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摘要: 将逆转录环介导的等温扩增技术(reverse transcription loop-mediated isothermal amplification, RT-LAMP)引入到鱼类的传染性造血器官坏死病病毒(infectious haematopoietic necrosis virus, IHNV)检测中, 建立了简单、快速、灵敏的IHNV检测方法。针对IHNV的聚合酶蛋白基因(polymerase protein, L)设计特异性引物, 以IHNV基因组RNA为模板, 在反转录酶和Bst DNA聚合酶的作用下进行RT-LAMP, 反应产物添加SYBR Green I荧光染料后, 肉眼观察阳性样本表现为荧光绿色, 阴性样本表现为红棕色。2%琼脂糖凝胶电泳检测结果与可视化检测结果一致。该方法实现了检测结果的可视化。特异性分析显示该方法不与传染性胰脏坏死病毒(infectious pancreatic necrosis virus, IPNV)及病毒性出血性败血症病毒(viral haemorrhagic septicaemia virus, VHSV)发生交叉反应, 并且可检测不低于10 pfu的IHNV RNA。本研究所建立的IHNV RT-LAMP可视化检测方法具有灵敏度高、特异性好、成本低、不依赖任何专门的仪器设备的优点, 其检测结果直观可视化, 可实现现场高通量快速检测。
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鱼类传染性造血器官坏死(infectious haemat​o​poietic necrosis, IHN)是一种由传染性造血器官坏死病毒(infectious haematopoietic necrosis virus, IHNV)而引起的, 严重危害鲑鳟类的重要疾病[1]。自20世纪50年代在美国首次暴发以来, 已经扩散至欧洲、澳洲、亚洲等十余个国家[2−6]。IHNV可造成鲑鳟鱼苗近100%的死亡率, 对全世界鲑鳟养殖业造成了巨大的经济损失[1, 7]。研发快速、灵敏、准确的IHNV检测技术对于该病早期诊断以及水产品卫生质量监督检验等都具有重要的意义。逆转录环介导的等温扩增技术(reverse tran​sc​ription loop-mediated isothermal amplification, RT-LAMP)是针对靶基因的8个区域设计6条特异性引物, 并在反转录酶和Bst DNA聚合酶的作用下对靶序列进行等温核酸扩增反应[8−9]。与其他检测方法相比, RT-LAMP具有操作简便、快速、特异性强等优点, 不需昂贵的仪器, 在水浴锅中即可完成扩增, 特别适用于基层及现场快速诊断[10−11]。
本研究将逆转录环介导的等温扩增技术(RT-LAMP)引入到鱼类的传染性造血器官坏死病病毒(IHNV)检测中, 建立了简单、快速、灵敏的IHNV检测方法, 丰富了IHNV的检测方法, 对鲑鳟IHNV的大规模、高通量监测具有重要意义。

1
材料与方法

1.1
 主要试剂与仪器
AMV反转录酶购自Promega公司; Bst 2.0 DNA聚合酶购自NEB公司; SYBR Green I、Trizol 购自Invitrogen公司; 传染性胰脏坏死病毒(infect​ious pancreatic necrosis virus, IPNV)毒株由本实验室分离保存; IHNV-WRAC(VR-1392)毒株由中国水产科学研究院长江水产研究所鱼类病害教研室曾令兵教授惠赠, 毒株IHNV-WRAC (VR-1392)已经商品化, 可通过购买获得; 病毒性出血性败血症病毒(viral haemorrhagic septica​emia virus, VHSV)标准毒株(VR-1387)购自中国典型培养物保藏中心; DKZW-D-2电热恒温水浴锅购自北京市永光明医疗仪器有限公司; 凝胶成像系统 Universal Hood II 购自BIO-RAD。
1.2  RT-LAMP引物设计与合成
根据GenBank收录的IHNV聚合酶蛋白的多条基因序列进行比对, 选取IHNV特异性保守区段, 利用在线软件PrimerExplorer V4(https://pri​m​​​​​erexplorer.jp/elamp4.0.0/)针对L基因保守区设计3对RT-LAMP引物, 序列见表1, 引物由哈尔滨博仕生物公司合成。
表1  L基因RT-LAMP引物序列

Tab. 1  Sequence of RT-LAMP primers of L gene of IHNV

	引物名称primer name
	序列(5′−3′) sequence(5′−3′)

	外引物outer primer
	F3
	CTCCCTCAACTCACCCCTAA

	
	B3
	GGCCAATTCTCAAGGACTGA

	内引物inner primer
	FIP
	TGTGGGACCTGAGCCTTTCTCTTTTTCTGCACAACTGACAGACCG

	
	BIP
	CCACCCTCGACAATGACTCCACTTTTGGGGCTTTGAATGGTGATGA

	环引物
loop primer
	Loop-F
	CTGACGTTCTCAGTTCTG

	
	Loop-B
	TCATCACCATTCAAAGCCCC


1.3
 RT-LAMP 模板RNA的制备

利用空斑实验测定病毒滴度, 将病毒滴度稀释到106/mL, 取100 μL病毒悬液(含有105 pfu 病毒粒子)于无RNA酶的离心管中。12 000 g 离心5 min, 去除沉淀。加入600 μL Trizol 裂解液, 震荡混匀, 12 000 g离心15 min, 吸取上清液加入到新的离心管中, 加入等体积的异丙醇, 反复颠倒混匀, 12 000 g 离心15 min, 弃尽上清, 加入75%的乙醇600 μL, 颠倒洗涤, 12 000 g 离心10 min, 弃尽上清, 4 000 g离心10 s, 吸干管底的液体, 室温干燥3 min; 加入100 μL 的无RNA酶水, 将RNA沉淀完全溶解, 分装于(80℃备用。

1.4
 RT-LAMP检测方法的建立及优化

建立如下RT-LAMP扩增反应体系: 对应于L基因的6条引物各1 μL(引物浓度分别为: F3与B3, 5 pmol/μL; FIP与BIP, 40 pmol/μL; Loop-F与Loop-B, 20 pmol/μL)、1 μL dNTP(25 mmol/μL)、2.5 μL 10× Isothermal Amplification Buffer[20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.8 25℃), 50 mmol/L KCl, 10 mmol/L (NH4)2S04, 2 mmol/L MgSO4, 0.1% Tween-20]、8 U Bst 2.0 DNA聚合酶、10 U AMV反转录酶, 5 μL RNA样品, 无RNA酶水补齐至25 μL, 混匀, 不加RNA样品组设为对照组。将反应体系分别在61、63、65℃恒温水浴锅反应60 min, 随后转移至80℃水浴2 min用以灭活Bst DNA聚合酶。反应结束后, 扩增产物加入2 μL 100倍稀释的SYBR Green I, 轻轻震荡, 直接观察反应液颜色变化判断结果。取5 μL产物用于2%琼脂糖凝胶电泳, 观察结果, 确定最佳反应温度。

1.5  RT-LAMP特异性实验

以含有105 pfu 的IHNV、IPNV和VHSV基因组RNA为模板, 利用建立的RT-LAMP检测方法, 进行特异性对比实验。扩增产物加入2 μL 100倍稀释的SYBR Green I, 轻轻震荡, 直接观察反应液颜色变化, 并利用2%琼脂糖凝胶电泳验证可视化检测结果。

1.6  RT-LAMP灵敏性实验 

分别以含有104、103、102、50、25、10、5 pfu病毒的RNA为模板, 利用建立的RT-LAMP检测方法, 进行灵敏性对比实验, 扩增产物加入SYBR Green I 观察颜色变化, 并利用2%琼脂糖凝胶电泳验证可视化检测结果。

1.7  RT-LAMP实际应用检测

取实验室保存的来自不同地区样品鱼(2月龄虹鳟鱼苗)的肝组织并提取组织RNA, 编号1~7, 样品利用《中华人民共和国国家标准: 鱼类检疫方法》中IHNV检测方法进行RT-PCR, 吸取5 μL RNA 为模板, 上游引物为5′-CACCGTACTTT GCTGCTAC-3′, 下游引物为5′-CACCGTACTTT GCTGCTAC-3′, PCR程序: 94℃ 4 min, 94℃ 1 min, 55℃ 1 min, 72℃ 1 min, 72℃ 8 min, 进行IHNV病毒核酸的扩增和检测, 并分别取5 μL的1~7号样品RNA进行RT-LAMP可视化检测, 并利用2%琼脂糖凝胶电泳验证可视化检测结果。

2  结果与分析

2.1  RT-LAMP检测方法的优化

将25 μL反应体系分别在61、63、65℃恒温水浴锅反应60 min, 随后80℃水浴2 min, 扩增产物加入2 μL SYBR Green I, 轻轻震荡, 观察颜色变化。显色结果显示, 当反应温度为63℃和65℃时, 扩增产物均呈现荧光绿色。当扩增温度为61℃时扩增产物加入SYBR Green I后呈现红棕色, 与阴性对照相同(图1A)。取5 μL扩增产物经2%琼脂糖凝胶电泳进行分析, 结果显示, 在63℃和65℃时, 扩增产物电泳条带均呈特异性阶梯状分布; 当扩增温度为61℃时结果与阴性对照一样, 
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图1  RT-LAMP 检测方法优化结果图
1: 阴性对照; 2−4: 61℃、63℃、65℃; M: DNA marker DL2000.
Fig.1  Optimization of RT-LAMP
1: negative control; 2−4: 61℃, 63℃, 65℃; M: DNA marker DL2000.
扩增产物没有出现阶梯状电泳条带(图1B)。凝胶电泳结果与显色结果相符, 并且经3次重复实验都获得同一结果。为了尽量减少水浴锅造成的温度误差, 本研究在后续实验折中采用63℃为该方法扩增温度。
2.2
 RT-LAMP特异性实验

有研究报道, 感染IHNV的鲑鳟容易同时伴有IPNV的感染[12], 而VHSV与IHNV同属水生动物弹状病毒, 具有较高的相似性, 因此本实验利用IPNV和VHSV作对照检测RT-LAMP的特异性, 分别提取105 pfu IHNV、IPNV和VHSV病毒RNA, 按已经建立的RT-LAMP检测方法, 63℃恒温水浴锅反应60 min, 随后80℃ 水浴2 min, 扩增产物加入SYBR Green I后观察颜色变化, 取5 μL用于2%琼脂糖凝胶电泳观察结果。结果显示, 以IHNV RNA为模板, RT-LAMP扩增产物在加入SYBR Green I后呈荧光绿色, 凝胶结果呈特异性阶梯状条带; 以IPNV和VHSV为模板RT-LAMP检测产物呈红棕色, 结果为阴性, 并且经3次重复实验都获得相同的结果。说明RT-LAMP检测方法具有良好的特异性, 不与IPNV和VHSV发生交叉反应(图2)。

2.3  RT-LAMP 灵敏性实验 

分别以104、103、102、50、25、10、5 pfu 的病毒RNA为模板, 利用建立的RT-LAMP检测方法, 分析该检测方法的灵敏性。扩增产物加入SYBR Green I后观察颜色变化, 取5 μL经2%琼脂糖凝胶电泳观察验证可视化检测结果。如图3所示, 以10 pfu 病毒RNA为模板时, RT-LAMP产物在加入SYBR Green I后变成荧光绿色, 仍可见清晰的特异性阶梯状条带, 当模板量降为5 pfu时, 产物呈红棕色, 阶梯状条带消失, 并且经3次重复实验都获得稳定的结果, 表明所建立的RT-LAMP检测方法具有很高的灵敏度, 可以检测不低于10 pfu 的病毒RNA。
2.4  RT-LAMP实际应用检测结果

取来自不同地区送检样品鱼(两月龄虹鳟鱼苗)的肝组织并提取组织RNA, 编号1~7, 分别取5 μL的1~7号样品RNA进行RT-LAMP检测, 同
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图2  RT-LAMP 特异性检测结果

Fig.2  Specificity test of RT-LAMP

1: IHNV; 2: IPNV; 3: VHSV; M: DNA marker DL2000.
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图3  RT-LAMP灵敏性试验检测结果

1−7: 5、10、25、50、102、103、104 pfu 病毒; M: DNA marker DL2000.

Fig.3  Sensitive test of RT-LAMP

1−7: 5, 10, 25, 50, 102, 103, 104 pfu virus; M: DNA marker DL2000.

时取5 μL的1~7号样品RNA利用《中华人民共和国国家标准: 鱼类检疫方法》中IHNV检测方法进行RT-PCR检测, 结果如图4和图5所示。由
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图4  RT-LAMP检测结果

1-7: 1-7号样品; M: DNA marker DL2000;

Fig.4  Detection of samples by RT-LAMP

1-7: 1-7 samples; M: DNA marker DL2000.
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图5  鱼类检疫方法检测结果
1-7: 1-7号样品; M: DNA marker DL2000.
Fig.5  Detection of samples by the quarantine methods of fish 
1-7: 1-7 samples; M: DNA marker DL2000.
图可知, 1~3号、5~6号样品呈现荧光绿色, 样品中检出IHNV; 4号和7号样品检测结果呈红棕色, 未检测出IHNV, 可视化结果同时经2%琼脂糖凝胶电泳验证。该实验结果与《中华人民共和国国家标准—鱼类检疫方法》所提供方法的检测结果(图5)一致, 证明了RT-LAMP实际应用的可行性。
3  讨论

世界动物卫生组织推荐的几种IHNV的诊断方法包括细胞培养分离方法、免疫学方法(中和试验法、间接荧光抗体法和ELISA法)和分子生物学方法(PCR法、PCR探针和序列测定法)[13−20]。细胞培养分离病毒试验周期长, 而免疫学方法可相对迅速地进行IHNV的检测与鉴定。但IHNV属于弹状病毒, 有囊膜, 其囊膜来自于宿主细胞, 易产生非特异性抗体, 导致高效价抗血清制备困难, 且可与其他鱼类弹状病毒如VHSV等发生交叉反应, 影响检测结果的可靠性[21−22]。PCR方法是目前最常用的快速检测方法, 已经有以PCR技术为依托的商业化IHNV检测试剂盒, 这些检测试剂盒都需要专门的仪器或者对PCR产物进行凝胶电泳与紫外线分析才能确定检测结果。与常规RT-PCR方法相比, 荧光定量PCR技术因其灵敏度高、特异性好等优点, 在病原体定性及定量检测等方面有着广泛的应用前景[19, 23]。但荧光定量PCR所需仪器成本投入较高, 结果分析相对复杂, 不适合于基层大规模检测或现场检测的推广使用。LAMP是2000年由Notomi等[24]发明的一种新型体外等温扩增特异核算片段的技术。逆转录LAMP(RT-LAMP)是在LAMP的基础上, 建立的可实现对特异RNA分子快速等温扩增的技术。原理与LAMP相同, 在反应体系中加入逆转录酶, 使反转录和LAMP在同一试管中完成, 无需分步操作, 不需要复杂的设备, 只需一个恒温水浴锅就可以完成扩增反应, 具有很强的可操作性。

目前利用PCR技术检测IHNV的方法都是以核蛋白基因为目标基因。在实验室应用过程中发现核蛋白基因并不是IHNV丰度最高的基因, 并且在检测直接从病料提取的RNA时常常伴随杂带。为了解决该问题, 本实验室对IHNV基因组各基因片段扩增效果进行分析, 试验结果显示聚合酶蛋白基因(polymerase protein, L)扩增效果最好, 远远超过基因组其他片段, 并建立了较常规方法更高效的、以L基因为目的基因的RT-PCR检测方法[25], 由此推测以L基因作为IHNV检测靶基因具有更好的敏感性。本研究针对L基因设计引物, 建立了高效的RT-LAMP检测方法, 63℃反应1 h, 克服了传统PCR反应需要通过反复的热变性过程获得单链模板的缺点, 并大大节省了反复升降温的时间。向反应产物添加SYBR Green I荧光染料, 实现了检测结果的可视化, 通过肉眼观察就能快速检测IHNV病毒, 不需要昂贵的PCR仪及凝胶成像等检测设备, 可视化结果同时通过凝胶电泳进行证明。该方法不与IPNV和VHSV发生交叉反应, 可检测不低于10 pfu病毒的RNA, 具有良好的特异性和很高的灵敏性。实际应用检测结果与常规国家标准检测方法结果一致, 而与国家标准的检测方法相比, RT-LAMP检测方法在设备要求、操作步骤和检测时间上更具有优势。综上所述, 本研究成功建立了IHNV RT-LAMP可视化检测方法, 且该方法灵敏度高、特异性好、成本低、不依赖任何专门的仪器设备即可实现现场高通量快速检测, 这对鲑鳟鱼苗的引种、无特定病原体种鱼的培育, 以及鲑鳟无公害健康养殖均有重要意义。
4  结论

本研究针对IHNV的聚合酶蛋白基因(Poly​m​erase protein, L), 设计了3对引物, 以IHNV基因组RNA为模板, 建立RT-LAMP体系, 在63℃条件下反应1 h即可完成检测, 操作简单、快速。根据加入SYBR Green I荧光染料后的颜色变化, 可通过肉眼判断检测结果, 实现检测结果的可视化。同时证明该方法不与传染性胰脏坏死病毒(infectious pancreatic necrosis virus, IPNV)及病毒性出血性败血症(viral haemorrhagic septicaemia virus, VHSV)发生交叉反应, , 可检测不低于10 pfu 的IHNV病毒RNA, 具有良好的特异性和较高的灵敏度。
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Development and application of reverse transcription loop-mediated isothermal amplification for detection of IHNV

LIU Miao1, XU Liming1, LU Tongyan 1, ZHAO Jingzhuang1, CAO Yongsheng 1, LIU Hongbai 1, YIN Jiasheng 1, ZHANG Jinfeng 1, FENG Jian2

1. Heilongjiang Fishery Research Institute Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China;
2. Benxi Agrimarine Industries Inc., Benxi of Liaoning Province 117000, China
Abstract: A reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) method was developed for detection of infectious haematopoietic necrosis virus (IHNV). A set of specific primers were designed based on the IHNV L-protein sequence. IHNV RNA was used as a template for RT-LAMP in a reaction mixture containing reverse transcriptase and Bst DNA polymerase. The RT-LAMP products were observed by the naked eye by adding SYBR Green I fluorescent dye. Positive samples exhibited a fluorescent green color whereas negative samples exhibited a reddish brown color. The RT-LAMP assay had no cross reactivity with infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) and viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV). The RT-LAMP assay was highly sensitive, and could detect < 10 pfu IHNV RNA. We confirmed these results using 2% agarose gel electrophoresis. In summary, we developed a sensitive, specific, low cost, and simple RT-LAMP method for rapid field diagnosis of IHNV. The method can achieve high throughput detection, without relying on any special equipment.
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