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(57)摘要

本发明涉及一种检测II型草鱼呼肠孤病毒

疫苗中病毒含量的试剂盒及方法，进一步地涉及

活疫苗或灭活疫苗(病毒灭活前)的病毒含量的

测定，所述试剂盒包括用于检测基因II型GCRV 

VP41的血清抗体、FITC标记的羊抗兔IgG、阳性对

照样品、固定液和PBS洗液。检测方法为将活疫苗

或灭活疫苗(病毒灭活前)进行梯度稀释后接种

于PSF细胞，连续培养完成后再用本发明所述的

试剂盒进行免疫荧光检测，将检测结果进行计算

得出相应的病毒含量。本发明的试剂盒及方法灵

敏度高、特异性强，且能定量检测活病毒。
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1.一种检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒，其特征在于，包括用于检

测基因II型GCRV  VP41的血清抗体、FITC标记的羊抗兔IgG、阳性对照样品、固定液和PBS洗

液。

2.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述用于检测基因II型GCRV  VP41的血

清抗体的工作浓度为1:100倍稀释。

3.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述用于检测基因II型GCRV  VP41的血

清抗体的制备过程如下：将GCRV  VP41的基因克隆到pET-32a(+)表达载体中，再将表达载体

转化到大肠杆菌表达菌进行诱导表达；纯化表达产物后免疫兔，取兔血收集血清，制备出用

于检测基因II型GCRV  VP41的血清抗体。

4.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述FITC标记的羊抗兔IgG的工作浓度

为1:500倍稀释。

5.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述阳性对照样品为GCRV  HZ08株；

所述固定液为丙酮与甲醇体积比3:2配置的固定液；

所述PBS洗液为磷酸盐缓冲液：按NaCl  8.0g；KCl  0.2g；Na2HPO4·12H2O  3.58g；KH2PO4 

0.24g定容至1L制备，调pH至7.2。

6.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒还包括封闭液1％BSA/PBS溶

液。

7.一种运用权利要求1～6任一所述的检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试

剂盒对活疫苗中或病毒灭活前的灭活疫苗中病毒含量进行检测的方法，其特征在于，包括

如下步骤：将活疫苗或病毒灭活前的灭活疫苗进行梯度稀释后接种于PSF细胞，连续培养完

成后再用权利要求1～6任一所述的试剂盒进行免疫荧光检测，将检测结果进行计算得出相

应的病毒含量。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，所述计算采用Karber法进行。

9.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，所述PSF细胞为长成85％的单层PSF细胞；

所述连续培养的天数为7天；

所述梯度稀释是指进行连续10倍梯度稀释，共稀释6个梯度，梯度范围为10-1～10-6。

10.一种权利要求1～6任一所述的检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒

在检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中活病毒含量的用途。
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检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒及方法

技术领域

[0001] 本发明属于水生动物病毒检测技术领域，具体涉及一种检测II型草鱼呼肠孤病毒

疫苗中病毒含量的试剂盒及方法，进一步地涉及基因II型草鱼呼肠孤病毒活疫苗或灭活疫

苗(病毒灭活前)中病毒含量的测定方法。

背景技术

[0002] 草鱼(Ctenopharyngodonidellus)是中国淡水养殖的主要品种之一，除西藏、青海

零星养殖外，在我国各地均有一定规模养殖。2017年全国渔业统计年鉴显示，我国淡水鱼类

养殖产量为2815.54万吨，其中草鱼的养殖产量达589.88万吨，为我国所有养殖鱼类之首。

草鱼养殖为保障我国农产品市场供给和人民生活水平的提高做出了重要贡献。然而草鱼也

是水产养殖动物中病害最为多发的一种鱼类，主要病害包括草鱼出血病、肠炎病、赤皮病、

烂鳃病、车轮虫等，全年最高发病率在8月，据不完全统计由疾病造成的经济损失约5亿元。

在感染草鱼的所有病原中，草鱼呼肠孤病毒(Grass  carp  reovims，GCRV)，俗称草鱼出血病

病毒(GCHV)，感染导致的草鱼出血病危害最大，成为我国淡水水产养殖中最为突出的问题

之一。

[0003] 草鱼呼肠孤病毒(GCRV)，隶属于水生呼肠孤病毒属，是水生呼肠孤病毒属中危害

最大的病原之一，也是中国分离的第一株水生动物病毒，其发现可以追溯到1953年，因为草

鱼发病的症状有“红肌肉型”、“肠炎型”、“红鳍红鳃盖型”，所以称此病为草鱼出血病。1995

年，病毒分类命名委员会对该病毒正式命名为草鱼呼肠孤病毒(Grass  Carp  Reovirus ,

GCRV)。由GCRV引起的出血病严重危害当年草鱼鱼种，流行范围广，发病季节长，发病率高，

死亡率可高达90％以上，给水产养殖业造成巨大损失。该病害自上世纪50年代发现以来，相

继在湖北、湖南、广东、广西、江苏、浙江、安徽、福建、上海、四川等省、市、自治区主养区流

行。目前草鱼出血病有加重蔓延趋势，发病以后极难控制。

[0004] 到目前为止草鱼出血病还没有特效药物治疗，免疫预防是控制草鱼出血病最有效

的防治方法。从上世纪土法疫苗到细胞灭活疫苗，再到现在的弱毒疫苗，草鱼出血病疫苗是

水产动物中研发得最成功、应用得最广泛的疫苗产品。从已有的流行病学调查数据来看，

GCRV的流行情况复杂，目前已经分离的毒株超过40余株，在感染细胞和宿主致病性方面存

在较大差异，对已有毒株的全基因和部分基因组进行分析后发现，GCRV至少存在三个基因

型，分别有三个代表株GCRV  JX0901(I型)、HZ08(II型)和104(III型)，目前以基因II型为主

要流行株。不同基因型GCRV的生物学特性比较显示，属于基因I型的GCRV  JX0901可以感染

多种细胞并产生典型的细胞融合性病变，而属于基因II型的HZ08株感染现有的各种鱼类细

胞都未能观察到明显的致细胞病变效应(cytopathic  effect，CPE)。Nibert和Duncan通过

基因组分析比较，发现归为Aqua-C亚型的GCRV标准株(基因I型)基因组有FAST(Fusion 

associated  smalltransmembrane  protein)蛋白编码基因，而基因II型HZ08株缺乏编码

FAST蛋白的基因，因此不能在细胞上产生病变效应。

[0005] 目前基因II型GCRV已经成为草鱼出血病的主要流行基因型，该病毒可以感染多种
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草鱼细胞，但是无法形成细胞病变，因此病毒定量检测主要依赖分子生物学方法。分子生物

学方法检测灵敏度高，操作简便，但不能区分感染性和非感染性的病毒，因此到目前为止，

对基因II型草鱼出血病活疫苗和灭活疫苗(病毒灭活前)中病毒含量测定还没有一种稳定

性、重复性好的定量方法，还不能进行感染性病毒含量测定。因此，有必要提供一种操作更

方便，检测更精确的可进行GCRV感染性病毒含量测定的方法。

发明内容

[0006] 针对现有技术的不足，本发明提供一种检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量

的试剂盒及方法，进一步地涉及活疫苗或灭活疫苗(病毒灭活前)的病毒含量的测定，检测

的方法灵敏度高、特异性强，且能定量检测活病毒。

[0007] 为解决上述技术问题，本发明提供如下技术方案：

[0008] 一方面，本发明提供一种检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒，包

括用于检测基因II型GCRV  VP41的血清抗体、FITC标记的羊抗兔IgG、阳性对照样品、固定液

和PBS洗液。

[0009] 进一步地，所述用于检测基因II型GCRV  VP41的血清抗体的工作浓度为1:100倍稀

释。

[0010] 进一步地，所述用于检测基因II型GCRV  VP41的血清抗体的制备过程如下：将GCRV 

VP41的基因克隆到pET-32a(+)表达载体中，再将表达载体转化到大肠杆菌表达菌进行诱导

表达；纯化表达产物后免疫兔，取兔血收集血清，制备出用于检测基因II型GCRV  VP41的血

清抗体。

[0011] 更进一步地，所述GCRV  VP41的基因克隆到pET-32a(+)表达载体的过程如下：用

GCRV  HZ08感染PSF细胞后提取RNA，再经反转录获得cDNA；将cDNA进行PCR扩增回收后与

pET-32a(+)表达载体连接得到连接产物。

[0012] 更进一步地，所述诱导表达过程如下：将连接产物转化至DH5α感受态细胞，筛选阳

性克隆后转化至大肠杆菌表达菌进行诱导表达。

[0013] 更进一步地，所述取兔血收集血清的具体过程如下：取兔血静置后离心得到血清，

用亲和纯化的方式进行纯化即可。

[0014] 进一步地，所述FITC标记的羊抗兔IgG的工作浓度为1:500倍稀释。

[0015] 进一步地，所述阳性对照样品为GCRV  HZ08株。

[0016] 进一步地，所述固定液为丙酮与甲醇体积比3:2配置的固定液。

[0017] 进一步地，所述PBS洗液为磷酸盐缓冲液：按NaCl  8.0g；KCl  0.2g；Na2HPO4·12H2O 

3.58g；KH2PO4  0.24g定容至1L制备，调pH至7.2。

[0018] 进一步地，所述试剂盒还包括封闭液1％BSA/PBS溶液。

[0019] 另一方面，本发明提供一种运用本发明所述的检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病

毒含量的试剂盒对活疫苗中病毒含量进行检测的方法，包括如下步骤：将活疫苗进行梯度

稀释后接种于PSF细胞，连续培养完成后再用本发明所述的检测试剂盒进行免疫荧光检测，

将检测结果进行计算得出相应的病毒含量。

[0020] 进一步地，所述计算采用Karber法进行。

[0021] 优选地，所述Karber法的计算公式为：lgTCID50＝L-D×(S-0.5)
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[0022] 其中，L:最高稀释倍数的对数；D:稀释度对数之间的差；S:阳性孔比率总和。

[0023] 进一步地，所述PSF细胞为长成85％的单层PSF细胞。

[0024] 进一步地，所述连续培养的天数为7天。

[0025] 进一步地，所述梯度稀释是指进行连续10倍梯度稀释，共稀释6个梯度，梯度范围

为10-1～10-6。

[0026] 另一方面，本发明提供一种运用本发明所述的检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病

毒含量的试剂盒对灭活疫苗中病毒灭活前的病毒含量进行检测的方法，包括如下步骤：将

病毒灭活前的灭活疫苗进行梯度稀释后接种于PSF细胞，连续培养完成后再用本发明所述

的检测试剂盒进行免疫荧光检测，将检测结果进行计算得出相应的病毒含量。

[0027] 进一步地，所述计算采用的Karber法进行。

[0028] 优选地，所述Karber法的计算公式为：lgTCID50＝L-D×(S-0.5)

[0029] 其中，L:最高稀释倍数的对数；D:稀释度对数之间的差；S:阳性孔比率总和。

[0030] 进一步地，所述PSF细胞为长成85％的单层PSF细胞。

[0031] 进一步地，所述连续培养的天数为7天。

[0032] 进一步地，所述梯度稀释是指进行连续10倍梯度稀释，共稀释6个梯度，梯度范围

为10-1～10-6。

[0033] 另一方面，本发明提供一种检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒在

检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中活病毒含量的用途。优选地，所述疫苗包括灭活疫苗(病毒

灭活前)和活疫苗。

[0034] 与现有技术相比，本发明的有益效果：

[0035] 本发明提供一种检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒及方法，通过

构建检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒并运用间接免疫荧光检测技术对

疫苗中病毒含量进行检测。本发明的试剂盒利用活的呼肠孤病毒粒子在PSF细胞能够进行

繁殖这一特性，即能够有效检测到有复制能力的能出现特异性绿色荧光的活病毒粒子，同

样死亡的病毒粒子接种PSF后不能繁殖复制且不能出现特异性绿色荧光，进行检测。本检测

方法具有灵敏度高、特异性强和重复性好的特点，且能定量检测活病毒。

附图说明

[0036] 图1GCRV  VP41的Western  blot检测；M：蛋白Marker；A：纯化的GCRV  HZ08；B：感染

HZ08的PSF细胞；C：未感染的PSF细胞；

[0037] 图2GCRV  VP41抗体的特异性检测；A：感染GCRV  JX0901(I型)；B：感染GCRV  HZ08

(II型)；C：感染GCRV  104(III型)；D：未感染的空白对照。

具体实施方式

[0038] 下面将结合本发明实施例，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，

显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的

实施例，本领域普通技术人员在没有作出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都

属于本发明保护的范围。

[0039] 本发明选用草鱼呼肠孤病毒(GCRV)易感的细胞，且细胞能够对草鱼呼肠孤病毒进
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行传代培养；通过将基因II型草鱼呼肠孤病毒疫苗进行连续10倍的梯度稀释(10-1～10-6)

接种于长成单层的PSF  96孔细胞培养板，继续培养7天后，利用构建的检测基因II型草鱼呼

肠孤病毒的荧光免疫试剂盒进行间接免疫荧光法(IFA)检测，通过计算显微镜下视野中阳

性(出现特异性绿色荧光)细胞的孔数计算疫苗中的病毒滴度。

[0040] 下面结合具体实施例对本发明进行详细的描述。

[0041] 实施例1：用于检测基因II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中基因II型草鱼呼肠孤病毒的

荧光免疫试剂盒的构建

[0042] 步骤1)基因II型GCRV  VP41血清抗体的制备方法

[0043] 本发明所制备的用于检测基因II型GCRV的荧光免疫试剂盒主要成分为抗基因II

型GCRV  VP41的血清抗体。

[0044] 根据GCRV  HZ08株的VP41蛋白序列(GenBank序列登录号GU350745 .1)用Primer 

Premier5.0设计特异性引物(上游引物VP41  F  5’-acgaattcatgtatctggaactgttcat-3’，下

游引物F5’-cgaagcttcgggctcttagcctttgcct-3’,划线部分分别为限制性内切酶EcoR  I和

HindIII酶切位点)。GCRV  HZ08感染PSF细胞7天后，取200μl上清液提取RNA，然后根据

TAKARA反转录试剂盒说明进行反转录获得cDNA。

[0045] 以cDNA为模板进行PCR扩展，PCR体系：12.5uL  rTaq  Mix、引物各1uL(10umol/L)和

1uL  cDNA模板，补灭菌水至25uL。反应程序如下：94℃，5min；94℃，30s，55℃，30s，72℃，

2min，30个循环；72℃，7min。将PCR产物进行1％琼脂糖凝胶电泳，切胶回收后与pET-32a(+)

载体连接，连接体系：T4  Liqase  1.5uL，10×T4  Liqase  buffer  1.5uL，pET-32a(+)3uL，目

的片段9uL连接产物转化至DH5α感受态细胞，筛选阳性克隆进行菌液PCR和双酶切鉴定并由

生工生物公司测序验证，将鉴定正确的重组原核载体转化至大肠杆菌Rosetta(DE3)中，筛

选阳性克隆，接种于含有氨苄的LB培养基中，在37℃下摇床培养至OD600为0.4，加入终浓度

为0.8mmol/L的IPTG进行表达诱导，4h后10000rpm/min离心5min收集菌体。将收集的菌体用

PBS清洗2次后重悬，在冰上超声波破碎，10000rpm/min离心5min，分别收集上清和包涵体沉

淀，运用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)进行鉴定。参照Ni-凝胶纯化试

剂盒的方法对包涵体蛋白进行纯化。

[0046] 纯化后的表达产物，首次免疫按照400μg/只的剂量免疫新西兰大白兔，加强免疫

按照200μg/次·只的剂量，加强免疫三次，每次免疫间隔2周。最后一次免疫2周后，取血收

集血清，将血液于37℃静置1h后，3000rpm/min离心10min，收集血清，用亲和纯化的方式对

抗血清进行纯化，于-80℃下保存。

[0047] 采用SDS-PAGE与免疫印迹分析(Western  blot)进行抗体验证。聚丙烯酰氨凝胶由

12％的分离胶和4％的浓缩胶组成，将纯化的HZ08病毒液、感染HZ08的PSF细胞以及未感染

的PSF细胞分别与5×蛋白上样缓冲液按比例混合后在沸水中加热5min，冷却后点样进行电

泳分析(200V，35min)。将SDS-PAGE分离后的凝胶用湿转的方法转移至硝酸纤维素膜，5％的

脱脂奶粉室温封闭1h，然后用封闭剂1:500稀释的GCRV  VP41多克隆抗体室温下孵育1h，接

着用0.05％的PBST清洗3次，每次10min；最后用封闭剂1:10000稀释的HRP标记羊抗兔IgG室

温孵育1h，用0.05％的PBST清洗3次后进行DAB显色。结果显示，制备的抗体可以特异性识别

GCRV  VP41蛋白(见图1)。

[0048] 步骤2)间接免疫荧光法(IFA)鉴定基因II型GCRV  VP41的血清抗体特异性
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[0049] (1)选取状态良好的PSF细胞，使用完全培养基重悬细胞，制备成6×106/ml的细胞

悬液，24孔板每个孔中种入300μl细胞，28℃培养过夜(至细胞85％贴壁)。

[0050] (2)吸弃培养基，以1×PBS轻轻的冲洗细胞3次，加入GCRV  HZ08(基因II型)，GCRV 

JX0901(基因I型)和GCRV  104(基因III型)病毒，每种病毒加150μl，重复三个孔。28℃孵育

60分钟。

[0051] (3)吸弃病毒液，加入细胞维持液，持续观察一周。

[0052] (4)吸弃细胞维持液，加入丙酮与甲醇体积比3:2配置的固定液(-20℃)，200μl/

孔，固定10分钟。

[0053] (5)吸弃固定液，在室温自然晾干。

[0054] (6)加入0.5％Triton  100进行细胞透化，室温下作用5分钟。

[0055] (7)用1×PBS轻轻的冲洗细胞3次，加入5％牛血清白蛋白(BSA)进行封闭，37℃孵

育30分钟。

[0056] (8)用1×PBS轻轻的冲洗细胞3次，三个病毒感染组分别加入1:100倍稀释的基因

II型GCRVVP41血清抗体，150μl/孔，37℃孵育1小时。

[0057] (9)使用1×PBS轻轻的冲洗细胞3次，每次5分钟。加入1:500倍稀释的商品化FITC

标记的羊抗兔IgG抗体，150μl/孔，37℃孵育1小时。

[0058] (10)在倒置显微镜下用蓝色激发光(波长490nm)放大100×～200×观察计算阳性

细胞孔数。

[0059] (11)结果判定标准当待检孔中出现特异性绿色荧光，阴性对照孔未出现特异性绿

色荧光时，试验成立。待检孔被判为阳性。

[0060] (12)结果显示GCRV  VP41血清可与基因II型GCRV发生特异性反应，并且因子血清

在1：100倍稀释效果较好(见图2)。

[0061] 步骤3)以VP41血清为基础构建的GCRV荧光免疫检测试剂盒

[0062] 主要成分包括：

[0063] 1)用于检测基因II型GCRV  VP41的血清抗体(一抗，工作浓度为1：100倍稀释)；

[0064] 2)二抗：FITC标记的羊抗兔IgG(工作浓度1：500倍稀释)；

[0065] 3)阳性对照样品：GCRV  HZ08株；

[0066] 4)固定液：按丙酮与甲醇体积比3:2配置的固定液；

[0067] 5)PBS洗液：磷酸盐缓冲液，按NaCl  8.0g；KCl  0.2g；Na2HPO4·12H2O  3.58g；KH2PO4 

0.24g定容至1L，调pH至7.2。

[0068] 6)封闭液：1％BSA/PBS溶液

[0069] 实施例2：检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒对活疫苗中病毒含

量测定

[0070] 步骤1)病毒滴度测定

[0071] 将不同批次的2瓶基因II型草鱼呼肠孤病毒HZ08株活疫苗进行连续10倍梯度稀

释，共稀释6个梯度(10-1～10-6)，每个梯度接种4个孔(96孔细胞培养板)，每孔取100μl稀释

的疫苗液接种于长成85％的单层PSF细胞，设4个培养孔作为阴性对照，连续培养7天后，利

用构建的检测基因II型GCRV的荧光免疫检测试剂盒进行IFA，计算显微镜下视野中阳性细

胞(出现特异性绿色荧光)的孔数。
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[0072] 步骤2)病毒滴度计算结果

[0073] 根据不同稀释倍数下，出现特异性荧光的孔数，TCID50(单位/ml)按照Karber法进

行计算，计算公式如下：

[0074] lgTCID50＝L-D×(S-0.5)

[0075] 其中，L:最高稀释倍数的对数；D:稀释度对数之间的差；S:阳性孔比率总和。

[0076] 第1瓶活疫苗在稀释倍数为10-2的时候，阳性孔数4个，稀释倍数为10-3的时候，阳

性孔数为1个；第2瓶活疫苗在稀释倍数为10-2的时候，阳性孔数3个，稀释倍数为10-3的时

候，阳性孔数为1个。按照表1进行TCID50换算，结果如下：1号瓶活疫苗的TCID50为3.6×103/

ml，2号瓶活疫苗的TCID50为3.6×103/ml。

[0077] 表1：TCID50(单位/ml)换算值

[0078]

1:10n 1:10n+1 TCID50(单位/ml)

4a/4b 0/4 3.16×10n+1

4/4 1/4 3.6×10n+1

3/4 0/4 2.15×10n+1

3/4 1/4 3.16×10n+1

2/4 1/4 1.0×10n+1

[0079] n：表示稀释倍数；a:出现特异性荧光的孔数；b:检测的总孔数。

[0080] 从结果可以看出，本发明制备的检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂

盒能够有效检测草鱼呼肠孤病毒活疫苗中病毒含量，且结果准确度高，重复性高。

[0081] 实施例3：检测II型草鱼呼肠孤病毒疫苗中病毒含量的试剂盒对病毒灭活疫苗(病

毒灭活前)中病毒含量测定

[0082] 步骤1)病毒滴度测定和RT-qPCR检测

[0083] 将不同生产批次GCRV  HN1307株灭活疫苗的制苗用病毒液进行连续10倍梯度稀

释，共稀释6个梯度(10-1～10-6)，每个梯度接种8个孔(96孔细胞培养板)，每孔取100μl稀释

的疫苗液接种于长成85％的单层PSF细胞，设8个培养孔作为阴性对照，连续培养7天后，其

中4个孔利用构建的检测基因II型GCRV的荧光免疫检测试剂盒进行IFA，计算显微镜下视野

中阳性细胞(出现特异性绿色荧光)的孔数。

[0084] 平行的另外4个孔进行RT-qPCR检测，其中两个孔用RNase  I进行处理，尽可能消除

游离的病毒核酸，降低qPCR扩增出非感染性病毒颗粒的结果，每100μL病毒液按照说明书推

荐剂量加入65个单位的RNase(Life  Technologies,Grand  Island ,NY) ,37℃孵育30分钟，

然后95℃5分钟灭活酶。病毒样品按照RNA提取试剂盒进行RNA提取后，反转录成cDNA，进行

qPCR扩增，其中

[0085] 上游引物GCRV  II  F：5’-TGATGAGTTCAGTGCCTACG-3’，

[0086] 下游引物GCRV  II  R：5’-GAGCCATGAGGTGTGTCTAC-3’，

[0087] 扩增序列大小为198bp。

[0088] GCRV  II探针：5’-ATCATAGCAGCCGCCGTCCGTAT-3’，5’由FAM标记，3’由Eclipse标

记。

[0089] 扩增体系为Premix(Takara)Ex  TaqTM  12.5μL，ROXReference  DyeⅡ(50×)0.5μ
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L，PCR上游引物和PCR下游引物各0.5μL(终浓度均为0.2μmol/L)，TaqMan探针1μL(终浓度为

0.12μmol)，DNA模板1μL，ddH2O  8μL，总体系为25μL。

[0090] 两步法PCR扩增标准程序:预变性1个循环，95℃30s；PCR反应，45个循环，95℃5s，

60℃34s。

[0091] 步骤2)病毒滴度和拷贝数测定结果

[0092] 根据不同稀释倍数下，出现特异性荧光的孔数，TCID50(单位/ml)按照Karber法进

行计算(方法如实施例2)，荧光定量检测结果按照刘宝芹等(2012，中国水产科学)方法进

行。病毒滴度和拷贝数测定结果见表2。

[0093] 表2：草鱼呼肠孤病毒灭活疫苗HN1307株制苗病毒液的滴度和拷贝数测定结果

[0094]

[0095] 从表2可以看出，相比RT-qPCR检测方法，本发明制备的检测II型草鱼呼肠孤病毒

疫苗中病毒含量的试剂盒不仅能够有效检测草鱼呼肠孤病毒灭活疫苗(病毒灭活前)中病

毒含量，且结果准确度高，检测数据更接近真实值，且方法简单高效。

[0096] 以上显示和描述了本发明的基本原理和主要特征和本发明的优点。本行业的技术

人员应该了解，本发明不受上述实施例的限制，上述实施例和说明书中描述的只是说明本

发明的原理，在不脱离本发明精神和范围的前提下，本发明还会有各种变化和改进，这些变

化和改进都落入要求保护的本发明范围内。本发明要求保护范围由所附的权利要求书及其

等效物界定。
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