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鳜鱼病毒核酸的初步分析
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� � 摘 � 要 � � 提取鳜鱼病毒核酸, 分别用 DNase、RNase和绿豆芽核酸酶处理表明,该病毒为双链 DNA 病

毒,用带 EcoR �酶切位点的随机引物扩增病毒核酸, 获得扩增核酸带谱, 经低熔点琼脂糖回收 PCR 产物, 与

质粒 pUC19 连接,获得三个重组子 ,已经对两个小插入片断进行了序列分析, 插入序列分别为 369bp 和 450bp。

GenBank 检测显示,尚未有类似的序列报导。
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Primary analysis for nucleic acid of Siniperca chuatsi virus

Li Xinhui, Wu Shuqin, Li Kaibin, Pan Houjun, Huang Zhibin, Shi Cunbin

( Pearl River Fisheries Research Institute, CAFS , Guangzhou � 510380)

ABSTRACT � � The virus nucleic acid was isolated from disease Siniperca chuatsi , and extracted with RNase,

DNase and Mung bean nuclease respectively. The tests indicated that the virus genome is dsDNA. Part of the

genome of Siniperca chuatsi virus were successful amplif ied by random primer ( contained the enzyme position of

EcoR� ) . The PCR products were recovered from low melting-temperature agarose and cloned in pUC19 plas-

mid. Three kinds of recombinant plasmids have been identified with EcoR �. Two kinds of it have been se-

quenced. There were 369bp and 450bp in size. It was demonstrated that there were not homology sequences a-

gainst tho se in GenBank.
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1994年以来,广东省鳜鱼( Siniperca chuatsi )养殖主产区,每年在 5~ 10月份暴发一种大规模的流行

病,造成严重的经济损失。吴淑勤等[ 1]、李新辉等[ 2]用病原排除方法, 结合流行病学和分子生物学检

测外源核酸的方法对病原进行初步研究,并通过电镜观察,发现此类病鱼脾脏中存在一种截面直径为

150 nm 的六角型病毒。从而确定该病的主要病原为病毒,并将病毒定名为鳜鱼病毒( Siniperca chuatsi

virus,简称 SCV)。从已知资料中得知, SCV在鱼类中属于大型球状病毒。但根据现有资料, 仍无法对

病毒进行分类。为此,本文进一步对病毒核酸性质进行分析,并用随机引物方法扩增 SCV 核酸, 对部

分扩增片段进行了克隆及序列分析,为开展病毒核酸分子生物学研究打下了基础。

1 � 材料和方法

1. 1 � 病鱼来源

发病季节从珠江三角洲养殖鳜鱼塘取典型暴发病症状的病鱼。
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1. 2 � 试剂与仪器

Taq DNA聚合酶、限制性内切酶、RNase、DNase、绿豆芽核酸酶、T4- DNA 连接酶、X- gal、IPTG、载

体质粒 pUC19购自华美生物工程公司。低熔点琼脂糖购自 Sigma 公司。固定引物 d( CCGGAATTC-

CGG)和 d( CGGAATTCCG)购自上海生物工程公司, 用灭菌无离子水配成 60�mol备用。其它化学试

剂为国产 AR级。PCR采用 PE2400核酸扩增仪。测序仪用 ABIPRISMTM 377DNA Squencer, ReadyReac-

tion Kit ( PERKIN ELMER)、测序引物R Primer(RV- M) GAGCGGATAACAATTTCACACAGG。

1. 3 � 病毒核酸提取

病原核酸分离参照李新辉等[ 2]方法。取脾脏组织匀浆,经分级离心在 20 000~ 30 000r/ min区间收

集病毒,用酚、氯仿抽提获得病毒核酸。

1. 4 � DNA 病毒核酸鉴定

利用RNase消解RNA、DNase 消解 DNA的特性,将病毒核酸分别用 RNase; DNase 37 � 处理 30分

钟,然后进行琼脂糖凝胶电泳检测; 双链病毒核酸鉴定:利用绿豆芽酶切割单链核酸的特性, 将病毒核

酸用绿豆芽酶 37 � 温育,后用琼脂糖凝胶电泳检测。

1. 5 � PCR核酸模板制备及病毒核酸扩增

分离的病毒核酸经低熔点琼脂糖电泳进行纯化回收, 用蒸馏水按 10�g /mL 溶解备用
[ 3]
。PCR参

照林万明等[ 4]方法稍作修改, 模板 0. 5�L,引物 0. 5�L , Taq DNA聚合酶 1. 5u、4xdNTP 各 20mM, Mg2+

1mM,反应体积为 50�L。反应条件为 95 � 预处理 5min,后按 94 � 30s, 45 � 30s, 72 � 1min循环 40次。

最后延伸 7分钟。

1. 6 � 扩增产物克隆

质粒 pUC19 用EcoR �酶切备用。PCR产物经低熔点琼脂糖回收[ 3]。提纯扩增产物用 EcoR �酶

切, 纯化。纯化PCR产物与载体pUC19/ EcoR �按1�1混合,在 10�L 体积中加入5u T4- DNA连接酶,

12 � 连接过夜。重组质粒按文献[ 3]的方法转化大肠杆菌DH5�。

1. 7 � 重组子鉴定及分析

转化质粒经 Amp抗性和 x- gal/ IPTG 培养基平板筛选白色菌落。白色菌落按文献 [ 3]中质粒

DNA提取方法提取质粒, 用限制性内切酶 EcoR �酶切, 筛出重组质粒。重组质粒纯化后, 用

ABIPRISMTM 377DNA Squencer; R Primer( RV- M) GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 引物进行序列

测定。将测定的序列通过 Internet在 GeneBank数据库进行同源序列分析。

2 � 结果

用不同的核酸酶处理病毒核酸, 结果如图 1。图中显示鳜鱼病毒核酸对 DNase 敏感, 对 RNase和

绿豆芽酶不敏感。由此,可确定该病毒为双链 DNA病毒。用带 EcoR �酶切位点的引物扩增病毒核
酸,结果如图 2。扩增片段分子量范围在 0. 1~ 2. 0kbp之间, 其中左边为 10碱基引物扩增产物,右边为

12碱基的引物扩增产物。在相同条件下引物增长, 扩增片段分子量区间增大;引物缩短, 扩增片段分

子量区间变小(图 3)。

� � 本研究用带 EcoR �酶切位点的固定引物对病毒核酸扩增,获得理想的扩增片段。重组质粒转化

大肠杆菌DH5�,经 Amp和 x- gal/ IPTG筛选, 获得带重组子的白色菌落。经限制性内切酶 EcoR�酶

切,初步筛出三种不同核酸片段大小的带病毒核酸的重组子。插入片段分子长度约为 0. 4( SCVE369) ,
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0. 5( SCVE450) , 2. 0kbp。二个小片段序列测定结果如下(大插入片段仍在分析中) :

SCVE369

5�c t g t a g t a a g t t g t t a t t t g a g t a g g g g c c t a t t g c a g g c c c c t t t t a t g c c g c c g

g t g a t t c c g g c a a a g g c g g c a a t c g c c a t t a t t c a g g c a t c g g c t c g g g c t c c c a c t g g

t g a c c t t g c g g c g c a g c a t t a c c a c c a t a a t a g t g g c t g g t g t t t t t c g c g g g g g c t t g

c t c t t t a c c t t g g t c t t c a a t c g c a c t c t t g a g g t t a t t g a g g a a t c c a a t g g t g c t g t t c

a a c t c c t t a a t t a c c t c t g a t g c g g g t c g t t g g c c g t t c a g a g a a t t g a g g a t g c t c c g c

a a a t c t g c g g g c t t a t t g c t c a t a a t a a a t c t c t c t a t t t a g g t t t g t g t g t g g c t t a g t t g

c c a a a g g t g c t a 3�

SCVE450

5� a t t c t t g g t g t c a c g a t t c g a t t c c g a a t c g a t t c t c a a tt c a a a a g t g a t t g t t a a

t t g a g t a a a t g g a a a g g g a g c a ct a c t t t c a g g c t c t t a c t c c c c t g a a a t g c a a c a t g a

a a c c t a a c t g g c a c t t a a g c t a a c t g g t c t t g t t g a a g g t c a c t g t c t g a c t c a c a a g a g

g a a a c g c g g t c a g t c a t g t g a c c g c t c t g a t t a c c c g t g g c t t c c a g c t c c g c a g c t c c

c c c t c c g g g t t t a a g c t g t t t t a t t g a c t t t a g c b c t g a t t c g a a g c t g c t a c g t a g c t g

c t g t t c a c a g t c c g g a g t t c c a g a a g a c g c c g c a g c a c c g t c a c a t a g a c a g g g a c t t

t t t a t t t c t t t c c t g t g g c a g c a a a c a c a a c a c g c a g c c t t t c a c t a a c t g t t a t a c t g c g

c c c t g a g c t c a g c t g c a c a c t t c a t g g c t g a c t g a c 3�

将这二段序列分别通过 Internet在GenBank数据库检索
[ 5]
,在 tBlastn数据库中,按六种可能的翻译

阅读框架查找, 尚未找到类似的同源序列。

3 � 讨论

鳜鱼暴发性传染病是严重影响鳜鱼养殖业发展的重要因素。疾病的暴发,每年导致珠江三角洲

养殖主产区损失超过 2亿元。疾病的暴发除与细菌病[ 6]、水质因素[ 7]有关外,引起鱼大量死亡最重要

的病原是病毒[ 1]。由于该病毒尚未建立敏感的细胞培养体系, 给研究病毒带来极大的不便。为研究

病毒, 我们在建立病毒敏感的细胞株的同时, 从核酸入手开展对病毒的研究。为解决生产中出现的问

题,几年来通过检测鳜鱼外源核酸, 结合临床分析手段建立了病毒核酸检测方法,在防治鳜鱼病发生

方面起到一定的作用。但是,目前的检测手段在灵敏度上尚需改进, 才能更有利于对疾病的预测、预

报工作。

PCR检测是一个发展方向,为此,我们开展了病毒核酸的体外扩增工作, 筛选病毒特异性的核酸

片段, 为 PCR检测打基础。由于对鳜鱼病毒的遗传背景尚未知晓, 不可能设计特定引物。本试验用带

EcoR �酶切位点的随机引物, 获得了病毒基因组的扩增产物。根据 RAPD 原理, 试验中,复性温度越

低引物与模板错配越大。在 36 � 复性温度中, 仅获得约 100 bp的扩增产物。随着复性温度升高, 扩增

片段增长, 45 � 时获得理想的结果。所以,控制复性温度是获得理想结果的关键。RAPD 方法扩增核

酸片段,不要求知道扩增对象的核苷酸组成。如果用一般的随机引物扩增将不便于后面对克隆片段

的分析。本试验选用带酶切位点的引物,方便了对扩增片段的克隆、重组子的鉴别及以后的核酸分析

工作。

根据GenBank数据库查询结果,目前尚未发现与本文克隆的二段序列接近的同源序列。综合病毒

电镜切片显示的颗粒形状、大小、基因组分子量等因素分析,该病毒与目前已分类的鱼类病毒未见完

全一致的资料报导[ 8] ,因此, SCV 极可能是鱼类病毒的一种新类型。通过对病毒核酸分析, 为进一步

研究病毒的遗传结构以及研究新的检测手段打下了基础。另外, 通过本研究,为尚未建立敏感培养细

胞研究手段的鱼类病毒病研究开拓出一条新的研究途径。
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