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鱼类神经坏死病毒对军曹鱼仔鱼的致病性 
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摘要: 为了确定鱼类神经坏死病毒对军曹鱼(Rachycentron canadum)仔鱼的致病性, 本研究通过肌肉注

射、浸泡和共浴 3 种途径分别感染军曹鱼仔鱼, 观察了由其导致的发病死亡情况和病理学变化。结果

表明, 3 种感染途径都能造成军曹鱼仔鱼出现厌食、体色发黑和螺旋游泳等典型的病毒性神经坏死症症

状, 累计死亡率分别达到 78％、44％和 34％。肌肉注射 18 h 后, 利用 RT-PCR 方法在鱼的脑、眼、脊

髓中均可检测到该病毒。患病鱼的脑、视网膜、脊髓等组织发生空泡化, 与其他鱼类感染该病毒发生

的变化一致。因此, 军曹鱼仔鱼是鱼类诺达病毒的易感种群之一, 病毒能通过水平传播感染军曹鱼仔

鱼。 
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鱼类神经坏死病毒(Fish nervous necrosis virus, 
简称 NNV), 又叫鱼类诺达病毒(Piscine nodavirus), 
属于野田村病毒科(Nodaviridae)、乙型野田村病毒属
(Betanodavirus), 是多种海水鱼类暴发性传染病的致
病原。该病毒主要侵害宿主的脑部和视网膜等组织, 
由其感染引起的疾病称为鱼类病毒性神经坏死症

(Viral nervous necrosis, 简称 VNN),又称病毒性脑病
和视网膜病(Viral encephalopathy and retinopathy, 简
称 VER)[1]。该病毒分布很广, 能感染多种鱼类, 发病
期主要集中在海水鱼类种苗生产阶段, 鱼苗死亡率
高达 90%以上, 对成鱼也有较高的致死率, 也能危
害网箱养殖的鱼类[2]。目前, 除非洲以外, 其他各大
洲均有海水鱼类受到该病毒感染的相关报道, 受感
染的鱼类达 40 余种, 除少数淡水鱼类和虾以外, 绝
大多数为海水鱼类, 由于其极高的传染性和危害性, 
被世界动物卫生组织 (OIE)列为重要的鱼类病     
害[3~5]。近年来, 该病毒感染的鱼种类和危害程度呈
现不断增加的趋势, 严重影响了世界鱼类养殖业的
健康发展。 

军曹鱼(Rachycentron canadum)俗称海鲡、海龙
鱼, 属于鲈形目(Perciformes)、军曹鱼科(Rachycen- 
tridae)、军曹鱼属(Rachycentron), 主要分布于中国南
海、东海及黄渤海, 为暖水性海洋鱼类。该鱼个体大、
生长快、抗病性强, 具有较高的营养价值和药用价 
值[6], 已成为广东、海南、福建沿海的重要海水养殖

对象, 被称为海水网箱养殖中最有养殖前景的鱼类
之一[7]。Chi 等[8]从发生大规模死亡的军曹鱼中曾检

测到鱼类神经坏死病毒的存在, 但尚未进一步深入
的研究。本实验采用肌肉注射、浸泡和共浴 3 种感
染途径研究鱼类神经坏死病毒对军曹仔鱼的致病性, 
从而为军曹鱼神经坏死病毒流行病学和控制提供理

论基础。  

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼及饲养条件 
试验用健康军曹鱼仔鱼购自海南省三亚市某育

苗厂, 平均体质量 3.6 g, 平均体长 6.10 cm±0.1 cm。
海水静置沉淀 24 h再经沙滤后使用, 盐度约 30, pH
为 7.8～8.5, 水温为 25℃±1℃。试验过程 24 h充气, 
每天换水 1/2, 并清洗池底。 

1.2  病毒液制备 

取 保 存 在 −80 ℃ 的 患 VNN 赤 点 石 斑 鱼

(Epinephelus akaara)鱼苗 , 按 1∶ 10 加入预冷
PBS(0.1 mol/L, pH7.2), 冰浴充分匀浆, 以 3 000 g,  
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4℃离心 30 min后, 取上清液以 6 000 g, 4℃离心 1h, 
上清液经 0.22 μm滤膜过滤, 4℃冰箱保存备用。 

1.3  病毒感染及采样 
实验分 A、B、C和 D 4组, 每组 50尾健康鱼。

A 组肌肉注射病毒液(50 µL/尾); B 组将病毒液用海
水稀释为 1∶1000, 浸泡感染 2 h; C组为共浴感染组, 
即把注射病毒鱼与 50 尾健康鱼共同养殖, 中间用滤
网隔开; D组注射 50 µL PBS作为对照。 

另设各感染实验组对应的采样组, 每组鱼 30尾, 
病毒感染 12、18、24、28、32、36、40、48、72 h
的各组取 3尾鱼, 实验结束时取样 5尾, 取鳃、脑、
眼、脊髓、肠、肝、脾、肾和肌肉等组织用于组织

病理学和 RT-PCR分析, 实验过程中濒临死亡的鱼也
采样保存。 

1.4  组织病理切片 
鱼样品用 10%福尔马林固定, 经酒精脱水、二甲

苯透明及浸蜡、石蜡包埋、切片、苏木素－伊红(H.E)
染色后, 中性树胶封片, LEICA DL MB2显微镜观察
拍照。 

1.5  病毒核酸的总 RNA 的提取及 RT-PCR
检测 
取患病鱼组织包括鳃、脑、眼、脊髓、肠、肝、

脾、肾和肌肉, 用 Trizol分别提取总 RNA, 采用世界
动物卫生组织(OIE)(第三版)推荐的引物(由上海英骏
生物技术公司合成), 应用 RT-PCR 方法检测神经坏
死病毒 [5], 其中 , 正向引物为 : 5-CGTGTCAGT- 
CATGTGTCGCT-3, 反向引物为: 5-CGAGTCAACA- 
CGGGTGAAGA-3, 特异性 PCR产物为 421bp。 

2  结果 

2.1  实验鱼发病情况及累计死亡率 
肌肉注射感染病毒后, 前 3 d 实验鱼活动正常, 

从第 4天开始有部分鱼食欲下降、体色变深或发黑、
游动无力、反应迟钝; 随后发病鱼增多, 症状加剧, 
身体失去平衡, 有些鱼体弯曲, 呈螺旋状游动。如图
1 所示, 肌肉注射组死亡集中在攻毒后 6～10 d, 浸
泡组和共浴组发病临床症状与肌肉注射组相同, 但
发病时间较肌肉注射组晚, 累计死亡率较低。实验结
束时肌肉注射组、浸泡组、共浴组和对照组的累计

死亡率分别为 78%、44%、34%和 4%。 

 
图 1  NNV感染军曹鱼的累积死亡率 

Fig. 1  Cumulative mortalities of the cobia infected with 
NNV 

 

2.2  RT-PCR 检测结果 
2.2.1  RT-PCR对各个器官的检测   

分别取肌肉注射组、浸泡组和共浴组患病鱼样

品, 对鳃、脑、眼、脊髓、肠、肝、脾、肾和肌肉等
组织进行 RT-PCR检测, 在各组的脑、眼和脊髓中均
能扩增出大小为 421bp 的特异性片段(图 2), 而在其
他器官不能扩出(表 1)。 

 
图 2  患病鱼的 RT-PCR检测 

Fig. 2  RT-PCR detection of infected cobia larvae 
M. 标准分子量 DL2000; 1.患病鱼脑; 2.患病鱼眼; 3.患病鱼脊髓; 
4.阳性对照; 5.阴性对照 
M. DL2000 DNA marker; 1. brain of the infected cobia larvae;    
2. eye of the infected cobia larvae; 3. spinal cord of the infected 
cobia larvae; 4. positive control; 5. negative control 
 

2.2.2  病毒检出时间和检出情况 
在感染实验中, 最早在鱼体中枢神经检测出病

毒的时间是在肌肉注射后的第 18 小时, 浸泡感染、
共浴感染分别在第 28、48小时检出病毒。感染病毒
72 h后, 肌肉注射组、浸泡组和共浴组 NNV的检出
率分别为 100%、67%和 33% (图 3)。在感染后的第
30天, 幸存的较大个体的检测结果仍部分呈阳性。 
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图 3  3种感染方式不同时间的病毒检出率 

Fig. 3  Detectable rate of virus in three ways of infected 
experiment at different time 

2.3  组织病理观察 
病鱼的脑部可见明显空泡, 主要存在于端脑、间

脑、小脑和延脑,前脑比后脑的空泡化更严重。患病
鱼的脊髓和视网膜也有明显空泡化坏死病变; 鳃、
心、肝、肾、脾、皮肤和肌肉在光镜下未发现明显

的病理变化。神经元核周体细胞质出现大空泡, 感染
细胞表现出明显的收缩、致密化和嗜碱特性, 脑神经
细胞降解, 在神经细胞的细胞质中可见嗜碱性的包
涵体(图 4)。相同感染时间内, 肌肉注射组中枢神经
和视网膜组织损坏较为严重。病鱼组织损坏程度与

感染时间相关, 濒临死亡个体较感染初期和病愈后
的组织损伤严重。 

 

表 1  患病鱼各器官的 RT-PCR 检测结果 
Tab. 1  The result of RT-PCR detection in different tissues of infected cobia larvae 

感染方式 脑 鳃 眼 脊髓 肠 肝 脾 肾 肌肉 

注射 ＋ - ＋ ＋ - - - - - 

浸泡 ＋ - ＋ ＋ - - - - - 

共浴 ＋ - ＋ ＋ - - - - - 

注: ＋表示阳性, -表示阴性 

 
图 4  患病军曹鱼仔鱼的眼和脑的组织病理变化(H.E染色) 

Fig. 4  Pathological changes in brain and eye of infected cobia larvae (H.E staining) 
4-1.正常眼视网膜组织; 4-2.病变组织(a.色素层; b.视细胞层;, c.双积细胞层); 4-3.正常脑组织; 4-4.脑病变组织(箭头示组织空泡坏死病变) 
4-1. normal retinal tissues; 4-2. virus-infected retnal tissues (a.chromatophores cell layer; b. optic cell layer; c. bipolar cell layer); 4-3. normal brain;  
4-4. virus-infected fish brain.(arrow showes vacuolations in tissue) 
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3  讨论 

鱼类感染神经坏死病毒后症状表现为体色变

深、变黑, 厌食, 螺旋状或旋转游动或腹部朝上漂浮
于水面, 难于下沉, 有的个体腹部肿大, 鳔肿大充血, 
外观无其他明显病变[9]。本实验中, 通过不同感染途
径致病的军曹鱼仔鱼在攻毒后第 4天出现食欲下降、
体色变深或发黑、游动无力和呈螺旋状游泳等典型

的鱼类 NNV感染的临床症状。 
鱼类感染NNV引起的组织病理学变化主要表现

在脑和视网膜的病变 , 视网膜受感染最严重 , 交感
神经系统的神经节和脊髓神经节的神经元出现空泡

化。Yoshikoshi 等 [10]报道患病条石鲷 (Oplegnathus 
fasciatus)的脊髓神经元出现坏死病变 , 仔鱼比幼鱼
损伤更严重, 最典型组织坏死病变是脑灰质细胞胞
浆内出现空泡。Johnson 等[11]发现被 NNV 感染的幼
体庸鲽 (Hippoglissus hippoglossus)的脑组织和视网
膜细胞充满病毒包涵体, 视网膜细胞内还含有色素
颗粒, 色素颗粒多位于包涵体内。Tanaka 等[12]对七

带石斑鱼(Epinephelus septemfasciatus)神经坏死病的
组织病理学进行了研究, 结果表明中枢神经系统的
病变是脑炎的特征, 而不是脑病。实验中各组感染仔
鱼脑组织发生明显的空泡化, 脊髓和视网膜也出现
空泡、坏死病变, 与上述病变相似。 

由于灵敏度高、特异性好, RT-PCR已成为诊断
VNN 的重要手段。检测 NNV 的 RT-PCR 方法最早

鲹应用于日本的黄带褐 (Pseudocaranx dentex)[13], 陈
信忠等[14]应用该方法成功地从青石斑鱼(Epinephelus 
awoara)、紫石斑鱼(Epinephelus lanceolatus)、马拉
巴石斑鱼 (Epinepheus malabaricus)、赤点石斑鱼
(Epinephelus akaara)和云纹石斑鱼(Epinephelus ra-
diatus)等 5 种养殖石斑鱼中检出 NNV, 扩增片段长
为 421bp。本实验采用 RT-PCR方法在各组患病鱼的
脑、眼和脊髓中均能检测到 NNV的特异性片段。 

了解病毒的感染途径对其流行病学和控制技术

的研究是非常重要的。Tanaka 等[12]用浸浴感染的方

法评价 RGNNV基因型的七带石斑鱼 NNV对人工孵
化的多种海水鱼幼鱼的致病力 , 结果表明 , 七带石
斑鱼和牙鲆(Paralichthys oliuaceus)等都表现出典型
的病毒性神经坏死症病理变化, 导致发病和死亡。
Peducasse 等 [15] 采 用 口 服 感 染 导 致 加 州 鲈

(Micropterus salmoides)幼鱼患病, 证明 NNV可经口
服感染流行。Nguyen 等 [16] 鲹在长缟 (Pseudocaranx 

dentex)自然发病鱼的皮肤上发现病毒抗原, 从而认
为病毒可通过与上皮组织相连的感觉神经或运动神

经感染脊髓, 增殖后再传播到脑和视网膜。本实验采
用肌肉注射、浸泡和共浴等方式对军曹鱼仔鱼进行

感染, 结果证明 3 种感染途径均能使军曹鱼仔鱼发
生有效感染, 共浴感染的成功说明军曹鱼在自然条
件下可通过水体感染 NNV。 

以上结果表明, 军曹鱼仔鱼是鱼类诺达病毒的易
感种群之一, 病毒能通过水平传播感染军曹鱼仔鱼。 
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Abstract: In this paper, the pathogenicity of fish nervous necrosis virus to Rachycentron canadum juveniles was studied by 
observations of the mortality and histo-pathological changes through three infected routes including intramuscular injection 
(IM), bath exposure and cohabitation. The results showed that the juveniles infected with NNV manifested the typical symptom 
such as severe sickness with anorexia, pale-grey pigmentation of body and whirling swimming. And the cumulative mortalities 
of infected fish via IM injection, bath exposure infection and cohabitation were 78%, 44% and 34%, respectively. NNV could be 
detected in the brain, eye and spinal cord of the infected R. canadum juveniles with RT-PCR at 18h post-IM injection. Micro-
scopic observation revealed vacuolations in brain, retina and spinal cord of the infected juveniles. So the results demonstrated 
that R. canadum juveniles were susceptible to nervous necrosis virus and the virus could transmit horizontally among the juve-
niles by water. 
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