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摘要：为建立传染性脾肾坏死病毒(ISKNV)灭活快速检验方法，从ISKNV感染CPB细胞
系转录谱筛选并经qRT-PCR验证表达量最高的病毒ORF099基因作为快速检测靶基因。以
质粒pMDORF099为标准品，采用qPCR方法绘制了CT值与质粒拷贝数的标准曲线，其线
性方程为CT=–3.42lgx+39.455，最低检测限为3拷贝/μL，结果显示组间和组内变异系数
均小于2%，表明该方法具有较高的灵敏度和较好的重复性。将ISKNV病毒悬液10倍稀释
成100~103 拷贝/mL，分别取1 mL病毒稀释液接种CPB细胞，在第7、9和11天提取细胞总
RNA，经基因组DNA去除试剂盒去除残留DNA后采用qRT-PCR方法检测ORF099基因转
录本，结果显示在第7天即可从接种1个拷贝病毒的细胞中检测出ISKNV ORF099转录本。
将3个浓度梯度(0.05%、0.1%、0.2%)的甲醛灭活ISKNV制备的模拟样品以及实验室制备
的3批次ISKNV细胞灭活疫苗样品接种CPB细胞9 d，采用上述快速检验方法进行检测。
0.05%、0.1%甲醛灭活模拟样品可检测到ISKNV ORF099基因转录本，其他样品均未检测
到。而细胞盲传实验显示，0.1%终浓度甲醛灭活ISKNV接种细胞盲传3代未出现CPE，鱼
体安全实验显示接种鱼体后无临床发病症状和实验鱼死亡，表明本研究建立的病毒灭活
快速检验方法比细胞盲传法和鱼体安全实验具有更高的灵敏度，与传统检测方法相比具
有灵敏度高、耗时短、检测效率高等优点，对提高ISKNV灭活疫苗生产效率具有重要意义。
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鳜(Siniperca chuatsi)是我国重要的淡水名优

养殖鱼类，因其味道鲜美、蛋白质含量高而深

受广大消费者的喜爱。然而自1997年以来，鳜暴

发性传染病对鳜养殖业带来巨大的经济损失，

已成为限制鳜养殖业发展的主要瓶颈。吴淑勤

等[1]首次确认了一种截面呈六角形，直径约150 nm

的大型球状病毒颗粒为鳜暴发性传染病的主要

病原。由于该病毒主要感染鳜的脾脏和肾脏，

何建国等[2]将其命名为传染性脾肾坏死病毒(infec-

tious spleen and kidney necrosis virus, ISKNV)，

隶属于虹彩病毒科(Iridoviridae)肿大细胞病毒属

(Megalocytivirus)，并测定了其全基因组 [3]。由于

传染性脾肾坏死病毒病发病率高、致死率高、

造成经济损失大 [4]，其防控技术研究成为鱼病研
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究者重要课题之一。

疫苗接种是预防鱼类病毒病最主要的技术措

施，针对鳜传染性脾肾坏死病毒，已有细胞灭活

疫苗 [5]、重组亚单位疫苗 [6]、DNA疫苗 [7]的报道。

而细胞灭活疫苗因具有制备简便、免疫效果稳

定、研发周期短等优势而成为最具产业前景的疫

苗之一。Dong等 [5]报道了以MFF (mandarin fish
fry)细胞系为扩增体系的ISKNV细胞培养灭活疫

苗，其免疫保护率达到95%；Fu等 [ 8 ]建立了对

ISKNV高度敏感的CPB细胞系，为ISKNV疫苗的

制备提供了新的扩增体系；付小哲等 [9]建立了检

测ISKNV滴度的荧光定量PCR方法，为疫苗制备

中病毒的定量提供了方便；罗霞等[10]优化了ISKNV
同步接种培养条件，为细胞灭活疫苗规模化制备

打下基础。病毒灭活检验是ISKNV细胞灭活疫苗

制备中重要的一环，但传统病毒灭活检测方法是

通过细胞盲传3代，同时通过接种鱼体验证病毒是

否灭活完全，整个过程约需30 d的时间，大大延

长了疫苗生产周期，降低了疫苗的生产效率，因

此急需建立一种ISKNV灭活快速检验方法。

病毒在细胞增殖过程中其相关基因持续转

录，因此可通过对病毒mRNA进行监测而检验病

毒是否灭活。针对RNA病毒，刘令九等[11]采用细

胞培养 /链特异性RT-PCR方法建立了甲型肝炎

(Hepatitis A)灭活疫苗灭活验证方法；余芬等[12]采

用链特异性RT-PCR建立了一种脊髓灰质炎病毒

(poliovirus)灭活快速验证方法；Kim等 [13]以黄瓜

绿斑花叶病毒(cucumber green mottle mosaic virus,
CGMMV)基因组热敏感区为靶标建立了该病的

热灭活RT-PCR快速检测方法；针对DNA病毒，

Yuasa等[14]通过RT-PCR监测锦鲤疱疹病毒(koi her-
pesvirus, KHV) mRNA来检测复制中的病毒。而

针对鳜传染性脾肾坏死病毒灭活快速检测方法

尚未见报道。本研究从ISKNV感染CPB细胞系转

录谱结果中挑选表达量最高的病毒早期基因为

靶标基因，以监测该基因mRNA有无作为病毒是

否灭活完全的指标，建立ISKNV灭活快速检测荧

光定量RT-PCR方法，旨在缩短ISKNV细胞灭活

疫苗生产过程中灭活检验周期，提高疫苗生产效率。

1    材料与方法

1.1    细胞系与病毒株

鳜脑组织细胞系(Chinese perch brain cell line,

CPB)由本实验室建立并保藏 [8]；鳜传染性脾肾坏

死病毒QY株(ISKNV-QY)由本实验室分离保存。

1.2    主要试剂

胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购于普洛

麦格公司；TRIzol Reagent购自Invitrogen公司；

pMD18-T载体、Premix Ex TaqTM (Probe qPCR)、
E.coli DH5α Competent Cells、PrimeScript RT
reagent Kit with gDNA Eraser(Perfect Real Time)均
购自TaKaRa公司；2×Taq Plus PCR MasterMix购
自TIANGEN公司；细胞培养瓶、胰酶、胎牛血

清等均购自Gibco公司；

1.3    靶标基因筛选

根据本实验室已有的ISKNV感染CPB细胞转

录谱结果，选取表达量最高的5个病毒ORF，应

用Primer 5.0软件设计特异性引物和探针 (表1)。
将ISKNV梯度稀释成1、10、100、1000 拷贝/mL，
分别接种于长满CPB细胞的T25细胞培养瓶，接

种7 d后提取细胞总RNA用随机引物反转录制备

cDNA模板。采用Premix Ex TaqTM (Probe qPCR)试
剂盒检测这些基因的表达量。反应体系：依次

加入Mix 10 μL、ROX 0.4 μL、10 μmol/L引物

ISKNV FP/ ISKNV RP各0.4 μL、10 μmol/L探针

ISKNV probe 0.4 μL、2 μL模板、补水至20 μL。

阴性对照组以去离子水代替待测样品。反应条

件：95 °C 30 s；95 °C 5 s、60 °C 34 s，40个循

环，于60 °C时采集荧光信号。结合转录组结果

筛选出一个表达量较高的基因作为灭活检验靶

标基因。

1.4    靶标基因拷贝数荧光定量PCR检测方法

的建立

标准品的制备         以ISKNV基因组DNA为

模板，使用 q - 0 9 9 F、 q - 0 9 9 R引物 (表 1 )扩增

ORF099；反应体系：12.5 μL 2×Easy Taq® PCR
SuperMix、1μL Forward Primer (10 μmol/L)、1 μL
Reverse Primer (10 μmol/L)、1 μL DNA、19.5 μL
ddH2O；反应条件：95 °C 5 min；94 °C 30 s，57.8 °C
30 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C 10 min，产

物经2%琼脂糖电泳检测。胶回收后与pMD18-
T载体连接，转化E.coli DH5α 感受态细胞，涂板

过夜培养后，挑取单菌落送生工生物工程 (上
海)有限公司测序。用分光光度计测定阳性重组

质粒pMD099在260和280 nm处的吸光度，计算重
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组质粒的拷贝数。

标准曲线的建立        将3×1010拷贝/μL重组质

粒进行10倍梯度稀释，使其浓度依次为3×1010~
3×100拷贝 /μL，作为标准品模板，参照“靶标基

因筛选”中反应体系和条件进行荧光定量PCR扩

增，反应结束后绘制标准曲线。

荧光定量PCR方法的敏感性和重复性实验

将3×1010拷贝/μL重组质粒进行10倍梯度稀释，使

其浓度依次为3×1010~3×100 拷贝/μL，以此作为标

准品模板用于qPCR反应进行敏感性测试，每个

样品设置3个重复。取不同稀释梯度的重组质粒

DNA 2 μL用于qPCR反应，反应体系和条件同上。

根据实验结果计算出所能检测出的最低模板浓

度。取3×105拷贝 /μL的重组质粒在1次实验中重

复30次，重复实验3次，通过组内和组间的CT值

变异系数(标准偏差/重复值平均数)来评估该方法

的重复性。

1.5    靶标基因转录本荧光定量RT-PCR检测方

法建立

cDNA模板的制备         用ISKNV感染CPB细

胞，在出现明显病变后用TRIzol Reagent提取细

胞总RNA，提取步骤：每1×105细胞数量加入1 mL

TRIzol裂解5 min，吹打混匀；加入200 μL氯仿，剧

烈振荡15 s，室温放置10 min，4 °C下12 000 r/min
离心15 min；取上清液加入等体积的异丙醇，室

温放置10 min，4 °C下12 000 r/min离心10 min；弃

上清液，加入1 mL 75%乙醇，涡旋混合，4 °C下

7500 r/min离心5 min；弃上清液，室温自然干燥

数分钟，加入适量DEPC水溶解，立即进行反转

录。反转录使用TaKaRa PrimeScript RT Reagent Kit
with gDNA Eraser (Perfect Real Time)试剂盒，第一

步去除基因组DNA反应体系：依次加入5×gDNA
Eraser Buffer 2 μL、gDNA Eraser 1 μL、Total RNA
2 μL、RNase Free dH2O 5 μL，反应条件42 °C 2 min，
4 °C保存；第二步反转录使用20 μL体系：依次

加入第一步反应液10 μL、PrimeScript RT Enzyme
MixI 1 μL、RT Primer Mix 4 μL、5×PrimeScript
Buffer 2 (for Real Time) 4 μL、Rnase Free H2O 1 μL，
反应条件37 °C 15 min、85 °C失活5 s、4 °C保存。

去除效率验证         采用TaKaRa PrimeScript
RT reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real
Time)试剂盒，对提取的RNA样品进行基因组

DNA去除，分别以未去除DNA的RNA、去除DNA
后的RNA为模板，荧光定量PCR检测基因组

DNA的去除效率，每个样品分别设置3个重复。

表 1    用于ISKNV灭活快速检验靶标基因筛选的荧光定量PCR引物和探针

Tab. 1    Real-time PCR primers and probes for target gene screening for rapid detection of inactivation of ISKNV

基因名称

gene name
引物及探针名称

primers and probes
序列(5′-3′)

sequences(5′-3′)
ORF023 q-023F TTGTACATGGCGAGGTGGTA

q-023R ACGCCTACACAAGGCTGACT

q-023probe FAM+CTGTCATCAAGCTGAAACCTCACCCTG+TAMRA

ORF099 q-099F ACTTGGCTTCCACACAATCC

q-099R ATGCTGTGCTGTCATCTTGC

q-099probe FAM+ATTGGCATCCAAGCCAATATACATGGC+TAMRA

ORF100 q-100F ATCTTGTTGTTGGCCTCCAC

q-100R GGTCGGCTGGTCAACTATGT

q-100probe FAM+TCTTGTGCAAGTTGGTGATCACAATGG+TAMRA

ORF032 q-032F CCATGGTTCAGCAATGTGAC

q-032R CTGCCGTCTTACAGTGTCCA

q-032probe FAM+CCTACACACGCAATGGGAGGCTAGAGT+TAMRA

ORF008 q-008F CTGGCAACTGTGACTCTGGA

q-008R GTCCACCTGTCATCATCACG

q-008probe FAM+TAGTGTGTGAGTATGGCGGCTTTCAGC+TAMRA
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检测病毒mRNA的灵敏度和重复性实验

将ISKNV病毒液梯度稀释至100、101、102、103拷

贝 /mL，取1 mL病毒液接种于长满CPB细胞的

T25细胞培养瓶，分别于接种后7、9和11 d收集

细胞，按照上述方法制备cDNA模板，采用建立

的荧光定量RT-PCR方法进行检测，确定该方法

检测ISKNV mRNA的灵敏度和最低检测限，同时

设置未接种病毒的细胞作为阴性对照。取ISKNV
的cDNA在1次实验中重复30次，重复实验3次，

通过组内和组间的CT值变异系数来评估该方法

的重复性。

1.6    检测方法验证与应用

采用3个浓度梯度(0.05%、0.1%、0.2%)的甲

醛在30 °C下灭活ISKNV 72 h后制备模拟样品以

及从实验室制备3批次 ISKNV细胞灭活疫苗样

品，对本研究建立的ISKNV灭活快速检验方法进

行验证。取以上疫苗原液1 mL分别接种CPB细胞

后9 d，按照本研究的方法“靶标基因转录本荧光

定量RT-PCR检测方法建立”中所示制备模板进行

荧光定量RT-PCR反应检测病毒mRNA，同时进

行细胞盲传检测和鱼体安全试验。细胞盲传法

参考世界动物卫生组织(OIE)方法：接种细胞10 d
盲传1代，第2代开始接种7 d后盲传，盲传3代观

察是否产生CPE；鱼体安全试验：每批次样品腹

腔注射鳜 (体质量约50 g)30尾 (3个平行，每个

10尾)，每尾0.2 mL，同时设置佐剂组和PBS组作

为对照；试验期间水温25~28 °C，持续观察21 d，
记录鱼体的活动和摄食情况。

2    结果

2.1    目标基因的筛选

ISKNV感染CPB细胞24 h的转录谱结果显

示 ， 相 对 表 达 量 前 5 位 的 病 毒 基 因 依 次 为

ORF023、ORF099、ORF100、ORF032、ORF008
(表2)。荧光定量RT-PCR检测结果显示，在接种

1、10、100、1000 拷贝 /mL ISKNV细胞培养液

中，ORF099转录本扩增的CT值均较低，其中1
和1000 拷贝 /mL浓度接种后的ORF099转录本

CT值在5个病毒早期基因中最低，表明 ISKNV
ORF099基因转录水平较高，可认为其作为灭活

检验的靶标基因具有较高的灵敏度，因此选择

ORF099基因作为灭活快速检验靶基因。

2.2    基于荧光定量PCR检测重组质粒拷贝数

标准曲线的建立与标准品的制备        PCR扩

增得到大小为191 bp的 ISKNV ORF099基因片

段，将该基因片段重组到pMD18-T中，构建包含

目标片段的阳性质粒pMD099，测序结果显示目

标片段与ORF099基因序列一致。以重组质粒

pMD099作为标准品，qPCR反应绘制标准曲线，

在质粒浓度为3×1010~3×100拷贝 /μL时，拷贝数

(x )与CT的函数为CT= – 3 . 4 2 l g x+39.455，R 2 =
0.998，表明相关性较好。

荧光定量PCR的敏感性和重复性实验        通
过对重组质粒pMD099各稀释度样品进行荧光定

量PCR检测，结果显示，最低可检测到3个病毒

核酸分子拷贝数(图1-a)，重复性实验结果显示，

同一次实验内30个平行样品扩增曲线在阈值线附

近基本重合(图1-b)，表明其重复性好；组间及组

内变异系数均小于2%(表3)，表明具有较高的稳

定性，可用于ORF099基因的定量分析。

2.3    基于病毒mRNA荧光定量PCR检测方法

去除效率验证        分别取1、10、100、1000
拷贝 /mL ISKNV接种细胞后第7和11天以及灭活

ISKNV病毒接种细胞后第9天的细胞总RNA进行

gDNA的去除，分别以去除前的总RNA和去除后

的总RNA为模板进行qPCR，结果显示未进行

表 2    ISKNV感染CPB细胞后5个病毒早期基因转录谱及

荧光定量RT-PCR验证结果

Tab. 2    The transcription profile of 5 viral early genes and
the results of qRT-PCR after ISKNV infection in CPB cells

基因名称

gene name

转录谱分析

24 h-ISKNV-
RPKM

transcript
result of 24 h-

ISKNV-
RPKM

qRT-PCR CT值

CT value of qRT-PCR

1 拷贝/μL 10 拷贝/μL 100
拷贝/μL

1000
拷贝/μL

ORF023 31.164 31.247 29.794 24.041* 20.116

ORF099 24.243 30.211* 28.902 24.279 19.043*

ORF100 20.662 31.692 28.694* 24.261 19.671

ORF032 15.946 34.569 36.307 31.119 24.118

ORF008 3.256 35.628 33.304 27.567 24.500

注：RPKM是将map到基因的read数除以map到genome的所有read数
(以million为单位)与RNA的长度(以kb为单位)；“*”表示在同一病毒

稀释度中灵敏度最高(CT值越低，灵敏度越高)
Notes:  RPKM: reads per  kb per  million reads;  “*” expressed as  the
highest sensitivity in the same virus dilution (the lower the CT value, the
higher the sensitivity)
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gDNA去除的样品可检测出ISKNV ORF099基因，

去除后的样品检测不出ORF099基因(图2)，表明

经gDNA去除后总RNA中无DNA残留。

荧光定量PCR检测病毒mRNA的灵敏度和重

复性实验        分别将1、10、100、1000 拷贝/mL
ISKNV接种细胞后 7、 9和 11  d，提取细胞总

RNA进行荧光定量RT-PCR检测。如图3所示，随

着病毒接种量的增加和接种时间的延长，检测

到的ISKNV mRNA越多，其中1 拷贝/mL病毒接

种7 d后即可以检测到1~2个拷贝 /μL的 ISKNV
mRNA，表明该方法具有极高的灵敏度。通过对

ISKNV cDNA样品进行荧光定量RT-PCR检测，结

果显示组间及组内变异系数均小于2%(表3)，重

复性好，可稳定检测ORF099基因转录本。

2.4    方法的验证与应用

将3个浓度梯度(0.05%、0.1%、0.2%)的甲醛

在30 °C条件下灭活ISKNV 72 h后制备的模拟样

品以及实验室制备的3批次ISKNV细胞灭活疫苗

样品接种CPB细胞9 d，经上述病毒灭活快速检验

方法检测。0.2%甲醛灭活ISKNV 72 h后的模拟样

品和3批次疫苗样品接种CPB细胞检测不出病毒

基因mRNA，细胞盲传3代均未出现CPE，将上述

样品接种鱼体后无实验鱼死亡，说明 ISKNV
在此条件下被完全灭活；0.05%终浓度甲醛灭活

ISKNV 72 h后的模拟样品接种CPB细胞可检测出

病毒基因mRNA，细胞盲传至第3代时出现CPE，

样品接种鱼体导致60%的死亡率，表明此样品未

灭活完全；0.1%终浓度甲醛灭活ISKNV 72 h后的

模拟样品接种CPB细胞也可检测出病毒基因

mRNA，但细胞盲传3代未出现CPE，鱼体安全实

验显示接种鱼体后无临床发病症状和实验鱼死

亡，表明本研究建立的病毒灭活快速检验方法

比细胞盲传法和鱼体安全实验具有更高的灵敏

度(表4)，且根据“基于荧光定量PCR检测重组质

粒拷贝数”中建立的标准曲线方程以及所有的细

胞阴性实验结果认为CT>36时为阴性。以上结果

表明，本研究建立的基于ISKNV mRNA检测的病

毒灭活快速检验方法是可靠的。

表 3    ISKNV荧光定量PCR检测方法和荧光定量RT-PCR检测方法重复性实验结果

Tab. 3    Reproducibility results of ISKNV real-time PCR and qRT-PCR detection methods

组内实验

intra-assay

荧光定量PCR检测方法(pMDORF099) 荧光定量RT-PCR检测方法(ISKNV阳性cDNA)

平均CT值

meant CT

标准差

S D
变异系数/%

CV
平均CT值

meant CT

标准差

S D
变异系数/%

CV

1 23.538 0.185 0.786 23.098 0.284 1.230

2 21.061 0.383 1.819 23.319 0.358 1.535

3 23.058 0.215 0.932 21.864 0.383 1.752

组间实验

inter-assay 22.522 0.261 1.159 22.760 0.342 1.501
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图 1    基于ORF099基因的ISKNV荧光定量PCR检测

方法的敏感性和重复性

(a)1～11. 质粒拷贝数分别为3×101 0、3×109、3×108、3×107、

3×106、3×105、3×104、3×103、3×102、3×101、3×100拷贝 /μL，
12.阴性对照；(b)荧光定量PCR检测pMDORF099重组质粒拷贝数

同一次实验内30个平行样品扩增曲线

Fig. 1    Sensitivity and reproducibility of real-time PCR
based on ISKNV ORF099 gene

(a) 1-11. number of plasmid copies: 3×1010、3×109、3×108、3×107、

3×106、3×105、3×104、3×103、3×102、3×101、3×100 copies/μL, 12:
negative control; (b) detection of 30 parallel samples copy number of
pMDORF099 recombinant plasmid by real-time PCR in the same
experiment
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3    讨论

目前对ISKNV细胞灭活疫苗的检测方法仅

限于传统的细胞盲传法和鱼体安全实验评价方

法，这些方法耗时长、过程繁琐，增加了疫苗

生产周期。本研究针对病毒灭活不完全接种细

胞后病毒基因进行转录的特点，结合荧光定量

PCR的快速、准确等优点，从ISKNV感染CPB细

胞转录谱中筛选出1个病毒早期基因ORF099，采

用qRT-PCR方法建立了一种基于病毒mRNA监测

的ISKNV灭活快速检测方法，具有简便、快速、

稳定等优点，可用于ISKNV细胞灭活疫苗生产中

的病毒灭活快速检验。

虹彩病毒基因按照时序表达可以分成三大

类：极早期(IE)基因、早期(E)基因和晚期(L)基
因。本研究从病毒感染细胞转录谱中选取的5个
基因中，除了ORF008是极早期(IE)基因外，另外

4个基因在早期和晚期(E/L)都有表达 [15]。ISKNV
转录谱结果和荧光定量RT-PCR验证结果显示病

毒感染细胞后ORF099基因转录本最多，且其

mRNA动力学结果显示在其感染后7、9和11 d呈
现递增趋势，适合作为灭活快速检验目标基因。

ISKNV ORF099编码C3HC4型锌指蛋白[3]，而锌指

蛋白是生物体内数量最多的转录调控因子，

ORF099基因可能在劫持细胞周期、调控细胞代

谢以利于自身复制增殖等方面发挥重要作用，

这对ISKNV通过感染实现自身增殖是非常重要的

一环，因此以ORF099 mRNA作为靶标对病毒是

否增殖进行判定是可行的。

灭活检验的灵敏度对保证疫苗的安全性至

关重要，本研究结果表明1个拷贝的ISKNV接种

CPB细胞后7 d即可检测到病毒mRNA，表明该方

法的检测灵敏度可达1 拷贝/mL。而采用0.1%终

浓度甲醛灭活ISKNV 72 h后制备的模拟样品，接

种CPB细胞盲传3代未出现细胞病变，鱼体安全

实验也未见发病症状和鱼体死亡，但接种细胞

后9 d即可检测出病毒mRNA，表明该方法灵敏度
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图 2    ISKNV感染CPB细胞总RNA中gDNA去除验证

(a)稀释病毒液接种CPB细胞 7d (1、 2)和 11d (3、 4)后提取的

RNA样品； 1、 3表示未去除 gDNA的RNA， 2、 4表示去除

gDNA后的RNA；(b) 0.05%、0.1%和0.2%终浓度甲醛灭活ISKNV
72 h后接种CPB细胞9 d获得的RNA样品，1表示未去除gDNA的

RNA，2表示去除gDNA后的RNA

Fig. 2    Removal of gDNA from total RNA from
CPB cells infected with ISKNV

(a) represent the RNA samples extracted from CPB cells which the
different virus dilutions had incubated for seven days(1, 2) or eleven
days(3, 4); 1, 3 represented the RNA was not removed by gDNA; 2, 4
represented the RNA was removed by gDNA; (b) represented the RNA
samples extracted from CPB cells which ISKNV inactivated with 0.05%,
0.1% and 0.2% final concentration of formaldehyde for 72 h had
incubated for nine days, 1 represented the RNA was not removed by
gDNA, 2 represented the RNA was removed by gDNA
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 7 d  inoculated cells for seven days
 9 d  inoculated cells for nine days
 11 d  inoculated cells for eleven days

 
图 3    荧光定量RT-PCR检测ISKNV感染CPB细胞后

病毒基因转录数量

1~5. 细胞均接种1 mL病毒悬液；1. 阴性对照；2. 病毒接种量为1
拷贝 /mL；3. 病毒接种量为10 拷贝 /mL；4. 病毒接种量为100 拷
贝/mL；5. 病毒接种量为1000 拷贝/mL

Fig. 3    qRT-PCR detection of ISKNV transcripts after
ISKNV infected CPB cells

1-5. cells all inoculated 1 mL virus suspension; 1. negative control; 2.
inoculated one copy ISKNV; 3. inoculated ten copies ISKNV; 4.
inoculated one hundred copies ISKNV; 5. inoculated a thousand copies
ISKNV
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超过细胞盲传法和鱼体安全实验方法。本实验

室前期研究中0.2%终浓度甲醛灭活ISKNV 72 h接
种细胞盲传3代均未出现细胞病变，鱼体安全实

验也未见发病症状和鱼体死亡，应用本研究的

方法接种细胞后9 d也检测不出病毒mRNA，说明

ISKNV在此条件下完全灭活。3批次的ISKNV细

胞灭活疫苗样品验证结果表明，该方法与细胞

盲传法、鱼体安全实验法结果一致，表明本研

究建立的基于病毒mRNA的qRT-PCR监测的病毒

灭活快速检测方法可以替代传统的细胞盲传法

和鱼体安全实验方法，实现ISKNV灭活的快速检

测。灭活检验周期长短对疫苗生产周期起决定

性作用，本研究建立的ISKNV灭活快速检验方法

只需要7 d即可判断病毒是否灭活完全，而传统

的细胞盲传法和鱼体安全实验周期至少需要24
和21 d，因此，该方法可大大缩短ISKNV灭活疫

苗生产周期，提高疫苗的生产效率。

虽然未完全灭活疫苗接种细胞后未灭活病

毒粒子也会复制增殖，但是由于灭活疫苗接种

细胞后细胞中残留大量灭活病毒DNA，将会影

响qPCR直接检测病毒基因组增殖量结果的可信

度。本研究发现灭活的ISKNV接种细胞后提取的

总RNA未经DNA去除直接进行荧光定量PCR可扩

增到目标基因，表明灭活病毒中的确存在病毒

基因组DNA片段，因此，采用针对mRNA的RT-
PCR方法进行DNA病毒的灭活检验是严谨可信

的，它能区分感染性病毒和失活病毒，避免假

阳性结果。qRT-PCR是一种检测低丰度mRNA的

可选方法，但提取总RNA中容易残留基因组DNA，

而PCR扩增往往难以区分cDNA和gDNA[16]，常常

导致检测结果不可靠 [14]，因此在检测DNA病毒

mRNA的过程中，对基因组DNA进行有效去除是

非常必要的。本研究结果显示，ISKNV感染CPB
细胞后，未去除gDNA的细胞总RNA不经过反转

录也能检测到 O R F 0 9 9基因，表明提取的总

RNA中存在DNA残留，而采用gDNA去除试剂盒

处理提取的总RNA后，不能扩增到ORF099基因

增殖曲线，表明基因组DNA已成功去除，反转

录后得到的增殖曲线来自cDNA模板。但去除

gDNA残留的同时不可避免造成mRNA损失和降

解[17]，因此有学者通过设计一个带独特标签序列

的引物进行反转录，而后以此标签序列设计

PCR引物，也可避免残留DNA对结果的干扰，如

Folz等[18]设计了靶向mRNA poly (A)尾并添加一个

6~8 bp的独特标签序列的反转录引物，然后使用

可识别反转录引物的特异上下游引物进行PCR反

应，因残留基因组DNA不包含插入标签序列，因此

也可排除基因组DNA干扰，但此方法存在降低

PCR扩增特异性的弊端，在使用中应引起注意。

综上所述，本研究以ISKNV早期基因ORF-
099为靶标基因，设计特异性引物和探针，建立

了ISKNV灭活快速检验的qRT-PCR方法，该方法

具有检测灵敏度高、检测周期短、稳定性好等

优点，可替代传统的细胞盲传法和鱼体安全实

验法用于ISKNV细胞灭活疫苗生产过程中病毒的

灭活检验。

表 4    不同灭活检测方法对3批次ISKNV细胞灭活疫苗灭活检验的比较

Tab. 4    Inactivated detection of 3 batches of ISKNV cells inactivated vaccine using different inactivated detection methods

组别

groups

批次或甲醛浓度/%
batches or concentration

of formaldehyde

细胞盲传法结果

results of virus blind
passage method by cell

实验鱼数量/尾
experimental fish

numbers

供试鱼死亡率/%
mortality rate

荧光定量RT-PCR检测结果

qRT-PCR results

灭活ISKNV模拟样品

simulated samples of
inactivated ISKNV

0.05 +++ 30 60 +

0.1 – 30 0 +

0.2 – 30 0 –

ISKNV灭活疫苗

inactivated ISKNV
vaccines

1 – 30 0 –

2 – 30 0 –

3 – 30 0 –

佐剂组

adjuvant group
30 0

PBS组
PBS group

30 0

注：“+++”表示细胞盲传至第3代出现CPE，“+”表示检出结果为阳性，即病毒未灭活完全，“–”表示检出结果为阴性，即没有检出活病毒

Notes: “+++” represented CPE appeared in the third generations of blind passage method by cell, “+” represented the positive result that virus was not
completely inactivated, “–” represented the negative results that can not detect live virus
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and kidney necrosis virus based on viral mRNA
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Abstract: In order to establish a rapid assay for inactivated infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV),
ISKNV ORF099 was selected as a  promising target  gene based on the results  of  transcriptomic profiles  of
Mandarin fish brain cells (CPB) infected with ISKNV and qRT-PCR. Standard curve of CT value and plasmid
copy number was drawn with standard plasmid pMD099, and the linear equation was: CT= –3.42lgx+39.455, and
the minimum detection limit was 3 copies/μL. Results of repeated trials showed variation coefficients of intra-and-
inter  groups  were  less  than  2%,  indicating  the  method  has  high  sensitivity  and  repeatability.  The  ISKNV
suspension was diluted into 100–103 copies/mL, and each T25 cell culture flask was inoculated with 1 mL virus
diluted solution. Thereafter, total RNAs were extracted at 7, 9 and 11 d post inoculation. The mRNA of ORF099
gene was detected using routine qRT-PCR method. The results showed that the mRNAs of ISKNV could be
detected from cells inoculated with one copy ISKNV virus at 7 days post inoculation. CPB cells have been
inoculated  with  three  batches  of  ISKNV  inactivated  by  different  concentrations  (0.05%,  0.1%,  0.2%)  of
formaldehyde for 9 days. Results showed that ISKNV ORF099 mRNA was only detected from cells inoculated
with 0.05% and 0.1% formaldehyde inactivated ISKNV at 7 days post inoculation by qRT-PCR. However, after
blind passaging three generations,  cells  inoculated with ISKNV inactivated by 0.1% final  concentration of
formaldehyde did not exhibit CPE. The inactivated ISKNV did not cause clinical symptoms and death of fish,
indicating this rapid virus inactivation test has higher sensitivity than cell blind passage trial and the fish safety test.
The established method will be important for improving the ISKNV inactivated vaccine production.

Key words: infectious spleen and kidney necrosis virus; inactivated vaccine; inactivation test; mRNA; Real-time
RT-PCR
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