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摘要:石斑鱼虹彩病毒(Grouper
 

iridovirus,SGIV)在不同鱼群之间迅速传播,其致死率极高,严重制约了我国

海水石斑鱼(Epinephelus
 

tauvina)养殖业健康可持续发展。为了及早发现和鉴定出病原,降低经济损失,促
进渔业发展,开发方便快捷的石斑鱼虹彩病毒检测技术已迫在眉睫。本研究基于核酸适配体Q5,研发出一种

核酸适配体Q5􀆼荧光分子探针(Aptamer
 

Q5􀆼based
 

fluorescent
 

molecular
 

probe,Q5􀆼AFMP),并且对 Q5􀆼
AFMP检测感染石斑鱼虹彩病毒的特异性,以及Q5􀆼AFMP在细胞水平和组织水平检测石斑鱼虹彩病毒感染

的灵敏度进行分析。研究结果表明:Q5􀆼AFMP能够在细胞水平和组织水平高特异性检测出石斑鱼虹彩病毒

的感染,而且具有较高的灵敏度。因此Q5􀆼AFMP能够用于石斑鱼虹彩病毒的快速检测和诊断。
关键词:石斑鱼虹彩病毒 核酸适配体 荧光分子探针 水产养殖 特异性强 灵敏度

高 快速检测

中图分类号:S917.1  文献标识码:A  文章编号:1002􀆼7378(2019)03􀆼0193􀆼07

0 引言

  石斑鱼(Epinephelus
 

tauvina)主要分布于热带

及温 带 海 洋,是 礁 栖 暖 水 性 鱼 类,属 脊 索 动 物 门

(Chordata)、脊椎动物亚门(Vertebrata)、硬骨鱼纲

(Osteichthyes)、鲈形目(Perciformes)、鮨科(Serra-
nidae)、石斑鱼亚科(Epinephelinae)、石斑鱼属(Epi-

nephelus)。石斑鱼肉质肥美鲜嫩,蛋白质含量高,具
有较高的经济价值和营养价值,是我国东南沿海各省

及东南亚各国名贵的海水养殖鱼类。近年来,由于供

不应求的市场关系,石斑鱼养殖业迅猛发展,但是随

之而来的各类疫病病原的频繁暴发,严重影响石斑鱼

养殖产业的发展。其中,石斑鱼虹彩病毒(Grouper
 

iridovirus,SGIV)是严重威胁石斑鱼养殖的高致病性
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传染性病毒,因此研发可以快速、便捷检测虹彩病毒

感染的实用型病毒检测技术,有助于及时确定病原、
进而采取有效措施控制病毒的爆发[1􀆼3]。

  虹彩病毒粒子在宿主体细胞内排列整齐,形成晶

格平面并互相交叠。虹彩病毒粒子形成二十面体的

晶格结构,病毒粒子经斜射光反射出蓝色或紫色的虹

彩,因此被命名为虹彩病毒。虹彩病毒粒子直径约为

120~300
 

nm,主要由中央核心体、衣壳和脂质膜3
个部分组成。中央核心体含有致密且不规则的双链

DNA;衣壳由衣壳亚单位紧密连接形成,包被着内层

脂质膜(Internal
 

lipid
 

membrane),衣壳亚单位的数

量直接决定病毒粒子的直径大小[4]。目前,基于虹彩

病毒的宿主范围和全基因组测序信息,在全球范围内

已发现和鉴定出60多种虹彩病毒,且多数无致病性。
虹彩病毒被划分为5个属:虹彩病毒属(Iridovir-
us)、绿虹彩病毒属(Chloriridovirus)、淋巴囊肿病毒

属(Lymphocystivirus)、蛙虹彩病毒属(Ranavirus)
和肿大细胞病毒属(Megalocytivirus)[3]。Qin等[1]

从患病石斑鱼肝脾肾中分离获得虹彩病毒,通过与其

他虹彩病毒属的主要衣壳蛋白氨基酸进行序列比对,
分析出与其具有较高同源性的是蛙虹彩病毒属,因此

石斑鱼虹彩病毒属于蛙虹彩病毒属,并被命名为新加

坡石斑鱼虹彩病毒(Singapore
 

grouper
 

iridovirus,

SGIV)。电子显微镜观察可清晰观测SGIV侵入宿

主细胞、复制、成熟、装配、释放的感染行为[5]。

  目前针对水产养殖动物病害发展的检测方法包

括:基于病毒学、细菌学、组织病理学及寄生虫学的传

统观察法,基于抗体的免疫学检测方法以及基于分子

生物学的PCR技术等[1,5􀆼7]。这些方法具有较高的灵

敏性和精确性等优点,也存在操作繁琐、检测耗时长、
试剂难以长期保存等缺点,因而仅局限于在实验室内

对少量样品的精确检测,难以实现在养殖现场大范围

快速准确检测诊断石斑鱼虹彩病毒感染的要求。因

此,迫切需要开发出一种操作便捷、准确性高、耗时短

的新型的石斑鱼虹彩病毒病快速检测诊断技术或

产品[8􀆼9]。

  近年来,核酸适配体在鱼类病害检测及防控研究

领域广受关注[10􀆼13]。指数富集配基系统进化技术
 

(System
 

evolution
 

of
 

ligands
 

by
 

exponential
 

enrich-
ment,SELEX)

 

是一类将PCR扩增技术与生物文库

筛选技术相结合的前沿技术。SELEX技术筛选的过

程就是将随机寡核苷酸文库(1015)与靶物质在适宜

的条件下孵育结合,再通过滤膜过滤、亲和层析、离心

分离等方法去除未与靶物质特异性结合的核酸单链,
然后分离获得靶物质上面与其特异性结合的核酸单

链,通过PCR扩增得到特异性较高的次级文库,经过

一轮轮的筛选最后得到与靶物质特异性结合能力最

强的核酸单链,即核酸适配体[14]。核酸适配体具有

优良的性质,例如特异性强、亲和性高,能够直接在体

外大量化学合成,易筛选且成本较低等。利用核酸适

配体开发出的病害快速检测试剂盒,具有较好的发展

前景。在先前的研究中,我们基于细胞􀆼指数富集配

基系统进化技术(Cell􀆼SELEX),以石斑鱼虹彩病毒

感染的石斑鱼脾细胞(GS)为靶标进行Cell􀆼SELEX
筛选,获得了高特异性识别石斑鱼虹彩病毒感染的核

酸适配体Q5[15]。本研究利用核酸适配体Q5构建能

够高特异性识别石斑鱼虹彩病毒感染的核酸适配体

Q5􀆼荧光分子检测探针(Aptamer
 

Q5􀆼based
 

fluores-
cent

 

molecular
 

probe,Q5􀆼AFMP),并对 Q5􀆼AFMP
检测石斑鱼虹彩病毒感染的特异性和灵敏性进行分

析,以期针对石斑鱼虹彩病毒病开发出实用的快速检

测产品。

1 材料与方法

1.1 材料

  珍珠龙胆石斑鱼虹彩病毒广西株(SGIV􀆼Gx)、石
斑鱼脾细胞(GS);细胞培养瓶和6孔板、12孔板购自

康宁公司;胎牛血清(Fetal
 

bovine
 

serum,FBS)购自

GIBCO公司;异硫氰酸荧光素(Fluorescein
 

isothio-
cyanate,FITC)标记的核酸适配体Q5。本实验使用

的仪器包括Beckman流式细胞仪、Nikon激光扫描

共聚焦显微镜、生物安全柜、无菌操作台、多功能酶标

仪、Nikon倒置显微镜、Thermo
 

PCR仪、生化培养

箱、Thermo高速离心机、水浴锅、斑马鱼循环养殖

系统。

1.2 方法

1.2.1 SGIV􀆼Gx感染细胞的准备与处理

  把石斑鱼脾细胞(GS)转入细胞培养瓶,瓶底基

本铺满细胞后,实验组细胞接入SGIV􀆼Gx,对照组为

正常细胞不作任何处理,继续培养36~48
 

h后,将收

集到的实验组和对照组细胞用磷酸缓冲盐溶液PBS
(2

 

mmol/L
 

KH2PO4,10
 

mmol/L
 

Na2HPO4,137
 

mmol/L
 

NaCl,pH值7.2)轻轻洗涤1次后备用。

1.2.2 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染细胞的激光

共聚焦显微镜观察

  GS用玻底皿培养24
 

h,同时将Q5􀆼AFMP
 

(200
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nmol/L)在92℃恒温水浴锅变性5
 

min,变性后迅速

插入到冰中复性5
 

min,将Q5􀆼AFMP溶于L15培养

基中。实验组为SGIV􀆼Gx感染的GS与Q5􀆼AFMP
冰上避光孵育结合40

 

min。设置3组对照:CON1为

正常GS;CON2为SGIV􀆼Gx感染的GS;CON3为正

常GS与Q5􀆼AFMP冰上避光孵育结合。孵育结合

后将4组样品分别用 MEM培养基轻轻洗涤一次,加
入Hoechst染液避光染色3

 

min后,用 MEM培养基

轻轻洗去染液,然后将玻底皿置于激光共聚焦显微镜

下观察拍照。

1.2.3 流式细胞仪分析Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx
感染的特异性

  GS用12孔板培养24
 

h,同时将Q5􀆼AFMP进行

变复性处理。实验组为SGIV􀆼Gx感染的GS与Q5􀆼
AFMP冰上避光孵育结合40

 

min。设置4组对照

组:CON1为Q5􀆼AFMP与正常GS孵育结合;CON2
为SGIV􀆼Gx感染的GS;CON3为GNNV􀆼Gx感染的

GS与Q5􀆼AFMP孵育结合。孵育结合40
 

min后离

心终止结合,用PBS轻轻洗涤一次,除去上清,将样

品溶于PBS中,使用流式细胞仪检测样品的荧光值。
每个反应均做3个重复。

1.2.4 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染细胞的数量

灵敏性分析

  GS用6孔板培养24
 

h,同时将Q5􀆼AFMP进行

变复性处理后备用。将SGIV􀆼Gx感染的GS逐级稀

释为5×104 个/mL,2×104 个/mL,1×104 个/mL,

5×103 个/mL,1×103 个/mL,5×102 个/mL;对照

组为5×104 个/mL的正常GS。将1
 

mL稀释好的

细胞样品分别与Q5􀆼AFMP孵育结合40
 

min后离心

去除上清,用PBS轻轻洗涤细胞两次,除去上清,将
样品溶于PBS中,使用荧光酶标仪检测样品的荧光

值。每个反应均做3个重复。

1.2.5 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染的时间灵敏

性分析

  GS用12孔板培养24
 

h,同时取Q5􀆼AFMP进行

变复性处理后备用。对照组为正常GS与Q5􀆼AFMP
孵育结合,实验组为SGIV􀆼Gx感染的 GS与 Q5􀆼
AFMP孵育结合。对照组和实验组的细胞在冰上与

Q5􀆼AFMP分别结合60
 

min,40
 

min,20
 

min,10
 

min,5
 

min和1
 

min。离心终止结合,用PBS轻轻洗

涤一次,除去上清,将样品溶于PBS中,使用流式细

胞仪检测样品的荧光值。每个反应均做3个重复。

1.2.6 斑马鱼活体感染与RT􀆼qPCR检测

  取体型相近的斑马鱼,空腹24
 

h后腹腔注射

SGIV􀆼Gx病毒。分别在24
 

h和48
 

h解剖斑马鱼得

到肝脾肾,以健康斑马鱼作为对照组。使用RNA提

取试剂盒从斑马鱼肝脾肾组织中提取出总RNA,再
用PCR仪将其反转录成cDNA,然后用荧光定量

PCR仪检测组织中的石斑鱼虹彩病毒主要衣壳蛋白

MCP和囊膜蛋白VP19的表达情况。

1.2.7 Q5􀆼AFMP在活体水平检测SGIV􀆼Gx感染

  取体型相近的斑马鱼,空腹24
 

h后腹腔注射

SGIV􀆼Gx病毒。24
 

h后取斑马鱼肝组织进行后续实

验,健康斑马鱼作为对照组。将各组组织样品分别用

PBS漂洗后切碎,然后用PBS洗涤3次,离心去除上

清。取Q5􀆼AFMP进行变复性处理后,分别与样品孵

育结合40
 

min后离心终止结合,用PBS轻轻洗涤2
次,除去上清,将样品重悬于PBS中,使用荧光酶标

仪检测样品的荧光值,每个反应均做3个重复。

2 结果与分析

2.1 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染的激光共聚焦显

微镜观察

  如图1所示,实验组细胞接入SGIV􀆼Gx后,与对

照组中正常细胞相比,细胞变圆、坏死并脱落,出现大

量空泡,出现明显的细胞病变(Cytopathic
 

effects,

CPEs)。随着感染时间的增长,细胞层也会逐渐松散

图1 GS被虹彩病毒SGIV􀆼Gx感染前(上)与感染后(下)对比

  Fig.1 The
 

comparision
 

of
 

pre􀆼
 

(Above)
 

and
 

post􀆼
 

(Be-
low)

 

SGIV􀆼Gx
 

infected
 

GS
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并最终裂解崩坏。核酸适配体 Q5的序列如表1所

示。激光共聚焦显微镜观测结果显示,Q5􀆼AFMP能

够特异性识别SGIV􀆼Gx感染的GS,而对正常细胞无

识别(图2)。
表1 核酸适配体Q5的核苷酸序列

Table
 

1 The
  

sequences
 

of
 

aptamer
 

Q5

核酸适配体
Aptamer

核苷酸序列Nucleotide
 

sequences

Q5
5'􀆼GACGCTTACTCAGGTGTGACTCGTATTCG􀆼
GGTTATTGCTCCTCTTTATTGTCACCTGGA􀆼
TGTATGATCGTGTAGCGAAGGACGCAGAT􀆼
GAAGTCTC􀆼3'

2.2 流式细胞术检测Q5􀆼AFMP识别SGIV􀆼Gx感染

细胞的特异性

  流式细胞仪检测结果显示:对照组正常细胞的荧

光值较低,实验组细胞的荧光值高;显著性分析结果

显示:实验组与对照组的数据差异极显著,说明 Q5􀆼
AFMP识别SGIV􀆼Gx感染的细胞具有较强的特异

性(图3)。

图2 激光共聚焦显微镜观察结果

Fig.2 The
 

fluorescent
 

imaging
 

results
 

by
 

laser
 

confocal
 

microscopy

**P
 

<
 

0.01差异极显著

**P<0.01
 

was
 

considered
 

extremely
 

different
  图3 Q5􀆼AFMP特异性识别SGIV􀆼Gx感染细胞的结果

  Fig.3 The
 

results
 

of
 

Q5􀆼AFMP
 

specifically
 

recognizing
 

SGIV􀆼Gx
 

infected
 

cells

2.3 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染细胞的数量灵

敏性

  荧光检测结果显示:正常GS与Q5􀆼AFMP结合

后荧光值很低,而SGIV􀆼Gx感染的GS与Q5􀆼AFMP
结合的荧光值较高;随着SGIV􀆼Gx感染GS数目不

断增加,荧光值也不断增加;当SGIV􀆼Gx感染的GS
数目减少至1

 

000个/mL时,Q5􀆼AFMP对SGIV􀆼Gx
感染细胞的检测仍具有较好的灵敏性(图4)

2.4 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染细胞的时间灵

敏性

  流式细胞仪检测结果显示:Q5􀆼AFMP与正常

GS在不同的孵育时长下所检测的荧光强度值均较

低,各对照组之间荧光值没有明显差异;Q5􀆼AFMP
与SGIV􀆼Gx感染的GS孵育结合的时间越长,荧光

强度值就越高;由显著性分析可知,实验组与各自的
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对照组相比数值差异极显著;Q5􀆼AFMP与SGIV􀆼Gx
感染的GS结合时间为1

 

min时,Q5􀆼AFMP仍可较

为灵敏地检测到SGIV􀆼Gx感染(图5)。

不同字母上标表示组间差异极显著
 

(P
 

<
 

0.01)

  Bars
 

with
 

different
 

superscript
 

are
 

significantly
 

different
 

(P
 

<
 

0.01)

图4 Q5􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染细胞的数量灵敏性

  Fig.4 The
 

amounts
 

sensitivity
 

of
 

Q5􀆼AFMP
 

recognizing
 

SGIV􀆼Gx
 

infected
 

cells

**P
 

<
 

0.01差异极显著

  **P<0.01
 

was
 

considered
 

extremely
 

different

  图5 Q2􀆼AFMP检测SGIV􀆼Gx感染细胞的时间灵敏性

  Fig.5 The
 

time
 

sensitivity
 

of
 

Q5􀆼AFMP
 

for
 

detection
  

of
 

SGIV􀆼Gx
 

infected
 

cells

2.5 Q5􀆼AFMP对感染SGIV􀆼Gx的斑马鱼活体组织

检测结果

  腹腔注射石斑鱼虹彩病毒SGIV􀆼Gx的斑马鱼,
表现为活力下降,解剖鱼体对组织进行观察后发现,
组织出现脾脏肿大等疑似病变。RT􀆼qPCR检测发

现,在注射病毒24
 

h和48
 

h后,斑马鱼肝脾组织中

MCP和VP19表达量持续增加,证实SGIV􀆼Gx在斑

马鱼体内进行了大量复制(图6a)。应用Q5􀆼AFMP
对组织样品进行检测后发现,与对照组相比,感染

SGIV􀆼Gx
 

24
 

h的斑马鱼组织样品与Q5􀆼AFMP孵育

结合后荧光值很高,显著高于对照组正常组织与Q5􀆼

AFMP孵育结合后的荧光值,证实 Q5􀆼AFMP可以

在鱼活体水平特异性检测石斑鱼虹彩病毒的感染

(图6b)。

**P<0.01差异极显著

  **P<0.01
 

was
 

considered
 

extremely
 

different
  图6 Q5􀆼AFMP对人工感染SGIV􀆼Gx的斑马鱼组织的

检测分析

  Fig.6 Detection
 

and
 

analysis
 

of
 

Q5􀆼AFMP
 

on
 

zebrafish
 

tissue
 

which
 

artificially
 

infected
 

SGIV􀆼Gx

3 讨论

  虹彩病毒属的病毒可侵染不同的宿主,侵染范围

广泛,其中绿虹彩病毒属感染昆虫,而淋巴囊肿病毒

属和肿大细胞病毒属感染鱼类,蛙虹彩病毒属则可感

染两栖类、爬行类和鱼类[5]。虹彩病毒在水产养殖鱼

类中频繁暴发,对鱼类的致死率极高,幼鱼被侵染后

死亡率可达到90%,造成重大经济损失[1,4]。但是目

前市场上仍缺少能够有效防治石斑鱼虹彩病毒的技

术或功能产品,只能通过积极预防来控制虹彩病毒的

侵染,如引进无携带病毒、细菌、寄生虫等的鱼苗,实
时监测养殖场环境以及养殖用水,确保水体无污染以

及尽可能地保证鱼用饲料清洁无毒等[1􀆼2]。因此需要

研发快速便捷的检测方法,使虹彩病毒在爆发之前能

被及时发现并得到有效控制[2,8,10]。核酸适配体作为

一种分子探针,易于筛选、合成和修饰,并能与靶物质

高特异性地结合[16]。核酸适配体与靶物质的结合方

式和抗体与抗原识别模式很相似,不过核酸适配体分

子量更小,在分子水平上能更好地识别不同靶物质的

细微差别。例如,在检测茶碱时,传统的检测方法不

能区分与茶碱仅相差一个碱基的咖啡因以及茶碱的
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同分异构体可可碱,因此检测结果往往会比实际偏

高,而通过SELEX技术特异性筛选出来的核酸适配

体只对茶碱具有亲和性,无法与咖啡因或可可碱相结

合,从而大大提高了检测结果的准确性[17]。核酸适

配体目前已经可以替代传统抗体,在基础研究、临床

诊断、快速检测等技术方面具有较好的应用前景[18]。
据报道,核酸适配体可以与目标物质特异性结合,且
结构稳定,常用于生物传送领域。核酸适配体与药物

结合后,可将药物定向传送至病灶部位,降低药物非

特异性靶向引起的其他副作用,且核酸适配体没有免

疫原性,不会引起机体的免疫反应。核酸适配体可定

位到病毒感染的部位,与病毒结合阻断其增值过程,
抑制病毒的侵染[19􀆼23]。Li等[15]在此前应用SELEX
技术筛选出了以石斑鱼虹彩病毒感染的石斑鱼细胞

作为靶物质的核酸适配体,并经过实验验证了筛选出

的核酸适配体可以高特异性与石斑鱼虹彩病毒感染

的石斑鱼细胞结合。核酸适配体的筛选时间短,可以

反复回收使用,而且核酸适配体没有明显的免疫原性

和细胞毒性,便于长时间保存和长途运输,高温条件

下引起的核酸适配体变性是可逆的,核酸适配体在后

期易于化学合成和配基修饰[24]。因此利用核酸适配

体开发病害快检试剂盒具有广阔的发展前景。

  本研究应用一种新型的核酸适配体 Q5􀆼荧光分

子检测探针(Aptamer
 

Q5􀆼based
 

fluorescent
 

molecu-
lar

 

probe,Q5􀆼AFMP)对石斑鱼虹彩病毒进行快速检

测。首先分析了Q5􀆼AFMP检测石斑鱼虹彩病毒感

染的石斑鱼细胞的特异性和灵敏性。实验结果表明

Q5􀆼AFMP能够特异性检测到感染石斑鱼虹彩病毒

的GS,并且检测灵敏度可以达到1
 

000个病毒感染

细胞/mL。当Q5􀆼AFMP与病毒感染细胞孵育结合

时间短至1
 

min时,Q5􀆼AFMP均可灵敏地检测到石

斑鱼虹彩病毒。活体感染实验则表明,Q5􀆼AFMP可

以特异性检测石斑鱼虹彩病毒感染的石斑鱼组织。
综上所述,Q5􀆼AFMP具有很强的特异性和很高的灵

敏度,可用于快速便捷检测石斑鱼病毒的感染。在未

来的研究中,将进一步优化探针的结构,降低 Q5􀆼
AFMP的生产成本,优化检测步骤,将这种快速检测

技术推广应用到石斑鱼养殖现场的快速检测。并且,
我们将会把核酸适配体与纳米金技术等相结合,以期

研发出操作更简单、稳定性更强、灵敏度更高的检测

功能产品,最终实现对虹彩病毒在感染早期的快速检

测,以期达到对石斑鱼病毒感染的实时监测和及时

防控。

4 结论

  Q5􀆼AFMP能够在在细胞水平和组织水平检测

出石斑鱼虹彩病毒的感染,具有特异性强、灵敏度高

的优点,因此能够用于石斑鱼养殖中石斑鱼虹彩病毒

的快速检测诊断和精准用药。
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(ECPs)
 

of
 

V.vulnificus,the
 

toxicity
 

of
 

V.vulnificus
 

ECPs
 

was
 

determined
 

by
 

light
 

microscopy
 

and
 

cell
 

via-
bility

 

CCK
 

detection
 

based
 

on
 

different
 

protein
 

concentrations.Hoechst
 

nuclear
 

staining
 

observation
 

and
 

DNA
 

ladder
 

were
 

then
 

used
 

to
 

further
 

determine
 

the
 

lethal
 

mechanism.According
 

to
 

the
 

cytotoxicity
 

results,V.
vulnificus

 

ECPs
 

of
 

Trachinotus
 

ovatus
 

had
 

strong
 

cytotoxicity
 

to
 

host
 

cells.Observation
 

result
 

of
 

nuclear
 

staining
 

by
 

Hoechst
 

33342
 

showed
 

that
 

apoptotic
 

bodies
 

emerged
 

in
 

the
 

experimental
 

group,which
 

was
 

con-
sistent

 

with
 

cell
 

changes
 

in
 

the
 

STS􀆼treated
 

positive
 

control
 

group.However,the
 

host
 

cells
 

treated
 

with
 

ECPs
 

did
 

not
 

show
 

significant
 

DNA
 

ladder.V.vulnificus
 

from
 

T.ovatus
 

exhibited
 

high
 

toxicity
 

to
 

host
 

cell,and
 

by
 

the
 

detection
 

of
 

physicochemical
 

properties,it
 

could
 

be
 

preliminarily
 

determined
 

that
 

V.vulnificus
 

caused
 

the
 

occurrence
 

of
 

oval
 

cell
 

death
 

through
 

the
 

apoptotic
 

pathway.In
 

the
 

future,we
 

will
 

conduct
 

in􀆼depth
 

research
 

on
 

the
 

specific
 

paths
 

of
 

the
 

apoptotic
 

pathway,which
 

can
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

controlling
 

the
 

infec-
tion

 

of
 

pathogens.
Key

 

words:Trachinotus
 

ovatus,Vibrio
 

vulnificus,ECPs,pathogenesis,apoptosis,aquaculture
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Abstract:Grouper
 

iridovirus
 

(SGIV)
 

spreads
 

rapidly
 

among
 

different
 

fish
 

stocks,and
 

its
 

mortality
 

rate
 

is
 

ex-
tremely

 

high,which
 

seriously
 

restricts
 

the
 

healthy
 

and
 

sustainable
 

development
 

of
 

marine
 

Epinephelus
 

tauvina
 

aquaculture
 

industry
 

in
 

China.In
 

order
 

to
 

detect
 

and
 

identify
 

the
 

pathogen
 

as
 

early
 

as
 

possible,reduce
 

economic
 

losses
 

and
 

promote
 

the
 

development
 

of
 

fisheries,it
 

is
 

urgent
 

to
 

develop
 

a
 

convenient
 

and
 

rapid
 

de-
tection

 

technology
 

for
 

detecting
 

grouper
 

iridovirus
 

infection.Based
 

on
 

aptamer
 

Q5,an
 

aptamer
 

Q5􀆼based
 

fluo-
rescent

 

molecular
 

probe
 

(Q5􀆼AFMP)
 

was
 

developed,and
 

the
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

Q5􀆼AFMP
 

for
 

de-
tecting

 

grouper
 

iridovirus
 

infection
 

at
 

cellular
 

and
 

tissue
 

levels
 

were
 

analyzed.The
 

results
 

showed
 

that
 

Q5􀆼
AFMP

 

could
 

detect
 

the
 

infection
 

of
 

grouper
 

iridovirus
 

with
 

high
 

specificity
 

at
 

the
 

cellular
 

and
 

tissue
 

levels,

and
 

had
 

high
 

sensitivity.So
 

Q5􀆼AFMP
 

can
 

be
 

used
 

for
 

rapid
 

detection
 

and
 

diagnosis
 

of
 

grouper
 

iridovirus
 

in-
fection.
Key

 

words:grouper
 

iridovirus,aptamer,fluorescent
 

molecular
 

probe,aquaculture,high
 

specificity,high
 

sensi-
tivity,rapid

 

detection
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