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摘要: 病毒性鲫(Carassius auratus)鳃出血病的突发流行可导致鱼高致死率, 使中国部分养鱼场近些年受到重创。

为了充分认识这种鱼病的发生发展过程, 我们结合 PCR、光学显微镜和透射电镜, 对病鱼头肾等组织的病变及病

毒分布情况进行了分析。注射自然发病鱼的组织滤液(病毒悬液), 能使正常鲫感染, 且出现与自然发病鲫相同的症

状及高致死率; 病原有典型疱疹病毒的形态特征(故称为鲫疱疹病毒, CaHV)。经 PCR扩增对已知鲤科疱疹病毒主

要衣壳蛋白(MCP)基因进行检测, 可确定 CaHV存在于被感染鱼的肝、脾、肾和头肾组织中。对组织病理变化及不

同时序进行比较, 结果表明 CaHV 感染会引起鲫这些组织不同程度病变, 而鳃和头肾的病理变化有显著时序相关

性。在头肾细胞中还观察到大量 CaHV颗粒, 预示鲫头肾是 CaHV侵染和复制的主要靶器官。 
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鲫(Carassius auratus)作为中国重要的淡水养

殖鱼类, 其养殖规模和养殖潜力越来越大[1–4]。但

病毒病严重阻碍中国水产业健康和可持续发展[5], 

尤其是近年来, 鲫鳃出血病的流行给中国部分水

产养殖场带来重创, 初步查明引起鲫鳃出血病的

病原就是病毒, 且有学者认为是疱疹病毒感染所

致[6–8]。该病具有突发性及流行广和致死率高的特

点。主要症状为体表有大小不同的出血斑, 下颌、

鳍基部及侧线鳞以下及胸部出血尤为明显。鳃肿

胀呈暗红色, 当鳃盖张合或鱼泳动时会有血液从

鳃盖下方流出, 因此认为鳃出血是这类疾病的典

型症状。 

光学显微病理和透射电镜技术已广泛应用

于水产病毒病的检测与诊断 [9–11]。结合显微和超

微方法 , 不仅已对多种患病水产动物及其病原 , 

如鳜鱼、中华鳖、大鲵等的组织或细胞病理变

化进行了观察和分析 [12–14], 且有关实验室发表

了关于患病鲫的鳃、脾、肾、肝和肠组织病理

变化的观察结果 [15–17]。头肾作为鱼类重要的免

疫器官 , 人们已从中鉴定了不同的免疫相关基

因 [18]。然而 , 尚未见关于感染病毒鲫的头肾病

理变化的有关报道 , 也暂时未见对在攻毒后不

同感染时间的鲫组织进行时序病理变化比较研

究的相关报道。  

先前我们已从自然发病的鲫组织中观察到一

种疱疹病毒(Carassius auratus herpesviruse, CaHV)

颗粒。基于我们从自然感染病鲫制备和获得组织

匀浆过滤液(病毒悬液), 注射正常健康的鲫 , 能

导致鱼鳃严重出血, 且感病鲫在 10 d内死亡率为

100%, 并通过 PCR 扩增到鱼疱疹病毒的主要衣

壳蛋白(major capsid protein, MCP)基因等系列前

期工作的基础上, 为了解感染鲫疱疹病毒(CaHV)

后, 鲫病毒病的发生发展过程, 在此我们运用光

学显微镜和透射电子显微镜技术 , 对患病鲫鱼
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鳃、肝、脾、肾及重要免疫器官头肾的病理变化

进行观察和比较分析, 尤其是对攻毒后不同时间

病鲫鳃与头肾的病理变化进行了深入观察。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

1.1.1  材料鱼、病毒悬液及人工回接感染  自然

感染的鱼采自某养殖场, 有典型鲫鳃出血病症状

的鱼。取其内脏, 制备组织匀浆液并过滤(病毒悬

液), 冰箱保存备用, 制备方法参见文献[19]。 

实验用健康鲫鱼来自健康鲫养殖场。鱼体长

为 16~20 cm, 体重为 90~120 g。健康鲫暂养于水

温(24±1)℃的水箱中, 每次每组 10 尾鱼, 稳定一

周后用于人工回接感染。 

1.1.2  实验仪器  LEICA DFC310 荧光倒置显微镜

(德国徕卡公司); OLYMPUS IX73 荧光倒置显微镜 

(日本奥林巴斯公司); Leica ultracut R超薄切片机(德

国徕卡公司); JEM-1230透射电镜(日本 JEOL公司)。 

1.2  病毒制备及结构蛋白基因扩增 

病毒 CaHV 的分离提纯及核酸制备方法采用

本实验室的常规方法, 参见文献[9, 19]。病毒主要

衣壳蛋白基因(MCP)引物设计参见已知鱼类疱疹

病毒 (GenBank 登录号: KM200722) 的 ORF92。

分别以攻毒后 3 天的鱼肝、脾、肾及头肾组织的

核酸为模板, 进行 PCR 扩增。PCR 反应条件为: 

95℃变性 5 min; 95℃变性 30 s, 56℃退火 30 s, 

72℃延伸 50 s, 34个循环后 72℃延伸 10 min。取

10 μL扩增产物, 1%的琼脂糖凝胶电泳, 于凝胶成

像系统观察 PCR扩增结果。 

1.3  显微组织病理观察 

1.3.1  健康和感病鲫组织的制片及显微观察  基

于我们前期已从有典型鳃出血病、且自然发病鲫的

组织中观察到疱疹病毒颗粒, 接毒感染测试能导

致 100%鱼死亡的基础上, 分别取正常鱼及经人工

注射病毒悬液后第 3天、已出现症状病鲫的鳃、肝、

脾、肾及头肾组织, Bouin’s氏液固定, 50%、70%、

80%、90%、100%乙醇梯度脱水, 石蜡包埋, 切片, 

厚度为 5 μm, 二甲苯脱蜡, 经苏木精–伊红染色后, 

中性树脂封片, 显微观察并拍照, 参见文献[20]。 

1.3.2  感染不同时间鳃与头肾病样的制备与观察  

在注射病毒悬液后 1 d、3 d和 5 d分别取患病鲫的鳃

和头肾组织, 参见 1.3.1步骤, 制备组织切片, 并对这

两种组织不同时间发生的病理变化进行比较观察。 

1.4  超微组织病理观察 

在注射病毒悬液后 3 d, 分别取病鲫的鳃、肝、

脾、肾及头肾组织, 2%戊二醛和 1%饿酸双固定, 

乙醇梯度脱水, 环氧树脂 812包埋, 超薄切片, 厚

度为 60~80 nm, 醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染色, 

电镜观察并拍照, 参见文献[12]。 

2  结果与分析 

2.1  感染鱼不同组织中 PCR扩增到疱疹病毒基因 

用参照已知鱼疱疹病主要衣壳蛋白基因序列

所设计引物进行 PCR检测, 均能从攻毒鱼的肝、

脾、肾和头肾组织中扩增到 748 bp 的特异条带 

(图 1)。显示当攻毒 3 d后, 鱼的不同组织中都存

在病毒结构蛋白基因, 它们已被 CaHV侵染。 
 

 
 

图 1  PCR 检测感染鱼组织样中的 CaHV MCP 

M: DL2000 DNA marker; 1. 阴性对照; 2~5. 病鱼的肝、 

脾、肾及头肾样. 

Fig. 1  PCR assay of CaHV MCP in the tissues of infected fish 
M: DL2000 DNA marker; 1: Negative control; 2–5: Liver, 

spleen, kidney and head-kidney of diseased fish. 

 

2.2  健康鲫和患病鲫的鳃、肝、脾、肾及头肾组织

显微观察 

由于伊红为酸性染料, 可使细胞浆、红细胞、

嗜伊红颗粒等被染成不同程度的红色或粉红色。

而苏木精可将嗜碱性结构, 如细胞核、核糖体及

细胞质中含有核酸的部分染成蓝紫色。据此以了

解组织的病理变化。 
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鳃组织: 可见正常鳃丝其主干部分的软骨细

胞及多层上皮细胞, 致密有序排列, 主要见着蓝

色的细胞核; 与鳃丝纵轴垂直的鳃小片平行排列, 

鳃小片是由两层细胞组成, 因中间分布着丰富的

微血管, 充满被伊红染成红色的红细胞、排列规

则, 这使鳃小片挺拔且长, 结构完整清晰。但病鲫

鳃丝主干部分的软骨组织结构紊乱、软骨细胞稀

疏, 堆积大量嗜伊红的红细胞; 而鳃小片内由于

红细胞量减少而呈弯曲状或变短。这表明感染 3 d, 

鲫鳃丝组织内充血或出血, 而鳃小片内的红细胞

流失 (图 2-鳃)。 

肝组织: 正常肝组织无间隙致密排列, 细胞

轮廓清晰, 呈多边形; 蓝色胞核大小相近, 着色

均匀, 多数位于细胞的中央。但病鲫的肝细胞排

列紊乱, 或堆积或稀疏有间隙, 细胞轮廓模糊不

清; 嗜苏木精颗粒明显增多, 蓝色细胞核的大小

有显著差异 (图 2-肝)。 

脾组织: 正常脾组织中细胞均匀致密, 红髓

和白髓区别不明显; 而在病鲫的脾组织中, 细胞

数量显著减少, 棕黄色颗粒增多, 组织广泛受损 

(图 2-脾)。 

肾组织: 正常肾组织中, 可见许多由上皮细

胞围成的大小不同、呈长椭圆形的肾小管, 管腔

小, 胞有界, 核中位, 染色较深。而在病鲫的肾组

织中, 有些肾小管肿胀变形或中空, 有些细胞核

消失, 细胞排列紊乱, 肾小管内外间隙扩大, 组

织坏死 (图 2-肾)。 

头肾组织: 正常头肾组织无肾单位, 核分布

均匀、致密、具典型淋巴细胞形态特征、成片着

深蓝色的细胞。而在病鲫的头肾组织中, 细胞排

列紊乱, 核大小及着色深浅不匀, 局部组织坏死, 

出现嗜伊红无结构、圆形或近似圆形的玻璃样病

灶 (图 2-头肾)。 

2.3  病鲫鳃与头肾不同时序的病理变化 

组织病变与病原分布的时序性是相关的。随

着感染(注射攻毒)时间的延长, 鳃和头肾组织都

出现显著的时序相关病理变化。 

当感染 1 d 时, 鳃丝的软骨组织有较轻微的

损伤, 但鳃小片却因失血而明显缩短; 当感染时

间增至 3 d至 5 d时, 鳃组织发生急剧的变化, 鳃

丝的软骨组织溶融消失, 部分鳃丝断裂缺损, 鳃

丝和鳃小片都严重变形, 直至整个鳃组织坏死和

崩解。鳃小片是鱼血液与外界水环境交换气体的

场所。通常, 相邻鳃丝的鳃小片互相嵌合, 交错排

列 , 血管网互通, 可是一旦构成鳃小片的上皮细

胞损伤, 微小血管受到破坏, 就会大量出血, 随之

鱼的呼吸与循环系统及其功能就会衰退或衰竭。 

接毒 1 d 后, 头肾组织就显而易见的出现玻

璃样病变, 作为重要的免疫器官, 此时不可逆病

变已严重妨碍其发挥应有的作用。随着感染时间

延长, 病灶迅速增多, 而在接毒 5 d后, 头肾组织

彻底分崩离析 (图 3)。 

2.4  病鲫 5种组织的超微病变 

电镜观察显示: 鳃(图 4G)、肝(图 4L)、脾(图

4S)和肾(图 4K) 细胞中不同程度出现核质固缩或

稀疏、边缘化, 双层核膜分离, 胞质空泡化等病

变。在脾细胞的胞核和胞质中都可见有散在的病

毒颗粒分布 (图 4S)。 

同时, 在部分头肾 (图 5) 细胞中, 细胞核严

重变形, 甚至解离形成核碎片, 大量的子代病毒

散在或成簇分布碎裂的核之中 (图 5A)。有的头

肾细胞产生了充满胞质的膜突起, 形成“芽”, 而

病毒颗粒就分布在突起胞质的周边, 伺机出芽释

放(图 5B)。 

3  讨论 

本研究首次对疱疹病毒引起急性鳃出血症的

鲫头肾进行了病理变化观察, 并关注其病理变化

的动态过程。尤其是通过对鳃和头肾病变时序的

研究, 揭示它们是 CaHV 的重要靶器官, 且有直

观证据证实 CaHV 在头肾细胞中大量增殖, 使组

织病变快速发生, 宿主鱼急性感染死亡。之前, 虽

然国内外都有关于鲤疱疹病毒 II型 (CyHV-2) 的

研究报道[21–22], 涉及病鱼不同组织的显微病理、

超微病理及 PCR检测等方面, 但却未见疱疹病毒

引起鲫头肾病理变化的相关报道。 

本研究观察到: 头肾细胞中大量的子代病毒

可同时以多颗粒出“芽”的方式释放, 也可通过细 
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图 2  正常和患病鲫组织的显微图(HE) 

Fig. 2  Photographs of tissues from normal and diseased crucian carp (HE) 
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图 3  感染 CaHV后不同时间, 鲫鳃和头肾组织的时序病理变化(HE) 

Fig. 3  Histopathological changes in crucian carp tissues at various times after CaHV infection (HE)  

 

 
 

图 4  病鲫鳃(G)、肝(L)、脾(S)和肾(K) 4种组织的 

细胞电镜图 

N表示细胞核. 

Fig. 4  Electron micrographs of the cells from four tissues of 
the diseased fish, gill (G), liver (L), spleen (S) and kidney (K) 

N, nucleus. 

胞崩解的方式群体释放 (图 5)。而常见病毒成熟

时是以单颗粒出芽方式释放[23], 对宿主细胞的损

伤较小, 释放速度也较慢。相比可见 CaHV 的释

放与复制效率更高 , 对宿主细胞的破坏也更严

重。CaHV 感染引起高死亡率的急性鲫鳃出血病

可能还有另两方面原因: 其一是由于头肾是鱼类

重要免疫器官, 在接毒 1 d后, 头肾组织就受病毒

影响, 出现结构破坏不可逆的玻璃样病变, 导致

其免疫功能丧失。无疑这加速了鲫鳃出血病的进

程。提示一旦受到 CaHV侵染, 仅凭鲫自身免疫系

统自救恐怕难以奏效。其二是据初步测序资料 (尚

未发表), CaHV与已知的CyHV-2分子结构有差异, 

这些差异可能来自致病相关基因结构变化。但哪些

基因有变化呢？这还需后续研究来证明。 

 国内已有不同实验室发表了对鲫鳃出血病组

织病理观察及分子诊断相关的研究结果[22, 24], 本

文的部分内容 (如病鱼肝、脾、肾的组织病理) 与

上述文献报道相符。但我们对不同感染时序对鳃

和头肾组织病理变化的影响进行了深入分析, 显

示鳃与头肾组织损伤有显著的时序相关性。在感

染 CaHV后第 3天, 从鲫的多种组织中可扩增到病

毒 MCP 基因, 这为鱼鳃及其他组织充血或出血等 
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图 5  病鲫头肾 (HK) 细胞电镜图 

N: 表示细胞核. A: 大量子代病毒散在或成簇分布在碎裂的

细胞核中; B: 有的头肾细胞产生了充满胞质的膜突起, 形 

成“芽”, 而病毒颗粒分布在突起胞质周边, 伺机出芽释放.  

Fig. 5  Electron micrographs of the head-kidney (HK) cells 
from diseased crucian carp 

N: nucleus. A: Large numbers of offspring-virus distributing in 
crashed nucleus. B: Some head-kidney cells produced membra-
neous proceses filled with cytoplasm, forming “bud”; while the 
virus particles distributing around the protuberant cytoplasm,  

waiting for releasing. 

 
病症发生是由于受到病毒攻击提供了直接证据。

也为 CaHV 进入鱼体, 在靶器官头肾中扩增后, 

通过血液循环迅速侵染各种组织, 并损害比较薄

弱、组成鳃小片的上皮细胞, 致使鳃微血管出现

开放性创伤、破裂和鳃大量出血, 引起感染鲫的

急性窒息死亡。因此, 本研究结果及讨论为认识

病毒性鲫鳃出血病致病机理提供了有重要参考价

值的新信息。 

水产动物的多种病原病毒, 如弹状病毒、虹

彩病毒、呼肠孤病毒、疱疹病毒等对宿主的侵染

已对我国渔业造成严重危害[24–27]。现代分子生物

学方法结合超微观察技术能对病毒病原进行分离

鉴定。同时, 常规病理观察也发展到可将形态结

构改变与组织、细胞的超微变化结合起来进行研

究, 本研究就是借助显微与超微病变观察相结合

的方法, 不仅获得了直观而有重要参考价值的信

息, 加深了我们对鱼类疱疹病毒及其发病机制和

发展规律认识的深度, 同时也有助于水产病毒病

诊断和防控技术的提高。 
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Pathological changes of acute viral hemorrhages in the gills of  
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Abstract: Acute outbreaks of gill hemorrhages of crucian carp (Carassius auratus) can cause high mortality rates, and 
the viral disease in China has had a devastating effect on some fish farms in recent years. To better understand the pro-
gression of the viral disease, we combined polymerase chain reaction (PCR) technology and light microscopy with 
electron microscopy to observe the pathological changes and virus distribution in the gill and head-kidney of diseased 
fish. Normal crucian carps were infected by injection with tissue filtrate (viral suspension) from naturally infected fish, 
which caused similar symptoms to those observed in naturally infected fish, and high mortality. The pathogen has the 
morphological characteristics of a typical herpesvirus (referred to as Carassius auratus herpesvirus, CaHV). CaHV can 
be determined in infected fish tissues, liver, spleen, kidney and head-kidney, using a PCR assay for the major capsid 
protein (MCP) gene of the known cyprinid herpesvirus. The pathological changes in different tissues, such as the gill 
and head-kidney, were compared at different times after infection with CaHV. The results showed that CaHV caused 
varying degrees of pathological change among the various tissues. The pathological changes in the gills and 
head-kidney increased with time after CaHV infection. There were a large number of virus particles in the head-kidney 
cells, suggesting that the head-kidney might be the primary target organ for CaHV invasion and replication. 

Key words: Carassius auratus; gill viral hemorrhage; herpesvirus; pathological change; head-kidney; transmission 
electron microscopy. 
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