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摘要 为同时检测患病大口黑鲈中不同属虹彩病毒感染和带毒情况,针对蛙病毒属和肿大细胞病毒属大口

黑鲈虹彩病毒主衣壳蛋白(majorcapsidprotein,MCP)基因的序列,分别设计1对特异性引物Rana-mcpF/R和

Mega-mcpF/R,扩增产物片段大小分别为475bp和262bp。通过PCR反应体系的优化、反应的特异性和灵敏

度试验,建立一种可以同时检测大口黑鲈蛙病毒属和肿大细胞病毒属虹彩病毒感染的双重PCR检测方法,最低

DNA检测量分别为6.5pg和14.5pg。用此方法,对临床获得的15个大口黑鲈样品进行双重PCR检测和序列

测定,获得5个蛙病毒属和1个肿大细胞病毒属虹彩病毒检测阳性结果。本研究中建立的基于 MCP基因的大

口黑鲈虹彩病毒双重PCR检测方法,可用于养殖大口黑鲈虹彩病毒病快速鉴别诊断和分子流行病学调查。
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  大口黑鲈(largemouthbass,Micropterussal-
moides),俗称加州鲈,原产于北美密西西比河流

域,属广温性鱼类,具有生长快、病害少、耐低温、肉
质鲜美和容易捕捞等特点,已成为我国重要的淡水

养殖品种[1-2]。从20世纪90年代开始,我国池塘养

殖大口黑鲈发生病害的问题越来越复杂,如烂鳃病、
肠炎病、腐皮病、水霉病、车轮虫病、杯体虫病等,导
致大口黑鲈发病的病原主要是嗜水气单胞菌、柱状

黄杆菌、霉菌和寄生虫,确诊由病毒感染导致发病的

报道较少[3-6]。据报道,大口黑鲈的病毒性疾病,如
病毒性溃疡病、肝脾肿大病分别由虹彩病毒科蛙病

毒属(Ranavirus)、肿大细胞病毒属(Megalocyti-
virus)虹彩病毒引起,发病时,死亡率较高,给大口

黑鲈养殖业造成一定损失[7-9]。2008年至2011年

期间,广东佛山顺德地区、南海地区养殖大口黑鲈鱼

塘频发疾病,笔者检测和分离到大口黑鲈蛙病毒属

和肿大细胞病毒属虹彩病毒。目前,针对大口黑鲈

蛙病毒属虹彩病毒已有常规PCR、荧光定量PCR
检测方法的报道[10-11]。本研究中笔者建立了可同时

检测蛙病毒属和肿大细胞病毒2种虹彩病毒的双重

PCR检测方法,旨在为大口黑鲈虹彩病毒感染鉴别

诊断、分子流行病学调查提供有效技术手段。

1 材料与方法

1.1 毒株和细胞

大口黑鲈蛙病毒属虹彩病毒SD-R株和肿大细

胞病毒属NH-M株由笔者所在实验室分离、鉴定和

保存。蛙病毒(frogvirus3,FV3)自美国标准生物

品收藏中心(ATCC)购买,草鱼呼肠孤病毒(grass
carpreovirusHZ08,GCRV HZ08)、传染性造血器

官坏死病毒(infectioushematopoieticnecrosisvi-
rus,IHNV)和黄尾鰤腹水症病毒(yellowtailascites
virus,YTAV)由笔者所在实验室保存。鳙肌细胞

(FHM)、鲤 上 皮 瘤 细 胞(EPC)、草 鱼 肾 脏 细 胞

(CIK)购自武汉大学典型培养物保藏中心,鳜脑原

代细胞(SCC)由笔者所在实验室建立和保存。
1.2 试 剂

M199、L15培养基、胎牛血清、0.25%胰酶购自

Gibco 公 司;PCR 试 剂、DL1000/DL2000 DNA
marker、pMD18-T载体购自TAKARA公司;感受

态细胞DH5α购自天根公司;组织DNA和RNA提

取试剂盒、胶回收试剂盒购自 OMEGA公司;引物
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合成和产物测序委托Invitrogen(上海)公司完成。
1.3 引物的设计与合成

根据 GenBank中大口黑鲈虹彩病毒(large-
mouthbassranavirus,LMBV)MCP的 基 因 序 列

(登录号GU256635)和马冬梅等[9]发表的大口黑鲈

肝脾肿大症病毒 MCP序列,设计和筛选出2对特

异性片段引物。各引物序列、预期扩增片段长度见

表1。
表1 双重PCR引物

Table1 PrimersequencesfortheduplexPCR

引物检测虹彩病毒类型

Thedetectivespecies
引物

Primer
引物序列

Primersequences
扩增片段大小/bp
Predictedsize

蛙病毒属 Ranavirus Rana-mcp
F:5′-TATGTGCTCAACTCTTGGCTGGTC-3′

475
R:5′-CCACGATGGGCTTGACTTCTCC-3′

肿大细胞病毒属 Megalocytivirus Mega-mcp
F:5′-ATGCTCATTGAACAGTGCCAGGTG-3′

262
R:5′-GGTGGAGCCGAGGGGTGTTC-3′

1.4 双重 PCR 检测方法的建立

1)病毒的增殖和病毒DNA、RNA的提取。大

口黑鲈病毒SD-R株和FV3均采用FHM 增殖,草
鱼呼肠孤病毒HZ08株采用CIK增殖,传染性造血

器官坏死病毒IHNV采用EPC增殖,以上细胞加

入含5%胎牛血清 M199培养基,28℃培养(IHNV
为15℃培养)。大口黑鲈病毒 NH-M 株和黄尾鰤

腹水症病毒YTAV采用SCC增殖,加入含5%胎牛

血清L15培养基,28℃培养。待细胞病变(CPE)达

85%以上收毒,并反复冻融3次。取病毒悬液200
mL,按照OMEGA组织DNA提取试剂盒、RNA提

取试剂盒说明书进行相关操作。同时提取不接种病

毒的细胞DNA,作为阴性对照模板。

2)PCR扩增条件的优化。分别使用Rana-mcp
和 Mega-mcp引物进行单一扩增,确定引物扩增有

效后,再混合病毒 DNA 采用2种引物进行双重

PCR扩增。对PCR循环数、退火温度、引物浓度、

MgCl2浓度等进行优化。筛选出单一及双重PCR
反应中最佳反应模式。PCR扩增后的产物,用10
g/L的琼脂糖凝胶在120V电压下电泳25min,用
凝胶成像系统观察并拍照。

单独使用引物Rana-mcp或 Mega-mcp引物进

行单一PCR,或者联合使用引物Rana-mcp和 Mega-
mcp进行双重PCR的体系和反应程序见表2。

表2 单一及双重PCR扩增的反应条件

Table2 ReactionsystemforsingleorduplexPCR

项目

Items
单一PCRSinglePCR

Rana-mcp Mega-mcp

双重PCRDuplexPCR
Rana-mcp+Mega-mcp

PCR体系

PCRsystem
(50μL)

模板DNAtemplete 1μL 1μL 2μL
缓冲液10×Buffer 5μL 5μL 5μL
氯化镁 MgCl2(25mmol/L) 3μL 3μL 3μL
上游引物PrimerF(25μmol/L) 1μL 1μL 1μL+1μL
下游引物PrimerR(25μmol/L) 1μL 1μL 1μL+1μL
dNTP(2.5mmol/L) 8μL 8μL 8μL
酶 DNApolymerase 0.25μL 0.25μL 0.25μL
无菌水ddH2O 30.75μL 30.75μL 27.75μL

反应程序

Reactionprogram

预变性Preheated 95℃3min 95℃3min 95℃3min

30循环30
cycles

变性 Denaturation 95℃30s 95℃30s 95℃30s
退火 Anneal 58℃30s 55℃30s 55℃30s
延伸Extension 72℃30s 72℃20s 72℃30s

延伸Extension 72℃10min 72℃10min 72℃10min

  
  3)PCR产物的克隆和序列测定。将扩增的

PCR产物切胶后,按照 OMEGA胶回收试剂盒的

说明进行纯化回收。分别克隆进pMD18-T 载体

中,转化感受态细胞DH5α,选取阳性克隆重组质粒

送Invitrogen公司进行序列测定。

4)单一及双重PCR的特异性试验。用建立的

单一及双重PCR方法对大口黑鲈病毒SD-R株、

NH-M株、虹彩病毒FV3的DNA,草鱼呼肠孤病毒

HZ08株、传染性造血器官坏死病毒IHNV、黄尾鰤

腹水症病毒 YTAV的cDNA进行扩增,评价单一
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及双重PCR鉴别检测的特异性。

5)双重PCR的敏感性试验。用紫外分光光度

计测定SD-R株和 NH-M 株模板DNA的浓度,将
已知浓度的大口黑鲈病毒SD-R株和 NH-M 株的

DNA模板等量混合,用灭菌双蒸水将混合的模板进

行10倍梯度稀释,取混合后不同稀释倍数的模板进

行双重PCR扩增,电泳后观察条带亮度。
1.5 临床样品检测

从佛山市南海区、顺德区收集到15个大口黑鲈

样品。病料采集后,保持低温送至实验室,取适量脾

组织,组织DNA提取按照 OMEGA组织DNA提

取试剂盒说明书操作。样品DNA采用双重PCR
方法进行检测。阳性结果进行克隆和序列测定。

2 结果与分析

2.1 单一和双重 PCR 扩增结果

采用Rana-mcp作为引物,以大口黑鲈病毒SD-
R株病毒DNA作为模板,可以扩增出预期大小475
bp的片段。以 Mega-mcp作为引物,以 NH-M 株

病毒DNA作为模板,可以扩增出预期大小262bp
的片段。以SD-R和NH-M毒株混合DNA作为模

板,同时采用 Rana-mcp和 Mega-mcp引物进行双

重PCR扩增,可以同时扩增出475bp和262bp大

小的片段(图1)。阴性对照均无条带。序列测定结

果显示,所测得的基因序列与已知模板的基因序列

相似性均为100%。

 M:DL1000DNA marker;1:用引物 Rana-mcp检测SD-R株

SD-RwithprimersRana-mcp;2:用引物 Rana-mcp检测空白细胞

ControlcellwithprimersRana-mcp;3:用引物 Mega-mcp检测NH-

M株NH-MwithprimersMega-mcp;4:用引物 Mega-mcp检测空白

细胞ControlcellwithprimersMega-mcp;5:用混合引物同时检测

SD-R株和NH-M株SD-RandNH-Mwithmixedprimers;6:用混合

引物检测空白细胞Controlcellwithmixprimers.

图1 单一及双重PCR扩增结果

Fig.1 ResultsofsingleandduplexPCR

2.2 单一及双重 PCR 特异性检测结果

以大口黑鲈病毒SD-R株、NH-M株、虹彩病毒

FV3的DNA,草鱼呼肠孤病毒 HZ08株、传染性造

血器官坏死病毒IHNV、黄尾鰤腹水症病毒YTAV
的cDNA 作 为 模 板,单 独 使 用 Rana-mcp、Mega-
mcp引物进行单一PCR以及同时采用 Rana-mcp
和 Mega-mcp引物进行双重PCR扩增,结果显示引

物Rana-mcp可以从SD-R株病毒DNA中扩增出

475bp的条带,其他模板均无条带,引物 Mega-mcp
可以从NH-M株病毒DNA中扩增出262bp的片

段,其他模板均无条带(图2)。联合使用Rana-mcp
和 Mega-mcp引物,SD-R株扩增出475bp条带,

NH-M株扩增出262bp条带,其他模板均无条带

(图3)。阴性对照也没有任何条带出现。

 A:Rana-mcp;B:Mega-mcp;M:DL1000DNAmarker;1:SD-

R;2:NH-M;3:FV;4:GCRV;5:IHNV;6:YTAV;7:阴性对照

Negativecontrol.

图2 单一PCR引物的特异性试验

Fig.2 SpecificitytestofsinglePCR

 M:DL1000DNAmarker;1:SD-R;2:NH-M;3:FV3;4:GCRV;

5:IHNV;6:YTAV;7:阴性对照 Negativecontrol.

图3 双重PCR引物的特异性试验

Fig.3 SpecificitytestofduplexPCR
2.3 双重 PCR 方法的敏感性检测结果

经紫外分光光度计测得SD-R株和 NH-M 株

DNA 模 板 质 量 浓 度 分 别 为 65 mg/mL 和 145
mg/mL,将2种模板等量混合,再进行10倍梯度稀

释。对不同浓度混合模板进行双重PCR扩增后,电
泳显示在稀释度为10-4时,依然可以观察到清晰的

特异性条带(图4),表明双重PCR反应能检测病毒

的最低含量分别为6.5pg和14.5pg。
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 M:DL2000DNAmarker;1~6:稀释倍数从10-1至10-6的混

合DNA模板 DilutionofmixDNAtemplatefrom10-1to10-6;

7:阴性对照 Negativecontrol.

图4 双重PCR敏感性试验

Fig.4 SensitivitytestofduplexPCR
2.4 临床样品检测结果

运用双重PCR检测方法对采集的15个临床样

品进行检测,其中6份样品扩增出特异性条带,5份

为引物Rana-mcp检测阳性,1份引物 Mega-mcp扩

增阳性。全部临床阳性检测结果均进行了片段克隆

和序列测定,测序后证实与GenBank中发表的序列

(序列号:GU256635)一致。

 M:DL1000DNAmarker;1~15:临床样品 Clinicalsamples;

16:阳性对照Positivecontrol;17:阴性对照 Negativecontrol.

图5 临床样品检测结果

Fig.5 ResultsofduplexPCRdetectionforclinicalsamples

3 讨 论

大口黑鲈虹彩病毒(largemouthbassranavir-
us,LMBV;又称Santee-Cooperranavirus,SCRV)
通常指的是蛙病毒属虹彩病毒[12]。1995年美国南

卡罗莱纳州的Santee-Cooper水库养殖的大口黑鲈

暴发鱼灾(fishkill)引起人们高度关注。该病毒的

特点是不仅可以导致大面积暴发疾病死亡引起鱼

灾,也可以是不表现任何症状的隐性带毒[13],因此

对大口黑鲈健康养殖带来巨大威胁。2009年,邓国

成等[7]报道了大口黑鲈溃疡病是由虹彩病毒感染引

起的,这是国内对大口黑鲈溃疡病毒性病原的首次

报道。而虹彩病毒中另外一个重要的病毒属肿大细

胞病毒属,对鱼的致病性更强,该类病毒引起的鱼类

疾病呈逐年上升趋势,患病鱼死 亡 率 达30%~
100%[14-17]。马冬梅等[9]研究证实大口黑鲈的肝脾

肿大症由肿大细胞病毒属虹彩病毒引起,实验室大

口黑鲈攻毒试验显示100%死亡率。2种不同种属

虹彩病毒对大口黑鲈养殖的影响,引起我们对该类

病原的高度关注。
在虹彩病毒中,研究比较清楚的结构蛋白是主

衣壳蛋白(majorcapsidprotein,MCP)。MCP占整

个病毒粒子多肽的40%~45%,是虹彩病毒粒子中

丰度最高的蛋白,并且在虹彩病毒科中高度保守,因
此可以利用 MCP的同源性差异进行虹彩病毒分子

进化方面的研究[18]。1999年,Mao等[19]综合大口

黑鲈病毒蛋白合成分析,限制性片段长度多态分析

(restriction fragment length polymorphisms,

RFLP),MCP和DNA甲基转移酶(DNA methyl-
transferase,DMet)基因序列分析的结果,明确了大

口黑鲈虹彩病毒的分类地位为虹彩病毒科(Iridovi-
ridae)蛙病毒属(Ranavirus)成员。Mao等[19]比较

了LMBV与FV3等的 MCP和DMet基因的氨基

酸序列,以及它们的限制性内切酶图谱,结果显示

LMBV与蛙病毒代表株FV3有一定差距。在国际

病毒分类委员会第八次报告中将LMBV归类为蛙

病毒属的Santee-Cooperranavirus种[20]。因此,本
研究针对不同种属大口黑鲈虹彩病毒 MCP设计引

物进行检测,可以最大限度检测到病毒。由于FV3
和LMBV属于蛙病毒属不同种,序列存在一定差

异,本研究中引物 Rana-mcp仅针对 LMBV MCP
特异性序列设计,因此该检测方法可以检测到LM-
BV,不能检测到FV3。本试验建立的双重PCR检

测方法,可以在一个反应中同时检测大口黑鲈不同

种属虹彩病毒的带毒或发病情况,PCR产物经测序

后 证 实 与 GenBank 中 发 表 的 序 列 (序 列 号:

GU256635)一致。
目前,在虹彩病毒的防治方面没有特效药物,我

国也无商品化的虹彩病毒疫苗,因此,虹彩病毒的早

期监测和诊断显得尤为重要。本研究建立的大口黑

鲈虹彩病毒双重PCR检测方法,特异性和敏感性较

好,可以同时检测蛙病毒属和肿大细胞病毒属虹彩

病毒的带毒或发病情况,检测结果准确可靠,对实施

大口黑鲈虹彩病毒监测工作具有借鉴意义。
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AduplexPCRfordetectionofiridescentvirusfrom
largemouthbass,Micropterussalmoides

WANGQing ZENGWei-wei LIUChun MADong-mei SHICun-bin WUShu-qin

KeyLaboratoryofFisheryDrugDevelopmentofMinistryofAgriculture/
GuangdongKeyLaboratoryofAquaticAnimalImmuneTechniques,

PearlRiverFisheryResearchInstitute/
ChineseAcademyofFisherySciences,Guangzhou510380,China

Abstract Inordertodetectdifferentspeciesofiridescentvirusfromlargemouthbass,twopairsof
specificprimers,namedRana-mcpandMega-mcpwithpredictedproductsof475bpand262bp,werede-
signedfromsequencesofmajorcapsidprotein(MCP)genefromRanavirusandMegalocytivirus,re-
spectively.ThereactionconditionsoftheduplexPCRwereoptimized,andthespecificityandsensitivity
werefurtherstudied.ThelimitDNAoftheduplexPCRforRanavirusandMegalocytiviruswere6.5pg
and14.5pg,respectively.UsingduplexPCRandsequencingmethods,15clinicalsamplesweretested
and5positivesamplesfromRanavirusinfectionand1positivesamplefromMegalocytivirusinfection
weredetected.ThedevelopedduplexPCRmethodbasedonMCPgenecouldbeusedforrapiddiagnosis
andepidemiologyinvestigationoniridescentvirusdiseaseofculturedlargemouthbass.

Keywords largemouthbass;iridescentvirus;Ranavirus;Megalocytivirus;MCPgene;duplexPCR
(责任编辑:边书京)
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