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基于新型核酸适配体飊荧光分子检测探针的石斑鱼虹彩
病毒病快速诊断*

EstablishmentandCharacterizationofNovelSpecific
Aptamer飊basedFluorescentMolecularProbeforRapid
DiagnosisofGrouperIridovirusDiseases
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摘要:暰目的暱石斑鱼虹彩病毒(Singaporegrouperiridovirus,SGIV)是引起华南沿海地区重要海水养殖鱼类石斑

鱼(Epinephelustauvina)发生病毒性鱼病的主要病毒性病原之一,其引起的鱼病具有发病迅速、死亡率高、流
行面广等特点,严重威胁华南地区石斑鱼养殖业的健康可持续发展。着力发展操作便捷、成本低、耗时短、准确

度高的SGIV快速检测技术,对于及早发现、确定病原,进而有的放矢地制定治疗方案来控制病原扩散、降低损

失至关重要。暰方法暱基于核酸适配体(Q2)就SGIV病的快速检测诊断技术进行系统研究,开发出一种新型的核

酸适配体飊荧光分子检测探针(AptamerQ2飊basedfluorescentmolecularprobe,Q2飊AFMP),并对 Q2飊AFMP检测

SGIV感染的特异性、灵敏性和稳定性进行分析。暰结果暱Q2飊AFMP可以特异性检测SGIV 感染,且其灵敏性和

稳定性均比较高。暰结论暱本研究中基于核酸适配体构建的新型高特异性荧光分子探针(Q2飊AFMP)有望实现对

海水养殖中石斑鱼虹彩病毒病的快速诊断、实时监控和有效预防。

关键词:石斑鱼虹彩病毒暋核酸适配体飊荧光分子探针暋高特异性和灵敏性暋快速诊断

中图分类号:S917.1暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2018)01飊0063飊05

Abstract:暰Objective暱GrouperiridovirusisthemajorviruspathogeninSouthChina,andcauses
highmortalitytomarineculturedgrouper,whichseriouslythreatensthehealthyandsustain灢

abledevelopmentforgroupermariculture.Then
effective detective techniques for the rapid
diagnosisofSGIVinfectionareurgentlyneeded.
暰Methods暱Based on the nucleotide aptamer
(Q2),therapiddetectionanddiagnosistechnolo灢
gyofSGIV diseasewassystematicallystudied
andanewAptamerQ2飊basedfluorescentmolec灢
ularprobe(Q2飊AFMP)wasdeveloped.Thespe灢
cificity,sensitivityandstabilityofQ2飊AFMPin
detecting SGIV infection wereanalyzed.暰Re灢
sults暱AptamerQ2飊Basedfluorescentmolecular
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probe(Q2飊AFMP)coulddetectSGIVinfectionwithhighspecificity,sensitivityandstability.
暰Conclusion暱Thenovelfluorescentmolecularprobe(Q2飊AFMP)holdsgreatpotentialsforrapid
earlydiagnosisofpathogenSGIVinfectioningroupermaricultureinSouthChina.
Keywords:Singaporegrouperiridovirus,Q2飊AFMP,highspecificityandsensitivity,rapidearly
diagnosis

0暋引言

暋暋暰研究意义暱石斑鱼(Epinephelustauvina)肉
质细腻,营养丰富,作为我国大宗名贵海水养殖鱼类,
在活海鲜市场中的经济价值极高。随着市场需求量

的不断增加,我国石斑鱼养殖业进入快速发展期,养
殖规模不断扩大,养殖效益持续增加,目前国内石斑

鱼养殖年产量已达10万吨以上,产业直接产值超过

百亿元[1]。但是随着石斑鱼养殖业的迅猛发展,石斑

鱼的养殖密度不断加大,导致石斑鱼病害大规模暴

发,其 中 石 斑 鱼 虹 彩 病 毒 (Singaporegrouperiri灢
dovirus,SGIV)的危害尤为严重,其致死率可高达

90%以上,重创了我国的石斑鱼养殖业[2飊4]。石斑鱼

虹彩病毒作为一种高致病性的鱼类传染性病毒,在极

短时间内会导致鱼大量死亡,因此研发可以快速、便
捷检测虹彩病毒感染的诊断技术,对于控制SGIV感

染、降低损失至关重要[5]。暰前人研究进展暱目前针对

石斑鱼虹彩病毒发展出的检测方法,主要包括基于病

毒学、组织病理学等传统观察法,基于分子生物学的

PCR技术,以及基于抗体的免疫学检测法等[6飊9]。虽

然这些方法灵敏度和精确度比较高,但是存在操作繁

琐、仪器昂贵、检测耗时长,以及试剂保存条件苛刻等

种种不足,导致仅适用于实验室条件下小规模检测,
无法满足对石斑鱼虹彩病毒病快速、准确检测诊断的

要求,因此应着力发展操作便捷、成本低、耗时短、准
确度高的新型的石斑鱼虹彩病毒病快速检测诊断技

术[5]。指数富集配基系统进化 (Systemevolutionof
ligandsbyexponentialenrichment,SELEX)技术是

一种前沿的生物文库筛选技术,该技术使用容量高达

1014~1015的随机寡核苷酸文库,在体外经过多轮筛

选最终获得能够特异性识别靶物质的单链寡核苷酸,
即核酸适配体[10]。核酸适配体具有易筛选获得,成
本低,易修饰,稳定性强,批次间质量相同,高特异性

识别并结合靶物质等诸多优点[11飊15]。暰本研究切入

点暱在先前的研究中,我们基于细胞飊指数富集配基系

统进化技术(Cell飊SELEX),以被虹彩病毒感染的石

斑鱼脾细胞(GS)为靶标进行Cell飊SELEX筛选,获得

了高特异性的识别SGIV感染的核酸适配体[4]。暰拟
解决的关键问题暱本研究基于核酸适配体(Q2)就石

斑鱼虹彩病毒病的快速检测诊断技术进行系统研究,

开发出一种新型的核酸适配体飊荧光分子检测探针

(AptamerQ2飊basedfluorescentmolecularprobe,

Q2飊AFMP),并对Q2飊AFMP检测石斑鱼虹彩病毒感

染的特异性、灵敏性和稳定性进行分析研究。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋本实验中所使用的石斑鱼虹彩病毒 (SGIV,

strain A3/12/98) 来 自 于 患 病 的 石 斑 鱼

(Epinephelustauvina),由 Qin等[2]于2003年首

次分离鉴定得到;细胞培养瓶和24孔板、96孔板购

自康宁公司;胎牛血清(Fetalbovineserum,FBS)购
自 GIBCO 公司;异硫氰酸荧光素(Fluoresceiniso灢
thiocyanate,FITC)标记的核酸适配体 Q2(FITC飊
Q2)和FITC标记的非特异性单链核酸文库(FITC飊
ssDNALibrary)由上海生工合成;本实验使用的仪

器包括多功能酶标仪、无菌操作台、倒置显微镜、尼康

荧光显微镜、PCR仪、生化培养箱、常温低速离心机、
低温高速离心机、水浴锅。

1.2暋方法

1.2.1暋SGIV 感染细胞的准备与处理

暋暋在细胞培养瓶中培养石斑鱼脾细胞(GS)至基本

铺满细胞培养瓶底面,在实验组细胞中加入SGIV,
对照组的正常 GS不作任何处理,继续培养48h,将
实验组和对照组中的细胞用磷酸缓冲盐溶液PBS(2
mmol/L KH2PO4,10 mmol/L Na2HPO4,137
mmol/LNaCl,pH 值为7.2)轻轻洗涤3~5次后

备用。

1.2.2暋Q2飊AFMP检测SGIV 感染的操作流程

暋暋Q2飊AFMP的操作方法参考先前的报道[4],并进

行了 优 化 改 进。具 体 步 骤:将 异 硫 氰 酸 荧 光 素

(FITC)标记的核酸适配体 Q2(FITC飊Q2)在92曟高

温水浴变性10 min,然后迅速插入到冰中复性10
min;将FITC飊Q2(200nmol/L)与待测细胞在室温结

合30 min,然后用磷酸缓冲盐溶液 PBS(pH 值为

7灡2)1000g离心清洗3次,移除上清,将沉淀的样品

重悬在200毺L磷酸缓冲盐溶液PBS(pH 值为7.2)
中,取30毺L重悬的样品滴在预冷的载玻片上并用盖

玻片覆盖,然后在荧光显微镜下观察。将重悬的样品

在92曟高温水浴处理5min,5000g离心后取上清,
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使用多功能酶标仪读取待测样品在495/535nm 处

的荧光值并记录结果。每个反应均做3个重复。

1.2.3暋Q2飊AFMP检测SGIV 感染的特异性分析

暋暋将异硫氰酸荧光素(FITC)标记的核酸适配体

Q2(FITC飊Q2,200nmol/L)经过92曟恒温水浴、冰
浴处理;实验组为 FITC飊Q2(200nmol/L)与 SGIV
感染的细胞孵育结合,对照组设置4组:Con1,FITC飊
Q2(200nmol/L)与正常细胞孵育结合;Con2,FITC飊
ssDNALibrary 与 SGIV 感 染 的 细 胞 孵 育 结 合;

Con3,FITC飊Q2(200nmol/L)与中华鳖虹彩病毒

STIV感染的细胞孵育结合;Con4,未作其它处理的

SGIV感染的细胞。孵育结合完成后,将各组样品用

PBS离心清洗3次,后续的检测步骤参看1.2.2节。
每个反应均做3个重复。

1.2.4暋Q2飊AFMP检测SGIV 感染细胞的数量灵敏

性分析

暋暋将SGIV感染的细胞稀释至不同的数量:1暳106

个/mL,1暳105 个/mL,1暳104 个/mL,5暳103 个/

mL,1暳103个/mL;然后将 FITC飊Q2与SGIV 感染

的细胞在室温结合30min。FITC飊ssDNA Library
与相应不同数目的SGIV 感染细胞的孵育结合作为

对照(Lib)。后续具体的检测操作参看1.2.2节。每

个反应均做3个重复。

1.2.5暋Q2飊AFMP 检测 SGIV 感染的时间灵敏性

分析

暋暋将FITC飊Q2与SGIV感染的细胞在室温分别结

合60min,40min,20min,10min,5min和1min。

FITC飊ssDNALibrary与SGIV感染的细胞孵育结合

相应时长的实验作为对照(Lib)。后续具体的检测操

作参看1.2.2节。每个反应均做3个重复。

1.2.6暋Q2飊AFMP检测SGIV 感染的稳定性分析

暋暋将 FITC飊Q2与 SGIV 感染的细胞分别在冰上

(Ice)、4曟、28曟、37曟和50曟孵育结合。FITC飊ssD灢
NALibrary与SGIV感染的细胞在相应温度下的孵

育结合作为对照。后续具体的检测操作参看1.2.2
节。每个反应均做3个重复。

2暋结果与分析

2.1暋Q2飊AFMP及其检测SGIV感染的特异性

暋暋在先前研究中,基于前沿的指数富集配基系统进

化技术(SELEX)筛选获得特异性识别SGIV 感染的

核酸适配体aptamerQ2,Q2的序列如表1所示[4]。
如图1所示,与对照组中正常细胞相比,实验组中细

胞接入SGIV 继续培养48h后,出现明显的细胞病

变(Cytopathiceffects,CPEs)。使用Q2飊AFMP对实

验组中SGIV感染细胞进行检测发现,与4组对照组

相比,酶标仪检测结果显示 Q2飊AFMP能够特异性地

检测SGIV的感染(图2)。由此证明,Q2飊AFMP能

够用于海水养殖中石斑鱼虹彩病毒病的特异性检测。
表1暋核酸适配体飊荧光分子检测探针(Q2飊AFMP)中核酸适

配体Q2的核苷酸序列

Table1暋TheaptamersequencesofQ2usedinQ2飊AFMP
核酸适配体

Aptamer

核苷酸序列

Nucleotidesequences

Q2

GACGCTTACTCAGGTGTGACTCGTATGTC灢
CATGGCCGCATATTGGGAAGGTTGGTTTG灢
GACTATGTGGAAGTTCGAAGGACGCAGAT灢
GAAGTCTC

图1暋石斑鱼细胞被虹彩病毒SGIV感染前后对比

暋暋Fig.1暋Thecomparisonofpre飊andpost飊SGIV飊infected
GScells

*P <0.05,差异显著;**P <0.01,差异极显著

暋暋APvalue<0.05wasconsideredstatisticallysignificant(*P<
0.05,**P <0.01)

图2暋Q2飊AFMP特异性检测SGIV感染结果

暋暋Fig.2暋TheresultsofQ2飊AFMPspecificallydetected
SGIV飊infectedcells
2.2暋Q2飊AFMP检测SGIV感染细胞的数量灵敏性

暋暋对照组中 FITC飊ssDNALibrary与不同数目的

SGIV感染细胞结合后的荧光值均很低且没有明显

差异,而使用Q2飊AFMP检测SGIV感染时,SGIV感

染细胞的数量越多,实验组中待测样品在495/535
nm 处的荧光值就越高,即 Q2飊AFMP能够以数量梯

度依赖的方式检测SGIV 的感染。当SGIV 感染细

胞的数目少至5暳103个/mL时,Q2飊AFMP仍可灵

敏地检测到SGIV的感染(图3)。

2.3暋Q2飊AFMP检测SGIV感染的时间灵敏性

暋暋与对照组中不同孵育结合时间条件下的荧光检

测值均较低且没有明显差异的结果相比,实验组中使
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用 Q2飊AFMP检测SGIV的感染时,孵育结合时间越

长,实验组中待测样品在495/535nm 处的荧光值就

越高,即 Q2飊AFMP以孵育结合时长依赖的方式检测

SGIV的感染。当孵育结合时长短至1min时,Q2飊
AFMP仍可灵敏地检测到SGIV 的感染(图4)。因

此,Q2飊AFMP可以用于石斑鱼养殖中SGIV 感染的

快速检测诊断。

*P <0.05,差异显著;**P <0.01,差异极显著

暋暋APvalue<0.05wasconsideredstatisticallysignificant(*P<
0.05,**P <0.01)

图3暋Q2飊AFMP检测SGIV感染细胞的数量灵敏性

暋暋Fig.3暋ThesensitivityofQ2飊AFMPforSGIV飊infected
cellamounts

*P <0.05,差异显著;**P <0.01,差异极显著

暋暋APvalue<0.05wasconsideredstatisticallysignificant(*P <
0.05,**P <0.01)

图4暋Q2飊AFMP检测SGIV感染细胞的时间灵敏性

暋暋Fig.4暋ThetimesensitivityofQ2飊AFMPforSGIV飊in灢
fectedcells
2.4暋Q2飊AFMP检测SGIV感染的稳定性

暋暋在不同温度的结合条件下,对照组中不同孵育温

度条件下的荧光值均较低且没有明显差异。利用

Q2飊AFMP检测 SGIV 的感染时,当检测温度为冰

上、4曟和28曟时,实验组中待测样品在495/535nm
处的荧光值最高,检测温度升高至37曟时,酶标仪检

测到的荧光值仅略有下降。随着温度的升高,实验组

中待测样品的荧光值逐渐降低,当温度升高至50曟
时,Q2飊AFMP仍可准确地检测到SGIV 的感染,由
此证明新型 Q2飊AFMP具有极高的稳定性(图5)。

3暋讨论

暋暋近年来频繁暴发的石斑鱼虹彩病毒病重创了我

*P <0.05,差异显著;**P <0.01,差异极显著

暋暋APvalue<0.05wasconsideredstatisticallysignificant(*P<
0.05,**P <0.01)
图5暋不同温度下 Q2飊AFMP检测SGIV感染的稳定性分析

暋暋Fig.5暋StabilityanalysisofSGIVinfectionbyQ2飊AFMP
detectionatdifferenttemperatures
国的石斑鱼养殖业[5,16]。因此应着力开发海水养殖

中针对SGIV感染的大批量、快速检测、精确诊断的

技术,以实现在病害感染的早期及时发现病原,进而

采取相应措施来阻止病毒扩散并降低病毒感染鱼体

的机率。作为一种新型的分子探针,核酸适配体具有

易筛选获得、易于合成和修饰、高特异性和高亲和性

识别并结合靶物质的优良性质[17飊18]。作为传统抗体

的替代物,核酸适配体目前在基础研究、分析检测、临
床诊断和新药研发领域等方面均具有广阔的应用

前景[19飊20]。

暋暋在先前的研究中,我们以石斑鱼虹彩病毒SGIV
为研究对象,以SGIV感染的石斑鱼细胞为靶标进行

SELEX筛选,获得的核酸适配体不仅可以高特异性

的识别虹彩病毒SGIV感染的石斑鱼细胞,还可以识

别SGIV感染的石斑鱼组织,这表明筛选得到的核酸

适配体具有发展成为高特异性检测分子探针的潜

力[4]。本研究中我们基于核酸适配体(Q2)就石斑鱼

虹彩病毒病的快速检测诊断技术进行研究,开发出一

种新型的核酸适配体飊荧光分子检测探针(Aptamer
Q2飊basedfluorescentmolecularprobe,Q2飊AFMP),
并对 Q2飊AFMP检测石斑鱼虹彩病毒SGIV 感染的

特异性、灵敏性和稳定性进行了分析。结果发现,

Q2飊AFMP用于检测石斑鱼虹彩病毒SGIV 感染,不
仅特异性很强,而且灵敏度高,因此 Q2飊AFMP完全

能够满足快速诊断石斑鱼虹彩病毒SGIV 感染的目

的。对 Q2飊AFMP 的稳定性进行分析则发现,Q2飊
AFMP在冰上、4曟和28曟的检测环境中,其检测效

果最好,当检测环境温度达到50曟时,Q2飊AFMP仍

可准确地检测到石斑鱼虹彩病毒SGIV的感染,即新

型 Q2飊AFMP用于检测SGIV 的感染具有极高的稳

定性。综上,Q2飊AFMP能够高特异性检测SGIV 的

感染,并且具有耗时短、灵敏性高、稳定性强等优点,
为丰富和提高各领域的检测技术提供了新方法和新

思路,在石斑鱼虹彩病毒SGIV快速检测领域具有极
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为广阔的应用前景。

4暋结论

暋暋本研究基于先前利用SELEX 技术筛选获得的

能够高特异性识别SGIV感染的核酸适配体,开发出

一种新型的核酸适配体飊荧光分子检测探针(Q2飊
AFMP),并对其特异性、灵敏性和稳定性进行分析。
结果显示,Q2飊AFMP能够用于海水养殖中石斑鱼虹

彩病毒病的特异性检测,而且 Q2飊AFMP检测SGIV
感染具有耗时短、灵敏性高、稳定性强等优点。未来

研究中,将进一步优化核酸适配体 Q2的结构以降低

Q2飊AFMP的生产成本,并开发出相应的快速检测试

剂盒在海水养殖企业中推广使用,以实现对广西海水

养殖中石斑鱼虹彩病毒病的快速诊断、实时监控和有

效预防。

参考文献:

[1]暋刘锡强,马学坤,刘康,等.华南地区金鲳鱼养殖报告
[J].当代水产,2014(2):26飊29.
LIUXQ,MA X K,LIU K,etal.Reportsonthecul灢
turedTrachinotusovatusinSouth China[J].Current
Fisheries,2014(2):26飊29.

[2]暋QINQ W,CHANGSF,NGOH G H,etal.Character灢
izationofanovelranavirusisolatedfromgrouper,Epi灢
nephelustauvina[J].DisAquatOrg,2003,53(1):1飊9.

[3]暋LIPF,YANY,WEISN,etal.Isolationandcharacter灢
izationofanewclassofDNAaptamersspecificbinding
toSingaporegrouperiridovirus (SGIV)withantiviral
activities[J].VirusResearch,2014,188:146飊154.

[4]暋LIPF,WEISN,ZHOULL,etal.Selectionandchar灢
acterizationofnovelDNAaptamersspecificallyrecog灢
nizedbySingaporegrouperiridovirus飊infectedfishcells
[J].JGenVirol,2015,96:3348飊3359.

[5]暋LIPF,ZHOU LL,WEIJG,etal.Developmentand
characterizationofaptamer飊basedenzyme飊linkedapta飊
sorbentassayforthedetectionofSingaporegrouperiri灢
dovirusinfection[J].JApplMicrobiol,2016,121(3):
634飊643.

[6]暋QINQ W,GINKY H,LEELY,etal.Developmentof
aflowcytometrybasedmethodforrapidandsensitive
detectionofanovelmarinefishiridovirusincellculture
[J].JVirolMethods,2005,125:49飊54.

[7]暋SHICJ,QIN Q W,GIN K Y H,etal.Productionand
characterizationofmonoclonalantibodiestoagrouper

iridovirus[J].JVirolMethods,2003,107(2):147飊154.
[8]暋HUANGCH,ZHANGXB,GINKY H,etal.Insitu

hybridizationofamarinefishvirus,Singaporegrouper
iridoviruswithanucleicacidprobeofmajorcapsidpro灢
tein[J].JVirolMethods,2004,117:123飊128.

[9]暋MAO XL,ZHOUS,XU D,etal.Rapidandsensitive
detectionofSingaporegrouperiridovirusbyloop飊media灢
tedisothermalamplification[J].JApplMicrobiol,2008,
105(2):389飊397.

[10]暋ELLINGTON AD,SZOSTAKJW.Invitroselection
ofRNA moleculesthatbindspecificligands[J].Na灢
ture,1990,346:818飊822.

[11]暋CHOY,LEEYB,LEEJH,etal.ModifiedAS1411
aptamersuppresseshepatocellularcarcinomabyup飊
regulatinggalectin飊14[J].PLos One,2016,11(8):
E0160822.

[12]暋KUMARPKR.Monitoringintactvirusesusingapta飊
mers[J].Biosensors(Basel),2016,6(3):E40.

[13]暋ZHOUJH,ROSSIJJ.Therapeuticpotentialofapta飊
mer飊siRNAconjugatesfortreatmentofHIV飊1[J].Bio灢
Drugs,2012,26(6):393飊400.

[14]暋LIPF,WEISN,ZHOULL,etal.Selectionandchar灢
acterizationofthenovelDNA飊aptamersspecifically
recognizedSingaporegrouperiridovirus(SGIV)infec灢
tedfishcells[J].JGenVirol,2015,96(11):3348飊3359.

[15]暋BUNKAD HJ,STOCKLEYPG.Aptamerscomeof
age飊atlast[J].NatRev Microbiol,2006,4(8):588飊
596.

[16]暋QIN Q W,LAM TJ,SIN Y M,etal.Electronmicro灢
scopicobservationsofamarinefishiridovirusisolated
from brown飊spottedgrouper,Epinephelustauvina
[J].JVirolMethods,2001,98:17飊24.

[17]暋DUANN,WUSJ,WANGZP.Anaptamer飊basedflu飊
orescenceassayforochratoxinA[J].ChineseJournalof
AnalyticalChemistry,2011,39(3):300飊304.

[18]暋LIANGHR,LIUQ,ZHENGXX,etal.Aptamers
targetingrabiesvirus飊infectedcellsinhibitviralreplica灢
tionbothinvitroandinvivo[J].VirusResearch,2013,
173(2):398飊403.

[19]暋BUMCROTD,MANOHARAN M,KOTELIANSKY
V,etal.RNAitherapeutics:Apotentialnewclassof
pharmaceuticaldrugs[J].NatChemBio,2006,2(12):
711飊719.

[20]暋BUNKADHJ,PLATONOVAO,STOCKLEYPG.
Developmentofaptamertherapeutics[J].CurrOpin
Pharmacol,2010,10(5):557飊562.

(责任编辑:陆暋雁)暋暋

(上接第62页Continuefrompage62)
[23]暋田海涛,胡希声,张少峰,等.茅尾海表层沉积物中重金

属污染及潜在生态风险评价[J].海洋环境科学,2014,

33(2):187飊191.
TIAN H T,HU XS,ZHANGSF,etal.Distribution
andpotentialecologicalriskassessmentofheavymet灢
alsinsurfacesedimentsofMaoweiSea[J].MarineEn灢
vironmentalScience,2014,33(2):187飊191.

[24]暋吴文成,任露陆,蔡信德,等.茅尾海沉积物重金属空间

分布特征与生态风险[J].环境科学研究,2014,27(2):

147飊156.
WU WC,RENLL,CAIXD,etal.Spatialpatternand
ecologicalriskofheavymetalsinsedimentsfrom Mao灢
weiSea,SouthernChina[J].ResearchofEnvironmental
Sciences,2014,27(2):147飊156.

(责任编辑:陆暋雁)暋暋
76广西科学暋2018年2月暋第25卷第1期


