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摘要! 针对传染性脾肾坏死病毒%I)Y,*&的 CD!997 基因!设计特异性引物及 !1LN12 探针!

建立了 I)Y,*的实时荧光定量 &%V方法" 采用 %&W法对连续 29 倍稀释的 I)Y,*培养液的

滴度进行了测定!同时采用荧光定量 &%V法测定病毒拷贝数" 结果显示!荧光定量 &%V测定

的病毒拷贝数与 %&W法测定的病毒滴度具有良好的线性关系!其线性方程为 2@29976;A

99545%D

1

@99//8 6&!其中 2为基因组拷贝数浓度的对数!;为病毒滴度 !%I.
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的对数" 研究

表明!荧光定量&%V法可替代%&W法应用于I)Y,*疫苗抗原的定量!大大缩短了疫苗制备的

时间!为疫苗生产提供了方便"

关键词! 鳜# 传染性脾肾坏死病毒# 疫苗# 滴度# 定量 &%V

中图分类号! )/43000000000000 文献标志码$#

00鳜 * E,#,&"$*' *+('4),+是中国重要的名优养

殖品种"随着养殖密度的提高"养殖病害愈发严

重"其中由传染性脾肾坏死病毒*72D:;@7<8??>G::2

12H K7H2:B 2:;A<?7?E7A8?"I)Y,*+引起的鳜虹彩

病毒病是鳜养殖的主要疫病
$2 :1%

# 根据国际病毒

分 类 委 员 会 * I2@:A21@7<21G %<==7@@:: <2

!1O<2<=B <D*7A8?:?" I%!*+ 第 八 次 报 告
$3%

"

I)Y,*是虹彩病毒科肿大细胞病毒属的代表种"

其传染力强"发病率高达 39Z"致死率高达 /9Z

以上"可以感染近 69 种淡水和海水鱼
$4%

"给鳜&加

洲鲈 * -,*$%&4"$())'1/%,7")+& 乌 鳢 * <+'##'

'$0()+&美国红鱼 * E*,'"#%&)%*"11'4()+等海淡水

鱼类养殖业造成了巨大威胁# 自 2//4 年以来"

I)Y,*给中国鳜养殖业造成的平均年经济损失

高达 1 亿元
$5%

"是制约鳜养殖业健康发展的主要

瓶颈#

免疫接种是预防传染病发生的主要手段"本

实验室建立了 I)Y,*敏感的鳜脑组织细胞系

%&5"研制出细胞培养灭活疫苗# 但是在病毒疫

苗制备过程中"一个关键步骤是测定病毒抗原含

量# 测定病毒滴度的方法有多种"如细胞病变

*%&W+法&空斑法&$.

169

法&荧光定量 &%V法等#

目前 I)Y,*病毒滴度检测方法只有 %&W法"但

是 %&W法主要依靠显微镜下观察细胞感染病毒

后的形态学上的改变作为判定病变的依据"故造

成了该法测定结果的稳定性和可重复性较差"且

耗时长"延长疫苗制备的周期# 因此"建立一种快

速&简便&准确的 I)Y,*病毒滴度检测方法成为

当务之急# 荧光定量 &%V法是通过测定病毒基

因组拷贝数较精确地反映细胞培养液中病毒数

量
$6%

# 目前"鳜传染性脾肾坏死病毒荧光定量

&%V检测方法未见报道# 传染性脾肾坏死病毒

基因组由 222 361 个碱基组成"包括 215 个预测

开放读码框 $VF* <>:2 A:1H723 DA1=:?+

$7%

"其中

$VF997 预测编码膜蛋白"可与鳜感染 I)Y,*后

的血清产生免疫印迹反应
$8%

"可能是 I)Y,*的保
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护性抗原之一# 本研究以 I)Y,* CD!997 为靶

基因"建立鳜传染性脾肾坏死病毒荧光定量 &%V

检测方法"采用该方法对不同滴度的病毒进行检

测"同时与 %&W法测定病毒滴度进行比较分析"

探讨荧光定量 &%V检测鳜传染性脾肾坏死病毒

滴度的可行性#

20材料与方法

B"B$实验材料

鳜脑组织细胞系 *%&5+由本实验室建立并

保藏)鳜传染性脾肾坏死病毒 40株 *I)Y,*"

40+由本实验室分离保存#

B"#$实验试剂

.,:1?B 5G<<H T!7??8:Y7@购于 4713:2 公

司)胶回收试剂盒&质粒提取试剂盒购于 $=:31

公司)29 ?@'A 反应缓冲液&H,!&?&@'A .,#聚

合酶&&A:=7O WO !1L

!N

购于 !1Y1V1公司)N2//

细胞培养基& 胎牛血清& 胰 酶 购于 I2E7@A<3:2

公司#

B"!$荧光定量 '&I法测定病毒滴度

引物和探针的设计与合成00根据 P:2512K

中鳜传染性脾肾坏死病毒 $VF997 基因序列*,%B

9934/4+"应用 &A7=:A599 软件设计引物和探针

I)Y,*F&[I)Y,*>A<J:[I)Y,*V&# 引物及探针

由生工生物技术*上海+有限公司合成# 序列如下!

I)Y,*F&!5 "̂%P#PP%%#%#!%%##%#!%"3^

I)Y,*V&! 5 "̂%P%%!!!##%P!PPP#!#!"

#!!P"3^

I)Y,* >A<J:!5 "̂F#N"%#%%###%!P#%%"

P%PP#%!%P!"W;G7>?:"3^

标准曲线的建立及灵敏度检测00将实验室

保 存 的 含 有 I)Y,* CD!997 基 因 的 质 粒

>;.,#997 按 29

8

&29

7

&29

6

&29

5

&29

4

&29

3

&29

1

&29

9

拷贝[

!

'梯度稀释"在荧光定量 &%V仪上 *#5I

7599+分别进行循环扩增"每个浓度做 1 个重复"

绘制标准曲线# 反应体系! &A:=7O WO !1L

!N

*1 ?+29

!

'"I)Y,*F&&I)Y,*V&*29

!

=<G['+

各 994

!

'"I)Y,* >A<J:* 29

!

=<G['+ 995

!

'"

V$U

!N

V:D:A:2;:.B:II*59 ?+ 994

!

'".,#模

板 2

!

'"去离子水 793

!

'"总体系 19

!

'# 阴性

对照组以去离子水代替待测样品# 反应条件!

/5 ] 29 ?"2 个循环)/5 ] 5 ?&69 ] 39 ?"49 个

循环"于 69 ]时采集荧光信号#

特异性和重复性实验00分别以鳜传染性脾

肾坏死病毒*I)Y,*+&锦鲤疱疹病毒 3 型*Y/*"

3+&传染性造血器官坏死病毒*I/,*+&大口黑鲈

虹彩病毒*'N5*+&淋巴囊肿病毒*'%.*+&大鲵

虹彩病毒*)!I*+组织 .,#或 ;.,#为模板"进

行 &%V扩增以检测引物的特异性# 取 I)Y,*的

.,#在 2 次实验中重复 39 次"评价该方法的重

复性#

感染细胞病毒核酸的提取00I)Y,*"40株

感染鳜脑组织细胞系*%&5+"待细胞出现病变后收

集细胞病毒材料"以 .,#酶灭活裸露的 .,#"

37 ]消化 2 -"65 ]29 =72 灭活 .,#酶# 然后取

消化后的病毒原液连续 29 倍梯度稀释至 29

:6

"取

599

!

'不同稀释度病毒液按照 4713:2 公司

.,:1?B 5G<<H T!7??8:试剂盒说明书提取病毒核

酸"最后以 299

!

'去离子水洗脱病毒核酸#

荧光定量 &%V检测病毒滴度00对'感染细

胞病毒核酸的提取(中提取的每个稀释度的病毒

核酸随机抽取 3 份"每份 1

!

'"按照'标准曲线的

建立及灵敏度检测(中的方法进行定量 &%V"每

个样品设 1 个复孔# 将样品 <

!

值与标准曲线进

行比对"所得结果即为对应病毒液中完整病毒基

因组的拷贝数#

B"E$&'P测定病毒滴度

将 I)Y,*"40病毒原液连续 29 倍梯度稀释

至 29

:6

"共获得 7 个样品"每个样品进行滴度测

定"重复 3 次# 取对数生长期 %&5细胞接种 /6

孔板*每孔 29

5

个+"5Z%$

1

&18 ]培养 26 -"细胞

贴壁并形成均匀单层# 梯度稀释 I)Y,*病毒样

品至 29

:2

>29

:29

29 个梯度"每孔加 299

!

'"每列

2 个稀释度"共 29 列# 其余 1 列加入培养液"作

空白对照# 18 ]&5Z %$

1

培养# 每天显微镜下

观察细胞病变情况# 记录每一列病变情况"连续

记录 24 H"依 Y1AJ:A法计算病毒滴度"结果以

'3!%I.
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[='表示#

10结果

#"B$定量 '&I检测方法的建立

以重组质粒制备的标准品作模板"&%V反应

绘制标准曲线*图 2+"该曲线有效范围为 8975 ?

29

2

>8975 ?29

8

拷贝[

!

'# 每个梯度扩增曲线的

指数期明显"重复性较好"标准曲线的斜率为

:39324"相关系数为 99///"相关性较好# 质粒

4752
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/ 期 付小哲"等!基于荧光定量 &%V的鳜传染性脾肾坏死病毒滴度检测方法 00

拷贝数 * F+ 与 <

!

值之间的线性方程! <

!

@

:39324 G3 FA42948# 敏感性结果显示"本方法

对重组质粒进行扩增最低可检测到 29 个病毒核

酸分子拷贝数"检测方法非常灵敏# 特异性结果

显示只有 I)Y,*基因组模板有典型扩增*图 1+"

说明本方法的引物特异# 重复性结果显示同一次

实验内 39 个平行样的扩增曲线在阈值线附近基

本重合*图 3+"说明该方法重复性好"可进行稳

定&可靠的检测#

图 B$Q)>DR荧光定量 '&I标准曲线

G4<"B$)9:.A:8A2;/95/8F7:.94543:94/./5Q)>DR4.

8-:;0946-'&I:11:?

图 #$Q)>DR荧光定量 '&I特异性实验扩增曲线

29鳜传染性脾肾坏死病毒) 19锦鲤疱疹病毒 3 型) 39传染性

造血器官坏死病毒) 49大口黑鲈虹彩病毒) 59淋巴囊肿病毒)

69大鲵虹彩病毒

G4<"#$%62;4543:94/.378H-/512-3454349? -S2-846-.9/5

8-:;0946-'&I5/8Q)>DR

29I)Y,*) 19Y/*"3) 39I/,*) 49'N5*) 59'%.*) 69)!I*

图 !$Q)>DR荧光定量 '&I!M 次重复性实验扩增曲线

G4<"!$%62;4543:94/.378H-/5!M 8-2-:9-S2-846-.91/5

8-:;0946-'&I5/8Q)>DR

#"#$定量 '&I法检测不同滴度病毒含量

病毒原液梯度稀释后"提取处理样品中的病

毒 .,#"经实时定量 &%V确定病毒 .,#的浓

度"结果如图 4 所示"随稀释倍数的增加"病毒核

酸 .,#拷贝数逐渐降低"29

9

&29

:2

&29

:1

&29

:3

&

29

:4

&29

:5

&29

:6

病毒液的拷贝数依次为 2981 ?

29

8

&2981 ?29

7

&2986 ?29

6

&2987 ?29

5

&/989 ?

29

3

&898/ ?29

1

和 6988 ?29 拷贝[='#

图 E$Q)>DR病毒含量与荧光定量 '&I检测

4

+

值之间的关系

G4<"E$+,-8-;:94H-8-;:94/.1,42=-9@--.Q)>DRCD%

3/.3-.98:94/.:.A4

+

H:;7-/58-:;0946-'&I

#"!$&'P法测得病毒滴度

结合前期接毒实验结果"通过观察细胞形态

变化"取第 24 天记录结果确定病毒滴度# 依

Y1AJ:A法 计 算 得 29

9

& 29

:2

& 29

:1

& 29

:3

& 29

:4

&

29

:5

&29

:6

病毒液的滴度分别为 29

7915

& 29

6915

&

29

5915

&29

4915

&29

3915

&29

1915

&29

2915

#

#"E$# 种方法测得病毒滴度的比较

将 I)Y,*不同稀释度的病毒滴度对数与病

毒拷贝数对数进行线性相关回归分析"由图 5 可

5752
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见"定量 &%V测得的病毒拷贝数的对数与 %&W

法测得的病毒滴度 !%I.

59

的对数呈显著的线性

回归关系"病毒拷贝数对数 *2+与病毒滴度对数

*;+线性回归方程为!2@29976;A99545"相关系

数为99//8 6"说明两者间存在较好的相关性#

图 T$&'P法检测 Q)>DR滴度与荧光定量 '&I法

测得基因组拷贝数之间线性关系

G4<"T$+,-8-;:94H-8-;:94/.1,42=-9@--.Q)>DR949-8=?

&'P:.AH48:;CD%3/.3-.98:94/.=? 8-:;0946-'&I

30讨论

近年来"随着人们对虹彩病毒对水产养殖业

危害认识的加深"已建立了多种虹彩病毒定量

&%V方法"包括淋巴囊肿病毒
$/%

&蛙虹彩病毒
$29%

&

真鲷虹彩病毒
$22%

&大鲵虹彩病毒
$21%

&大口黑鲈虹

彩病毒
$23%

&大黄鱼虹彩病毒
$24%

等"但至今尚未建

立鳜虹彩病毒定量 &%V检测方法# 本研究针对

鳜传染性脾肾坏死病毒建立了 !1LN12 荧光定量

&%V检测方法"该方法最低可检测到 29 个病毒核

酸分子拷贝数# 通过对淋巴囊肿病毒&大口黑鲈

虹彩病毒等多种病毒进行特异性检测"基因组

.,#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# 重复性实验显示"本

方法重复性好"可进行稳定&可靠的检测# 同时采

用该方法对梯度稀释的 I)Y,*进行定量检测"测

定的病毒拷贝数与 %&W方法检测的病毒滴度有

较好的相关性#

研究发现"&%V扩增产物的量与被测样品中

原始靶基因的含量有很好的对应关系"因而可以

通过对扩增产物的含量分析来反映被测病毒的实

际含量
$25%

# 荧光定量 &%V检测病毒滴度已在多

种病毒研究中应用"如腺病毒
$26%

"慢病毒
$27%

"杆

状病毒
$28%

等# 本研究针对鳜传染性脾肾坏死病

毒建立了实时定量 &%V检测病毒滴度的方法"由

于荧光定量 &%V法是通过荧光定量的方法对模

板拷贝数进行精确的定量"为了避免未包装病毒

.,#的影响"本研究在提取病毒核酸之前先对病

毒进行了灭活 .,#的处理"除去了裸露的 .,#"

以保证所测得的病毒核酸拷贝数能较精确地反映

病毒保存液中的完整病毒颗粒数# %&W法测定

的病毒滴度为感染性滴度"本研究对 %&W法及定

量 &%V法检测 I)Y,*滴度的相关性进行了线性

回归分析"相关系数为 99//86"说明两者间存在

较好的相关性"可以通过分析病毒拷贝数确定病

毒的感染滴度# 另外"在耗费时间方面"定量

&%V方法在实际应用中"每个样品从提取到检测

大概需要 4 -"而 %&W法则需要 29 >24 H"相对于

%&W法"定量 &%V大大节省了时间# 在成本方

面"定量 &%V的成本相对较高"大概是 %&W法的

29 倍# 但是病毒经反复冻融&自身半衰期等诸多

因素的影响"其感染性病毒数要低于总病毒颗粒

数"因此"综合考虑各因素"荧光定量 &%V法检测

I)Y,*疫苗滴度更实用可靠#

总之"本研究建立了鳜传染性脾肾坏死病毒

!1LN12 荧光定量 &%V检测方法"并与细胞病变

法测定病毒滴度进行比较"显示 L&%V测定的病

毒拷贝数与 %&W法检测病毒滴度具有良好的线

性关系"说明建立的荧光定量 &%V法可代替细胞

病变法应用于 I)Y,*疫苗抗原的定量检测# 同

时本研究涉及的靶标基因为 I)Y,*的 $VF997

基因"该基因编码蛋白可与鳜感染 I)Y,*后的血

清产生免疫反应"推测可能是 I)Y,*的保护性抗

原# 本 研 究 建 立 的 定 量 &%V 方 法" 为 研 究

$VF997 核酸疫苗在体内的组织分布&持续存在

时间提供方法#
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