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鳜鱼病毒 PCR诊断方法的建立
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摘要: 从 RAPD扩增的鳜鱼病毒( SCV )核酸电泳带中回收了二个片断, 克隆子 pUC19 质粒(称为 SCVE369 和

SCVE450)。序列分析表明插入片段分别为 369bp 和 450bp 与 GenBank 序列没有显著的同源。根据克隆序列设

计两对引物 P1 /P2 和 P3/ P4,在健康鳜鱼、病鳜以及提纯的 SCV 核酸中进行 PCR试验。结果表明, P1/ P2 组引物

在 SCV 基因组中扩增出特异性核酸片段, 可作为鳜鱼病毒 PCR诊断, 检测片段为 369bp。
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Polymerase chain reaction ( PCR) amplification on

diagnosis of Siniperca chuatsi virus disease
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Abstract: Two RAPD fragments of Siniperca chuatsi virus ( SCV) genome DNA recovered from agrose gel were

inserted into plasmid pUC19 ( called SCVE369 and SCVE450) . The sequences reported the length of cloned

fragments were 369bp and 450bp. It doesn� t show signif icant homology sequences against to those in GenBank.

According those sequence two oligonucletide primersets ( P1/ P2 and P3/ P4) were designed and used to amplify

genome DNA of SCV by the method of Polymerase Chain Reaction ( PCR) . The results showed primer ( P1/ P2)

could specially amplify 369bp in size� s fragment in SCV genome. Furthermore, this primer set was used to test

the DNA samples including the normal mandarin f ish, cultured f ish naturally infected w ith SCV and the fish

artif icially infected by SCV. The 369bp in size PCR product was only obtained in the mandarin fish carried SCV.

Primer ( P1/ P2) can been used to diagnose SCV disease of mandarin f ish.
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1994年以来,广东省是鳜( Siniperca chuatsi )的养殖主产区,每年在 5月~ 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[ 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 的六角型球状病毒。从而确定该病的主要病原为病毒,并首先将病毒定名为鳜鱼病毒( Siniperca

chuatsi virus, SCV)。从已知资料中得知, SCV 为双链DNA病毒, 并进行了部分病毒核酸序列分析
[ 3]
。根

据GenBank数据库查询结果,目前尚未发现与本实验室克隆的二段序列接近的同源序列。综合病毒电
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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[ 4] ,因此, SCV极可能是鱼类病毒的一种新类型。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,才能更好地应用于对疾病的预测、预报工作。为此,我们在 SCV 核酸克隆、DNA

序列分析基础上设计 PCR引物,进行鳜鱼病毒 PCR诊断研究。

1 � 材料和方法

1. 1 � 试验鱼来源

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。

健康鱼来源:健康鱼来自湖南省汩罗江野生鳜。

1. 2 � 试剂与仪器

Taq DNA聚合酶、dNTP购自上海生物工程公司; DNase、RNase 为华美生物工程公司产品;低熔点琼

脂糖购自 Sigma 公司。其它化学试剂为国产 AR级。PCR采用 PE2400核酸扩增仪。

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DNase、RNase处理后,分级离心在10 000

~ 20 000 r�min- 1
区间收集病毒,用酚、氯仿抽提获得病毒核酸。

1. 4 � 人工病鱼感染

体重 200g的健康鱼, 每尾注射 1. 3提取的病毒悬液( 1�10稀释) 0. 5mL,于水池中喂养, 使鱼人工感

染病毒。

1. 5 � 鳜DNA 提取

总DNA提取参照文献[ 5]并稍作修改。取鱼肝脏,按 1�10( w / v)加入 TE缓冲液, 剪碎后用玻璃器

匀浆。匀浆液用保和酚缓慢抽提, 于6 000 r�min- 1离心。上清液用保和酚再抽提一次,后用 1�1保和酚

/氯仿、氯仿各抽提一次。用二倍体积的乙醇沉降核酸。

1. 6 � PCR引物的设计

根据 SCVE369克隆序列分析结果( GenBank_Acce AZ014999) [ 3] , 5�引物 P1( 5�ctgtagtaagttgttatttg 3�)由

SCV369克隆子5�端第 1~ 25bp区域设计;引物 P2( 5�tagcacctttggcaactaagccac 3�)根据 SCVE369克隆子 5�

端第345 ~ 369bp 区域设计 (图 1)。5�引物 P3 ( 5�ctgaattcttggtgtcacgattcgattcc 3�) 根据克隆子 SCVE450

(GenBank�Acce AZ015000) 5�端第 1~ 25bp区域设计, 5�端添加了克隆用的 EcoR �酶切位点;引物 P4( 5�

atggatccgtcagtcagccatgaagtgtgcag 3�)根据克隆子 SCVE450 5�端第 427~ 450bp区域设计, 在5�端添加了克隆

用的 BamH �酶切位点(图 2)。

1. 7 � PCR反应试验

分离的核酸分别用蒸馏水按 10�g�mL- 1溶解作为模板备用。PCR参照林万明等[ 6]的方法稍作修

改,模板 0. 5�L, 引物 0. 5�L , Taq DNA 聚合酶 1. 5U、4xdNTP 各 20mmol�L - 1, Mg2+ 1mmol�L - 1, 反应体
积为 50�L。反应条件为 95 � 预处理 5min, 后按 94 � 30s, 55 � 30s, 72 � 1min循环 25次。最后延伸

7min。PCR结果电泳及分析。
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图 1� 鳜鱼病毒核酸 SCVE369序列

Fig . 1� The nsequence of SCVE369
注:黑体部分为引物 P1/ P2 配对区域
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图 2 � 鳜鱼病毒核酸 SCVE450 序列 � � �

Fig. 2� The sequences of SCV450� � �
注: 黑体部分为引物 P3/ P4 配对区域 � � �

图 3 � 两个克隆的 PCR 片段

Fig . 3� The cloned fragments

of SCV PCR productions

注: a为 DNA 分子量标准; b为

插入片段分子长度 450bp; c为

插入片段分子长度约为 369bp

2 � 结果

质粒 SCVE369和 SCVE450来自本实验室。这两个质粒是由 SCV核酸经

随机引物扩增产生的片段,插入pUC19载体的EcoR �位点。序列分析结果表

明,插入片段大小为 369bp和 450bp(图 3)。

图4示以鳜鱼病毒核酸、鳜鱼核 DNA 为模板, 引物 P1/ P2 和引物 P3/ P4 扩

增的结果。图 5示以 P1/ P2为引物,健康鱼核酸、人工感染病毒鱼核酸、暴发病

鳜鱼核酸为模板的试验结果。

3 � 讨论

鳜的暴发性传染病是严重影响鳜养殖发展的重要制约因素。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[ 7]、水质因素[ 8]有关外,引起鱼大量死亡最重要的病原是病毒[ 1]。根据张奇

亚和李正秋[ 9]的报导,病毒出现的种类还有增多的趋势。生产上,鱼病毒病的

暴发尚未有针对性治疗药物。目前,解决病毒病最有效的办法是采取预防措

施,而实施这一措施最重要的环节是对疾病实行预测、预报。李新辉等[ 2]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,检测手段在灵

敏度上尚需改进。

PCR检测是一个发展方向,水产动物病毒病检测已经得到发展,如虾类的杆状病毒病
[ 10]
、斑点叉尾

的疱疹病毒病[ 11]、鲷科鱼类的虹彩病毒病[ 12]等。我国在上述病毒病 PCR 检测方面开展了类似的工

作。鳜鱼病毒是本实验室首先发现的病毒[ 1] ,尽管分类方面的工作仍有待进一步深入,但建立该病毒的

快速、准确的检测技术无论在生产上和理论上均具有重要意义。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。在克隆的二个鳜鱼病毒核酸片段中, 进行序列分析, 并在 GenBank

数据库查询,尚未发现与所克隆的二段序列接近的同源序列[ 3, 13]。根据这些序列设计了两对引物, 它们

对应的核酸分子量为 P1/ P2- 369 bp; P3/ P4- 450 bp。应用这两对引物进行 PCR 扩增试验, P1 / P2引物

总能够在以鳜鱼病毒核酸为模板的反应中扩增出单一的 36 9 bp 片段, 与鳜鱼核 DNA 样品为
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图 4 � 引物 P1/ P2 和引物 P3/ P4扩增的结果

Fig. 4 � The differences between mandarin fish nuclei DNA

and SCV DNA in PCR using primer P1/ P2 and P3/ P4

A. DNA 分子量标准( 200bp Landder) ; B. SCV模板;

C.鳜鱼核 DNA模板用引物 P1/ P2 扩增的结果;

D . SCV 模板; E.鳜鱼核DNA模板用引物 P3/P4扩增的结果

图 5� 以 P1/ P2 为引物扩增不同 DNA模板的结果

Fig. 5� The PCR results using primer P1/ P2 to

amplification different DNA templates

A, B.健康鱼; C- H.人工感染病毒鱼;

K- P.暴发病鳜鱼总 DNA;

I.DNA标准�/ Hind� ; J.鳜鱼病毒核酸

模板的扩增结果不同。这表明,在 SCV基因组中 369bp核酸片段是一个单拷贝序列,也是 SCV 特异性

序列, 与GenBank数据库查询结果相吻合。因此, 认为 P1/ P2 引物扩增出单一的 369bp 片段可以作出

SCV存在的结论。P1/ P2引物 PCR试验中,使用的模板包括提纯的鳜鱼病毒核酸、克隆鳜鱼病毒核酸片

段的二个质粒、健康鱼和感染病毒鱼的核酸。试验结果全部与试验设计相符。使用引物 P3/ P4 进行

PCR试验,未获得试验预期的试验结果,这除与试验尚未对 PCR条件进行优化外, 与引物设计时两端添

加了额外的核苷酸有关, 相关试验有待进一步实行。

珠江水产研究所育种中心谢骏先生为本工作提供部分实验鱼, 在此表示感谢!
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