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Abstract：Two different reoviruses were isolated during investigation on pathogens of diseased crab E— 

riocheir sinensis(designated as Es RV8 1 6 and Es RV905)． RV8 1 6 was isolated from crabs collected 

from Jiangsu province．Es RV905 was purchased from a local farm in W uhan，Hubei province．The 

spherical viral particles of Es RV8 1 6 and Es RV905 are about 65 and 55 nm in diameter．The tWO viral 

particles contain two different genomes of 10 and 12 RNA segments， respectively． Based on their 

hosts，number of segments and electrophoresis type of the genomes，they may represent tWO new gen— 

era of the reoviridae． 
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摘要 ：在研究中华绒螯蟹病害的过程中，分离到两 株呼肠孤病毒(分别命名为 EsRV816和 EsRV905)。EsRV816 

从江苏某养殖场分离，EsRV905从武汉某养殖场分离。EsRV816和 EsRV905的病毒粒子为球状对称结构，大小 

分别为 65nm和 55nm。病毒粒子基因组分别为 10和 12个节段 的双链 RNA。根据它们的宿主范围、基因组节段数 

及电泳型。这两种病毒很可能属于呼肠孤病毒科的两个新属。 
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)是 我国特有 的 

淡水养殖业品种之一，二十世纪 九十年代 以来，养 

殖面积逐年增长，遍及江苏、浙江、湖北 、河北、安徽 

等主要淡水养殖省。近年来由于养殖规模的不断扩 

大和环境的恶化，各种疾病频繁发生。其中一种被 

称为“抖抖”病或“颤抖”病的爆发性疾病对中华绒螯 

蟹的养殖危害很大。该病于 1994年在江苏省发现， 

随后传播至安徽、浙江、湖北等主要中华绒螯蟹养殖 

地。该病发病快，死亡率高，对养殖业造成严重经济 

损失 。 

中华绒螯蟹的病原尤其是病毒性病原的研究一 

直是人们关注的问题。孙丽敏和姜静颖等分别描述 

了中华绒螯蟹仔蟹体内发现的类似 I型疱疹病毒的 

病毒颗粒和一种 30nm大小的球状病毒颗粒u-2 J。 

在颤抖病病原研究领域，何介华等用细菌过滤器过 

滤后的病蟹组织感染健康蟹，可造成健康蟹的死亡， 

并且在蟹组织的细胞质 内发现了病毒样颗粒 J，但 

没有报道病毒粒子的大小。陆宏达等也报道了一种 

小核糖核酸样病毒，并通过 回接实验认为是中华绒 

螯蟹“颤抖”病的病原 J。随后，贡成 良等报道了一 

种呼肠孤病毒，并通过回接实验证明该病毒是中华 

绒螯蟹 “颤抖病”的病原 J。也有作者认 为该病是 
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由细菌所致【6]，但由于在生产实践中采用抗生素治 

疗颤抖病无任何防治效果，人们更倾向于认为病毒 

是中华绒螯蟹“颤抖”病的病原。但 究竟是一种病 

原，还是多种病毒病原共同作用，还需要进一步的研 

究。本实验室近年来在研究中华绒螯蟹病害的过程 

中分离到多种病毒，本文报道 从中华绒螯蟹体 内分 

离 的二株呼肠孤病毒 及其核酸图谱。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

病蟹分别采 自江苏和武汉某养殖场，个体重为 

100～150g，解剖症状表现为空胃严重，有烂鳃及肝 

胰腺糜烂现象。健康蟹购 自武汉水产市场，个体重 

为 80～120g，暂养一周确定健康无病。感染用的江 

苏病蟹血淋 巴经 0．22“m 滤膜除菌过滤。 

1．2 细菌分离 

病蟹经灭菌生理盐水漂洗后，用 75％的酒精将 

病蟹的外壳及步足外表擦拭消毒。分别从鳃、血淋 

巴、肝 胰腺 、心脏 、肠 胃、结缔组织取样在营养琼脂平 

板上进行划线分离。在 28℃恒温培养 12～24h后， 

观察细菌分离结果。 

1．3 人工感染 实验 

取江苏病蟹的除菌组织滤液经稀释后从健康蟹 

第 三 步 足 基 部 注 射 到 蟹 的 腹 腔 内。每 只 注 射 

0．2mI 。对照组每只注射 0．2mI 灭菌 TN缓冲液。 

置于恒 温水族 箱培 养，水温控制 在 24Z；～30Y2。取 

人工感染 的濒 死 的病 蟹血淋 巴，经 0．22 m 滤 膜 除 

菌过滤后 ，重 复进行三 次回接 

1．4 病毒的提纯和电镜负染 

病毒的提纯参照参考文献【1 。取少量病毒粗 

提液用 2％ 磷钨酸负染。 

1．5 核酸纯化 

病毒提取液经酚、氯仿抽提，乙醇沉淀，70％乙 

醇洗涤干燥后，溶于 DEPC水中。 

1．6 病毒核酸电泳分析 

核酸分别于 1％的琼脂糖凝胶及 4．5％聚丙烯 

酰胺凝胶电泳，溴化乙啶染色后在紫外检测仪下观 

察拍照 。 

2 结果 

2．1 细菌分离 

从病蟹的鳃中分离出几种杆状细菌，但在其它 

内脏中均无分布。人工同接不能引起病症。． 

2．2 人工感染实验 

经人 工注 射 EsRV905的除 菌过 滤 血 淋 巴后， 

病毒可以在健康蟹体 内大量增殖，被感染的蟹有摄 

食减少现象，挣脱力减弱，前螯夹取能力降低，但没 

有其它明显的症状 出现。解剖后可观察到鳃丝发 

暗，肝胰腺糜烂。在人工感染一个月后，实验组共 

约 有 30％死亡 ，而对照组 的累积死亡率为 10％。但 

在未死亡的蟹体内也可以检测出有大量病毒存在。 

图 l 病毒粒子的 负染电镜照 片 

a，粗提纯的江苏分离株的病毒粒子(EsRV816)；b，提纯的武汉分离 

株的病毒粒子(EsRV905)；箭头指示病毒粒子的核衣壳。 

Fig．1 Viral particles(negative stain) 

a．Pre—purified viral particles of Jiangsu isolate(EsRV816)；b，Purified 

viral particles of Wuhan isolate(EsRV905)，Arrow indicates the empty 

nucleocapsid 

图 2 病毒核酸电泳罔谱 

1．kDNA／Hind III+EcoR 1；2，江苏病毒分离株 EsRV816；3，武 

汉病毒分离株 EsRV905；4，草鱼呼肠孤病毒[川。 

Fig 2 Electrophoresis of viral nucleic acids 

1．~,DNA／Hi nd III+EcoR I；2，Viral isolate from Jiangsu Province； 

3，viral isolate from Wuhan；4，Grass Carp reovirus(GCV)⋯ 

2．3 负染电镜观察 

在最初的病蟹的血淋巴及组织匀浆液中，均可 

以观察到大量球形颗粒。从江苏和武汉的病蟹体内 

分别分离到的病毒形态大小分别为 65nm和 55nm 

(图 1)。 

2．4 病毒核酸的特性 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 张叔勇等：中华绒螯蟹二株呼肠孤病毒的初步研究 265 

从江苏病蟹体内分离到的病毒核酸经 1％琼脂 

糖电泳，从核酸图谱 中分别可以观察到 10条核酸 

带，呈 5／3／2带型。其分子量分别为 3．9、3．3、3．0、 

2．7、2．5、1．8、1．7、1．6、1．2、1．1kb。从武汉病蟹体 

内分离到的病毒核酸则显示出与江苏株不同的核酸 

图谱(图 2)，在 1％琼脂糖电泳及 4．5％聚丙烯酰胺 

凝胶 电泳中均呈 3／4／2／3带型。其分子量分别为 

3．7、3．2、2．8、1．9、1．6、1．6、1．4、1．2、1．1、0．95、 

0．9、0．75kb。 

3 讨 论 

回接实验表明，从病蟹的鳃中分离出的几种杆 

状细菌均不能导致中华绒螯蟹死亡，引起中华绒螯 

蟹死亡的病原应该是病毒。 

根据这两个病毒株的传代感染结果，EsRV816 

及 EsRV905均可 以引起中华绒螯蟹死亡，但病蟹 

并不表现出“颤抖”症状。这一结果表明，这两株呼 

肠孤病毒可能不是 中华绒 螯蟹“颤抖”病的主要病 

原。主要病原有可能是本实验室从江苏的样品中分 

离到的另一种病毒 (另文报道)。根据对 EsRV905 

的持续调 查和检测，此病毒 不仅 广泛分布 于湖北 

省，在江苏及安徽省也广为传播，而这些 区域正是 

中华绒螯蟹“颤抖”病的高发地区。至于这两个病毒 

株在“颤抖”病发生过程中究竟起何种作用，尚需进 
一 步研究 。 

本报道中分离的两株病毒的核酸图谱显示，这 

两株病毒具有典型的呼肠孤病毒的分段基 因组特 

征。其中，武汉分离株的核酸图谱与贡成 良等报道 

的相似L5 J，不同的是我们的核酸图谱经多次 电泳均 

没有 两 个 最 小 分 子 量 的 核 酸 片 段 (0．41kb和 

0．28kb)。根据呼肠孤病毒的结构特点，其基因组最 

多可有 12个节段。我们推测，这两条小分子量片段 

可 能 为 病 毒 的 缺 损 颗 粒 或 者 某 种 杂 质 ]。 

EsRV905分离株图谱中第 5条带 的核酸带 明显强 

于其它核酸带，经软件分析发现，此位置有两条分子 

量非常接近的难于分开的病毒核酸带。 

呼肠孤病毒是水生动物中普遍存在的病毒，在 

鱼、虾、蟹中均有报道，其中大多划分在呼肠孤病毒 

科的水生呼肠孤病毒属。其 中，在草鱼中发现的草 

鱼出血热病毒曾造成草鱼养殖业的严重损失，该病 

毒已经被列入呼肠孤病毒科的水生呼肠孤病毒属作 

为一个 单独 的亚 群[引。在 法 国地 中海 两 种螃蟹 

34acropipus depurator和 Carcinus Mediterraneus体 

内发现的呼肠孤病毒 P和 W2则揭示了两种新的呼 

肠孤病毒[ '10]，其电泳型为 1／5／6，与水生呼肠孤病 

毒属截然不同 lI ]。我们从中华绒螯蟹体 内分离 

的呼肠孤病 毒株 EsRV905的基因节段 数与 P及 

W2相同，与水生动物呼肠孤病毒属病毒相 比，不仅 

节段数不同，电泳型也有明显差异；而 EsRV816的 

基因组节段数及 电泳型与以上病毒相比，均有明显 

差异。因此，我们在中华绒螯蟹体 内发现的呼肠孤 

病毒在病毒的分类上可能具有重要意义：EsRV905 

与 W2及 P病毒构成呼肠孤病毒科一个新的属，但 

分别属于不同的群 ；而 EsRV816则可能属 于呼肠 

孤病毒科另一个新的属。对这两种病毒的分类地位 

的确定，有助于 了解病毒的进化历程、分布及传播媒 

介，在病毒病害的防治过程中也具有重要意义。 
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