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草鱼呼肠孤病毒感染对草鱼幼鱼免疫基因和外部形态的影响

谭美杰1, 2, 3, 4    邹青青2, 3, 4, 5    梁玉林2, 3, 4, 5    徐    镇2, 3, 4, 5    段    明1, 2, 3, 4, 5

(1. 西藏大学生态环境学院, 拉萨 850000; 2. 中国科学院水生生物研究所, 武汉 430072; 3. 水产品种创制与高效养殖全国

重点实验室, 武汉 430072; 4. 智慧渔业湖北省重点实验室, 武汉 430072; 5. 中国科学院大学, 北京 100049)

摘要: 本研究旨在探究人工注射草鱼呼肠孤病毒感染草鱼(Ctenopharyngodon idella)幼鱼进程中病毒组织分

布、外部形态变化与免疫应答的变化特征。实验采用人工腹腔注射GCRV-Ⅱ型YX-246毒株构建草鱼幼鱼感

染模型, 采用qRT-PCR系统分析了感染后病鱼体内病毒及IFN1、Mx2、IgM、MyD88四个免疫基因的相对表

达量, 利用图像处理技术量化病鱼的外部形态变化特征, 采用Spearman法分析形态指标与各组织病毒载量及

免疫基因表达的相关性, 并通过一阶差分交叉相关分析法评估其时序同步性与滞后关系及交叉时序。结果显

示, 感染组草鱼幼鱼于4d出现死亡, 累计死亡率100%。qRT-PCR分析发现病毒载量呈现显著组织嗜性, 肝脏

和大脑为主要复制场所; 免疫基因表达呈现强烈组织特异性。外部形态量化结果显示, 体表出血面积百分比

(Pbs)和体色黑化面积百分比(Pds)均呈现“先升后降”趋势; 背鳍展开角度(Adf)自3d起持续减小，在4d显著降低

(P<0.05)。相关性分析结果表明, 大脑和肝脏中的病毒载量与IgM(r=0.79)等多个免疫基因呈强正相关, 同时免

疫基因之间也存在强正相关关系(r=0.82—0.96); Pbs和Pds强相关(r=0.79, P<0.05), Pbs、Pds与多个组织中的病

毒载量及免疫基因存在显著相关关系(r=0.86—0.96, P<0.05), Adf与肾脏和大脑中的IgM呈显著负相关关系(r=
–0.79, P<0.05)。交叉相关分析发现, 在大脑中, Pds与MyD88的表达波动呈高度同期相关性(r=0.80, P<0.05),
Pbs(r=0.64)和Adf(r=0.69)的变化领先GCRV变化2d。本研究可为草鱼出血病的临床识别、快检模型建立及综

合防控策略制定提供重要的数据支撑。
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草鱼(Ctenopharyngodon idella)是一种典型的

草食性鲤科鱼类, 作为中国重要的水产养殖物种,
占中国淡水养殖总产量的17.45%, 其全球产量每年

超过600万吨, 是中国消费量最大的淡水鱼之一
[1]
。

然而, 草鱼呼肠孤病毒(Grass Carp Reovirus, GCRV)
引起的草鱼出血病(Grass Carp Hemorrhagic Disease)
对草鱼养殖构成了严重威胁, 这是一种常见且严重

的病毒性疾病, 给水产养殖业带来重大经济损失
[2, 3]

。

该病主要危害2.5—15 cm的草鱼幼鱼, 病死率极高,
尤其对1龄以内幼鱼的致死率高达90%以上

[4]
。

GCRV可分为3种基因型, 其中GCRV-Ⅱ型潜

伏期短、毒力强, 是目前草鱼出血病主要流行的基

因型
[5—7]

。该病毒传播迅速, 感染后4—15d内发病

死亡, 常与细菌性疾病如烂鳃病等并发
[8, 9]

。GCRV
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的流行具有明显的季节性特征, 主要在6—9月水温

25—28℃时暴发
[10]
。鱼类被病毒感染后, 病毒会在

其体内大量复制, 引起相关免疫基因的剧烈应答,
造成严重的组织病理学损伤。此外, 患病草鱼外部

形态也发生了病变, 鳃盖内外、口腔内部、上下颌

及眼眶边缘出血明显
[8, 11], 同时伴随着体色变黑、

烂鳍等症状。这些明显的外部形态病变特征可以

作为识别鱼类健康状况的重要指标
[12—15]

。其中, 体
表出血原因是病毒引起的鱼血管通透性和渗透

性出血增多, 出现系统性损伤, 造成体表穿刺性出

血
[3, 16—18], 出血可能会因病程阶段的不同而存在差

异
[19]; 体色变暗则是由于病原感染引起免疫病理反

应, 使鱼分泌一种抗炎激素诱导表皮黑素细胞功能

性改变而引发鱼体变黑, 并降低其对感染的抵抗

力
[20]
。目前已有对人工感染GCRV-Ⅱ型病毒的草

鱼进行的研究, 但多聚焦于组织病理形态和免疫特

征的研究, 缺乏对 GCRV感染进程中草鱼外部形态

变化特征的定量描述。基于此, 本研究通过图像处

理技术对患病草鱼的外部形态进行量化, 系统探讨

感染进程中草鱼幼鱼外部形态变化的特征, 及其与

病毒载量和免疫应答的可能关联, 为草鱼出血病临

床识别和快速检测提供理论依据和数据支持。

 1    材料与方法

 1.1   实验鱼暂养

本实验采用来自中国科学院水生生物研究所

官桥实验站培育的全同胞家系3月龄草鱼[n=120,
体长: (6.02±0.79) cm, 体重: (4.09±1.46) g], 分别放

入3个配备壁挂式HBL-303过滤器(Sunsun, China)
的60 L水箱中进行驯化2周, 每个水箱40尾。每日

进行两次饲喂(10:00和18:00), 每日投喂量设定为鱼

体重的2%, 小型浮性饵料(水分≤10%, 粗蛋白≥

40%, 粗脂肪≥4%, 粗灰分≤15%, 粗纤维≤3%,
磷≥1%), 喂食1h后去除残留食物。光周期为12h﹕
12h明/暗, 水的溶解氧和pH分别维持在(6±0.5) mg/
L和7±0.5, 水温保持在28℃。

 1.2   病毒和感染

草鱼在水箱中驯化2周, 过程中食用饲料和游

泳正常, 无死亡或明显体表损伤, 随机选取6尾进行

qRT-PCR测定, 被确认无健康问题后, 使用GCRV-
Ⅱ毒株 GCRV-YX246, 进行人工感染。随机选择

90尾鱼分为3个实验组(n=30), 腹腔内注射100 μL
GCRV-YX246  (1×105 Copies/μg), 放入 60  L水箱

中。另外随机选择15尾健康草鱼作为对照组, 腹腔

内注射等量的PBS, 放入另一水箱中。水温保持在

28℃, 空气温度保持在30℃。连续观察10d, 记录草

鱼死亡数量, 病毒注射前1d为感染0d。
 1.3   草鱼幼鱼外部形态图像采集及量化

在感染病毒后, 对草鱼幼鱼外部形态进行采

集。图像采集自病毒感染前一天起, 连续采集8d。
在此期间, 每日随机选取30尾草鱼, 置于定制窄型

透明亚克力鱼缸(尺寸: 200 mm×180 mm×30 mm)
中 , 缸内水深保持100 mm, 保持鱼体头部统一朝

左。鱼缸底部贴附透明刻度标尺, 便于后续图像校

准。采集平台主要设备包括尼康D810数码相机

(Nikon,  Japan)配105  mm f/2.8  G镜头、专用拍摄

台、环绕式PVC白色卡纸背景及300 W顶灯(图 1)。
相机固定于拍摄台正前方60 cm处, 顶灯固定于鱼

缸前上方。拍摄过程中保持环境安静, 所有图像在

同一环境下获取。图像以高分辨率 (7360像素×
4912像素)保存, 便于后续细节提取。
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图 1    形态采集平台示意图

Fig.  1     Schematic  diagram of  the  juvenile C. idella morphology
collection platform
 

Pbs Pds

Adf

Pbs、Pds

为了量化形态变化, 本研究选取草鱼幼鱼的体

表出血面积百分比 、体表黑化面积百分比 、

背鳍展开角度 三个指标进行定量, 其中不将鳍

条纳入 的测量过程中。

为量化感染草鱼幼鱼的体表出血情况, 首先对

采集到的图像进行颜色增强, 再使用图像处理软件

Image J, 分割鱼体及出血区域, 计算出血面积与鱼

体侧面积比; 为量化感染草鱼幼鱼体表黑化进程,
使用图像处理软件Image J调节阈值范围, 操作界面

会出现对应直方图, 因此将人工目视直方图的范围

作为阈值调节判断依据, 覆盖选中鱼体黑化区域, 计
算阈值化区域面积占鱼体侧面积比例。计算公式: 

Pbs(%) = Ab/Af ×100
 

Pds(%) = Ad/Af ×100

Pbs Ab式中 , 为鱼出血面积百分比 ; 为出血面积 ;
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Af Pds Ad为鱼体侧面积; 为黑化面积百分比; 为黑化

区域面积。

背鳍展开角度为背鳍基部两端连线与背鳍最

前端鳍条至基部连线之间的夹角(图 2), 重复三次

测量取平均值。

 1.4   组织采集

在感染的0、1d、2d、3d、4d、5d、6d、7d随
机选择3尾草鱼幼鱼(濒死鱼)使用丁香酚进行麻醉,
取完整的大脑、心脏、肝脏、肾脏组织, 储存在

–80℃。

 1.5   qRT-PCR
通过TRIzol试剂 (Invitrogen,  USA)提取大脑、

心脏、肝脏、肾脏组织中总RNA。使用含随机引

物/Oligo (dT)18引物混合液的HiScript Ⅲ 1st Strand
cDNA合成试剂盒(Vazyme, China)对提取的RNA进

行逆转录以获得cDNA。通过使用定量实时聚合

酶链反应(Quantitative Real-time PCR, qRT-PCR)测
定病毒载量和4个免疫基因 (IFN1、Mx2、 IgM和

MyD88)的相对表达量。β-actin在本研究中被用作

内参基因
[21], 所使用的引物如表 1所示。反应条件:

预变性95℃, 5min; 变性95℃, 10s; 退火60℃20s; 在
72℃最终延伸30s, 共39个循环 , 生物技术重复

3次。GCRV和免疫基因的相对表达量通过2−ΔΔCt
计

算
[22]
。

 1.6   数据统计

本研究使用SPSS 25.0版本软件进行统计分析,

并用GraphPad Prism 9.5.0 (La Jolla, San Diego, CA,
USA)绘图。所有数据均以平均值±标准误(mean±
SE)表示。实验数据先进行正态性检验。正态分布

数据采用单因素方差分析(ANOVA), 采用LSD检验

进行多重比较; 非正态数据采用Kruskal-Wallis检
验。由于数据不符合正态分布, 形态指标与各组织

病毒载量及免疫基因表达的相关性分析采用Spear-
man法, 并采用一阶差分交叉相关分析法评估各指

标间的时序同步性与滞后关系。以P<0.05为显著

差异。

 2    结果

 2.1   草鱼幼鱼的累计死亡率以及病毒载量变化

特征

每天监测感染组和对照组。所有受感染的草

鱼幼鱼10d内死亡率100%, 临床症状明显(图 3)。潜

伏期约为3d, 感染后4d出现死亡, 7—10d为死亡高

 

表 1   本研究中使用的引物

Tab. 1   Primers used in this study

基因Gene 引物名称
Primer name 引物序列Primer sequence (5′—3′)

GCRV-
YX246-S7

GCRV-YX246-
S7-F

CGGACGACAAGATTGGGATACT

GCRV-YX246-
S7-R

CTATGCCAGCCAAGAAATTTAT
ACTG

β-actin β-actin-F TCGGTATGGGACAGAAGGAC

β-actin-R GACCAGAGGCATACAGGGAC

IFN1 IFN1-F AAGCAACGAGTCTTTGAGCCT

IFN1-R GCGTCCTGGAAATGACACCT

MyD88 MyD88-F TGGAGGACTGTCGCCGAAATG

MyD88-R TGTGGCCTCTGGACGAGTTTC

IgM IgM-F CGGACTCGCTTACTTTC

IgM-R ATTGTATTTGCCACCTGA

Mx2 Mx2-F ACATTGACATCGCCACCACT

Mx2-R TTCTGACCACCGTCTCCTCC

 

a

b c

1 cm

Angle

 
图 2   草鱼幼鱼背鳍展开角度测量示意图

Fig. 2   Schematic diagram of dorsal fin extension measurement in
juvenile C. idella
a. 鱼体侧面图像; b. 经Imge J处理后的背鳍图像; c. 背鳍展开角

度示意图

a. lateral image of the fish; b. dorsal fin image processed by Imge
J; c. schematic of dorsal fin angle
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图 3   PBS组和GCRV组草鱼幼鱼的生存曲线

Fig. 3   Survival curves of juvenile C. idella in the PBS group and
GCRV group
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峰期。PBS组无死亡。

使用qRT-PCR法检测评估病毒在草鱼幼鱼体

内的组织嗜性与复制的时序动态变化。首先, 以同

一组织感染后1d的病毒相对表达量为归一化对照

(图 4a)。结果显示, 感染1—7d内, 组织中的病毒相

对表达量整体存在统计学显著差异(P<0.05)。进一

步成对比较发现, 肾脏组织内病毒表达量变化不显

著(P>0.05)。心脏组织中的病毒表达量总体维持在

对照水平附近。大脑组织中的相对病毒载量总体

呈现“先上升后下降”的显著趋势 , 在感染后5—
6d显著上升(P<0.05), 7d出现回落但依旧高于对照

水平。肝脏组织中的病毒在感染后3d显著降低

(P<0.05), 于4d上升后再次降低, 整个感染阶段始终

维持在对照水平之下。

此外, 以同一时间点肾组织的相对病毒载量为

归一化对照(图 4b), 发现同一时间点内4个组织之间

的病毒相对表达量存在统计学显著差异(P<0.05)。
在1d和5d, 组织中的病毒载量复制水平为肝脏>大
脑>心脏>肾脏; 在2d、3d、4d、7d, 组织中的病毒

载量复制水平为肝脏>大脑>肾脏>心脏。这说明,
GCRV在草鱼幼鱼体内的高度组织特异性复制模

式, 肝脏和大脑是其主要的复制场所。

 2.2   草鱼幼鱼关键免疫基因表达

为探究GCRV感染草鱼幼鱼免疫基因的变化,
测定感染组的草鱼幼鱼肾脏、心脏、大脑、肝脏

组织中 IFN1、Mx2、 IgM和MyD88基因的相对表

达, 以同一组织感染后0d为对照。结果表明, 这4个
免疫相关基因在感染后均被不同程度地诱导, 呈现

出显著的组织特异性(图 5)。

IFN1基因在肾脏、心脏、大脑和肝脏组织中

的相对表达量存在显著差异(P<0.05; 图 5a)。其中,
在肾脏、心脏和大脑组织中则呈典型的“先上升后

下降”的趋势, 且均在感染后4d到达峰值, 7d下调至

对照水平之下; 肝脏组织中的IFN1在整个感染阶段

总体表达为波动式上调, 于7d显著上调至峰值(P<
0.05), 且上调幅度最高。

Mx2基因在所有组织中被显著诱导(图 5b)。在

肾脏、心脏和大脑组织中均表现为先上升再下降

(P<0.05), 峰值出现时间集中在感染4—6d; 在肝脏

组织中, Mx2表达呈波动上升的趋势, 在感染中后

期维持在较高水平 , 但时序差异变化不显著(P>
0.05)。

大脑和肝脏组织中的IgM基因整体上具有统

计学差异(P<0.05), 均在感染后期维持较高水平

(图 5c)。肝脏组织中IgM与Mx2基因的调控表现出

相似的变化, 于5d上调至峰值。脑组织中总体呈波

动上升的趋势, 在感染后7d达到峰值。肾脏和心脏

组织无统计意义(P>0.05)。
MyD88基因在大脑和肾脏组织中存在统计

学显著差异(P<0.05), 呈先升后降趋势, 均在5d上
调至峰值, 但成对比较发现在时序上差异不显著

(图 5d)。在肝脏中, 该基因在感染后2d受到明显抑

制(P<0.05), 总体水平低于对照。在心脏中, MyD88
表达量无显著变化(P>0.05)。
 2.3   草鱼幼鱼外部形态变化特征

本研究连续观察了感染组和对照组的草鱼幼

鱼 , 结果显示 , 感染组的草鱼幼鱼体表症状明显

(图 6): 体表出血明显, 多见于吻端、鳃盖、眼眶周
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围、躯干部及鳍基部, 出血点呈散布或融合成小片

状, 区域颜色以红色为主。部分个体出现鳞片脱落,
尤以尾部常见, 脱落处皮肤暴露, 呈灰紫色。头部

及躯干局部可见黑色素沉积。随着感染进程推进,
体表出血点减少, 眼球表面、眼眶及躯干皮肤出现

大量黑色素颗粒沉积, 体色发黑。鱼鳍尤其是背鳍

和尾鳍发黑, 鳍边缘破损, 糜烂严重, 伸展功能明显

受限(图 6)。对照组草鱼幼鱼体表完整, 无出血、

溃烂或色素异常沉着现象, 各鳍形态较完整(图 2a),
活动状态正常。

由于实验过程中有鱼死亡, 最终用于0—7d形
态数据分析的草鱼样本为22尾/d。本研究分析了

感染组草鱼幼鱼体表病变特征, 结果显示, 各时间

点之间的出血面积百分比(Pbs)分布存在统计学显

著差异(H=21.135, df=7, P<0.05)。鱼体Pbs总体上呈

现先升后降的趋势(图 7a)。在感染后4d达到峰值

(1.48±0.16)%, 并显著高于感染0d (0.76±0.09)%和

7d (0.82±0.16)% (P<0.05)。此外, 不同感染天数下

草鱼幼鱼黑化面积百分比(Pds)总体呈先上升后下

降趋势(H=18.837, df=7, P<0.05; 图  7b), 于感染后

5d升至峰值(40.00±1.61)%, 在整个感染阶段始终高

于对照水平(32.51±1.80)%, 但成对比较发现其在时

序上差异不显著(P>0.05)。
此外, 本研究还量化了PBS组和感染组草鱼幼

鱼的背鳍展开角度(Adf)。注射PBS的草鱼幼鱼在整

个观察期内Adf未发生显著变化 [F(7,  56)=1.384,
P>0.05] (图 8a), 而感染组草鱼幼鱼Adf在感染后存

在极显著差异(H=95.521, df=7, P<0.05; 图 8b)。经

检验, 草鱼幼鱼Adf在感染后3d (38.07±1.42)°开始持

续性降低, 5d (30.77±2.13)°显著低于对照水平(43.10±
1.62)°(P<0.05), 7d (25.21±1.83)°显著低于感染早期

阶段。由此表明, 病毒感染可导致草鱼幼鱼Adf显著

且持续性降低。

 2.4   草鱼幼鱼外部形态与病毒、免疫基因的相关

性和时序分析

本文探究了3个形态学指标与4个组织中的病

毒载量和免疫基因的关联(图 9)。病毒载量与免疫

基因在多个组织中存在显著相关性(P<0.05), 且相

关性呈显著的组织特异性。在肾脏、大脑和肝脏

组织中, 病毒载量与多个免疫基因均呈显著正相关

(P<0.05)。在肾脏组织中, 病毒载量与IFN1 (r=0.79)
和MyD88 (r=1.00)强相关(图 9a); 在大脑中, 病毒载

量与MyD88 (r=0.79)强相关(图 9c); 在肝脏组织中,
病毒载量与IgM (r=0.79)强相关(图 9d)。此外, 免疫

基因之间存在高度协同表达, 这种趋势在大脑和肝

脏组织中最显著(P<0.05)。在肝脏组织中, IFN1与
IgM (r=0.93)、Mx2 (r=0.96)、MyD88 (r=0.93)强相关,
IgM与Mx2 (r=0.86)强相关, Mx2与MyD88 (r=0.86)呈
强正相关(图 9d)。在大脑组织中, Mx2与IFN1 (r=
0.82)、MyD88 (r=0.86)呈强正相关(图 9c)。
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出血面积百分比(Pbs)、黑化面积百分比(Pds)、
背鳍展开角度(Adf)三个形态学指标之间, 仅Pbs和

Pds强相关(r=0.79, P<0.05)。形态学指标与病毒载

量及免疫基因的相关性呈现明显的组织特异性(P<
0.05)。Pbs与多个组织中的 IFN1和Mx2强相关 (r=
0.89—0.96); Pds与肾脏中的病毒(r=0.86)和MyD88
(r=0.86)以及大脑组织中的Mx2 (r=0.86)和MyD88
(r=0.89)强相关; Adf与肾脏(r= –0.79)和大脑(r= –0.79)
组织中的IgM强相关(P<0.05; 图 9c)。

为进一步明确病毒复制、免疫应答与形态损

伤之间的时序先后关系, 采用一阶差分交叉相关分

析法对关键指标进行分析。大脑组织同时参与激

素调控与抗病毒免疫, 本研究以大脑为代表组织,
选择图 9c中关联度高的指标进一步分析时序同步

性。交叉相关分析显示, 大脑组织中各形态指标与

病毒和免疫指标的变化呈现出不同的时序关联性

(图 10)。Pds与MyD88的表达波动呈现高度的同期

相关性(r=0.80, P<0.05; 图 10d), Pbs (r=0.64)和Adf (r=

0.69)的变化领先GCRV变化2d左右(P>0.05; 图 10f
和10h)。

 3    讨论

 3.1   草鱼幼鱼的累计死亡率及病毒载量变化特征

由GCRV引起的草鱼出血病传播快、致死率

极高。有研究人员建立了带有GCRV-Ⅱ的草鱼感

染模型和草鱼呼肠孤病毒四种人工感染方法, 研究

结果发现草鱼累积死亡率约80%[21, 23]
。本研究采用

人工注射方法感染3月龄草鱼幼鱼, 发现在感染后

4d出现死亡 ,  10d内死亡率100%, 而对照组无死

亡。这一结果与刘林等
[24]
对草鱼的感染实验中第

一次出现的死亡时间和高死亡率结果相似。

为了进一步阐明GCRV在草鱼幼鱼体内的复制

动态模式, 本研究分析了病毒在肾脏、肝脏、心脏

及大脑4个组织中的相对表达量。结果显示, 病毒在

不同组织中复制动态呈现复杂的时序特征(图 4),
且具有明显的组织嗜性(图 5), 这与先前的研究结

果一致
[21, 23, 25]

。Chen等 [4]
对大脑进行组织切片发

现, 在感染后脑细胞逐渐脱落, 在感染5—7d出现大

量脑细胞坏死、脑组织松弛及充血的现象, 而本研

究中大脑组织中的病毒表达量总是高于同期的肾

脏和心脏组织, 并在感染中后期, 病毒载量显著升

高, 进一步证实了病毒主要在感染中后期于中枢神

经系统富集的结论。肝脏组织中的病毒在感染后

3d的增殖受到明显抑制 , 推测是因为草鱼感染

GCRV后, 肝脏中的干扰素诱导蛋白被显著诱导表

达后快速进入抗病毒状态
[26]
。以往相关组织病理

学研究表明
[21], 草鱼在感染GCRV后3d肝脏已经出

现肝细胞空泡化、核固缩和核增大等病理改变, 这
与本研究中病毒复制受抑制和免疫应答激活的时

期相符。此外, 肝脏组织中的病毒表达量总是显著

高于同期的肾脏组织, 这与Zhang等 [27]
关于GCRV

病毒在肝脏中的复制水平远高于肾脏的研究发现
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图 6   GCRV感染组草鱼幼鱼典型表型症状

Fig. 6   Typical phenotypic symptoms of juvenile C. idella in the
GCRV group
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相符。肝脏作为主要的脂代谢器官, 其代谢解毒功

能被削弱, 可能导致病毒在肝脏中能维持在相对较

高水平
[11]
。

 3.2   草鱼幼鱼关键免疫基因表达

本研究检测了感染组草鱼幼鱼大脑、心脏、

肝脏和肾脏组织中IFN1、MyD88、IgM和Mx2基因

的相对表达。结果显示 ,  GCRV感染引发了多组

织、多层次的抗病毒免疫应答, 先天性与适应性免

疫均被有效激活, 但呈现出强烈的组织特异性与时

序性差异。
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图 9    形态指标与病毒及免疫基因相关性热图

Fig. 9    Correlation heatmap of morphological indicators with viral load and immune gene expression
*P<0.05; 下同the same applies below
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干扰素(Interferon, IFN)是一种广谱抗病毒细

胞因子, 病毒感染后几小时内可快速响应
[28, 29]

。其

中, IFN1被认为是鱼类先天性免疫中参与抗病毒免

疫反应中最为重要的细胞因子之一
[30, 31]

。在本研

究中, IFN1在多个组织中于感染后4d到达峰值, 表
明其被快速诱导, 并启动先天性抗病毒免疫应答。

后期IFN1普遍下调, 推测感染后期病毒的增殖被有

效抑制 , 为防止免疫过度造成机体损伤 , 体内的

IFN被负调控因子减弱
[32]
。而肝脏组织中的IFN1上

调幅度最高、最持久, 可能与肝脏病毒高表达有关,
这有效激活其上游模式识别受体信号通路, 促使

TANK结合激酶1 (TBK1)在肝脏中过度表达, 从而

显著诱导了IFN1的上调
[33]
。

作为IFN1的下游效应分子之一的黏病毒抗性

(Myxovirus  resistance, Mx)基因 , 可被 IFN1快速诱

导, 从而帮助宿主细胞快速建立抗病毒状态
[31]
。其

中Mx2可以有效抑制GCRV在细胞中的增殖和复

制, 是鱼类先天抗病毒免疫的效应分子
[34, 35]

。在本

研究中, Mx2表达呈先升后降模式, 但整体表达呈

上升趋势, 说明系统抗病毒分子被有效激活, 这与

He等 [36]
的研究结果一致。肝脏中Mx2的表达随

IFN1影响而波动上调, 并在后期维持较高水平, 这
与IFN1在肝脏中被显著诱导的时序特征一致, 进一

步证实了肝脏中先天性免疫应答被有效激活
[33]
。
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图 10    形态指标与病毒及免疫基因交叉相关分析图

Fig. 10    Cross-correlation analysis of morphological indicators with viral load and immune gene expression
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免疫球蛋白M (Immunoglobulin M, IgM)是适

应性免疫的代表基因
[37], 在全身和黏膜组织中高度

积累, 对特定体液免疫至关重要
[38—40]

。在本研究

中, 肝脏中IgM基因在感染后5d上调至峰值, 此时,
病毒在肝脏中的表达量显著高于其他组织(图 5),
提示病毒引发了剧烈的局部体液免疫应答

[40]
。在

大脑组织中, IgM表达在感染后7d上调达到峰值, 此
时该组织中病毒相对表达量出现急剧下降, 提示感

染鱼类适应性免疫可能成功建立, 促成了体内病毒

载量降低
[41]
。肾脏和心脏组织中的IgM时序上无显

著差异, 这与该组织中病毒稳定表达的情况相符。

髓样分化因子88 (Myeloid differentiation factor
88, MyD88)作为先天免疫的关键衔接蛋白, 参与启

动促炎细胞因子的表达
[42, 43], 在多种组织和病毒感

染模型中均呈现动态表达, 并与病毒复制水平密切

相关
[44]
。在感染过程中, 肝脏中的病毒相对表达量

下降阶段观察到MyD88显著下调; 而病毒在上升至

峰值后再次回落时期, MyD88也出现了相应的变

化。这种时序变化一致性在肾脏和大脑组织中同

样被观察到, 推测MyD88可能在鱼体抗病毒应答中

发挥重要功能
[45]
。

 3.3   草鱼幼鱼外部形态变化特征

目前的病害识别主要是基于图像处理技术对

鱼体健康状况进行自动诊断, 大多通过机器学习方

法来实现
[46—54]

。然而, 这一领域普遍面临鱼类形态

的标准化数据库缺失, 缺乏统一定量分析的标准等

瓶颈, 寻找直观且易于量化的生物学指标迫在眉睫。

GCRV感染可能会改变鱼体内细胞形态并导致内

皮屏障功能减退, 从而造成明显的体表出血损伤
[18]
。

此外, 体色可作为反映动物健康状况的重要指标
[55]
。

Ness和Foster[56]
研究发现, 与健康的三刺棘鱼不同,

感染寄生虫固体吸虫的个体会出现皮肤褪色和眼

睛变暗的现象, 且寄生虫体积越大, 这种体色变化

越明显。对于草鱼而言, 体色变黑等同样是其感染

GCRV后的典型临床症状之一
[16, 57, 58]

。研究发现,
感染组的草鱼幼鱼大部分体表出血明显, 且有明显

的色素沉着, 并伴随着鳍条糜烂。进一步的定量分

析发现, 感染组的草鱼幼鱼Pbs、Pds和Adf具有显著

且规律的变化。

感染组的草鱼幼鱼体表出血面积和黑化面积

出现显著变化(P<0.05)。体表出血作为全身性血管

损伤的直接体现, Pbs峰值出现在病毒大量复制期

间, 进一步证实了病毒通过对内皮细胞的直接破坏,
增大了血管通透性而引发鱼体表渗血

[59]
。Pbs在感

染后期降低, 推测是干扰素系统的快速响应抑制了

病毒复制并减轻了炎症反应, 内皮细胞损伤减少,

从而表现为体表出血在4d后逐步缓解。另外, 在本

研究中, 草鱼幼鱼体Pds在整个感染阶段始终高于对

照水平, 推测是急性病毒感染刺激使中枢神经系统

调控分泌了ɑ-MSH参与抗炎, 使得色素体数量增

加, 导致皮肤色素沉着或变暗
[60, 61]

。

背鳍是鱼类重要的功能性特征, Bruno等[62]
研

究验证了背鳍角度变化可作为一种无创、直观的

健康状态指标。为定量描述鳍尖锐性, Welsh等[63]

提出了测量最长鳍条与相邻鳍两侧之间夹角的方

法, 本研究参考该方法对背鳍展开角度进行测量。

结果显示, 感染组草鱼幼鱼从感染后4d起, Adf持续

显著降低, 而对照组保持稳定, 这表明实验操作及

环境因素对测量的干扰有限, 感染组背鳍角度变化

可能主要归因于病毒感染。基于此, Adf可作为可视

化评估草鱼幼鱼健康状态的候选指标。本研究量

化了草鱼幼鱼背鳍展开角度变化特征, 但鱼的背鳍

展开角度由鳍条、肌肉协同调控
[64], 其变化的深层

机制可能涉及组织病理损伤、生理应激及行为适

应性改变等多个层面, 需进一步系统研究。

 3.4   草鱼幼鱼外部形态与病毒、免疫基因的相关

性和时序分析

本研究对病毒载量、免疫基因表达与形态学

指标在4个组织中的关联进行了系统分析, 结果发

现各指标间存在显著相关, 且相关性呈现显著的组

织特异性。

病毒复制水平直接驱动局部免疫应答强度, 而
肝脏和大脑作为病毒主要富集场所, 病毒载量与多

个免疫基因呈显著强正相关, 其免疫激活最为强烈,
肝脏和大脑中免疫基因间的高度协同表达, 进一步

印证大脑和肝脏是GCRV的主要靶器官
[4, 27]

。Adf与

肾脏和大脑组织中IgM呈显著负相关关系, 提示Adf

在一定程度上反映了适应性免疫中IgM介导的体液

免疫应答增强。在3个形态指标中, 仅Pds与肾脏组

织中的病毒强相关, 提示单一指标难以独立完成精

准判定, 需结合多指标综合评估。时序关联表明,
Pds可同步反映MyD88介导的免疫激活, 而Pbs与Adf

对病毒载量变化具有约2d的预警指示作用(图 10),
但统计效能不足, 可能与采样时间点少有关。尽管

如此, 上述趋势仍提示Adf等形态指标对鱼体健康状

态具有一定预警作用
[62], 未来研究可适当增加采样

频次, 基于形态指标与生理指标融合建模, 为草鱼

出血病临床快速识别提供量化工具。

综上, 本研究通过人工注射GCRV感染草鱼幼

鱼, 系统量化了感染进程中草鱼幼鱼病毒的组织分

布、免疫基因表达及外部形态特征的动态变化, 并
分析形态学指标与病毒和免疫基因相对表达量的
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相关性。结果表明, GCRV感染激活了草鱼幼鱼多

组织抗病毒免疫应答, 肝脏和大脑是GCRV入侵的

主要靶器官, 其病毒表达量显著高于肾脏和心脏。

相关性分析进一步证实, 病毒载量与多个免疫基因

表达呈显著正相关, 且免疫基因间存在高度协同表

达, 以肝脏和大脑组织中最为显著。此外, 体表出

血面积百分比(Pbs)、黑化面积百分比(Pds)和背鳍

展开角度(Adf)在感染中后期出现明显变化, 与部分

组织中的病毒和免疫基因变化显著相关, 表明外部

形态特征能够在一定程度上反映组织水平的病毒

感染状态和免疫应答强度。但需要指出的是, 本研

究采用的相对定量法无法获得病毒绝对拷贝数, 可
能影响跨实验比较。此外, 各指标之间的相关性存

在差异。因此, 在未来研究中, 需要考虑引入绝对定

量的方法, 进一步分析各指标权重, 构建综合评估模

型。本研究为草鱼出血病的临床识别、快检模型建

立及综合防控策略制定提供了重要的数据支撑。
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GRASS CARP REOVIRUS INFECTION ON PHENOTYPIC MORPHOLOGY AND
IMMUNE GENE EXPRESSION IN JUVENILE CTENOPHARYNGODON IDELLA

TAN Mei-Jie1, 2, 3, 4, ZOU Qing-Qing2, 3, 4, 5, LIANG Yu-Lin2, 3, 4, 5, XU Zhen2, 3, 4, 5 and DUAN Ming1, 2, 3, 4, 5

(1. School of Ecological and Environmental Sciences, Xizang University, Lhasa 850000, China; 2. Institute of Hydrobiology,
Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China; 3. State Key Laboratory of Breeding Biotechnology and Sustainable

Aquaculture, Wuhan 430072, China; 4. Hubei Key Laboratory of Smart Fisheries, Wuhan 430072, China;
5. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract: This study aimed to investigate the tissue distribution of grass carp reovirus (GCRV), external morphologi-
cal alterations, and immune responses in juvenile grass carp (Ctenopharyngodon idella) following experimental injec-
tion. Fishes were challenged with GCRV type Ⅱ strain YX-246 by intraperitoneal injection. The relative expression of
viral  and relevant  immune genes in diseased fish during infection were systematically analyzed using qRT-PCR, and
image  processing  techniques  were  employed  to  quantify  the  external  morphological  changes.  Spearman  correlation
analysis was performed to assess the relationships between morphological indicators and viral/immune gene expression.
Temporal  synchrony  and  lead–lag  relationships  were  further  evaluated  by  cross-correlation  analysis  following  first-
order differencing of the time series. Mortality in the GCRV group occurred on day 4 post infection (dpi), with a cumu-
lative mortality rate of 100%, while there were no deaths in the PBS group. Viral load demonstrated significant tissue
tropism,  with  the  liver  and  brain  being  the  main  sites  of  replication.  Immune  gene  expression  patterns  demonstrated
pronounced tissue specificity. IFN1 exhibited persistent upregulation in the liver,  reaching its  maximum amplitude at
7 dpi, whereas in the kidney, heart, and brain, it followed an “upregulation then downregulation” trajectory, peaking at
4 dpi. Mx2 was significantly induced across all tissues, with the strongest response observed in the brain during the viral
load peak period. IgM expression was notably upregulated in the liver and brain during late infection, achieving peak
expression  at  5  dpi  and  7  dpi,  respectively. MyD88 dynamics  in  the  kidney  and  brain  aligned  with  viral  replication
patterns,  yet  it  was  suppressed  in  the  liver  and  showed  no  significant  variation  in  the  heart.  Correlation  analysis
revealed that viral load was significantly positively correlated with the expression of multiple immune genes. Quantifi-
cation  of  external  morphology revealed  that  the  percentage  of  bleeding  area  (Pbs)  peaked  at  4  dpi;  the  percentage  of
darkening area  (Pds)  reached its  peak at  5  dpi;  and the  dorsal  fin  spread angle  (Adf)  began to  decrease  persistently  at
3 dpi  and became significantly lower than the control  level  at  5 dpi  (P<0.05).  Furthermore,  both Pds and Adf showed
significant correlations with viral load and immune gene expression, indicating that external morphological characteris-
tics  can  effectively  reflect  viral  infection  status  and  immune  response  intensity  at  the  tissue  level.  Cross-correlation
analysis revealed that  in the brain,  fluctuations in Pds and MyD88 expression exhibited a strong synchronous correla-
tion (r=0.80, P<0.05), whereas changes in Pbs (r=0.64) and Adf (r=0.69) preceded changes in GCRV by approximately
2 days. Studies have shown that GCRV infection causes significant and regular changes in the morphological pheno-
type of juvenile C. idella, which are highly synchronized with key periods of immune response. However, correlations
among  the  indicators  varied,  necessitating  further  analysis  of  their  respective  weights  to  construct  a  comprehensive
evaluation model. By integrating standardized image acquisition with quantitative image analysis, this study correlates
morphological features with viral load and immune gene expression, providing important data support for the clinical
identification of GCHD, the development of rapid detection models, and the formulation of comprehensive prevention
and control strategies.

Key words: Grass  carp  reovirus  (GCRV); Morphological  phenotype  quantification; Immune  gene; Image  processing
technique; Correlation analysis; Ctenopharyngodon idella
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