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　　病毒性出血性败血症（v i r a l  h a e m o r r h a g i c 
septicaemia，VHS）是由弹状病毒引起鲑、鳟、狗鱼和

大菱鲆等数十种鱼类的一种烈性传染病，表现为出血

性败血症，致死率达90%~100%。本病主要流行于北半

球，是世界动物卫生组织（OIE）要求须申报的疫病，我

国将其列为二类疫病。

　　目前国际上检测病毒性出血性败血症病毒通常采

用的方法是细胞培养分离病毒法、血清学方法、反转录

聚合酶链反应法[1]以及酶联免疫吸附试验[2]。细胞培养

分离VHSV法结果可靠，但是检测周期长，不适用于快

速鉴别诊断，普通PCR方法操作繁琐，不能满足快速、

敏感的检测要求。环介导等温扩增（LAMP）技术的问

世解决了核酸诊断上出现的诸多难题[3]，以其高效性、

高特异性和反应快速的特点被广泛应用于各种鱼类

病原体。本文应用GENIE II等温扩增荧光检测系统对

LAMP产物进行荧光检测，在扩增反应中加入特异性

荧光双链集合染料，扩增产物可做熔解曲线分析特异

性。

1　材料与方法

1.1　病毒和细胞系

　　病毒性出血性败血症病毒（VHSV）、传染性造血

组织坏死病病毒（infectious haematopoietic necrosis 
v i rus，IHNV）、传染性胰脏坏死病毒（ i n fec t ious 
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pancreatic necrosis virus，IPNV）和鲤春病毒（spring 
viraemia of carp virus，SVCV）及鲤鱼上皮瘤细胞系

（EPC）均由辽宁出入境检验检疫局实验室保存。

1.2　试剂与仪器

　　OptiGene Limited Genie II等温扩增荧光检测系

统；英国OptiGenie Limited 公司Isothermal Mastermix 
（IMM）等温扩增试剂；DL2000 DNA marker、dNTPs
（dA TP，dGTP，dCTP ，dTTP）、Taq DNA聚合酶购自宝

生物工程（大连）有限公司；琼脂糖购自美国Promega公
司；Isothermal Mastermix购自英国OPTIHENE公司。

1.3　引物设计

　　选取病毒性出血性败血症病毒的糖蛋白基因序

列，针对病毒的高保守区域的6个特异性序列（3’端
的F3c、F2c、F1c以及5’端的B1、B2、B3），用  Primer 
Explorer V3 软件设计6条引物，分别为正向内引物

（FIP）、反向内引物（BIP）、正向外引物（F3）、反向外引

物（B3）、正向环引物（LF）及反向环引物（LB）。环引物

的存在可以明显加快反应速度，其主要原理是LB的引

物位置位于B1和B2之间，方向为B1→B2，环引物可以

与茎2环结构杂交，启动DNA合成中的链置换过程，从

而缩短反应时间[4]。引物序列见表1。引物由宝生物工

程（大连）有限公司合成。

1.4　RNA提取

　　用TRIZOL分别从感染IHNV、IPNV、VHSV和

SVCV的EPC细胞中提取各种病毒的RNA。

　　反应总体系25 μL，FIP/BIP（40 pmol/μL）、B3/F3
（5 pmol/μL）、LF/LB（20 pmol/μL）各1 μL，模板5 μL，逆
转录酶0.25 unit，英国OPTIHENE 公司等温扩增试剂

Isothermal Mastermix 15 μL，将混合物在63 ℃进行扩

增，并观察分析荧光检测系统绘出的扩增曲线。具有

“S”型曲线者为阳性，不具“S”型曲线者为阴性。

1.5　特异性分析

　　分别提取VHSV、IPNV、IHNV、SVCV的RNA，以

其为模板进行荧光RT-LAMP反应，同时设立灭菌水为

空白对照。对其扩增结果进行鉴定，观察是否有交叉反

应，分析该方法的特异性。

1.6　灵敏性分析

　　将提取的VHSV的RNA用紫外分光光度计测其在

260 nm波长处的OD值，计算RNA的浓度为2×107fg，
将其进行10倍梯度系列稀释 ，得到模板质量浓度分别

为： 2×107fg、2×106fg、2×105fg、2×104fg、2×103fg、
2×102fg、2×101fg，进行LAMP 与常规RT-PCR反应，

以确定并比较二者的检测限。

　　常规RT-PCR 采用OIE所推荐PCR用引物对（F1/
R1）对10倍系列梯度稀释的VHSV的RNA模板进行

扩增，该对引物可扩增出811 bp的核酸片段。常规RT-
PCR反应体系包括：2 μL 5×M-MLV buffer（TaKaRa，
大连），5 μL 10 mmol/L dNTP（TaKaRa，大连），0.5 μL 
40 U Ribonuclease inhibitor（TaKaRa），0.5 μL 200 U 
Reverse Transcriptase M-MLV（TaKaRa，大连），0.5 μL 
Taq DNA 聚合酶，0.5 μL上游引物F1，0.5 μL下游引

物R1，5.0 μL RNA模板，补DEPC水至50 μL。PCR
反应程序为：42 ℃  60 min；95 ℃ 5 min ；之后95 ℃ 
30 s ，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min共进行35个循环，最后

72 ℃10 min终止反应。

2　结果与分析

2.1　 荧光RT-LAMP检测

　　如图1所示，阳性的样品出现了“S”型扩增曲线，而

阴性对照没有出现“S”型扩增曲线。

2.2　特异性试验

　　由图2A所示，VHSV、IPNV、IHNV、SVCV 4种病

毒样品的扩增结果，只有VHSV出现了“S”型曲线，而

其它3种病毒都没有发生扩增，说明设计的LAMP引物

具有良好的特异性。再通过熔解曲线对产物特异性进

行分析（图2B），只有阳性样品产生特异的熔解曲线。

2.3　灵敏度试验

　　图3为荧光RT-LAMP的灵敏度检测结果，由图3A
可见，单拷贝模板也出现“S”型扩增曲线；图3B为荧光

RT-LAMP灵敏度检测中7个稀释度样品的熔解曲线，

由于4种引物都是针对VHSV特有的保守序列设计的，

因此发生扩增的产物的熔解温度（TM）值应一致。结合

扩增曲线和熔解曲线进行分析，可得出该方法能检测

出20 fg的病毒RNA模板。

表 1  引物序列
引物名称 序列（5'- 3'）

FIP GCGGAGAGTGCATCCACAAGTGGAGCTCATCGTGTATG
BIP TACAGGCGTTGTCCGTGCTTCTAGGTCCTCCTGTGTG
F3 AGGGACGGGTACTTGTAC
B3 CATGTCTGTGAGGACCTTG
L F CACCTTCCTGTCTTCCTCAC
LB TCTCTCCTATGTACTCCAAGGG
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　　图4为普通RT-PCR灵敏度检测结果，根据引物的

设计，扩增的目的基因为811 bp，通过电泳图可看出其

最低可检测到2×105fg的病毒RNA模板。

3　讨论

　　自2000年环介导等温扩增技术问世以来，以其高

效、高特异性、操作简单、反应快速准确等优势被广泛

应用于对病毒， 细菌， 寄生虫以及环境中细菌等病原

体的检测研究，取得了可喜的成就[5]。

　　该试验中应用实时荧光等温扩增检测系统建立对

病毒性出血性败血症病毒（VHSV）的检测方法。该方

法利用荧光染料插入双链DNA后即可产生荧光信号

的特性，使得扩增产物与荧光信号的实现同步，更重要

的是对样品的扩增结果可通过荧光信号直接读取，不

再需要电泳法、染料显色法以及浊度法进行判定，使得

操作者远离了溴化乙锭、紫外灯等对身体的危害，简

化了检测步骤也节省了一部分检测成本；该试验运用

GenieII实时荧光等温扩增检测仪，实现了对病毒从始

至终全封闭式的检测；该研究还结合熔解曲线及TM值

的分析，由于扩增产物的序列长度和碱基中GC的含量

等因素决定了熔解曲线的TM值，特异性的扩增产物具

有固定的TM值，因此该方法在很大程度上弥补了普通

LAMP由于人为操作过程中对样品造成污染以及非特

异性扩增引物二聚体等产生的荧光信号而出现假阳性

的现象。

　　该研究选取G基因序列设计引物，建立的病毒

性出血性败血症病毒的RT-LAMP荧光检测方法，与

IPNV、IHNV和SVCV均没有出现交叉反应（IPNV、

IHNV、SVCV与病毒性出血性败血症病毒同属弹状病

毒科，亲缘关系较近），表明设计的引物特异性好，能够

满足检测要求。在灵敏度试验中，该方法最低能够检测

出20 fg的RNA模板，其检测限远远高于普通PCR检测

方法。

　　综上所述，该试验建立的VHSV的荧光环介导逆

转录等温扩增检测方法具有便捷、灵敏、特异性高等优

点，不需要昂贵的仪器，在短时间内便能完成检测，适

用于我国进出口岸进行快速检验检疫，保护水生动物

（下转第 38 页）
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病学调查，然而其不能与SAT相互替代。SAT自Wright
建立以来一直是各国诊断布鲁氏菌病的常规血清学诊

断方法，在布鲁氏菌病的检测和控制规划中发挥了巨

大的作用。实践证明，SAT是比较稳定、特异，且较敏感

的一种方法，可以检测人畜血清中的抗布鲁氏菌IgG、

IgM和IgA3类免疫球蛋白抗体，但主要检测的是IgM和

IgG2型抗体，且SAT检测IgM的敏感性显著高于IgG2，
因此可作为人畜布病的早期诊断，同时可用于人畜布

病疫苗免疫后机体最早出现血清抗体的检测，若多次

做SAT，血清中凝集价不断升高，则诊断意义更大。

　　对于血清学诊断，虽说方法很多且各具特色，但都

存在一定局限性，目前还没有一种单一方法能适用于

任何情况下的布鲁氏菌病监测，而且各种血清学诊断

技术也不能相互取代。因此关于布鲁氏菌病的诊断，

采用综合诊断方法为宜，各国有所差异[8]。澳大利亚牛

布鲁氏菌病的诊断采用RPBT、平板凝集试验（PAT）
作初步筛选，出现阳性动物则进一步用补体结合试验

（CFT）和酶联免疫吸附试验（ELISA）试验进行确诊；

美国通常用SAT、PAT，然后根据不同情况采用2-巯基

乙醇试验（2-MET）、CFT等；而在我国，实际上也趋向

于主张用RBPT初筛，然后用SAT或CFT作综合诊断。

血清学诊断的最大缺陷是很难区分自然感染、人工免

疫以及一些非布氏杆菌感染产生的抗体，这方面的研

究有待于进一步深入。本研究利用RBPT和MRT用于

筛选布病阳性的畜群和个体动物，尤其对于奶牛采集

牛奶即可进行监测，省去了采血、分离血清等步骤，但

由于特异性不高，受试验温度和凝集时间相对较短的

影响，不易准确判定结果，故对RBPT和MRT阳性畜及

可疑畜，还必须经SAT重复检测为阳性才能最终判定

为阳性。实际工作中由于SAT可能出现假阳性或假阴

性反应，并不是所有感染的动物都出现具有诊断意义

的抗体水平，因而易造成误诊和漏诊，必须进行综合诊

断。青海是布病的高发地区，有效的监测是预防和控制

布鲁氏菌病的重要手段，研究适合基层应用的检测方

法也是海西州一直以来高度重视的问题，本实验三种

检测方法的联合使用适合海西地区大样本的布鲁氏菌

病的监测，为基层布鲁氏菌病监测方案的研究提供了

技术支持和理论依据。
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