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摘要! 利用*DEB3*技术扩增出草鱼呼肠孤病毒"Y3*4#4B< 蛋白编码区长度为 % #"$ TR 的

片段!克隆到 R2Y.BE+% 载体上!构建重组质粒 R2Y.BE+%E4B<$ 经 B3*鉴定确认正确后!以

%$ 倍梯度稀释 R2Y.BE+%E4B< 重组质粒!作为标准模板进行 !$%89K QP96ESGFPB3*扩增!制

作标准曲线!建立了草鱼呼肠孤病毒的荧光定量 B3*检测方法$ 检测结果显示!标准曲线的

相关系数"#

#

#达到 $7>>C $>!斜率为;!7!@!&对初始模板定量检测的范围为 % a%$

%

\% a%$

<

N5RGPHA

!

-&特异性试验结果表明!该方法可特异性地检测出草鱼呼肠孤病毒!而对鲤春病毒血

症病毒"0434#%传染性造血器官坏死症病毒"/1+4#无检测信号$ 本研究建立的草鱼呼肠孤

病毒!$%89K QP96ESGFPB3*方法灵敏度高%特异性强!可进行定量分析!对草鱼出血病快速诊

断与病毒病原定量检测有重要意义$

关键词! 草鱼呼肠孤病毒& 4B< 蛋白编码基因& !$%89K QP96ESGFPB3*& 检测

中图分类号! 0>=%7=%&&&&&&&文献标识码',

&&草鱼出血病# LQ9HHN9QR UPF5QQU9LP$是草鱼

的一种严重病毒性疾病"主要危害 % 龄草鱼和 #

龄草鱼种"其流行范围广"发病率高"死亡率可达

>$V以上"易造成重大经济损失(%)

& 草鱼出血病

的病原为草鱼呼肠孤病毒# LQ9HHN9QR QP5^GQIH"

Y3*4$"是呼肠孤病毒科水生呼肠孤病毒属中毒

力最强的病毒株(# ;!)

& Y3*4基因组由 %% 条分

节段 XH*+,组成"总分子量约为 %"7=< a%$

<

I%

其基因组编码 %# 条多肽"基因组各节段 XH*+,

分子量大小与其编码的多肽分子量大体上一一对

应(=)

& 长期以来"草鱼出血病的诊断主要依赖肉

眼观察体表的出血症状与解剖检查内脏器官的充

血发炎症状"缺乏灵敏准确的疾病早期诊断与病

原检测方法"严重影响了草鱼出血病的预防与控

制技术的研究&

随着草鱼出血病流行病学'病原学以及诊断

技术等研究的不断深入"基于免疫学与分子生物

学基础的草鱼出血病诊断与病原检测技术逐渐建

立起来& 杨广智等(")建立了葡萄球菌 ,蛋白协

同凝集试验法#0B,E35,$"通过 Y3*4抗原蛋白

与兔抗Y3*4抗体结合来检测病毒%江育林等(<)

建立了检测草鱼出血病病毒的荧光抗体技术

#.,$和酶联免疫吸附试验法#2-/0,$%邵健忠

等(@)建立了斑点酶联免疫吸附试验法 #?5SE

2-/0,$"王铁辉等(C)建立了逆转录聚合酶链式反

应检测法#*DEB3*$"最小检测量可达$7% RL 病

毒核酸& 这些方法为草鱼出血病的诊断与病原检

测提供了较为有效的技术手段"但有些方法操作

繁复"检测周期长"特别是缺乏定量检测数据"迫

切需要建立更加灵敏'特异性强并可定量分析的

草鱼出血病诊断与呼肠孤病毒检测技术& 最近发

展起来的荧光定量B3*技术"以其灵敏度高'特异

性好'快速准确等优点在水产病原生物的定性和定

量检测等方面已经得到广泛应用(> ;%$)

& 本研究建

立了Y3*4的实时荧光定量B3*检测方法"为定

量检测Y3*4提供了一种新的检测手段&
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%&材料与方法

&'&(细胞与病毒

草鱼肾脏组织细胞系#3/c$由本实验室建立

并保存(%%)

& 草鱼呼肠孤病毒 Y3*4E%$= 株由本

实验室分离 #18#!=<C#$& 鲤春病毒血症病毒

#0434$'传染性造血器官坏死症病毒#/1+4$'

鲤上皮瘤细胞#2B3$'大鳞大马哈鱼胚胎细胞

#3102E#%=$由美国夏威夷大学公共卫生与健康

系jI9K9K -I 教授惠赠& 0434在 2B3细胞上

增殖培养(%#)

" /1+4 在 3102E#%= 细胞增殖

培养(%!)

&

&'*(主要试剂与仪器

G0NQGRS(KP0SPR *DEB3*cGSg5QBQ5TPH为

G̀5E*9X 公司产品%逆转录 N?+,合成试剂盒

/FRQ5FE

'

D8

*P̂PQHPDQ9KHNQGRSG5K 0:HSPF'胶回

收试剂盒'质粒提取试剂盒购于 BQ5FPL9公司%

R2Y.BE+% 载体为365KSPNU 公司产品& 主要仪器

包括! 荧 光 定 量 B3* 仪 # *5S5QEYPKP<$$$"

WG9LPK$'分光光度计#*0#!# 3"2RRPKX5Qg$'凝

胶成像仪#3UPFX5Nd*0b" G̀5E*9X$'超速离心

机#(RSGF9-EC$dB" P̀NOF9KE35I6SPQ$&

&'-(引物设计

根据 YPK 9̀KO 中 Y3*4E%$= 4B< 蛋白编码

基因序列#18#!=<C#$"应用BQGFPQ" 软件设计特

异 性 引 物 B%AB# 和 Y3*4E%$=.AY3*4E%$=

RQ5TPAY3*4E%$=*"第一对引物 #B%AB# $ 扩增

Y3*44B< 基因编码区"长度为 % #"$ TR"用于构

建重组质粒"为制作标准曲线提供模板%第二对引

物 #Y3*4E%$=.AY3*4E%$= RQ5TPAY3*4E%$=*$

用于荧光定量 B3*扩增"长度为 %!"TR& 引物

B%AB# 由上海生工生物技术有限公司合成& 探针

引物 Y3*4E%$=.AY3*4E%$= RQ5TPAY3*4E%$=*

由上海闪晶分子生物科技有限公司合成& 引物

序列!

B%!"eE333,,Y3DD,DYY3,3YDYDYYDDE

D,DYE!e

B#! "eE3Y3YY,D33YDYYDD,3Y3YYYDE

3,YE!e

Y3*4E%$=.! "eEYY3D,333D3DDDYD3DE

3Y3E!e

Y3*4E%$=*! "eE33D33Y3,YYD,33,3DE

Y3E!e

Y3*4E%$= RQ5TP! "eE,,3Y3Y3Y3D3YDYE

Y3,3D,,E!e

&'<(模板制备

待Y3*4E%$= 感染的 3/c细胞出现病变后

收集细胞毒材料"于;C$ _至室温条件反复冻融

! 次"= $$$ QAFGK 离心 !$ FGK"取上清转移至 !"

F-超速离心管中"#$ $$$ QAFGK离心 # U#0k#C"

P̀NOF9KE35I6SPQ$"悬浮病毒沉淀"经 DQGZ56试剂

裂解后"采用氯仿'异丙醇抽提病毒总 *+,"分光

光度计 #2RRPKX5QgTG5RU5S5FPSPQ$测定 *+,浓

度& 取 %

!

L病毒总*+,"加入 #$ RF56引物B%"

按照/FRQ5FE

'

D8

*P̂PQHPDQ9KHNQGRSG5K 0:HSPF说

明书进行逆转录反应& 取 C

!

-逆转录产物

N?+,"加入 %$ a!$% 反应缓冲液 "

!

-" #7"

FF56A-X+DBH=

!

-'"$

!

F56A-浓度的 B%'B#

引物各 %

!

-'超纯水 !$7"

!

-"" )A

!

-!$% ?+,

聚合酶 $7"

!

-"将上述反应体系混匀后进行B3*

扩增& 反应参数为 >= _预变性 " FGK">= _ %"

H""$ _ %" H"@# _ #$ H"共 !$ 个循环"最后 @# _

延伸 %$ FGK& 同时设立无模板的阴性对照& 反应

结束后"取 "

!

-B3*产物用 %V琼脂糖凝胶#含

$7"

!

LAF-2̀ $进行电泳检测&

Y3*44B< 蛋白编码基因扩增产物经胶回收

纯化后于 %< _与 R2Y.BE+% 载体连接 %# \%= U"

用连接产物转化 ;G5*21?1"

$

感受态细胞& 从

-̀ 琼脂平板上挑取菌落接种于 " F-含 "$

!

LA

F-卡那霉素#c9K

b

$的 -̀ 液体培养基中"!@ _

震荡培养 %# \%= U"使用质粒?+,小量提取试剂

盒提取质粒& 对重组质粒用 B%AB# 引物进行

B3*鉴定& 重组质粒 R2Y.BE+%E4B< 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 #<$ 和 #C$ KF处的

吸光度"并根据以下方法计算重组质粒的 ?+,

拷贝数&

分子拷贝数 #个AF-$ i?+,质量浓度A

?+,分子量"其中!?+,质量浓度 i#<$ KF吸

光度 a稀释倍数 a<7$# a%$

#!

%?+,分子量 i

?+,碱基数a!#=7"&

&'=(灵敏度试验与标准曲线

将重组质粒进行 %$倍梯度稀释"以 % a%$

<

'% a

%$

"

'% a%$

=

'% a%$

!

'% a%$

#

'% a%$

%

N5RGPHA

!

-作

为标准品模板"建立标准曲线& 按照 G0NQGRS(KP

0SPR *DEB3*cGSg5QBQ5TPH说明书"分别取不同

%&&
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稀释梯度的重组质粒 $7"

!

-"依次加入 #$ RF56

引 物 Y3*4E%$=.AY3*4E%$= RQ5TPAY3*4E

%$=*"# a*DEB3**P9NSG5K 8G[ g5QRQ5TPH%#7"

!

-"G0NQGRSQP̂PQHPSQ9KHNQGRS9HPg5Q5KPEHSPR *DE

B3*$7"

!

-"补水至 #"

!

-"将上述反应体系混匀

后进行B3*扩增"反应参数!N?+,合成 "$ _ %$

FGK%灭活G0NQGRS逆转录酶 >" _ " FGK%>" _ %$

H"<= _ %" H"@# _ #$ H"共 =$ 个循环每个稀释度

设 ! 个重复&

&'>(特异性试验

分别提取草鱼呼肠孤病毒#Y3*4E%$=$'鲤

鱼春季病毒血症病毒#0434$'传染性造血器官

坏死症病毒#/1+4$的核酸"以其为模板#每体系

$7"

!

-$"用建立的 Y3*4QP96ESGFPB3*方法进

行特异性检测& 同时设阴性对照&

&'S(数据分析

荧光定量 B3*反应过程中仪器自动收集荧

光信 号& 反 应 结 束 后" 利 用 0?0# HPfIPKNP

XPSPNSG5K H:HSPF$#7% 软件进行数据分析"查看扩

增曲线'&

S

值等"根据标准模板拷贝数与 &

S

值的

相关性"计算得到标准曲线"用于未知样品的定量

分析&

#&结果

*'&(?I)ii0> 蛋白编码基因的)+L0I)扩增

将通过 *DEB3*反应扩增的 Y3*44B< 蛋

白编码基因克隆到质粒 R2Y.BE+% 中"构建重组

质粒 R2Y.BE+%E4B<& 重组质粒的 B3*检测结

果显示"*DEB3*扩增产物的大小为 % #"$ TR"

与预期大小一致#图 %$"这表明 Y3*44B< 蛋

白编码基因片段已正确插入载体 R2Y.BE+% 中&

测序结果进一步证实"扩增得到的 Y3*44B<

蛋白编码基因与 YPKPT9KO 公布的参考序列

一致&

*'*(灵敏度试验与标准曲线

图 # 为不同稀释度的 R2Y.BE+%E4B< 重组

质粒荧光定量 B3*扩增反应图& 从图中可以看

出"质粒浓度范围为 % a%$

%

\% a%$

<个拷贝时"

< 个数量级的荧光定量 B3*反应均有*0+型扩

增曲线"且指数增长期的曲线平行"B3*反应的

扩增效率相近"检测灵敏度为 % a%$

%个病毒核

酸分子拷贝数& 利用统计软件 0D,D/0D/3,

<7$"对实验中的 &

S

值进行统计分析& 分析结果

表明"< 个不同稀释梯度标准质粒 ?+,的 &

S

值

变异系数#34$在 $7#V \$7>%V#表 %$"相同

稀释度标准质粒 &

S

值之间差异均不显著#>n

$7$"$&

图 &(HV?B0L$&Li0> 重组质粒

0I)扩增检测结果电泳图

87标准 ?+,?-#$$$% %7引物 B%AB# 扩增产物% #7阴性

对照&

B2C'&(U74892G2".92E8EGHV?B0L$&Li0>

14"E3/28.89HD.5327/; 0I)

87?+,89QOPQ?-#$$$% %7B3*RQ5XINShGSU RQGFPQHB%AB#

#% #"$ TR$% #7+PL9SĜPN5KSQ567

图 *(HV?B0L$&Li0> 重组质粒荧光

定量0I)反应扩增图

% \<7质粒拷贝数分别为 % a%$

<

"% a6$

"

"% a%$

=

"% a%$

!

"% a

%$

#

"% a%$

%

&

B2C'*(%3HD2G2".92E8HDE9EG14.DL92340I).55.; GE1

9:47494"92E8EGHV?B0L$&Li0> 14"E3/28.89HD.5327

B65S% S5 < QPRQPHPKSR2Y.BE+%E4B< QPN5FTGK9KSR69HFGX

Q9KLGKL gQ5F% a%$

<

S5 % a%$

%

N5RGPH"QPHRPNSĜP6:7

&&根据质粒拷贝数与 &

S

值的相关性"由 0?0

#7% 软件得到标准曲线#图 !$& 横坐标代表质粒

模板拷贝数#<$"纵坐标为&

S

值"拷贝数#<$与&

S

的关系为 &

S

i;!7!@!6LJb!=7$"%%相关系数

#

#

i$7>>C $>&

#&&
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表 &(以HV?B0L$&Li0> 重组质粒为标准模板的荧光定量0I)重复试验

+./'&()4H1E76"2/2D29; EGHV?B0L$&Li0> 59.87.17943HD.942814.DL92340I).55.;

&

S

g5QSUPg5665hGKL KIFTPQ5gGKRISN5RGPH

%$

<

%$

"

%$

=

%$

!

%$

#

%$

%

% %!7"% %@7!> #$7"> #=7"# #@7%> !$7!=

# %!7"< %@7#= #$7"= #=7#% #@7"C !$7!#

! %!7"# %@7=% #$7"% #=7$> #@7#< !$7"<

J

/

t0?

%!7"!$ $ t$7$#< = %@7!=< < t$7$># > #$7"C$ $ t$7$>< = #=7#@! ! t$7##% C #@7!=! ! t$7#$@ > !$7=$< < t$7%!! %

34V $7#$V $7"=V $7=@V $7>%V $7@<V $7=!V

图 -(?I)i荧光定量0I)检测标准曲线

B2C'-(O9.87.17HDE9GE1F6.892G2".92E8EG

?I)i2814.DL92340I).55.;

*'-(特异性试验

以草鱼呼肠孤病毒#Y3*4E%$=$'鲤春病毒血

症病毒#0434$'传染性造血器官坏死症病毒

#/1+4$的总*+,为模板"进行 QP96ESGFPB3*特

异性检测"结果表明"Y3*4总*+,模板有典型扩

增曲线"荧光信号值高#图 =$"检测结果为阳性"&

S

值为 %!7">"根据标准曲线计算出样品中病毒核酸

量约为 %7%< a%$

<

N5RGPHA

!

-*+,& 该样品的对照

组0434'/1+4和空白对照无特异性扩增信号&

图 <(感染?I)i的检测样品的实时

定量)+L0I)扩增曲线

%7检测样品% #7阈值线% !70434% =7/1+4% "7空白对照&

B2C'<(%3HD2G2".92E8HDE9EG14.DL9234

)+L0I)5.3HD45N29:?I)i

%709FR6PH% #7SUQPHU56X% !70434% =7/1+4% "7̀69KO7

!&讨论

草鱼出血病的快速准确诊断以及病毒病原的

定量检测对于疫病的预警预报与防控技术研究十

分重要& 目前"建立的草鱼出血病诊断与呼肠孤

病毒检测的方法多为免疫学检测方法和 *DEB3*

检测方法(" ;C)

"缺乏可对草鱼出血病呼肠孤病毒

进行快速'准确'定性定量分析的检测方法& 本项

研究建立的 !$%89K 实时荧光定量 B3*方法"<

个数量级 Y3*4扩增模板#% a%$

%

\% a%$

<个拷

贝$的荧光定量 B3*反应均有*0+型扩增曲线"

反映出B3*扩增反应的指数增长期"线性增长期

和平台期 ! 个阶段"且指数增长期的曲线平行"

B3*反应的扩增效率相近"不同稀释度之间的 &

S

值相差均匀"符合定量 B3*的 &

S

值与起始拷贝

数之间严格的线性关系"表明检测反应的灵敏度

高可达 %$ 个拷贝"高于逆转录聚合酶链反应最低

检测量 $7% RL病毒核酸(C)

特异性是荧光定量 B3*检测技术的重要指

标之一& 为了验证本研究建立的 !$%89K 荧光定

量B3*技术检测草鱼呼肠孤病毒#Y3*4$的特

异性"本研究选择了鲤春病毒血症病毒#0434$'

鲑鳟传染性造血器官坏死症病毒#/1+4$的*+,

病毒作为对照& 检测结果表明"仅 Y3*4病毒核

酸有典型扩增曲线"而 0434病毒'/B+4病毒没

有扩增线"与阴性对照的结果一致"表明所建立的

方法具有特异性&

Y3*4E4B< 蛋白是草鱼呼肠孤病毒的核衣

壳蛋白(%=)

"该蛋白与哺乳动物的 0# 蛋白有密切

的联系(%")

& 通过对草鱼呼肠孤病毒的病毒粒子

进行三维结构重建'衣壳蛋白结构及特性研究后

发现"其4B< 蛋白与哺乳动物正呼肠孤病毒
1

#

蛋白相似"均在内核和外壳的连接中起着重要作

用(%< ;%@)

& 应用本研究建立的 !$%89K 荧光定量

B3*检测方法检测"可对不同来源的草鱼呼肠孤

病毒毒株进行分子流行病学研究和 4B< 蛋白编

码基因的功能研究"这对于草鱼出血病的早期诊

&&&
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断'病毒定量检测'致病机理研究以及防控技术研

究等有重要意义&
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