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经草炭层积处理后需２８ｄ左右开始生根，３５ｄ后生根率达到
７４０％，比ＣＫ草炭层积种子提前９ｄ生根，且 ＣＫ５７ｄ后生
根率仅１５．０％；５００ｍｇ／ＬＧＡ３浸泡４８ｈ处理并经湿沙层积
处理后需２８ｄ左右开始生根，３９ｄ后生根率达到４６．０％，比
ＣＫ湿沙层积种子提前 １５ｄ生根，且 ＣＫ６８ｄ后发根率仅
１００％。可推测在紫斑牡丹种子萌发生根过程中，内部发生
一系列生理生化变化，大分子物质要降解为易被胚吸收的物

质，为萌发生根提供营养，而用 ＧＡ３浸泡处理后，可促进这一
代谢过程。ＧＡ３可激发异柠檬酸裂解酶活性，促使胚中脂类
物质裂解为可溶性糖，同时也可促进蛋白酶的活性，使贮藏蛋

白水解，从而为胚提供充足的营养物质，解除种子休眠，促胚

生根。因而 ＧＡ３浸泡处理可打破紫斑牡丹种子上胚轴的
休眠。

在解除上胚轴休眠研究中，用３００ｍｇ／ＬＧＡ３浸泡１ｈ后
２５℃湿沙层积处理根长为３ｃｍ以上（包括３ｃｍ）的紫斑牡丹
种子效果最好，１３ｄ后第１粒种子发芽，３２ｄ后发芽率达到
９３．１％。而关于紫斑牡丹上胚轴休眠的机制有待于进一步研
究。为提高紫斑牡丹生产育苗的产量，建议用５００ｍｇ／ＬＧＡ３
浸泡４８ｈ并于２５℃恒温条件下椰糠层积进行催根处理，并

于种子根长≥３ｃｍ后用３００ｍｇ／Ｌ赤霉素浸泡１ｈ后于２５℃
恒温条件下湿沙层积进行催芽处理，可使种子生根速度加快

和出苗率提高，从播种到发芽仅需９７ｄ左右，与播种于自然
条件下的种子相比显著缩短了出苗时间。

因紫斑牡丹油用价值的发现和推广，目前国内对油用牡

丹方面的研究有所增加，但主要集中于油用牡丹栽培技术方

面的研究，而对油用牡丹种子发芽特性方面的研究报道甚少。

本研究对紫斑牡丹种子萌发试验进行了系统研究，虽可对生

产育种提供一定的技术支撑，但针对紫斑牡丹种子休眠机制

和育苗方法有待于进一步研究。
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　　摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ中大鲵虹彩病毒主要衣壳蛋白ＭＣＰ基因序列，设计２对特异性的引物，通过对第１步和第２
步ＰＣＲ反应条件进行优化，建立大鲵虹彩病毒主要衣壳蛋白套式ＰＣＲ诊断方法。结果表明，该方法重复性好，第１次
ＰＣＲ扩增敏感性达１０ｐｇ／ｍＬ，第２次ＰＣＲ敏感性是１ｆｇ／ｍＬ，对锦鲤疱疹病毒、斑点叉尾 病毒、嗜水气单胞菌、柠檬

酸杆菌、黄杆菌ＤＮＡ扩增结果均为阴性。表明建立的套式ＰＣＲ方法适合于大鲵虹彩病毒临床样品的快速诊断。
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　　近年来，大鲵人工养殖发展迅速，工厂化水平较高，苗种
之间流通比较多，加之今年大鲵价格下降，养殖户大量采购苗

种，忽视引种检疫，造成疾病大量暴发。其中，大鲵虹彩暴发

最为严重，在陕西、四川、贵州等地报道较多，该病毒可引起大

鲵大面积死亡［１－３］。目前，大鲵虹彩病毒的疫苗还处于研究

阶段，市面上还没有商品化的疫苗［４－６］。因此，对大鲵虹彩病

毒病的早期诊断及防治尤为重要。本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ中
大鲵虹彩病毒主要衣壳蛋白ＭＣＰ基因序列，设计２对特异性
的引物，根据ＰＣＲ反应条件优化，建立大鲵虹彩病毒主要衣
壳蛋白套式ＰＣＲ诊断方法，以期为临床样品的快速诊断、防
治大鲵虹彩病毒病提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
毒株、菌株和细胞：大鲵虹彩病毒、锦鲤疱疹病毒、斑点叉

尾 病毒、嗜水气单胞菌、柠檬酸杆菌、黄杆菌均由贵州重大

疫病监测防制重点实验室保存。鲤上皮瘤细胞购自上海拜力

生物科技有限公司。

主要试剂：ＭＩＸＰＣＲ酶、核酸染料、１×ＴＡＥ电泳缓冲液、
ＤＬ２０００购自北京天根生物科技有限公司。细菌基因组 ＤＮＡ
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提取试剂盒，病毒基因组 ＤＮＡ提取试剂盒，引物由生工生物
工程（上海）有限公司合成。

１．２　试验方法
１．２．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中大鲵虹彩病毒主要衣壳
蛋白ＭＣＰ基因序列，设计２对引物。

Ｆ１：５′－ＡＴＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＡＧＣＧＡＧＴＡＣＡＣ－３′；Ｆ２：５′－
ＧＡＧＴＡＧＴＡＣＴＣＧＡＣＴＣＣＣＡＴＧＴ－３′。

Ｒ１：５′－ＡＣＴＡＴＡＡＣＡＴＧＡＴＡＧＧＣＡＡＣＡＣＣ－３′；Ｒ２：５′－
ＧＴＡＧＡＣＧＴＴＧＧＣＣＴＣＧＡＣＧＧＴＧＴ－３′。
１．２．２　病毒和细菌核酸的提取　（１）病毒细菌核酸。将大
鲵虹彩病毒液接种于鲤上皮瘤细胞，待细胞出现病变后收集

细胞毒液，将其放入 －７０℃冰箱反复冻融３次，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液２００μＬ用病毒基因组 ＤＮＡ试剂盒提
取基因组。（２）细菌核酸。细菌核酸 ＤＮＡ提取参照细菌基
因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行。（３）组织样品。取患病
大鲵肝脏组织约１．０ｇ，加入０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液２ｍＬ进行
研磨，然后置于 －７０℃反复冻融 ３次，５０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取上清液４９０μＬ加入１０％ＳＤＳ５μＬ，蛋白酶Ｋ５μＬ
（２０ｍｇ／ｍＬ），５５℃孵育３０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清液２００μＬ用病毒基因组ＤＮＡ试剂盒提取基因组。
１．２．３　套式ＰＣＲ扩增条件优化　对套式 ＰＣＲ的退火温度
（５０、５５、６０℃）和引物浓度（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）进行优化。第
１次和第２次ＰＣＲ反应体系和反应程序相同：在２５μＬ体系
中加上下游引物各 １μＬ（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）、ＭＩＸＰＣＲ酶
１２．５μＬ、模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ加至２５μＬ。反应条件为：９４℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃（５５℃、６０℃）１ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，３０
个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取１０μＬＰＣＲ扩增产物于
１％琼脂糖凝胶中电泳。
１．２．４　敏感性试验　将提取的病毒和细菌核酸用核酸蛋白
仪检测后，进行１０倍稀释用于套式 ＰＣＲ反应。从每个稀释
度中取２μＬ作为模板进行第１次 ＰＣＲ扩增，如第１次 ＰＣＲ
扩增为阴性，再将第１次ＰＣＲ产物取出２μＬ作为模板，进行
第２次ＰＣＲ扩增，以确定建立的套式ＰＣＲ敏感性。
１．２．５　特异性试验　以大鲵虹彩病毒、锦鲤疱疹病毒、斑点
叉尾 病毒、嗜水气单胞菌、柠檬酸杆菌、黄杆菌ＤＮＡ为模板
分别进行第１次和第２次ＰＣＲ反应，以确定建立的套式ＰＣＲ
特异性。

１．２．６　建立的套式ＰＣＲ对临床样品的检测　应用建立的套
式ＰＣＲ对贵州省２０个大鲵养殖场采集的４６份大鲵肝脏（其
中，２１份为有临床症状的病鲵，２５份为无临床症状但感染虹
彩病毒的养殖场采集的样品），４４份大鲵饵料鱼病料，２０份
大鲵养殖场水样（其中９个养殖场以前发生过虹彩病毒），２０
份引种的鲵苗进行检测，同时参照Ｍａｏ等建立的普通ＰＣＲ方
法［７］进行对比。

２　结果与分析

２．１　套式ＰＣＲ反应条件优化
２５μＬ反应体系中最佳反应条件为退火温度５５℃，引物

浓度１０μｍｏｌ／Ｌ，第１次和第２次 ＰＣＲ能有效扩增出目的片
段，分别为７００、３００ｂｐ，引物间无非特异性片段产生（图１）。
序列送生工生物工程（上海）有限公司测序，结果与 ＧｅｎＢａｎｋ

中大鲵虹彩病毒ＭＣＰ基因相似性为９９．９％。

２．２　敏感性试验
大鲵虹彩病毒 ＤＮＡ经蛋白质核酸仪测定浓度为

１μｇ／ｍＬ，经１０倍稀释的病毒核酸进行套式 ＰＣＲ，以检测方
法的敏感性。结果（图２）表明，第１次 ＰＣＲ扩增产物大小约
７００ｂｐ，大鲵虹彩病毒 ＤＮＡ最低检测量为１０ｐｇ／ｍＬ。在第１
次ＰＣＲ扩增未见ＤＮＡ亮带，取第１次ＰＣＲ产物２μＬ进行第
２次ＰＣＲ扩增，扩增产物大小约３００ｂｐ。第２次ＰＣＲ敏感性
为１ｆｇ／ｍＬ（图３）。

２．３　特异性试验
以大鲵虹彩病毒、锦鲤疱疹病毒、斑点叉尾 病毒、嗜水

气单胞菌、柠檬酸杆菌、黄杆菌 ＤＮＡ为模板用２对引物进行
ＰＣＲ反应。结果（图３、图４）显示，大鲵虹彩病毒ＤＮＡ第１次
和第２次扩增均为阳性，而锦鲤疱疹病毒、斑点叉尾 病毒、

嗜水气单胞菌、柠檬酸杆菌、黄杆菌 ＤＮＡ第１次和第２次扩
增均为阴性。

２．４　建立的套式ＰＣＲ对临床样品的检测
应用建立的套式ＰＣＲ检测４６份大鲵肝脏样品阳性率为

３６．９％（１７／４６），普通ＰＣＲ方法阳性率为１９．５％（９／４６）。套
式ＰＣＲ检测４４份大鲵饵料鱼病料阳性率为０％，普通ＰＣＲ
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方法阳性率为０％。套式 ＰＣＲ检测２０份大鲵养殖场水样阳
性率为１０％（２／２０），普通ＰＣＲ方法阳性率为０％。套式ＰＣＲ
检测２０份引种的鲵苗阳性率为２０％（４／２０），普通 ＰＣＲ方法
阳性率为１５％（３／２０）。
４６份大鲵肝脏样品中 ２１份为有临床症状的病鲵套式

ＰＣＲ检测阳性率为４２．８％（９／２１），普通 ＰＣＲ方法阳性率为
４２．８％（９／２１）。２５份为无临床症状但感染过虹彩病毒的养
殖场采集的样品阳性率为３２％（８／２５），普通 ＰＣＲ方法阳性
率为４．７％（１／２１）。９个养殖场以前发生过虹彩病毒水样阳
性率２２．２％（２／９），普通ＰＣＲ方法阳性率为０％。

３　讨论

近２年，随着大鲵市场的走低，养殖户对大鲵疫病防控的
重视度下降。大鲵虹彩病毒是目前养殖大鲵最大的威胁，感

染虹彩病毒可导致养殖场出现大规模大鲵死亡，而虹彩病毒

的暴发多是引种所致。因此，建立快速简便经济适用的引种

检疫方法对大鲵虹彩病毒病的防治尤为重要。

目前，研究者主要依据大鲵虹彩病毒主要衣壳蛋白设计

引物建立快速的诊断方法。周勇等根据大鲵虹彩病毒主要衣

壳蛋白设计引物，建立大鲵虹彩病毒 ＴａｑＭａｎ实时荧光定量
ＰＣＲ检测方法，敏感性约１．１×１０－３ｐｇ／μＬ病毒核酸，较之常
规ＰＣＲ的敏感度高出约１０００倍［８］。李惠芳等依据虹彩病毒

蛙病毒属主衣壳蛋白基因，建立虹彩病毒蛙病毒属病毒实时

荧光ＰＣＲ检测方法，该方法对虹彩病毒蛙病毒属成员（新加
坡石斑鱼虹彩病毒除外）的检测有高度的特异性，敏感性达

到４．５×１０－３ｐｇ／μＬ，比传统 ＰＣＲ的敏感度高出 １００倍［９］。

这些荧光定量ＰＣＲ检测方法对人员和设备的要求较高，在基
层水产技术推广站推广多只配备了普通ＰＣＲ仪器，该方法推
广较难。刘星星等据大鲵蛙病毒主要核衣壳蛋白 ＭＣＰ设计
合成４条特异性引物建立环介导等温扩增检测方法，最低检
测限为 ５ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，而巢氏 ＰＣＲ和常规 ＰＣＲ的检测限为
５０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ和５×１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，该 ＬＡＭＰ方法检测时间较
快，但成本较高［１０］。

套式ＰＣＲ成本较低，敏感性较普通 ＰＣＲ高１００倍左右，
敏感性略低于荧光定量ＰＣＲ，适合基层水产技术推广站推广
应用。贾坤同等依据大菱鲆红体病虹彩病毒的腺苷三磷酸酶

基因序列，设计了特异性的引物，建立了一种检测大菱鲆红体

病虹彩病毒的套式ＰＣＲ方法，该方法比普通ＰＣＲ敏感性１００
倍［１１］。本研究建立的诊断方法敏感性达到１ｆｇ／ｍＬ，比普通
ＰＣＲ敏感性１０００倍。对感染过虹彩病毒的养殖场进行大鲵
样品和养殖用水样品检测发现该养殖场还存在阳性样本，说

明该养殖场可能还存在隐性感染。因此，建立的诊断方法可

应用于大鲵虹彩病毒引种检疫和隐性感染检测，有利于大鲵

养殖场虹彩病毒的净化。
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