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摘要: 对 2015—2016 年黑龙江不同地区的 40 个养殖场送检的鲤(Cyprinus carpio)进行鲤春病毒血症病毒(spring 

viremia of carp virus, SVCV)的细胞培养分离、PCR 鉴定、病毒滴度测定、病毒表面糖蛋白(glycoprotein, G)氨基酸序

列聚类分析及基因分型研究。细胞培养结果显示, 来自 4 个不同养殖场的鲤组织样本能够感染鲤上皮细胞(epithelioma 

papulosum cyprini, EPC)产生典型细胞病变(cytopathic effect, CPE), 收集病毒悬液分别称为 Shlj1~Shlj4。PCR 鉴定

结果表明, 该 4 株病毒均为 SVCV。病毒滴度实验测算出 SVCV Shlj 1~Shlj 4 的滴度分别为 106.28、106.88、107.57 和

106.38  TCID50/mL。Shlj 的糖蛋白基因核苷酸序列的聚类分析和遗传进化分析结果显示, Shlj 1~Shlj 4 与 GenBank

收录的中国参考株 A2、BJ0505-2 和美国参考株 USA、212364 聚为一簇, 同源性为 98.4%~99.8%; Shlj 1~Shlj 4 毒

株之间的糖蛋白核苷酸序列相似性在 98.6%~99.8%, 其中 Shlj 3 与美国 SCVC 毒株 USA、212364 具有最高的核苷

酸相似性(99.8%), Shlj 2 与英国参考毒株 880163 具有最低的相似性(88.0%)。糖蛋白氨基酸序列比对结果显示, Shlj 

4 中氨基酸突变最多, 与另 3 个毒株差异较大。基因型分析结果显示, Shlj 1~Shlj 4 均为基因 Ia 型。本研究结果表

明, 黑龙江地区 2015—2016 年间的 SVCV 检出率约为 10%, 并且来源于不同养殖场的病毒分离株的核酸序列呈现

不同程度的差异, 该结果进一步证明 SVCV 毒株在中国不同的鲤养殖环境中正在不断地进化。 
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鲤春病毒血症(spring viremia of carp, SVC)是

鲤科鱼类的一种具有高度传染性的急性流行性疾

病, 该病病原为鲤春病毒血症病毒(spring viremia 

of carp virus, SVCV), 属水泡病毒属(Vesiculovirus), 

是一种弹状病毒[1]。该病毒最先由 Fijian[2]于 20

世纪 70 年代分离出来, 它可以引起鲤(Cyprinus 

carpio)等鲤科鱼类大规模暴发 SVC, 具有高度的

传染性 , 感染 SVCV 的仔鱼死亡率最高可达

90%[3]。据报道在自然条件下 SVCV 也会感染其

他鲤科的鱼, 包括金鱼(Carassius auratus)、锦鲤

(Cyprinus carpio koi)、鲢(Hypophthalmichthys moli-

trix)、鲫(Carassius carassius)、鳙(Aristichthys nobilis)、

草鱼(Ctenopharyngodon idella)、丁  (Tinca tinca)

和圆腹雅罗鱼(Leuciscus idus) [1, 4–5]。该病主要在

欧洲的鲤养殖中广泛传播, 并造成了巨大的经济

损失。中国自 2001 年开展全国范围的 SVCV 监测

工作以来, 陆续出现了多篇关于 SVCV 分离鉴定

的研究报道[6–7]。 

近年来, 国外很多学者致力于快速、高效的

SVCV 检测方法的研究[8], 并逐渐开始对 SVCV

进行基因分型研究[9–10]。目前中国广泛应用的检

测方法有套式 RT-PCR、Real-time PCR、LAMP 

(loop-mediated isothermal amplification)等。目前利

用糖蛋白基因序列可将世界范围内的 SVCV 基因

型分为 Ia、Ib、Ic 和 Id。而前期结果研究表明中

国 SVCV 分离株的基因型为 Ia[11–12]。本研究对
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2015—2016 年中国黑龙江地区送检的鲤进行常

规的 SVCV 病原监测与分离, 并且对分离到的新

病原进行了病毒滴度的测定、遗传进化分析及其

基因型分类等研究, 旨在明确该地区 SVCV 与其

他地区毒株之间的进化关系, 掌握 SVCV 分离株

的遗传背景及分布区域, 为我国 SVC 的防治提

供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

一步法基因扩增试剂盒和 DNA 聚合酶 rTaq 

premix(大连宝生物公司); 鲤上皮瘤细胞(epithe-

lioma papulosum cyprini, EPC)由中国水产科学研

究院长江水产研究所鱼类病害教研室曾令兵教授

惠赠; MEM(minimum essential medium)细胞培养

基、胰酶购自 Hyclone 公司; 胎牛血清(fetal bo-

vine serum, FBS)购自 Gibco; RNA 提取试剂盒 SV 

Total RNA Isolation system为 Promega生物公司产

品; DNA Marker 及 PCR 纯化试剂盒为 TaKaRa 

Bio Inc. 产品。用于 SVCV 检测的引物参照国标
[13]设计并由哈尔滨博莱仕合生物公司合成, 引物

序列 R2: 5′−AGATGGTATGGACCCCAATACAT-

HACNCAY−3′, R4: 5′−CTGGGGTTTCCNCCTC-
AAAGYTGY−3′, F1: 5′−TCTTGGAGCCAAATA-

GCTCARRTC−3′; 用于 SVCV G 蛋白基因序列克

隆的引物: Gf: 5′−GAAAAAAACTAACAGACAT-

CATGTCTAT−3′, Gr: 5′−CTCAAACGAAGGACC-

GCATTTCGTG−3′。 

1.2  病毒的细胞培养 

取病鱼肝、脾、肾等组织加磷酸盐缓冲液研磨, 

离心除去沉淀, 将所得到的组织悬液用 0.22 μm 滤

器过滤后置于–80℃冰箱保存。吸除细胞培养板中

培养液, 用磷酸缓冲液(PBS)洗涤 EPC 细胞单层

2~3 次。利用细胞维持液(含有 2%胎牛血清的

MEM 培养液)将组织滤液稀释 100 倍后接种于

EPC 致密单层细胞, 在 20℃低温二氧化碳细胞

培养箱中孵育 1.5 h, 吸去孵育液, 加入新的细胞

培养液(含有 10%胎牛血清的 MEM 培养液)继续

培养。每日定时观察记录细胞的病变情况并拍照。

约 80%的细胞出现细胞病变后无菌收集病毒悬液, 

分装保存于–80℃冰箱中。 

1.3  SVCV 分离株的 PCR 鉴定 

取 1.2 中出现细胞病变的病毒悬液, 利用 SV 

Total RNA Isolation system 试剂盒提取病毒总

RNA。以提取的 RNA 为模板, 进行一步法 RT- 

PCR 扩增[14], F1/R2 为引物扩增 G 蛋白基因中的

714 bp 片段, 引物 F1/R4 再从该片段中扩增 606 

bp 的片段 , 同时设无病变的 EPC 细胞提取的

RNA 为阴性照组。 

1.4  病毒滴度的测定 

将 EPC 接种到 96 孔细胞培养板上长成单层

细胞后, 每孔分别接种 10 倍梯度稀释的病毒悬液

100 μL, 共设 11 个梯度, 每个浓度梯度接种 8 个

孔, 将只加培养液的细胞孔设为阴性对照孔, 置

于 20℃低温二氧化碳细胞培养箱中恒温培养, 连

续观察 10 d, 记录出现及未出现 CPE 的孔数, 用

Reed-Muench 公式[15]计算病毒的滴度 TCID50。 

1.5  G 蛋白的序列分析 

以提取的 RNA 为模板, Gf/Gr 为引物扩增 G

蛋白基因序列, 胶回收后送上海生工生物公司进

行测序。利用 BLAST 检索(https://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/Blast.cgi)其他 SVCV分离株的糖蛋白核苷

酸序列(表 1), 利用 MEGA 5.05 软件构建系统进

化树。 

2  结果与分析 

2.1  病毒的分离结果 

对送检的 40 家养殖场的鲤进行 SVCV 检测, 

其中 4 家检测出并各分离出 1 株 SVC 病毒, 检出

率为 10%。在倒置显微镜下观察 4 株 SVCV 在

EPC 上的增殖结果: 20℃ CO2 培养箱中培养 96 h 

后细胞收缩变圆 , 单层破坏 , 细胞大面积脱落 , 

培养液变浑浊(图 1)。 

2.2  PCR 鉴定 

以病变后的细胞培养物提取的 RNA 为模板, 

F1/R2 为引物进行 RT-PCR 一步法基因扩增, 并

以 RT-PCR 产物为模板、F1/R4 为引物进行“半套

式”PCR 扩增。凝胶电泳结果显示, 在 750 bp 和

500 bp 之间出现与目的条带大小一致的特异性条

带, 分别为 714 bp 和 606 bp(图 2)。 
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表 1  本研究所用的鲤春病毒血症病毒株 
Tab. 1  Spring viremia of carp virus strains used in this study 

毒株 isolate 序列号 accession no. 宿主 host 国家或地区 country or area 基因型 genotype

Shlj 1 KX911973 鲤 Cyprinus carpio 黑龙江 Heilongjiang ‒ 

Shlj 2 KX911974 鲤 Cyprinus carpio 黑龙江 Heilongjiang ‒ 

Shlj 3 KX911975 鲤 Cyprinus carpio 黑龙江 Heilongjiang ‒ 

Shlj 4 KX911976 鲤 Cyprinus carpio 黑龙江 Heilongjiang ‒ 

M2-78 AJ538063.1 鲢 Hypophthamichthys molitrix 摩尔多瓦 Moldova Id3 

880163 EU003618.1 鲤 Cyprinus carpio 英国 United Kingdom Id3 

970395 AJ538076.1 鲤 Cyprinus carpio 英国 United Kingdom Id1 

940626 EU003617.1 丁鲷 Tinca tinca 英国 United Kingdom Id2 

2/90 AJ538060.1 鲤 Cyprinus carpio 摩尔多瓦 Moldova Ib 

RHV AJ538075.1 虹鳟 Oncorhynchus mykiss 乌克兰 Ukraine Ib 

P4 AJ538074.1 鲤 Cyprinus carpio 美国 USA Ic 

N1-5 AJ538064.1 鳙 Aristichthys nobilis 乌克兰 Ukraine Ic 

Fijan EF593133.1 鲤 Cyprinus carpio 南斯拉夫 Yugoslavia Ic 

978 AY842488.1 鲤 Cyprinus carpio 上海 Shanghai Ia 

BJ0505-2 EU177782.1 鲤 Cyprinus carpio 北京 Beijing Ia 

A2 DQ491000.1 鲤 Cyprinus carpio 武汉 Wuhan Ia 

USA AY527273.1 锦鲤 Cyprinus carpio koi 美国北卡罗来纳州 USA: North Carolina Ia 

212364 DQ227501.1 锦鲤 Cyprinus carpio koi 美国北卡罗来纳州 USA: North Carolina Ia 

P4-9 EF593137.1 鲤 Cyprinus carpio 美国 USA Ic 

SVCV5 EF593149.1 鲤 Cyprinus carpio 美国 USA Id 

注: 表中“−”表示无基因型信息. 

Note: “−” denotes no genotype. 
 

 
 

图 1  病毒悬液致细胞病变的显微图片(20×) 

a. 对照 EPC; b~e. 分别是接种 Shlj 1~Shlj 4 病毒株的 EPC 细胞. 

Fig. 1  Micrograph of ECP with pathological changes  
caused by virus suspension (20×) 

a. Negative control; b–e. EPC cells inoculated with SVCV 
strain Shlj 1–Shlj 4. 

 
 

图 2  鲤春病毒血症病毒的半套式 PCR 鉴定 

1~4: 一步法 RT-PCR 检测; 5~8: “半套式”PCR 检测; 0: 阴性

对照; M: DL2000 DNA marker. 

Fig. 2  Semi-nest PCR identification of spring  
viremia of carp virus 

1–4: one step RT-PCR product; 5–8: nested PCR product;  
0: negative control; M: DL2000 DNA marker. 

 

2.3  病毒滴度的测定 

根据病毒在已长成致密单层的EPC细胞的 96 

孔细胞培养板中产生病变的记录 , 按照 Reed- 
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Muench 公式, 测算出 SVCV Shlj 1~Shlj 4 病毒的滴

度分别为 106.28、106.88、107.57 和 106.38 TCID50 /mL。 

2.4  G 蛋白的核酸序列比对分析  

采用 Neighbor-joining 法, 步长为 1000, boot-

strap 值>60% , 对本研究所分离的 4 株 SVCV 和

其他国家的 SVCV 毒株的糖蛋白基因核苷酸序列, 

构建系统进化树(图 3)。利用 MegAlign 软件进行

基于糖蛋白基因核苷酸序列的遗传距离分析结果

见表 2。进化分析结果显示, Shlj1~Shlj4 与中国参

考株 A2、BJ0505-2、978 和美国参考株 USA、

212364 聚为一簇, 核苷酸相似性为 98.4%~99.8%, 

Shlj1~Shlj3 之间具有更高的相似性(99.5%~99.8%), 

与Shlj4的相似性相对较低(98.6%~98.9%), 与其他

毒株糖蛋白核酸序列相似性分别为 88.3%~99.3%, 

88.0%~99.2%和 98.3%~99.5%。Shlj1~Shlj4 毒株

中 Shlj3 与美国参考毒株 USA 和 212364 具有最高

的氨基酸相似性(99.8%); Shlj2 与英国参考毒株

880163 具有最低的相似性 (88.0%)。目前根据

Basic 等[9], Miller 等[16], Sheppard 等[17]对 SVCV 基

因分型的研究可将 SVCV 分为 Ia, Ib, Ic, Id 4 个基

因型。通过糖蛋白的核酸序列系统发育分析显示, 

本研究的 Shlj 1~Shlj 4 毒株与 SVCV 北京参考株

BJ0505-2、上海参考株 978 和武汉参考株 A2 均属

于 Ia 基因型(图 3)。该结果表明, 中国不同来源地

的 SVCV 毒株虽然具有基因差异性, 但是仍然具

有相同的基因型。 
 

 
 

图 3  基于鲤春病毒血症病毒糖蛋白基因序列构建的系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree based on the glycoprotein gene sequences of spring viremia of carp virus  
 

2.5  Shlj 毒株糖蛋白氨基酸序列比对分析 

分离到的 Shlj 4 个不同毒株糖蛋白氨基酸序

列比对结果(图 4)显示, 每个毒株都相应地发生了

氨基酸的改变, 改变的氨基酸多集中在序列的中

后区域。其中 Shlj 4 中氨基酸突变最多, 有 8 个

氨基酸与另 3 个毒株糖蛋白序列相应位置氨基酸

不同, 这也预示着 Shlj 4 的致病性、进化方向等

特性与其他三株可能存在较大差异, 该结果与病

毒滴度测定以及系统进化树分析结果均相符。 

3  讨论 

1971 年在南斯拉夫首次发现 SVCV[18], 随后

在美洲[16, 19]和亚洲[20]也分离到 SVCV。从 2015—

2016 年到 2016 年, 本课题组利用细胞培养的方

法对黑龙江省多家鲤养殖场送来的鲤监测样品进

行病原检测, 从 40 家养殖场超过 12000 尾鱼中共

检出 4 个 SVCV 阳性样本。 

SVCV 感染症状通常是非特异性的, 如突眼、

腹胀和局部水肿。病鱼经常表现为身体发黑, 鳃 
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图 4  鲤春病毒血症病毒 Shlj 系列分离株糖蛋白氨基酸序列比较 

Fig. 4  Alignment of amino acid sequences of glycoprotein of spring viremia of carp virus Shlj strains 

 
表 2  基于鲤春病毒血症病毒糖蛋白基因核苷酸序列的遗传距离分析 

Tab. 2  Genetic distance analysis based on glycoprotein gene nucleotide sequences of spring viremia of carp virus  %   

毒株 strain Shlj 1 Shlj 2 Shlj 3 Shlj 4 M2-78 880163 970395 940626 2/90 RHV P4 N1-5 Fijan 978 BJ0505-2 A2 USA 212364 P4-9 SVCV5

Shlj 1 *** 99.5 99.8 98.7 89.5 88.3 88.9 88.7 90.7 88.9 90.5 90.4 90.9 99.2 99.3 99.3 99.6 99.6 91.2 92.3

Shlj 2 0.5 *** 99.7 98.6 89.3 88.0 88.7 88.5 90.5 88.7 90.4 90.2 90.9 99.2 99.2 99.2 99.5 99.5 91.3 92.4

Shlj 3 0.2 0.3 *** 98.9 89.6 88.3 89.1 88.7 90.9 89.1 90.7 90.5 91.1 99.4 99.5 99.5 99.8 99.8 91.4 92.5

Shlj 4 1.3 1.4 1.1 *** 89.3 88.3 88.7 88.3 89.8 88.4 90.5 90.0 90.4 98.4 98.6 98.7 98.8 98.8 90.8 92.0

M2-78 11.6 11.9 11.4 11.8 *** 99.3 98.0 98.4 92.4 91.5 92.2 92.0 92.4 89.3 89.1 89.3 89.3 89.3 92.0 97.5

880163 12.9 13.2 12.9 12.8 0.5 *** 97.4 98.1 90.1 89.4 90.8 90.1 90.6 87.8 87.6 87.8 87.8 87.8 90.1 96.7

970395 11.5 11.7 11.3 11.7 1.3 1.4 *** 97.9 91.8 90.9 91.5 91.3 91.6 88.7 88.5 88.7 88.7 88.7 91.3 97.3

940626 12.5 12.8 12.5 13.1 1.7 1.7 1.2 *** 91.1 89.9 90.4 90.1 90.6 88.3 88.0 88.3 88.3 88.3 90.1 97.2

2/90 10.1 10.3 9.8 11.1 8.2 10.6 8.0 9.7 *** 95.8 93.1 92.9 93.3 90.5 90.4 90.5 90.5 90.5 93.6 93.5

RHV 12.3 12.5 12.0 12.9 9.2 11.4 9.1 11.1 4.3 *** 91.8 91.6 92.0 88.7 88.5 88.7 88.7 88.7 92.0 92.9

P4 10.3 10.5 10.1 10.3 8.4 9.7 8.5 10.5 7.3 8.8 *** 98.7 99.8 90.5 90.4 90.5 90.5 90.5 98.4 92.9

N1-5 10.5 10.7 10.3 10.9 8.6 10.5 8.7 10.8 7.5 9.0 1.3 *** 98.9 90.4 90.2 90.4 90.4 90.4 99.3 92.7

Fijan 10.0 9.9 9.7 10.5 8.2 10.0 8.2 10.2 7.1 8.6 0.2 1.1 *** 91.2 90.7 90.2 90.5 90.5 98.7 92.1

978 0.8 0.9 0.6 1.6 11.9 13.5 11.7 13.1 10.3 12.5 10.3 10.5 9.5 *** 99.3 99.0 99.3 99.3 91.6 92.6

BJ0505-2 0.7 0.8 0.5 1.4 12.1 13.8 12.0 13.4 10.5 12.7 10.5 10.7 10.1 0.7 *** 99.2 99.4 99.4 91.0 92.1

A2 0.7 0.8 0.5 1.3 11.8 13.4 11.7 13.1 10.3 12.5 10.3 10.5 10.7 1.0 0.8 *** 99.4 99.4 90.5 90.4

USA 0.4 0.5 0.2 1.2 11.9 13.5 11.7 13.1 10.3 12.5 10.3 10.5 10.4 0.7 0.6 0.6 *** 99.9 90.9 90.9

212364 0.4 0.5 0.2 1.2 11.9 13.5 11.7 13.1 10.3 12.5 10.3 10.5 10.4 0.7 0.6 0.6 0.0 *** 90.9 90.9

P4-9 9.5 9.5 9.2 10.0 8.6 10.5 8.7 10.8 6.7 8.5 1.7 0.7 1.3 9.1 9.7 10.4 9.9 9.9 *** 92.3

SVCV5 8.3 8.2 8 8.6 2.6 3.1 2.1 2.9 7 7.6 7.6 7.8 8.5 7.9 8.5 10.3 9.8 9.8 8.2 ***

注: 对角线以上为相似性百分比, 对角线以下为散度百分比.  

Note: Figures above the diagonal show percentage similarity; figures below the diagonal show divergence percentage. 



1146 中国水产科学 第 24 卷 

 

苍白, 皮肤、腮、眼睛出血。解剖病鱼会发现内

部器官, 尤其是鱼鳔上出血严重[21]。病毒的分离

结果显示, 接种组织悬液后的敏感细胞 EPC 开始

收缩变圆, 出现葡萄串状的细胞病变; 随后细胞

大面积脱落, 培养液变浑浊; 最后细胞单层几乎

被完全破坏, 呈网状。病毒滴度测定结果显示, 研

究中分离到的 4 株病毒毒力存在一定差异, 这也

与相关文献报道的某一氨基酸改变会引起多肽链

空间折叠结构的变化, 甚至会改变病毒的毒 

力[22–23]的结论一致。SVCV 基因组为连续的线性

单股负链 RNA, 长 11019 个核苷酸, 主要由 5 个

基因组成, 分别编码核蛋白 N(nucleoprotein)、磷

蛋白 P(phosphoprotein)、基质蛋白 M(matrix)、糖

蛋白 G(glycoprotein)和 RNA 聚合酶 L(RNA- de-

pendent RNA polymerase)。其中, 糖蛋白包含 509

个氨基酸, 具有信号肽序列及跨膜结构域, 是典

型的跨膜糖蛋白[1, 8, 24], 在病毒检测、核酸疫苗开

发上具有广阔的应用前景。由于糖蛋白是 SVCV 

的主要抗原蛋白, 决定了 SVCV 的血清学特征, 

因此对其基因结构和免疫原性开展研究 , 可为

SVCV 的免疫学诊断技术研究以及基因工程疫苗

研制奠定基础[25]。中国学者早在 2002 年便开始

通过 ELISA 和 Real-Time PCR 检测糖蛋白来识别

和分离 SVCV[11]。2013 年, Xiao 等[12]利用磷蛋白

P 对上海地区 SVCV 进行了基因分型, 结果表明

该毒株基因型为 Ia。本研究利用糖蛋白核酸序列

对 SVCV Shlj 进行聚类分析, 从数据可以推断出, 

Shlj 1~Shlj 4 与中国参考株 A2、978 和美国参考

株 USA、212364 是由同一分支进化而来的, 均属

于 Ia 基因型。而美国参考株进化分枝节点在中国

参考株之后 , 很有可能是由中国毒株进化而来 , 

该结果与目前有关美国 SVCV 由亚洲传入的结论

一致[16, 26]。本研究利用 SVCV 糖蛋白基因对其进

行基因分型, 系统发育分析显示, SVCV 分为 4 个

不同基因型 (Ia、Ib、Ic、Id), 并且 SVCV 中国参

考株 BJ0505-2、A2、978 以及本研究分离到的 Shlj 

1~Shlj 4 和部分美国参考株都属于 Ia 基因型, 该

结果与磷蛋白基因分析结果一致。鉴于糖蛋白在

该病毒中起主要免疫原作用 , 本研究结果对

SVCV 的深入研究具有一定的指导意义。 

综上所述, 本研究开展了黑龙江地区 SVCV

毒株的细胞培养分离, PCR 鉴定, 病毒滴度测定, 

病毒表面糖蛋白氨基酸序列聚类分析及基因分型

研究。结果证实 SVCV 存在于黑龙江地区鲤养殖

场中, 具有较高的检出率(10%), 是黑龙江地区暴

发的鲤疾病病原之一, 并且这些来自不同养殖场

的 SVCV 分离株具有不同核酸序列及氨基酸序

列。SVCV Shlj 1~Shlj 4 毒株的生物特性及遗传进

化分析为该地区 SVC 疫病的监测及防控提供了

重要参考。 
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Isolation and genotype analysis of spring viremia of carp virus strains 
from Heilongjiang Province in China 

JI Feng1, 2, ZHAO Jingzhuang1, LIU Miao1, HE Wenbin1, 2, YIN Jiasheng1, LU Tongyan1, Ren Guangming1,  
XU Liming1 

1. Heilongjiang Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China;  
2. College of Fishery and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China 

Abstract: Spring viremia of carp virus (SVCV) was routinely isolated and identified from tissues of carp (Cypri-
nus carpio) from 40 carp farms in Heilongjiang Province by separation in cell culture and identification using po-
lymerase chain reaction. SVCV isolates were subjected to virus titer determination, phylogenetic reconstruction 
based on their glycoprotein amino acid sequences and genotyping. Cell culture results showed that the isolates 
from four different farms infected Cyprinus carp epithelial cells and caused a cytopathic effect. The isolated 
SVCV strains were designated as Shlj1–Shlj4 and were confirmed as SVCVs by polymerase chain reaction. The 
titers of SVCV Shlj1–Shlj 4 were 106.28, 106.88, 107.57, and 106.38 × the 50% tissue culture infectious dose/mL, 
respectively. The results of the Shlj glycoprotein gene cluster analysis showed that Shlj1–Shlj4 clustered with 
China strains A2 and BJ0505-2 as well as America strains USA and 212364. The nucleotide sequence similari-
ties of Shlj 1–Shlj 4 with those previously reported SVCV strains were 98.4%–99.8%, and the similarities among 
Shlj 1–Shlj 4 were 98.6%–99.8%. The highest nucleotide sequence similarity (99.8%) was observed between Shlj3 
and USA/212364, and Shlj2 had the lowest similarity (88.0%) with England reference strain 880163. The amino 
acid sequence alignment results showed that, among the four Shlj strains, the glycoproteins of Shlj 4 contained the 
most mutations. Genotype analysis showed that Shlj 1–Shlj 4 all belonged to genotype Ia. The study showed that 

the SVCV detection rate was about 10% in Heilongjiang Province during 20152016, and the glycoprotein gene 
sequences of SVCV strains from different farms varied, indicating that SVCV strains are evolving in the Chinese 
fish farm environment. 
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