
第 30 卷 第 5 期

1 9 9 9 年 9 月

海 洋 与 湖 沼
O( !E A N O LO G IA E T LIM N O LO G IA S IN IC A

V o l
.

30

Se P
. ,

N c
.

5

19 9 9

核酸斑点杂交分析法检测对虾皮下及

造血组织坏死杆状病毒 (H H N B V )
*

史成银 宋晓玲 黄 捷 杨丛海
(中国水产科学研究院黄海水产研究所 农 业部海水增养殖病害与生态重点开放实验室 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 于 1 99 5 年 7 月在青岛市城阳对虾养殖场采集患暴发性流行病的中国对虾样品
,

提纯

H H N B V 并研制了一组地高辛标记的 H H N B V 核酸探针
。

采用核酸斑点杂交方法研究了此组

核酸探针的灵敏度和特异性
。

结果表明
,

此组探针检测 H LIN Bv D N A 的灵敏度为 62
.

5Pg
,

对

46 9ng 病虾胃中的病毒可以检出
;
此组探针与 3

.

7 5件g健康对虾组织和 Zng 健康对虾 D N A 均无

交叉反应
。

19 97 年
,

应用此组特异性核酸探针检测了发病虾池对虾及 紧急抢捕虾
,

检测结果

显示为强烈的 H H N B V 阳性
,

表明此组核酸探针在对虾杆状病毒的检测
、

对虾暴发性流行病的

诊断和抗特种病原对虾育种等方面具有很高的应用价值
。
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学科分类号 0 789

从 199 3 年开始的对虾病毒性暴发病是危害对虾养殖的最严重的病害
,

其病原已查明

是皮下及 造血组织坏死杆状病毒 (Hy p o d e
rm al a n d 氏m a to p o ie ti e

阮
c ro sis B ac u lo v iru s ,

H H N B v )( 黄佬等
,

1 9 9 5a )
。

在养殖生产实践中迫切需要对病原作出快速
、

准确
、

简便的诊

断
。

核酸斑点杂交法是通过探针 (标记的病毒 D N A 片断 )与病毒 D N A 进行分子杂交来检

测病毒
,

具有快速
、

准确
、

简便易行等特点
。

本文报告核酸斑点杂交分析法检测 H H N B V 的

实验结果
,

以期为对虾暴发性流行病的快速诊断和抗特种病原对虾的选育提供一种可靠
、

实用的方法
。

1 材料与方法

L l 菌株
、

病毒和对虾

含重组 p u C ls 质粒的 云 〔
·

0 21菌株 C 12
、

e 4 4 于 19 9 5 年由本实验室提供
。

C 1 2 和 C 4 4

各含有不同的重组 p u C 18 质粒
,

这些重组质粒含有不同的 H H N 13v D N A 特有序列片断
。

H H N B V 由本实验室 19 95 年 自患病对虾中提取
,

经负染
、

电镜观察确认
,

以 常规方法

自 H 日N B V 中提纯 H H N B V D N A
O

病虾于 1 9 95 年 7 月采集 自青岛市城阳对虾养殖场
,

冻存于 一 35 ℃
。

经单抗 ELI SA 检

测呈 H H N B V 阳性
。

取 3 只病虾的胃部
,

以 S EMP‘S S C采样液 ”匀浆
,

离心
、

取上清液待用
。

.

国家
“

八五
”

科技攻关项 目 (95 年度加强 )
,

85 刁21 习3泊6号 史成银
,

男
,

出生于 19 71 年 10 月
,

硕士
,

E 一m ail :

明ud
一s
@ Pu blze

.

q d
.

sd
,

en

l) 史成银
,

黄 佬
,

19 98
.

一种新型的核酸探针采样液 S E、11
〕- Ssc

收稿 日期
:

19 9 8一 l一4
,

收修改稿 日期
:
199 8刁9 一21







5 期 史成银等
:

核酸斑点杂交分析法检测对虾皮下 及造血组织坏死杆状病毒 (H H N B V ) 4 89

比之更为可靠
。

本文报道的 C 12
、

C44 H H N B V D N A 片断
,

目前作者已经获得了其碱基序列
,

并根据

此序列设计了几对 PC R 引物
。

在实验室研究 中可以用这些引物先对样品进行 PC R 反应
,

然后再用核酸探针方法进行检测
,

在不降低 检测可靠性的基础上
,

检测灵敏度会大大提

高
。

另外
,

有学者应用套式 PC R (L o 。t al
,

1 9 9 6) 检测 对虾病毒
,

也可提高检测的灵敏度

和可靠性
。
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