Rana grylio
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坏死，并伴有炎性细胞浸润（图 2B）；脾淋巴细胞显著

减少（图2D）；肾小球血管内皮细胞与系膜细胞坏死，

肾小球萎缩甚至消失，肾小管上皮细胞变性坏死、管

内有大量渗出物，肾间质出血、炎性细胞浸润，甚至

发生灶性坏死（图 2F）；肠上皮细胞变性、坏死、脱落，

固有膜内多量淋巴细胞浸润（图 2H）；肺囊上皮细胞

变性、坏死、脱落，固有膜与肌层有大量以淋巴细胞

为主的炎性细胞浸润（图 2J）。同时在肝、脾、肾小管

上皮细胞内均发现嗜碱性胞浆包涵体（图2B、D）。

2.3　病毒分离与滴度测定结果

25 ℃培养 EPC 细胞，对照组细胞正常生长（图

3A），病蛙组织研磨液接种 EPC 细胞，25 ℃培养 4 d
后部分细胞变圆皱缩，开始脱落；7 d后接毒细胞大量

死亡脱落，呈破鱼网状（图 3B ）。收毒后再次接种

EPC细胞，25 ℃培养 3 d后出现相同的CPE。将病毒

液 10-1~10-11 稀释后加入 96 孔板，培养 7 d。采用 
Reed-Muech 法计算其病毒滴度为 104.12 TCID50/
0.1 mL。

2.4　电镜观察

将表现出典型 CPE 的 EPC 细胞制备超薄切片

进行透射电镜观察。可见大量处于不同时期、对角

线直径为（165±8） nm 的病毒颗粒。胞浆内大量成

熟的病毒粒子聚集呈晶格状排列（图4A）或游离分布

（图 4B），部分病毒粒子通过出芽的方式从细胞膜释

放并获得外膜（图 4B），蛙病毒感染EPC细胞导致细

胞坏死，细胞核固缩，染色质凝聚（图 4C），细胞核染

色质发生浓缩、核边移（图 4D）。上述观察结果与蛙

病毒粒子特征一致，推测其是蛙病毒属成员。

2.5　蛙病毒MCP基因的特异性PCR检测结果

针对病蛙的组织匀浆与收取的病毒液基于蛙病

毒 MCP 基因的特异性 PCR 检测结果显示患病蛙的

组织匀浆、收取的病毒液均扩增出约 500 bp 预期大

小片段（图 5A），表明本分离株为虹彩病毒科蛙病毒

属成员。

2.6　MCP基因的PCR扩增测序与系统发育分析

PCR 扩增出预期 1 500 bp 大小的片段（图 5B），

测序后上传 GenBank（登录号：OQ632452）。该序列

与 GenBank 中虹彩病毒科、蛙病毒属的蛙虹彩病毒 
（Rana grylio iridovirus，RGV，JQ654586）、中华鳖虹

彩 病 毒 （soft-shelled turtle iridovirus，SSTV，

EU627010）等的 MCP 基因相似性高达 99%。在采

用 Mega 7.0 基于 MCP 基因全序列构建的系统发育

树上，分离株 TSL210813与 FV3类群的中华鳖虹彩

A：对照组肝脏；B：肝细胞变性，灶性坏死（☆），胞浆内嗜碱性

包涵体（→）；C：对照组脾脏；D：脾淋巴细胞减少，胞浆内嗜碱性

包涵体（→）；E：对照组肾脏；F：肾灶性坏死（☆），肾小球坏死、萎

缩；G：对照组肠；H：肠上皮细胞坏死、脱落；I：对照组肺；J：肺囊上

皮细胞坏死，炎性细胞浸润。A：Control liver； B：Degeneration in 
hepatocytes，focal necrosis in liver（☆），basophilic inclusions in intra⁃
cytoplasm（→）； C：Control spleen； D：Lymphocytes reduction in 
spleen， basophilic inclusions in intracytoplasm（→）；E：Control kid⁃
ney；F：Focal necrosis in kidney（☆），glomerular necrosis and atro⁃
phy； G：Control intestine； H：Necrosis and shedding of epithelia in in⁃
testine； I：Control lung tissue； J：Necrosis of pulmonary epithelial，in⁃
filtration of a large number of inflammatory cells.

图2 患病蛙的组织病理损伤

Fig.2 Histopathological lesions of diseased Rana grylio
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A：基于MCP基因的特异性PCR检测（M：DNA分子质量标准； 1：阳性对照； 2~3：分离的病毒液； 4：病蛙的组织匀浆； 5：阴性对照）；

B：MCP 基因 ORF 区全长序列 PCR 扩增（M：DNA 分子质量标准； 1：阴性对照； 2：分离的病毒液； 3：病蛙的组织匀浆； 4：阳性对照）。

A：MCP gene-specific PCR （M：DL2000 DNA Maker； 1：Positive control； 2-3：Isolated virus fluid； 4：Tissue sample of diseased Rana 

grylio； 5：Negetive control）； B：Amplification of full length MCP ORF by PCR （M：DL2000 DNA Marker； 1：Negetive control； 2：Isolated 
virus fluid； 3：Tissue sample of diseased Rana grylio； 4：Positive control）.

图5 MCP基因的PCR检测与扩增

Fig.5 Electrophorsis of PCR product of MCP gene

A：正常细胞；B：接毒 7 d的细胞。A：Control cells； B：Cells after virus infection.
图3 患病蛙组织匀浆接种 EPC 细胞引起的细胞病变

Fig.3 CPE produced by inoculation of EPC cells with tissue fliterate from diseased Rana grylio

A：晶格状排列的病毒粒子；B：病毒粒子出芽；C：细胞核固缩，染色质凝聚；D：细胞核染色质浓缩、边移。A：Virion arrayed in crystal⁃
lines； B：Virion is budding through the cell membrane； C：Nuclear pyknosis，chromatin condensation； D：Nuclear chromatin condensation，edge 
accumulation.

图4 电镜观察 EPC 细胞培养分离的蛙病毒样病毒粒子

Fig.4 Electron microgragh of the ranavirus-like particles infecting EPC cells
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病毒（SSTV，DQ335253、EU627010）、蛙虹彩病毒

（RGV，JQ654586）、黑斑侧褶蛙虹彩病毒（Rana ni⁃
gromaculata ranavirus，RNRV，MF359927）的亲缘关

系较为接近，表明分离株 TSL210813 为蛙病毒属 
FV3 病毒类群（图6）。

3　讨 论

蛙病毒病作为世界动物卫生组织（world organi⁃
sation for animal health，OIE）法定报告疾病，是变温

脊椎动物中具有重要经济和生态意义的主要疫病之

一［15］，其对两栖类种群的危害尤其严重。报道两栖

类蛙病毒被怀疑是造成 105种两栖动物面临物种灭

绝的怀疑对象［16］，同时也是养殖蛙类健康的重要威

胁［4］。在我国，自 1996年张奇亚等［17］从患有传染性

溃疡综合征的沼泽绿蛙中分离出沼泽绿蛙病毒（Ra⁃
na grylio virus，RGV）以来，相继有牛蛙（Rana cates⁃
biana Shaw）［12］、黑斑蛙（Rana nigromaculata）［6］等多

种养殖蛙感染蛙病毒的报道。在早期报道中，蛙病

毒暴发常见于蝌蚪和变态的幼蛙，在几天内可造成

90%的死亡率［18］，成年蛙通过CD8 T细胞和抗蛙病

毒抗体等介导的先天性免疫和适应性免疫在 2~3周

内清除病毒而不发病［19］。近年来成年蛙感染蛙病毒

发病死亡的报道增多，程晓云等［20］2016年从青年棘

胸蛙中分离到蛙病毒，病蛙四肢肿胀或溃烂，腹部有

发红充血点，人工感染试验死亡率达 80%，出现与自

然患病个体相似的病症表现。张丽娟等［12］从养殖场

的成年牛蛙中分离出蛙病毒 RGV-F，将 RGV-F 人

工感染成年牛蛙 4 d后死亡率为 94%，展现出较强致

病性。结合本研究从养殖场成年发病蛙中分离得到

蛙病毒株 TSL210813，提示蛙病毒可能不再局限于

危害某一特定生长时期的蛙。Hoverman 等［21］发现

在养殖场中分离出的蛙病毒毒力明显高于野生株，

由此推测蛙病毒可能为适应在养殖环境下宿主高密

度、病原竞争与宿主的免疫而进化出更强的毒力，从

而导致其危害蛙的生长时期范围扩大。

各类两栖动物感染蛙病毒最为一致的病理学变

化是表皮溃疡、真皮和多脏器出血、以肾小球和肾小

管为特征的多组织坏死［18，22］。本研究中病蛙表现出

头部和腿部皮肤溃烂、体表点状出血、四肢肿胀的特

征，病理组织学观察结果包括肠上皮细胞的坏死脱

落，肾小管上皮细胞变性、坏死，以及局限性坏死灶，

一些病变细胞内出现嗜碱性包涵体，与近年报道蛙

病毒感染成年蛙的病变特征基本一致［12，20，23］，因此，

患病蛙体表溃疡、全身性出血与病变细胞内出现嗜

碱性包涵体等病变特征可作为蛙病毒感染蛙类的重

要病理学诊断依据。蛙病毒不仅能够通过水体、污

染物、接触感染动物在不同变温脊椎动物之间传播，

而且能在一个地点同时感染多个物种［23］。Teacher
等［24］报道蛙病毒病反复发作导致林蛙种群丰富度下

降 81%。我国已有四川［6］、福建［12］、浙江［20］等多地

大规模暴发蛙病毒病，且有黑龙江野外林蛙感染蛙

病毒流行率达 42% 的报道［25］。鉴于蛙病毒在我国

易感宿主的种类众多且分布广泛，其传播可能会对

水产养殖经济物种及野生珍稀物种的保护造成严重

影响，因此需要对暴发蛙病毒的养殖场进行严格消

毒，加强防范养殖蛙外逃，同时加强对野生两栖动物

的蛙病毒监控，及时准确地了解蛙病毒在我国的流

行情况。

本研究中，我们首先通过检测MCP基因中对蛙

病毒属高度保守的特异性片段，确认分离株为蛙病

毒属病毒。基于 MCP 基因全序列的系统发育分析

发现分离的蛙病毒株 TSL210813为FV3类群，但该

病毒在进化树中未能完全与经典的FV3病毒构成的

分支聚为一簇，与同样从沼泽绿蛙中分离出的病毒

株 RGV-JQ654586 距离较远，而更靠近 CMTV 样蛙

病毒分支。依靠独特且高度保守的 MCP 基因对新

分离的蛙病毒株进行分类学上的归类是常用且便捷

的方法，但这一蛋白高度保守的性质可能会掩盖不

同病毒分离株之间的差异。2017 年 Claytor 等［26］发

现首株CMTV样病毒与FV3样病毒的重组株，且毒

图6 基于MCP基因构建的不同蛙病毒株的系统发育树

Fig.6 Phylogenetic tree of different ranavirus strains 
based on MCP gene sequences
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力是野生FV3样病毒株的 2倍。2019年加拿大分离

到 1株 FV3蛙病毒，全基因组分析发现其与 CMTV
样病毒株发生同源重组，属于 FV3新分支［27］。本毒

株是否发生类似的重组现象而产生新的 FV3 分支，

需要后续基于病毒全基因组进一步分析。病毒株重

组后通过获得更多毒力基因、加快病毒复制或者进

行免疫逃避等方式，表现出比野生株更强的毒力，这

种病毒进化带来的致病性变化是否与蛙病毒感染宿

主范围与感染同一物种不同生长时期的扩展有密切

关系值得进一步探索。
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Isolation，identification and phylogenetic analysis of 
a ranavirus isolated from Rana grylio

TIAN Silu1,YUAN Yu1,XU Le1,OUYANG Ping1,CHEN Defang2,HUANG Xiaoli2,GENG Yi1

1.College of Veterinary Medicine，Sichuan Agricultural University，Chengdu 611130，China；
2.College of Animal Science and Technology，Sichuan Agricultural University，Chengdu 611130，China

Abstract To explore the etiology of a serious infectious disease affecting Rana grylio at a farm in Si⁃
chuan Province，pathological examinations and pathogen isolation were conducted on the diseased frogs.The 
isolated pathogen was identified using transmission electron microscopy，PCR detection，and phylogenetic 
analysis.External clinical signs included limb swelling and ulcerations on the body surface.The dead frog ex⁃
hibited an enlarged liver，spleen and kidney.Histopathological observations revealed that the liver，spleen，
kidney and other organs exhibited damage characterized by significant degeneration and necrosis foci. The 
carp epithelioma papulosum cyprini （EPC） cell line，inoculated with diseased samples at 25 ℃，demonstrat⁃
ed typical cytopathic effects （CPE） after four days，including rounding and shedding，with a TCID50 of 
104.12/0.1 mL.Transmission electron microscopic observation showed that the virus exhibited a regular hex⁃
agonal shape with a crystalline array of its capsid，and the diagonal diameter measured approximately 165 
nm.PCR by using specific primers for the major capsid protein （MCP） gene was performed on the internal 
tissues of infected frogs and on EPC cells with CPE，yielding positive results.Phylogenetic analysis based 
on MCP gene sequences indicated that the sequences of isolated virus shared over 99% identity with ranavi⁃
rus and was classed as FV3-like.This study confirmed that the isolated virus，designated TSL210813，is a 
ranavirus，responsible for the disease observed in R. grylio.

Keywords Rana grylio； ranavirus； FV3； MCP gene； pathological lesion
（责任编辑：边书京）

264


