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%弹状病毒 $% F̂%5

实时荧光定量 'G;检测方法的建立及应用

刘5春!5曾伟伟!5王5庆!5李凯彬!5王5芳!5常藕琴!5梁慧丽!5吴淑勤"

#中国水产科学研究院珠江水产研究所"农业部渔药创制重点实验室"

广东省水产动物免疫技术重点实验室"广东 广州5813/03$

摘要! 为了建立一种能在临床上快速"准确检测杂交鳢弹状病毒$+*+$.%的 K2UN23 实时荧

光定量 6-$方法!利用 6-$技术扩增 +*+$.7-1239 F蛋白的全长序列!构建重组质粒!作为

荧光定量 6-$的标准品!根据 +*+$.7-1239 F蛋白的保守序列!设计合成了一对能特异性

扩增 14/ MJ 片段的引物和 K2UN23 探针!以标准品为模板建立 +*+$.的 K2UN23 实时荧光

定量 6-$检测方法!并对该方法的灵敏度"可重复性和特异性进行评价# 结果显示'建立的荧

光定量 6-$检测方法标准曲线有较好的线性关系!相关系数$A

2

%为 31:::!斜率为 6/12:3&

荧光定量 6-$最低可以检测到 13 个病毒核酸分子拷贝!而传统 6-$方法最低可检测到 1 A

13

/个拷贝&/0 个平行样品重复性实验组内变异系数为 3104L&对其他 7 种水产养殖常见病毒

均无扩增反应# 应用该方法对采集的 21 份患病鳢样品进行检测!其中 10 份为阳性!与细胞分

离和电镜观察结果相同&以传统 6-$方法检测同样的样品!仅 1/ 份为阳性# 本研究建立的

K2UN23 实时荧光定量 6-$方法灵敏度高"特异性强!能较好的用于临床 +*+$.的检测!对

病毒病原定量检测与杂交鳢弹状病毒病的快速诊断具有重要意义#

关键词! 杂交鳢& 弹状病毒& F蛋白& K2UN23 IC207H=<C6-$& 检测方法
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55杂交鳢##7/::/ 4/5=0/%/

'

A#8/3.=;

&

$

是以 斑 鳢 # #7/::/ 4/5=0/%/ $ 为 母 本" 乌 鳢

##7/::/ /3.=;$为父本"通过杂交获得的子一代"

杂交鳢综合了亲本的优点"在实际生产过程中具

有生长速度快)抗逆性强)成活率高)耐运输)易驯

食人工配合饲料等优点
'1 6/(

& 由于杂交鳢的养殖

经济效益明显"近年在全国范围内养殖规模不断

扩大"已逐步替代乌鳢)斑鳢等鳢科鱼类成为主要

的养殖品种
'4 68(

& 自然条件下"鳢科鱼类抗病能

力极强"极少发病"但是近几年随着国内鳢科鱼类

养殖业的发展"养殖密度不断增加"养殖水体水质

也越来越差"不断有关于鳢科鱼类患病的报道"主

要为诺卡氏菌
'7 60(

)舒伯特气单胞菌 #&-3141:/;

;57=2-3%99$

': 611(

等引起的细菌性疾病& 2312 年 9

月以来"广东省的广州)佛山)中山)清远等多个地

方养殖场暴发杂交鳢大规模死亡的流行性疾病"

造成巨大的经济损失& 本研究室从细菌学和病毒

学 2 方面对患病鱼进行分析"确认引起养殖鱼暴

发性死亡的疾病为弹状病毒病"其病原为杂交鳢

弹 状 病 毒 # @PMI=D O32GC@C2D I@2MD/V=IBO"

+*+$.$

'12(

&

弹状病毒为线性负链单链 $%&病毒"病毒粒

子大小为#133 =4/3$ 3<A#48 =133$ 3<"形态似

棒状或子弹状"通常具有 8 种主要结构蛋白 #'"

F"%"6"N$& 弹状病毒科包括 198 种以上的成

员"可感染脊椎动物)无脊椎动物及植物
'1/(

& 鱼

类弹状病毒因感染宿主广)毒株种类多)毒力强"

严重危害各种淡水和海水鱼& 迄今报道感染鱼类
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的弹状病毒已有 23 多种"其中危害较大的有鲤春

病毒血症病毒#*.-.$)病毒性出血性败血症病

毒#.+*.$)传染性造血器官坏死病毒#)+%.$)

牙鲆弹状病毒 #+$.$和鳜鱼弹状病毒 #*-$.$

等
'14 610(

& 弹状病毒科分为 7 个属"即水泡性病毒

属#Q-;95=01?93=;$)狂犬病毒属#+$;;/?93=;$)短暂

热病毒属 # F67-4-31?93=;$) 诺拉弹状病毒属

# !1?937/2@1?93=;$) 质 型 弹 状 病 毒 属

# #$%137/2@1?93=;$ 和 细 胞 核 弹 状 病 毒 属

#!=50-137/2@1?93=;$

'1:(

& 早在 23 世纪 03):3 年

代"东南亚一带研究者就从野生和养殖鳢科鱼类

体表溃疡病综合征#CJ=A//H=EB0ECI2H=VCOP3DI/<C"

,#*$中分离到乌鳢弹状病毒#*+$.$"并先后完

成了其病原学特性研究和基因组序列分析
'23 622(

"

国内还没有该病毒感染病例的相关报道& *+$.

全基因序列与本研究中的 +*+$.同源性为

481/L"亲缘关系较远"分类地位上*+$.属于诺

拉弹状病毒属"+*+$.则属于水泡性病毒属&

研究发现引起广东省杂交鳢死亡的 +*+$.主要

流行株为 -1239 株"该毒株能在多种鱼类细胞中

复制"人工感染杂交鳢死亡率高达 :3L

'12(

& 为

了及早发现养殖鱼类是否被 +*+$.感染"有必

要建立一种快速)准确)灵敏的检测方法& F蛋

白是弹状病毒中唯一糖基化的结构蛋白"其所

有糖基化位点都位于膜外区"蛋白在病毒表面

呈三聚体突起"是病毒与宿主细胞结合的配体"

介导病毒的内吞作用并与毒力密切相关
'2/ 624(

"

F蛋白还是弹状病毒的主要保护性抗原"能刺

激机体产生中和抗体"帮助机体抵抗病毒的感

染
'28(

& 本研究根据 +*+$.7-1239 F蛋白基因

保守序列设计引物和探针"建立 K2UN23 实时荧

光定量 6-$检测方法"旨在为 +*+$.定性和

定量检测)致病机理研究和杂交鳢病毒病的防

控提供技术手段&

15材料与方法

!"!#细胞与病毒

鲤鱼 上 皮 细 胞 系 # CJ=H@C0=/<2J2JB0/OB<

EPJI=3=D",6-$ 购自武汉大学细胞典藏中心%

+*+$.7-1239)*-$.)*.-.)草鱼呼肠孤病毒

#F-$.$)大口黑鲈虹彩病毒#'N:.$)锦鲤疱疹

病毒#Y+.$)尖塘鳢虹彩病毒 #N*F).$))+%.

均由本实验室分离保存&

!"8#主要试剂

大肠杆菌 4+8

-

由本室保存%&?2I/OCFC0

4%&6BI=Q=E2H=/3 Y=H.CI1213)6I=<C*EI=JH

KN

$K

IC2?C3HY=H#K2Y2$2$试剂盒)4%&'/I 酶)D%K6)

限制性内切酶)JN4107K载体)K4 连接酶)4%&

分子 N2IGCI)6IC<=X ,X '/I

KN

#6I/MCU6-$$购自

宝生物工程#大连$有限公司%602O<=D N=3=Y=H)

购自 "<C?2公司%N1:: 培养基)犊牛血清)胰酶

为 F=ME/ 公司产品%KI=A/0$C2?C3H购于 )3V=HI/?C3

公司%其他试剂均为国产分析纯&

!"9#引物设计

根据 FC3:23G 中 +*+$.F蛋白基因序列

#Y-81:/24$"应用 6I=<CI8 软件设计特异性引物

和探针"第一对引物#61)62$扩增 +*+$.F蛋

白全长序列"扩增产物长度为 1 873 MJ"用于构建

重组质粒"为制作标准曲线提供模板%第二对引物

# +*+$.72() +*+$.72$$ 和 探 针 # +*+$.72

JI/MC$用于荧光定量 6-$扩增"扩增产物长度为

14/ MJ& 引物和探针由广州吉格生物科技有限公

司合成& 引物和探针序列为!

61! 8T7-F-FF&K--&K-&KF&&&K-&&K-&7

KKF-&-K7/T

62! 8T7-&K-KF-&F&&KKF&K&-KF-KF-&7

&&FFF7/T

+*+$.72(!8T7-&--&FK-&K&K-&&K--7/T

+*+$.72$!8T7-FF&-KK&&&--K-&KK-7/T

+*+$.72 JI/MC!8T7&--K-K--F-&-&KKF&7

-&K-K7/T

!":#标准品模板制备

用 +*+$.感染 ,6-"待细胞出现病变后收

集细胞病毒材料"按 KI=A/0$C2?C3H说明书提取病

毒总 $%&"经 4%2OC)$%2OC7QICC#(CI<C3H2O$处

理后"分别测量 $%&样品在 273 和 203 3<波长

下的吸光度值"计算 $%&样品的浓度和纯度&

利用 6I=<C*EI=JH

KN

$KIC2?C3HY=H#K2Y2$2$试剂

盒进行反转录得到 E4%&& 以获得的 E4%&为模

板"61)62 为引物进行 6-$扩增& 反应参数为

:4 R预变性 / <=3":4 R /3 O"88 R /3 O"92 R

:3 O"共 /3 个循环"最后 92 R延伸 13 <=3& 同时

设立无模板的阴性对照& 反应产物用 1L 琼脂糖

凝胶电泳检测& 扩增产物经胶回收纯化后与

JN4710K载体#K2Y2$2$连接"转化到大肠杆菌

4+8

-

中"6-$检测阳性克隆后送生工生物工程

841
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#上海$有限公司测序& 测序正确的重组质粒经

测定在 273 和 203 3<处的吸光度后"根据以下方

法计算重组质粒的 4%&拷贝数&

分子拷贝数 #个5

"

'$ ? 7132 A13

2/

#个5

</0$ A质粒浓度 # ?5

"

'$ 5质粒分子量 # ?5</0$"

用 ,&*84=0BH=/3#Q/I$C20K=<C6-$$对标准品

进行 13 倍比稀释"用于构建标准曲线&

!">#荧光定量 'G;的建立和条件优化

采用 K2UN23 探针技术" 参照 6IC<=X ,X

'/I

KN

#6I/MCU6-$$说明书"将上)下游引物)探

针)6IC<=X #K2Y2$2$,X '/I

KN

和 $"S $CQCIC3EC

4PC

&

#83 A$加入到反应体系中"用 9833 型荧光

定量6-$仪#美国&:)公司$进行6-$扩增& 对

各组分浓度和反应程序进行优化"对引物和探针

浓度进行筛选"以获得最低的 #

H

值和最高的荧光

强度增加值标准& 选用 312)314)317)310

"

</05'

的引物浓度和 3137)3112)3124)3140

"

</05'的

探针浓度"筛选引物和探针的最佳浓度& 分别选

取 8/)88)89 和 8: R为退火温度"筛选最佳退火

温度&

!"B#标准曲线建立

将重组质粒进行 13 倍梯度稀释"使其浓度依

次为 1 A13

0

=1 A13

2

个5

"

'作为标准品模板"每

个稀释度设 / 个平行& 在优化的反应体系和条件

下进行实时荧光定量 6-$扩增"反应结束后绘制

标准曲线&

!"S#荧光定量 'G;的敏感性"重复性和特异性

检测

将重组质粒进行 13 倍梯度稀释"使其浓度

依次为 1 A13

7

=1 A13

3

个5

"

'作为标准品模

板"以灭菌的 DD+

2

"代替模板作为阴性对照"用

优化的反应体系和条件进行荧光定量 6-$反

应"根据样品拷贝数与 #

H

值之间的线性关系和

相关 系 数 确 定 最 小 检 测 量& 同 时 用 引 物

+*+$.72()+*+$.72$进行普通 6-$反应"计

算出 2 种方法所能检测出的最低模板浓度"比较

2 种方法的敏感性&

对同一样品在 1 次实验中重复 /0 次进行实

时荧光定量 6-$检测"通过组内的 #

H

值变异系

数来初步评估该方法的重复性&

采 用 KI=A/0$C2?C3H分 别 提 取 F-$.)

'N:.)Y+.)N*F).))+%.)+*+$.的总 $%&"

分别用 6I=<C*EI=JH

KN

$KIC2?C3HY=H#K2Y2$2$试

剂盒进行反转录获得 E4%&& 以获得的 E4%&为

模板"用建立的 +*+$.实时荧光定量 6-$方法

进行特异性扩增"同时设灭菌的 DD+

2

"为阴性

对照&

!"K#荧光定量 'G;检测方法的应用

利用建立的 +*+$.实时荧光定量 6-$方

法对本实验室采集并保存的 21 份杂交鳢病毒病

疑似样品进行检测& 同时用传统的 6-$检测方

法作为对比"并辅以细胞培养和电镜观察进行

验证&

25结果与分析

8"!#L@L;A ?蛋白编码基因的 'G;扩增和

克隆

病毒核酸反转录后采用引物 61)62 进行

6-$扩增"获得 1 833 MJ 左右的片段"该片段克

隆到载体 JN4107K后"经测序证实与预期插入片

段相同& 重组质粒提取后经分光光度计测定浓度

为 108

"

?5<'"&2735&203 值为 11:1&

8"8#实时荧光定量 'G;的建立和条件优化

重组质粒采用荧光定量 6-$引物 +*+$.7

2()+*+$.72$进行普通 6-$扩增后"产物经琼脂

糖凝胶电泳分析"在 183 MJ 左右有一条特异性条

带"与预期片段长度#14/ MJ$基本一致"表明该引

物可用于荧光定量 6-$反应& 经过荧光定量 6-$

反应条件的优化"最终确定反应体系为!6IC<=X ,X

'/I

KN

13

"

'"$"S$CQCIC3EC4PC

&

#83 A$314

"

'"

6-$ (/I>2ID 6I=<CI和 6-$ $CVCIOC6I=<CI各

314

"

'#终浓度均为 31/

"

</05'$"探针 +*+$.72

JI/MC310

"

'#终浓度为 3124

"

</05'$"4%&模

板 1

"

'"DD+

2

"9

"

'"总体系为 23

"

'& 三步法

6-$扩增程序!第一步":4 R 2 <=3%第二步"8 个

循环":4 R 18 O"88 R 18 O"92 R 23 O%第三步"

43 个循环":4 R 8 O"88 R /8 O#收集 (&N 荧光

信号$&

8"9#标准曲线图的建立

以 13 倍梯度稀释重组质粒后选取 13

0

=13

2

个稀释度进行荧光定量 6-$扩增"获得扩增曲

线"以重组质粒拷贝数为 S轴)#

H

值为 8轴作

图"得到一条标准曲线#T?6/82:3O</012:2$"

其相关系数为 31:::"扩增效率为 :01890L"说明

实时荧光定量 6-$在 13

0

=13

2

范围内有较好的

线性关系#图 1$&

741
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图 !#L@L;A实时荧光定量 'G;检测标准曲线

P)7"!#@4%5.%(.1204/0( -̂%54)/)3%4)050/

L@L;A)5(+%2M4)*+'G;%,,%J

8":#荧光定量 'G;的灵敏度"重复性和特异性

通过对重组质粒标准品 13 倍梯度稀释后"得

到浓度依次为 1 A13

7

=1 A13

3

个5

"

'标准品样品"

对样品分别进行传统 6-$和 K2UN23 荧光定量

6-$扩增& 结果显示"传统 6-$方法最低在 1 A

13

/

处能检测到条带#图 2$%荧光定量 6-$对重组

质粒进行扩增"最低可检测 13 个病毒核酸分子拷

贝数#图 /$& 2 种方法阴性对照均检测不到&

对同一阳性样品在同一次实验间获得的 #

H

值进行统计分析"结果表明"同一次实验内的 /0

个平行样的扩增曲线在阈值线附近基本上重合

#图 4$"#

H

值读数范围为 18134 =18180"标准偏

差为 311/"变异系数为 3104L&

图 8#荧光定量特异性引物 L@L;AM8P"

L@L;AM8;'G;扩增结果

N1标准 4%&4'2333% 1 =81质粒浓度分别为 1 A13

7

=1 A

13

2 个5

"

'% 71空白对照

P)7"8#=*12)/)3%4)05(+,-240/(+%2M4)*+'G;+,,%J /0(

46+,1+3)/)3)4J 0/1()*+(,L@L;AM8P%5.L@L;AM8;

N14%&2 333 MJ <2IGCI% '23CO1 68!E/3EC3HI2H=/3 /QJ02O<=D

1 A13

7

=1 A13

2

E/JCO5

"

'% '23C7!3C?2H=VCE/3HI/0

图 9#杂交鳢弹状病毒 G!8TS 株实时定量

'G;灵敏度检测结果的扩增曲线图

1 =91质粒浓度分别为 1 A13

7

=1 A13

3 个5

"

'% 01空白对照

P)7"9#@+5,)4)N+12040/(+%2M4)*+'G;+,,%J /0(

46+.+4+34)050/L@L;AMG!8TS

60/H1 H/ 9 ICJICOC3HICE/<M=323HJ02O<=D I23?=3? QI/<1 A13

7

H/

1 A13

3

E/J=CO5

"

'"ICOJCEH=VC0P% 013C?2H=VCE/3HI/0

图 :#杂交鳢弹状病毒 G!8TS 株实时定量

'G;9K 次重复实验结果的扩增曲线图

P)7":#$6)(4JM+)764(+1+4)4)05,0/(+%2M4)*+'G;+,,%J /0(

46+.+4+34)050/L@L;AMG!8TS

55以重组质粒)*-$.)*.-.)+*+$.7-1239)

F-$.)'N:.)Y+.)N*F).))+%.总 $%&反

转录 E4%&为模板"进行实时荧光定量 6-$特异

性检测"结果表明"重组质粒)+*+$.7-1239 样品

和 *-$.有典型扩增曲线"荧光信号值高"检测结

果为阳性"而其余病毒和阴性对照无扩增曲线

#图 8$"未发生扩增反应&

8">#荧光定量 'G;检测方法的应用

从 2312 年 9 月*231/ 年 7 月在广东省各地

采集的 21 份病鱼样品"同时采用建立的荧光定量

6-$检测方法和传统 6-$方法进行检测& 结果
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显示"传统 6-$方法检测到 1/ 份阳性样品"阳性

检出率为 711:L%荧光定量 6-$方法检测到 10

份阳性样品"阳性检出率为 0819L#表 1$& 对所

有样品进行了细胞分离和电镜观察"确认的阳性

样品与荧光定量 6-$方法检测到的阳性样品

相同&

图 >#杂交鳢弹状病毒 G!8TS 株实时定量

'G;特异性检测结果的扩增曲线图

11重组质粒% 21*-$.% /1+*+$.7-1239 株% 41F-$.)

*.-.)'N:.)Y+.)N*F).))+%.和空白对照

P)7">#@1+3)/)3)4J 12040/(+%2M4)*+'G;+,,%J /0(

46+.+4+34)050/L@L;AMG!8TS

11ICE/<M=323HJ02O<=D% 21*-$.% /1+*+$.7-1239 OHI2=3% 41

OHI2=3O>=H@ 3/ J/O=H=VCO=?320=3E0BD=3? F-$."*.-."'N:."

Y+."N*F).")+%.23D 3C?2H=VCE/3HI/0

表 !#用荧光定量 'G;和传统 'G;

检测临床疑似病样结果

$%&"!#;+,-24,0/.+4+34)05&J $% F̂%5(+%2M4)*+

/2-0(+,3+53+ -̂%54)4%4)N+'G;*+460.%5.305N+54)05%2

'G;/0(,-,1+34+.6J&().,5%]+6+%.(6%&.0N)(-,

样品来源

O2<J0C

O/BIEC

数量

2</B3H

阳性样品数量

2</B3H/QJ/O=H=VCO2<J0C

传统 6-$

E/3VC3H=/320

6-$

K2UN23

荧光定量 6-$

(;6-$

佛山顺德 *@B3DC 9 4 9

佛山南海 %23@2= 8 / 8

中山 9@/3?O@23 4 / /

广州 FB23?A@/B 8 / /

/5讨论

杂交鳢弹状病毒病是近年新发的流行性疾病"

该病发病迅速)死亡率高"给鳢科鱼类养殖业造成

了重大的经济损失"目前还没有该病的致病机理和

流行病学研究相关的报道& 由于发病初期鱼体没

有明显的表观症状"快速准确地诊断以及病毒病原

的定量检测对于该病的预警与防控技术研究十分

重要& 目前"传统病毒病诊断需进行病毒分离"细

胞转染)电镜观察以及普通 6-$检测等方法"缺乏

可对病毒进行快速)准确)定量分析的检测预警方

法& 荧光定量 6-$方法具有操作简单)快速"不易

出现假阳性"随时对扩增产物进行精确定量分析等

优点
'27(

"正逐渐应用于病原微生物的检测与研究

中& 本研究建立的+*+$.荧光定量6-$方法"最

低可检测到 13 个拷贝"比普通 6-$方法灵敏 133

倍"易于在疾病发生的早期发现病毒感染"及时做

出预警预测"为该病的防控赢取时间&

研究发现"不同弹状病毒 F蛋白间的同源性

相差较大
'29(

"因而根据 F蛋白基因设计病毒的检

测引物具有一定的优势& 本研究根据 +*+$.的

F蛋白基因序列设计特异性引物及 K2UN23 探针"

建立荧光定量 6-$检测方法"对 +*+$.和 *-$.

有典型的扩增曲线%与同属水泡病毒属的 *.-.)

弹状病毒科诺拉病毒属的 )+%.)呼肠孤病毒科的

F-$.)虹彩病毒科的 'N:.和 N*F).)疱疹病毒

科 Y+.均无交叉反应"与阴性对照结果一致"表明

所建立的方法具有特异性& 曾伟伟等
'12(

研究发现

+*+$.与 *-$.全基因和 F蛋白核苷酸序列同

源性高达 :8L和 :4L"但二者在病毒特性方面存

在差异"+*+$.是否为 *-$.的变异株"还是一株

新的鱼类弹状病毒还有待进一步验证& 所以本实

验所建立的方法也可以用于 *-$.的检测& 几种

方法同时对疑似杂交鳢病毒病临床样品的检测结

果也表明"荧光定量 6-$方法阳性检出率为

0819L"比普通 6-$检测方法高 2/10L"且荧光定

量 6-$检测方法与细胞分离和电镜观察符合率为

133L"证实建立的荧光定量 6-$方法在临床检测

应用中的可靠性和敏感性均较高&

本研究建立的 K2UN23 荧光定量 6-$检测

方法"具有灵敏度高)重复性强)特异性好的特点"

能够快速)准确地对病原定量"对于杂交鳢病毒病

的早期诊断和分子流行病学研究以及防控技术研

究等具有重要意义&
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