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摘要： 旨在了解海南三亚及其周边地区石斑鱼疾病流行态势。 选择具有代表性的乐东黎族自治县 （简称乐东县） 及东方市规模化养殖场， 开展

养殖模式、 水体水质以及鱼群病原感染现状调查。 现场调查显示： 乐东县养殖场存在总氮超标、 部分重金属含量偏高问题， 病鱼池水体浑浊， 患

病东星斑出现褪色、 活力下降等症状， 病鱼解剖未见肉眼可见脏器病变， 无明显虫体及虫卵； 东方市循环水养殖系统水质整体优良； 两养殖场养

殖密度均处于较高水平。 病原学调查结果显示： 在三亚市乐东县的东星斑样本中检测到神经坏死病毒 （ＮＮＶ）， 乐东县的老虎斑样本以及东方市

的东星斑样本中均检测到创伤弧菌。 在三亚市周边规模化石斑鱼养殖场中， ２７ 份鱼组织样本中 ＮＮＶ 的检出率为 ２２􀆰 ２２％， 高于创伤弧菌， 表明其

在当地养殖环境中可能存在重要的流行趋势。 进一步鉴定结果表明， 所检测到的 ＮＮＶ 为 ＲＧＮＮＶ 基因型。 本研究结果为海南三亚周边地区制定有

效的石斑鱼疾病管理策略、 保障石斑鱼养殖产业的可持续发展提供了重要科学依据。

关键词： 石斑鱼； 流行病学调查； 神经坏死病毒； 创伤弧菌； 基因分型鉴定。
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　 　 石斑鱼是鮨科石斑鱼属的重要经济鱼种， 全球已

鉴定种类逾 ４００ 种， 我国大陆沿海分布约 ４５ 种［１－２］。
据统计， 我国石斑鱼养殖年产量已突破 １０ 万 ｔ， 产业

规模超百亿元［３］。 海南省作为我国石斑鱼养殖核心

区， 已在乐东黎族自治县 （简称乐东县） 和东方市

等地形成了东星斑和老虎斑等高附加值品种的规模化

养殖， ２０２２ 年养殖产量达６５ ４３７ ｔ， 占全国总产量的

３１􀆰 ８％， 成功推动了区域产业发展［４］。 然而， 随着石

斑鱼养殖规模的扩大， 相关疾病问题也日益凸显， 尤

其是每年春末至夏秋季高温期， 各类传染性疾病呈现

暴发态势， 对产业造成重大经济损失［５］。
在病毒性疾病方面， 石斑鱼虹彩病毒病与病毒性

神经坏死病构成主要威胁。 前者由石斑鱼虹彩病毒

（ｇｒｏｕｐｅｒ ｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ， ＧＩＶ） 引发， 根据国际病毒分类

委员会分类标准， 主要包含蛙病毒属 （Ｒａｎａｖｉｒｕｓ，
ＧＩＶ－Ｒ） 和巨大细胞病毒属 （Ｍｅｇａｌｏｃｙｔｉｖｉｒｕｓ， ＧＩＶ－
Ｍ） 两大类群［６］。 石斑鱼感染 ＧＩＶ 后， 典型临床症

状表现为体色黑化、 游动迟缓直至昏睡， 病程进展迅

速， 感染群体 １ 周内死亡率可达 ９０％以上［７－８］。 后者

病原为乙型野田村病毒属的神经坏死病毒 （ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ， ＮＮＶ）， 依据宿主特异性可分为 ４ 种基

因 型： 条 斑 星 鲽 型 （ ＢＦＮＮＶ ）、 红 鳍 东 方 鲀 型

（ＴＰＮＮＶ）、 拟 鲹 型 （ ＳＪＮＮＶ） 及 赤 点 石 斑 鱼 型

（ＲＧＮＮＶ） ［９－１０］。 该病以中枢神经系统损伤为特征，
病鱼呈现角膜浑浊、 垂直螺旋游动等神经症状。 幼鱼

感染后呈现 １００％致死率， 因缺乏典型体表病变而具

有较强隐蔽性［１１－１２］。
细菌性病原方面， 弧菌病与链球菌病构成主要生

物安全威胁［１３］。 弧菌中， 副溶血弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈ⁃
ａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 和创伤弧菌 （Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） 通过水体传

播引发表皮溃疡、 鳍基出血及多组织炎症， 流行病学

调查显示其所致疾病占比达 ６６􀆰 ７％， 平均致死率

５０％［１４］。 链球菌病则以无乳链球菌 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ａｇａｌａｃｔｉａｅ） 为主要病原， 常与爱德华菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）
形成混合感染， 临床表现为运动失衡、 内脏出血及肝

脾肿大等典型败血症特征， 致死率介于 ５０％ ～
７０％［１５－１７］。 　

本研究聚焦海南省石斑鱼主养区， 选取乐东县与

东方市具有代表性的规模化养殖场进行常见流行病学

感染病原检测与鉴定分析， 为阐明海南地区石斑鱼主

要传染病的流行规律和构建区域性疫病防控体系提供

科学依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

ＬＢ 肉汤培养基 （上海生工生物工程股份有限公

司）； ＴＣＢＳ 培养基、 ３％氯化钠碱性蛋白胨水、 ＰＮＣＣ
增菌液 （青岛海博生物技术有限公司）； ＴＲＩｚｏｌ 总

ＲＮＡ 抽提试剂 （碧云天生物技术有限公司）； Ｅｖｏ
Ｍ－ＭＬＶ 反转录试剂预混液、 ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ
ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂盒、 ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒

（湖南艾科瑞生物工程有限公司）。
针对石斑鱼 ＧＩＶ ＭＣＰ 基因［１８－１９］ （分型 ＧＩＶ－Ｒ 与

ＧＩＶ－Ｍ） 及神经坏死病毒 （ＮＮＶ） ＲＮＡ１、 ＲＮＡ２ 基

因序列 （ ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ： ＫＪ５４１７４７、 ＮＣ００８０４１） 完成

引物设计 （表 １）。 用于检测细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ［２０］、 副溶

血弧菌 ｔｌｈ （ ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ： ＭＨ０４７２８９）、 创伤弧菌

ｖｖｈＡ （ ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ： ＨＱ８７８４３６ ）、 无 乳 链 球 菌 ｓｉｐ
（ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ： Ｍ３４６７０） 的引物信息见表 ２。 引物由

上海生工生物科技有限公司合成。 用超纯水稀释到

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为储存液， －２０ ℃保存。

表 １　 病毒性病原检测所用引物信息

基因名称 引物序列 （５′→３′） 大小 ／ ｂｐ

ＧＩＶ－Ｒ
Ｆ： ＡＴＧＡＣＴＴＧＴＡＣＡＡＣＧＧＧＴ

Ｒ： ＴＴＡＣＡＡＧＡＴＡＧＧＧＡＡＣＣＣＣＡＴ
１ ３９２

ＧＩＶ－Ｍ
Ｆ： ＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＧＴＣＴＧＣ

Ｒ： ＡＧＡＣＡＣＡＣＧＧＧＧＣＡＡＴＣ
１ ３６２

ＮＮＶ ＲＮＡ１
Ｆ： ＧＣＧＡＴＣＴＴＧＣＴＣＧＴＣＡＴＴＡＣＣ

Ｒ： ＡＧＴＣＣＣＴＡＧＣＣＡＣＴＴＴＧＣＧ
２３７

ＮＮＶ ＲＮＡ２
Ｆ： ＡＣＴＧＧＡＴＴＴＧＧＡＣＧＴＧＧＧＡＣ

Ｒ： ＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＴＣＣＡＧＣＡＡＡＣ
７３６

表 ２　 细菌性病原检测所用引物信息

基因名称 引物序列 （５′→３′） 大小 ／ ｂｐ

１６Ｓ ｒＲＮＡ
２７ Ｆ： ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ

１４９２ Ｒ： ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
１ ５００

ｔｌｈ
Ｆ： ＧＡＣＡＴＴＡＣＧＴＴＣＴＴＣＧＣＣＧＣ

Ｒ： ＣＡＣＣＧＡＧＴＧＣＡＡＣＣＡＣＴＴＴＧ
１０９

ｖｖｈＡ
Ｆ： ＣＣＧＣＣＧＧＴＡＣＡＧＧＴＴＧＧＣＧＣＡ

Ｒ： ＣＧＣＣＡＣＣＣＡＣＴＴＴＣＧＧＧＣＣ
５１９

ｓｉｐ
Ｆ： ＣＡＧＡＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＧＣＡ

Ｒ： ＡＧＣＡＧＣＡＴＴＴＧＴＴＧＣＴＧＧＴＧ
１８２

１􀆰 ２　 主要仪器

多参数水质检测仪 （厦门盘天生物科技有限公

司）； ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （瑞士罗

氏集团）； 分析天平 （北京赛多利斯科学仪器有限公

司）； 高速冷冻离心机 （德国艾本德股份公司）； 水

平琼脂糖电泳系统 （北京市六一仪器厂）； 凝胶成像

分析仪 （北京信诺莱伯仪器有限公司）； ＰＣＲ 仪 （赛
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默飞世尔科技 （中国） 有限公司）。
１􀆰 ３　 现场调查

对海南三亚及其周边地区乐东县和东方市的 ２ 个

具有代表性的较大规模石斑鱼养殖基地开展养殖情况

调查。 调查内容包括： （１） 养殖模式分析： 记录养

殖池水循环模式 （如循环水或流水式）、 主养品种

（东星斑、 老虎斑等） 及密度； （２） 水质参数检测：
采用多参数水质检测仪测定养殖水体 ｐＨ 值、 溶解氧

（ＤＯ）、 总磷 （ＴＰ）、 总氮 （ＴＮ） 等指标， 检测方法

依据 ＧＢ １１６０７—８９ 《渔业水质标准》 及 《水和废水

监测分析方法》 （第 ４ 版）； （３） 鱼类健康状态观察：
观察养殖群体摄食行为、 体表完整性 （溃疡、 出血

等）、 异常游动 （螺旋式或失衡状态） 及死亡情况。
１􀆰 ４　 样本采集与溯源

遵循 “养殖池分层抽样＋单池唯一标识” 原则，
确保所有样本来源可精准追溯， 具体采集方案如下：

（１） 鱼组织样本 （共 ２７ 份）。 乐东县石斑鱼养

殖场样本 （１８ 份）： 随机选取 ２ 个东星斑幼鱼养殖

池、 ２ 个老虎斑幼鱼养殖池及 １ 个病鱼隔离池， 其中

健康养殖池每池采集 ３ 份样本， 病鱼隔离池采集 ６ 份

样本， 每份样本均由单尾鱼的脑、 眼、 肝、 脾、 肾组

织各 １００ ｍｇ 混合匀浆制备而成 （６ 份病鱼样本对应 ４
尾患病幼鱼、 ２ 尾患病成鱼， 健康样本均为幼鱼）。
东方市石斑鱼养殖场样本 （９ 份）： 随机选取 ２ 个东

星斑幼鱼养殖池、 １ 个老虎斑幼鱼养殖池， 每池随机

采集 ３ 份样本， 每份样本均由单尾幼鱼的脑、 眼、
肝、 脾、 肾组织各 １００ ｍｇ 混合匀浆制备而成。 鱼组

织样本迅速置于－８０ ℃冻存。
（２） 水样 （共 １５ 份）。 乐东县 （９ 份） 和东方

市 （６ 份） 的养殖水样， 均与鱼组织样本来源池及养

殖水源区相对应。 水样于 ４ ℃冷藏条件下运输。
１􀆰 ５　 样本鱼体检查

体表检查： 记录样本鱼体长、 体重， 观察体色异

常、 鳃丝充血 ／肿胀、 体表溃疡及寄生虫附着情况。
解剖学检查： 无菌操作剖检鱼体， 肉眼观察肝、

脾、 肾等内脏器官的形态、 色泽、 出血点及腹腔积

液， 记录组织增生、 坏死或寄生虫包囊等病变情况。
１􀆰 ６　 病毒性病原检测与鉴定

ＲＮＡ 提取： 取病鱼脑、 眼、 脾、 肾及肝组织样

本各 １００ ｍｇ， 液氮研磨后加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 裂解液，
室温静置 ５ ｍｉｎ。 依次加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 氯仿震荡混匀，
４ ℃ １２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ， 取上清液与 ０􀆰 ５ ｍＬ 异丙

醇沉淀 ＲＮＡ。 沉淀经 ７５％乙醇洗涤后溶解于 ２０ μＬ
ＤＥＰＣ 水， 测定浓度及纯度。

ｃＤＮＡ 合成： 使用 Ｅｖｏ Ｍ－ＭＬＶ 反转录试剂盒，
取 ２ μＬ 上述提取的总 ＲＮＡ 与 ２ μＬ ５×Ｅｖｏ Ｍ－ＭＬＶ ＲＴ

Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 混合， 用无核酸酶水补足至 １０ μＬ。 反应

程序： ３７ ℃ １５ ｍｉｎ （逆转录） →８５ ℃ ５ ｓ （酶灭活）
→冰浴终止。

ＰＣＲ 反应体系 １０ μＬ： ５ μＬ ２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，
０􀆰 ２ μＬ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 正、 反向引物， １ μＬ ｃＤＮＡ 模板，
无核酸酶水补足。 扩增程序： ９４ ℃ ３０ ｓ 预变性；
９８ ℃ １０ ｓ 变性、 ５５ ℃ ３０ ｓ 退火、 ７２ ℃ １ ｍｉｎ 延伸，
共 ３５ 循环； ７２ ℃终延伸 ２ ｍｉｎ； ４ ℃保存。

每批次 ＰＣＲ 扩增均同步设置阴性和阳性对照。
阴性对照以等体积的无核酸酶水替代 ｃＤＮＡ 模板； 阳

性对照以本实验室前期保存的、 经测序确认为 ＧＩＶ
和 ＮＮＶ 阳性的组织核酸提取物为模板。

采用 ＴＡＥ 电泳缓冲液配制 ２％的琼脂糖凝胶 （含
０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 核酸染料） 进行电泳分析。 电泳后在凝胶

成像仪上观察结果。 将出现阳性目的条带的 ＰＣＲ 产

物委托北京擎科生物科技股份有限公司进行核酸

测序。
基因分型鉴定： 利用 ＮＣＢＩ 数据库中 ＢＬＡＳＴ 软件

对测序得到的序列进行同源基因的搜索， 并将本试验

得到的 ＮＮＶ ＲＮＡ２ 序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的其他 ＮＮＶ 病

毒一起构建系统进化树， 进行基因分型鉴定。
１􀆰 ７　 细菌性病原检测

１􀆰 ７􀆰 １　 病原菌分离培养

ＴＣＢＳ 培养基分离检验。 用接种环蘸取组织样品

及水样， 无菌条件下分别划线接种于 ＴＣＢＳ 培养基，
３７ ℃培养 ２４ ｈ， 观察菌落的生长特性， 选取形状、
色泽和大小一致的优势单菌落， 将其挑取并接种于

１ ｍＬ ３％氯化钠碱性蛋白胨水中， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ
振荡培养至对数生长期用于培养副溶血弧菌， 同时无

菌条件取 ０􀆰 ５ ｇ 鱼鳃、 鱼肠组织或 １ ｍＬ 水样， 分别

加入到 １ ｍＬ ＰＮＣＣ 增菌液中， ２８ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡

培养至对数生长期用于培养创伤弧菌。
ＬＢ 培养基分离检验。 用含 ７５％酒精棉球对鱼体

表面擦拭消毒， 无菌条件下取出发病石斑鱼的肠道、
肌肉、 肝脏、 肾脏、 脾脏等组织样品， 置于 ２ ｍＬ 无

菌离心管中并编号。 同时取出不同水样， 置于 ２ ｍＬ
无菌离心管中并编号。 用接种环蘸取组织样品及水

样， 无菌操作下分别划线接种于 ＬＢ 平板， ３７ ℃条件

下培养 ２４ ｈ， 观察菌落的生长特性。 用无菌棉拭子选

取形状、 色泽和大小一致的优势单菌落， 将其接种于

１ ｍＬ ＬＢ 液体培养基， ３７ ℃、 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡条件下

培养至对数生长期。 所有鱼的解剖和细菌接种均在生

物安全柜内完成。
１􀆰 ７􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取

取 １ ｍＬ 增菌培养液于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清液， 加入 ２００ μＬ 无菌水，
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混匀后于恒温金属浴中 ９５ ℃ 裂解 １０ ｍｉｎ， １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液进行 ＰＣＲ 检测。
１􀆰 ７􀆰 ３　 ＰＣＲ 检测

普通 ＰＣＲ 检测。 采用 ＰＣＲ 进行细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因检测。 反应体系及程序参考 １􀆰 ６ 进行。 将出现阳

性目的条带的 ＰＣＲ 产物委托北京擎科生物科技股份

有限公司进行核酸测序。
实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测。 采用 ｑＰＣＲ

进行副溶血弧菌、 创伤弧菌、 无乳链球菌检测。 采取

２０ μＬ 的反应体系， 加入 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ
Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， 上、 下游引物各 ０􀆰 ２ μＬ， 待测 ＤＮＡ
模板 ２ μＬ， 用无核酸酶水补足至 ２０ μＬ。 采用三步法

ＰＣＲ 扩增反应： ９５ ℃预变性 ３０ ｓ； ９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，
６６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ４０ ｓ， ４０ 个循环。

每批次细菌性病原 ＰＣＲ 及 ｑＰＣＲ 检测均设立对

照体系。 阴性对照以等体积的无核酸酶水替代 ＤＮＡ
模板； 阳性对照分别以创伤弧菌标准株、 副溶血弧菌

标准株及无乳链球菌标准株的提取核酸为模板。

２　 结果

２􀆰 １　 现场调查情况

２􀆰 １􀆰 １　 养殖模式调查

在乐东县石斑鱼养殖场中， 养殖模式主要包括车

间养殖和池塘养殖。 车间养殖区域中， 使用地下水作

为老虎斑养殖区的水源， 使用蓄水塔作为东星斑养殖

区和病鱼养殖区的水源。 池塘养殖主要依赖处理后的

临近海域海水作为饲养水源， 调查时并未投放石斑鱼

进行饲养。
东方市石斑鱼养殖场的养殖模式为车间养殖， 水

源不详， 采用工厂化循环水作为东星斑养殖区、 老虎

斑养殖区和育苗区的水源。 在工厂化循环水系统中，

头水通过水管进入养殖池， 在养殖池中循环利用， 最

后通过下水道排水系统处理废水。
２􀆰 １􀆰 ２　 养殖场水体水质调查

乐东县石斑鱼养殖场水质检测涵盖地下水、 蓄水

塔水、 外塘水样品。 结果显示， ｐＨ 值稳定在 ７􀆰 ５３ ～
８􀆰 ３５ 之间， 溶解氧浓度为 ７􀆰 ５１ ～ ７􀆰 ８６ ｍｇ ／ Ｌ， 总磷含

量在 ０􀆰 １１～０􀆰 ２０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内， 总氮含量则偏高， 达

到 ０􀆰 ４２～１􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ， 其中蓄水塔水的总氮含量超过

国家标准 １ ｍｇ ／ Ｌ 水平。 此外， 汞、 镉、 铅等重金属

含量虽在较低范围内 （汞： ０􀆰 ０３ ～ ０􀆰 １８ μｇ ／ Ｌ， 镉：
０􀆰 ０１～０􀆰 ０３ μｇ ／ Ｌ， 铅： ０􀆰 ０１～０􀆰 ２１ μｇ ／ Ｌ）， 但蓄水塔

水中铅含量相对较高， 地下水汞含量也偏高。
东方市石斑鱼养殖场的工厂化循环水系统水质检

测涵盖头水、 尾水、 养殖池水。 ｐＨ 值稳定在 ７􀆰 ４０ ～
７􀆰 ７０ 之间， 溶解氧浓度为 ６􀆰 ９７ ～ ８􀆰 ０１ ｍｇ ／ Ｌ， 总磷含

量为 ０􀆰 １０～０􀆰 ３０ ｍｇ ／ Ｌ， 总氮含量在 ０􀆰 １７～０􀆰 ８９ ｍｇ ／ Ｌ
内， 均符合相关标准。 汞、 镉、 铅等重金属含量也处

于较低水平 （汞： ０􀆰 ０３～０􀆰 ０８ μｇ ／ Ｌ， 镉： ０􀆰 ０２～０􀆰 ０４
μｇ ／ Ｌ， 铅： ０􀆰 ０１～０􀆰 ０５ μｇ ／ Ｌ）， 但养殖池水中的重金

属含量相对较高。 总体水质优良。
２􀆰 １􀆰 ３　 鱼群观察

养殖场的养殖池内石斑鱼观察结果表明 （图 １），
２ 个石斑鱼养殖场的健康鱼群养殖密度处于较高水

平， 乐东县车间养殖池的东星斑、 老虎斑幼鱼估算密

度约 ３００ 尾 ／ ｍ３， 成鱼约 ８０ 尾 ／ ｍ３； 东方市工厂化循

环水养殖池的幼鱼估算密度约 ３５０ 尾 ／ ｍ３， 池水清

澈； 鱼群活跃， 鱼群处于较好的生长状态。 乐东县养

殖场存在患病鱼群， 对病鱼的观察结果显示东星斑发

病十分严重， 所处池水呈现明显浑浊状态， 鱼体褪色

明显， 活动性和群聚性差， 但体表无明显溃烂现象，
养殖池中的鱼群患病症状相对一致。

图 １　 健康鱼群 （Ａ） 和患病鱼群 （Ｂ） 观察结果

２􀆰 １􀆰 ４　 鱼体检查

对石斑鱼体表抽检结果显示 （图 ２）， ２ 个养殖

场的成年石斑鱼体长范围在 ３２􀆰 ３０ ～ ３６􀆰 ２０ ｃｍ， 体重

范围在 ３０７􀆰 ６４～６２５􀆰 ８６ ｇ； 幼年东星石斑鱼体长范围

在 １１􀆰 ７０～ １４􀆰 ４０ ｃｍ， 体重范围在 １９􀆰 ８８ ～ ３３􀆰 ９７ ｇ； 幼

年虎斑石斑鱼体长范围在 １６􀆰 ６７ ～ １８􀆰 ８０ ｃｍ， 体重范

围在 ６２􀆰 ５０ ～ １１９􀆰 ９５ ｇ。 发病东星斑眼球浑浊外凸，
体表褪色， 部分鱼嘴和鳃呈开合状， 发病老虎斑腹鳍

背鳍充血发炎， 呈典型感染症状。 石斑鱼解剖后内部

脏器未见明显肉眼可见症状， 无明显虫体及虫卵。

·０８· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 １０



图 ２　 东星斑 （Ａ） 和老虎斑 （Ｂ） 鱼体表观察结果

２􀆰 ２　 病毒性病原检测

２􀆰 ２􀆰 １　 石斑鱼 ＧＩＶ 的检测

采集样本之后， 首先对石斑鱼常见病毒性疾病病

原 ＧＩＶ 进行检测， ２７ 份来自石斑鱼的肝脏、 肾脏、
脾脏等组织样品及 １５ 份水样的检测结果显示， ２ 个

养殖场均未检出 ＧＩＶ （图略）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 石斑鱼 ＮＮＶ 的检测

对 ＮＮＶ 进行检测， ２７ 份石斑鱼的脑部、 眼部样

本及 １５ 份水样的检测结果显示， ２ 个养殖场水样中

均未检出 ＮＮＶ； 对鱼样检测结果显示 （图 ３）， 在乐

东县东星斑养殖区病鱼养殖区的 ４ 条幼年东星斑、 ２
条成年东星斑中均检出 ＮＮＶ， 而东方市石斑鱼养殖

场的样品中未检出 ＮＮＶ， 鱼样中 ＮＮＶ 的检出率为

２２􀆰 ２２％ （６ ／ ２７）。 说明乐东县石斑鱼养殖场的养殖区

域存在一定传播风险， 且 ＮＮＶ 主要在石斑鱼幼鱼中

检出。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； Ｎ． 阴性对照； １􀆰 阳性对照； ２～７􀆰 样品。

图 ３　 鱼样中 ＮＮＶ 的检测结果

基因分型鉴定结果： 通过筛选确定鱼样 ＰＣＲ 结

果中的阳性样品， 进一步利用设计的 ＮＮＶ ＲＮＡ２ 序

列引物进行特异性扩增， 结果显示从乐东县石斑鱼养

殖场已检出 ＮＮＶ 的一条幼年东星斑中扩增出目的片

段 （图 ４）。
为了更加准确地对检测的 ＮＮＶ 毒株进行分类，

将测序所得基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库的 ４ 种基因型

１２ 株 ＮＮＶ 一起构建进化树的结果显示 （图 ５）， 待

测毒株 （ＮＮＶ０１） 处于 ＲＧＮＮＶ 基因型处于同一分枝

上， 系统发育关系最为密切， 而与 ＢＦＮＮＶ、 ＳＪＮＮＶ
和 ＴＰＮＮＶ 等 ３ 种基因型亲缘关系较远。 因此病鱼所

感染的 ＮＮＶ 属于 ＲＧＮＮＶ 基因型。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； Ｎ． 阴性对照； １􀆰 样品。

图 ４　 ＮＮＶ ＲＮＡ２ 的 ＰＣＲ 扩增结果

注： •为本试验分离株。

图 ５　 基因分型鉴定结果

２􀆰 ３　 细菌性病原检测

２􀆰 ３􀆰 １　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因检测

对采集的样本进行石斑鱼常见病毒性疾病病原检
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测后， 对石斑鱼感染细菌进行分离鉴定。 对 ２０ 份来

自石斑鱼的肠道、 体表黏液、 肌肉和肝脏等组织样品

及 １５ 份水样进行 ＴＣＢＳ 琼脂平板及 ＬＢ 琼脂平板培

养， 经过分离纯化， 在 ＴＣＢＳ 琼脂平板上成功分离出

９ 株优势菌株， 在 ＬＢ 琼脂平板上成功分离出 ７ 株优

势菌株。
对分离得到的细菌进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序， 选

取分离纯化获得的 １６ 株优势菌株用于 ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因， 均获得约 １ ５００ ｂｐ 的清晰条带 （图 ６）。
经测序， 与 ＮＣＢＩ 数据库菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列比

对分析 ＰＣＲ 扩增产物结果， 样本菌株与 ＮＣＢＩ 数据库

菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的同源性均超过 ９０％， 分析

结果显示从 ＴＣＢＳ 培养基分离所得 ９ 株优势菌株分别

为霍氏肠杆菌 （４ 株）， 绿色气球菌 （１ 株）， 海洋罗

斯氏菌 （１ 株）， 表皮葡萄球菌 （１ 株）， 阴沟肠杆菌

（２ 株）； 从 ＬＢ 培养基分离所得 ７ 株优势菌株分别为

不动杆菌 （１ 株）、 潘托亚菌 （２ 株）、 溶血性葡萄球

菌 （１ 株）、 表皮葡萄球菌 （１ 株）、 巴氏葡萄球菌

（２ 株）。 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因检测结果显示并未发现

致病菌。

Ｍ． ＤＮＡ 分子质量标准； Ｎ． 阴性对照； １～１６􀆰 样品。

图 ６　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增结果

２􀆰 ３􀆰 ２　 副溶血弧菌的检测

对 ２０ 份来自石斑鱼的肠道、 肌肉、 肝脏、 肾脏、
脾脏等组织样品及 １５ 份水样及进行副溶血弧菌检测

结果显示， ２ 个养殖场均未检出副溶血弧菌存在 （图
略）。
２􀆰 ３􀆰 ３　 创伤弧菌的检测

对 ２０ 份来自石斑鱼的鳃和肠组织样本及 １５ 份水

样进行创伤弧菌检测。 结果显示 （图 ７Ａ）， 在乐东

县养殖场病鱼集中池中， 从 ２ 条幼年老虎斑的肠组织

样本中分别检测到创伤弧菌， 在东方市养殖场的成年

东星斑中也发现 １ 条成年东星斑的肠组织阳性样本，
其他鱼样均未检测出感染， 鱼样的总体检出率为

１５％ （３ ／ ２０）。 对水样检测结果显示 （图 ７Ｂ）， 乐东

县养殖场饲养病死幼年老虎斑和东方市饲养健康成年

东星斑的养殖池水中均检测到创伤弧菌， 水样检出率

为 １３􀆰 ３３％ （２ ／ １５）。

Ａ． 鱼组织样， 其中 Ｎ 为阴性对照， １ 为阳性对照， ２～３ 为幼年老虎斑肠组织， ４ 为成年东星斑肠组织；
Ｂ． 水样， 其中 Ｎ 为阴性对照， １ 为阳性对照， ２ 为病死幼年老虎斑养殖池水， ３ 为健康成年东星斑养殖池水。

图 ７　 创伤弧菌检测结果

２􀆰 ３􀆰 ４　 无乳链球菌的检测

对 ２０ 份来自石斑鱼的肠道、 肌肉、 肝脏、 肾脏、
脾脏等组织样品及 １５ 份水样及进行无乳链球菌检测，
结果显示， ２ 个养殖场均未检出无乳链球菌 （图略）。
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３　 讨论

为深入了解海南三亚周边地区石斑鱼养殖场感染

性疾病流行状况， 本研究对具有代表性的三亚市乐东

县和东方市规模化石斑鱼养殖场进行了流行病学调

查， 对 ＮＮＶ 感染鱼样本进行了病毒基因分型鉴定。
调查显示， 乐东县的石斑鱼养殖场采用车间养殖和池

塘养殖相结合的模式， 而东方市则完全依赖于车间养

殖， 这一差异可能影响病原传播方式和养殖管理策

略。 两地养殖场的水质指标如 ｐＨ 值、 溶解氧和总磷

含量均符合国家标准， 但乐东县养殖场的蓄水塔水中

总氮含量较高， 超过国家规定的 １ ｍｇ ／ Ｌ 标准。 乐东

县多样化的水源和养殖方式虽提供了柔性的养殖环

境， 但同时也可能增加了水质管理的复杂性， 导致潜

在的污染问题， 这可能为 ＮＮＶ 等病原的传播创造了

条件。 通过对采集样本进行石斑鱼常见感染性疾病病

原检测， 在乐东县东星斑样本中检测到 ＮＮＶ， 而乐

东县的老虎斑样本和东方的东星斑样本中均检出创伤

弧菌， ＮＮＶ 检出率为 ２２􀆰 ２２％， 高于创伤弧菌。 这表

明， ＮＮＶ 可能是当地养殖场最主要的流行病原， 基

因分型结果显示为 ＲＧＮＮＶ。 这一结果表明， ＮＮＶ 是

当地石斑鱼主要的感染病原， 且主要在幼鱼中检出。
与先前研究一致， ＮＮＶ 对幼鱼的感染率和致病性较

高［２１］， 但由于采集样本较少， 可能存在一定的局限

性， 有待后续扩大样本量进一步调查。
值得注意的是， 本研究通过 ｑＰＣＲ 在肠道组织及

水样中检出创伤弧菌， 但 ＴＣＢＳ 平板分离结合 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 测序并未获得弧菌菌株， 仅分离得到霍氏肠杆

菌、 阴沟肠杆菌、 葡萄球菌等优势菌群。 造成该现象

的原因： 一是源于 ２ 种检测手段原理差异， 分离培养

仅能筛选可培养活菌， 而 ｑＰＣＲ 可检测样本中全部靶

标核酸； 创伤弧菌阳性样本检出率偏低， 且阳性均来

自菌群复杂的肠道组织， 杂菌竞争抑制容易造成目标

菌难以形成可挑取单菌落。 二是乐东养殖场蓄水塔总

氮、 部分重金属含量偏高， 养殖密度高， 且存在

ＮＮＶ 感染引发鱼体应激， 环境胁迫条件下创伤弧菌

可能进入活的非可培养 （ＶＢＮＣ） 状态， 仅保留核酸

可被 ｑＰＣＲ 检出， 丧失平板生长能力。 三是 ＴＣＢＳ 培

养基对创伤弧菌分离存在局限， 后续可更换 ｍＣＰＣ 培

养基并增加增菌步骤， 提高该菌分离成功率。
ＲＧＮＮＶ 是 ＮＮＶ 中宿主谱最广、 环境适应能力最

强的基因型， 其流行与养殖水温较高、 鱼群密度较大

等因素密切相关。 已有研究指出， ＲＧＮＮＶ 对石斑鱼

幼鱼可造成近乎 １００％的致死率， 且在 ２５～３０ ℃的海

水中仍保持较强感染力， 这与本研究观察到的幼鱼高

检出率及海南地区常年高温的养殖环境高度吻合。 此

外， 本研究中 ＲＧＮＮＶ 仅在东星斑中检出， 而在老虎

斑中未见阳性， 可能反映了不同石斑鱼种类对 ＮＮＶ
感染的遗传或免疫差异性， 这提示不同石斑鱼种类可

能在遗传或免疫上存在差异， 后续需要扩大样本量并

开展宿主易感性试验进行验证［４， ２１］。
从防控角度看， 目前尚未开发出对 ＮＮＶ 有效的

特效药物， 采取的防控措施主要以预防为主， 切断感

染途径是其主要的预防手段。 研究表明， 使用碘酒、
次氯酸钠等消毒剂可以有效杀死附着在鱼体表面的

ＮＮＶ［２２］。 水质管理也是控制传播的关键。 保持养殖

环境的清洁， 定期更换水体， 控制水质参数 （如温

度、 ｐＨ 值、 溶解氧等） 在适宜范围内， 可以有效降

低 ＮＮＶ 的存活率［２３］。 避免过度拥挤的养殖密度也可

以从源头上杜绝 ＮＮＶ 的侵袭， 减少病毒传播风险。
因此， 加强对养殖环境的监控， 尤其是对水质的管理

和优化， 有助于减少病原传播的风险。 同时， 加强病

原诊断， 及时隔离患病鱼群， 有助于早期预防和控制

石斑鱼的感染性疾病， 提高养殖产量和经济效益。
本研究通过流行病学调查与病原鉴定， 初步揭示

了三亚周边地区石斑鱼养殖场主要流行病原的种类构

成及其基因型特征， 为该区域石斑鱼疫病的科学防控

提供了基础数据支撑。 然而， 受研究周期、 采样范围

及试验条件等因素限制， 本研究仍存在以下不足之

处： 其一， 调查区域仅涵盖乐东县与东方市 ２ 个代表

性养殖区， 采集的组织样本和水样虽可在一定程度上

反映局部病原流行状况， 但样本数量和空间覆盖范围

相对有限， 研究结论的普适性与外推性有待进一步拓

展验证； 其二， 养殖密度数据主要依赖现场目视估

算， 未能采用专业仪器进行精准量化测定， 限制了养

殖密度与病原流行特征之间关联分析的深度与精度，
相关环境变量的定量化水平亟待提升； 其三， 本研究

仅完成了创伤弧菌的分子鉴定， 尚未开展人工感染试

验以验证其致病性， 未能完整遵循科赫法则完成病

原－病害关系的因果链确认， 因此所分离菌株是否为

当地石斑鱼疫病的直接致病原， 其致病力强弱及致病

机制尚待后续试验系统阐释。
针对上述研究不足， 后续研究拟从以下 ４ 个维度

推进： 一是拓展调查范围与样本规模， 在三亚周边陵

水、 万宁等石斑鱼主养区布设多点位采样网络， 开展

大样本流行病学调查， 以全面解析区域内石斑鱼病原

的流行规律、 地理分布及时空动态特征； 二是引入高

精度现场监测设备， 对养殖密度、 水质参数、 养殖模

式及季节变化等关键环境因子进行系统采集， 采用多

变量统计方法， 系统评估养殖环境与 ＮＮＶ、 创伤弧

菌流行之间的潜在关联， 明确病原传播的主要驱动机

制； 三是开展创伤弧菌的人工感染试验及致病性验证
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研究， 严格遵循科赫法则建立病原－病害因果关系

链， 同时针对不同石斑鱼品种 （如东星斑与老虎斑）
对 ＲＧＮＮＶ 的宿主易感性差异开展比较研究， 从宿

主－病原互作角度解析其内在机制； 四是结合区域养

殖模式与环境特征， 开展 ＮＮＶ 与创伤弧菌综合防控

技术体系研究， 制定适用于三亚周边石斑鱼养殖实际

的高效、 精准疫病防控方案， 为区域石斑鱼养殖产业

健康可持续发展提供系统性科学依据与技术支撑。

４　 结论

本研究对海南三亚周边地区具有代表性的乐东县

和东方市规模化石斑鱼养殖场开展了流行病学调查，
在石斑鱼养殖场检出 ＮＮＶ 和创伤弧菌， 进一步分析

确认当地养殖场的主要流行病原为 ＮＮＶ， 病毒基因

分型鉴定表明该 ＮＮＶ 属于 ＲＧＮＮＶ 基因型， 石斑鱼

养殖场存在较为严重的 ＮＮＶ 感染风险。 本研究结果

为海南地区石斑鱼病原感染制定有效的防控措施提供

了依据。
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