2016年度湖北省科技进步奖推荐项目
1. 淡水水生生物资源增殖放流及生态修复技术
推荐意见
本项目运用超声波遥测、科学回声仪探测、分子生物学及地理信息学等技术，在长江、珠江和黑龙江流域全面开展了18种淡水重要水生生物的增殖放流和效果评估工作。项目针对不同流域资源状况和生态容量，制定了完善的放流技术体系，开展了大规模的人工增殖放流的试验和示范；筛选了标志留存率高、死亡率低和识别度高的规模化标志技术，并应用于18种淡水重要水生生物放流效果的评估；建立了长江流域重要水生生物增殖放流数据管理平台，实现了放流物种信息共享；项目成果在长江、珠江和黑龙江三大流域进行示范，取得了显著的生态、经济和社会效益，使长江四大家鱼和中华绒螯蟹资源得到显著恢复。该成果的推广应用将会有力提升我国淡水水生生物资源和生物多样性保护管理水平。项目成果技术水平总体达到国际先进水平，其中四大家鱼和中华绒螯蟹亲本群体增殖放流技术居国际领先水平。
推荐该项目为湖北省科学技术进步一等奖。

项目简介
增殖放流是我国水生生物资源多样性保护和生境修复的重要手段。本项目来源于农业部公益性行业科研专项项目，主要针对我国水生生物增殖放流中存在的“放什么、如何放、效果如何”等关键问题，围绕增殖放流苗种繁育和质量评价、增殖放流水域容量评估、增殖苗种标志、增殖放流及生态修复效果评估等技术进行研究，突破了多项水生生物资源增殖放流中的共性技术难关，并集成现有技术成果在多种水域开展增殖放流及生态修复示范，使示范水域生物资源得到有效恢复和保护，项目最终建立了涵盖增殖放流各阶段的标准化和规范化的技术体系，有效促进了我国水生生物资源和生物多样性保护以及生态环境修复工作。
项目开展取得了多项技术创新性研究成果：（1）制定了18种具有重要生态与经济价值的淡水水生生物完善的放流技术体系；建立了18种放流水生生物亲鱼选培、人工繁殖、放流苗种培育和种质评价技术；通过增殖水域的生物能量学、食物网结构模型和营养动力学特征研究，建立了基于生态系统动态平衡的放流容量评估技术。（2）研发了针对放流珍稀濒危鱼类和重要经济物种适宜的标志技术，筛选了标志留存率高、死亡率低和识别度高的规模化标志技术。（3）构建了基于超声波遥测、水声探测、水下成像、DNA标记亲子鉴定等技术手段的增殖放流效果评估技术。（4）开发了鱼类二维和三维实物影像网络标本馆，建设了长江流域重要水生生物资源增殖放流及生态修复数据管理与分析的信息化平台。
项目授权发明专利11项，实用新型专利49项，制定技术标准21项（行业标准7项），软件著作权1项，发表论文115篇（SCI 21），出版增殖放流技术手册9本，增殖放流中长期规划6部，集成并示范推广轻简化技术23个，举办各类技术培训32次，培训各类技术人员1000余人次，发放各类技术资料3000余份。
项目在长江、珠江和黑龙江水域建立13个示范基地和16个示范区，示范水域达1135万亩，实现水产品产量增加2.79万吨、产值增加8.9亿元，水域荒漠化率降低37.6%。

客观评价
湖北省科技厅在武汉组织召开了由中国水产科学研究院长江水产研究所、中国水产科学研究院淡水渔业研究中心、中国科学院水生生物研究所、中国水产科学研究院珠江水产研究所、中国水产科学研究院黑龙江水产研究所、中国水产科学研究院东海水产研究所、西南大学、湖北省水产科学研究所共同完成的“淡水重要水生生物资源增殖放流及效果评价技术”科技成果鉴定会，鉴定委员会听取了汇报，审阅了相关技术材料，经质询与讨论，形成如下鉴定意见：
一、提供的鉴定资料齐全，数据翔实，符合科技成果鉴定要求。
二、运用超声波遥测、回声定位仪探测、分子生物学及地理信息学等技术，在长江、珠江和黑龙江流域全面开展了青鱼、草鱼、鲢、鳙等主要经济鱼类，中华鲟、达氏鲟、胭脂鱼等珍稀濒危鱼类和中华绒螯蟹共18种淡水重要水生生物的增殖放流和效果评估工作，本成果的主要创新点如下：
1．在珠江、长江和黑龙江3大流域，针对18种具有重要生态与经济价值的淡水水生生物的资源状况、环境容量，制定了完善的放流技术体系、开展了大规模的人工增殖放流的试验和示范，并使长江四大家鱼和中华绒螯蟹资源得到显著恢复。
2．筛选了标志留存率高、死亡率低和识别度高的规模化标志技术，并应用于18种淡水重要水生生物放流效果的评估，为根据资源动态变化调整放流策略提供了科学依据。
3．建立了长江流域重要水生生物增殖放流数据管理平台，包括放流对象的二维实物影像和一些物种的3D数字模型，实现了放流物种信息共享，为人工增殖放流信息化管理奠定了基础。
三、获得实用新型专利60项、软件著作权1项；出版专著9本；制定标准21项，其中行业标准7项；发表研究论文115篇，其中SCI 21篇；编制增殖放流规划6部，推广轻简化技术23个；培养研究生52名，其中博士生14名；举办技术培训32次（1000余人次），发放技术资料3000余份。
四、该成果在长江、珠江和黑龙江三大流域1135万亩水域进行了示范，试验区水产品新增2.79万吨，新增经济效益8.9亿元，水域荒漠化率降低了37.6%。
五、该成果的推广应用将提升我国淡水水生生物资源和生物多样性保护管理水平，促进我国淡水水生生物养护事业发展。
鉴定委员会认为该成果技术水平总体达到国际先进水平，其中四大家鱼和中华绒螯蟹亲本群体增殖放流技术居国际领先水平。

推广应用情况
2009-2013年，项目在长江、珠江及黑龙江水域建立了水生生物增殖放流和生态修复13个示范基地和16个示范区，示范水域面积累计达1135万亩，放流种类包括类中华鲟、达氏鲟、胭脂鱼、岩原鲤、厚颌鲂、白甲鱼、中华倒刺鲃、四大家鱼、暗纹东方鲀、广东鲂、施氏鲟、达氏鳇、大麻哈鱼、中华绒螯蟹等物种，应用区域和效益如下：
（1）在湖北荆州石首至监利、湖南岳阳江段和和宜都高坝州水域应用面积152.8万亩，产量增加10800万吨，新增效益12210万元。
（2）在湖北省武湖、南北咀、牛山湖、鲁湖、保安湖等湖泊应用面积30.3万亩，产量增加720万吨，新增效益1606万元。
（3）在江苏省太湖、洪泽湖和安徽巢湖等湖泊应用面积160万亩，产量增加6337万吨，新增效益8788万元。
（4）在上海市河口江段中华绒螯蟹产量增加6337万吨，新增效益7130万元。
（5）在重庆市三峡库区云阳县、巫山县和开县等水库应用面积53.5万亩，产量增加2150万吨，新增效益5375万元。
（6）在珠江流域桂平、梧州、广东等江段应用面积428.8万亩，产量增加1375.3万吨，新增效益21107万元。
（7）在黑龙江流域漠河县、黑河市、逊克县、嘉荫县、萝北县、同江县、勤得利、抚远县、松花江哈尔滨、松花江佳木斯市、绥芬河东宁县等江段应用面积310万亩，产量增加5908万吨，新增效益32859万元。
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	陈大庆
	1
	研究员
	中国水产科学研究院长江水产研究所
	中国水产科学研究院长江水产研究所
	淡水水生生物资源增殖放流及生态修复项目负责人，参与了项目规划、立项、组织、协调、实施、成果鉴定等过程。投入工作量占本人总工作量的85%。

	刘绍平
	2
	研究员
	中国水产科学研究院长江水产研究所
	中国水产科学研究院长江水产研究所
	项目参加人员，投入工作量占本人总工作量的85%。参与了项目子课题的立项、实施方案的制定、试验、总结、应用、鉴定等全过程的工作。

	杜  浩
	3
	副研究员
	中国水产科学研究院长江水产研究所
	中国水产科学研究院长江水产研究所
	负责长江中华鲟、达氏鲟和胭脂鱼增殖放流研究工作，主要负责该项目规划、组织与协调等，在项目研发工作中投入工作量占本人总工作量的80%。

	刘  凯
	4
	副研究员
	中国水产科学研究院淡水渔业研究中心
	中国水产科学研究院淡水渔业研究中心
	负责增殖放流研究及数字化平台开发专题工作，在项目研发工作中投入工作量占本人工作量的80%。
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	研究员
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	马  波
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	中国水产科学研究院黑龙江水产研究所
	黑龙江施氏鲟、达氏鳇和大马哈鱼资源增殖放流及生态修复技术研究专题项目负责人，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的80%。
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	承担长江中华绒螯蟹资源增殖放流及生态修复技术研究，制定企业标准2项，技术规范一项，在该项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的90%。

	李  斌
	9
	副教授
	西南大学
	西南大学
	三峡库区小江增殖放流及生态修复技术研究负责人，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的90%。
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	10
	研究员
	湖北省水产科学研究所
	湖北省水产科学研究所
	长江中华倒刺鲃和白甲鱼资源增殖放流及生态修复技术研究专题负责人，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的80%。
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	副研究员
	中国科学院水生生物研究所
	中国科学院水生生物研究所
	参与长江鳜鱼资源增殖放流及生态修复技术研究工作，主要开展放流技术评估工作，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的70%。

	李  捷
	13
	副研究员
	中国水产科学研究院珠江水产研究所
	中国水产科学研究院珠江水产研究所
	主要参与珠江草鱼、广东鲂增殖放流及生态修复技术研究，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的80%。

	霍堂斌
	14
	助理研究员
	中国水产科学研究院黑龙江水产研究所
	中国水产科学研究院黑龙江水产研究所
	主要参与黑龙江施氏鲟、达氏鳇和大马哈鱼资源增殖放流及生态修复技术研究专题，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的75%。

	赵 峰
	15
	副研究员
	中国水产科学研究院东海水产研究所
	中国水产科学研究院东海水产研究所
	参与长江中华绒螯蟹资源增殖放流及生态修复技术研究，在项目研发工作中投入的工作量占本人总工作量的70%。




主要完成单位
中国水产科学研究院长江水产研究所；中国水产科学研究院淡水渔业研究中心；中国科学院水生生物研究所；中国水产科学研究院珠江水产研究所；中国水产科学研究院黑龙江水产研究所；中国水产科学研究院东海水产研究所；西南大学；湖北省水产科学研究所
创新推广贡献
中国水产科学研究院长江水产研究所
 “淡水水生生物资源增殖放流及生态修复技术研究”项目的第一承担单位，组织了总体项目的立项、申报、实施、结题及鉴定工作，协调各参与单位工作内容，加强各单位沟通与交流，保障了项目的顺利完成。同时也负责长江四大家鱼增殖放流及生态修复技术研究和长江中华鲟、达氏鲟和胭脂鱼增殖放流及生态修复技术研究两个专项课题的工作。
通过项目实施，建立了青鱼、草鱼、鲢、鳙等经济鱼类和中华鲟、达氏鲟和胭脂鱼珍稀濒危鱼类的放流技术体系，制定了较完善的亲鱼选育、亲鱼培育、人工繁殖、鱼苗培育、鱼种培育和质量控制等技术规范，通过技术组装、整合，分别建立了石首老河、监利老江河四大家鱼鱼类繁育保护示范基地，以及中华鲟（湖北荆州）、达氏鲟（四川宜宾）和胭脂鱼（重庆万州）苗种繁育基地。研发了主要经济鱼类和珍稀濒危鱼类的规模化标志技术，通过标志回捕、分子生物学、超声波遥测、水声学、渔获物监测及早期资源调查等多项技术，重点开展四大家鱼、中华鲟、达氏鲟、胭脂鱼放流效果评估研究。在长江上游、中游开展大规模的经济鱼类和珍稀濒危鱼类增殖放流示范；在湖北监利、石首及湖南岳阳建立了四大家鱼增殖放流示范区，示范区面积148万亩，新增产量10500吨，新增产值11643万元；在长江宜昌、荆州江段开展较大规格中华鲟标志放流示范（平均体长大于50cm），共放流中华鲟14032尾。项目发表论文37篇，专利40项，制定标准规范5项。通过大规模放流，长江中游四大家鱼资源量得到显著恢复，达氏鲟、胭脂鱼在长江上游出现率明显增加，达氏鲟出现率由2010年1% 提升到2012年的3.5%；胭脂鱼出现率由2010年3%提升到2010年10%。
中国水产科学研究院淡水渔业研究中心
主要承担长江下游水生生物增殖放流研究及数字化平台开发。建立３个增殖放流生态修复示范区共160万亩，水产品产量增加6337吨，产值增加8778万元；发表论文21篇（标注本项目第一资助的13篇，第二资助的８篇）；已受理专利４项；已获授权专利８项（４项发明专利，４项实用新型专利）；获软件著作权１项；撰写完成专著１部。通过网络发布长江下游流域重要经济鱼类二维实物影像。完成该水域10个放流物种3D建模，实现放流物种数字化模型及相关信息的全面共享。开发完成“长江渔业增殖放流GIS管理平台”，实现放流品种的科学管理与表达，提升增殖放流的管理水平。
中国科学院水生生物研究所
主要承担长江鳜鱼资源增殖放流及生态修复技术研究。以鳜等重要土著鱼类资源恢复为目标，以长江中游中、下型湖泊群和鄱阳湖典型湖区为研究与示范区域，建立基于生物资源优化利用的鳜放养技术、捕捞管理技术以及基于生态安全的放流效应评估技术；建立鳜资源保护区技术体系，提出恢复和发展长江流域鳜等重要渔业生态类群的高效增殖模式与技术工艺。项目完成适应于长江中下游的鳜增殖放流技术手册1部，完成鳜鱼苗种繁育和运输等轻简化技术报告3个，合作申请建立鳜鱼国家级种质资源保护区2个，省级种质资源保护区1个；建立增殖放流示范区5个，示范面积30.3万亩，其中南北咀和鲁湖的鳜通过了有机产品认证；在湖北、江西、安徽推广应用相关技术累计超过108万亩；申报专利4项，授权4项，发表论文16篇（SCI论文10篇），其中本项目第一资助7篇，制定湖北省地方标准2项，培养博士研究生3名，硕士研究生2名，培训增殖放流与湖泊渔业管理技术骨干10名。在湖北省武汉江夏区、洪湖市累计培训渔民名500名。
中国水产科学研究院珠江水产研究所
主要承担珠江草鱼和广东鲂资源增殖放流及生态修复技术研究。通过对草鱼、广东鲂的增殖放流评估研究，结合分子生物学和资源定量监测分析技术，建立了评价珠江增殖放流效果的评估方法。经评估，珠江增殖放流的资源直接贡献率占珠江鱼类资源量的3.44%以上。申报专利7 项，授权4 项，发表论文23 篇，第一资助5篇，培养硕士研究生20 名。完成适应于珠江中下游增殖放流的技术手册1 部、增殖放流规划1 部，完成广东鲂、草鱼苗种种质及增殖放流相关技术报告8个，完成轻简化技术3 项，在广东、广西实现辐射416.75 万亩的示范，增殖放流增加产量6492.6 吨，增殖鱼类繁殖后代（广东鲂、草鱼鱼花）99.94 亿尾，合计产值2.11 亿元。
中国水产科学研究院黑龙江水产研究所
承担黑龙江施氏鲟、达氏鳇和大麻哈鱼资源增殖放流及生态修复技术研究。课题执行期间，在黑龙江建设4处苗种基地和10处示范区域，面积达310万亩。2009-2012年，示范区内累积放流施氏鲟、达氏鳇和大麻哈鱼1087万尾，总产量5908吨；产值32859万元；示范区面积比课题执行前新增80万亩，水域利率提高34.8%。项目组申请专利12项，授权9项；发表论文6篇。编撰形成技术规范和标准5项，出版增殖放流技术手册1部。编制《黑龙江、乌苏里江大麻哈鱼、施氏鲟、达氏鳇增殖放流规划（2010---2015）》1部。培养省（部）级人才计划1名；技术骨干5名；硕士3名；举办培训班4次，培训技术人员20名，发放各类技术资料200余份。
中国水产科学研究院东海水产研究所
承担长江中华绒螯蟹资源增殖放流及生态修复技术研究。共发表文章3篇；授权实用新型专利6项，申请发明专利2项；制定企业标准2项，技术规范1项；撰写出版专著1本。培养了水科院百人计划 1 名，培养技术骨干3 名，培养博士研究生3名，硕士研究生4名。示范推广了2个轻简化技术。在长江口建立了2989亩的中华绒螯蟹标志技术和亲本培育示范基地1个。中华绒螯蟹苗种总体数量比实施前增加304.76%，渔业产值增加7130万元。
西南大学
承担三峡库区小江厚颌鲂与岩原鲤增殖放流及生态修复技术研究。通过项目开展，形成厚颌鲂人工繁殖和苗种培育成套技术；集成组装、示范推广了“厚颌鲂受精卵的脱粘技术”、“增殖放流厚颌鲂效果评估方法”2个轻简化技术；制定地方和企业标准各1项；在三峡库区建立了鱼类增殖放流示范区3个，示范面积53.5万亩。较项目实施前新增产量2150吨，新增经济效益5375万元。撰写专利3项，已经授权1项；发表文章13篇，其中SCI期刊源3篇；撰写出版图书《厚颌鲂资源增殖放流技术手册》1本；获得重庆市科技进步奖1项；培养副教授1名，博士研究生3名，硕士研究生8名。针对厚颌鲂与岩原鲤增殖放流，共举办各类技术培训6次，培训渔业人员1000人次，发放各类技术资料1000余份。
湖北省水产科学研究所
承担长江中华倒刺鲃、白甲鱼资源增殖放流与生态修复技术研究，项目完成鱼类资源增殖放流的中华倒刺鲃、白甲鱼、岩原鲤三种鱼类苗种繁育、苗种培育的关键技术研究，制定了三种鱼类种质标准与繁育技术规范；编写三种土著与滤食性鱼类库区增殖放流技术规程，中华倒刺鲃、白甲鱼、岩原鲤增殖放流技术手册1部，申报专利2项，发表论文5篇、轻简化技术3个；高坝州库区鱼类增殖放流产生渔业产量9200吨（三种土著鱼类670吨）、渔业经济效益1.2亿元，生态环境效应库区水域水质基本维系Ⅲ水质标准以上。

完成人合作关系情况汇总表

	序号
	合作方式
	合作者/
项目排名
	合作时间
	合作成果
	证明材料
	备注

	1
	[bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19]共同承担课题及发表文章，联合培养研究生，合作成果获奖
	刘绍平/2
	2009年至今
	培养研究生6名，共同承担课题10项，共同发表论文18篇，授权专利30项
	见附件
	

	2
	共同承担课题及发表文章
	杜浩/3
	2009年至今
	共同承担课题2项，共同发表论文3篇
	见附件
	

	3
	共同承担课题
	刘凯/4
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	4
	共同承担课题
	李钟杰/5
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	5
	共同承担课题
	[bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]李新辉/6
	2009年至2013年
	共同承担课题5项，共同发表论文1篇
	见附件
	

	6
	共同承担课题
	马  波/7
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	7
	共同承担课题
	冯广鹏/8
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	8
	共同承担课题及发表文章
	李斌/9
	2009年至今
	共同承担课题1项，共同发表论文2篇
	见附件
	

	9
	共同承担课题
	蔡焰值/10
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	10
	共同承担课题
	张敏莹/11
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	11
	共同承担课题
	李为/12
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	12
	共同承担课题及发表文章
	李捷/13
	2009年至2013年
	共同承担课题1项，共同发表论文1篇
	见附件
	

	13
	共同承担课题
	[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17]霍堂斌/14
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	见附件
	

	14
	共同承担课题
	[bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK23]赵峰/15
	2009年至2013年
	共同承担课题1项
	
	



2. 鲫脑组织细胞系的建立及鲤疱疹病毒Ⅱ型的分离鉴定
推荐意见
近些年我国鲫鱼主要养殖区暴发了由鲤疱疹病毒Ⅱ型引起的鲫鱼造血器官坏死病，发病塘口的死亡率高达90%，造成的经济损失已达数亿元。该病毒传染性强、致死率高，给鲫鱼、金鱼养殖业造成了重大的经济损失，严重威胁其养殖业的发展。但已有研究发现鲤疱疹病毒Ⅱ型很难在鱼类病毒分离常用细胞系中进行增殖。本研究首次建立了来源于银鲫脑组织的鲫脑组织细胞系，证实了该细胞系对鲤疱疹病毒Ⅱ型高度敏感，可高效支持病毒的复制与增殖，填补了国际上鲤疱疹病毒Ⅱ型迄今为止无敏感细胞系的空白；首次从患病鲫体内分离鉴定了鲤疱疹病毒Ⅱ型病原，确认其为鲫造血器官坏死症的致病病原；系统深入地研究了鲫造血器官坏死症的病原学、组织病理学、感染机理、诊断技术与应用等方面，在该领域研究中具有独特的创新性，其成果居国际领先水平。
本项目成果已在湖北、江苏等鲫养殖区进行了鲤疱疹病毒Ⅱ型检测，覆盖水面达61550亩，累计减少经济损失达4380.5万元。由于进行了病毒检测的广泛应用，显著减少了抗生素等药物的使用量，对于保护水环境安全、保障水产品质量安全及人类健康，产生了重要的社会效益，推动了鲫鱼养殖产业的健康发展。
推荐该项目为湖北省科学技术进步奖 一等奖。

项目简介
鲤疱疹病毒Ⅱ型（Cyprinid herpesvirus Ⅱ，CyHV-2）又被称为疱疹病毒性造血器官坏死病病毒（HVHNV）或金鱼造血器官坏死病毒（GFHNV），属Alloherpesviridae科，Cypriniviruse属。鲤疱疹病毒Ⅱ型于1995年首次被报道，给日本西部养殖的金鱼造成巨大的经济损失，患病金鱼死亡率高达100%。随后其他国家和地区也相继有了该病暴发的报道。观赏鱼的国际贸易很大程度上促进了该病的全球传播，随后我国台湾、澳大利亚、英国、美国养殖的金鱼相继暴发该病。2011年匈牙利报道了养殖的银鲫也发现了鲤疱疹病毒Ⅱ型感染。2009年起在我国鲫鱼的主要养殖区江苏省暴发了由鲤疱疹病毒Ⅱ型引起的鲫鱼造血器官坏死病，截至2012年6月中旬，江苏省内病害发生面积超过10万亩，发病塘口的死亡率高达90%，造成的经济损失已达数亿元。与此同时，在湖北、湖南、江西、黑龙江等省份，也相继在患病鲫鱼体内检测出鲤疱疹病毒Ⅱ型。该病毒传染性强、致死率高，给鲫鱼、金鱼养殖业造成了重大的经济损失，严重威胁鲫鱼、金鱼养殖业的发展。本研究在省部级及中国水产科学研究院课题资助下，主要围绕鲤疱疹病毒Ⅱ型敏感细胞系的建立、鲫造血器官坏死症的病原学、组织病理学、感染机理、诊断技术与应用等方面进行了系统的研究，取得的主要科技创新如下：
[bookmark: _Toc309673849]（1）首次建立了来源于鲫鱼脑组织且完全支持鲤疱疹病毒Ⅱ型高效复制的敏感细胞系
[bookmark: OLE_LINK9]细胞培养分离技术是最准确的病毒病诊断方法，通常是世界动物卫生组织(OIE)推荐的鱼类病毒检测的首选方法。但已有研究发现鲤疱疹病毒Ⅱ型很难在鱼类病毒分离常用的细胞系中进行增殖。缺乏鲤疱疹病毒Ⅱ型敏感的细胞系严重阻碍了有关鲤疱疹病毒Ⅱ型基础生物学、感染与致病机理以及鲫造血器官坏死症防治技术等研究的深入开展。因此建立对鲤疱疹病毒Ⅱ型敏感的细胞系并研究该细胞系的生物学特性，对鲤疱疹病毒Ⅱ型进行连续传代扩大培养从而深入研究病毒的特性，具有极其重要的意义。
本成果首次建立了来源于鲫鱼脑组织的细胞系GiCB，并在研究鲤疱疹病毒Ⅱ型敏感细胞系的生物学特性基础上，通过病毒细胞培养与滴度测定、电子显微镜观察、病毒的核酸检测、病毒形态发生过程、RNA荧光原位杂交以及免疫组织化学染色技术，完全证实了鲤疱疹病毒Ⅱ型在鲫鱼脑组织细胞系上的复制过程。
（2） 首次分离鉴定了鲫造血器官坏死症病原—鲤疱疹病毒Ⅱ型
本研究成果通过病毒分离、细胞培养、回归感染、病毒形态学观察、PCR以及基因序列分析等手段，从患造血器官坏死症鲫鱼体内分离鉴定了鲤疱疹病毒Ⅱ型病毒。人工感染健康鲫鱼可重复出与自然发病相同的症状，死亡率达100%。患病鱼脾脏、肾脏组织超薄切片电镜观察显示病毒为具囊膜的球形病毒，病毒囊膜直径为170~200nm，病毒衣壳直径为110~120 nm，核心约为60nm，病毒在细胞核内复制、组装。利用CyHV-2特异引物对病鱼样本进行巢式PCR检测及扩增产物测序与比对分析，与GenBank中已报道的CyHV-2毒株的DNA解旋酶基因高度同源(99.44%以上)。确认引起鲫造造血器官坏死症的病原为鲤疱疹病毒Ⅱ型。
（3） 对鲫造血器官坏死症进行了详细的病理学分析，
分别利用组织病理学和超微结构病理学对患鲫造血器官坏死症病鱼进行详细地病理分析。主要器官病理包括急性肝、脾、肾坏死及出现病毒包涵体；急性坏死心肌炎，心脏粒细胞显著增多；肠道粘膜上皮和黏膜下层坏死；肾小球水肿。超微结构病理分析进一步显示了病毒造成的细胞结构变化：肝脏、肾脏细胞的核物质边缘化，线粒体肿胀，细胞质空泡化；核内的病毒粒子穿过核膜进入细胞质，大量病毒粒子汇聚形成胞浆包涵体，严重感染的细胞胞核固缩和片段化，最终形成凋亡小体；病毒粒子分散于细胞质中；脾细胞出现核物质边缘化或凝集，细胞质稀疏；大量病毒粒子汇聚形成胞浆包涵体；鳃丝上皮细胞空泡化，核物质凝集，大量病毒粒子汇聚形成病毒包涵体；脑部细胞胞核解体，核物质凝集，线粒体肿胀，细胞质稀疏。组织病理学和超微结构病理结果表明鲤疱疹病毒Ⅱ型可能主要感染脾、肾、鳃和大脑的鱼。
（4） 分析了鲤疱疹病毒Ⅱ型在鲫脑组织细胞系的超微形态发生过程
本研究成果首次在体外培养的细胞中观察了鲤疱疹病毒Ⅱ型超微形态发生的过程（图8）。病毒感染细胞可分为吸附与侵入、复制与装配、成熟与释放几个不同的过程。病毒颗粒趋向并吸附于细胞表面，与细胞膜融合侵入细胞内；病毒粒子进入细胞后，其基因组释放到宿主细胞核中进行大量的复制，核内出现明显的电子密度较低的区域为病毒合成区（Viromatrix, VM），在病毒合成区存在大量已组装成没有皮质和囊膜的未成熟病毒粒子;成熟的带有皮质及囊膜的病毒粒子聚集在细胞质中并以出芽的方式释放。
（5） 鲤疱疹病毒Ⅱ型病毒的理化及生物学特性分析
[bookmark: OLE_LINK131][bookmark: OLE_LINK132]利用鲤疱疹病毒Ⅱ型敏感细胞系，对病毒的理化及生物学特性进行了分析。CyHV-2对酸碱、有机溶剂敏感，冻融会显著降低病毒感染活性，与该病毒为典型的疱疹病毒，具有皮质和囊膜有关。CyHV-2可在GiCB细胞中稳定增殖，病毒接种细胞后 24h开始进入对数生长期，96h病毒滴度达到高峰（107.52±0.26 TCID50/ml），极显著高于CyHV-2在金鱼鳍条细胞（GFF）中的滴度（102.0 TCID50/ml）。病毒增殖曲线不仅明确了病毒在宿主细胞内增殖的情况和病毒感染的动力学，同时为病毒提纯的时间和培养增殖的最佳收获时间提供了依据。
（6） 鲫感染鲤疱疹病毒Ⅱ型后血液生理生化指标分析
本项目对鲤疱疹病毒Ⅱ型感染的患病鲫鱼的血液生理生化指标进行了分析测定。感染鲤疱疹病毒Ⅱ型的鲫血清生化指标表明鲫的肝脏和肾脏受到严重的损伤；鲫依靠吞噬细胞数量的增加及吞噬能力的增强发挥非特异性细胞免疫，起到保护机体作用；淋巴细胞的增加及抗体水平的升高，使得特异性细胞免疫和体液免疫发挥作用。血液生理生化指标的研究可以作为鲤疱疹病毒Ⅱ型感染的指标，有助于揭示鲤疱疹病毒Ⅱ型的致病机理。
（7） 建立了四种鲤疱疹病毒Ⅱ型检测方法
针对鲫传染性造血器官坏死症的病原鲤疱疹病毒Ⅱ型，分别建立了适用于实验室微量病毒检测的巢式PCR检测方法、适用于现场诊断的LAMP（Loop-mediated isothermal amplification）检测方法、适用于微量样本定量检测的TaqMan realtime-PCR检测方法，以及双交叉引物等温扩增（cross priming amplification，CPA）检测方法。
在本项目的实施过程中，申请发明专利8项，其中国际专利 (PCT) 1项，已授权国家专利3项；撰写和公开发表研究论文12篇，其中SCI论文7篇。项目成果已在江苏、湖北等不同鲫鱼养殖区进行了鲤疱疹病毒Ⅱ型检测，共5300个反应，覆盖水面达58050亩，累计增加经济效益与减少经济损失达4205.5万元。此外，由于进行了鲤疱疹病毒Ⅱ型的检测技术的广泛应用，还显著减少了抗生素等药物的使用量，对于保护水环境安全、保障水产品质量安全以及人类健康，产生了重要的社会效益，推动了鲫鱼养殖产业的健康发展。
推广应用情况：
鲫鱼在我国大部分地区都有规模化养殖，如江苏、湖北、江西、安徽、山东、广东、四川、辽宁、湖南、浙江等省。据统计，2013全国鲫鱼养殖产量近260万吨养殖总量位居我国淡水鱼品种第五位，鲫鱼产业对于我国大宗淡水渔业发展具有重要意义。鲫造血器官坏死症自2007年起，在江苏盐城发生并迅速传播，目前该病在全国鲫鱼主养区中广泛流行，致死率最高可达90-100%，已成为危害鲫鱼健康养殖最重要的病毒病，给我国鲫鱼养殖产业造成了巨大的经济损失。
水产养殖病害的诊断技术应用对于疫病的有效防控极其重要。为此本项目建立了四种鲤疱疹病毒Ⅱ型检测方法，分别为适用于实验室微量病毒检测的巢式PCR检测方法、适用于现场诊断的LAMP（Loop-mediated isothermal amplification）检测方法、适用于微量样本定量检测的TaqMan realtime-PCR检测方法，以及双交叉引物等温扩增（cross priming amplification，CPA）检测方法，可以对养殖鲫鱼进行准确监测，及时采取有效的预防及治疗措施，将疾病的发生和传播控制在最小范围内，有效减少损失，产生了明显的经济效益。在项目的执行过程中，利用建立的检测方法，分别在江苏大丰、射阳、盐都、东台及无锡、湖北荆州、武汉等不同鲫鱼养殖区进行了鲤疱疹病毒Ⅱ型检测，共5300个反应，覆盖水面达58050亩，共增加经济效益约4205.5万元。
因此，本项目成果拥有良好的应用前景，可以推广应用至其它鲫鱼主养区，对养殖鲫鱼进行鲤疱疹病毒Ⅱ型检测与疾病的诊断，利于及时采取有效的预防及治疗措施；此外，对鲫鱼亲鱼进行鲤疱疹病毒Ⅱ型检测，杜绝亲鱼带毒繁殖，对于控制该病的流行意义重大；对购买的鲫鱼鱼苗鱼种进行鲤疱疹病毒Ⅱ型检测，避免购买携带病毒的鲫鱼苗种，以此建立起完整的鲤疱疹病毒Ⅱ型检验检疫方法及制度，可使全国鲫造血器官坏死症得到有效地防控。对于鯽造血器官坏死症进行准确诊断，确定病毒病原，还可显著减少了抗生素等药物的使用量，对于保护水环境安全、保障水产品质量安全以及人类健康，其社会效益与生态效益显著，可推动了鲫鱼养殖产业的健康发展。
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系统深入地研究了鲫造血器官坏死症的病原学、组织病理学、感染机理、诊断技术与应用等方面，在该领域研究中具有独特的创新性。
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