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池塘养殖患病泥鳅两种病毒病原的电镜观察初报
刘文枝，范玉顶，江 南，赵建青，周 勇，曾令兵
( 中国水产科学研究院长江水产研究所，武汉 430223)

摘要: 利用电子显微镜技术，对湖北荆州池塘养殖患病泥鳅的组织进行超薄切片电镜观察。电镜观察结果显示:
在患病泥鳅的脾脏、肾脏、心脏及肠道组织中观察到大量球形和杆状两种形态的病毒颗粒。球形病毒颗粒无囊
膜，直径约 50 ～ 75 nm; 杆状病毒颗粒有囊膜，形态多样，大小约为( 50 ～ 100) nm × ( 300 ～ 500) nm; 细胞培养
分离病毒结果显示，球状病毒可在鲫鱼脑组织细胞系 ( GiCB) 中增殖，可导致细胞出现典型的细胞病变效应
( CPE，cytopathic effect) ，但没有观察到 GiCB细胞中杆状病毒的增殖。
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A preliminary observation of two viral pathogens in diseased pond － cultured
loach( Misgurnus anguillicaudatus) by transmission electronic microscopy

LIU Wen-zhi，FAN Yu-ding，JIANG Nan，ZHAO Jian-qing，ZHOU Yong，ZENG Ling-bing
( Yangtze Ｒiver Fisheries Ｒesearch Institute，Chinese Academy of Fishery Science，Wuhan 430223，China)

Abstract: A serious disease was occurred in the pond － cultured loach( Misgurnus anguillicaudatus) with high mortality in
Jinzhou，Hubei，China. To figure the pathogen，the tissues of the diseased loach were sliced and subjected to transmission
electron microscopy observation. The results showed that a number of spherical and rod － like viral particles were observed
in the spleen，kidney，heart and gut tissue of the diseased loach. The spherical viral particles were non － enveloped，with
a diameter of 50 － 75nm; While the rod － like viral particles were enveloped with a variety of shapes，and were about 50 －
100nm in diameter and about 300 － 500nm in length. Furthermore，the filtrates of the infected tissues were inoculated in
gibel carp brain cells( GiCB) . The results showed that the spherical virus could propagate and caused typical cytopathic
effects( CPE) in GiCB cells. By contrast，the rod － like virus could not propagate in these cells.
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泥鳅( Misgurnus anguillicaudatus) 因其食性杂、
适应能力与抗病力强、生长速度快以及药用、营养
及经济价值高等优点，深受广大养殖者和消费者喜
爱，已成为广泛养殖的一种淡水鱼特色养殖品
种［1 － 2］。近年来，随着市场的需求量不断增加，泥
鳅的人工养殖范围和规模也在不断扩大，养殖集约
化程度不断提高。在泥鳅高密度、集约化养殖过程
中，疾病成为制约其产业发展的突出问题之一。然
而，目前有关其病害研究的报道相对较少，仅有的
少量文献主要集中于细菌、真菌和寄生虫病［3 － 5］。

2016 年 10 月份，湖北省荆州市某泥鳅养殖场
发生泥鳅暴发性死亡，发病水温 24 ～ 26 ℃，发病
率约 60%，死亡率高达 80%，抗生素药物治疗无
效。本试验对患病泥鳅组织样本进行了电镜观察和
细胞培养分离病毒初步研究，旨在为深入研究泥鳅
疾病的病原学和有效地进行疾病防控提供科学依据。

1 材料和方法
1. 1 材料

患病泥鳅采集自湖北省荆州市某泥鳅养殖场，
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患病泥鳅体长为 10 ～ 15 cm，体重为 15 ～ 25 g。选
取濒死的患病泥鳅置于解剖盘中，解剖并迅速剪取
肝、脾、肾、肠、心、脑等组织器官，将各组织块
放入适量的 2. 5%戊二醛溶液中固定，用于电镜观
察。此外，采集患病泥鳅的脾脏和肾脏组织。病料
剪碎，按照 1∶ 10 加入 PBS，匀浆，冻融 3 次，4 ℃
5 000 r /min 离心 30 min，收取上清，过滤除菌，
作为病毒分离培养用样品。
1. 2 电子显微镜切片的制备与观察

将电镜固定液中的组织块在 4 ℃条件下固定
12 h，用 0. 1 mol /L磷酸缓冲液冲洗 3 次，每次 10
min，随后用体积分数为 1%的锇酸固定 1. 5 h。组
织块用磷酸缓冲液冲洗 2 次后置于梯度乙醇中脱
水，再用 Epon812 包埋剂包埋。使用 Leica UC7 型
超薄切片机进行超薄切片( Germany) ，将切片置于
铜网上用体积分数为 2%的醋酸双氧铀和柠檬酸铅
联合染色后，用透射电子显微镜观察 ( Hitachi －
7650，Japan) 。
1. 3 细胞培养分离病毒

利用鲤鱼上皮瘤细胞 ( EPC ) 、草鱼肾脏细胞
( CIK) 、斑点叉尾 肾脏细胞( CCK) 、鲫鱼脑组织
细胞( GiCB) 和草鱼性腺细胞( GCO) 等细胞系，接
种患病泥鳅组织匀浆超微过滤液( 0. 22 μm) ，经传
代培养，观察细胞病变情况。

2 结果与分析
2. 1 临床症状

患病泥鳅腹部朝上漂浮于水面( 图1A) ，腹部、
体侧及下颌基部有出血点 ( 图1B) ; 解剖发现病鱼
脾脏充血肿大，胆囊肿大，肾脏弥散性坏死。

图 1 患病泥鳅临床症状
Fig. 1 Clinical signs of diseased loach

2. 2 电镜观察
对患病泥鳅的肝、脾、肾、肠、心、脑等组织

进行超薄切片并在透射显微镜下观察，在脾、肾、
心等组织内观察到有两种形状的病毒颗粒存在，患
病组织中细胞严重坏死，细胞核固缩或染色质边缘
化。杆状的病毒颗粒外包被有囊膜，病毒的形态多
样，但主要呈杆状，直径约 50 ～ 100 nm，长度约
300 ～ 500 nm ( 图2 ) 。球形病毒颗粒无囊膜，直径
约 50 ～ 75 nm( 图3) ; 两种病毒粒子分布在宿主细
胞的细胞质中。

图 2 患病泥鳅脾脏和脾脏组织杆状病毒电镜观察
Fig. 2 Ｒod － like viral particles were revealed by transmission electron microscopy in the spleen and kidney of diseased loach
( A:患病泥鳅脾脏中杆状病毒，标尺: 200 nm 1. 0 μm; B: 患病泥鳅肾脏中杆状病毒，标尺: 2. 0 μm; Nu: 细胞核; 箭头: 病毒颗粒)

2. 3 细胞培养分离病毒
患病泥鳅内脏组织匀浆超微过滤液分别接种

EPC、CIK、CCK、GiCB 和 GCO 细胞，观察细胞
病变效应 ( Cytopathic effect，CPE ) 。其中 EPC、
CIK、CCK和 GCO 细胞的病毒原代培养或盲传培
养均未观察到细胞病变效应，超薄切片电镜观察也

未见到病毒粒子存在。而使用患病泥鳅组织匀浆超
微过滤液接种 GiCB 细胞，可观察到细胞收缩成
团、折光度增加，出现典型细胞病变效应; 将病变
的细胞培养物盲传 3 代仍可出现稳定的细胞病变现
象，接种细胞 48 h 后细胞单层出现脱落，呈现出
典型 CPE现象( 图4) 。超薄切片电镜观察可见球状
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的病毒粒子存在于细胞质中，病毒颗粒直径约为
50 ～ 75 nm( 图5 ) 。细胞培养分离病毒超薄切片电

镜观察尚未观察到杆状病毒颗粒。

图 3 患病泥鳅脾脏和肾脏组织球状病毒电镜观察
Fig. 3 Spherical viral particles were revealed by transmission electron microscopy in the spleen and kidney of diseased loach

( A:患病泥鳅脾脏中球状病毒，标尺: 500 nm;

B: 患病泥鳅肾脏中球状病毒，标尺: 500 nm; Nu: 细胞核; 箭头: 病毒颗粒)

图 4 病毒培养物感染 GiCB细胞后的细胞病变效应
Fig. 4 Cytopathic effects( CPE) of GiCB cells inoculated with the filtrates of the diseased loach tissues.

A: 正常的 GiCB细胞; B: 病毒培养物感染 GiCB细胞产生的细胞病变效应。

图 5 GiCB细胞中球状病毒颗粒的电镜观察
Fig. 5 Spherical viral particles were revealed by transmission electron microscopy in the GiCB cells

A、B: GiCB细胞中球状病毒颗粒的电镜观察( 标尺: 200 nm) 。

3 讨论
目前国内外对泥鳅疾病的研究主要集中在细

菌、真菌和寄生虫等病原方面［6 － 8］。Zhu 等［3］从体
表患有溃疡的泥鳅体内分离到温和气单胞菌; Qin
等［4］从患病泥鳅体内分离到希瓦氏菌 ( Shewanella
sp. ) 和利斯顿菌 ( Listonella sp. ) ，患病泥鳅的临

床症状主要表现为病鱼嗜睡，食欲不振，体色变
黑，全身水肿和腹部的皮肤充血; 晏有水等［5］报
道称，在人工养殖泥鳅过程中还会出现水霉病、烂
鳃病、赤皮病、赤鳍病和肠炎病以及主要寄生虫病
为小瓜虫病和车轮虫病。日本学者 Chowdhury 等［9］

报道了从体表患有溃疡泥鳅的体内分离到柱状黄杆
菌，溃疡部位由最初的白色逐渐向黄色过渡。从临
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床症状上看，患病泥鳅大多数表现出活力下降、摄
食减弱、烂鳃、溃疡、水肿、充血和发炎等症状。
本研究中患病泥鳅体表有明显出血点，尤其是腹部
朝上漂浮于水面症状突出，但体表溃疡症状不明
显，腹腔内无腹水，脾、肾、胆囊等器官出现严重
病变。本研究中笔者也开展了细菌分离鉴定研究，
但未分离到以上所报道的细菌病原，也未观察到真
菌或寄生虫病原。

泥鳅病毒性疾病的报道很少。1993 年，台湾
学者 Chou 等［10］在患病的泥鳅体内分离到双 ＲNA
病毒，经鉴定该病原与水生动物的传染性胰腺坏死
病毒( IPNV) 相近。2016 年，Pospichal等［11］的研究
结果显示，锦鲤疱疹病毒 ( KHV) 不仅能够感染鲤
科鱼类，而且能够感染石鳅。石鳅可作为携带体可
以携带该病毒，但是缺乏病毒超微结构电镜观察结
果。国内有关泥鳅病毒病的研究尚属空白。本研究
在患病泥鳅的脾脏、肾脏、心脏及肠组织中首次观
察到了球形和杆状两种形态的病毒颗粒，根据病毒
形态、大小及存在形式等特征，推测球形病毒颗粒
与鱼类呼肠孤病毒相似，杆状的病毒颗粒与感染节
肢动物杆状病毒类型中核型多角体病毒相似，但这
两种病毒的分类地位亟待深入研究。本研究通过细
胞培养技术试图分离培养从患病泥鳅体内观察到的
两种形态病毒病原，结果发现，球形病毒可引起鲫
脑组织细胞( GiCB) 病变，且可连续传代培养，但
未分离到杆状病毒，暗示实验中所使用的细胞系对
于杆状病毒不敏感，迫切需要建立与筛选该形态病
毒的敏感细胞系。由于患病泥鳅存在两种形态病毒
颗粒共感染的现象，因此只有将混合感染的两种病
原分离培养与纯化后，才能研究其致病力，从而鉴
别主要致病病原。此外，根据本研究的初步结果，
建议泥鳅养殖生产中对于病毒性疾病应以预防为

主，控制养殖密度和池塘底泥环境，并及时采取有
效的消毒措施杀灭病原体，投喂可能够增强机体免
疫力的免疫促进剂和天然抗病毒植物药物，以降低
养殖泥鳅病毒性疾病的发生率。
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