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鲤鱼浮肿病流行情况的初步研究
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1 前言
锦鲤疱疹病毒病 （Koi herpes virus disease，

KHVD）是由锦鲤疱疹病毒（Koi herpes virus，KHV）
引起、 危害鲤和锦鲤的常见和最重要的病毒病之
一。 KHV 主要感染各规格鲤和锦鲤，临床症状主要
是烂鳃 、眼凹陷 、皮肤损害等 [1]，感染后死亡率在
90%以上。近年来，在北京养殖的鲤和锦鲤中出现了
一种具有烂鳃、眼凹陷等类似 KHVD 临床特征的疾
病， 用检测 KHV 的 PCR 方法多次检测， 结果均为
KHV 阴性，引起猜测。 2016 年 5 月下旬，北京市顺
义区某锦鲤养殖场发病，病鱼出现烂鳃、凹眼瞪，但
KHV 检测结果依然为阴性 。 但用鲤鱼浮肿病毒
（Carp Edema Virus，CEV）进行 PCR 扩增 ，并且测

序结果和 Genbank 公布的结果进行比较，结果显示
发病锦鲤是由 CEV 感染引起。
鲤鱼浮肿病 （Koi sleepy disease，KSD）是在国

际上流行的外来病，其病原是 CEV，在我国尚未见
报道。 本研究结果提示 CEV 已经进入我国，并对鲤
和锦鲤养殖业造成了威胁。现将研究报告如下，以为
开展进一步的监测、防控工作提供基础资料。
2 材料与方法
2.1 材料
2.1.1 病料来源
北京市顺义区某锦鲤养殖场的患病锦鲤。

2.1.2 试剂
DNA 抽提试剂盒：德国 QIAGEN 公司；引物合

摘要 为了明确北京顺义某锦鲤养殖场患病锦鲤的发病死亡原因， 根据鲤鱼浮肿病毒基因的保守序列
设计引物进行套式 PCR 扩增，产物经电泳后可见 548 bp 片段和 180 bp 片段的 DNA 条带，空白对照无扩增
条带；套式 PCR的产物进行测序，测序结果和 Genbank公布的鲤鱼浮肿病毒 H504株序列完全一致。 结果显
示这是由鲤鱼浮肿病毒引起的鲤鱼浮肿病，并通过进一步分析，提示鲤鱼浮肿病在北京地区已经有所扩散，
应引起养殖者以及鱼病工作者的关注。
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成及测序： 由上海生工生物工程技术服务有限公司
提供；PCR 扩增试剂：北京百泰克公司。
2.1.3 仪器
台式冷冻离心机： 德国艾本德公司，Centrifuge

5418R；梯度 PCR 仪：美国 AB 公司，ABI veriti；电泳
仪：北京六一仪器公司，DYY-6C；凝胶成像系统：北
京赛智公司，ChampGel-5000； 显微镜： 奥林帕斯，
CX-41。
2.2 方法
2.2.1 鳃丝显微镜观察
制作病鱼鳃丝水浸片，在 1000倍显微镜下观察

鳃丝。
2.2.2 分子生物学检测
取病鱼鳃、肾、肝、脑、脾，混合后研磨匀浆，制成

样 1、 样 2，4 ℃过夜； 用 DNA 抽提试剂盒抽提核
酸，做套式 PCR 扩增，引物根据已知 CEV 基因的保
守序列设计[2]；第一次 PCR 扩增的正向引物 F1： 5'-
GCTGTTGCAACCATTTGAGA-3'， 反向引物 R1：5'-
TGCAGGTTGCTCCTAATCCT-3'， 扩增该基因中的
548 片段；第二次扩增的正向引物 F2：5'-GCTGCT-
GCACTTTTAGGAGG-3'，反向引物 R2：5'-TGCAAGT-
TATTTCGATGCCA-3'，再从中扩增 180片段。 反应条
件为：94 ℃ 5 min，94℃ 2 min，60 ℃ 1 min，72 ℃ 1
min，35 个循环；最后 72℃延伸 10 min。 将嵌套 PCR
后的产物纯化后， 送至上海生工生物工程技术服务
有限公司进行序列测定， 测序结果通过 NCBI 的
Blast检索系统进行序列同源性分析。
另外还使用扩增 KHV 的 TK 和 SPH 基因的引

物对该样品做 PCR 扩增[3]。
3 结果
3.1 发病鱼池情况

5 月 20日，该养殖场有 2 个鱼池发病；到 6 月 1
日，鱼死亡情况基本停止。 1号池有鱼 2000 kg，死亡
约 1000 kg，10 d 累计死亡率为 50% ；2 号池有鱼
5000 kg，死亡约 500 kg，10 d累计死亡率为 10%。 据
调查，1号池在发病前水颜色异常，呈土色；2 号鱼池
水色正常。 该场在发病前 2 天对 1、2 号池均采用了
投放芽孢杆菌、富藻素等产品，并将其他鱼池水加注
到这 2 个鱼池， 结果 2 日后 2 个鱼池均出现发病死
亡情况。 发病后， 该场还向池中泼洒氟苯尼考以及
大黄，结果出现更多鱼死亡。
3.2 临床症状
发病水温 23 ℃，患病锦鲤全长 10-15 cm，体重

约 100 g，有烂鳃、凹眼症状（图 1），解剖可见各内脏
形态基本正常。 其临床症状类似 KHV 感染。

3.3 鳃丝显微镜观察
在 1000 倍显微镜下可见鳃丝上有大量杆状细

菌，类似柱状黄杆菌（图 2）。

3.4 病毒的分子生物学特性
病鱼的鳃、肾、肝、脑、脾组织抽提核酸后，根据

CEV 基因的保守序列设计引物进行套式 PCR 扩增，
产物经电泳后可见 548 bp 片段和 180 bp 片段的
DNA 条带，空白对照无扩增条带（图 3）。 套式 PCR
的产物进行测序，其测序结果在 NCBI 上进行比对，
与已报道的 CEV 序列（GeneBank ID：KM283182，分
离株：H504）同源性达到 100%（图 4）。

图 1 发病锦鲤

图 2 显微镜下可见细长杆菌（×1000）

注：1、2 为病鱼组织；B：空白对照

图 3 CEV经 PCR（a）和套式 PCR（b）后的产物
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同时用特异性扩增 KHV 的 TK 和 SPH 基因的
引物，对该样品进行 PCR 扩增，没有见到有相应的
DNA 扩增片段。
以上结果表明，此养殖场的患病锦鲤是被 CEV

感染而非 KHV；鳃丝上的细长杆菌推测是继发感染
柱状黄杆菌。
4 讨论

KSD 最早发生于日本新泻 [4]， 近年在德国、法
国、英国、荷兰、捷克、奥地利、土耳其等国发现养殖
鲤和锦鲤因 CEV 感染引起爆发性死亡的情况[5，6]，成
鱼和幼鱼均会发病，具昏睡、鳃损害、凹眼、皮肤损害
等症状，这些临床症状与 KHVD 类似。 由于 KSD 仅
在国外报道，暂时还未能引起国内同行的足够重视。

KHVD 在国内已经被多次检出， 并对渔业生产
造成严重危害。 过去， 每当鲤和锦鲤在水温 20 ℃-
30 ℃发生大量死亡时，如果出现烂鳃、眼凹陷、皮肤
损害等临床症状，通常就初步判断由 KHV 引起，用
PCR 也很容易确诊。 然而，近年来在北京以及全国
各地养殖的鲤和锦鲤中多次出现一种高死亡率的鱼

病，发病鱼也有烂鳃、凹眼等类似 KHVD 的临床特
征， 但实验室多次用 PCR 检测结果显示为 KHV 阴
性。 2014 年 7 月和 8 月，北京房山区 2 个养殖场各
种规格锦鲤发病死亡，发病鱼呈烂鳃、凹眼，死亡率
高达 80%以上，后经检测确定是 CEV 感染引起。 而
这次在北京顺义的养殖场又一次检测到 CEV，提示
该病毒已经在北京地区扩散。

KHVD 和 KSD 这两种病症状很类似，但发病温
度略有差别。 前者在 20℃-30℃之间[1]；而后者发病
水温范围较广，据报道在 7 ℃-28 ℃都有发病 [2，4-6]，
本次发病水温 23℃。 因此当水温在 20℃以上，鲤或
锦鲤出现烂鳃、凹眼等症状，并导致高死亡率时，难
以再依靠临床特征区分两种病，而需要通过 PCR 检
测来确证。 此外本次在发病鱼鳃丝上还可见大量细
长杆菌， 推测是柱状黄杆菌， 该菌也可引起烂鳃症

状。 这给现场单纯依靠临床症状初步诊断 KHVD 或
KSD 带来较大困难，需要进一步研究上述疾病在临
床上表现出的不同症状特点。
此次发生 KSD 是在鱼池进行水质调节后，并且

死亡率较高的 1 号池水色呈土色，明显水质恶化；死
亡率较低的 2 号池水质明显好于 1 号池。 推测 KSD
的发生及造成的死亡率与养殖环境有关。
进一步回顾本实验室近年的鱼病监测工作，

2014年 7月， 北京市怀柔区某水库网箱养殖的大规
格鲤发病，死亡率 90%，病鱼出现烂鳃、凹眼等症状，
未能检测到 KHV；同年 9月，河北省唐山市曹妃甸 2
个养殖场的鲤大面积死亡，出现烂鳃、凹眼等症状，
均未能检测到 KHV。 可见在 2 年前就出现过类似
KHVD 的临床症状但检测又是 PCR 阴性的情况，提
示 CEV可能 2年前就已经进入我国并在各地流行。
5 结论

CEV 可感染锦鲤并导致发病死亡，经分析该病
已经在北京地区扩散， 并可能已经扩散到我国各鲤
和锦鲤养殖区。 由于 CEV 和 KHV 感染引起的症状
类似，都能够引起养殖鲤和锦鲤的高死亡率，临床上
难以区分。 因此有必要引起养殖者以及鱼病工作者
重视，对 KSD 进行普查和流行病学监测。
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图 4 该病毒和 CEV H504株的部分基因片段的序列比较结果
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