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重组酶聚合酶扩增技术结合侧向流动试纸条快速检测锦鲤疱疹病毒

楚    馨1    冯梓钊1    姜有声1, 2, 3    王    浩1, 2, 3    吕利群1, 2, 3    许    丹1, 2, 3

(1. 上海海洋大学国家水生动物病原库, 上海 201306; 2. 上海海洋大学农业农村部淡水水产种质资源重点实验室, 上海

201306; 3. 上海海洋大学水产科学国家级实验教学示范中心, 上海 201306)

摘要: 为建立一种快速、灵敏并适用于临床检测Ⅲ型鲤疱疹病毒(CyHV-3, KHV)的方法, 实验根据KHV SphI-5
基因的保守序列片段设计引物及探针, 采用重组酶聚合酶扩增技术结合侧流层析试纸条(RPA-LFD)检测

KHV。重组酶聚合酶扩增技术(RPA)具恒温扩增及高灵敏度特点, 简化了设备要求的同时又能做到高效检测

病毒, 再结合侧向流动试纸条(LFD)将RPA结果快速地可视化, 提高了该疾病的检测效率。结果表明, 在38℃
的最适反应温度下, 采用RPA-AGE技术仅需10min便可检测出病原的目标片段, 结合LFD方法仅需5min便可

将RPA结果通过试纸条可视化呈现。研究研发的KHV RPA-LFD检测方法简单、快捷, 可为实验条件有限的

养殖场快速诊断需求提供技术支撑。
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Ⅲ型鲤疱疹病毒(Cyprinid herpesvirus 3, Cy-
HV-3)又称锦鲤疱疹病毒(Koi herpesvirus, KHV),
是引起鲤(Cyprinus carpio)及锦鲤(Cyprinus carpio
koi)的疱疹病毒病的病原。Ⅲ型鲤疱疹病毒与I型
鲤疱疹病毒(Cyprinid herpesvirus 1, CyHV-1)、
Ⅱ型鲤疱疹病毒(Cyprinid herpesvirus 2, CyHV-2)
及鳗疱疹病毒(Anguillid herpesvirus 1, AngHV-1)同
属于异疱疹病毒科(Alloherpesviridae)、鲤疱疹病

毒属(Cyprinivirus)[1]
。 KHV 为具囊膜的二十面体

线性双股DNA病毒, 基因组达到295 kb, 相较其同

属的其他病毒而言均较大。在基因组中存在164个
开放阅读框, 主要包括囊膜蛋白基因、衣壳蛋白基

因、DNA聚合酶基因(Sph)、螺旋酶基因和胸苷激

酶基因(TK)等[2]
。 KHV 宿主的特异性较强, 仅感

染鲤和锦鲤等变种
[3]
。锦鲤疱疹病毒病(Koi herpes-

virus disease, KHVD)具有高致病性、高传染性和

潜伏感染等特征
[4]
。因此给世界多个国家的鲤及锦

鲤养殖业造成了严重的经济损失, 阻碍了锦鲤及鲤

养殖及出口贸易发展, 世界动物卫生组织(OIE)将

其作为必须申报的疾病, 中国农业部将其列为Ⅱ类

动物疾病
[5]
。

鱼类疾病的早期检测是疾病防控的基础, 已经

报道的 KHV诊断方法主要包括OIE推荐的锦鲤鳍

细胞和鲤脑细胞这两种敏感细胞系进行细胞培养

分离法、OIE推荐的基于TK基因
[6]
和SphI-5基因

[7]

的聚合酶链式反应(Polymerase Chain Reaction,
PCR), 由该技术延伸的实时荧光定量PCR、巢式

PCR和半巢式PCR、环介导等温扩增技术(Loop-
mediated isothermal amplification, LAMP)、酶联免

疫吸附剂实验(Enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA)等方法

[1], 但都存在着技术难度大、设备要

求高和不能检测潜伏感染病毒等缺点。

重组酶聚合酶扩增技术(Recombinase poly-
merase amplification, RPA)由英国TwistDx生物技术

公司发明, 相较于PCR反应, RPA主要利用重组蛋

白酶及单链结合蛋白等物质参与反应, 无须高温解

链、退火和延伸等步骤也无须昂贵的PCR扩增仪,
仅需恒温条件便可实现扩增。上游引物和下游引
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物的扩增反应同时进行, 目标扩增子的指数式增长,
仅需不到20min就可以扩增出可供检测的浓度

[8]
。

重组酶聚合酶扩增测流免疫技术(RPA-LFD)与实

时重组聚合酶扩增技术(Real-time RPA)是较为常

用的RPA衍生技术, RPA结合侧向流动试纸条(Late-
ral flow dipsticks, LFD), 相较于传统的琼脂糖凝胶

电泳技术, 仅需5min就可使结果可视化，大大缩短

了使检测结果可视化时间。近年来RPA技术在水

产疾病研究中也有着较多应用, 如对虾白斑病毒

(White Spot Syndrome Virus, WSSV)[9]
、Ⅱ型鲤疱

疹病毒
[10]

和鲤浮肿病毒(Carp oedema virus, CEV)[11]

等。在本实验中, 建立了RPA-LFD快速检测KHV
方法, 且该方法需要的设备简单, 操作简便。

 1    材料与方法

 1.1    病毒与病原样品

传染性皮下及造血组织坏死病毒(Infectious
hematopoietic necrosis virus, IHHNV)基因组DNA、

草鱼呼肠孤病毒(Grass carp reovirus, GCRV)的
cDNA、鲤春病毒(Spring viraemia carp virus, SVCV)、
大口黑鲈弹状病毒(Micropterus salmoides rhab-
dovirus, MSRV)、Ⅱ型鲤疱疹病毒由上海海洋大学

国家水生动物病原库提供。临床样品共21条, 随机

采自上海海洋大学校内景观池、滨海实习基地养

殖池及四川成都“跃江源”网店, 数量分别为3条、

9条和9条。

 1.2    主要试剂和试剂盒

DNA 快速扩增试剂盒(基础型WLB8201KIT)
和  DNA 恒温快速检测试剂盒(胶体金试纸条型

WLN8203KIT)购自中国潍坊安普未来生物科技有

限公司; 彩虹型侧向流动试纸条(LFD)购自中国

Tiosbio公司; 微量样品基因组 DNA 提取试剂盒

DP316、TIANpure Mini Plasmid Kit Ⅱ 试剂盒和

SYBR Green购自TIANGEN生化科技有限公司; 引
物和探针由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

 1.3    RPA引物、探针设计及筛选

本实验选择 KHV 的 SphI-5(AB375381.1)基因

序列保守区域作为靶区域, 根据 RPA 引物设计原

则, 应用Prime Premier 6.0软件设计引物并用Oligo
7.0软件对引物初步筛选。设计并合成引物后利用

RPA-AGE检测体系筛选出最优引物。探针设计基

于合适的目标序列之间的最优上游和下游RPA引

物, 上游引物在其序列的5′端加生物素(Biotin)修饰,
下游引物序列不变, 探针则在5′端(30 nt)携带抗原

标记物FAM, 通过四氢呋喃碱基位点THF连接3′端,

3′端(15 nt)用聚合酶延伸阻断基团(C3-spacer)修饰。

 1.4    RPA反应条件的优化

根据基础型试剂盒说明书, RPA 反应体系共50 μL,
使用 RPA-AGE 检测体系时将2 μL上游引物, 2 μL
下游引物, 29.4 μL A Buffer, 12.1 μL纯水, 2 μL
DNA 混合得到的47.5 μL溶液, 添加至含重组酶聚

合酶的0.2 mL RPA 反应管中。混匀后添加2.5 μL
B buffer引发 RPA 反应, 充分混合后低速离心, 迅
速将反应管置于恒温扩增仪反应。反应结束后加

入等体积酚氯仿纯化 RPA, 最后将以上溶液放入离

心机中12000 r/min离心3min, 上清即为获得的 RPA
产物, 通过1.5%琼脂糖凝胶电泳方法可将其可视

化。为了确定 RPA反应最佳的扩增温度, 使用T8-ISO
恒温扩增仪分别在32℃、32.5℃、33.4℃、35.2℃、

37.1℃、38.3℃、39.3℃和40℃下反应40min。为

了确定RPA的最佳的反应时间, 在最佳温度下分别

反应5min、10min、20min、30min和40min。
 1.5    RPA-LFD检测体系

RPA-LFD 反应为50 μL体系, 使用该体系时将

2 μL上游引物, 2 μL下游引物, 0.6 μL荧光探针, 29.5 μL
A Buffer, 11.5 μL纯水, 2 μL DNA混合后得到的

47.5 μL溶液添加至含重组酶聚合酶的0.2 mL RPA
反应管中, 然后每管添加2.5 μL B buffer以引发 RPA
反应。充分混合后低速离心, 迅速将反应管置于恒

温扩增仪反应。将反应后的 RPA 产物取5 μL加入

95 μL的纯水中, 振荡混匀, 最后小心将侧向流动试

纸条垂直插入其中, 室温下反应5min, 对反应结果

进行可视化。若测试线和控制线同时显色时则说

明结果为阳性, 若仅有控制线显色时则说明结果为

阴性, 若均不显色则说明试纸条无效。

 1.6    特异性试验

本试验选取感染了 KHV 的样品总DNA、IH-
NV 的 DNA、GCRV的cDNA、SVCV和MSRV的

cDNA作为模板, 用纯水作为阴性对照。实验在RPA
反应最佳的条件下进行, 通过RPA-LFD和RPA-
AGE所得到的RPA扩增产物进行分析鉴别, 以确定

RPA引物和探针的特异性。

 1.7    灵敏度试验

选取感染了KHV的样品总DNA进行梯度稀释

(1.0 fg/μL—1.0 ng/μL), 分别将1.0 fg/μL、10 fg/μL、
100 fg/μL、1.0 pg/μL、10 pg/μL、100 pg/μL和1.0 ng/μL
作为反应模板, 实验在RPA的最佳反应条件下进

行。通过RPA-LFD和RPA-AGE方法所得到的

RPA扩增产物进行分析鉴别。使用相同的反应模

板在OIE推荐的PCR方法的最佳反应条件(94℃预

变性30s; 94℃变性30s、63℃退火30s、72℃延伸
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30s, 40次循环; 72℃延伸7min)下进行, 将结果与

RPA方法比较, 对3种不同检测方法的结果进行分析。

 1.8    RPA-LFD 方法临床实用

选取21条锦鲤及鲤样品, 检测其携带病毒情况,
使用TIANamp Genomic DNA提取试剂盒从组织样

品中提取总的基因组DNA, 分别采用常规PCR、

RPA-AGE和RPA-LFD方法在最佳反应条件下检测,
从而评估本实验RPA-LFD方法检测KHV的实际应

用性。

 2    结果

 2.1    实验引物的筛选

针对KHV的SphI-5保守序列设计出KHV-F1/
R1、KHV-F2/R2和 KHV-F3/R3共3对引物(表 1),
用RPA-AGE方法将3对引物在38℃反应温度及

30min反应时间下, 分别用10 pg/μL和100 pg/μL浓
度的KHV总DNA作为模板进行RPA扩增, 使用琼

脂糖凝胶对扩增产物电泳从而可视化。电泳结果

(图 1)显示, 3对引物在100 pg/μL浓度下均扩增出对

应大小的KHV目的条带, 第1、第3对引物的均在较

低的检测浓度即10 pg/μL下扩增出了相应条带, 但
第3对引物条带更清晰明亮, 表明第3对引物(KHV-
F3/R3)检测灵敏度更高, 因此本实验将选择该引物

作为后续实验的研究。

 2.2    反应条件的优化

本实验在30min的扩增过程中评估了30—42℃
的温度范围以优化RPA和RPA-LFD的反应温度(图 2),

KHV的RPA反应可以在30—42℃的温度范围内均

可进行, 扩增子带在37.1—38.3℃的温度范围内最

亮, 因此随后的RPA-AGE和RPA-LFD检测均选取

38℃作为反应温度。本实验在最佳反应温度条件

下测试了5次反应时间(5min、10min、20min、
30min和40min; 图 3)。KHV的RPA及RPA-LFD反

应10min便可出现较明显条带, 当反应持续时间大

于10min时, 随着时间增加扩增条带也随之变亮。

 2.3    特异性实验

分别使用RPA-AGE及RPA-LFD方法对从上海

海洋大学国家水生动物病原库保存的 IHNV的
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图 1   KHV-RPA检测的引物筛选(AGE方法)

Fig. 1   RPA reaction products using different pair primers de-
tected by agrose gel electrophoresis (AGE)
M. DL1000 DNA marker; 1. F1/R1(10 pg/μL); 2. F1/R1(100 pg/
μL); 3. F1/R1(阴性对照); 4. F2/R2(10 pg/μL); 5. F2/R2(100 pg/
μL); 6. F2/R2(阴性对照); 7. F3/R3(10 pg/μL); 8. F3/R3(100 pg/μL);
9. F3/R3(阴性对照)
M. DL1000 DNA marker; 1. F1/R1(10 pg/μL); 2. F1/R1(100 pg/μL);
3. F1/R1(negative control); 4. F2/R2(10 pg/μL); 5. F2/R2(100 pg/
μL); 6. F2/R2(negative control); 7. F3/R3(10 pg/μL); 8. F3/R3(100 pg/
μL); 9. F3/R3(negative control)
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图 2   在不同温度条件下扩增反应

Fig. 2   Amplification performance of assays conducted at
different temperature

a. 采用AGE方法; b. 采用LFD方法; 下同

a. AGE; b. LFD; the same applies below

表 1   实验所用的引物和探针

Tab. 1   Primers and probes used in the assay

名称
Name

引物序列
Sequence (5′—3′)

F1 TCAGAGGGACAATCTCAGCAACACCTACCA
R1 AGTATGTGCTTCTTGAACGACTGCGACTGT

F2 AACAGTCGCAGTCGTTCAAGAAGCACATAC

R2 ACATGTTACAATGGTCGCATCAATGTTGGG

F3 CTCAGAGGGACAATCTCAGCAACACCTAC

R3 CACATGTTACAATGGTCGCATCAATGTTGG

KHV-LFD-
F3

CTCAGAGGGACAATCTCAGCAACACCTAC

KHV-LFD-
R3

5′Biotin-
CACATGTTACAATGGTCGCATCAATGTTGG

KHV-LFD-
Probe

(FAM)cgcaacagtcgcagtcgttcaagaagcacaTA(THF)Tgcg
gtgagacgacgg(C3-spacer)

表 2   OIE推荐的PCR引物序列

Tab. 2   Primers and probes used in the assay

名称
Name

引物序列
Sequence (5′—3′)

F GACACCACATCTGCAAGGAG
R GACACATGTTACAATGGTCGC
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DNA、GCRV的cDNA、SVCV和MSRV的cDNA作

为模板, 用纯水作为阴性对照以及KHV的基因组

DNA进行检测(图 4)。仅有KHV的基因组DNA产

生了阳性结果, 说明本实验筛选的引物是针对于

KHV检测的特异性引物。

 2.4    灵敏度实验

分别使用RPA-AGE、RPA-LFD方法以常规

OIE推荐引物(表 2)的PCR方法分别将稀释后的不

同浓度的KHV的总DNA模板(1.0 fg/μL、10 fg/
μL、100 fg/μL、1.0 pg/μL、10 pg/μL、100 pg/
μL和1.0 ng/μL)作为反应模板, 实验在RPA的最佳

反应条件下进行(图 5)。RPA-AGE及RPA-LFD方

法的灵敏度效果一致, 最低检测浓度为10 pg/μL, 灵
敏度低于OIE推荐的PCR方法的10 fg/μL最低检测

浓度。

 2.5    RPA-LFD 方法临床实用

分别使用RPA-AGE及RPA-LFD方法及常规

OIE推荐的引物的PCR方法分别对临床样品提取后

的DNA进行检测(图 6)。3种检测方法均表明2号临

床样品呈阳性, 结果说明本实验创建的检测体系在

实际检测中有效。

 3    讨论

鲤是我国重要的传统养殖品种, 具有较高的经

济价值、营养价值和生态价值, 锦鲤是鲤的突变

种, 被称为“观赏之王”, 具有极高的观赏价值。自
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图  3   实验在38℃条件下分别反应5min、10min、20min、
30min和40min
Fig. 3   Amplification performance of assays conducted at 38℃ for
5min, 10min, 20min, 30min and 40min respectively
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图 4   RPA特异性实验检测结果

Fig. 4   Results of RPA specificity assay
M. 1000 marker; NC. 阴性对照; MSRV. 大口黑鲈弹状病毒的

cDNA; CyHV-2.Ⅱ型鲤疱疹病毒的基因组DNA; GCRV. 草鱼呼

肠孤病毒的cDNA; IHHNV. 传染性皮下及造血组织坏死病毒的

基因组DNA; SVCV. 鲤春病毒的基因组DNA; KHV. 锦鲤疱疹

病毒的基因组DNA
M. 1000 marker; NC. negative control; MSRV. cDNA of Microp-
terus salmoides rhabdovirus; CyHV-2. genomic DNA of Cyprinid
herpesvirus 2; GCRV. cDNA of grass carp reovirus genotype I;
IHHNV. genomic DNA of Infectious hematopoietic necrosis virus,
SVCV. genomic DNA of Spring viraemia carp virus; KHV. geno-
mic DNA of Koi herpesvirus
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图 5   比较常规PCR、RPA-AGE和 RPA-LFD

Fig. 5   Comparison of the sensitivity of routine PCR, RPA-AGE
and RPA-LFD assays
a. 常规PCR检测; b. RPA-AGE; c. RPA-LFD. 1.0 fg/μL—1.0 ng/μL;
NC. 阴性对照(水)
a. routine PCR assay; b. RPA-AGE; c. RPA-LFD. 1.0 fg/μL—1.0 ng/μL;
NC. negative controls (water)
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1996年来, 特异性感染鲤、锦鲤及普通鲤变种的锦

鲤疱疹病毒病出现, 给世界多个国家的鲤及锦鲤养

殖业造成了严重的经济损失, 锦鲤疱疹病毒病可通

过水体、鱼体、组织脱落物和粪便等进行横向传

播, 也可垂直传播, 具有高传染性, 其造成的死亡率

可达85%—100%, 具有高致病性
[12]

。同时锦鲤疱疹

病毒病的病原KHV可在鲤和锦鲤中潜伏感染, 不易

被及时观察、检测和防控, 因此如果水体中存在

KHV, 水体保持在最适温度15—25℃的时间越长,
病毒越容易复制和增殖, 则疾病就越有可能暴发

[13]
。

这些特征使得锦鲤疱疹病毒病自首次发现至今几

乎造成了全球性的传染, 阻碍了锦鲤及鲤养殖及出

口贸易发展, 2017年农业农村部将KHV纳入《国家

水生动物疫病监测计划》方案
[14], 被列为二类动物

疫病。

我国的鲤养殖面积和产量所占比重较大, 锦鲤

也是我国观赏的主要品种, 锦鲤疱疹病毒病的出现,
对全球锦鲤和鲤养殖业的发展产生严重危害和威

胁。目前针对锦鲤疱疹病毒病没有较为有效的治

疗方法, 对其防治主要依靠综合防控, 包括疫苗研

发、抗病育种选育和水环境监控等方法
[1, 13]

。目前

在疫苗的使用方面存在着安全隐患, 不适于大规模

普及接种等问题, 因此对锦鲤疱疹病毒病的及时防

控就显得十分重要, 疾病的早期诊断更是疾病防控

的前提, 建立对KHV的及时准确的检测方法可以有

效防止锦鲤疱疹病毒病的进一步扩散。目前针对

KHV的检测上有OIE推荐的KF和CCB的细胞培养

分离法、基于OIE推荐的TK及Sph基因的常规

PCR法、实时定量TaqMan PCR法
[15]

、Real-Time
PCR法[16]

、nest-PCR法[17]
、多重PCR法[18]

、环介导

等温扩增技术(LAMP)法[19]
、单交叉引物等温扩增

检测法(Single cross prining amplification, SCPA)[20]
、

酶联免疫吸附(ELISA)法[21]
、透射电镜法、间接免

疫荧光检测法(Immunofluorescence assay, IFAT)[21]

和原位杂交技术
[22]

等检测方法, 但其都存在着技术

难度较大、设备要求高等缺点, 不适用于野外场地

的检测, 而重组酶聚合酶扩增技术可以有效弥补这

些缺陷。

RPA是于2006年开发的一种可进行快速检测

的新型等温核酸扩增方法
[23], 2014年出现商品化试

剂盒
[24], 自此之后相关研究呈爆发式增加, 其低

温、恒温和快速扩增的优点使它被认为是可以替

代PCR的检测技术。RPA通过重组酶、蛋白酶和

单链结合蛋白等, 相较于PCR反应, 仅需恒温条件

便可实现快速扩增, 无须昂贵的PCR扩增仪。相较

于常用的LAMP技术, RPA仅需一对引物便可完成

扩增, 省略了复杂的引物设计, 更加简洁快速, 且假

阳性反应较少
[25]

。近十年来, RPA及其衍生的技术

在藻类环境监测
[26]
、植物病害

[27, 28]
、畜禽类疾病

[29]

和人类疾病
[30]

等各个方面都得到了普遍应用, RPA
技术在水产病原检测中已有广泛应用, 包括病毒

[5, 14]
、

细菌
[31]
、寄生虫

[32]
和立克次氏体

[33]
。

RPA是酶介导的恒温快速扩增, 扩增体系中存

在的大量蛋白酶
[27], 正因如此, RPA-AGE检测体系

得到扩增产物后需进行纯化才能得到清晰准确的

目标条带, 如酚氯仿提纯法
[34]

。除此之外, 有研究

表明分别在RPA反应开始时和反应开始后4min对
体系进行搅拌, 有利于各试剂均衡和充分接触以提

高反应效率
[23]

。RPA最重要的特点即它的恒温特

征, 基于RPA的大多数研究可以在37—42℃进行,
不需要严格控制温度控制, 可实现在条件有限的养

殖现场进行RPA检测。其次, 引物和探针的设计是

RPA反应体系构建的核心
[35], 但由于RPA体系的特

殊和复杂性, 还没有出现专门用于体系引物和探针

设计的软件, 目前通常采用常规PCR引物设计软件

如Prime Premier, 设计合成多对引物, 然后进行进

一步筛选
[36]

。RPA引物选择主要为靶区域选择、

引物设计、实验筛选3个步骤
[30], 扩增子需要有高

敏感性和特异性, 扩增长度在100—200 bp为佳。若
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图 6   比较常规PCR、RPA-AGE和 RPA-LFD临床效果

Fig. 6   Comparison of the sensitivity of routine PCR, RPA-AGE
and RPA-LFD assays

a. 常规PCR检测; b. RPA-AGE; c. RPA-LFD
a. routine PCR assay; b. RPA-AGE; c. RPA-LFD

870 水   生   生   物   学   报 47 卷



基因片段过短, 采用正反引物与探针、模版杂交可

能会出现二聚体
[9], 出现的非特异性扩增可能造成

假阳性从而影响最终判读结果。本研究基于KHV
的SphI-5基因保守序列设计引物, 扩增子长度168 bp。
RPA引物设计通常需要遵循特定的规则

[37], 如长度

一般为30—35 bp, 太短会影响扩增速度, 过长则易

出现发卡结构等二级结构 ,  引物的G C含量在

30%—70%, 5′末端避免长链鸟嘌呤, 3′末端建议胞

嘧啶或者鸟嘌呤。通过RPA技术能够在较低的温

度下恒温扩增, 快速得到可靠的结果, 且反应操作

简便、对仪器要求较低, 随着RPA技术的改进, 该
技术有望在基层诊断实验室和野外养殖场病原诊

断上得到广泛应用。

RPA-LFD是采用LFD与RPA相结合的一种检

测方法, 相较于AGE检测的方法, LFD无须电泳装

置, 仅需不到10min便可对结果进行可视化, 大大缩

短了检测时间。LFD方法需要将产物稀释后再使

用试纸条进行结果的检测, 以防反应底物的干扰
[28],

因此在使用该方法时需要避免开盖造成的气溶胶

污染 ,  避免假阳性
[ 3 8 ]

。本研究中开发了KHV的

RPA-LFD 方法, 首先针对KHV的DNA聚合酶基因

(SphI-5)设计了3对引物, 对其采用RPA-LFD方法分

析选择扩增效率最高的最佳引物对即F3/R3(图 1)
用于后续 RPA实验, 对RPA条件的优化(图 2)表明,
反应在32—40℃下均可以进行有效地扩增(图 2a),
但在37.1—38.3℃的扩增效率最高, 因此选择38.0℃
作为标准反应温度。此外, RPA-AGE及RPA-LFD
反应仅需10min就可出现可视化结果(图 3), 本实验

选择30min作为RPA-AGE标准反应时间以确保良

好的反应结果, 选择10min作为RPA-LFD标准反应

时间以确保快速检测的适用性。经特异性实验验

证该检测方法与IHNV、GCRV、SVCV、MSRV、

CyHV-2均无交叉反应(图 4), 结果表明RPA-AGE和
RPA-LFD检测仅特异性检测KHV。RPA-LFD法的

灵敏度与RPA-AGE法相当，最低检测限达到1 pg/μL
(图 5), RPA检测方便、用时短、简单可适用于养

殖一线的快速检测。最后, 分别使用RPA-AGE及
RPA-LFD方法以及常规PCR方法分别对临床样品

提取后的DNA进行检测(图 6), 表明了检测体系的

可靠性与实用性。

综上, 本研究以KHV的SphI-5为靶基因建立了

RPA-LFD快速检测方法, 该方法有以下优点: 其反

应时间短, 能够在30min内完成检测, 比传统PCR方
法快5倍; 不需要如热循环仪等特殊的仪器设备和

实验条件, 适合基层单位和仪器设备匮乏的现场检

测环境使用; 设备便携, 操作简单, 无须专业的操作

人员, 特异性强; 除此之外, 本实验采用国产RPA试

剂盒及试纸条, 价格低廉, 也为KHV快速检测试剂

盒的开发提供了技术支持。总之, 本研究有希望为

塘、养殖场、海关出入境动物疫病检疫实验室、

水生动物疫病检测等机构实施KHV的检测和监控

以及预防提供更加快捷、可靠的检测技术
[39], 并提

供了一种快速检测病毒的新方法及有效控制病毒

病的研究方向, 同时为开发水生动物疫病检测技术

提供参考。
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RAPID VISUAL DETECTION OF KHV BY RECOMBINASE POLYMERASE
AMPLIFICATION (RPA) COMBINED WITH A LATERAL

FLOW DIPSTICK (LFD)

CHU Xin1, FENG Zi-Zhao1, JIANG You-Sheng1, 2, 3, WANG Hao1, 2, 3, LÜ Li-Qun1, 2, 3 and XU Dan1, 2, 3

(1. National Pathogen Collection Center for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;
2. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai

Ocean University, Shanghai 201306, China; 3. National Demonstration Center for Experimental
Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: Cyprinus carpio and Cyprinus carpio kio are important aquaculture varieties in China. Highly pathogenic
and infectious of Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3, KHV) has caused great losses in the culture of Cyprinus carpio and
Cyprinus carpio kio. Therefore, the rapid and convenient detection technology is desperately needed to be used for non-
laboratory and fast detection. Recombinase polymerase amplification (RPA) is such an Isothermal amplification tech-
nology which can amplify DNA within 30min under low reaction temperature. Then we combined RPA with late-
ral flow dipstick (LFD) and established a rapid and sensitive method which are suitable for field clinical detection of
KHV. In this study, primers and probe sequences were designed according to the conserved fragment of SphI-5 gene of
KHV. The experimental results show that the RPA technique can detect target fragment by agarose gel electrophoresis
within 30min at the optimal temperature of 38℃ and the RPA results can be visualized in only 5min in combination
with the LFD and the entire RPA-LFD assay takes 50min which are a lot faster than PCR method. The method estab-
lished in this experiment for the detection of KHV by RPA-LFD is so simple and sensitivity that can be useful for rapid
diagnosis in aquaculture with limited resources.

Key words: Koi herpesvirus; Rapid detection; Recombinase polymerase amplification technique; Lateral flow dipstick
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