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用生物素标记寡核营酸 D N A 探针快速

检测鱼传染性胰脏坏死病病毒 IP N v
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摘 要 研究了用生物素标记的寡核普酸 D N A 探针快速检测鱼传染性胰脏坏死病病毒

IP N V
,

取得了较好的结果
。

对探针的灵敏度
、

特异性进行了测定
,

并与其它快速检测技术作了比

较
。

关锥词 寡核昔酸 D N A 探针
,

快速检测
,

传染性胰脏坏死病病毒

鱼类传染性胰脏坏死病 (IP N )是严重的病毒性传染病
。

它主要危害蛙科鱼类的仔鱼和稚

鱼
,

死亡率可达 90 % 以上「H
e t r ic k

,

1 9 9 4」
,

因此它是各国进出 口鱼的检疫对象
。

近几年来
,

我国

从美
、

日等国引进虹蹲鱼养殖
,

取得了很好的经济效益
。

但是因缺乏检疫技术
,

使此病带进我

国
,

并 已在山东 [童裳亮等
,

1 9 8 9
、

1 9 9 0 ]
、

山西 [Ji
a n g 等

,

19 8 7 )
、

黑龙江〔牛鲁祺等
,

1 9 8 8)等省流

行
,

造成严重的经济损失
。

其病原体为鱼传染性胰脏坏死病病毒 (I PN V )
,

属双股 R N A 病毒科

(Bz’rn 二lr,’da
亡

)
,

直径约 60
n m

。

目前对此病无特殊防治方法
。

在放养前从鱼卵或鱼苗中检出

此病毒
,

彻底销毁带毒鱼卵或鱼苗是唯一有效的控制方法
。

迄今
,

流行的检测方法是用细胞培

养法分离此病毒
,

然后用血清学方法进行鉴定
。

此法的缺点是检测速度慢
,

通常需 2 周才能看

出结果
。

近几年来正在研究的快速诊断方法是免疫诊断技术
,

如协同凝集试验【Ki m 盯 a
等

,

1 9 8 4〕
,

补 体结 合试 验〔F in la y 等
,

1 9 7 5〕
,

荧光 抗体 试验仁M
a eD o n a ld

, 1 9 5 0 ; N ieh o ls o n
等

,

1 9 7 8 ; S w a n s o n
等

,

19 8 1〕和酶联 免疫吸附技术 [ C he n
等

,

1 9 8 5 ; N i。ho ls o n
等

,

1 9 8 2 ; R o d a k 等
,

1 9 8 8 ;
江育林等

,

1 9 9 0〕
。

核酸探针是继免疫学诊断技术之后发展起来的新技术
。

国外曾研究用
’“
P 标记的寡核昔酸

D N A 探针 [R im s t a d 等
,

1 9 9 0〕和多核昔酸
c D N A 探针〔D

o p a z o
等

,

19 9 4〕来快速检测 IPN V
。

但放射性同位素标记的探针不稳定
,

对人体有危害
,

需特殊的实验室条件和污物处理技术等原

因
,

在我国较难推广
。

笔者旨在用生物素标记的寡核昔酸
’

D N A 探针来快速检测 IP N v
,

取得较

好的结果
。

收稿日期
: 1 9 9 4 一 1 0 一 1 1

.
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1 材料与方法

1
.

1 探针制备与最低显色浓度

探针是以病毒 R N A 长片断 A 中第 1 9 1 4 至 1 9 3 8 碱基对之间的一个 2 4 b p 特异性序列为

模板
,

人工合成的 D N A 片段
。

其序列为 G A A G G A G A T G A C A T G T G C T A C A CC [ Ri m s ta d

等
,

1 99 0〕
.

用 3 ‘

末端酶促法标记生物素
。

标记好的探针按 10 倍梯度稀释
。

将每一稀释度的探

针溶液 1川 点在硝酸纤维素或尼龙膜上
。

晾干后
,

前者在 80 ℃烤 2 小时
; 后者用 15 W 紫外光灯

照射 15 分
。

将膜放在杂交袋 内进行显色反应〔H ab ili 等
,

19 8 7〕
。

出现蓝色斑点的最高稀释度为

探针的最低显色浓度
。

2 病毒样品的制备

所用的 IP N v 是 1 9 8 8 年从 山东省虹缚鱼育苗场分离
。

经用血清学方法鉴定
,

已确认该病

毒为鱼传染性胰脏坏死病病毒 V R 29 9 毒株〔童裳亮等
,

199 。〕
。

此病毒用鱼细胞系 C H S E一 2 14

在 15
‘

C 繁殖
。

检测前
,

在病毒悬液中加入 1 % S D S
,

0
.

Zm g / m l蛋白酶 K
,

37 C 下消化病毒壳蛋

白 1 小时
。

然后 用酚
、

氯仿
、

异戊 已醇混 合液 (25
:

25
:

1) 粗提病毒 R N A
。

无水乙醇 沉淀的

R N A 再用 1 3 o 0 Or p m 离心分离
。

在真空干燥机中干燥备用
。

检测病鱼体内的 IP N V 时
,

取濒死前仔鱼的全部内脏
,

称重后匀浆
.

按上法制备病毒 R N A

样品
。

为了确定探针的特异性
,

采用与 IP N V 同科的传染性法氏囊炎病毒 (I B D V )和呼肠孤病毒

科的蓝舌病病毒 (B T V )同时进行检测和比较
。

3 分子杂交

将含有不同滴度或不同种病毒的样品膜置于杂交袋内
,

按 H a bi h〔1 9 8 7〕的方法与 D N A 探

针杂交和显色
。

结果与讨论

探针的最低显色浓度

不同浓度探针的显色情况如表 1 所示
。

表中
“ +

”

表示阳性
。

有肉眼可见的蓝紫色斑点
。

“

+ +
”

为强阳性
,

斑点颜色较深
。 “一

”

为阴性
,

无颜色变化
。

由表可见
,

探针浓度低达 in g /川 时

仍能显色
。

此为探针的最低显色浓度
。

在检测病毒时
,

以出现强 阳性反应的 lo o n g /川 作为探针

的工作浓度
。

农 1 探针的浓度与显色反应之关系

T a b】e 1 R e la tio ns hlP be twe
e n p ro be e o n c e n tr at io n a n d e o lo u r de

v e lo p m e n t

探针浓度(n g / 拌l)

显色反应
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膜的质地对显色清晰度有影响
。

硝酸纤维素膜的斑点较清晰
。

尼龙膜的本底较深
,

斑点的

对 比度较小
。

但硝酸纤维素膜在点样后需 2 小时的烤膜时间
,

而尼龙膜只需用紫外线照射 巧

分钟
。

2
.

2 探针检测病毒的灵敏度

用 lo o n g /川(工作浓度 )的探针与不同滴度的 IP N v 杂交
,

结果如表 2 所示
。

表 中
“

+
”

表示

阳性
,

有肉眼可见的显色反应
。 “

+ +
”

表示强阳性
,

显色较深
。 “
一

”

表示阴性
,

无颜 色变化
。

由

表可见
,

用此探针能检测的最低病毒滴度为 10’
’
T CI D

S。

/0
.

lml
。

表 2 用探针检测不同滴度的 IP N v

T a M e 2 P ro 加 titr a tio n fo r IPN V d e te et io n

病毒滴度 (T C ID
。。/ 0

.

l m l)

显色反应

用此探针检测 IP N V 的灵敏度略低于免疫诊断技术
。

用酶联免疫吸附技术 (E LI S A )检测

IPN V 的灵敏度因研究者而异
。

最高的达到 1 0 ,
T C ID

S。

/ 0
.

lm l[ R
o d a k 等

,

1 9 8 8〕
。

多数在 1 0 ,

一

1 0
,
T e xD S。/ 0

.

zm 一之 间 [江育林等
,

一9 9 0 ; n ix o n
等

, 1 9 5 3 ; N ieh o ls o n
等

,

1 9 8 2 ; H a t t o r i 等
,

1 9 8 4〕
,

这说明核酸探针技术还有待改进
。

核酸探针的制备要比抗体 (特别是单克隆抗体 )的生

产技术简单
,

成本也较低
,

这是它的优点
。

2
.

3 探针的特异性

用此探针检测 IPN V 一V R 2 9 9
、

IBD V 和 BT V 的结果如表 3 所示
。

表中还列入 R im s t a d

[ 1”0〕
3 2
P 标记的寡核昔酸 D N A 探针检测 IP N V 另外两个毒株 (A b

,

S p )以及果蝇 x 一病毒的

结果
。 “

+
”

表示阳性
; ‘一

”

表示 阴性
。

由表可见
,

此探针不与 IP N V 同科的传染性法氏囊炎病

毒 (IB D V ) 和果蝇 x 一病毒以及呼肠孤病毒科的蓝舌病病毒 (BT V )发生交叉反应
,

故有较强

的种间特异性
。

但此探针不能鉴别 IP N V 中的不同血清型
,

如 v R 2 9g
、

A b
、

Sp 等毒株【Ri m s t a d

等
,

1 9 9。〕
。

这是因为所用的探针 D N A 片段为不同血清型 IP N V 的共有序列
。

这固然是缺点
,

但用一种探针能检出所有血清型的 IP N v
,

无疑又为检测人员节省了时间和精力
。

迄今所知
,

所有血清型的 IP N V 都是致病的
,

都是检测对象
。

衰 3 探针对不同病套的敏感性

T a b le 3 S ens itiv ity o f th e p o 加 to d iffer e o t 讨 r u ses

病毒种类
V R 2 9 9

IPN V

A b
’ IB D V B T V X 一 病毒

’

显色反应

注
: ,

引自 R im s t a d 〔l , , o ]
。

为了克服寡核昔酸 D N A 探针不能鉴别 IP N V 不同血清型的缺点
,

D o p a zo 等【1 9 9 4〕分别

以该病毒 R N A 的片段 A 和 B 为模板
,

合成 81 2 和 5 9 6 b p 的多核普酸
c D N A 探针 W B

,

和 A
4 。

这两种探针能鉴别 xPN v 的JL 种血清型
,

但灵敏度下降至 2 0 , T e lD
S。

/ 0
.

lm 一
。
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2
.

4 用探针检测病鱼组织中 IP N V 的灵敏度

用此探针能测出病鱼内脏中 IP N V 的最小组织量为 0
.

1 9 (鲜重 )
。

R im s ta d [ 1 9 9 0〕与 D o p a zo 〔一9 9 4〕等均指出
,

用非放射性物质来标记核酸探针将更为实用

和易于推广
。

笔者首次作了这种尝试
。

从实验结果看
,

它确有成本低
、

方法简便
、

检测速度快
、

对人体无危害等优点
。

用放射性探针检测鱼病毒
,

需 2 天以上的放射 自显影时间
。

而生物素标

记的探针
,

检测工作可在 10 小时内完成
。

目前存在的主要间题是灵敏度较差
.

但这与标记物

的关系不大〔H ab ili 等
,

1 98 7〕
,

主要靠杂交与显色技术的改进加以解决
。

本 丈为国 家自然科学基金 (3 9 3 7 0 5 4 9 )资助项 目
.
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