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摘要! 为了建立和应用可检测基因
"

型草鱼呼肠孤病毒&8-$.'的荧光定量检测方法!实验

根据基因
"

型 8-$.的 *7 保守序列!分别设计扩增目的条带 774 L2 普通引物&6

4

"6

2

'"扩增

目的条带 48: L2 荧光定量引物&(

4

"(

2

'和一条探针$同时构建含有目的片段的 6.&T47*7 作

为标准质粒!43 倍梯度稀释构建质粒拷贝数与 -

C

值的标准曲线&T>6/1/0:Q?/01397'# 结

果表明!此方法在 /1: B43

9

</1: B43

4拷贝5

!

'之间相关性较好!@

2为 31::2!最小检测量为 1

拷贝5

!

'$且与基因
'

型"

3

型 8-$.以及其他病原核酸无交叉反应# 运用该方法检测 47 份

草鱼出血病疑似样品!阳性结果为 1 份$而普通 6-$检测仅 2 份显示阳性# 本研究建立了针

对基因
"

型 8-$.的荧光定量检测方法!具有高效"特异"灵敏"可重复性强的优点!适合于目

前基因
"

型 8-$.的临床快速检测和病毒定量分析#

关键词! 草鱼呼肠孤病毒$ 基因
"

型$ E:ZX:A $H:07E;9H6-$$ 定量分析

中图分类号! *:1411455555555555 文献标志码%&

55草鱼 #-$2'#/3().'5#8#' &82%%($是我国淡水

养殖的四大家鱼之一"因其生长速度快&饲料来源

广&养殖成本低等优点"养殖量在淡水养殖中比例

较高' 2342 年草鱼产量 190149 万 C"约占全部淡

水鱼产量的 23Q' 但每年草鱼由于各种病害问

题"导致减产约 /3Q"其中由草鱼呼肠孤病毒

#B3:>>@:32 3H/D;3I>"8-$.$引起的草鱼出血病危

害最大
*4+

' 8-$.主要引起草鱼在鱼种阶段暴

发出血病"流行范围较广&发病流行季节较长&死

亡率可高达 :3Q

*2 6/+

' 目前采取疫苗预防是控

制草鱼出血病最为有效的方式"但由于病原为基

因组分节段的 $%&病毒"变异较强"免疫失败的

情况也时有发生' 自 4:0/ 年首次分离并鉴定出

草鱼呼肠孤病毒以来"已有 23 余分离株被相继报

道
*1 68+

' 不同分离株在病毒基因组带型&感染细

胞特性和致病性方面均有一定差异性' 曾伟伟

等
*7+

根据不同分离株间的带型差异和目前已有

基因序列比较"提出 8-$.分离株至少存在 / 种

基因型"并建立了可鉴别诊断 / 种基因型的 $E7

6-$检测方法' $E76-$检测是目前运用最为广

泛的方法"针对 8-$.不同片段和不同分离株已

经建立了多种 $E76-$检测方法"但该方法仅局

限于定性检测
*9 6:+

' 因此建立一种早期快速诊

断&高效检测&定量分析和研究病原的方法是当前

所需' 随着越来越多的 8-$.完成全基因组和

部分片段序列测定"研究发现在所有已分离的

8-$.中"*7 节段推测编码的外衣壳蛋白是普遍

存在的"是病毒重要的结构蛋白"具有相对保守

性
*4"43+

' R:AB 等
*44+

根据目前已发表的8-$.序

列分析得出"同一个基因型内结构蛋白的同源性
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较高"序列保守性强' 本研究针对基因
"

型

8-$.*7 片段保守区域设计引物"建立 8-$.的

E:ZX:A $H:07E;9H6-$检测方法"并检测了本实

验室保存的不同基因型毒株"结果证明该方法可

以特异性检测基因
"

型 8-$.毒株' 该方法的

建立和应用为 8-$.的毒株鉴定&定量分析和疫

苗研制提供了重要方法和依据'

45材料与方法

!"!#病原

8-$.!T3:34#

"

型
*7+

$ &8-$.3/3#

"

型$&

8-$.+U30#

'

型
*7+

$ &锦鲤#-)./)&'+,0()/&#8$

疱疹 病 毒 # Y+.$& 云 斑 尖 塘 鳢 # 19.2%2#$)&,

4()4#)($($ 虹 彩 病 毒 # X*8).$& 弹 状 病 毒

# +*O.$& 类 志 贺 邻 单 胞 菌 # 7%2,&#4#'(,

63&52%%#&82,$& 柱 状 黄 杆 菌 # N%(*#"(0$2)&+4

0%#+4'()2$均由本实验室分离并保存' 美洲金体

鳊 # I#$24&5#'+, 0).,#%2+0(,$ 呼 肠 孤 病 毒

#8*$.$由美国典型培养物保藏中心#&E--$购

得"8-$.431 株#

3

型
*7+

$由中国水产科学院长

江水产研究所曾令兵馈赠'

!"$#试剂与仪器

63H9;G ,G E:Z

EX

#6H3?H@C$H:0E;9H$&60:>9;M

6I3;?;@:C;/A Y;C.H31213&63;9H*@3;2C$E3H:BHAC

Y;C6H3?H@C$H:0E;9H均购自大连宝生物公司%

E3;N/0$H:BHAC购于 )AD;C3/BHA 公司%&O)9833 荧光

定量 6-$仪为美国应用生物系统公司产品'

!"?#引物的设计与合成

从 8HAO:AP 上搜索基因
"

型 8-$.不同毒

株的 *7 节段序列#8-$.09/&3:7 的登录号分别

为 &(13//:2&!%237771$"并结合本实验室 3/3 和

!T3:34 *7 节段序列结果"根据基因
"

型 8-$.

*7 保守序列"由铂尚生物公司合成一对普通引

物&一对荧光定量引物和一条探针' 探针 8[端由

(&X标记"/[端由 O+V4 标记' 引物和探针序列

见表 4'

表 !#基因
"

型 (DFW引物和探针

%&'"!#E).41)&/0%&UQ&/81U71/;187810*3(DFW91/*,@61

"

引物

23;9H3

序列#8[7/[$

>HZIHA@H

位置

2/>;C;/A

预测片段5L2

23HM;@CHM >;NH

普通 6-$引物

23;9H3?/3A/39:06-$

上游 6

4

8[78&--8&EE8E&-E-E--E--EE-7/[

下游 6

2

8[7---8&8E&88E&&8&8E-EE&-87/[

/14 <4 334 774

荧光定量引物 6-$

23;9H3?/3$H:0E;9H6-$

上游 (

4

8[7-E-E-E88-&8&&&-&-EE&8&-7/[

下游 (

2

8[7---8&8E&88E&&8&8E-EE&-87/[

833 <780 48:

探针 23/LH 8[7--8--&E8&--&E8-E&&-&--E8&-&O7/[ 821 6

!"L#;ARB和标准质粒制备

运用 E3;N/0$H:BHAC说明书的方法提取样品

$%&"63;9H*@3;2C$E3H:BHACY;C6H3?H@C$H:0E;9H

反转录试剂盒获得 @4%&' 取 418

!

'逆转录产物

@4%&"加入 X;G 4218

!

'&43

!

9/05'浓度的引物

#6

4

&6

2

$各 4

!

'&MM+

2

":

!

'"将上述 28

!

'反应

体系混匀后进行 6-$扩增' 反应参数为 :1 F预

变性 8 9;A":1 F /3 >"73 F /3 >"92 F 83 >"共 /3

个循环"最后 92 F延伸 0 9;A' 并设置 MM+

2

"代

为模板的阴性对照' 6-$反应结束后"取 8

!

'

6-$产物用 4Q琼脂糖凝胶进行电泳检测' 以

8-$.!T3:34 株 @4%&作为模板"采用引物#6

4

&

6

2

$扩增序列"胶回收产物克隆到 6X4740E载体

中"成功转化到 4+8

(

感受态细胞"用质粒试剂盒

提取质粒"并做6-$验证后用;(4+

"

和7,$

"

双酶切

鉴定"切胶回收相应片段"克隆到 6.&T4 载体中"

成功转化到 4+8

(

感受态细胞"提取质粒酶切及测

序鉴定正确后"质粒用 ,&*S4;0IC;/A 43 倍梯度稀

释分别做荧光定量6-$和常规6-$检测' 用紫外

分光光度计测定提取质粒纯度"其浓度按以下公式

计算重组质粒拷贝数!

质粒拷贝数#拷贝5

!

'$ >7132 B43

2/

#拷贝5

9/0$ B质粒浓度#B5

!

'$ 5质粒分子量#B59/0$'

!"Y#标准曲线构建与灵敏度实验

将 6.&T47*7 重 组 标 准 质 粒 用 ,&*S

4;0IC;/A 43 倍梯度稀释为模板进行荧光定量 6-$

反应"每个梯度设置 / 个平行' 在荧光定量 6-$

仪上进行扩增和数据分析"以灭菌的 MM+

2

"代替

模板 作 为 阴 性 对 照' 23

!

' 体 系! 63H9;G

#E:Y:$:$ ,G G(H

EX

43

!

'"$"T$H?H3HA@H4=H

'

#83 B$311

!

'"6-$(/3J:3M 63;9H3和 6-$$HDH3>H

63;9H3各 311

!

'#终浓度均为 312

!

9/05'$"

:98
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E:ZX:A 探针 310

!

'#终浓度为 311

!

9/05'$"

@4%&模板 2

!

'"MM+

2

"7

!

'' 采用 2 步法 6-$

扩增程序!预变性 4 个循环":8 F /3 >%6-$反

应"13 个循环":8 F 8 >"73 F /1 >'

!"P#特异性与重复性实验

分别取 8-$. !T3:34& +U30& 431& 3/3 和

8*$.&Y+.&X*8).&+*O.&7D,3&52%%#&82,& ND

0%#+4'()2核酸 #2

!

'$为模板"以灭菌的 MM+

2

"

代替模板作为阴性对照' 用建立的
"

型 8-$.

E:ZX:A $H:07E;9H6-$方法进行特异性检测'

取 )型 8-$.@4%&在 4 次实验中重复 13 次进

行检测"以灭菌的 MM+

2

"代替模板作为阴性对

照"计算其变异系数'

!"\#临床样品的检测

对本实验室保存的在 2342 年 1-43 月份广

东佛山&清远&河源等地区采集的 47 份草鱼出血

病疑似样品"采用已建立的方法进行检测' 比较

与普通 6-$检测的结果"并运用细胞培养和电镜

观察验证'

25结果与分析

$"!#基因
"

型 (DFW标准质粒的制备

将基因
"

型 8-$. *7 节段克隆到 6.&T4

中构建 6.&T47*7 重组质粒"经过 ;(4+

"

和

7,$

"

双酶切鉴定"电泳显示得到与预期相符的目

的条带#图 4$"提取质粒经引物 #(

4

&(

2

$6-$扩

增"电泳得到与目的基因大小一致的的条带"说明

成功构建了标准重组质粒#图 2$'

图 !#N')^

"

和 ?+&

"

双酶切重组质粒 EWBe!IXP 结果

X1标准 4%&48 333% 41双酶切重组质粒

=.9"!#F1875,*30*7'510.918,.*/*3)1;*4'./&/,

65&84.0EWBe!IXP '@ N')^

"

&/0?+&

"

X14%&48 333 L2 9:3PH3% 414/IL0HM;BH>C;/A /?3H@/9L;A:AC

20:>9;M

图 $#实时荧光定量特异性引物 =

!

"=

$

EDF

扩增结果

X1标准 4%&4333% 41阴性对照% 21引物 (

4

5(

2

扩增产物

=.9"$#B465.3.;&,.*/)1875,*3F1&5I%.41EDF&88&@ 3*)

,-1861;.3.;.,@ *36).41)8=

!

&/0=

$

X14%&4333 L2 9:3PH3% 41AHB:C;DH@/AC3/0% 216-$23/MI@C

J;CK 23;9H3>(

4

5(

2

$"$#标准曲线与灵敏度检测

基因
"

型 8-$.的标准质粒 43 倍梯度稀

释!/1: B43

9

</1: B43

62

拷贝5

!

'进行 E:ZX:A

$H:07E;9H6-$扩增"得到 4 条以标准质粒拷贝

数对数为 T轴和 -

C

值为 S轴的扩增曲线 #T>

6/1/0:Q?/01397$#图 /$' 在 /1: B43

9

</1: B

43

4

拷贝5

!

'之间相关性较好"@

2

为31::2%扩增

效率为 :91279Q' 重组标准质粒不同稀释度荧

光定量 6-$扩增曲线的最低检测限为 /1: B43

3

拷贝5

!

'#图 1$"灵敏度范围广"可达 0 个数量

级' 而常规 6-$仅检测到 /1: B43

1

拷贝5

!

'

#图 8$'

图 ?#(DFW实时荧光定量 EDF标准曲线图

=.9"?#X,&/0&)0;7)<1*3F1&5I%.41EDF&88&@ 3*)

,-101,1;,.*/*3(DFW65&84.0

308



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 殷5亮"等!基因
"

型草鱼呼肠孤病毒 E:ZX:A $H:07E;9H6-$检测方法的建立及应用 55

图 L#(DFW实时荧光定量 EDF灵敏度

检测的扩增曲线图

4 <01质粒的浓度为 /1: B43

9

</1: B43

3

#拷贝5

!

'$ % :1质

粒的浓度为 /1: B43

64

</1: B43

62

#拷贝5

!

'$和阴性对照

=.9"L#B465.3.;&,.*/65*,*3F1&5I%.41EDF&88&@ 3*)

,-101,1;,.*/*3(DFW

4 601@/A@HAC3:C;/A /?20:>9;M /1: B43

9

6/1: B43

3

#@/2;H>5

!

'$ % :1@/A@HAC3:C;/A /?20:>9;M /1: B43

64

6/1: B43

62

#@/2;H>5

!

'$:AM AHB:C;DH@/AC3/0

图 Y#(DFW常规 EDF灵敏度

检测的扩增曲线图

泳道 41阴性对照%泳道 2 <44 分别为质粒的浓度 /1: B43

9

<

/1: B43

62

#拷贝5

!

'$

=.9"Y#B465.3.;&,.*/65*,*3EDF&88&@ 3*),-1

01,1;,.*/*3(DFW

':AH>41AHB:C;DH@/AC3/0%':AH>2 <441@/A@HAC3:C;/A /?20:>9;M

/1: B43

9

6/1: B43

62

#@/2;H>5

!

'$

$"?#特异性和重复性检测

利用建立的检测方法对 8-$.!T3:34&3/3&

+U30& 431& 8*$.& Y+.& X*8).& +*O.& 7D

,3&52%%#&82,&ND0%#+4'()2进行检测"图 7 显示除

!T3:34&3/3&8*$.有扩增曲线外"其他病毒均无

扩增曲线"说明具有较好的特异性' 同一样品在

同一次实验 13 次重复的 -

C

平均值&重复间的标

准差和变异系数分别为 40103& 313:3 和 3110Q

#图 9$' 说明其具有很好的稳定性和极高的重

现性'

图 P#(DFW实时荧光定量 EDF特异性

检测的扩增曲线图

4 </18-$.!T3:34&3/3 和 8*$.株% 11未产生荧光信号的

毒株"包括 8-$. 431& +U30 和 X*8).& +*O.& Y+.& 7D

,3&52%%#&82,& ND0%#+4'()2及阴性对照

=.9"P#X61;.3.;.,@ 65*,*3F1&5I%.41EDF&88&@ 3*)

,-101,1;,.*/*3(DFW

4 6/18-$.!T3:34"3/3 >C3:;A :AM 8*$.% 11>C3:;A>J;CK A/

2/>;C;DH>;BA:0;A@0IM;AB 8-$. 431" +U30" X*8)." +*O."

Y+."7D,3&52%%#&82,"ND0%#+4'()2:AM AHB:C;DH@/AC3/0

图 \#(DFW实时荧光定量 EDFLJ 次重复性

实验的扩增曲线图

=.9"\#=*),@ )161,.,.*/8*3F1&5I%.41EDF&88&@ 3*)

,-101,1;,.*/*3(DFW

$"L#临床样品的检测结果

采用已建立的检测方法和普通 6-$法对疑

似样品进行检测"结果显示!实时荧光定量 6-$

显示阳性样品为 1 份"而常规 6-$为 2 份' 对常

规 6-$检测为阴性而实时荧光定量 6-$检测显

示阳性的 2 份样品进行细胞分离和电镜观察验证

为阳性'

/5讨论

8-$.是水生呼肠孤病毒属毒力最强的毒株

408
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之一"是导致草鱼发病率&死亡率极高的一种传染

性疾病的病原
*42 64/+

' 目前针对草鱼出血病预防

和治疗尚未有高效的药物和措施"免疫预防仍然

是最有效和最为广大养殖户所接受的方法
*41+

'

随着不同分离株陆续被发现和报道"研究表明

8-$.核酸分为 44 个片段"很容易发生变异和片

段重组%从不同地区分离到的毒株有很大的差异"

也存在混合感染致病的现象
*48+

"为草鱼出血病的

防控和临床检测增加了难度' 8-$.自 4:0/ 年

被鉴定以来"针对 8-$.的检测也建立了很多的

方法"如传统的细胞培养&组织切片&电镜观察等

经典的检测方法"但这些方法费时费力
*47+

' 随着

生物技术的快速发展"杨广智等
*49+

葡萄球菌 &蛋

白协同凝集实验法&江育林等
*40+

荧光抗体和酶联

免疫吸附试验法&王晓丰等
*4:+

实时荧光定量 6-$

检测方法&UHAB 等
*41+

和李玉平等
*23+

草鱼呼肠孤

病毒 $E7'&X6检测方法的建立可以有效地检测

病原"但操作繁杂"特别是检测病原的周期较长'

*HAB 等
*24+

和郝贵杰等
*22+

均根据 *7 节段设计引

物分别建立快速检测水生呼肠孤病毒与 8-$.

的 $E76-$方法' UK:AB 等
*2/+

建立了 8-$.高

效&快速的 $E76-$检测方法' $E76-$检测痕

量样品"敏感性高&特异性强"是目前早期诊断和

检测的主要技术"但只能进行病原定性分析' 临

床采集的组织样品的病毒含量偏低"灵敏度低的

检测方法很容易在检测时造成漏检或者呈假

阴性'

目前越来越多的 8-$.被分离和报道"国内

8-$.至少分为 / 个基因型"不同基因型的代表

株分别是基因
"

型 09/ 株&基因
'

型 +U30 株和

基因
3

型 431 株' 不同基因型毒株间的基因序列

差别较大"但对于同一基因型内编码主要结构蛋

白的基因序列同源性较高' 为了建立针对基因
"

型 8-$.的定量检测方法"本研究分析比较了基

因
"

型 8-$."包括 8HAO:AP 中发表序列的 09/

株&3:7 株"本实验室保存的 3/3 株&3:34 株"以及

8*$.的序列' 8*$.为 &ZI:3H/D;3I>-型代表

株"全基因组序列与基因
"

型 8-$.代表株 09/

同源性在 :3Q以上"*7 全长序列同源性 :8Q"该

毒株为本实验室从 &E--购得"本实验选择其作

为对照' 本研究建立的 E:ZX:A $H:07E;9H6-$

检测方法"扩增曲线在 /1: B43

9

</1: B43

3

#拷

贝5

!

'$范围内呈(*)型增长"指数增长期扩增曲

线平行"表明此反应体系中不同样品间的扩增效

率是相同的' 标准质粒在 /1: B43

9

</1: B43

4

#拷贝5

!

'$之间的 -

C

值与荧光定量 6-$体系中

起始模板量的对数有较好的线性关系 # T>

6/1/0:Q?/01397$'

特异性高是 E:ZX:A $H:07E;9H6-$技术的

重要指标之一"为了验证本研究已建立的 E:ZX:A

$H:07E;9H6-$检测基因
"

型 8-$.方法的特异

性"选择了 8-$.

"

型&

'

型&

3

型和 8*$.及其

他病原进行检测"结果表明只有 8-$.

"

型和

8*$.有典型的(*)型扩增曲线"而 8-$.

'

型&

3

型及其他病原与阴性对照均无扩增曲线' 实验

表明此方法具有较强的特异性' 周勇等
*9+

根据

8-$.431 株编码核衣壳蛋白 .67 序列和刘宝芹

等
*0 6:+

根据 8-$.+U30 和 3:34 株 *9 节段序列

设计引物分别建立 E:ZX:A $H:07E;9H6-$检测

方法"最低检测限分别为 43 个&7 个和 43 个拷

贝"他们针对特定 8-$.分离株的特定片段序列

建立定量检测方法"检测的 8-$.具有特异性和

针对性' 由于不同基因型 8-$.编码的蛋白存

在较大差异"而 8-$.*7 节段推测编码病毒主要

外衣壳蛋白在目前已发现的 8-$.中普遍存在"

同一基因型内具有高度的保守性' 本研究期望建

立和应用可检测基因
"

型 8-$.的定量检测方

法"因此在分析比较了目前基因
"

型 8-$.已有

序列后"选择 *7 节段最为保守的序列设计引物和

探针"本检测方法在灵敏度实验中表明最低检测

量为 1 个拷贝"稍优于周勇等
*9+

&刘宝芹等
*0 6:+

建

立的方法"但无显著差异' 对 47 份疑似草鱼出血

病样品利用建立的基因
"

型 8-$.E:ZX:A $H:07

E;9H6-$和常规 6-$方法进行检测"该检测方

法的临床应用显示出较好的敏感性与特异性' 本

方法的建立对基因
"

型 8-$.的早期诊断和检

测&病原的定量分析&草鱼出血病预防等有重要的

意义'
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* / +5UK:AB -" R:AB V" *K;- O" 2$(%1)>/0:C;/A :AM

;MHAC;?;@:C;/A /?:B3:>>@:32 3H/D;3I>;>/0:CH8-$.

+U30 * !+1!/I3A:0/?(;>KH3= *@;HA@H>/?-K;A:"

2343"49# 7 $!4289 6427/1*张超"王庆"石存斌"

等1草鱼呼肠孤病毒 +U30 株的分离与鉴定1中国

水产科学"2343"49#7$!4289 6427/1+

* 1 +5UHAB R R"R:AB V"';I S Y"2$(%1)>/0:C;/A :AM

;MHAC;?;@:C;/A /?AHJ8-$.>C3:;A :AM 23;9:3= >CIM=

/A ;C>;99IA/BHA;@;C= * !+1&@C: +=M3/L;/0/B;@:

*;A;@:"2344"/8 #8$!9:3 69:81*曾伟伟"王庆"刘

永奎"等1一株草鱼呼肠孤病毒弱毒株的分离&鉴

定及免疫原性初步分析1水生生物学报"2344"/8

#8$!9:3 69:81+

* 8 +5';I SY"R:AB V" UHAB R R" 2$(%16H:303;DH3

?;>KH3;H>3H>H:3@K ;A>C;CICH/?-K;AH>H:@:MH9= /?

?;>KH3= >@;HA@H>" 8I:ABNK/I" -K;A:1)>/0:C;/A :AM

;MHAC;?;@:C;/A /?B3:>>@:32 3H/D;3I>>C3:;A !T73:32

*!+1!/I3A:0/?(;>KH3= *@;HA@H>/?-K;A:"2344#8$!

4399 6430/1*刘永奎"王庆"曾伟伟"等1草鱼呼肠

孤病毒 !T73:32 株的分离和鉴定1中国水产科学"

2344"40#8$!4399 6430/1+

* 7 +5UHAB R R" R:AB V" R:AB S S" 2$(%1

,>C:L0;>K9HAC/?9I0C;20HG 6-$ ?/3MHCH@C;/A /?

B3:>>@:32 3H/D;3I>:AM ;C>:220;@:C;/A*!+1!/I3A:0/?

(;>KH3= *@;HA@H>/?-K;A:"234/#2$!14: 61271*曾

伟伟"王庆"王英英"等1草鱼呼肠孤病毒三重 6-$

检测方法的建立及其应用1中国水产科学"234/"23

#2$!14: 61271+

* 9 +5UK/I S"UHAB 'O"T;:AB S4"2$(%1,>C:L0;>K9HAC

/?:E:ZX:A 3H:07C;9H6-$ >>:= ?/3MHCH@C;AB CKH

B3:>>@:32 3H/D;3I>* !+1!/I3A:0/?(;>KH3;H>/?

-K;A:"2344"/8#8$!991 699:1*周勇"曾令兵"范玉

顶"等1草鱼呼肠孤病毒 E:ZX:A 3H:07C;9H6-$检

测 方 法 的 建 立1水 产 学 报" 2344" /8 # 8 $!

991 699:1+

* 0 +5';I OV"UHAB R R"R:AB V"2$(%14HDH0/29HAC/?

:?0I/3H>@HACZI:AC;C:C;DH2/0=9H3:>H@K:;A 3H:@C;/A

CH@KA;ZIH?/3MHCH@C;/A /?B3:>>@:32 3H/D;3I>+U30

>C3:;A * !+1!/I3A:0/?(;>KH3= *@;HA@H>/?-K;A:"

2342"4: #2$!/2: 6//81*刘宝芹"曾伟伟"王庆"

等1草鱼呼肠孤病毒 +U30 株 (V76-$检测方法的

建立 及 应 用1中 国 水 产 科 学" 2342" 4: # 2 $!

/2: 6//81+

* : +5';I OV"UHAB R R"R:AB V"2$(%14HDH0/29HAC/?

?0I/3H>@HACZI:AC;C:C;DH2/0=9H3:>H@K:;A 3H:@C;/A ?/3

MHCH@C;/A /?@3:>>@3:2 3H/D;3I>!T73:34 >C3:;A :AM ;C>

:220;@:C;/A /A D;3I> ZI:AC;C:C;DH :A:0=>;>* !+1

8I:ABM/AB &B3;@I0CI3:0*@;HA@H>" 2342" /: # 44 $!

4/: 641/1*刘宝芹"曾伟伟"王庆"等1草鱼呼肠孤

病毒 !T 3:34 株 (V76-$检测方法的建立及其在

定量分析中的应用1广东农业科学"2342"/:#44$!

4/: 641/1+

*43+5SHT"E;:A SS"4HAB 8-"2$(%1-/920HCHBHA/9;@

>HZIHA@H/?:3H/D;3I>;>/0:CHM ?3/9 B3:>>@:32 ;A

-K;A:*!+1.;3I>$H>H:3@K"2342"47/#4$!298 620/1

*44+5R:AB V"UHAB R R"';I -"2$(%1-/920HCHBHA/9H

>HZIHA@H/?:3H/D;3I>;>/0:CHM ?3/9 83:>>@:32"

;AM;@:C;AB M;??H3HACBHA/C=2H>/?8-$. ;A -K;A:

*!+1!/I3A:0/?.;3/0/B="2342"07#22$!421771

*42+5$:ABH0&&-"$/@PH9:AA 44"+HC3;@P (X"2$(%1

)MHAC;?;@:C;/A /?B3:>>@:32 KH9/33K:BHD;3I>:>:

AHJ BHA/B3/I2 /?:ZI:3H/D;3I>* !+1!/I3A:0/?

8HAH3:0.;3/0/B="4:::"03#:$!2/:: 621321

*4/+5&KAHR1.;3:0;A?H@C;/I>/?:ZI:C;@:A;9:0>J;CK

>2H@;:03H?H3HA@HC/ &>;:A :ZI:@I0CI3H* !+1&AAI:0

$HD;HJ/?(;>K 4;>H:>H>"4::1"1!/98 6/001

*41+5UHAB R R"R:AB V"R:AB S S"2$(%1& /AH7>CH2

9/0H@I0:3L;/0/B= 9HCK/M ?/3>;920H :AM 3:2;M

MHCH@C;/A /?B3:>>@:32 -$2'#/3().'5#8#' &82%%(

3H/D;3I>#8-$.$ +U30 >C3:;A *!+1!/I3A:0/?(;>K

O;/0/B="234/"02#8$!4818 648881

*48+5R:AB E"TI 4"'W 'V14HCH@C;/A /?CKH@/ ;A?H@C;/A

/?M;??H3HACB3:>>@:32 3H/D;3I>>C3:;A>I>;AB M>$%&

>HZIHA@;AB CH@KA/0/B= * !+1!/I3A:0/?*K:ABK:;

"@H:A #A;DH3>;C="2342"24#8$!987 69721*王土"许

丹"吕利群1应用 M>$%&测序技术检测草鱼呼肠孤

病毒的混合感染1上海海洋大学学报" 2342" 24

#8$!987 69721+

*47+5S;A '" R:AB V" UHAB R R" 2$(%163/B3H>>/A

:ZI:3H/D;3I>BHA/9H* !+163/B3H>>)A .HCH3;A:3=

XHM;@;AH"234/"/1#4$!03 6081*殷亮"王庆"曾伟

伟"等1水生呼肠孤病毒基因组研究进展1动物医

学进展"234/"/1#4$!03 6081+

*49+5S:AB 8U" 'I/ S U" SHT 61$:2;M >H3/0/B;@:0

M;:BA/>;> /? B3:>> @:32 :H9/33K:B;@ D;3I> L=

@/:BB0IC;A:C;/A CH>C I>;AB :AC;L/M=7>HA>;C;NHM

>C:2K=0/@/@@;23/CH;A &*!+1!/I3A:0/?(;>KH3;H>/?

-K;A:"4::4"48#4$!29 6//1*杨广志"罗毅志"叶雪

平1葡萄球菌 &蛋白协同凝集试验快速检测草鱼

出血病病毒1水产学报"4::4"48#4$!29 6//1+

*40+5!;:AB S'" ';U V *CIM= /A :A ;ACH3?H3/A70;AP

>IL>C:A@H23/MI@HM L= D;3I>7;A?H@CHM B3:>>@:32 @H00

0;AH>*!+1-K;AH>H!/I3A:0/?.;3/0B="4::4"9 # 4 $!

/3 6/81*江育林"李正秋1病毒感染的草鱼细胞产

生类干扰素物质的研究1病毒学报"4::4"9 #4$!

/3 6/81+
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*4:+5R:AB T("TIH+"4;AB U("2$(%14HDH0/29HAC:AM

@0;A;@:0:220;@:C;/A /?$E76-$9HCK/M ?/3B3:>>@:32

3H/D;3I>*!+1&@C:&B3;@I0CI3:HUKH<;:ABHA>;>"2342"

21#2$!24/ 62471*王晓丰"薛晖"丁正峰"等1草鱼

呼肠孤病毒 $E76-$检测方法的建立及临床应用1

浙江农业学报"2342"21#2$!24/ 62471+

*23+5';S6"$HA T8"X:/ +*"2$(%1,>C:L0;>K9HAC/?

MHCH@C;/A 9HCK/M ?/3B3:>>@:32 X4$.*!+1&A;9:0

+I>L:AM3= :AM .HCH3;A:3= *@;HA@H:AM EH@KA/0/B=

)A?/39:C;/A"2342#4$!831*李玉平"任宪刚"毛洪

顺"等1草鱼呼肠孤病毒 $E7'&X6检测方法的建

立1畜牧兽医科技信息"2342#4$!831+

*24+5*HAB ,Y"(:AB V"':9E!"2$(%14HDH0/29HAC/?:

3:2;M">HA>;C;DH:AM >2H@;?;@M;:BA/>C;@:>>:= ?/3?;>K

:ZI:3H/D;3I>L:>HM /A $E76-$ * !+1!/I3A:0/?

.;3/0/B;@:0XHCK/M>"2331"440#2$!444 64221

*22+5+:/ 8!"*KHAB 6-"';A ("2$(%14HDH0/29HAC:AM

:220;@:C;/A /?$E76-$CH@KA;ZIH?/3MHCH@C;AB B3:>>

@:32 $H/D;3I>#8-$.$ ;A?H@C;/A *!+1EKH,M;C/3;:0

O/:3M /?!;9H;#A;DH3>;C=! %:CI3:0*@;HA@H" 234/

#4$!0 64/1*郝贵杰"盛鹏程"林峰"等1$E76-$检

测草鱼呼肠孤病毒的方法研究1集美大学学报!自

然科学版"234/"40#4$!0 64/1+

*2/+5UK:AB ''"'I/ V"(:AB V"2$(%1&A ;923/DHM $E7

6-$:>>:= ?/33:2;M :AM >HA>;C;DHMHCH@C;/A /?B3:>>

@:32 3H/D;3I>*!+1!/I3A:0/?.;3/0/B;@:0XHCK/M>"

2343"47:#4$!20 6//1
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]8,&'5.8-41/,&/0&665.;&,.*/*3& %&UQ&/F1&5I%.41EDF&88&@ 3*)

01,1;,.*/*39)&88;&)6)1*<.)7891/*,@61

"

S)%';:AB

4"2

" R&%8V;AB

4

" U,%8RH;JH;

4

" ')S/ABB:AB

4"2

"

R&%8S;AB=;AB

4

" ')#-KIA

4

" ')&%8+/AB3I

4

" *+)-IAL;A

4

" R#*KIZ;A

4

"

#4!"#$%&'()&*()$(+9E-&*/;90/5&1B55-0#D#;80(1(:$(+N-&0:=(0: Y)(3/0;#""#$%&'()&*()$(+7/.8#)$2)-: 2#3#1(45#0*(+

6/0/.*)$(+9:)/;-1*-)#"Y#&)1A/3#)7/.8#)/#.A#.#&);8 B0.*/*-*#"C8/0#.#9;&=#5$(+7/.8#)$,;/#0;#."N-&0:P8(-5843/03"C8/0&%

2!C(11#:#(+7/.8#)/#.&0= %/+#,;/#0;#",8&0:8&/J;#&0 H0/3#)./*$",8&0:8&/5234/37"C8/0&$

B'8,)&;,! )A /3MH3C/ H>C:L0;>K E:ZX:A $H:07E;9H6-$?/3MHCH@C;/A /?8-$. BHA/C=2H

"

"CKH23;9H3>

JH3HMH>;BAHM :@@/3M;AB C/ @/A>H3D:C;DH3HB;/A /?*7 :>?/00/J>!A/39:023;9H3>MH>;BAHM :>6

4

:AM 6

2

J;CK

23HM;@CHM 23/MI@C>;NH/?774 L2"3H:0C;9H23;9H3>MH>;BAHM :>(

4

:AM (

2

J;CK 23HM;@CHM 23/MI@C>;NH/?48:

L2":AM :23/LH1*C:AM:3M @I3DH#T>6/1/0:Q?/01397$J:>BHAH3:CHM LHCJHHA CKH@=@0HCK3H>K/0M#-

C

$

:AM >C:AM:3M 20:>9;M#6.&T47*7$J;CK 437?/0M >H3;:0M;0IC;/A>1EKH3H>I0C>>K/JHM CK:CCKH3HJ:>:B//M

0;AH:33H0:C;/A>K;2 LHCJHHA -

C

D:0IH:AM CH920:CH@/A@HAC3:C;/A J;CK :MHCH@C;/A 3:ABH?3/9 /1: B43

9

C/

/1: B43

4

@/2;H>5

!
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