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摘要: 为寻找冬春季鳢(Channa maculata)烂身病的病原, 应用组织压片、组织切片、扫描电镜技术、HE 常规染色

法和 Grocott 六胺银染色法、霉菌分离纯化及 ITS 的序列分析等对冬春季患疑似溃疡综合征的烂身病鳢进行了病原

学与病理学研究。病变组织压片观察到大量直径 10~20 μm, 分枝较少、纤细菌丝。扫描电镜观察到肌肉组织中延

伸出大量的纤细的丝状真菌。患病鳢皮肤和肌肉表现为变性、坏死与炎性细胞浸润, 溃疡灶肌肉内可见大量的慢

性肉芽肿结节和炎性细胞浸润。结节基本结构由类上皮细胞和多核巨细胞、炎性细胞、霉菌菌丝(横断面呈圆形, 斜
断或纵断呈丝状)组成, 霉菌位于结节中央。Grocott 六胺银染色观察到结节中有大量棕色菌体。无菌分离培养可观

察到典型丝状霉菌; 霉菌在灭菌池塘水 20℃过夜, 12 h 后可观察原代孢子群形成, 真菌 ITS 序列分析表明其与侵袭

丝囊菌(Aphanomyces invadans) 同源性为 100%。侵袭丝囊霉菌(A. invadans)是杂交鳢溃疡综合症病的主要病原, 为
鱼类流行病学调查和疾病防治的深入研究奠定基础。 
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流行性溃疡综合征(epizootic ulcerative synd-
rome, EUS)是野生及咸淡水养殖鱼类头部或体表

肌肉溃疡、骨骼肌形成典型霉菌性肉芽肿的一种

季节性流行病。该病常发于冬末春初阴雨低温梅

雨季节, 死亡率可高达 100%[1]。1971 年, 日本首

次报道了这种疾病[2], 当时被称为霉菌性肉芽肿

病(mycotic granulomatosis, MG)。随后澳洲[3-6]、

北美[7-10]、东南亚[11-13]和南非[14]等国家相继多次

报道。目前全球至少有 26 个国家发现该病, 可感

染鱼类达 100 多种[15]。国际动物卫生组织(OIE)
已确认侵袭丝囊霉菌(Aphanomyces invadans)是动

物源性溃疡综合征(EUS)的病原菌体[16]。国内也

曾有南方鲇[17]、鮸[18]、乌鳢[19]等疑似溃疡症状的

报道, 但没有研究性文献报道丝囊霉菌病原与溃

疡病相关。由于侵袭丝囊霉菌易在低温季节侵入

表皮, 不易被觉察, 早期在肌肉中缓慢生长形成

体表红斑, 逐步引起皮肤溃疡, 延伸至腹部、头盖

骨等部位, 最终造成肌肉溃烂坏死, 在此过程中

容易继发感染细菌、病毒而造成大量死亡, 因此

易误诊。因丝囊霉菌对培养基要求较高且生长缓

慢, 培养过程中易被细菌或其他真菌污染, 所以

较难分离培养, 目前国内鲜见动物源丝囊霉菌病原

的相关研究资料报道, 仍将其列为二类疫病[20]。 
鳢 (Channa maculata)属鲈形目 (Perciformes)

月鳢科(Channidae)鳢属(Ophiocephalus)。因其生

长速度快, 抗病力强, 易饲养, 肉质鲜嫩, 蛋白质

和人体必需的钙、磷、铁及多种维生素含量高, 且
具有较高的药用价值, 是珠三角地区大规模养殖

的淡水经济鱼类[21-22]。2012 年以来, 冬末春初广

东省养殖场鳢经常暴发体表溃疡, 躯干、背部和

头盖骨形成大块溃烂或断尾的疾病 , 发病率达

80%, 死亡率达 90%以上, 幸存者也因体表溃烂、
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丧失商品价值, 造成巨大经济损失。本研究利用

形态学、组织学与分子生物学相结合的方法, 分
离鉴定鳢源溃疡综合征丝囊霉菌病原, 对溃疡综合

征的病原分离和鉴定进行了初步探索和基础性研

究, 旨在为鱼类丝囊霉菌的病原学研究、流行病学

调查、致病机理和疾病防治的深入研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  病鱼来源 
发病鱼样本采自珠三角某鳢养殖场 , 体重

300~500 g。发病水温 15~20℃, 主要症状为体表

溃疡(表 1)。 
 

表 1  病鱼发病情况 
Tab. 1  Incidence of diseased fish 

取样时间 
sampling 

体重/g 
body weiht 

水温/℃
water temper 

主要症状 
symptom 

2017-02 300 15 
病鱼躯干和背部、尾部溃

疡 

2017-03 450 18 病鱼体表、头部溃疡 

2017-04 500 20 
病鱼躯干和背部、鳃盖或

尾部溃疡 
 

1.2  组织压片、组织病理材料的制备及光镜观察 
取自然发病鱼的溃疡灶, 置于载玻片上, 活

体压片, 同时进行 Grocott 六胺银染色[23], Nikon- 
e80 显微镜观察和摄影。 

将发病鱼溃疡灶, 用 Bouin 氏液固定 24 h, 梯
度酒精脱水 , 二甲苯透明 , 石蜡包埋。RM-2135
型 Leica 轮转式切片机连续切片, 厚度为 3~5 μm, 
HE 常规染色和 Grocott 六胺银染色[23], Nikon-e80
显微镜观察和摄影。 
1.3  超微病理材料制备及扫描电子显微镜观察 

取发病鱼溃疡灶病变组织固定于 2.5%戊二醛, 
1%锇酸后固定, 系列乙醇脱水, 醋酸异戊酯置换, 
常规临界干燥 , 真空离子镀金 , 在美国 FEIQu-
anta250 扫描电子显微镜观察、拍照。 
1.4  病原分离与形态学鉴定 

参照行业标准[24], 从自然发病鱼溃疡灶处无

菌切取 2~4 mm2 的小片肌肉 , 置肉汤培养基 , 
25℃培养 12 h, 将出现的菌丝转移到新鲜的琼脂

平板上, 直到平板无其他污染菌为止。取带有生

长活力菌丝置于肉汤培养基 20℃孵育, 用灭菌的

池塘水洗 5 次, 灭菌塘水中 20℃过夜。大约 12 h
后观察原代孢囊群落的形成。Nikon 倒置显微镜

下观察, 显微摄影。 
1.5  ITS 序列分析 
1.5.1  DNA 的提取  称取分离到的菌丝体 50 mg, 
液氮研成粉末转至 1.5 mL 的 EP 管内, 采用 CTAB
裂解法提取基因组 DNA, 加 600 µL 缓冲液

(2%CTAB; 1.4 mol/L NaCl; 0.2%β- 巯基乙醇 ; 
20 mmol/L EDTA; 100 mmol/L TrisHCl; pH8.0)充
分混匀; 65℃水浴 1 h, 每隔 10 min 振荡 1 次; 用
等体积的 Tris-饱和酚∶氯仿∶异戊醇(25 24 1)∶ ∶

抽提 1 次, 再用氯仿∶异戊醇(24 1)∶ 抽提 1 次; 
取上清, 加入 1.5 倍体积的无水乙醇, 室温沉淀

20 min, 4℃, 4000 r/min 离心 6 min, 收集沉淀, 作
为 PCR 反应的模板。 
1.5.2  ITS 的 PCR 扩增及系统发育分析  参考

OIE 手册霉菌特异性引物 : F(5ʹ-TCATTGTGA-
GTGAAACGGTG-3ʹ) 和 R1(5ʹ-GGCTAAGGTTT-
CAGTATGTAG-3ʹ), 目的条带有 268 bp。20 µL 
PCR 反应体系: 5×buffer 4 µL, 2.5 mmol/L dNTP 
2 µL, 5 µmol/L 上下游引物各 1 µL, 0.4 µL Taq-
DNA 聚合酶, DNA 模板 5 µL, 加入灭菌去离子水

至 20 µL。PCR反应程序为: 95℃, 3 min; 95℃, 30 s, 
58℃, 30 s, 72℃, 30 s, 35 个循环, 72℃延伸 5 min。
将 PCR 产物送生工生物工程公司测序。在

GenBank 中 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 应 用

blastn 对获得的基因片段进行同源性检索, 采用

MEGA6.0 软件构建系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  临床病变 
在低温潮湿季节, 养殖鱼多沉于塘底, 患病

初期, 不易观察到病鱼。水温稍有回升时, 鱼开始

上游 ,  可观察到部分鱼游动异常 ,  体表红斑(图
1-1); 随后病鱼体表红斑范围扩大, 逐步向躯干

和头部延伸, 发展成体表溃疡, 溃疡灶周围充血

红肿; 之后躯干体侧、背部和头部出现大面积溃

烂(图 1-2, 图 1-3), 溃烂部位呈苍白色, 可闻到恶

臭味; 严重溃烂病例头盖骨和肌肉溃烂坏死, 脑
部和内脏裸露, 在疾病后期病灶表面出现肉眼可 
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图 1  鳢流行性溃疡综合征外观 
1: 病发初期, 体表红斑; 2: 头盖骨软组织和硬组织大面积溃烂坏死; 3: 躯干皮肤和肌肉大块溃烂. 

Fig. 1  Symptom of Epizootic Ulcerative Syndrome of Channa maculata 
1: Red spot on the body surface of the initial stage of disease; 2: Large areas ulceration and necrosis  

on the soft and hard tissue of skull; 3: The mass ulceration on trunk skin and muscles. 
 
观察到白色丛生菌丝。 
2.2  组织压片、显微病理变化和扫描电子显微镜 
观察 

组织压片观察到溃疡肌肉组织中有大量丝

状、纤细、很少分支的菌体(图 2-1), Grocott 六胺

银染色, 纤细菌丝呈棕黑色, 直径 10~20 μm, 交
错分布在肌肉中(图 2-2)。 

病理组织切片 HE 染色, 光学显微镜观察到

溃疡组织的皮肤致密结缔组织层(图 2-3)和肌肉

层(图 2-4)有典型的霉菌肉芽肿结节。肉芽肿结

节中央是真菌菌丝 , 六胺银染呈褐色或棕色(图
2-5), 外围包绕着类上皮细胞和纤维细胞 , 炎性

细胞浸润在结节外层。轻微病例体表上皮细胞变

性坏死 , 脱落, 鳞片或真皮层裸露; 有些病例可

观察到体表毛细血管扩张充血; 有些病例皮肤结

缔组织层纤维溶解断裂, 有大量炎性细胞浸润。

严重病例肌纤维水肿, 变性, 溶解, HE 染色呈浅

红色; 有些肌纤维凝固性坏死, 染色呈深红色(强
嗜酸性); 有些肌纤维断裂溶解, 其间浸润大量的

炎性细胞。扫描电镜观察到大量纤细的丝状真菌

在肌肉组织中延伸 , 菌丝表面较光滑、平整(图
2-6)。 

2.3  病原分离与形态学鉴定 
无菌操作下, 取 2~3 mm3 的溃烂病变肌肉组

织于肉汤培养基培养 12 h, 置显微镜下观察到直

径 10~20 μm 纤细丝状菌丝, 菌丝分枝较少, 没有

横膈膜, 孢子在菌丝中分段排列, 并有一定的间

隔(图 3-1)。将出现的菌丝转移到新鲜的琼脂平板

上纯化培养, 显微镜下观察菌丝菌落(图 3-2), 直
至菌丝纯化为止 , 获得 HN 20170224 和 HN 
20170314 菌株。将菌丝置无菌塘水中 20℃过夜, 
镜下可观察到形成的原代孢子群(图 3-3)。有些动

孢子释放出来, 不散开, 堆积在菌丝周围, 有些

则分散在水中(图 3-4)。 
2.4  ITS 的 PCR 扩增与序列分析 

以 HN 20170224 和 HN 20170314 基因组 
DNA 为模板, 采用霉菌特异性引物进行 ITS 的

PCR 扩增 ,  琼脂糖凝胶电泳后分别得到 2 条

260 bp 大小的清晰条带(图 4)。将扩增获得 HN 
20170224 (GenBank 登录号为: MK855505)和 HN 
20170314 (GenBank 登录号为: MK855505)分离

株 ITS 序列在 GenBank 数据库中 BLAST 同源搜

索, 选取 13 条相似性最高的菌种序列, 采用邻接

法(Neighbor-Joining, NJ)构建系统发育树(图 5)。 
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图 2  溃疡组织病变及扫描电镜丝囊霉菌观察 
1: 活体压片组织中的真菌 ☆( ); 2: 组织中的真菌丝呈黑色或棕色 ☆( )Grocott 六胺银染色; 3: 侵袭到皮肤结缔组织中的

霉菌形成的肉芽肿结节 ☆( ), HE; 4: 侵袭到肌肉组织中的霉菌形成的肉芽肿结节 ☆( ), HE, ; 5: 肌肉组织及肉芽肿结节中 
侵袭的真菌 ☆( ), Grocott 六胺银染色; 6: 扫描电镜观察到溃疡肌肉中纤细的丝囊霉菌. 

Fig. 2  Histopathological characteristics and Aphanomyces Invadans scanning by EMS of ulcer tissues 
1: The Aphanomyces Invadans (star) of squashing tissue; 2: The Aphanomyces Invadans (star) of squashing tissue by Grocott hexa-
mine silver stain; 3: The hyphae invading through the derma with granulomatous inflammation (star), HE staine; 4: The hyphae in-
vading through the skeletal muscle with granulomatous inflammation (star), HE staine; 5: The hyphae (star) invading the derma, 
skeletal muscle and granulomatous inflammation, Grocott hexamine silver stain; 4: Ultramicrostructures of Aphanomyces Invadans 
by scanning electron microscope; 5: The hyphae (star) invading the derma, skeletal muscle and granulomatous inflammation, Grocott  

hexamine silver stain; 6: Ultramicrostructures of Aphanomyces Invadans by scanning electron microscope. 
 

结果表明 HN 20170224 和 HN 20170314 与侵袭丝

囊霉菌 (Aphanomyces invadans) JRui、M223、

INP20102、SAP307、BW5、杀鱼丝囊霉菌(Aph-
anomyces piscicida NJM9801, 与 Aphanomyces 
invadans 同物异名 )[25]等归为一支 , 亲缘关系 
最近, 一致性分析显示两者具有 100%的序列相

似性。  

3  讨论 

引起鱼类溃疡病的病原报道较多, 但目前国

际上大部分学者认为侵袭丝囊霉菌是引起鱼类流

行性溃疡综合征的主要病原[2, 9, 17, 22], 其他病原

也和本病流行有关, 可成为 EUS 的继发感染病

原。John 等[26]报道鳢科鱼类溃疡综合征可分离出 
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图 3  病原霉菌形态观察 
1: 菌丝无横隔, 孢子在菌丝内分段排列; 2: 固体培养基上的菌落; 3: 原代孢囊; 4: 释放出来的动孢子堆积在菌丝周围(箭头). 

Fig. 3  Morphology of Aphanomyces Invadans 
1: The fungus (star) of squashing tissue; 2: The filamentous hyphae were nonseptate with irregular walls and occasional branches, 
spore segmented arrangement in the hyphae (arrowhead); 2: The fungus on solid medium; 3: The original generation of cysts (arrow);  

4: Released spores accumulation around the hyphae. 
 

 
 

图 4  丝囊霉菌 ITS 的 PCR 扩增产物 
M: DL2000 分子量标准; 1 HN 20170224, 2 HN 20170314 

Fig. 4  The PCR amplification products of  
Aphanomyces invadans ITS 

M: DL2000 molecular weight marker;  
1 HN 20170224, 2  HN 20170314 

 
弹状病毒和双 RNA 病毒。Callinan 等[5]在红斑病

(RSD)鲻中分离到气单胞菌属 (Aeromonas spp.), 
产碱杆菌属(Alcaligenes spp.), 假单胞菌(Pseudo-
monas spp.)和弧菌(Vibrio spp.), 但最终都经试验

证实这些病原无法直接造成溃疡综合征。Kiryu
等[27]报道丝囊霉菌游动孢子感染大西洋油鲱 22 d
后可形成霉菌性肉芽肿, 并引起肌肉溃烂。国内

也有大量资料报道嗜水气单胞菌、温和气单胞菌

等条件致病菌可引起溃疡综合征。吉莉莉等[17]等

从南方鲇溃疡综合征中分离出豚鼠气单胞菌; 胡
健饶等 [18]在鮸鱼溃疡病种分离出美人鱼发光杆

菌; 史秀杰等[28]从溃疡北极红点鲑进行真菌分离, 
未进行形态鉴别 , 分子生物方法鉴定为水霉菌 , 
未能证实丝囊霉菌感染引起的溃疡。殷中琼等[19]

对乌鳢体表溃疡进行过病理学研究, 临床症状与

本病相似, 但病理变化未报到有肉芽肿结节, 也
未进行真菌分离 , 仅提到多种抗生素治疗无效 , 
提示可能是其它病原引起。 

肖秀娥等[29]2009 年在非洲南部的赞比西河

谷地区进行过 EUS 的流行性调查, 并依据当地调

查结果提出应在国内引起足够重视和科学研究的

建议。彭开松等[30]对溃疡综合征进行了综述, 国
内目前未查到关于溃疡病灶丝囊霉菌分离和致病



1218 中国水产科学 第 26 卷 

性 

 
 

图 5  菌株 HN 20170224 的 ITS 基因序列构建的系统进化树 
Fig. 5  Phylogenetic tree based on ITS gene sequence of the strain HN 20170224 

 
研究的相关资料报道, 病原特性、致病情况、快

速检测方法和免疫防治等方面的研究工作还未开

展起来。本研究在溃疡灶处分离出真菌, 从形态

学和孢子囊的培养特性、ITS 的 PCR 扩增结果分

析和病理组织学特征入手, 在国内率先证实分离

真菌为侵袭丝囊霉菌。观察到大部分体侧、背部、

尾部和头部溃疡特征与流行性溃疡综合征临床症

状相似[2, 4, 10, 16]。溃烂组织活体压片和石蜡切片

HE 染色及 Grocott 六胺银染观察到分布在坏死的

肌肉中大量纤细的丝状霉菌和典型的霉菌结节 , 
与资料报道一致[10, 11, 27]。诱导无性生殖结构(孢子)
可用于丝囊霉菌属的鉴定, 分离培养可观察到长

丝状, 无横隔分支少的丝状霉菌, 纯化的真菌丝

在无菌池水 20℃过夜, 大约 12 h 后形成原代孢囊

群落, 霉菌形态与原代孢囊与行业标准检测基本

一致[24]。扫描电镜观察到菌丝细长, 从肌肉组织

中延伸出来。ITS 的 PCR 扩增结果分析与侵袭丝

囊菌(A. invadans)相似率达 100%。依据临床症状, 
在溃疡鳢中分离出真菌病原形态、原代孢囊群落

形成特征、典型真菌肉芽肿结节和分子生物学鉴

定为侵袭丝囊菌; 为确定丝囊霉菌是否为溃疡病

的病原问题, 近 7–8 年, 研究者对大量发病鳢进

行病原分离, 在低温季节不同地方爆发的溃疡病

鱼 100%都可以从组织中观察分离到丝囊霉菌 , 
但每次分离出细菌病原各不相同, 因此诊断为丝

囊霉菌引起的流行性溃疡疾病。 

研究者使用丝囊霉菌菌丝人工感染健康鳢

20 d 可以复制出体表红斑症状, 压片可以观察到

丝状霉菌, 但结果不理想, 因该病的发生对环境

和温度条件要求较高 , 所以症状复制成功率低 , 
关于攻毒的方式和方法有待进一步摸索和提高。 

该病目前已在珠江三角洲地区流行多年, 近
二三年的多雨低温季节持续发病率很高, 病程可

以延长到 10 月份, 已对南方鳢的养殖造成严重的

影响。我们分离鉴定了鳢源侵袭丝囊霉菌病原 , 
积累了丝囊霉菌分离的经验, 为鱼类丝囊霉菌的

病原学研究、致病机理、感染机制和免疫防治的

深入研究提供了可靠的基础资料, 这也是今后重

点研究的方向。 
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Isolation, identification, and histopathological observation of epizootic 
ulcerative syndrome caused by Aphanomyces invadans in Channa 
maculata 
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Abstract: Epizootic ulcerative syndrome (EUS), caused by Aphanomyces invadans, is an invasive disease of both 
wild and farmed fish in freshwater and estuarine environments. After it was first described in Japan in 1971, the 
disease spread widely across Asia and to some regions of Australia, North America, and Africa. In Asia and Africa, 
the spread of the disease has substantially affected the livelihoods of fish farmers and fishermen. No reports on the 
presence of the disease have been made in China. In 2012, a similar EUS of Channa maculata broke out in 
Guangdong Province, China. The ulcerative clinical signs were observed on the dorsal, ventral, and caudal dermal 
and muscular layer, and were especially prominent on the nape, opercular, and truncal regions. To diagnose the C. 
maculata with the suspected EUS, isolation and identification of the mold pathogen were conducted, histologic 
observations were made of ulcers, and morphology observations were made. The technologies, which were used 
for the isolation, purification, pathological histology, squashing of tissue, scanning electron microscope technol-
ogy, and HE and Grocott hexamine silver staining were applied for the identification of the pathogenic morphol-
ogy, molecular biology, and histopathological observation of the suspected epizootic ulcerative syndrome. The 
typical filamentous hyphae were isolated from the ulcerated tissue and morphology of the A. invadans and the 
original generation of spore were observed under optic microscopy. The hyphae were nonseptate with irregular 
walls and occasional branches and approximately 10–20 μm in diameter. ITS sequence amplification analysis 
showed that it was 100% homologous with A. invadans. The histopathologic changes of the infected fish were 
observed under optic microscopy. A highly invasive fungus was associated with the EUS in C. maculata. By 
squashing the tissue of the ulcerative dermal and muscular layers, large numbers of hypha were observed. A large 
number of fine filamentous fungi were observed in the muscle tissue by SEM. At necropsy, ulceration and muscle 
atrophy were noted. The histological sections of skin from multiple ulcerative areas had exuberant hyphae invad-
ing through the ulcerated skin. The fungus invaded and proliferated tissues away from the site of dermal ulcers and 
even penetrated into the skeletal muscle. In more severely affected areas, granulomatous inflammation was also 
present, and was characterized by numerous macrophages, few lymphocytes, and scant cellular debris. The sur-
rounding muscle fibers were fragmented, vacuolated, and disrupted with loss of cross striations and separation of 
the fibers. Using Grocott hexamine silver stain, the section of the ulcerative areas more clearly showed the hyphae. 
The disease was diagnosed as EUS. 
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