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对虾白斑综合征 和桃拉病 是两种严重危害当

前对虾养殖业的对虾病毒性疾病
。

目前对虾病毒病的诊断

手段主要包括病理学和生物学方法
、

免疫学方法
、

分子杂交

方法及 方法等〔’一 , 。 其中 方法是这些方法中特异

性最强
、

敏感最高的病原检测手段
,

在国外已被广泛应用于

对虾病毒病的检测和诊断
。

多重 是一种特殊 形

式
,

其最突出特点
,

即一次 反应
,

就可同时检测
、

鉴别出

多种病原体
,

在临床混合感染的鉴别诊断上具有其独特优势

和很高的实用价值 〕。

本试验建立了二温式多重 同时检测鉴别 和

巧 的方法
,

并用该多重 方法对广西沿海地区对虾养殖

业 和 巧 感染状况进行了初步调查
。

现将结果报告

如下
。

材料与方法

试脸用毒株 和 巧 广西地方毒株
、

传染性皮下

和造血器官坏死病毒 川
、

溶血弧菌和链球菌
、

从美国

夏威夷海洋研究所 种虾场引起的 亲虾样品
、

份

来自广西沿海各地对虾养殖场的对虾病料
,

均由本实验室收

集鉴定
、

保存 ’
。

试荆和仪姗 抽提试剂盒
,

购 自美国

公司 代 试剂盒
,

购自 。公司 裂解液 含
, ,

价
, ,

介 , 二 ,

使用前加琉荃

乙醇到终浓度为
,

本实验室配制 以 代 仪
,

购自

美国 。公司
。

和 提取 取待检对虾肝胰腺
、

鳃
、

肌肉组织

等共约
,

参 照谢 芝 勋方 法 分 别提取 病 原 , 和
,

参照 , ’ 方 法
’ ,

测定 和 纯度及浓

度
,

里于 一 ℃备用
。

引物设计与合成 参照文献
,

设计了两对引物
。

引物

寡核昔酸序列及扩增产物大小见表
。

引物由大连宝生物工程

有限公司合成
,

用时用适量灭菌 水溶解
,

保存于 一 加 ℃
。

实脸设计 本研究要在同一 咒 反应体系中同时扩增

两种不同的病毒核酸 其中 的核酸是 而 飞 则

是
。

由于 只有先反转录成 人后才能进行 咒
,

所以本实验设计分两步
。

第一步反转录 先将 巧 反转

录成 第二步多重 代 飞 反转录成 后再

与 一起进行多重 况
。

反转录 采用 拜 反转录体系将 飞 合成

其中含 卜 邪 拌
,

代 爪 拜 ,

拌 拌 , 拌 拜
,

扛 , “ 料 , 拌 巧 上游引物
拌 ,

仆 模板 毕
,

代 补 足体积 至 拜 ,

于

代 仪中
,

按下列程序进行反转 录 ℃
,

℃
,

℃
,

进行一个循环
,

合成完毕
。
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衰 和 下 引物

’ 两叮比拍

名称

氏

下义丹

引物寡核昔酸序列

, 肠卿 一

扩增产物大小

讯

上游引物 , 耐
’ 一

优 汀‘仃
一 ’

下游引物 , 洲
’一

们陀 代 戊￡
’

上游引物 , 州
’一

代 化 ℃
一 ’

下游引物 , 州
’一

人 。叮
’

肠

书

奋 , 巧 反转录成 后
,

在 反应

管中继续加人下列试剂
,

多重 凡 总反应体积为 泌
,

其中

泌 解七 泌
, 、 介门沁

,

侧泌 伽 聚合
醉 。 泌

,

脚阅 汕 巧 下游引物
、

口汕 上游引

物和下游引物各 匹
,

模板 泌
,

超纯水补足总

至 阳泌
。

在 此 仪上设定程序进行多重 反应
。

‘ 乡 , 条件优化 分别侧定 巧 和 核酸模板

浓度
,

稀释成含相同浓度模板
,

然后对多重 咒 反应的各参

数 沮度
、

时间
、

循环次数 进行优化
,

以筛选出多重 此 反应

体系中最佳的反应棋式
。

特 性城脸 把含有 巧 和 核酸模板的样品与

含有其他对照的对虾病原核酸样品
,

分别加人到多重 反

应体系中进行扩增
,

以检侧其特异性
。

趁 性试脸 分别侧定 和 巧 含量
,

倍道进稀释后
,

进行多重 代 扩增以检侧其敏感性
。

, 产物的分析 取 匹 多重 产物和 泌 加样

级冲液混合
,

在 琼脂箱凝胶上
,

以 电压进行电泳
,

用

澳化乙锭染色后
,

紫外线台上观察拍照
,

以标准分子量作

今考
,

分析记录结果
。

临库恤翻试脸 应用本研究所建立的多重 咒 对

份来自广西沿海各地对虾养殖场对虾病料进行检测
。

,

印 份 样 品为 阳性 和
,

份为 , 阳性
,

其中 份为这两种病

毒混合感染
。

结果见图
。

图 二沮式多重 代 特异性试脸

目 山击 阴性对照 ” 阳性对照

阳性对照 一 临床样品 南美白对虾样品

溶血弧菌 链球菌

卿币 试 , 己
一

代 朋 仆

印 皿‘ 朗 飞
,

一 伪 认切栩”甘止
,

叭加初

及 州 。

幼

多 , 护 条件的优化

通过对多重 扩增的温度
、

时间和循环次数等的优

化
,

最后确定多重 的最佳反应棋式为 ℃
,

然后进

人 ℃朽
,

印 ℃ 的循环
,

共循环 次 最后经 ℃延

伸 加 后于 ℃结束反应
。

特 性试脸

将 义 人 和其他对照病原的核酸分别进

行多 , 扩增
,

结果所有含有 和巧 核酸的样品均

能扩增出与试脸设计大小相符的 和 坏 的两条明亮

条带
,

而对照病原的核酸却扩增不出任何条带
。

结果见图
。

徽盛性试脸

该多重 最低能同时检侧到 的 和 龟的

巧 核映模板
。

结果见图
。

临珠位洲试脸

该多 , 对 份临床样品进行检侧
,

结果一共有

图 二沮式多重 代 敏感性试验

目 飞 阳性对照 阳性对照

叱 咫 沸 滩

八 阮 泪云 比 伴旧此
一

代 巧

的坤 扭 巧 叱 邝

滩 刃 龟

讨论

巧 和 是近年来严重危害对虾养殖业的两种病

毒性病害
,

是单链 病毒
,

是双链 病毒
,

在

实际生产中这两种病毒混合感染的现象常有发生
。

在本研

究中
,

根据多重 技术原理
,

在反转录酶的作用 下先将

侣 反转录成 人
,

然后再在同一 代 反应体系中与

进行多重 代
。

通过对 代 反应条件的优化
,

成
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功建立了巧 和 的多重
。

感染现象也十分普遍
。

在对虾病毒还不能在传代细胞系中

大 增殖培养
,

并做进一步检侧
、

分析的情况下
,

该研究建立

具高度特异性和敏感性的 和 巧 多重 代 检侧技术
,

在这两种病原体混合感染的鉴别诊断和有关防治
,

将具有十

分重要的实用价值
。
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图 二退式多 , 代 临床检侧试验

理 娜 人 卜 阴性对照 朋 阳性对照 丁

阳性对照
、

书 多 此 阳性对照 一
、

巧 均

阳性的临床样品 一 朋 阳性的临床样品
、

飞 均

阴性的临床样品 侣 阳性的临床样品
、

朽 均阴性

的临床样品

试 卜比介 讲旧眠 川
一 试

拍 目

理 帅 皿 咧 】 朋 飞
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,

阳画
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〔

本研究所建立的多重 对不同 和 飞 毒株进

行了多重 咒 检测
,

结果均同时得到了与实验设计大小相符

的 条分别为 伪 帅 和 巧 的扩增带
,

而对

其他对照病原的扩增结果均为阴性
,

另外
,

敏感性试验结果

显示 该多重 此 最低能检测到 的 模板和

龟的 巧 棋板
,

说明该多重 具有很商特异性和

敏感性
。

该多重 此 对 份临床样品的检测结果表明
,

和 阳性检出率分别为 印 和
,

和 巧 同

时阳性检出率为
。

说明 和 巧 不仅在广西沿海

地区养殖对虾中呈现出区域性流行趋势
,

并且两种病毒混合
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,
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