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中国对虾一种 C 型杆状病毒随机
扩增多态性 D N A 分析

’

孔 杰 石 拓 刘 萍 韩玲玲 徐怀恕士 相建海士寸

(中国水产科学研究院黄海水产研究所
,

青岛 2 6 6 0 7 1)

t( 青岛海洋大学海洋生命科学学院
,

青岛 2 6 6 0 0 3)

针 (中国科学研究院海洋研究所
,

青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 于 1994 和 1 9 95 两年的 7 月从青岛唠山上马镇养虾场中染病的中国对虾中分离纯化

出一种 C 型杆状病毒
。

为建立中国对虾病毒的鉴别和检测技术
,

利用随机扩增多态性 D N A

技术对电泳纯化的病毒 D N A 进行分析和研究
。

将病虾匀浆
、

经差速离心和蔗糖密度梯度离

心纯化获得完整病毒粒子 ; 从病毒中提取 1〕N A 后再进行电泳纯化
,

收集长度完整
、

均一的

病毒 I ) N A ; 在其他参数保持不变的情况下
,

对 o pe or n 生产的 10 碱基随机引物 K 试剂盒进

行扩增试验
。

结果显示 : 1
.

病毒 D N A 有两种存在形式 ; 2
.

K 试剂盒中有 2 个引物能将病毒

D N A 扩增出长度不同的产物
,

其中编号为 O P K 一 01 的随机引物可产生多态性 I ) N A 片段 ;

3
.

199 5 年中国对虾杆状病毒的 l毛AP D 分析结果与 199 4 年相同
,

证实 19 94 和 1 995 两年度引

起中国对虾疾病的病原是同一种杆状病毒
。

由此可以 认为 : 随机扩增多态性 1〕N A 技术能将

中国对虾 C 型杆状病毒扩增出多态性 】) N A 片段而达到病毒鉴别和诊断的 目的
。

关键词 中国对虾 杆状病毒 随机扩增多态性 D N A

自 19 9 0 年以 来
,

随 机 扩 增 多 态 性 D N A (凡山d o m A l l l p l i行e d P o 一y m o甲坛 c l ) N A
,

RA
P )D 技 术在 种 类 鉴 别

、

遗 传 多 样 性分 析 等 研究 领 域 发 展很快
。

从细 菌 (M a r t i n 一

eK
a r l e y e t al

. ,

19 9 4 )
、

真菌 (ujF im o ir e t a l
. ,

19 9 4 )
、

酵母 ( A ll Z ia e t al
. ,

19 9 4 )
、

原生动物

(M u 甲h y e t al
. ,

19 9 4 )
、

植物 ( G r a t
atP 鲍 l i a e t al

. ,

19 9 4 )
、

鱼类 ( J o h n s o n e t al
. ,

19 9 4 )直到

人类 (w ill iam
s et .al

,

1 990 )
,

都有 用 随机扩增多态性 D N A 技术进行遗传鉴定等相关领

域的研究报道
。

对虾病毒学是一门年轻学科
,

研究结果多是建立在组织病理 的观察和流

行病学调查的基础上
,

而有关对虾病毒基因组 RA P D 分析的研究 尚未见报道
。

本项研究

对分离纯化的中国对虾的一种 C 型杆状病毒基因组 D N A 进行 RA P D 分析
,

以期建立对

虾杆状病毒鉴别
、

诊断的新技术
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

典型发病症状的中国对虾 ( eP
n
ae

u 、 动 ine o is )分别于 1 9 9 4 年 7 月和 19 95 年 7 月取 自

*

国家攀登 计划
“
B

”

资助项 目
,

p l ) l〕6一 6一 !号
。

孔杰
,

男
,

出生于 19 63 年 5月
,

副研究员

收稿 日期 : 19 9 6年 1 1月 20 日
,

接受 日期 : 19 97 年 2月 2 4 日
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青岛唠山上马镇对虾养殖

场
。

T ag DN A聚 合 酶
,

电 泳 琼 脂 糖 购 自 美 国

P r o m ge a
公 司 ; 低熔点琼

脂糖
,

is g m a 公 司 ; 四 种

脱氧核糖核昔酸
,

B
.

M
.

公 司
。

D N A 扩 增 仪
,

中

国科 学 院 遗传研 究 所
,

P C R , 9 0 A D
。

R A P D 随 机

引物购 自美 国 o pe or
n
公

司生产的 10 碱 基 K 试剂

盒
。

随机引物的碱基组成

见表 1
。

1
.

2 方法

表 1

T a b
.

l

K试剂盒随机引物的碱基序列

Se qu
e n e e s o f

“

掩 t K
”

anr d o m P n m e sr

引物编码

0 1
〕
K刊 ) 1

O PK刊 )2

O PK 健】3

O PK 刊〕4

O P K 该)5

O P K刊〕6

O P K
-

0 7

O P K 幻8

O P K 们9

O P K se l o

碱基序列 (5
’

C A T T C G A (工 ! C

( i T ( T C C G C A A

引物编码

O PK I】

O P K
-

1 2

C C A (汇 T I A G G O P K
,

~

C C 〔汪 {C C A A A C O P K
~

l 3

l 4

T (兀 ( I 「C G A (孙3

A (兀{(〕八 (玉C A A G

G A A C A C T G G G

C C C T A C C G A C

(玉1 ( ; ( ! A A C G T G

O P K 1 5

O P K一 16

O P K 17

O P K
.

18

O P K 19

O P K
-

2 0

碱基序列 ( 5
’ 一 3

’

A A TG C C C C A G

TG G 〔 !C C T C A G

C〔月丁 (犷r A C A C

C C C G C T A C A C

C T C C (T 五二C A A

(玉A ( X G T C G A A

C C C AO CT G I…G

C (丁 A G T C G A G

C A (汰 (汇汇 {( K 〕A

C T G T ( 〔〔 C A G

1
.

2
.

1 毒株来源和病毒纯化 去除头胸 甲的 中国对虾虾头 10 0 9
,

加人 2 00 m l P P B

缓冲液
` )后以 6 0 00 mr/ in 的转速匀浆 5 m in

。

匀浆混合液经离心机先进行差速离心
,

分别

以 3 0 0 0 r/ m in( l o 9 0 g )转速离心 2 0 im
n ,

6 0 0 0 对 In i n (4 3 50 9 )转速离心 3 0 而
n : 弃沉淀

,

上清液以 10 000 r/ m in( 1 5 3 0 0 9) 转速离心 l h
,

沉淀
。

将沉淀悬浮于 3 倍体积 PP B 中
,

铺

于 10 %一 50 % 蔗糖 梯度 上再进行 密度梯度 离心
,

经 B E C K M A N LS
一80 离心机 转子 以

25 00 0 r/ Il l i n转速离心 h3
,

吸取梯度中的乳 白色 区带
,

用 P P B 充分洗涤后重悬于 P P B 中
,

于一7 0℃保存
。

1
.

2
.

2 病毒 O N A 的提取与纯化 纯化的病毒悬液经台式高速离心机以 16 000 r/ m in

转速 离心 15 m in
,

弃上 清液
,

沉 淀加 10 倍体积 的 T E 缓 冲液 ( 10 ~
of 几 irT

s一 H C I
,

100 m m ol/ L E D T A
,

p作 .8 0) 重 悬
,

加入 十 二 烷基 磺 酸 钠 ( SDS ) 和 蛋 白酶 K 分 别 至

0
.

5% (附的和 20 0 卜g / m l
,

于 55 ℃消化约 1
.

s h
,

至溶液澄清透 明后经酚 / 仿抽提
、

酒精

沉淀
。

提取的 1) N A 经 0
.

7% 低熔点琼脂糖电泳
、

澳化乙锭染色并 回收 D N A 主带
,

电泳

估算回收 D N A 含量
,

每个反应取 50 一 10 0 gn 经纯化的病毒 D N A 为模板
。

1
.

2
.

3 RA p D 扩增 反应体积为 2 5 卜l
,

其中包括洲
S 一 H C I

,

l o m m o l / L
,

p H = 8
.

3 :

KC I
,

5 0
mm

o l / L ; g e l iat
n ,

0
.

0 0 1% : dN T p
,

2 0 0 卜m o l / L :
gM C 12

,

2

mm
o l / L ; 引物

,

15 mP
o l: 几9 1) N A 聚合酶

,

2 单位
。

R A P o 反应参数包括
: 9 4 oC

,

l m i n ; 3 3℃
,

l m i n :

7 2 oC
,

1 m i n
,

共进行 4 5 个循环
。

最终在 7 2 oC 充分延伸 1 0 m i n
。

1
.

2
.

4
RA

P D 电泳分析 取 20 闪 R A P D 反应混合物
,

于 1
.

5% 琼脂糖 上电泳分析
。

电压为 4 v / c m
,

电泳 1
.

5 h 后用嗅化乙锭染色
,

紫外灯下观察并摄影
。

2 结果

2
.

1 病毒及病毒 D N A 的纯化结果

电子显微镜观察结果表明
,

经过差速离心和密度梯度离心
,

从染病 的中国对虾组织

l) 黄捷等
,

19 93
,

中国对虾生理无机盐缓冲液的组成研究
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匀浆液 中可分离纯化 出大量形态完整一致
、

大小均匀 的杆状病毒 (孔杰
,

19 9 7)
,

图版

I : l
。

纯化的病毒粒子经 S D S 和蛋白酶 K 处理后可释放出病毒基 因组 D N A
O

D N A 经酚 :

氯仿
、

氯仿抽提后
,

在 .0 7% 的低熔点琼脂糖凝胶中
,

有 2 条紧挨在一起的电泳带 (图版

:I ZF
,

)B
,

准确分子量 尚难确定
。

2 条带的嗅化乙锭荧光强度相近
,

表明两者 I ) N A 含量

差别不大
。

切割下的 2 条 电泳带回收后
,

经 0
.

7% 的琼脂糖电泳检验为纯净的
、

分子量均

一的 D N A 分子 (图版 I :3 A )
。

2
.

2 病毒基因组 D N A 的扩增及 RA P D 指纹图谱

用于 R A PD 分析的 20 个随机引物只有 2 个引物产生扩增产物
。

其中 O P K , 0 9的产物

只有 4条 电泳带
,

产物长度从 500 bP 到 1 500 bP 不等
。

o P
--K 0 1则产生 7 条以上的 D N A 电

泳带
,

产物长度在 4 00 一 2 0 o o bP 之间 (图版 I : 4)
。

在同等实验条件下
,

其余 18 个引物均

未观察到扩增的 D N A 片段形成的电泳带
。

O P K 」〕9和 o P
--K ol 随机引物 R A P D 分析结果显示

,

从 纯化病毒中提取的两种 电泳

特征不同的 1) N A 高度相似
。

其中 O P K es 0 9扩增产物的电泳片段
,

无论是数量还是扩增片

段 的长度
,

两种 D N A 所产生的多态性 D N A 片段均相 同
。

O P K es 0 1对两种 I ) N A 所产生的

电泳图谱 比较复杂
。

扩增片段长度在 4 0 o bP 和 1 o 00 bP 之间的图谱无明显差别
,

但扩增片

段在 I kb 以 上的 RA P D 图谱
,

两种 病毒 的 D N A 则不完全相 同
。

其 中长度 为 2 000 饰的

R A PD 产物
,

构成电泳速度稍慢的病毒 D N A 分子的特征图谱
。

.2 3 19 94 年病毒 D N A 和 1995 年病毒 D N A 的 R A P D 扩增结果 比较

两年度的病毒 D N A 的 R A P D 结果表明
,

从病毒 1) N A 电泳中回收的后带和前带均分

别相互对应地产生相同的 R A PD 电泳图谱
。

由此可以 推断
,

1 99 4 年和 1995 年从染病的

中国对虾 中分离纯化的 C 型杆状病毒是同一种病毒
。

3 讨论与结语

.3 1 R A P D 方法学的研究结果表 明
,

影 响 RA P D 的因素 比较多
,

如复性温度
,

引物
、

dN T p 和 M g Z+

浓度
,

模板 D N A 的数量
,

等等 (eK m o id e e t .al
,

19 9 3) ; 并且表明
,

影响

RA PD 的重要 因素之一是模板 1) N A 的纯度
,

模板 D N A 越纯
,

产生多态性 】) N A 越具代

表性
,

实验的可重复性越强
。

杆状病 毒的基 因组小
,

D N A 长度一般在 8 0一 100 kb 之 间
,

因此保证 D N A 的纯度是杆状病毒 RA P D 的先决条件
。

为此
,

在病毒的纯化过程中采用

低速匀浆
、

低速离心等措施
,

保证纯化的病毒粒子的完整性
。

提取的病毒 D N A 又经低熔

点琼脂糖 电泳分离和 回收
,

获得长度完整而又均一的中国对虾杆状病毒的 1) N A
,

使得

多批次回收 D N A 的 RA P D 实验结果
,

均产生相 同的扩增片段的电泳 图谱
。

.3 2 实验结 果 表明
,

无论是 O P K , 0 1随机 引物 还是 O P K , 0 9随机 引物
,

其所 产 生 的

RA P D 均 证实 纯化 病 毒 中提 取 的两 条 D N A 电泳带具有很高 的 同源性
。

虽然 两 者 的

O P K es 0 1的 RA P D 不完全相 同
,

但两者的相 似程度很高
,

为此可以认为
,

从纯化病毒 中

提取的电泳速度相近的两种 D N A
,

均属 同一种病毒的基 因组 D N A
。

纯化病毒离子的电

镜观察结果
,

也支持这个结论
,

即纯化的病毒离子无论是大小还是外 部形态都基本相

同
,

是一种病毒
。

杆状病毒的基因组 D N A 大小在 8 0一 10 0kb
,

D N A 的完整性或结构必然

影响 R A PD 结果
。

从病毒 D N A 的电泳情况看
,

同一 D N A 分子在电泳 中形成运动速度不
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同的D NA 带说明病毒基因组D NA 分子或者有两 种结构
,

或者有两种形状 (线状和环

状 )
,

因此也可能正是这种差别造成病毒基因组 I ) N A 的 RA PD 的不同
。

3
.

3 对虾病毒的研究始于 19 74 年
,

由于缺少合适的细胞株繁殖从对虾 中分离 的病毒
,

对虾病毒学 的研究进展缓慢
,

迄今为止
,

只有 山
e u zo v i r u : 尸e n a 。 ( B o n

am i e t al
. ,

1 9 9 0
.

)

得到国际病毒学会的认可
。

自 19 93 年我国中国对虾养殖流行病毒性病害以来
,

已有多家

研究机构从染病中国对虾中分离纯化出杆状病毒
,

研究的核心也集 中在病理学和病毒形

态学等方面
,

而观察结果或测量数据 的误差造成 了研究结果或结论的差别
。

本研究表

明
,

R A P D 技术可 以将微量的样 品扩增
,

并且对不同的模板 D N A 产生完全不 同的图谱
,

因此 RA P D 将成为对虾病毒鉴别和检测重要技术
。
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