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摘要! 为优化当前白斑综合征病毒#W**.$定量检测方法!实验结合当前 W**.诊断与定量

方法应用的实际!试图通过设计两对普通 6-$引物来建立一种实用的 W**.绝对定量方法!

并利用此方法进一步探明 W**.在脊尾白虾体内的增殖规律及致病性" 首先根据 W**.的

囊膜蛋白 .63; 基因序列设计了两对特异引物#(1!$1$和#$(3!$$3$!分别用于标准品质粒

的构建和扩增子的扩增!以开展 *X8$F?>>C 染料法定量检测 W**.的研究&随后利用该定量

检测方法分析了 W**.在脊尾白虾体内的组织分布及感染规律" 研究结果显示'#1$以定量

引物 $(3 和 $$3 建立的 *X8$F?>>C 绝对定量检测方法具有敏感度高%特异性强%定量范围

广且准确等特点&#3$W**.能感染脊尾白虾鳃%肝胰腺%肌肉%头胸甲下结缔组织%胃及肠等

组织!其中头胸甲下结缔组织病毒含量最高#111 <12

8

2/D;>A5

$

E$!其次是鳃组织#711 <12

0

2/D;>A5

$

E$&正常脊尾白虾感染 W**.!首先经过一个约 7; I 潜伏期!而后开始大量增殖并造

成部分虾死亡!死亡率约为 32S"

关键词! 脊尾白虾& 白斑综合征病毒& 检测与定量& 感染规律

中图分类号! K186& *9761144444444 文献标志码'&

44目前"实时荧光定量 6-$技术因具有灵敏度

高%特异性强%检测准确可靠等诸多特点"已广泛

应用于基因表达水平检测及病毒诊断与定量等研

究
&1 5/'

( 根据实时荧光定量 6-$反应过程中所

检测化学发光物质的不同"可分为 *X8$F?>>C

染料法%5&69:C 探针法%分子信标法及 '#Y引物

法等
&3'

( 其中"以 *X8$F?>>C 染料为基础建立

的荧光定量方法"以其引物设计相对简单%价格相

对低廉且具有确保实验正确性的独特的熔解曲线

分析程序"已成为目前应用最为广泛的实时荧光

定量检测技术之一
&7'

(

白斑综合征病毒#UI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A"

W**.$是一种大型的双链 4%&病毒"可以感染

多种水生甲壳动物及昆虫"是当前引起甲壳动物

爆发性流行病的主要病原之一
&6'

( 为开展 W**.

的诊断工作并探明其在不同宿主物体内感染规

律"多个实验室以 5&69:C 探针技术为基础"建立

了该 病 毒 的 荧 光 定 量 检 测 方 法
&0 5;'

( 虽 然

5&69:C 探针法检测灵敏度相对较高"但该检测方

法的引物及探针设计相对复杂"且合成探针价格

较高"在一定程度上限制了该类检测方法的推广

应用( 而以 *X8$F?>>C 染料为基础建立 W**.

荧光定量方法"只需设计一对特异引物"而不需要

合成特异的探针即可用于病毒检测"从而简化了

实验设计与操作"节约了实验成本"易于推广与应

用( 目前"从文献中获得 *X8$ F?>>C 法检测

W**.的灵敏度相对不高
&9'

( 因此"本研究拟通

过重新设计引物并优化传统反应程序"以获得检

测灵敏度高并能绝对定量 W**.的方法(

脊尾白虾 #7B*!&1&,:*) '&+")"'&20&$又名白
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虾"属甲壳纲"十足目"长臂虾科"长臂虾属"是我

国重要的海洋经济虾类( 近年来随着该虾养殖规

模迅速扩大"有关疾病的报道逐渐增多
&12 511'

"但

因 W**.感染而造成养殖脊尾白虾发病的病例

却鲜有报道"仅在实验室证明脊尾白虾亦可能是

W**.宿主
&13 51/'

( 3212 年 12 月份"江苏省启东

市某养殖场出现疑似 W**.感染的发病脊尾白

虾"部分发病脊尾白虾出现典型 W**.感染症

状"后经 6-$检测%组织切片电镜观察及组织样

品回毒感染实验"确定该养殖场脊尾白虾发病因

W**.感染而发生( 为进一步探讨 W**.在脊

尾白虾体内的分布%增殖规律及致病性"本研究利

用上述已建立的病毒诊断与定量方法进行了相关

研究"获得了较好的实验结果(

14材料与方法

!"!#实验材料及仪器

实验用虾及病原44健康脊尾白虾取自上海

崇明县某养殖场)疑似 W**.感染发病脊尾白虾

取自江苏启东市某养殖场)W**.和哈维氏弧菌

#E"?+"* /&+F,$"$为本实验室保存)传染性皮下和造

血器官坏死病毒 # I@D/B>?9:0:CB I>9:3/D/;>3;2

C>2?/A;AN;?=A" )++%.$ 及 肝 胰 腺 细 小 病 毒

#I>D:3/D:C2?>:3;2D:?N/N;?=A"+6.$4%&样品由中

国水产科学研究院黄海水产研究所病研室提供(

试剂与仪器4 4 *X8$ 6?>9;< ,< 5&6

MH

%

4%&H:?L>?等主要分子试剂均为 M:G:$:公司

产品)基因组 4%&提取试剂盒 # H:E,<3?:23/?

E>C/9>$购自日本 M"X"8"公司)实时荧光定量

6-$仪#型号!*3>D"C>60=A$购自 &8)公司(

!"$#QWW]模板 BG9的提取

以感染 W**.的凡纳滨白对虾#C".*!,)&,23

F&))&:,"$的鳃组织为实验材料"参照 M"X"8"

公司病毒基因组提取试剂盒说明书要求"取 12

9E 组织提取 W**.基因组 4%&"然后溶解于

122

$

'灭菌双蒸水中"最后取 3

$

'用于进行

6-$扩增的模板"制备标准品质粒目的片段)待

检测样品模板提取方法相同(

!"7#引物设计

根据 W**.中国大陆株#&(//329/$基因序

列并参照中国台湾株及泰国株病毒基因组序列"

在 W**.结构蛋白基因 .63; 的保守区域内设计

了一对特异引物 (1!6R7-FM-&MFF&M-MMM-

MMM-&- M-7/R和 $1!6R7MM& -M-FFM-M-

&FMF--&F&7/R用于扩增制作标准品质粒核酸

片段)随后"在引物 (1 与 $1 所扩增片段序列之

内设计引物#$(3"$$3$用于定量扩增子的扩增"

其引物序列分别为 $(3!6R7&F-M--&&-&--

M--M-- MM- &7/R和 $$3! 6R7MM& -M- FFM

-M-&FMF--&F&7/R( 上述引物均上海由生

工生物工程有限公司合成(

!">#标准品质粒的制备

目标核酸片段扩增44以抽提的 W**.基

因组 4%&为模板"利用引物 (1 和 $1 进行 6-$

扩增"反应体系! 12 <6-$ 8=QQ>?6

$

'" B%M6

9;<3=?>#各 316 99/15'$7

$

'"浓度为 12 D9/05

$

'上下游引物 #(1"$1$各 3

$

'"模板 4%&#1

$

E5

$

'$1

$

'"5&6 4%&6/0@9>?:A>#6 #5

$

'$21/

$

'"双蒸水 /018

$

'"总体积 62

$

')6-$反应条

件!96 T预变性 / 9;C"96 T变性 /2 A"6/ T退火

76 A"83 T延伸 76 A"共 /6 个循环"最后 83 T延

伸 / 9;C(

目标片段克隆载体构建及鉴定446-$产

物通过 113S琼脂糖凝胶电泳进行分析"对目的

片段按照胶回收试剂盒步骤进行胶回收)经 M

7

连

接酶将回收片段连接到 D80=>A2?;D37*G

(

载体中)

随后转化制备的感受大肠杆菌态细胞 4+6

)

"经

6-$筛选阳性菌株进行增殖培养"取一部分样品

使用碱裂解法提取质粒"双酶切对质粒进一步鉴

定"另外送部分菌液样品到上海生工生物工程公

司测序(

!"F#标准品质粒定量及稀释

取标准品质粒稀释到一定浓度后"用紫外分

光光度计测其 "4

302

%"4

3;2

值#吸光值范围 211 =

116 &" 1 "4 吸 光 值 相 当 于 62

$

E59'的

BA4%&$"从而确定质粒纯度并计算出质粒总质

量"然后依据下述公式计算每微升样品中质粒拷

贝数!每微升质粒拷贝数#2/D;>A5

$

'$ B质粒总质

量#

$

E5

$

'$5质粒分子量)质粒分子量 B3 <//2 <

C3#其中 C3为质粒的碱基数$( 将标准品质粒适

当调整浓度后进行 12 倍系列稀释!吸取 32

$

'质

粒加入 1;2

$

'双蒸水"振荡混匀"依次类推"共稀

释 ; 个梯度"直到 %<12

1

2/D;>A5

$

'" 532 T保存

备用(

!"H#荧光定量 (?=反应体系相关参数确定

通过普通 6-$及荧光定量 6-$熔解曲线分

6661
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析验证后"将引物 $(3 和 $$3 作为扩增子引物用

于定量 6-$反应( 在此基础上"以提高反应特异

性%敏感性为目的 #获得最小 -

M

$值$"反复试验

以建立最佳反应条件"即是通过正交试验确定各

引物浓度并最终确定反应参数(

!"N#标准曲线的制作及引物扩增效率的计算

将上述系列稀释的标准品质粒作为反应模

板"每个梯度设置 6 个重复"按照建立的荧光定量

6-$反应体系及参数在荧光定量 6-$仪上反应"

仪器自动绘制标准曲线并生成线性方程及相关系

数 <

3

"根据线性方程的斜率计算出引物的扩增效

率)另外"运用统计学方法计算每个梯度 -

M

值变

异系数#-.$"分析其重复性和稳定性(

!"I#实时荧光定量 (?=的敏感性检测

根据 5&69:C 探针法敏感性实验的前期研究

结果
&8'

"本研究选取 12 2/D;>A5

$

'标准品质粒作

为模板进行实时荧光定量分析"观察扩增效果"运

用统计学方法分析其 -

M

值变异系数"验证该检

测方法可能达到的检测限(

!"O#实时荧光定量 (?=的特异性检测

采用 3 <12

0

2/D;>A5

$

'的标准品质粒作阳性

对照"健康凡纳滨对虾鳃组织 4%&样品阴性对

照"对甲壳动物常见病原如 )++%.%+6.和哈维

氏弧菌基因组核酸样品进行检测)同时"对来自

W**.感染克氏原鳌虾 #G+*'&:?&+23'1&+J""$及

拟穴青蟹 # 8'$11& !&+&:&:*3&")$鳃组织的 4%&

样品进行检测"分析该检测方法的特异性(

!"!P#发病脊尾白虾体内 QWW]的组织分布

对来自江苏省启东市某养殖场的发病脊尾白

虾"经 6-$检测呈 W**.阳性( 随后随机挑选 6

条脊尾白虾"按 4%&提取试剂盒要求"将 6 只脊

尾白虾的各组织分别混合"提取鳃%肝胰腺%头胸

甲下结缔组织%胃%肠及肌肉等组织混合物的

4%&样品( 将不同组织的 4%&样品稀释后取 1

$

'加入实时定量 6-$反应体系"同时各取 1

$

'

标准品加入相应的反应体系"反应结束后系统自

动计算出各组织病毒的含量(

!"!!#QWW]在脊尾白虾体内的增殖规律

从上海崇明县某养殖场取生长健康的脊尾

白虾 102 尾#体质量约 7 E$经暂养后"随机分为

两组#每组 ;2 尾$ "任选一组为实验组"利用微

量注射器将 12

$

'病毒悬液 #取 W**.感染的

凡纳滨对虾鳃组织匀浆"离心后取上清"约含

1 <12

6

病毒粒子$从腹肢基部注入体内"另一组

为对照组"注射等量的灭菌 68*( 病毒感染 3%

7%;%10%/3%7;%83%90 及 132 I 时各随机取出活

虾 6 尾"立即冻存于 572 T冰箱( 待取样完成

后"按上述方法提取各样品鳃组织的 4%&"最后

利用上述建立的绝对定量方法检测脊尾白虾鳃

组织内 W**.量并统计实验组与对照组死亡数

据"以实验组死亡数减去对照组死亡数作为病

毒感染致死实际死亡数(

34结果

$"!#标准品质粒目标片段的 (?=扩增

以提取的 W**.基因组 4%&为模板"使用

引物 (1 和 $1 进行 6-$扩增"获得的 6-$产物

经琼脂糖凝胶电泳分析"获得大小约为 019 JD 单

一条带"该条带与目的片段大小一致#图 1$(

$"$#标准品质粒的 (?=筛选"双酶切鉴定及

测序

将目标片段与载体连接产物转化大肠杆菌

后"挑选单克隆菌落进行 6-$筛选并对提取的质

粒进行双酶切"均获得了与目标片段大小一致的

条带"表明该菌株可能含有所需的标准品质粒

#图 1$)生物公司测序结果显示!测序序列与目标

片段的相似性为 122S"表明该载体为成功构建

的标准品质粒(

$"7#标准品质粒浓度

用紫外分光光度计测得 "4

302

5"4

3;2

值为

11;/"进一步测定标准品的浓度为 2116

$

E5

$

')

标准品质粒全长为 / 6;2 JD"由公式换算出标准

品拷贝数为 /1;/ <12

12

2/D;>A5

$

')随后加灭菌双

蒸水将 标 准 品 质 粒 浓 度 调 整 为 312 <12

12

2/D;>A5

$

'(

$">#反应体系的优化

最佳引物浓度确定和熔解曲线分析44正交

试验表明当引物 $(3 和 $$3 终浓度均为 213

$

9/05'时"对样品的检测能获得较小的 -

M

值

#2@20>3I?>AI/0B"-

M

$和较强的荧光信号强度)同

时"对扩增产物进行熔解曲线分析"只获得一个单

峰"说明该对引物为特异性扩增#图 3$(

荧光定量 6-$反应体系和反应参数44经

过一系列优化后确定荧光定量 6-$反应体系!

3 <*X8$D?>9;< ,< 5&6

MH

12

$

')1

$

9/05'$(3

引物 7

$

')1

$

9/05'$$3 引物 7

$

')4%&模板 3

0661
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$

')反应参数!96 T预变性 6 9;C)96 T变性 12

A"02 T退火 32 A"83 T延伸 32 A";3 T停留 3 A"

读板一次)共 72 个循环)最后由 02 T升温到

96 T"期间每升高 216 T检测一次荧光值"进行

熔解曲线分析(

图 !#目标片段的扩增及鉴定

H19:?L>?)#:$11目的片段 6-$扩增结果)# J$1%31重组质粒 6-$结果)#2$/%71重组质粒酶切前与酶切后(

;*8"!#%4,),-C13-0E3&)8,3E)&8+,.30'3&*.,2E)0+ (?=&.22*8,-3,2'M ,.VM+,-

H19:?L>?)#:$113:?E>3Q?:E9>C3)# J$ 1 :CB 313I>3:?E>3Q?:E9>C31 D?/B=2>B Q?/9 6-$:9D0;Q;2:3;/C Q?/9 D0:A9;B)#2$ / :CB 713I>

?>2/9J;C:C3D0:A;9;B J>Q/?>:CB :Q3>?B;E>A3;/C =A;CE >CP@9>A1

图 $#荧光定量 (?=扩增产物的熔解曲线

6-$产物熔解温度为 ;6 T(

;*8"$#J,13*.8 DC)/,-&.&1M-*-0E(?=

&+61*E*,23&)8,32-BG9E)&8+,.3-

MI>N:0=>/Q9>03;CE 3>9D>?:3=?>U:A;6 T1

$"F#标准曲线的生成

使用浓度为 3 <12

;

%3 <12

8

%3 <12

0

%3 <12

6

%

3 <12

7

%3 <12

/

%3 <12

3

2/D;>A5

$

'的质粒模板进

行标准曲线制作"实验结果见图 /!其线性方程为

-

M

B5/1310>A/0H33; #>为质粒拷贝数的对

数$"相关系数 <

3

B21999"表明标准曲线线性关

系良好)由标准曲线斜率计算出反应扩增效率为

126S"介于最优值范围内#96S=126S$)运用统

计学方法分析得到的 -

M

值变异系数 #-.$范围

介于 21/7S=111S"说明该检测方法重复性好%

稳定性高#表 1$(

图 7#系统自动生成的标准曲线

横坐标为样品的拷贝数"纵坐标为 -

M

值(

;*8"7#W3&.2&)2DC)/,8,.,)&3,2&C30+&3*D&11M

'M 34,,RC*6+,.3

MI>N:0=>A/QI/?;P/C3:0/?B;C:3>!3I>3>9D0:3>2/D@ C=9J>?"3I>

N:0=>/QN>?3;2:0/?B;C:3>!6-$2@20>C=9J>?1
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表 !#QWW]标准品质粒实时定量实验结果

%&'"!#%4,*

%

/&1C,-0EQWW]-3&.2&)2-L*34!P<E012-,)*,-2*1C3*0.

质粒数5#2/D;>A5

$

'$

-

M

N:0=>A

标准品质粒荧光定量 6-$检测结果

-

M

N:0=>A/QD:?:00>03>A3AB>3>23>B J@ ?>:073;9>O=:C3;3:3;N>6-$

1 3 / 7 6

平均值

9>:C

标准偏差

*4

变异系数

-.S

3 <12

;

12190 121;8 12189 121;0 121;6 121;8 21201 2160

3 <12

8

17129 17128 1712; 17113 17119 17111 2127; 21/7

3 <12

0

18138 10193 10191 18133 18136 18117 211;/ 1128

3 <12

6

32176 32123 32133 32173 321/3 32139 21187 21;0

3 <12

7

3/110 3/119 33189 3/17; 3/1/3 3/119 21360 111

3 <12

/

3013 30178 30127 361;; 301/7 3011; 213/ 21;9

3 <12

3

39113 3;1;1 3;1;0 3;19; 3913/ 39121 21180 2101

$"H#敏感性检测

从图 77J 可以看出"使用 12 2/D;>A5

$

'标准

品质粒做模板时"本反应体系仍可以有效扩增"并

得到良好的**+型扩增曲线"表明该检测方法灵

敏度很高"至少可检测到样品浓度 12 2/D;>A5

$

'

的模板( 但其 -

M

值平均值只比 3 <12

3

2/D;>A5

$

'为模板时 -

M

值大 117"表明此时的检测值已

不处于标准曲线的线性范围内)另外"其变异系数

值较大#/1;S$"表明该该浓度模板时"只适合于

病毒的定性检测"不适合病毒的定量分析(

图 >#重组质粒标准品 !P 倍梯度稀释时荧光定量 (?=扩增曲线

#:$图中 1 =8 号标准品质粒浓度依次为 3 <12

;

%3 <12

8

%3 <12

0

%3 <12

6

%3 <12

7

%3 <12

/

%3 <12

3

2/D;>A5

$

')# J$图中使用标准品质

粒浓度为 12 2/D;>A5

$

'(

;*8">#%4,RC&.3*3&3*/,8)&640E!P<E0122*1C3*0.QWW]-3&.2&)2-

)C D:C>0#:$ "3I>C=9J>?A/QW**.A3:CB:?B D0:A9;BA;C A:9D0>A1 58 :?>3 <12

;

"3 <12

8

"3 <12

0

"3 <12

6

"3 <12

7

"3 <12

/

:CB 3 <12

3

2/D;>A"?>AD>23;N>0@) )C D:C>0# J$ "3I>C=9J>?A/Q3I>3>9D0:3>U:A12 2/D;>A5

$

'1

$"N#特异性检测

本研究建立的定量 6-$反应体系对 W**.

阳性对照具有良好的扩增效果"并且对 W**.感

染的克氏原鳌虾和拟穴青蟹鳃组织基因组核酸样

品的检测也呈现良好的**+扩增曲线)而其它甲

壳动物常见病原 )++%.%+6.%哈维氏弧菌及健

康凡纳滨对虾鳃组织基因组核酸样品均未出现明

显的扩增曲线#图 6$"表明此方法能特异性检测

W**."也可用于克氏原鳌虾及拟穴青蟹样品内

W**.的检测(
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图 F#QWW]样品检测及阴性对照结果

1 =/1核酸样品分别来源于W**.感染的凡纳滨对虾%克氏原

鳌虾及拟穴青蟹鳃组织)7 =81核酸样品来自 )++%.%+6.%

哈维氏弧菌及正常对虾鳃组织(

;*8"F#%4,RC&.3*3&3*/,8)&640EQWW]<*.E,D3,2

-&+61,-&.2QWW]<.,8&3*/,-&+61,-

MI>4%&A:9D0>A1 5/ :?>><3?:23>B Q?/9 W**.7;CQ>23>B E;00A

/QAI?;9D"Q?>AIU:3>?2?:@Q;AI E;00A":CB 9=B 2?:J"?>AD>23;N>0@)

MI>4%& A:9D0>A7 58 :?>><3?:23>B Q?/9 )++%."+6."EH

/&+F,$":CB I>:03I@ AI?;9D E;00A"?>AD>23;N>0@1

$"I#QWW]在脊尾白虾体内的分布及增殖规律

对 W**.感染阳性发病脊尾白虾不同组织

进行病毒定量检测"发现该病毒存在于鳃%肝胰

腺%头胸甲下结缔组织%胃%肠及肌肉等组织中"其

中头胸甲下结缔组织病毒含量最高"其它组织病

毒含量依次为鳃组织%肠组织%胃组织%肝胰腺及

肌肉组织#图 0$( 正常脊尾白虾感染 W**.后"

早期呈隐性感染状态"病毒增殖不明显"7; I 后病

毒大量增殖"132 I时病毒含量达最高#图8 $ "期

图 H#QWW]在脊尾白虾体内的组织分布#8bF$

11鳃)31肝胰腺)/1肌肉)71结缔组织)61胃)01肠(

;*8"H#%4,.C+',)-0EQWW]*.2*EE,),.33*--C,-*.

QWW]<*.E,D3,26)&L.-#8bF$

11E;00A) 31I>D:3/D:C2?>:A) /19=A20>) 712/CC>23;N>3;AA=>A) 61

A3/9:2I) 01;C3>A3;C>1

图 N#QWW]在脊尾白虾鳃组织内的增殖规律#8bF$

;*8"N#%4,),61*D&3*0.0EQWW]*.8*11-0E

)*28,3&*1L4*3,6)&L.-#8bF$

间有部分虾死亡#实验组死亡 33 尾"对照组死亡

0 尾$"死亡率为 32S( 进一步分析发现"死亡高

峰发生在病毒快速增殖期"超过 ;1S的死亡虾

#1/ 尾510 尾 $ 鳃组织病毒含量超过 3 <12

0

2/D;>A5

$

E 组织(

/4讨论

7"!#实用 QWW]实时定量 (?=检测方法的

建立

目前"虽然已建立了基于 *X8$F?>>C 染料

的病毒检测与定量方法
&9'

"但未能将该技术的检

测灵敏度发挥到极致"仍有较大的技术提升空间(

为提高以 *X8$F?>>C 荧光定量检测技术的特异

性及敏感性"本研究选择在 W**.感染过程中具

有重要作用 .63; 蛋白基因序列作为该病毒的特

征序列
&16'

"设计特异性引物"从而在理论上保证

该检测方法的特异性( 随后"进一步优化设计扩

增子引物质量并改变传统反应参数"来提高检测

方法的敏感性( 前期研究表明"*X8$F?>>C 是一

种结合双链 4%&的染料"其结合双链 4%&后出

现很强荧光信号"但游离 *X8$F?>>C 只产生背

景荧光信号
&7'

( 因此"随着荧光定量 6-$循环数

的增加"由特异性引物扩增产生的双链 4%&也

随之增加"此时反应体系内 *X8$F?>>C 与双链

4%&的进一步结合"将使反应体系荧光信号逐步

增强( 通过检测反应过程中每一个循环的荧光信

号强度"即可换算出目的基因或病原的数量( 由

此不难发现"要实现准确定量"所检测的荧光信号

增强量理论上应完全由扩增子数量增加而产生"

非特异扩增 #如引物二聚体$将严重影响定量的

准确性"因此能否通过设计高质量引物或改变反
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应参数消除引物二聚体的影响决定了 *X8$

F?>>C 检测与定量方法的生命力(

高质量引物能尽可能地避免反应过程中引物

二聚体的生成"从而提高检测的准确性( 研究显

示"引物二聚体是 6-$非特异扩增的产物"大部分

引物在进行 6-$扩增时会产生引物二聚体
&10'

(

因此"设计多对引物同时进行必要的筛选是获得高

质量引物的有效途径( 本课题组在前期研究中"曾

以白斑病毒 .63; 蛋白基因为基础设计了 6 对引

物"通过对普通 6-$产物进行凝胶电泳及成像结

果分析"进行了引物的初步筛选)本研究对定量

6-$产物的熔解曲线进行分析"通过峰的数目及峰

值所对应的温度#5

9

值$进一步验证所选择引物的

优劣!一般情况下"如果熔解曲线只出现单峰且 5

9

值大于 86 T#经验值$"推定为引物的特异扩增)如

果出现多个峰"则存在引物的非特异扩增"会严重

降低定量的准确性及灵敏性( 通过上述实验过程"

本研究筛选出一对高质量的扩增子引物 #$(3"

$$3$"熔解曲线分析显示单峰"5

9

值为 ;6 T"表

明该对引物不存在非特异扩增"初步满足了该定量

6-$检测方法对引物的要求(

除了通过设计高质量引物外"改变传统反应

参数也是提高荧光定量 6-$检测灵敏性和准确

性的方法( 通常 6-$反应采用三步法"包括变

性%复性和延伸三步( 而定量 6-$通常推荐采用

二步法"将复性和延伸合并为一个步骤"以利于荧

光探针定量 6-$反应( 但当采用二步法和三步

法进行 *X8$F?>>C

"

实时定量反应时"存在的

少量引物二聚体的干扰将无法避免( 鉴于引物二

聚体的 5

9

值大小通常大于 83 T"相关研究人员

提出 建 立 四 步 法 *X8$ F?>>C

"

实 时 定 量

6-$

&7'

( 该方法是在每个循环结束检测荧光信号

之前"增加一个 3 A的高温等待时间( 由于扩增

子的 5

9

值与引物二聚体的 5

9

通常有一个温度

差"在这两个 5

9

值之间选择一个合适的温度"这

个温度既不影响扩增子产生荧光的荧光信号"又

能使可能存在的引物二聚体熔解( 由此"本研究

以四步法为基础建立了 *X8$F?>>C 实时定量

6-$应用于 W**.的定量( 该检测方法"在传统

反应程序的基础上"增加了一个 ;3 T的等待温

度( 熔解曲线分析显示"该温度不影响特异扩增

产物的荧光值"同时又足以消除可能存在的少量

引物二聚体"从而保证检测的准确度(

实验结果显示"以上述引物及反应参数建立

的 *X8$F?>>C 实时定量 6-$检测与定量方法"

能特异性的检测 W**.病毒"而对甲壳动物组织

及其它常见病原基因组核酸样品不产生特异扩

增"表明该检测方法具有很强的特异性)当样品浓

度为 12 2/D;>A5

$

'模板"本反应体系仍可以有效

扩增且呈现良好的**+扩增曲线"表明该检测方

法灵敏性很高"已达到或接近目前利用探针技术

建立的 W**.检测方法的灵敏度
&8 5;'

)本研究建

立的标准曲线线性关系良好"定量范围的下限达

到了 3 <12

3

2/D;>A5

$

'"与目前已建立的 *X8$

F?>>C 实时定量 6-$定量方法
&9'

相比"定量下限

由 12

7

2/D;>A5

$

'上升到 3 <12

3

2/D;>A5

$

'"定量

范围增加了 3 个数量级"已接近目前探针技术定

量的下限#12

3

2/D;>A5

$

'$

&;'

"表明该定量方法能

完成低拷贝病毒样品的定量"可以用于探索病毒

增殖规律的研究(

7"$#QWW]在脊尾白虾体内的组织分布及感染

规律

目前"已通过多种检测方法从对虾%蟹%龙虾%

小龙虾及其他水生昆虫中发现了 W**."但能检

测到 W**.并不意味着该病毒可以导致机体发

病
&6"18'

( 早在上世纪 92 年代 W**.在养殖对虾

大流行时
&1; 519'

"吴友吕等
&13'

在脊尾白虾体内观

察到与当时引起对虾暴发病类同的 -亚群杆状

病毒( 后来"雷质文等
&1/'

使用核酸探针技术从对

虾发病池中的脊尾白虾体内检测到了 W**."明

确了脊尾白虾亦是 W**.的天然宿主( 本研究

在已初步明确 W**.可以造成一定规模的脊尾

白虾季节性发病的基础上"进一步探索了 W**.

在发病脊尾白虾体内的分布及含量和病毒在脊尾

白虾体内的增殖规律( 从病毒的组织分布来看"

该病毒主要分布于头胸甲下结缔组织与鳃组织

中"与该病毒在凡纳滨对虾体内的分布基本一

致
&32'

( 从病毒含量来看"脊尾白虾头胸甲下结缔

组织%鳃%肝胰腺与肌肉 7 个组织的病毒含量比例

为 /716>1/11>111>1"而凡纳滨对虾血淋巴%鳃%

肝胰腺与肌肉 7 个组织的病毒含量比例为

1/17>01/>216>1

&32'

"由于头胸甲下结缔组织包括

了分散的造血组织"其内含有大量的血淋巴"比较

上述结果"不难发现甲壳动物中含有大量血淋巴

的组织"如头胸甲下结缔组织%血淋巴和鳃是病毒

含量较高的组织)相比较而言"肌肉组织和肝胰腺
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组织病毒的含量相对较低"这也是常取鳃组织用

于纯化病毒或检测样品是否感染 W**.的一个

原因( 另外"发病脊尾白虾头胸甲下结缔组织病

毒数量达到了 1 <12

12

2/D;>A5E 组织"接近凡纳滨

对虾肌肉组织病毒含量
&31'

( 从病毒的增殖规律

来看"注射剂量为 1 <12

6

2/D;>A的病毒"在注射后

有一个大约 7; I 的潜伏期"随后开始大量繁殖"

并伴有少量虾死亡"而凡纳滨对虾注射同样量的

病毒潜伏期相对较短"约为 /2 I"表明该病毒对凡

纳滨对虾更为敏感
&32"33'

"但亦可以造成脊尾白虾

一定程度的死亡"亦是脊尾白虾的重要病原(

总之"本研究提供了两对普通 6-$引物"利

用这两对引物完成了 W**.病毒的检测与定量"

该方法检测病毒特异性强%灵敏度高"定量准确且

使用节约%方便)随后"利用该检测与定量方法初

步探明了 W**.在脊尾白虾体内的感染规律"证

明 W**.也是养殖脊尾白虾的重要病原(

参考文献!

& 1 '4庄强"钱程"刘立"等1*X8$F?>>C 实时定量 6-$

检测外源基因拷贝数 &!'1浙江理工大学学报"

3212"38#1$!136 51391

& 3 '4朱捷"杨成君"王军1荧光定量 6-$技术及其在科

研中的应用&!'1生物技术通报"3229"3!8/ 5801

& / '4';Y-"4= ZK"':C !(",.&11& C/N>0D:3I/E>C7

J;CB;CE E-1O$I/9/0/E=>"N'E-1O$";C 3I>-I;C>A>

UI;3> AI?;9D" N,)),+*!,)&,23 '/"),)3"3 & !'1

4>N>0/D9>C3:0]-/9D:?:3;N>)99=C/0/E@"3213"/0

#3$!722 57281

& 7 '4张驰宇"张高红"杨敏"等1四步法消除 *X8$F?>>C

"

实时定量 $M76-$中引物二聚体的影响&!'1中

国生 物 化 学 与 分 子 生 物 学 报" 3227" 32 # / $!

/;8 5/931

& 6 '4';= +6" */B>?I:00" !;?:N:C;2ID:;A:0 61&C3;N;?:0

;99=C;3@ ;C 2?=A3:2>:CA& !'1(;AI ] *I>00Q;AI

)99=C/0/E@"3229"38#3$!89 5;;1

& 0 '4谢芝勋"谢丽基"庞耀珊"等1W**.和 )++%.二

重实时荧光 6-$检测方法的建立&!'1水生生物学

报"3229"//#1$!33 5381

& 8 '4陈信忠"任聪"龚艳清"等1实时荧光定量 6-$法检

测对虾白斑综合征病毒&!'1检验检疫学刊"3229"

19#3$!8 5111

& ; '4毕道荣"岳志芹"梁成珠"等1实时定量 6-$快速检

测对虾白斑综合症病毒 &!'1山东农业大学学报!

自然科学版"3229"72#1$!67 56;1

& 9 '4程晓艳"刘庆慧"黄絰1实时荧光定量 6-$检测对

虾白斑综合症病毒方法的建立 &!'1安徽农业科

学"3212"/;#30$!17306 5173081

&12'4董建波"程建新"何健1脊尾白虾和三疣梭子蟹健

康养殖技术探讨 &!'1海洋开发与管理"322;"36

#3$!06 5821

&11'4Y= W !" Y;> ! !" *I;+" ,.&11+>9:3/B;C;=9

;CQ>23;/CA ;C 2=03=?>B ?;BE>3:;0 UI;3> D?:UCA"

7B*!&1&,:*) '&+")"'&20&" ;C >:A3>?C -I;C:& !'1

&O=:2=03=?>"3212"/22#1 57$!36 5/11

&13'4吴友吕"陈全震1脊尾白虾杆状病毒病研究&!'1水

产科技情报"1996"33#1$!; 51/1

&1/'4雷质文"黄絰"梁艳"等1用核酸探针技术检测脊尾

白虾体内的白斑综合症病毒&!'1安徽农业大学学

报"322/"/2#1$!;3 5;61

&17'4王艳"徐小元"何为"等1*X8$F?>>C

"

实时定量

6-$检测乙型肝炎病毒 4%&的探索 &!'1中华实

验和临床病毒学杂志"3223"10#3$!102 51011

&16'4Y;>Y" Y= '" X:CE (16?/3>/9;2:C:0@A;A/Q3I>

9:[/?>CN>0/D>:CB C=20>/2:DA;B D?/3>;CA/QUI;3>

AD/3A@CB?/9>N;?=A&!'1!/=?C:0/Q.;?/0/E@"3220"

;2#31$!12016 51203/1

&10'4+:0Q/?B W 6"(:02/ . -"F>JI:?B38H",.&11MI>

;CI>?>C3 O=:C3;3:3;N> 2:D:2;3@ /Q 3I> ?>N>?A>

3?:CA2?;D3;/C D/0@9>?:A>2I:;C ?>:23;/C&!'1&C:0@A;A

8;/2I>9;A3?@"1999"300#3$!1;1 51911

&18'4,A2/J>B/7J/C;00:-H" &0B:@7A:CP ." W;00> H"

,.&11& ?>N;>U /C 3I> 9/?DI/0/E@" 9/0>2=0:?

2I:?:23>?;P:3;/C"9/?DI/E>C>A;A:CB D:3I/E>C>A;A/Q

UI;3>AD/3A@CB?/9> N;?=A& !'1!/=?C:0/Q(;AI

4;A>:A>A"322;"/1#1$!1 51;1

&1;'4蔡生力"黄絰"王崇明"等1199/ 51997 年对虾爆发

病的流行病学研究 &!'1水产学报"1996"19 #3$!

113 51181

&19'4(0>E>0MW1H:[/?N;?:0B;A>AA>A/Q3I>J0:2L 3;E>?

D?:UC # G,)&,23 :*)0*) $ ;C MI:;0:CB & !'1

H;2?/J;/0/E@ 8;/3>2IC/0/E@"1998"1/#7$!7// 5731

&32'44=?:CB *."';EI3C>?4 .1K=:C3;3:3;N>?>:03;9>

6-$Q/?3I>9>:A=?>9>C3/QUI;3>AD/3A@CB?/9>

N;?=A;C AI?;9D&!'1!/=?C:0/Q(;AI 4;A>:A>A"3223"

36#8$!/;1 5/;91

&31'4";B39:CC08"*3>C3;Q/?B F 41WI;3>AD/3A@CB?/9>

N;?=A#W**.$ 2/C2>C3?:3;/CA;C 2?=A3:2>:C 3;AA=>A7:

?>N;>U /QB:3:?>0>N:C33/ :AA>AA3I>?;AL :AA/2;:3>B

U;3I 2/99/B;3@ 3?:B>& !'1M?:CAJ/=CB:?@ :CB

,9>?E;CE 4;A>:A>A"3211"6;#0$!709 57;31

&33'4姚泊"何建国"莫福1白斑综合征杆状病毒对对虾

和罗氏沼虾致病性的研究 &!'1广州大学学报!自

然科学版"3223"1#1$!/6 5/;1

1061



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

444 水4产4学4报 /0 卷

B,/,106+,.3&.2&661*D&3*0.0E&.,D0.0+*D&1),&1<3*+,(?=E0)

QWW]2,3,D3*0.&.2RC&.3*E*D&3*0.*.)*28,3&*1

L4*3,6)&L.-#1?2!&3&0;28'&."8"'&5=&$

')Y;C72:CE

1

" Z+"#!=C7Q:CE

1

" (&%FW>C7I/CE

1

"

" 4"%F!;:C7J/

3

" Z+#'>;

1

" W&%FX=:C

1

#19<0*=+>$4+5$4*$&?+.58#(,+ !0+ +,- D"0+,("Q(.#04*L0.$64"0.?O@%$(5+5($,"/(,(.54*$&B)4("6%5640"

?+.58#(,+ !0+ Q(.#04(0.L0.0+4"# P,.5(5650"8#(,0.0B"+-0A*$&Q(.#04*!"(0,"0."!#+,)#+(4322292"8#(,+)

39I#0N0+-C6+4504.$&D"0+,("Q(.#04*$&W(+,).6 ;4$3(,"0"J+,5$,)4330220"8#(,+$

9'-3)&D3! WI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A#W**.$2:C ;CQ>239:C@ L;CBA/Q2?=A3:2>:CA:CB 3I=AI:A2:=A>B

I=E>>2/C/9;20/AA>A3/ 3I>2?=A3:2>:C Q:?9;CE1)C /?B>?3/ B>3>23W**.D?>2;A>0@ :CB A>CA;3;N>0@"O=:C3;Q@

W**.2/CN>C;>C30@":CB Q=?3I>?;CN>A3;E:3>3I>W**.9=03;D0;2:3;/C D:33>?CA;C 2?=A3:2>:CA":D?:23;2:0?>:07

3;9>6-$Q/?3I>O=:C3;Q;2:3;/C :CB B;:EC/A;A/QW**.;A?>O=;?>B 3/ J>B>N>0/D>B1+/U>N>?"2=??>C30@"3I>

I:?N>A3>B O=:C3;3:3;N>?>:073;9>6-$Q/?W**.U:A>;3I>?2/A30@ Q/?3I/A>UI;2I U>?>B>N>0/D>B J:A>B /C

3I>5&69:C D?/J>3>2IC/0/E@"/?;CA>CA;3;N>Q/?:0:3>A39>3I/B UI;2I U:AA>3=D U;3I 3I>*X8$E?>>C B@>1

)C 3I;AA3=B@":D?:23;2:0"A>CA;3;N>":CB AD>2;Q;2O=:C3;3:3;N>?>:073;9>6-$Q/?W**.J:A>B /C *X8$F?>>C

U:AB>N>0/D>B":CB 3I>3;AA=>B;A3?;J=3;/CA:CB 3I>D?/Q;0>A/QW**.D?/0;Q>?:3;/C ;C ?;BE>3:;0UI;3>D?:UCA

#7B*!&1&,:*) '&+")"'&20&$U>?>><:9;C>B U;3I 3I;A9>3I/B1MI>B>3:;0AU>?>:AQ/00/UA1(;?A3":D:;?/Q

D?;9>?A#(1"$1 $ U:AB>A;EC>B 3/ :9D0;Q@ 3I>3:?E>3Q?:E9>C3"UI;2I U/=0B J>=A>B 3/ 2/CA3?=23W**.

A3:CB:?B D0:A9;B":CB 3I>C :C/3I>?D:;?/QD?;9>?A#$(3"$$3$0/2:3>B ;CA;B>3I>:J/N>3:?E>3Q?:E9>C3U:A

A@C3I>A;P>B 3/ D?/B=2>:9D0;2/CA;C ?>:073;9>6-$ ?>:23;/C" 3I>?>J@ B>N>0/D;CE :C>U B;:EC/A3;2:CB

O=:C3;3:3;N>?>:073;9>6-$Q/?W**.U;3I *X8$F?>>C B@>1MI>?>A=03AB>9/CA3?:3>B 3I:33I;AO=:C3;3:3;N>

9>3I/B Q/?W**. U:AAD>2;Q;2" A>CA;3;N>" :CB D?>2;A>1*=JA>O=>C30@" U>Q=?3I>?;CN>A3;E:3>B W**.

B;A3?;J=3;/C :CB D?/0;Q>?:3;/C D:33>?C ;C ?;BE>3:;0UI;3>D?:UCA1MI>?>A=03A/QW**.B;A3?;J=3;/C AI/U>B 3I:3

W**.;CQ>23>B :00B>3>23>B 3;AA=>A":9/CE UI;2I"3I>2/CC>23;N>3;AA=>A=CB>?3I>2:?:D:2>D/AA>AA>B 3I>

I;EI>A3N;?=A0/:B#111 <12

8

2/D;>A5

$

E 3;AA=>$":CB 3I>A>2/CB I;EI>A33;AA=>U>?>E;00AU;3I 3I>N;?=A0/:B

/Q711 <12

0

2/D;>A5

$

E 3;AA=>) MI>B:3:/QW**.D?/0;Q>?:3;/C D:33>?C ;00=A3?:3>B 3I:33I>2/D;>A/QW**.

J>E:C 3/ ;C2?>:A>B?:9:3;2:00@ :37; I :Q3>?2I:00>CE>"J=3J>Q/?>3I:33I>?>U:AC/ /JN;/=A2I:CE>Q/?N;?=A

2/D;>A1W;3I 3I>;C2?>:A>/Q;CQ>23;/C 3;9>"3I>2/D;>A/QW**. ;C2?>:A>B 9/?>:CB ?>:2I>B 3I>I;EI>A3

C=9J>?A:3132I D/A3;CQ>23;/C1)C :BB;3;/C"U>Q/=CB 3I:3B=?;CE 3I;AD?/2>AA3I>9/?3:0;3@ /Q?;BE>3:;0UI;3>

D?:UCA2:=A>B J@ W**.U:A:DD?/<;9:3>0@ 32S1&003I>A>?>A=03AA=EE>A33I:3W**.;A:B>:B0@ D:3I/E>C

3/ ?;BE>3:;0UI;3>D?:UCA":CB 3I>C>UO=:C3;3:3;N>?>:073;9>6-$Q/?W**.;AD?:23;2:01

A,M L0)2-! 7B*!&1&,:*) '&+")"'&20&) UI;3>AD/3A@CB?/9>N;?=A#W**.$) :JA/0=3>O=:C3;Q;2:3;/C) N;?=A

B;A3?;J=3;/C :CB D?/0;Q>?:3;/C D:33>?C

?0)),-60.2*.8 &C340)! (&%FW>C7I/CE1,79:;0!UIQ:CE20:@:I//12/912C

3061


