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摘　要：以镜鲤抗疱疹病毒新品种 Ｆ４为实验材料，利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术以 ＴＫ（ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ）和
ＯＲＦ７２基因为病毒标志基因，分析镜鲤抗疱疹病毒（ＣｙＨＶ３）选育抗病品系Ｆ４在病毒感染不同阶段中的表达
量。结果显示：２个基因不同感染阶段脾、肾组织表达量趋势一致，２４～１４４ｈ呈上升趋势，１４４～２８８ｈ呈下降
趋势，且在１４４ｈ时脾、肾组织的病毒表达量均达到最高。脾组织２个基因表达量均低于肾组织。选育组２个
基因在１２０ｈ均达到差异极显著，未选育组２个基因均在９６～１４４ｈ差异极显著。选育组２个基因表达量低
于未选育组。脾、肾组织ＴＫ基因均在９６～１６８ｈ差异极显著；脾、肾组织ＯＲＦ７２基因均在９６～１９２ｈ差异极
显著，其中脾组织２１６ｈ也差异极显著。以上结果说明选育组抗病性能强于未选育组，其中肾组织抗病性能
强于脾组织，且经选育肾组织抗病免疫性能得到提高。目前，未见其他鱼类的选育种在抗病性状上达到一个

稳定阶段，对于病毒表达量的研究可为其他鱼类的研究提供重要的参考作用。
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　　镜鲤疱疹病毒Ⅲ型（Ｃｙｐｒｉｎｉｄｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ３，
ＣｙＨＶ３）是由锦鲤疱疹病毒（ＫｏｉＨｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ，
ＫＨＶ）引起的鲤和锦鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）传染并
致死性病毒，是一种在鲤和锦鲤中常见的致命疾

病的病原。ＣｙＨＶ３的基因组是２９５ｋｂ的线性双
链ＤＮＡ分子，编码１５６个潜在的蛋白质开放阅读
框（ＯＲＦ），包含其中８个末端重复 ＯＲＦ，是基因
组最大的疱疹病毒［１］。ＣｙＨＶ３主要感染锦鲤和
普通鲤及其变种，死亡率高达７５％ ～９５％［２］，严

重地威胁了鲤和锦鲤养殖业的发展。

目前，人们对于该病毒的研究，在基因水平

上主要以ＴＫ（ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ）和 ＯＲＦ７２为标志
基因。ＴＫ［３］是参与核苷酸合成的重要病毒产物，
是一种参与 ＤＮＡ合成所必需的核苷酸代谢的

酶，由大多数疱疹病毒和其他 ＤＮＡ病毒编码，包
括非洲猪瘟病毒（ＡＳＦＶ）、牛痘病毒（ＶＡＣＶ）和几
种痘病毒［４５］。ＯＲＦ７２基因属于ＧＩＹＹＩＧ核酸内
切酶家族，有研究［６］报道推测其与病毒 ＤＮＡ的
复制有关。ＴＵ等［７］、ＺＨＡＮＧ等［８］、ＯＵＹＡＮＧ
等［９］和柯浩等［１０］对 ＣｙＨＶ３病毒进行了广泛的
研究，其中对 ＣｙＨＶ３的衣壳蛋白进行了详细阐
述，研究表明，ＯＲＦ７２单克隆抗体可以作为免疫
组织临床样本检测中 ＣｙＨＶ３的诊断工具［１１］。

因此本研究选择 ＣｙＨＶ３的胸腺嘧啶核苷激酶
ＴＫ、衣壳蛋白ＯＲＦ７２为目的基因，研究病毒感染
后在鱼体内病毒的表达情况。

２００１年，鲤疱疹病毒在我国首次暴发后，次
年入侵台湾以及广东地区，造成了大量鲤、锦鲤
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死亡［１２］，死亡率高达８０％～１００％［１３１４］。２００８年
我国将锦鲤疱疹病毒病（ＫＨＶＤ）列为必须报告的
疾病［１５］。对此，国内外开展了不同疾病的抗病新

品种选育的研究，白珊珊等［１６］进行了 ＣｙＨＶ３感
染镜鲤选育世代免疫基因表达及抗病能力比较

的研究，表明Ｆ３的病毒载量显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜
０．０５），而 Ｆ２高于 Ｆ１但两者间无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），说明Ｆ３抗病性状已经处于一个稳定
的状态［１６］。在Ｆ３的基础上，目前已经选育到了
Ｆ４，通过病毒感染实验表明Ｆ４抗病性能已达到稳
定，但目前对于病毒感染后，在机体内病毒的表

达模式及选育对病毒表达的作用并不清楚，且未

见选育种在抗病性状上选育达到一个稳定阶段

的相关研究，所以本研究应用镜鲤Ｆ４抗病品系作
为实验对象，利用ＴＫ和 ＯＲＦ７２这２个病毒基因
进行抗病品系Ｆ４在不同感染阶段病毒表达量的
研究，并分析其抗病选育效果及病毒表达模式，以

期为其他鱼类抗病毒选育提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本研究所用实验鱼为德国镜鲤抗病选育品

系Ｆ４和未选育德国镜鲤，均来自中国水产科学研
究院黑龙江水产研究所宽甸水产试验站。

１．２　实验设计
攻毒分为选育组和未选育组，所用实验鱼体

长为１０～１５ｃｍ，体质量为（７２．１３±１０．３０）ｇ，在
大小为１．６ｍ×１．２ｍ×０．６ｍ的水箱中各投放
３００尾鱼，水温保持在２５℃，并每天以３％体质量
喂食。

１．３　实验样品采集
待实验鱼进入水箱稳定后，攻毒实验按照

ＡＤＡＭＥＫ等［１７］的方法，将养殖场中所采集的携

带病毒个体的内脏组织，进行液氮研磨后平均投

放至２组实验鱼中，进行攻毒感染实验。攻毒实
验开始后每２４ｈ进行脾、肾组织的样品采集，直
至鱼停止死亡，其中选育组与未选育组均在１４４
ｈ达到死亡高峰，选育组成活率８７．３％、未选育
组成活率６２．３％。分别采集选育组、未选育组中
实验鱼的脾脏和肾脏，各采集３尾，且每组设２个
平行，采集样品用于 ＲＮＡ提取。所有采集样本
的内脏组织均立即储存在ＲＮＡｌａｔｅｒ中，在４℃下
１２ｈ之后储存在－２０℃冰箱，之后转移至实验室
－８０℃超低温冰箱中保存备用。
１．４　实验方法

利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术，以 １８ＳＲＮＡ
为内参基因，用 ＯＩＥ推荐的 ＣｙＨＶ３的衣壳蛋白
ＯＲＦ７２（ＣａｐｓｉｄｔｒｉｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎＯＲＦ７２）［１８］和胸腺
嘧啶核苷激酶ＴＫ（Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ）［３］为目的基
因，比较选育组与未选组鱼 ＣｙＨＶ３病毒感染后
不同阶段表达量的变化趋势。

使用 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７３００仪器（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）和 ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＧｍｂＨ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）进行ＰＣＲ反应。所有引物均由生工生
物工程（上海）有限公司提供，引物信息见表 １，
实时荧光定量 ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，２×ＵＩｔｒａ
ＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ（ｈｉｇｈＲＯＸ）１２．５μＬ，上游引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，
基因组 ＲＮＡ１μＬ／ｃＤＮＡ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足２５
μＬ。ＰＣＲ程序：预变性９５℃，５ｍｉｎ；９４℃，变性
３０ｓ；５６℃／６３℃，退火 ３０ｓ；７２℃，延伸 ３０ｓ，
３０～３５个循环；７２℃后延伸 ５ｍｉｎ，４℃终止反
应。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

引物　Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列（５′３′）　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′） 退火Ｔｍ／℃

ＣｙＨＶ３ｔｈｙｍｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ（ＴＫ） ｑＦ：ＣＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＣＡＧＡＡＴＣＴＣＴＣ
ｑＲ：ＡＧＣＴＣＧＴＡＣＴＧＧＧＣＣＡＴＣＣ ６０

ＣｙＨＶ３ｃａｐｓｉｄｔｒｉｐｌｅｘｐｒｏｔｅｉｎＯＲＦ７２（ＯＲＦ７２） Ｆ：ＣＧＡＧＡＡＧＣＡＧＧＧＴＡＴＧＧＴＣ
Ｒ：ＧＧＣＧＴＧＴＡＧＧＧＣＡＣＡＡＡＧ ６０

１８ＳＲＮＡ Ｆ：ＴＣＴＧＣＣＣＴＡＡＣＴＴＴＣＧＡＴＧＧＴＡ
Ｒ：ＡＡＴＴＴＧＣＧＣＧＣＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＣＴＴＴ ６０

９５２
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１．５　数据分析
使用２－ΔΔＣｔ法［１９］处理荧光定量实验数据计

算出相对表达量。使用ＳＰＳＳ１７．０软件单因素方
差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ）进行显著性差异分
析。

２　结果

２．１　不同感染阶段病毒表达情况
在人工攻毒感染实验采集的样品中，脾、肾

组织中均检测到了病毒基因的表达。在脾、肾组

织中，选育组ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因的表达量在
２４～１４４ｈ均呈现上升趋势，１４４～２８８ｈ呈现下
降趋势。

在脾组织中，选育组 ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因
在１４４ｈ与１２０、１６８ｈ相比，病毒的表达量达到了
显著性差异水平（Ｐ＜０．０５），见图１ａ和ｂ；未选育
组ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因在１４４ｈ与１２０、１６８ｈ
相比，病毒的表达量达到了极显著差异（Ｐ＜
０．０１），见图１ｃ和ｄ。

标记不同表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
Ｍａｒｋｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．

图１　不同感染阶段脾组织中ＴＫ基因和ＯＲＦ７２基因相对表达情况
Ｆｉｇ．１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＫｇｅｎｅａｎｄＯＲＦ７２ｇｅｎｅｉｎｓｐｌｅｅｎｔｉｓｓｕｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅｓ

　　在肾组织中，选育组和未选育组的 ＴＫ基因
在１４４ｈ与１２０、１６８ｈ相比病毒的表达量达到了
显著性差异的水平（Ｐ＜０．０５），见图２ａ和ｃ；选育
组和未选育组的ＯＲＦ７２基因在１４４ｈ与１２０、１６８
ｈ相比，病毒的表达量达到了极显著差异（Ｐ＜
０．０１），见图２ｂ和ｄ。
２．２　脾、肾组织病毒表达量比较

将ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因脾、肾组织病毒的
表达量进行对比，２个基因的脾组织的病毒表达
量总体趋势较肾组织低，且均在９６、１２０、１４４ｈ具

有显著性差异。

在选育组中，ＴＫ基因的表达量在９６ｈ脾组
织显著低于肾组织（Ｐ＜０．０５），在１２０、１４４ｈ差
异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１），见图 ３ａ；ＯＲＦ７２
基因的表达量在９６、１４４ｈ这２个感染时期，脾组
织显著低于肾组织（Ｐ＜０．０５），其中在１２０ｈ达
到差异极显著（Ｐ＜０．０１），见图３ｂ。

在未选育组中，ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因的表
达量均在９６、１２０、１４４ｈ这３个感染时期，脾组织
极显著低于肾组织（Ｐ＜０．０１），见图３ｃ和ｄ。
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标记不同表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
Ｍａｒｋｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．

图２　不同感染阶段肾组织中ＴＫ基因和ＯＲＦ７２基因相对表达情况
Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＫｇｅｎｅａｎｄＯＲＦ７２ｇｅｎｅｉｎｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅｓ

标记不同表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
Ｍａｒｋｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．

图３　对比不同感染阶段不同组别脾、肾组织中ＴＫ基因和ＯＲＦ７２基因相对表达情况
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＫｇｅｎｅａｎｄＯＲＦ７２
ｇｅｎｅｉｎｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅｓ
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２．３　选育组与未选育组病毒表达量比较
将ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因选育组和未选育

组比较，在脾、肾组织中２个基因在选育组的病
毒表达量均低于未选育组。

在脾组织中，ＴＫ基因在 ９６、１２０、１４４、１６８ｈ
选育组表达量相比未选育组，差异极显著（Ｐ＜
０．０１），见图４ａ；ＯＲＦ７２基因在９６、１２０、１４４、１６８、

１９２、２１６ｈ选育组表达量极显著低于未选育组
（Ｐ＜０．０１），见图４ｂ。

在肾组织中，ＴＫ基因在 ９６、１２０、１４４、１６８ｈ
选育组表达量相比未选育组，差异极显著（Ｐ＜
０．０１），见图４ｃ；ＯＲＦ７２基因在９６、１２０、１４４、１６８、
１９２ｈ选育组表达量相比未选育组，差异极显著
（Ｐ＜０．０１），见图４ｄ。

标记不同表示组内存在显著性差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。

Ｍａｒｋｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．

图４　对比不同感染阶段脾、肾组织中ＴＫ基因和ＯＲＦ７２基因在两组中相对表达情况
Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＫｇｅｎｅａｎｄＯＲＦ７２ｇｅｎｅｉｎ
ｓｐｌｅｅｎａｎｄｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔａｇｅｓｉｎｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｆｉｓｈ

３　讨论
３．１　ＴＫ基因和ＯＲＦ７２基因病毒表达量比较

目前ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因都是对病毒进
行研究的标志基因。ＳＡＮＦＯＲＤ等［４］用 ＴＫ基因
研究得出，ＴＫ基因缺失的突变体通常具有复制缺
陷性，并且不会因体内神经元组织的潜伏期而重

新激活，ＴＫ基因通过影响原发性、急性感染以及
潜伏感染的建立和再激活期间的病毒特性，因此

ＴＫ基因可以随着病毒表达量升高而升高。
ＯＲＦ７２基因属于ＧＩＹＹＩＧ核酸内切酶家族，有研
究［６］推测其与病毒 ＤＮＡ的复制有关。王世会

等［１８］通过克隆锦鲤疱疹病毒衣壳蛋白基因

ＯＲＦ７２，分析其蛋白结构与功能，成功获得
ＯＲＦ７２基因开放阅读框共１１１３ｂｐ，主要由 α螺
旋、β折叠、无规则卷曲３种二级结构组成。锦鲤
疱疹病毒衣壳蛋白是病毒的重要组成部分［７１０］。

本研究发现，ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因的选育
组和未选育组的相对表达量趋势相同，都是从

２４～１４４ｈ呈现上升趋势，１４４～２８８ｈ呈现下降
趋势，其中１４４ｈ与１２０、１６８ｈ相比，病毒的表达
量达到了显著性差异水平（Ｐ＜０．０５）。２组都在
１４４ｈ时病毒的表达量达到最高值，且选育组和

２６２



２期 孙佳鑫，等：镜鲤抗疱疹病毒（ＣｙＨＶ３）Ｆ４抗病品系病毒表达量评估

未选育组趋势相同，说明病毒在体内增殖和表达

的过程当中，机体对病毒产生了抗病免疫反应并

逐渐增强，而在１４４ｈ之后，机体内脾、肾组织抗
病毒的免疫性能达到最高程度，开始抑制病毒的

表达，机体逐渐不再发病和出现死亡情况。比较

ＴＫ基因和ＯＲＦ７２基因在不同感染阶段病毒的表
达量时，在肾组织中ＴＫ基因在１４４ｈ时相较其他
感染时期具有显著差异（Ｐ＜０．０５），ＯＲＦ７２基因
在１４４ｈ时相较其他感染时期具有极显著差异
（Ｐ＜０．０１），ＴＫ基因和 ＯＲＦ７２基因表达量趋势
相同，但是显著性水平不同，推测２个基因执行
不同的功能。ＯＲＦ７２基因比ＴＫ基因显著性差异
更大，说明应用ＯＲＦ７２基因研究病毒表达检测敏
感性更高。

３．２　脾、肾组织中ＣｙＨＶ３病毒表达量比较
研究发现，鲤感染 ＣｙＨＶ３后在全身多个器

官组织中均能检测到该病毒［２０］，主要是在鲤的

鳃、脾、肾中［２１２２］，而脾、肾组织是鲤疱疹病毒感

染的２个主要免疫组织［２３］，因此本研究比较了

脾、肾中病毒表达量情况。

结果显示，比较脾、肾组织在选育组与未选

育组的表达量时，选育组与未选育组脾组织的表

达量均低于肾组织，说明脾组织对疱疹病毒抗病

性能强于肾组织。比较选育组与未选育组，未选

育组在２个基因９６、１２０、１４４ｈ时均达到了极显
著水平，而在选育组中ＴＫ基因在９６ｈ、ＯＲＦ７２基
因在９６ｈ和１４４ｈ均为显著性水平，说明经选育
脾、肾２个组织对病毒免疫抗病性存在显著差
异，其中肾组织选育效果更强，抗病免疫能力更

高，因而下一步研究应以肾组织为主要研究对

象，探讨鲤在疱疹病毒感染中免疫抗病机制，从

而为其他鲤抗疱疹病毒新品种选育奠定重要基

础。

３．３　选育组与未选育组病毒表达量比较
白珊珊等［１６］利用荧光定量 ＰＣＲ技术比较了

Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３世代选育免疫基因表达以及鲤疱疹病
毒的病毒表达量。其结果表明，随抗病成活率的

增加，在感染组 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３中，ＣｙＨＶ３病毒载量
呈下降趋势，Ｆ３显著高于Ｆ１、Ｆ２（Ｐ＜０．０５），说明
随着选育的进行和抗病性能的提高，病毒载量逐

渐降低，Ｆ３的抗病力高且已经达到稳定阶段。
本研究以 Ｆ４为研究对象，其抗病力更高，抗

病性状更加稳定。研究结果显示，在脾、肾组织

中ＯＲＦ７２和ＴＫ２个基因在选育组的病毒表达量
均低于未选育组，由此可见选育组对病毒基因表

达起到了显著免疫抗病作用，机体抑制病毒表达

量能力能反映其抗病毒能力，说明选育对镜鲤抗

疱疹病毒取得了显著的效果，选育组的抗病能力

强于未选育组。比较选育组及未选育组在 ２个
组织不同采样点的表达量，９６～２１６ｈ，２个基因
表达量达到了极显著的差异，说明在此感染阶段

中，选育组镜鲤抗疱疹病毒性能得到了显著提

高，２１６ｈ后，选育组与未选育组无显著差异，并
逐渐达到稳定。对 ＴＫ基因，选育组与未选育组
脾、肾组织均在 ９６～１６８ｈ极显著差异表达，而
ＯＲＦ７２基因脾组织在９６～２１６ｈ、肾组织在９６～
１９２ｈ差异表达，不同基因显著差异表达与病毒
基因功能有关，也进一步说明ＯＲＦ７２基因检测敏
感性高于 ＴＫ基因。以上研究结果说明，选育组
免疫抗病性能较未选育组得到了极显著提高，说

明Ｆ４抗病品系具有较高的抗病性能。
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