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摘要: 2016 年 4 月, 四川某鲈鲤(Percocypris pingi)养殖场流行一种以鳃、鱼鳔和内脏器官出血为临床特征的传染病。

组织病理学观察发现, 患病鲈鲤全身多组织器官均发生明显的病理损伤, 尤其是肝、脾、肾、鳃和肠表现为明显的

出血、变性、坏死以及炎症细胞浸润。取病鱼组织匀浆滤液接种鲤上皮瘤细胞(epithelioma papulosum cyprini, EPC), 

盲传 3 代出现典型的细胞病变(cytopathic effects, CPE)。将自然发病鱼组织匀浆滤液和细胞培养病毒液分别接种健

康鲈鲤, 实验鱼出现与自然发病鱼相同的症状, 死亡率分别为 60%和 50%, 而对照组未见异常。对经分离毒株

ZLP160415 感染出现 CPE 的 EPC 细胞制备超薄切片进行电镜观察, 发现病毒呈弹状, 长 90~150 nm, 宽 40~60 nm; 

对自然发病鱼、人工感染发病鱼内脏组织和细胞培养病毒液进行鲤春病毒血症病毒(spring viremia of carp virus, 

SVCV)的 RT-PCR 检测 , 均扩增出目的条带。基于 SVCV 糖蛋白基因进行系统发育分析 , 结果显示分离毒株

(ZLP160415)属于 Ia 型。结合本次疾病的流行病学与病理损伤特点、病毒分离鉴定、人工感染试验结果和透射电

镜检查, 确定此次流行病的病原为 SVCV。 
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鲤春病毒血症病毒(spring viremia of carp vi-
rus, SVCV)属弹状病毒科(Rhabdoviridae), 为单链

RNA 病毒。它可引起鲤科鱼类大规模爆发鲤春病

毒血症(spring viremia of carp, SVC), 尤其是在春

季水温 10~17℃时流行[1]。目前, 在欧洲、亚洲及

北美等地区已有 SVCV 感染鲤 (Cyprinus car-
pio)[1]、草鱼 (Ctenopharyngodon idella)[2]、丁鱥

(Tinca tinca)[3]、鳙(Aristichthys nobilis)[4]、鲫(Car-
assius auratus)[4] 、 鲢 (Hypophthalmichthys mo-
litrix)[5]、锦鲤 (Cyprinus carpio Koi)[6]和雅罗鱼

(Leuciscus idus)[7]等的报道 , 感染鱼主要表现为

体表及内脏器官出血等症状, 且一旦发病能引起

较高的死亡率。世界动物卫生组织(OIE)将 SVC
列为必报的重要疫病[8], 中国农业农村部也将其

列为一类动物疫病。自 1971 年 Fijian 等[1]首次分

离出 SVCV 以来, 国内外学者相继在该病毒的检

测技术、基因分型、免疫防治及病毒感染引起宿

主的相关免疫调节等方面展开了研究, 这有助于

对疾病的准确诊断及有效防控。 
鲈鲤 (Percocypris pingi) 属鲤形目 (Cyprini-

formes), 鲤科(Cyprinidae), 鲈鲤属 , 主要分布于

四川岷江、雅砻江、青衣江、金沙江下段等长江
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上游支流, 其肉质鲜嫩, 有很高的营养价值和药

用价值, 是产区重要经济鱼类。由于过度捕捞、

水环境变迁, 目前野生鲈鲤数量急剧减少, 被列

为长江一级急切保护动物[9]。近年来, 中国鲈鲤人

工养殖逐步兴起, 在产生经济效益的同时也增加

了疾病发生的风险。目前, 已有对鲈鲤细菌病[10]、

真菌病与寄生虫病[11]的报道, 但病毒病却未见报

道。2016 年 4 月, 四川某养殖场鲈鲤流行一种临

床特征为全身多器官出血的传染病, 累计死亡率

达 35%以上, 给养殖户造成严重的损失。为明确

病因, 本研究从自然发病鲈鲤体内分离病原, 并
进行组织病理学观察 , 人工感染试验和半巢式

RT-PCR 检测, 同时基于糖蛋白基因构建系统发

育树确定其基因型, 旨在为该病的正确诊断及有

效防治提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验鱼 
患病鲈鲤, 体重 566.7~1150.4 g, 由四川某鲈

鲤养殖场送检。健康鲈鲤, 体重(124.6±12.5) g, 购
于四川雅安某鲈鲤养殖场。 
1.2  主要试剂 

鲤上皮瘤细胞(EPC)由本实验室保存 ; 胎牛

血清(FBS)(Gibco 公司); M199 培养基(北京索莱宝

科技有限公司); 胰酶(Hyclone 公司); PrimeScript 
1st Strand cDNA Synthesis Kit 反转录试剂盒 , 
RNAiso( 宝 生 物 工 程 有 限 公 司 ); PCR Master 
Mix(Invitrogen 公司), DL2000 DNA Marker(成都

百奥诺维生物科技有限公司)。 
1.3  临床症状与组织病理学观察 

对患病鲈鲤体表和内脏进行观察; 同时取肌

肉、鳃、肠、脑、肾、脾和肝等组织于 10%中性

福尔马林中固定 , 酒精梯度脱水 , 二甲苯透明 , 
石蜡包埋 , 常规切片 , HE 染色, 中性树胶封片, 
光学显微镜下观察并照相记录。 
1.4  病毒分离培养 

取濒死鲈鲤脾、肾组织, 加入 M199 培养液按

1 ː 10 比例匀浆成组织悬液, 4℃ 12000 r/min 离心

20 min, 上清液经 0.22 µm滤膜过滤后接种于EPC

细胞, 16℃吸附 1 h, 吸弃组织过滤除菌液, 然后

加入 M199 维持液(含 2%FBS 和 100 IU/mL 双抗)
于 16℃培养; 设正常细胞为对照组。每日观察细

胞生长状况, 待有 70%~80%细胞出现 CPE 后, 收
获病毒液再接种 EPC 细胞, 至盲传 3 代后能稳定

观察到 CPE, 将收获的病毒液于–80℃保存, 并按

Reed-Muench 法[12]计算病毒滴度(TCID50)。 
1.5  人工感染试验 

将健康鲈鲤分为 3 组, 每组 10 尾, 于水温

(16.0±1.5)℃中暂养 7 d 后进行人工感染试验。试

验 A 组每尾鱼腹腔注射 0.2 mL 组织过滤除菌液; 
试验 B 组每尾鱼腹腔注射 0.2 mL 细胞培养病毒液; 
对照组腹腔注射等量的灭菌生理盐水, 连续观察

28 d 并统计死亡率。 
1.6  电子显微镜观察 

细胞出现 CPE 后吸出维持液, 加入 25 mL/L
戊二醛固定, 3000 r/min 离心 20 min, 收集细胞沉

淀。细胞沉淀经 PBS 漂洗后, 按常规方法进行 1%
锇酸再固定、乙醇梯度脱水、环氧树脂包埋, 超
薄切片, 醋酸双氧铀及柠檬酸铅染色, 使用透射

电子显微镜进行观察, 并拍照记录。 
1.7  糖蛋白基因扩增及序列分析 

按照 RNAiso 说明书的步骤对有明显临床症

状的自然发病鱼、人工感染发病鱼内脏组织和细

胞培养病毒液进行总 RNA 的提取 , 然后按照

PrimeScript 1st Strand cDNA Synthesis Kit 产品说

明书以总 RNA 为模板合成 cDNA。参考 OIE 推荐

的半巢式 PCR 法 [13], 合成两对引物(表 1)扩增

SVCV 糖蛋白基因, F1/R2 扩增该基因中的 714 bp
片段, F1/R4 则从该片段中再扩增 606 bp 片段, 引
物由上海生物工程有限公司合成。PCR 反应体系

为 25 μL: cDNA 2 μL, Mix-reaction buffer 12.5 μL, 
上下游引物各 1 μL, ddH2O 8.5 μL, PCR 反应条件

参照 OIE 诊断手册[13]。1%琼脂糖凝胶电泳检测

PCR 扩增产物大小, 产物纯化后送上海生物工程

有限公司测序, 将测序结果上传 NCBI 与 GenBank
中已知核酸序列进行 Blast 比对, 获得的序列采

用 DNAstar 进行多序列比对分析, 并用 MEGA6.0
构建系统发育进化树。 
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表 1  SVCV PCR 检测所用引物 
Tab. 1  PCR primers used for SVCV identification 

引物名称 primer 引物序列(5ʹ–3ʹ) sequence (5ʹ–3ʹ) 目标条带 target fragment 条带长度/bp size 

SVCV-F1 TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR-RTC F1/R2 714 

SVCV-R2 AGA-TGG-TAT-GGA-CCC-CAA-TAC-ATH-ACN-CAY   

SVCV-R4 CTG-GGG-TTT-CCN-CCT-CAA-AGY F1/R4 606 

 
2  结果与分析 

2.1  临床症状与组织病理学观察 
疫情发生水温 15~17.2℃, 病鱼体色变浅, 离

群独游, 食欲减退, 甚至停止摄食, 鳍条基本与

腹部充血、出血, 累计死亡率达 35%以上。剖检 

见病鱼腹腔内有一定量淡黄色或含血腹水, 肝发

黄, 弥散性出血, 质地变脆; 脾肿大、出血, 呈紫

黑色; 肾肿大、出血; 肠腔内无食物, 有一定量黏

液(图 1A); 鳃丝苍白, 点状出血(图 1B); 鱼鳔壁

点状血点(图 1C)。 
 

 
 

图 1  感染鲤春病毒血症病毒鲈鲤的临床病变 
A. 肝、脾、肾肿大, 出血; B. 鳃丝苍白, 出血; C. 鱼鳔壁点状出血. 

Fig. 1  Clinical signs of Percocypris pingis infected by spring viremia of carp virus 
A. Liver, spleen, kidney enlargement and haemorrhage; B. Gills pale and hemorrhage;  

C. Petechial hemorrhages in the wall of the swim bladder. 
 

组织病理学观察发现病鱼肝窦充血, 肝细胞

肿胀, 空泡变性和脂肪变性(图 2A), 多灶性坏死, 
肝细胞核固缩, 溶解(图 2B)。脾脏充血、出血, 脾
髓内淋巴细胞坏死, 数量减少, 巨噬细胞和网状

内皮组织增生(图 2C)。肾小管上皮细胞空泡变性、

坏死, 管腔内见均质红染的蛋白或脱落的上皮细

胞形成的管型, 肾间造血组织坏死, 炎症细胞浸

润(图 2D)。肠绒毛断裂, 上皮细胞坏死、脱落, 固
有膜及黏膜下层炎性细胞浸润(图 2E)。鳃小片毛

细血管淤血、出血, 上皮细胞增生, 使邻近的鳃小

片融合, 部分区域鳃小片上皮细胞坏死, 脱落(图
2F)。骨骼肌纤维肿胀, 横纹肌消失, 染色不均匀, 
甚至断裂, 坏死溶解(图 2G)。脑血管充血, 基质

疏松, 神经元细胞肿胀, 出现卫星现象(图 2H)。 
2.2  病毒分离 

病鱼组织过滤除菌液接种 EPC 细胞后, 第 3
天开始出现 CPE (图 3A)。盲传 3 代后能稳定观察

到典型的 CPE, 细胞脱落, 呈破鱼网状。而对照组

细胞生长状态良好(图 3B)。分离的病毒能在 EPC
细胞中稳定增值, 按 Reed-Muench 法测定其病毒

滴度为 107.24TCID50/mL。 
2.3  人工感染试验 

接种感染 7 d 后鲈鲤开始出现游动缓慢无力, 
食欲减弱等症状, 感染后第 10 天体色变浅, 体表

与鳃点状出血并开始出现死亡。连续观察 28 d 后

统计死亡率, 试验 A 组死亡 6 尾, 死亡率为 60%; 
B组死亡5尾, 死亡率为50%, 对照组鱼未见异常。 
2.4  电子显微镜观察结果 

将出现 CPE的 EPC细胞进行超薄电镜切片观

察, 其中可见具有典型弹状的病毒粒子, 长 90~ 
150 nm, 宽 40~60 nm (图 4)。 
2.5  糖蛋白基因扩增及序列分析 

自然发病鱼、人工感染发病鱼内脏组织和细

胞培养病毒液分别用针对 SVCV 糖蛋白基因的 2 
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图 2  感染鲤春病毒血症病毒鲈鲤的组织病理学损伤 
A. 肝淤血, 肝细胞空泡变性和脂肪变性; B. 肝细胞核固缩, 核溶解(箭头); C. 脾出血, 网状细胞增生, 淋巴细胞数量减少;  

D. 肾小管上皮细胞变性、坏死, 肾间造血组织坏死; E. 肠黏膜上皮细胞坏死, 脱落; F. 鳃小片上皮细胞增生, 坏死;  
G. 肌纤维肿胀, 断裂, 溶解; H. 脑神经元细胞肿胀, 出现卫星现象(箭头). 

Fig. 2  Pathohistological lesions of Percocypris pingi infected by spring viremia of carp virus 
A. Hepatic congestion, vacuolar degeneration and fatty degeneration of hepatocytes; B. Hepatocytes karyopyknosis and  

karyolysis (arrows); C. Splenic congestion, proliferation of reticular cells and lymphocytes reduction; D. Degeneration and  
necrosis of the renal tubular epithelia, and interrenal hematopoietic necrosis; E. Intestinal epithelial cells necrosis and fall off;  

F. Branchial epithelial cells proliferation and necrosis; G. Skeletal muscle fibres swelling, fracture and dissolution;  
H. Neuronal cell swelling and satellite phenomenon (arrow). 

 

 
 

图 3  从自然发病的鲈鲤体内分离的病毒株 
ZLP160415 感染 EPC 细胞的细胞病变 

A. 病毒株感染出现 CPE 的细胞形态;  
B. 对照组正常细胞形态. 

Fig. 3  The cytopathic effect (CPE) of the EPC cell  
monolayers infected by ZLP160415 from  

naturally diseased Percocypris pingi 
A. The cell morphology of CPE; B. Normal cell  

morphology of the control group. 

 
 

图 4  ZLP160415 感染 EPC 细胞后 
电子显微镜下病毒形态 

Fig. 4  The viral morphology under electron  
micrograph after ZLP160415 infecting EPC 

 

对引物进行半巢式 RT-PCR 扩增, 产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳后发现分别扩增出约 714 bp 与 606 bp
的预期目的片段(图 5), 该结果显示自然发病鱼、

人工感染发病鱼内脏组织和细胞培养病毒液均为

SVCV 阳性。 
第二轮 PCR 反应产物经上海生物工程有限公

司测序后, 将测序结果提交 NCBI 获得 GenBank
登录号 MG020142。Blast 比对结果显示分离株
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ZLP160415 与 SVCV 同源性最高, 达 99%以上。

在基于 SVCV 糖蛋白基因序列构建的系统发育树

上(图 6), 分离株 ZLP160415 属于 Ia 基因型, 与中

国其他 SVCV 分离株同源性最高。 
 

 
 

图 5  病毒糖蛋白基因的 RT-PCR 扩增产物电泳图 
A. 第一轮 PCR 产物(714 bp); B. 第二轮 PCR 产物(606 bp). M: DNA 分子质量标准; 1: 阴性对照;  

2: 自然发病鱼; 3: 人工感染发病鱼; 4: 细胞培养病毒液. 
Fig. 5  The electrophoresis of RT-PCR product of virus glycoprotein genes 

A. The first round PCR product (714 bp); B. The second round PCR product (606 bp). M: DL2000 DNA marker;  
1: negative control; 2: the natural infected fish; 3: the artificially infected fish; 4: cell culture virus solution. 

 

 
 

图 6  基于鲤春病毒血症病毒糖蛋白基因序列构建的系统发育树 
Fig. 6  The phylogenetic tree based on the G gene of spring viremia of carp virus sequence 
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3  讨论 

鲤春病毒血症是由鲤春病毒血症病毒引起的

一种急性、出血性、高致死性传染病, 其宿主范

围广, 能感染多种鲤科鱼类, 该病的流行和发生

对水产养殖业特别是鲤养殖业构成严重威胁。中

国于2001年在全国范围内开展SVCV监测工作, 在
2003 年, 从无临床症状的观赏鱼体内首次分离到

SVCV[6], 在此之后陆续有 SVCV 感染的报道[2, 14]。

本研究从以全身多器官出血为临床特征的自然发

病鲈鲤体内分离到一株病毒 (ZLP160415), 人工

感染证实了其病原性, 进一步通过 G 基因序列分

析确认其为 SVCV, 该结果表明 SVCV 自然情况

下可感染鲈鲤并致死, 因此, 在鲈鲤的养殖中对

该病的危害应引起重视。 
本 研 究 中 测 定 分 离 株 病 毒 滴 度 为 107.24 

TCID50/mL, 与其他分离株病毒滴度相比 [14]明显

偏高, 说明该分离株 ZLP160415 具有较强的毒力, 
人工感染鲈鲤致较高的死亡率也证实了这一点。

其感染鲈鲤引起的临床症状和剖解病变与先前报

道 的 胖 头 鱥 (Pimephales promelas) 等 [15] 感 染

SVCV 相似, 均有内脏器官肿大、出血及腹水等

现象, 其中鱼鳔出血和腹水具有代表性, 可作为

临床上诊断该病的一个参考依据。组织病理学检

查显示, SVCV 感染鲈鲤可导致全身多组织器官

的损伤, 尤其是肝、脾、肾、肠和鳃等组织损伤

严重, 表现为明显的肝细胞脂肪变性及灶性坏死; 
脾脏充血, 出血, 淋巴细胞数量减少, 内皮网状

组织增多; 间质性肾炎; 坏死性肠炎和鳃丝血管

充血, 出血, 鳃小片上皮增生与坏死; 非化脓性

脑炎等病理损伤。这与 SVCV 感染斑马鱼[16]和罗

非鱼[17]等表现的病理变化基本一致, 表明 SVCV
感染鲈鲤可引起多组织器官损伤与功能障碍, 从
而致感染鱼的死亡。有报道显示 SVCV 感染鱼会

表现出不同程度的肝血管周围炎, 导致血管壁坏

死等现象[18], 但在本研究中并未发现, 这与鱼的

种属特异性还是与分离株的生物学特性有关还有

待进一步的研究。 
SVCV 毒株在遗传进化上大体可分为两个分

支, 即亚洲分支和欧洲分支 [7]; 而基于糖蛋白基

因的核苷酸序列分析, SVCV 毒株又可进一步分

为 Ia、Ib、Ic 和 Id 型 4 个亚型。Ia 型包含来自亚

洲、美国、英国、加拿大的分离株, Ib 和 Ic 包含

来自欧洲东部的分离株, Id 型包含来自英国和欧

洲其他一些国家的分离株[19]。SVCV 毒株遗传聚

类与地理起源密切相关, 其中 Ia 型分布最广。本

研究中, 基于糖蛋白基因的系统发育分析, 分离

株 ZLP160415 属于 Ia 型, 且与中国分离株亲缘关

系最近。有研究表明, SVCV 感染成鱼的死亡率较

低[20], 但在本次疫情中达到商品规格的鲈鲤感染

后死亡率也达 35%左右, 出现这种差异是因宿主

种属差异, 还是毒株差异所致值得进一步探索。 
目前控制该病最好的方法为疫苗免疫, 近年

来, 一些新技术和新型疫苗, 如 RNA 干扰[21]、病

毒样颗粒 (VLPs)[22]和口服疫苗 [23]等用于预防

SVCV 感染, 并取得了一定的应用效果, 这为 SVCV
的预防提供了新的策略与手段。有研究表明通过

抗性育种选育对 SVC 有抵抗力的品种能防止

SVCV 的感染, 降低放养密度也能明显减少 SVC
的发病率[13, 18], 由此可见, 抗病育种以及饲养管

理也应在 SVCV 控制中有重要作用。对于鲈鲤

SVCV 的防控除了加强饲养管理, 防止病原的传

入之外, 也应开展针对性的免疫研究, 以切实提

高鲈鲤 SVCV 的特异性防控水平, 降低 SVCV 对

养殖鲈鲤的危害。 
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Isolation and identification of a spring viremia of carp virus from  
Percocypris pingi and resultant pathological lesions 

ZHENG Liping1, GENG Yi1, YU Zehui1, LEI Xueping1, CAO Shiqi1, OUYANG Ping1, HUANG Xiaoli2,  
CHEN Defang2, DENG Longjun3, GAN Weixiong3, XIA Wenping1 

1. College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Wenjiang, Sichuan 611130, China; 
2. College of Animal Science and Technology, Sichuan Agricultural University, Wenjiang, Sichuan 611130, China; 
3. Yalong River Hydropower Development Company, LTD, Xichang, Sichuan 615000, China 

Abstract: In April 2016, a serious infectious disease characterized by hemorrhage of the gill, swim bladder, and 
internal organs emerged in a Percocypris pingi farm in Sichuan Province. Histopathological observation showed 
that the spring viremia of carp virus (SVCV) infection in P. pingi could cause pathological damages in multiple 
organs, which exhibited hemorrhage, degeneration, necrosis, and infiltration of the inflammation cells, especially 
in the liver, spleen, kidney, gill, and intestine. The filtrated homogenate was inoculated into the epithelioma papu-
losum cyprini (EPC) cells, and the typical cytopathic effect (CPE) was formed after three blind passages. Diseased 
tissue suspension filtered from bacteria and EPC-grown virus were used to inoculate healthy P. pingi. The results 
showed that the infected P. pingi developed similar clinical symptoms to those described above and suffered 60% 
and 50% mortality, whereas the control group remained normal. Transmission electron microscopy (TEM) of EPC 
cells infected with ZLP160415 found that the virus was bullet-shaped, 90150 nm long, and 4060 nm wide. 
RT-PCR of tissue homogenates from the fish naturally infected, the fish artificially infected, and the infected cells 
were performed, and the results showed that all were SVCV-positive. Based on phylogenetic analysis of glyco-
protein genes, the isolate ZLP160415 was classified into the Ia genogroup. From the combination of epidemiology, 
pathologic lesions, virus isolation and identification, artificial infection, and TEM examination, it was concluded 
that the SVCV was the pathogen of the disease. 
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