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用逆转录聚合酶链式反应检测草鱼

出血病病毒的研究
’

王铁辉 李 军 易咏兰 周立冉 ,

刘汉勤 陆仁后 陈宏溪

(中国科学院水生生物研究所
,

武汉 43( X) 72 )

十(武汉大学生命科学学院
,

武汉 月互刃72 )

提要 于 199 4 年 5 月 一 199 5 年 7 月
,

根据已克隆的草鱼出血病病毒 CC HV 一861 株 c D N A

的部分序列
,

设计合成了两对咒R 引物
,

采用 R T 一PC R 技术对 (〕CH V 一 861 及 G C H V 一 873

两病毒株的 ds R N A 进行扩增
。

结果表明
,

两对引物仅能特异地检测 出 G CH V 一 861 病毒株

核酸的存在
,

而不能对 (〕C H V 一 873 病毒株的核酸进行特异扩增
,

该方法最小可检测出 0
.

lp g

纯化的 G CH V 一 861 病毒 ds R NA ;

采用该方法对 G C H V 一 861 人工感染的草鱼和稀有晌卿组

织进行 R T 一PC R 检测
,

不仅能检测到发病期显症病鱼中 CC H V 一861 病毒的存在
,

还能检

测发病前期及愈后无出血病症状的病毒携带者中病毒的存在; 利用该方法还从本所关桥实

验场出血病流行季节收集的发病草鱼体内检测出 G CH V 的存在
,

说明所设计的引物具有一

定的实际意义 ; 利用该法还能检测出感染病毒的组织培养细胞系 CC K 和 C IK 上清液中

C CH V 的存在
。

还建立了简易的模板制备方法
,

采用该方法整个检测过程只需 3一 4h
,

可

大大缩短检测时间
。

由此可见
,

R T 一PC R 技术是检测 CC H V 的快速
、

灵敏而特异的方法
,

发展和完善该技术对草鱼出血病的早期诊断和防治
、

抗病育种具有重要意义
。

关键词 草鱼出血病病毒 病毒检测 逆转录 聚合酶锌反应

草鱼 出血病病毒( CC H v ) 是我国分离成功的第一种鱼类病毒( 陈燕新等
,

1983),

属呼肠孤病毒科(中国科学院水生生物研究所
,

1978 ;
陈燕新等

,

19 83 ;
柯丽华等

,

199 0)
。

该病毒引起草鱼鱼种阶段发生出血病
,

死亡率高达 90 % 以上
。

为了有效地防治

该病
,

必须建立一种灵敏而特异的检测 (泥H V 的方法
。

作者等于 19 92 年开展 了 CC H V

基因克隆的研究
,

获得了 C C H V 一 861 株部分 cD N A 序列(w ang et al
. ,

19 94)
。

本研究

是在此基础上设计了两对 PCR 引物
,

应用 R T 一PC R 技术对 G C H V 一 861 毒株人工感染

的草鱼
、

稀有蓟卿等实验鱼和培养细胞
,

以及自然发病的出血病草鱼等进行了检测
,

以
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期建立一种更加快速
、

特异且敏感性强的草鱼出血病病毒的检测方法
,

便于生产实践中

草鱼出血病的早期诊断和防治
,

并为进一步的抗病育种工作提供科学依据
。

1 材料与方法

1. 1 材料

CC H V 一 86 1 病毒株由王铁辉等(1994) 分离
,

C CH V 一 873 毒株由柯丽华等(19 90 )分

离
。

CC K 细胞系(草鱼肾细胞系)由本所建立 (邓初夏等
,

19 85)
,

C议细胞系(草鱼肾脏

细胞系 )来 自中国水产科学院长江水产研究所(左文功等
,

19 84)
。

细胞传代
、

病毒感染均

按常规方法(王铁辉等
,

1994 )进行
。

草鱼 (C t曰2印ha理”笋勿
王 比汾伍”)鱼种(5 一 1(k 111

)及稀

有鲍螂 (G动
“火〕岁ris ra哪) (3 一 srm ) 由本 实 验 室 繁 殖 和 饲 养 ; 红 卿 (Ca

~
、

a

~ 姗
,

耐 va r.)
、

鲤(q , rin o ca rP io)
、

团头妨(对走, b动

~
口刀劝lyceP ha la )

,

来 自本所

关桥实验场; 泥鳅(刀乙卿
才m o a n圳做叨

“
由tue )和中华绒鳌蟹(斤艺。J

王
el’r

sin 。廊)购自水果

湖集贸市场; 斑节对虾杆状病毒(M B V) 由本所江育林提供
。

自然发病鱼于 19% 年春季草鱼 发生出血病时
,

从本所关桥实验场收集
,

解剖检

查
,

将显症出血病鱼整尾保存于 一 20 ℃ 备用
。

L Z 主要试剂

AM V 逆转录酶
、

d N T PS 为 Pr o llleg a 产品
,

Ta q D N A 聚合酶购自中国科学院遗传研

究所
,

Ik b D N A La d der 为 G IBCO B R L 产品
。

1. 3 引物

两对特异引物 PS6( 5’ 一A G T TC TCA AA G〔T G A G ACA G 一 3
‘

和 5
‘ 一 AC

GT
G

CG AT T G G A AG A O团叮一 3’ )和 PSg (5
‘ 一 ACA TC T A CT G TO团[T CA CCT

一 3
‘

和 5’ 一 T AG T G T G T CA A T AG C G T CCA 一 3’ )是根据已克隆的 G C H v 一 861 株基 因

组第 6 和第 9 片段的部分 cD NA 序列(W ang et al
. ,

19 94) 设计的
,

由中国科学院微生物

研究所合成
。

其产物预计分别为 320b p 和 22 3b p
。

1 .4 核酸提取
1

.

4. 1 鱼
、

蟹等组织细胞 D NA 的提取 按照常规方法(萨姆布鲁克等
,

199 5) 提取
,

溶于 TE 缓冲液(l(加m 0 1 / L Tri
s 一 H O

,

p H 二 7. 6
,

1

~
l / L E D叮A

,

p H = 8. 0) 中
,

一 20 ℃

保存备用
。

1 .4. 2 病毒感染细胞 取病毒感染细胞培养上清液 4(X) 川
,

加入 N 一 十二烷基肌氨酸

钠(0. 5% )和蛋白酶 K (2 00 召g /耐
,

55 ℃ 保温 lh
,

用饱和酚
、

酚 / 氯仿 / 异丙醇各抽提一

次
,

无水乙醇沉淀
,

用 70 % 及 100 % 乙醇各洗一次
,

溶解于适量双蒸水中
,

一20 ℃ 保

存备用
。

l
·

4
·

3 病鱼组织 取 0
.

19 病鱼组织
,

加 l耐 sT E (50

mmo
l / L Th

s一H Q
,

p H = 8
.

0
,

100 m m o l /L N a o
,

1

~
l /L E D T A)匀浆

,

一 20 ℃漪融 3次
,

以 12 000
r /而n离合IOm in

,

取上清液制备病毒核酸样品
,

步骤同上
。

1
.

4. 4 R l
,

一PCR 模板的快速制备 取病鱼组织匀浆上清澎感染病毒的培养细胞裂解液 )

4(X) 川
,

加等体积的苯酚 : 氯仿( 1 : l) 抽提 1 次
,

离心取上清
,

再加等体积乙醚
,

抽提
,

离心
,

取下层水相
,

置通风橱内 10 而
n
使残存乙醚挥发尽

,

即得所需样品
。

1
.

5 逆转录聚合酶链反应(R T 一 PCR )
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1 .5. 1 c D N A 合成 13川模板(溶于双蒸水中)煮沸 5而n 变性
,

加人 7川逆转录混合

物
,

各成分终 浓度分别为 T ri s 一 H CI
,

50m m o l / L
,

p H = 8
·

3 ; M gQ Z ,

lo

mmo
l /L

; K a
,

50 n u n 0 1 /L
; D TT

,

10

rnmo
l /L

; 亚精胺
,

0
·

s

mmo
l /L

; d NT Ps
,

l

mmo
l /L

,
引物

,

l#mo l /L
, AM V

逆转录酶
,

SU
。

于 42 ℃
,

反应 lho

1 .5. 2 PC R 扩增 在 50 川反应体系中
,

加 5川 cD N A 产物
,

各成分的终浓度为
T直s一 Ha (PH 一 8

.

3)
,

lo

mrno
l / L

;
M g a Z ,

Z

mmo
l /L

; K CI
,

so

mmo
l /L

; T w ee n 一 20
,

o
·

0 10,0 ;

NP 一 4()
,

0
·

0 1% ; d N T Ps
,

0
·

2 n l lll0 1 / L
;
引物

,

0
·

2拜mo l /L
; T a q D N A 多聚酶

,

l一 ZU
。

在

M J一 150 扩增仪中
,

按以下条件扩增
: 94 oC 预变性 2而n ; 94 oC

,

30 5; 56 ℃
,

30 5 ; 72 ℃
,

1
~ 反应 30 个周期

,

继续在 72 ℃ 保温 5而
n
结束反应

。

L 5. 3 扩增产物的分析 取 5一 10 川扩增产物
,

用 l.5 % 的琼脂凝胶电泳 (TB E 系

统)
,

嗅化乙锭染色
,

紫外灯下观察
。

1
.

6 灵敏度和特异性实验

分别用 0. 01
,

0
.

1
,

l
,

10
,

100 和 1 (X) OPg 等不同量纯化的 CC H V 一 861 毒株的基因组

ds R N A 为模板
,

用 PS6 引物进行 R T 一PCR 扩增
,

琼脂糖凝胶电泳分析
,

测试其灵敏

度
。

分别以 C凌!H V 一 861 和 G (!H V 一 873 毒株的 c D N A 为模板
,

以草鱼
、

稀 有驹 螂
、

红

娜
、

鲤
、

团头纺
、

泥鳅和中华绒鳌蟹基因组 D N A 以及 M B V 的 D N A 为对照
,

用双引物

PS 6 + PS g 进行 R l
、

一PC R 扩增
,

测试其特异性
。

1 .7 人工感染实验

以 G C HV 一 861 株和 G C H V 一 873 株病毒悬液
,

腹腔注射感染 1 龄草鱼种和稀有驹

卿
,

0. 4Inl / 尾
,

同时设注射无菌水的对照
,

分别饲养于 28 ℃ 的恒温水箱中
。

在感染后

1一 23 d 随机取样
,

解剖取各组织
,

应用 R T 一PC R 技术进行检测
。

2 结果

2. 1 对 CC H V 一 86 1 株的 R T 一PC R 扩增结果

用纯化的 6 C llV 一 861 病毒的 ds R N A 合成的 cD N A
,

以引物 PS6 和 Psg 对其扩增
,

结果表明
,

分别扩增出 320 bp 和 223b p 两条特异带
,

与预期的大小一致 ; 阴性对照没有

特异扩增产物(图版 L I)
。

以 6 C llV 一 873 基 因组合成的 c D N A 和草鱼
、

红螂
、

鲤
、

团头
·

鱿
、

稀有约卿等基因组 D N A 及斑节对虾杆状病毒 D N A 作模板
,

在相应位置均无特异

扩增带(图版 L 3)
。

表明所设计的两对引物能特异地检测 Gc Hv
一 861 的存在

。

分别用 0. 01 一 1 0() 0Pg 等不 同量纯化的 C C H V 一 861 株病毒核酸为模板进行 R TPCR

扩增
,

结果表明
,

1 000 一 0
.

IP g 均能扩增出特异带
,

而 0. ol p g 则看不到特异带
,

说明

本研究建立的方法最小可以检测 0. IP g 的病毒核酸
。

另外
,

随模板浓度的增大
,

非特异

扩增产物逐渐增强 (图版 I
:

2)
。

2. 2 对人工感染病鱼的 R T 一PC R 检测结果

CC H V 一 86 1 株病毒人工感染草鱼鱼种
,

在
.

3 一 7d 内出现典型的出血病症状并发生

死亡
,

7d 之后仍存活的草鱼种
,

以后未见死亡
,

外表逐渐恢复正常
。

分别在发病前

期
、

发病期及发病后期取样进行 R T 一PC R 检测
,

结果表明
,

发病前期和发病期的所有

样品均能检测到 CC H V 的存在 ; 在人工感染后第 23d 的 5 尾存活鱼中
,

有 4 尾检测到
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C CH v 的存在
。

(表 1) G C H V 一 873 株人工感染草鱼种
,

在相同的饲养和管理条件下一

直未见发病死亡
,

R l
,

一 PC R 检测也为阴性
。

以 G C H V 一 861 和 G C H V 一 873 毒株人工感染稀有驹卿
,

并对感染鱼进行 R T PCR

检测
,

也获得和草鱼相同的结果
。

2. 3 对自然发病草鱼的 R l
,

一PCR 检测结果

对从本所关桥实验场收集的出血病草鱼进行 R T 一 PC R 检测
,

也得到阳性结果
。

2. 4 对 CC H V 一 86 1 感染细胞的 R T 一PC R 检测结果
C〔H V 一 86 1 株感染 C CK 和 CI K 细胞

,

连续传至第十代也未能观察到明显的CP E

(细胞病变效应 )
。

运用 RT
一Pc R 扩增技术

,

对传至第四代以后的感染细胞上清液进行

检测
,

均能特异地检测到 CC H V 一 861 的存在
。

表 1 G C H V 一肠1 株人工感染草鱼的 R T 一P(卫检测结果

T a b
.

l 众t时io n
res

u lts of RT
一 PC R in g a岛 口甲 (0 酗浏叨

, 孕过万1 沮ell u
习涵

c r

art i肠al

in feC ted 切 CCH V 一 86 1

项项 目目 发病前期期 发病期期 发病后期期 对 照照

(((((1一 3d ))) (4 一 7d ))) (8d 一 )))))

取取样时间间 第 lddd 第 2ddd 第 叼叼 第 4一 7 ddd 第 2犯犯 第 1一 23ddd

检检测尾数数 555 555 555 1555 555 l000

阳阳性尾数数 555 555 555 巧巧 444 000

阳阳性率率 1田田 1oooo 10 000 】戈力力 8000 000

(((% )))))))))))))))

3 讨论与结论

目前国内已报道了多个草鱼出血病病毒的分离株(中国科学院水生生物研究所
,

1978
;

陈燕新等
,

1983 ;
柯丽华等

,

19 90
; 王铁辉等

,

19 94 )
,

但对各病毒株的核酸
、

蛋白电泳

图谱
、

对鱼体的致病性
、

感染细胞 CPE 的出现
、

免疫相关性等还没有系统的研究
。

对

C C H V 基因克隆的工作也刚刚起步 (W an g et al
. ,

1994)
。

作者等对 CC HV 一 861 和

C C H V 一 87 3两病毒株进行了比较研究
,

结果表明
,

C〔H V 一 861 株与〔;CH V 一 873 株在核酸
、

蛋白电泳图谱
、

对鱼体的致病力以及感染细胞时CP E 的出现等有较大差异(其结果拟另文

报道)
。

G CH v 一 86 1 株感染草鱼和稀有驹螂
,

发病鱼死亡率高达 100 % (王 铁辉等
,

19 94 )
,

而感染 G CK 和 CI K 细胞未能观察到 CP E
,

运用 RT
一PC R 技术却能从传代的感

染细胞上清液中检测出病毒的存在
,

说明 CC H V 一 861 确能在 CC K 和 CIK 细胞系中增

殖和传代 ; 相反
,

G CH V 一 873 对鱼体的致病力很弱
,

而感染细胞出现典型 的 CP E
。

关

于草鱼出血病病毒对鱼体的致病力与对体外培养细胞的致病变效应之间的关系尚有待于

进一步研究
。

作者等根据已获得的 CC H V 一 861 株部分 cD NA 序列设计的两对引物
,

对 G CH V 一
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861 和 C CH V 一 873 株进行了检测
,

结果表明这两对引物仅对检测 C CH V 一 861 株有较好

的特异性
,

对 C CH V 一 873 的检测没有特异扩增产物
,

说明两者在扩增片段上没有同源

序列
。

另外
,

本文所建立的 R T 一PC R 方法最小可以检测到 0
.

IP g 纯化的病毒核酸
,

与

国外报道的 RT
一PC R 技术检测 ds R N A 病毒的灵敏度一致(Lo p ez 一 las tra et al.

,

1994)
。

对人工感染实验鱼的检测结果表明
,

R T 一PCR 不仅能够检测发病期显症病鱼的病

毒
,

而且能够检测发病前期及发病后期外表正常的病毒携带鱼中的病毒
,

预示 R T 一 PCR

可以用于草鱼出血病的早期诊断
,

为草鱼出血病的防治提供依据
。

如能用于对外来鱼类

进行检疫
,

则能防止带人外来病毒
,

减少经济损失
。

以本文设计的引物
,

还能特异地检测草鱼出血病自然发病流行株(分离 自本所关桥

实验场)中的病毒
,

说明流行株病毒在扩增片段上与 G C H V 一 861 株存在同源序列
,

该

技术对草鱼出血病的检测具有一定的实际意义
,

能否应用于 C CH V 其它流行株的检测

尚需进一步验证
。

由于草鱼出血病给水产养殖业造成巨大损失
,

有必要对 G C H V 不同

分离株进行系统的比较研究
,

在获得 CC H V 不同株核酸序列的基础上
,

设计适应性更

好的引物
,

以建立适应性更广的 R T 一PCR 检测技术
,

对草鱼 出血病进行早期诊断
,

为

出血病的防治提供依据 ; 并为抗病毒个体的鉴定打下基础
。

另外
,

本文所建立的简易模板制备方法
,

利用一步酚 / 氯仿抽提去蛋白
,

然后用易

挥发的乙醚消除残留的酚 / 氯仿
,

省略和取代了常规的蛋白酶 K 消化及乙醇沉淀方法
,

结果与常规法同样稳定
、

可靠
。

该方法不仅大大缩短了样品制备时间
,

而且当检测微量

标本时
,

由于减少 了中间环节
,

从而可减少样品丢失
,

还可减少理化因素破坏模板 ds R N A

完整性的可能性以及外界污染的机会
。

另一方面
,

该方法简易
、

快速
,

更适合大批样本

的 R T 一PC R 检测
。
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