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　　摘要：牙鲆弹状病毒（Ｈｉｒａｍｅｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ，ＨＩＲＲＶ）可以引起牙鲆、香鱼等肌肉组织器官及内脏出血，造血器官坏
死，给鱼类养殖带来巨大经济损失。ＨＩＲＲＶ具有囊膜，属于弹状病毒科粒外弹状病毒属。病毒基因组为单股负链的
ＲＮＡ，长约１１０００ｂｐ，主要包含５个基因，可编码核蛋白（ｎｕｃｌｅｏｐｅｒｏｔｅｉｎ，Ｎ）、磷蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｒｏｔｅｉｎ，Ｐ）、基质蛋白
（ｍａｔｒｉｘｐｒｅｏｔｅｉｎ，Ｍ）、糖蛋白（ｇｌｙｃｏｐｅｒｏｔｅｉｎ，Ｇ）、依赖ＲＮＡ的ＲＮＡ酶（ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ）和非结构蛋白（ｎｏｎ－
ｖｉｒｉｏｎｐｅｒｏｔｅｉｎ，ＮＶ）。本文就目前国内外关于ＨＩＲＲＶ的流行特点、生物学特征、分类地位、基因组及其蛋白产物的特征
以及检测方法等方面进行了较为全面的概述，旨在为该病的预防、控制以及致病机理方面的研究提供依据。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｘｙ７５０９２１＠１６３．ｃｏｍ。

　　牙鲆弹状病毒（Ｈｉｒａｍｅｒｈａｂｄｏｖｉｒｕｓ，ＨＩＲＲＶ）为单股负链
ＲＮＡ病毒，是弹状病毒科粒外弹状病毒属新成员，流行病学
上表现为低温（≤１５℃）发病，主要感染牙鲆、香鱼，感染鱼其
鳍、肌肉组织及内部器官出血，造血器官坏死；人工感染对黑

鲷、无备平
"

和虹鳟等海水鱼类或降河洄游鱼类具有强烈致

病性，给全球海水养殖业造成了严重的经济损失［１－２］。根据

《中韩进出口活水生动物检验检疫协议》，进出境的鲈鱼、真

鲷、牙鲆、大菱鲆、鲤鱼、鲫鱼等养殖和种苗用鱼种，均要进行

ＨＩＲＲＶ疫病检测，口岸安全意义重大。国外对 ＨＩＲＲＶ的研
究相对较早，而国内目前研究主要集中在病毒分离、基因组测

序和分子诊断方法的建立等方面工作［１－２］，研究内容相对局

限。本文就目前国内外关于 ＨＩＲＲＶ的流行特点、生物学特
征、分类地位、基因组及其蛋白产物的特征以及检测方法等方

面进行了较为全面的概述，旨在为该病的预防、控制以及致病

机理方面的研究提供依据。

１　发现及流行

１９８６年，首次在日本兵库县的患病牙鲆和香鱼鱼苗中分
离得到ＨＩＲＲＶ日本株（８４０１－Ｈ）［３］，１９８７年 Ｓａｎｏ等在香鱼
（Ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｕｓａｌｔｉｖｅｌｉｓ）、黑鲷（Ｍｉｌｉｏｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌｕｓ）、无备平

"

（Ｓｅｂａｓｔｅｓｉｎｅｒｍｉｓ）中也发现了 ＨＩＲＲＶ［４］。１９９７年、２００７年又
分别在韩国南部海域的牙鲆和中国山东荣成的石鲽幼鱼中发

病，并经分离得到 ＨＩＲＲＶ韩国株（ＣＡ－９７０３）和中国株
（ＳＲ０８０１１３）［１，５］。ＨＩＲＲＶ主要感染海水鱼，但 １９９２年 Ｏｓｅｋｏ

等试验发现ＨＩＲＲＶ对部分淡水鱼同样具有致病性［６］，不过在

淡水鱼养殖方面目前还没有发现该病毒。直到２０１２年ＥＵＲＬ
会议（１６ｔｈＡｎｎｕａｌＭｅｅｔｉｎｇｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＲｅｆｅｒｅｎｃｅＬａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓｆｏｒＦｉｓｈＤｉｓｅａｓｅｓ）报告指出 ＨＩＲＲＶ在中国淡水鱼养殖中
已经广泛传播。２０１３年Ｂｏｒｚｙｍ等在欧洲的河鳟鱼（淡水鱼）
中分离得到了ＨＩＲＲＶ病毒（ｊ．Ｎｏ．２０７２３７），经过测序分析发
现欧洲株和中国株Ｐ基因的同源性达到９９％，Ｌ和Ｎ基因的
同源性在９９％以上［７］，有学者认为 ＨＩＲＲＶ欧洲株很可能是
通过冷冻食品由中国进入欧洲。

２　生物学特征

ＨＩＲＲＶ病毒粒子呈弹状，为弹状病毒典型的形态学特
征，病毒粒子长１６０～１８０ｎｍ，宽６０～８０ｎｍ。基因组长度约
为１１０００ｂｐ［１，５］，主要与核蛋白（Ｎ）结合形成核衣壳，呈螺旋
对称，在核衣壳上还结合有少量的聚合酶（Ｌ）和磷蛋白（Ｐ）；
囊膜，紧密地包裹着核衣壳，囊膜由脂质和蛋白质组成，其内

表面为基质蛋白（Ｍ），囊膜上有糖蛋白（Ｇ）突起。成熟的病
毒粒子通过细胞膜出芽，释放到胞膜外。

该病毒能够在 ＥＰＣ（鲤鱼上皮瘤细胞系）、ＦＨＭ（肥头鲤
细胞系）、ＣＨＳＥ－２１４（大鳞大马哈鱼胚胎细胞系）、ＣＯ（草鱼
卵巢细胞系）、ＣＩＫ（草鱼肾细胞系）、ＢＦ－２（蓝鳃鱼幼鱼细胞
系）、Ｒ１（虹鳟肝细胞系）、ＳＳＮ－１（纹鳢细胞系）等鱼类细胞
上增殖，并出现细胞病变效应（ｃｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ），其
中ＦＨＭ、ＥＰＣ、ＢＦ－２、ＣＨＳＥ－２１４最为敏感，最大滴度达到
１０７ＴＣＩＤ５０／１００μＬ；该病毒的最适生长温度为２０℃，仅２ｄ就
能病变完全，而且病毒滴度达到１０９ＴＣＩＤ５０／１００μＬ

［８］。该病

毒的感染活性可以被ｐＨ值（３．０和９．０）、脂溶剂（三氯甲烷）
以及热（５６℃，３０ｍｉｎ）等破坏。

３　分类地位

１９９１年，Ｎｉｓｈｉｚａｗａ等发现ＨＩＲＲＶ由Ｎ、Ｐ、Ｍ、Ｇ、Ｌ等５个
结构蛋白构成，其蛋白质电泳图谱和狂犬病毒属相似，把
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ＨＩＲＲＶ归到弹状病毒科的狂犬病毒属［９］。直到 １９９７年
Ｋｕｒａｔｈ等发现Ｇ基因和Ｌ基因之间存在ＮＶ基因［１０］；２０００年
国际病毒学分类委员会（ＩＣＴＶ）第７次报告中，正式把ＨＩＲＲＶ
列为弹状病毒科的一个新属———粒外弹状病毒属［１１］。粒外

弹状病毒属病毒在其糖蛋白和聚合酶蛋白之间均存在一个独

特的非结构蛋白，该蛋白存在于受感染的细胞中，但不存在于

成熟的病毒粒子中，这也是粒外弹状病毒区别于水疱病毒的

一个主要标志［１２］。

４　基因组及其蛋白产物的特征

４．１　基因组特征
ＨＲＶ基因组的测序工作起始于 Ｐ和 Ｍ基因［１３］，目前，

ＨＩＲＲＶ的全基因组序列已经测定，基因组大小约 １１０００
ｂｐ［１，５，１４］，基因组含有６个开放阅读框（ＯＲＦｓ），分别编码６种
蛋白：核蛋白（ｎｕｃｌｅｏｐｅｒｏｔｅｉｎ，Ｎ）、磷蛋白（ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｒｏｔｅｉｎ，
Ｐ）、基质蛋白（ｍａｔｒｉｘｐｒｅｏｔｅｉｎ，Ｍ）、糖蛋白（ｇｌｙｃｏｐｅｒｏｔｅｉｎ，Ｇ）、
依赖ＲＮＡ的ＲＮＡ酶（ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌ）和非结构蛋
白（ｎｏｎ－ｖｉｒｉｏｎｐｅｒｏｔｅｉｎ，ＮＶ）（表１）［５］。

表１　ＨＩＲＲＶ韩国株（ＣＡ－９７０３）基因组中６种基因的特征

基因
位置

（ｂｐ）
上游非翻

译区（ｎｔ）
下游非翻

译区（ｎｔ）
蛋白长度

（ａａ）
蛋白分子

量（ｋｕ）
Ｎ ６２～１４０７ ５５ １０５ ３９２ ４２．５
Ｐ １４０９～２１７９ ４４ ３６ ２２７ ２５．８
Ｍ ２２３４～２８１５ ５８ ５３ １９３ ２１．６
Ｇ ２８８２～４４９２ ３５ ４２ ５０８ ５６．６
ＮＶ ４４９４～４８７０ ０ ３４ １１１ １２．７
Ｌ ４８７２～１０９６１ ４７ ７５ １９８７ ２２５

　　注：蛋白长度和蛋白分子量是有开放阅读框直接翻译的推算的
蛋白质，没有经过磷酸化或糖基化的转录后修饰。

　　基因结构是由３′端非翻译前导（Ｌｅａｄｅｒ）区、基因区、基因
间连接区及５′端非转录拖尾（Ｔｒａｉｌｅｒ）区组成。排列方式为３′
Ｌｅａｄｅｒ－Ｎ－Ｐ（Ｍ１）－Ｍ（Ｍ２）－Ｇ－ＮＶ（非结构蛋白）－Ｌ－
Ｔｒａｉｌｅｒ５′（图１）［１，５］。ＨＩＲＲＶ的前导区含有位于５４～６０的多
聚腺苷酸化信号（ＵＡＵＣＵＵＵＵＵＵＵ），而拖尾区中含有Ｌ基因
转录终止和多聚腺苷酸化信号，且基因组３′端和５′端呈反向
互补，这是非节段负链 ＲＮＡ病毒的共同特征，可能对平衡病
毒的转录和复制过程其重要作用（图２）［５，１５］。

　　基因间的连接区内含有高度保守的上游基因和多聚腺苷
酸化信号、下游基因转录起始信号以及转录和起始信号间的

间隔序列［１６］。ＨＩＲＲＶ基因间连接区的保守序列为 ＡＧＡＴＡＧ
（Ａ）７ＴＧＧＣＡＣ（Ｎ）４ＧＴＧ［１７－１８］，其中ＡＧＡＴＡＧ（Ａ）７为转录终
止和多聚腺苷酸化信号；基因间的间隔序列一般只含有１个
核苷酸（Ｕ或 Ｇ）［１９］，这些调节信号和基因间区域在 ＨＩＲＲＶ
和其他粒外弹状病毒属成员之间都是一致的，但区别于弹状

病毒科的其他属。

４．２　编码蛋白的特征
Ｎ蛋白是病毒粒子中含量最丰富的蛋白，它和病毒 ＲＮＡ

紧密结合，形成核糖核蛋白体 Ｎ－ＲＮＡ结构，并构成转录和
复制的模板，在转录调节中起着重要的作用。

Ｐ蛋白是和聚合酶相关的磷酸化蛋白，它与 Ｎ蛋白和 Ｌ
蛋白相互作用，在转录和复制过程中起着关键的作用［２０－２１］。

该蛋白根据序列推算的 ｐＩ为８．６８［１８］，而根据等点聚焦推算
出来的ｐＩ为７．３～７．４［２２］，这可能是因为鱼类细胞所产生的蛋
白磷酸化程度有关。Ｐ蛋白以分子伴侣的形式与Ｎ蛋白结合，
阻止Ｎ蛋白自身聚集，从而保证 Ｎ蛋白以可溶性的分子存
在［２３－２５］，同时也能阻止Ｎ蛋白与非特异性的ＲＮＡ结合［２６］。

Ｍ蛋白在病毒出芽过程中，核衣壳与 Ｇ蛋白相互作用，
起始病毒的装配。然后与 Ｍ蛋白结合形成核衣壳 －Ｍ蛋白
结合物，完成病毒装配，出芽形成子病毒，进而感染其他

细胞［２７］。

Ｇ蛋白是病毒的主要抗原，能诱导产生中和抗体和刺激
细胞免疫，因此通常选择Ｇ基因作为抗原基因来构建ＤＮＡ疫
苗。Ｙａｓｕｉｋｅ等比较ＨＩＲＲＶＧ蛋白疫苗和Ｎ蛋白疫苗的免疫
效果，发现Ｇ蛋白疫苗比Ｎ蛋白疫苗更能引起一系列的免疫
反应［２８］，但是Ｇ蛋白和 Ｎ蛋白疫苗的具体免疫机制还不太
清楚，有待进一步的研究。

ＮＶ蛋白是粒外弹状病毒属所特有的非结构蛋白，仅存
在于感染细胞中，不存在于成熟的病毒粒子中。Ｊｏｈｎｓｏｎ等利
用反向遗传技术构建 ＮＶ基因突变的重组 ＳＨＲＶ病毒，发现
重组的 ＳＨＲＶ与野生型病毒具有相同的感染力及行态，从而
证实了ＮＶ基因对ＳＨＲＶ的复制没有重要影响［２９］。Ｂｉａｃｃｈｅｓｉ
等将ＩＨＮＶ病毒ＮＶ基因替换成ＧＦＰ（绿色荧光蛋白）或 ＣＡＴ
（氯霉素乙酰转移酶）基因，病毒的复制不受影响［３０］。有学

者认为ＮＶ基因并不是病毒在细胞的生长过程中所必须的，
同时对病毒在体内的致病性也不起重要作用［３１］。例如，

Ｃｈｉｏｕ等在２０００年首次发现ＮＶ基因在细胞培养过程中与细
胞病变（使细胞变圆）相关［３２］。最近也有研究表明 ＩＨＮＶ的
ＮＶ基因对ＩＨＮＶ在细胞中的最佳复制起着关键的生物作用，
同时与ＩＨＮＶ的致病性有关［３３］，但有关 ＮＶ蛋白的具体作用
尚有待进一步深入的研究。

Ｌ蛋白病毒最大的结构蛋白，也是病毒ＲＮＡ依赖的ＲＮＡ
聚合酶，具有多种酶活性，包括核苷酸聚合活性、甲基化转移

酶和鸟苷转移酶活性、以及多聚腺苷酸转移酶活性等。
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５　牙鲆弹状病毒检测方法

目前，病毒的检测方法主要有三大类，分别是细胞学诊断

技术、免疫学诊断技术、分子生物学诊断技术，其中细胞学诊

断技术主要包括细胞培养分离病毒、组织病理切片及电镜观

察，其操作复杂、检测周期长且灵敏度低。免疫学诊断技术主

要包括免疫荧光检测、免疫斑点印迹杂交，其方法具有特异性

高、灵敏度强等特点，但是过程也相当复杂，不适宜对大量样

品的检测。分子生物学方诊断技术主要包括聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）、实时定量 ＲＴ－ＰＣＲ、环介导的恒温扩增技术
（ＬＡＭＰ），利用该技术鉴定病原具有快速、准确、灵敏度高等优
点，目前应用较为广泛，如孙颖杰等根据Ｇ蛋白的序列建立了
检测ＨＩＲＲＶ的ＲＴ－ＰＣＲ、实时定量－ＰＣＲ、ＬＡＭＰ方法［３４］。
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胰脏中脂肪酶、胰蛋白酶、酸性磷酸酶活性在高浓度ＮｉＳＯ４胁
迫下明显减弱，说明高浓度 ＮｉＳＯ４超出了肝胰脏本身的解毒
能力，极大地抑制了脂肪酶、胰蛋白酶、酸性磷酸酶的活性。

Ｇｌｚａｒ等研究发现，高浓度铅会明显抑制罗非鱼碱性磷酸酶活
性［８］，本试验结果与其相似；孔祥会等研究发现，高浓度汞会

明显抑制肝胰脏碱性磷酸酶活性［４］。

肠为鱼类重要的消化器官，肠道的健康、酶的工作状态都

关系到鱼的正常生长和发育。肠道是鱼类疾病传染的重要途

径之一，肠道功能的下降会导致整个机体的健康水平下降，对

营养物质的吸收能力也会下降，使大量营养物质流入水体，造

成整个水体的健康水平下降，使鱼类的传染病经常发生，严重

影响鱼类的生存，对整个鱼类养殖具有严重的破环作用。

脂肪酶和胰蛋白酶为肠中重要的消化酶，脂肪酶活性的

减弱对整个机体的影响是巨大的。脂肪酶是鱼肠中重要的消

化酶，对鱼类营养物质的吸收有至关重要的作用［９－１１］。ＡＣＰ
和ＡＫＰ在蛋白（酶）的去磷化过程中起了很大的作用，在生物
对营养物质的吸收消化和运输［１２］中也起重要作用，此外还是

生物体内重要的解毒体系［１３］。研究 Ｎｉ２＋对脂肪酶、胰蛋白
酶、酸性磷酸酶和碱性磷酸酶的影响，有助于了解 Ｎｉ２＋对鲫
鱼肠中酶以及鲫鱼生长发育的影响，可作为水源镍污染监测

的一种生物学指标。

本试验结果表明，鲫鱼肠中胰蛋白酶、脂肪酶、酸性磷酸

酶、碱性磷酸酶的活性都随着ＮｉＳＯ４浓度的增加而呈先增强后
减弱的趋势。当ＮｉＳＯ４浓度为０～５０ｍｇ／Ｌ时，胰蛋白酶、脂肪
酶、碱性和酸性磷酸酶均呈增强趋势，说明该浓度的ＮｉＳＯ４对
酶具有激活作用；但当ＮｉＳＯ４浓度为５０～１００ｍｇ／Ｌ时，各酶的
活性则呈减弱的趋势，表明对各酶的活性产生了抑制作用。

还有其他类似的试验均得出了“酶活性随着浓度的增加呈先

增强后减弱”的结论，例如，ＮｉＳＯ４对大鼠心肝肾 ＡＴＰａｓｅ毒性
的试验研究［１４］、铅对鲫鱼酸性磷酸酶、碱性磷酸酶的影响［７］、

镍及其化合物对人和动物的毒性作用［１５］、重金属 Ｃｄ胁迫对
红树蚬的抗氧化酶、消化酶活性和 ＭＤＡ含量影响［１６］等。由

此可见，低浓度 ＮｉＳＯ４对胰蛋白酶、脂肪酶、ＡＣＰ和 ＡＫＰ具有
不同程度的激活作用，高浓度 ＮｉＳＯ４对其具有抑制作用。结
合相关文献可知，可能是因为低浓度 ＮｉＳＯ４会改变酶的分子
结构，使酶活性增强；高浓度 ＮｉＳＯ４会破坏酶的结构，使酶的
活性受到抑制。其中，ＮｉＳＯ４对脂肪酶、胰蛋白酶和ＡＫＰ的影
响极显著（Ｐ＜０．０１），对其的毒性作用很大；对酸性磷酸酶的
影响较小。目前还没有人研究过镍对鲫鱼肠胰蛋白酶、脂肪

酶、ＡＣＰ和ＡＫＰ的影响，因此笔者通过研究 ＮｉＳＯ４对鲫鱼肠

酶的影响，以期为鲫鱼的养殖和保护以及水域的污染状况提

供更多的资料。
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