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摘要! 针对鲤疱疹病毒
&

型$-@23:>:C <=32=?M:3L?2!-@+.72%4%&解旋酶基因编码区序列设

计特异性引物!利用 6-$技术扩增出长度为 4 117 J2 的基因编码区片段!克隆到 2T44:P载

体上!构建重组质粒# 经 6-$鉴定与测序分析确认正确后!以 43 倍梯度稀释重组质粒!作为

标准模板进行 5,OT9> 3=907I:8=6-$扩增!制作标准曲线!建立了鲤疱疹病毒
&

型的荧光定量

6-$检测方法# 检测结果显示!标准曲线的相关系数$8

2

%达到 31::: 4!斜率为 6/1142&对初

始模板定量检测的范围为 4 @43

4

<4 @43

0

;/2:=?5

!

'&特异性试验结果表明!该方法可特异性

地检测出鲤疱疹病毒
&

型!而对大鲵虹彩病毒$O*).%"锦鲤疱疹病毒$Y+.%以及空白对照无

检测信号# 取江苏射阳和宝应两地疑似患病鲫组织核酸作为模板进行荧光定量 6-$!结果表

明反应体系中的病毒量分别为 719: @43

1

;/2:=?5

!

'和 /132 @43

2

;/2:=?5

!

'# 本研究建立的

鲤疱疹病毒
&

型 5,OT9> 实时荧光定量 6-$方法灵敏度高"特异性强!对因鲤疱疹病毒
&

感

染引起的养殖鲫造血器官坏死症的诊断与病毒病原定量检测有重要意义#

关键词! 鲫& 造血器官坏死症& 鲤疱疹病毒
&

型& 5,OT9> 3=907I:8=6-$& 检测方法

中图分类号! *:1/5555555555555文献标志码'&

55鲫是我国淡水养殖鱼类重要品种之一"其年

总产量现已超过 233 万 I"在淡水养殖中占据十分

重要的地位
*4+

) 江苏省是我国鲫的主要养殖地

区"鲫精养面积达 8 @43

1

<9以上"2344 年产量达

81193 万 I"产值约 93 多亿元"位居全国首位"且

商品鱼远销全国各地"并出口到韩国(日本等国

家) 然而"自 233: 年以来"在江苏省鲫主养区域

连年发生导致养殖鲫暴发性死亡的出血性疾病"

造成重大经济损失) 患病鲫肾脏和脾脏组织的超

薄切片电镜观察结果表明"有大量典型疱疹病毒

样颗粒存在"经过进一步的人工感染试验(细胞培

养试验(组织病理学观察以及分子检测与基因序

列分析等研究"确认引起江苏养殖鲫暴发性死亡

的出血病为鲫造血组织坏死症 #-3L;:9> -932

+=89I/2/:=I:;%=;3/?:?$"其病原为鲤疱疹病毒
&

型#-@23:>:C <=32=?M:3L?

&

"-@+.72$)

-@+.72 核衣壳呈六边形"直径为 433 <443

>8

*2+

"完整的病毒颗粒有囊膜"呈椭圆形"直径为

408 <233 >8) -@+.72 与另外两种分离自鲤科

鱼类的病毒鲤痘疮病毒 #-932 2/S <=32=?M:3L?"

-@23:>:C <=32=?M:3L?4"-@+.74$和锦鲤疱疹病毒

#Y/:<=32=?M:3L?"-@23:>:C <=32=?M:3L?/"-@+.7/$

关系接近"与斑点叉尾 病毒 #-<9>>=0;9IA:?<

M:3L?");I90L3:C <=32=?M:3L?4");+.74$关系相对较

远
*/+

) 对于 -@+.72 病毒的检测方法有电子显微

镜观察和分子生物学诊断方法) 电镜观察是最直

接的方法"!L>B 等
*1+

通过电镜技术首次观察到了

患病金鱼脾和肾组织细胞中感染的疱疹病毒粒

子"O3/AA等
*2+

采用电镜观察濒死金鱼稚鱼的鳃和

肾组织的超薄切片"证实了感染细胞内疱疹病毒

粒子的存在"-<9>B 等
*8+

也是通过电镜技术观察

到了濒死的金鱼组织细胞内的疱疹样病毒粒子)
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分子生物学方法"特别是 6-$法是目前较为精确

检测 -@+.72 感染的方法"因为它可以检测到组

织中极微量的病毒 4%&) O//CN:> 等
*7+

基于

-@+.72 聚合酶基因建立的兼并 6-$方法从来源

于美国中部及东(西海岸中该病的金鱼病变组织

抽提的 4%&中均扩增出目的片段"且目的基因

序列完全一致"与 F90IX=G 等
*/+

报道的 -@+.72

基因序列#O=>K9>G!&U:/:97/14$也有 ::E以上

的一致性) 但该方法对大多数疾病诊断和研究工

作来说"耗时而且技术要求高) 随后 O//CN:>

等
*0+

再次基于该病毒的聚合酶基因设计引物和

探针"建立了实时定量 5,OT9> 6-$"该方法设计

的引物与 -@+.72 发生特异性反应"与 -@+.74

和 -@+.7/ 不发生特异性反应"该方法不仅能从

表现出临床症状的鱼中检出 -@+.72"而且能对

看似健康的 4 龄金鱼鱼种甚至 / <8 龄的亲鱼做

出检测诊断) F90IX=G 等
*9+

基于 -@+.72 解旋酶

编码基因建立了常规 6-$"该方法具有较高的

特异性"对 -@+.70"-@+.7/ 和 );+.70的基因组

4%&无扩增"且较为敏感) 目前的分子检测技

术都是基于金鱼体内分离出的 -@+.72 病毒"没

有针对鲫体内分离的 -@+.72 病毒进行检测技

术研究) 鉴于金鱼和鲫组织 4%&序列不同"

O//CN:> 等
*0+

基于金鱼体内分离出的病毒聚合

酶基因建立的荧光定量方法扩增鲫组织 4%&

时出现非特异性扩增"所以需要建立新的实时

荧光定量 6-$检测方法检测鲫体内分离的

-@+.72)

荧光定量 6-$技术"以其灵敏度高(特异性

好(快速准确等优点在水产病原微生物的定性和

定量检测等方面已经得到广泛应用
*: 643+

) 本实

验建立了针对 -@+.72 解旋酶基因的实时荧光定

量 6-$检测方法"为定量检测鲫体内的 -@+.72

病毒提供了一种新的检测手段)

45材料与方法

!"!#细胞与病毒

鲤疱疹病毒
&

型 #-@+.72 $(大鲵虹彩病毒

#O*).$(锦鲤疱疹病毒#Y+.$由本实验室分离)

锦鲤鳍条细胞 #Y/:7A:>$由本实验室建立) 鲤上

皮瘤细胞#,6-$由美国夏威夷大学公共卫生与健

康系 UL9>9> 'L 教授惠赠) O*).在 ,6-细胞上

增殖培养"Y+.在 Y/:7A:> 细胞增殖培养
*44+

)

!"$#主要试剂与仪器

.:3904%&Y:I和 ,>C/7(3==609?8:C T:C:23=2

Y:I

&

购于"8=B9公司%胶回收试剂盒购于63/8=B9

公司%43 @5,O 反应缓冲液(C%P6?(5,O 4%&聚合

酶(2T44:7P载体购于 P9Y9$9公司) 主要仪器包

括!荧光定量 6-$仪 #$/I/37O=>=7333"[:9B=>$%

分光光度计 #$*2/2 -",22=>C/3A$%凝胶成像仪

#-<=8C/;R$*?"K:/7$9C$%超速离心机#"2I:89

'793R6"K=;G89>7-/L0I=3$)

!"%#引物设计

根据 O=>K9>G 中 -@+.72 解旋酶编码基因序

列#,#/1:290$"应用 63:8=38 软件设计特异性引

物 64562 和 -@+.72(5-@+.72 23/J=5-@+.72$"

第一对引物#64562$扩增 -@+.72 解旋酶基因编

码区"长度为 4 117 J2"用于构建重组质粒"为制

作标准曲线提供模板%第二对引物 #-@+.72(5

-@+.72 23/J=5-@+.72$$用于荧光定量 6-$扩

增"长度为 443 J2) 引物 64562 由上海生工生物

技术有限公司合成) 探针引物 -@+.72(5-@+.7

2 23/J=5-@+.72$由上海闪晶分子生物科技有限

公司合成) 引物序列为!

64!8H7&POPO-&&-OPO&-OO-O&OP7/H

62!8H7-P&--OP-PPPP&OOO7/H

-@+.72(! 8H7&OPOPPPO&&OO-POP-PO7

OO7/H

-@+.72$! 8H7&-&-&PP&&--&P&OP-&-7

-&P-O7/H

-@+.72 23/J=! 8H7P-&OP&-&&---OP-&7

POOP&-O--7/H

!"&#模板制备

取患典型出血病的鲫脾脏和肾脏组织匀浆研

磨后"于 693 Q至室温条件反复冻融三次"1 333

358:> 离心 /3 8:>"取上清液转移至 /8 8'超速

离心 管 中" 23 333 358:> 离 心 2 < # *F29"

K=;G89>7-/L0I=3$"46K*悬浮病毒沉淀"按照病

毒 4%&提取试剂盒步骤提取病毒核酸) 取 9

!

'

病毒核酸"加入 43 @5,O 反应缓冲液 8

!

'"218

88/05'C%P6?1

!

'(83

!

8/05'浓度的 64(62

引物各 4

!

'(超纯水 /318

!

'"8 #5

!

'5,O 4%&

聚合酶318

!

'"将上述反应体系混匀后进行 6-$

扩增) 反应参数为!:1 Q预变性 8 8:>":1 Q 18

?"88 Q 18 ?"02 Q 18 ?"共 /3 个循环"最后 02 Q

延伸 43 8:>) 同时设立无模板的阴性对照) 反应

937
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1 期 周5勇"等!鲤疱疹病毒
&

型 5,OT9> 3=907I:8=6-$检测方法的建立及应用 55

结束后"取 8

!

'6-$产物用 4E琼脂糖凝胶#含

318

!

B58',K$进行电泳检测)

-@+.72 解旋酶编码基因扩增产物经胶回收

纯化后于 47 Q与 2T44:P载体连接 4 <"用连接

产物转化 FJ0$&+4+8

$

感受态细胞) 从 'K琼脂

平板上挑取菌落接种于 8 8'含 83

!

B58'氨苄

青霉素#&82 ?$的 'K液体培养基中"/0 Q震荡

培养 42 <41 <"使用质粒4%&小量提取试剂盒提

取质粒) 对重组质粒用 64562 引物进行 6-$鉴

定) 重组质粒送上海生工生物工程技术服务有限

公司测序) 用分光光度计分别测定阳性重组质粒

在 273 和 293 >8处的吸光度"并根据以下方法计

算重组质粒的 4%&拷贝数)

分子拷贝数 #个58'$ >4%&质量浓度5

4%&分子量"其中!4%&质量浓度 >273 >8吸

光度 @稀释倍数 @7132 @43

2/

%4%&分子量 >

4%&碱基数 @/2118)

!"'#标准曲线建立

将 4 @43

0

;/2:=?5

!

'重组质粒进行 43 倍梯

度稀释"使其浓度依次为 4 @43

0

<4 @43

2

;/2:=?5

!

'作为标准品模板) 分别取不同稀释梯度的重

组质粒 2

!

'"依次加入 43 @5,O 反应缓冲液 2

!

'(218 88/05'C%P6?311

!

'(83

!

8/05'引物

-@+.72(5-@+.72($各 311

!

'(28

!

8/05'探针

-@+.723/J=311

!

'(8 #5

!

'5,O 4%&聚合酶

311

!

'"补水至 23

!

'"将上述反应体系混匀后进

行 6-$扩增"反应参数!:8 Q 43 8:>%:8 Q 43 ?"

71 Q 43 ?"02 Q 43 ?"共 13 个循环"每个稀释度

设 / 个重复)

!"(#荧光定量 [AD的灵敏度"特异性和重复性

试验

将 4 @43

0

;/2:=?5

!

'重组质粒进行 43 倍梯

度稀释"使其浓度依次为 4 @43

0

<4 @43

4

;/2:=?5

!

'作为标准品模板"用于进行灵敏度测试) 分别

取不同稀释梯度的重组质粒 2

!

'"依次加入 43 @

5,O 反应缓冲液 2

!

'(218 88/05'C%P6?311

!

'(83

!

8/05'引物 -@+.72(5-@+.72($各 311

!

'(28

!

8/05'探针 -@+.723/J=311

!

'(8 #5

!

'5,O 4%&聚合酶 311

!

'"补水至 23

!

'"将上

述反应体系混匀后进行 6-$扩增"反应参数!:8

Q 43 8:>%:8 Q 43 ?"71 Q 43 ?"02 Q 43 ?"共 13

个循环每个稀释度设 / 个重复)

对同一样品进行实时荧光定量 6-$检测"通

过组内的 !

I

值变异系数#标准偏差5重复值平均

数$来初步评估该方法的重复性)

采用商品试剂盒#"8=B9$分别提取大鲵虹彩

病毒#O*).$(锦鲤疱疹病毒#Y+.$(鲫组织的基

因组核酸"以其为模板#每体系 2

!

'$"用建立的

-@+.72 实时荧光定量 6-$方法进行特异性检

测"同时设去离子水为阴性对照)

!")#临床样品检测

利用建立的 -@+.72 实时荧光定量 6-$方

法对江苏射阳和宝应两地收集的疑似患鲫造血组

织坏死症的鲫样品进行 -@+.72 病原检测)

!"d#数据分析

荧光定量 6-$反应过程中仪器自动收集荧

光 信 号) 反 应 结 束 后" 利 用 *4*# *=WL=>;=

4=I=;I:/> *@?I=8$214 软件进行数据分析"查看扩

增曲线(!

I

值等"根据标准模板拷贝数与 !

I

值的

相关性"计算得到标准曲线"用于未知样品的定量

分析)

25结果

$"!#A?_MH$ 解旋酶编码基因的 [AD扩增和

克隆

将通过 6-$反应扩增的 -@+.72 解旋酶编

码基因克隆到质粒 2T44:7P中"构建重组质粒)

重组质粒的 6-$检测结果显示"6-$扩增产物的

大小为 4 117 J2"与预期大小一致"这表明 -@+.7

2 解旋酶编码基因片段已正确插入载体 2T44:7P

中) 测序结果进一步证实"扩增得到的 -@+.72

解旋酶编码基因与 O=>=K9>G 公布的 -@+.72 解

旋酶编码基因序列#,#/1:290$参考序列相似性

达 ::E) 将转化了重组质粒的大肠杆菌扩大培

养"按 ,>C/7(3==609?8:C T:>:23=2 Y:I

&

操作说

明提取质粒"经分光光度计测定浓度为 /43

!

B5

8'"&

273

5&

293

值为 4199)

$"$#标准曲线图的建立

以 43 倍梯度稀释的重组质粒为模板扩增"得

到相应的动力学曲线"该方法在重组质粒浓度为

4 @43

0

<4 @43

2

;/2:=?5

!

'检测的 8

2

值达到

31::: 4) 利用统计软件 *P&P)*P)-& 713"对实

验中的 !

I

值进行统计分析) 分析结果表明 7 个

不同稀释梯度标准质粒 4%&的 !

I

值变异系数

#-.$在 312/E<318:E之间#表 4$)

根据质粒拷贝数与 !

I

值的相关性"由 *4*

:37
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#*=WL=>;=4=I=;I:/> *@?I=8$214 软件得到标准曲

线#图 4$) 横坐标代表质粒模板拷贝数#=$"纵坐

标为 !

I

值"拷贝数 #=$ 与 !

I

的关系为!!

I

>

6/11420B=?/91:74)

表 !#以重组质粒为标准模板的实时荧光定量 [AD重复试验

-5<"!#D/B960C4+<+;+2? 63B;57:+0725105902/:B;52/+1-5\Q519/5;H2+:/[AD5775?

重复数

>L8J=3/A3=2=9I?

不同模板浓度 !

I

值 !

I

A/3I<=A/00/N:>B >L8J=3/A:>2LI;/2:=?

43

0

43

7

43

8

43

1

43

/

43

2

4 48148 49140 241:2 2812: 2910: /4199

2 48132 49127 241:7 28111 291:8 /2144

/ 4812/ 491/3 2419/ 2811: 2:13: /419:

1 48129 49120 241:/ 281/: 2:13/ /2131

8 4814: 491/3 241:1 28117 29102 /419:

RB? 48140 B313: 49127 B3138 241:2 B3138 28114 B3130 291:2 B3141 /41:7 B313:

-.E 318: 3120 312/ 3129 3119 3129

图 !#A?_MH$ 实时荧光定量 [AD检测标准曲线

*+,"!#G2510590B;62369\C512+3+452+6163

A?_MH$ +19/5;H2+:/[AD5775?

$"%#A?_MH$ 荧光定量 [AD的灵敏度"重复性

和特异性试验结果

通过对重组质粒各稀释度核样品进行荧光定

量 6-$检测) 结果显示"本方法对重组质粒进行

扩增最低可检测到 43 个病毒核酸分子拷贝数#图

2$)

图 $#荧光定量 [AD检测灵敏度试验

4 <01质粒拷贝数分别为 4 @43

0

<4 @43

4

;/2:=?5

!

')

*+,"$#G/17+2+>/2/72639/5;H2+:/[AD@+2.

7/9+5;0+;C2+6175:B;/7

60/I4 I/ 0 3=23=?=>I3=;/8J:>9>I209?8:C 39>B:>B A3/84 @43

0

I/

4 @43

4

;/2:=?5

!

'"3=?2=;I:M=0@1

55对同一阳性样品在同一次试验间获得的 !

I

值进行分析"以检验建立的实时荧光定量 6-$法

稳定性和重复性"实验结果表明"同一次试验内

02 个平行样的扩增曲线在阈值线附近基本重合

#图 /$"!

I

值读数范围为 241/4 <22188"标准偏

差为 3123"变异系数为 3199E%统计结果表明"本

研究所建立的 -@+.72 实时荧光定量 6-$检测

方法重复性好"可进行稳定(可靠的检测)

图 %#)$ 次重复性试验结果

4102 个平行样重复% 21阈值)

*+,"%#D/7C;2763)$ 9/B/2+2+6C70/2/42+617

4102 3=2=I:I:/L?C=I=;I:/>?% 21I<3=?</0C1

55以大鲵虹彩病毒 #O*).$(锦鲤疱疹病毒

#Y+.$(鲫的基因组总 4%&(4 @43

7

;/2:=?5

!

'

重组质粒(4 @43

8

;/2:=?5

!

'重组质粒为模板"进

行实时荧光定量 6-$特异性检测"结果表明"含

-@+.72 解旋酶编码基因的重组质粒有典型扩增

曲线"荧光信号值高#图 1$"检测结果为阳性) 该

样品的对照组 O*).(Y+.(鲫基因组 4%&无特

异性扩增信号)
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图 &#特异性试验

414 @43

7

;/2:=?5

!

'重组质粒% 214 @43

8

;/2:=?5

!

'重组质

粒% / <71Y+.(O*).(鲫基因组(水)

*+,"&#GB/4+3+4+2? 639/5;H2+:/[AD

414 @43

7

;/2:=?5

!

'3=;/8J:>9>I209?8:C% 214 @43

8

;/2:=?5

!

'

3=;/8J:>9>I209?8:C% / 671Y+."O*)."-3L;:9> -932 B=>/8="

N9I=31

$"&#疑似患病鲫实时荧光定量检测结果

取 2342 年收集的江苏射阳和宝应疑似患病

鲫肾脏组织"通过超速离心提取病毒粒子) 以离

心纯化的病毒作为被检测材料(以浓度为 4 @43

7

;/2:=?5

!

'的重组质粒和去离子水分别作为阳性

对照和空白对照"进行疑似患病鲫的 -@+.72 病

原的荧光定量 6-$检测) 结果发现"两份患病样

品经过扩增"有 &*'型扩增曲线 #图 8$) 江苏射

阳和宝应疑似患病鲫的 !

I

值分别为 22117 和

/318) 根据标准曲线计算出反应体系中江苏射阳

和宝应疑似患病鲫的的病毒量分别为 719: @43

1

;/2:=?5

!

'和 /132 @43

2

;/2:=?5

!

')

图 '#感染 A?_MH$ 的检测样品的

实时荧光定量 [AD扩增曲线

414 @43

7

;/2:=?5

!

'重组质粒% 21江苏省射阳县患病鲫样% /1

江苏省宝应县患病鲫样%11水)

*+,"'#=:B;+3+452+61B;62639/5;H2+:/[AD63

A?_MH$ +13/42/075:B;/7

414 @43

7

;/2:=?5

!

'3=;/8J:>9>I209?8:C% 21?:;G ;3L;:9> A3/8

*<=@9>B" !:9>B?L 63/M:>;=% /1?:;G ;3L;:9> A3/8 K9/@:>B"

!:9>B?L 63/M:>;=% 11N9I=31

/5讨论

我国是继匈牙利后第二个从养殖鲫体内分离

得到鲤疱疹病毒
&

型的国家
*42+

) 目前"对鲤疱疹

病毒
&

型感染引起的造血器官坏死症的诊断与鲤

疱疹病毒
&

型的检测只能参照金鱼体内分离的鲤

疱疹病毒
&

型的诊断和检测方法进行"缺乏可对

鲫体内鲤疱疹病毒
&

型进行快速(准确(定性定量

分析的检测方法) 本研究建立的 5,OT9> 实时荧

光定量 6-$方法"检测反应的灵敏度高"可达 43

个病毒核酸分子拷贝数"荧光定量 6-$法方法较

之细胞培养(电镜观察法又具有耗时短(操作简

便(分析准确等特点) 为了验证本研究建立的

5,OT9> 荧光定量 6-$技术检测鲤疱疹病毒
&

型

的特异性"选择了大鲵虹彩病毒#O*).$(锦鲤疱

疹病毒 #Y+.$(鲫的基因组总 4%&作为对照)

检测结果表明"仅鲤疱疹病毒
&

型核酸有典型扩

增曲线"而大鲵虹彩病毒#O*).$(锦鲤疱疹病毒

#Y+.$(鲫的基因组总 4%&没有扩增曲线"与阴

性对照的结果一致"表明所建立的方法具有特异

性) 与 O//CN:> 等
*0+

基于金鱼体内分离出的病

毒合酶基因建立的荧光定量方法相比本方法能特

异性的检测鲫体内病理处的鲤疱疹病毒
&

型) 检

测该方法的稳定性和重复性实验中"对同一阳性

样品 02 次重复在同一次试验间获得的 !

I

值进行

分析"02 个平行样的扩增曲线在阈值线附近基本

重合"!

I

值读数范围为 241/4 <22188"标准偏差

为 312"变异系数为 3199E) 建立标准曲线的 7

个不同稀释梯度标准质粒 4%&分别做 / 次重复"

其 !

I

值变异系数在 312/E<318:E"表明该方法

重复性好"稳定性强) 对江苏射阳和宝应疑似患

病鲫肾脏组织核酸作为被检测材料"进行疑似患

病鲫的 -@+.72 病原的荧光定量 6-$检测) 结

果发现"两份患病样品经过扩增"有&*'型扩增曲

线"证明该方法有较好的应用价值)

利用 43 倍稀释法对已知其浓度的病毒 4%&

进行梯度稀释后制作标准曲线可对未知浓度的鲤

疱疹病毒
&

型进行相对定量) 由于无需电泳检

测(不使用溴化乙锭"保障了试验人员的安全"从

核酸的提取到实时荧光定量 6-$反应完成只需

要 / < 的时间"大大提高了检测的效率"这对于鲤

疱疹病毒的早期诊断以及防控技术研究等有重要

意义)
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