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摘要：为了建立鳗鲡疱疹病毒 (Anguillid herpesvirus, AngHV)的 SYBR Green Ⅰ实时荧光
定量 PCR(qPCR)检测方法，利用 PCR扩增出 AngHV ORF49的序列，克隆至 pET-32a载
体，构建重组质粒 pET-32a-ORF49，作为 qPCR的标准品；根据 ORF49序列设计引物，
以梯度稀释的质粒标准品为模板，进行 SYBR Green Ⅰ qPCR扩增，制作标准曲线，建
立 AngHV的 qPCR检测方法，并评价其灵敏性、特异性、重复性和应用效果。结果显示，
qPCR的阈值循环数 (cycle threshold value, CT)与标准品的拷贝数线性关系良好，且线性范
围广，获得的标准曲线相关系数 (R2)达到 0.999，扩增效率为 100.855%；该方法特异性
好，可特异性检测 AngHV，而对鲤疱疹病毒Ⅲ型 (Cyprinid herpesvirus 3, CyHV-3)、蛙虹
彩病毒 (Rana grylio virus, RGV)和鳗鲡虹彩病毒 (Eel iridovirus, EIV)无扩增；该方法重复
性强，组内和组间变异系数分别小于 1%和 2%；该方法灵敏性高于普通 PCR法，最低
可检测到 10个病毒拷贝，而普通 PCR法为 1 000个病毒拷贝。qPCR检测发现，在感染
AngHV的欧洲鳗鲡主要组织内均可检测到 AngHV，并且鳃、鳍和皮肤黏液内的病毒量
显著高于其他组织；对保存的 25份疑似鳗鲡“脱黏败血综合征”病料进行检测，阳性检
出率为 96%，而普通 PCR法的阳性检出率仅为 76%。本研究建立的 AngHV SYBR Green
Ⅰ qPCR检测方法灵敏性高、特异性强、重复性好，可用于 AngHV的快速和定量检测，
对鳗鲡“脱黏败血综合征”的防控也具有重要意义。
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鳗鲡疱疹病毒 (Anguillid herpesvirus, AngHV)
是养殖鳗鲡的一种重要病毒性病原，由 Sano等[1]

首次从日本养殖的日本鳗鲡 (Anguilla japonica)体
内分离，此后，从世界多地的不同品种鳗鲡体

内均分离出 AngHV[2-6]，血清学和基因序列分析

表明，亚洲和欧洲分离的AngHV为同一病毒种[2, 7-8]。

本课题组前期采用 PCR法从福建省的养殖鳗鲡

体内检测出 AngHV，并利用鳗鲡卵巢细胞系 (Eel

ovary cell line, EO)从鳗鲡“脱黏败血综合征”病料

中分离出 AngHV，这是我国大陆首次分离出该

病毒 [9]。鳗鲡“脱黏败血综合征”是养殖鳗鲡幼鳗

阶段的主要疫病，病鳗常呈现“脱黏”、“红头”、

“败血”等症状，具有发病率高、传染性强、死亡

率高等特点；若成鳗发病，则发病急、病症重，
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多呈现“败血”症状，引起大量死亡，给养殖业者

造成巨大的经济损失。攻毒实验和流行病学分

析表明，AngHV是鳗鲡“脱黏败血综合征”的致

病病原。流行病学调查表明，AngHV的致病性

与环境、水温等密切相关，水温低时一般不发

病，而水温升高时，发病率随之升高。因此，

建立快速、灵敏的AngHV检测方法，对于AngHV
的早期诊断和防控具有重要意义。

AngHV属于疱疹病毒目 (Herpesvirales)鱼蛙

疱 疹 病 毒 科 (Alloherpesviridae)鲤 疱 疹 病 毒 属

(Cyprinivirus)，其基因组为线性双链 DNA，基因

组全长 248  kb，含 136个开放阅读框 (ORF)[10]，
由一段独特的长序列以及两侧 11 kb的末端重复

序列组成。基因序列分析表明 [11]，AngHV与鱼

蛙疱疹病毒科其他病毒基因序列的同源性均较

低，仅有 19%~58%。

目前，已建立了多种检测 AngHV的方法，

包括免疫过氧化物酶单层实验 (IPMA)[3]、原位杂

交[12]、PCR[13-15] 及免疫间接荧光抗体实验 (IFAT)[16]

等。随着分子生物学技术的发展，qPCR法因其快

速、灵敏、准确等特点被广泛用于病原检测[17-19]。

为建立AngHV的qPCR检测方法，我们针对AngHV
的多个基因序列设计了多对引物，通过优选，

筛选出一对扩增 ORF49部分序列的引物，该引

物扩增 AngHV基因组 DNA特异性强、扩增效率

高。AngHV的基因组序列分析表明 [10]，ORF49
全长 690 bp，预测编码一个多跨膜蛋白，与鲤疱

疹 病 毒Ⅲ型 (Cyprinid  herpesvirus  3,  CyHV-3)的
ORF83同源，但仅有 26%的一致性，而在鮰疱

疹病毒Ⅰ型 (Ictalurid herpesvirus 1, IcHV-1)、蛙疱

疹病毒Ⅰ型 (Ranid herpesvirus 1, RaHV-1)和蛙疱

疹病毒Ⅱ型 (RaHV-2)中无同源基因；病毒粒子

结构蛋白的分析表明[20]，ORF49为病毒囊膜蛋白，

其对应基因高度保守，基于该基因序列建立

AngHV的检测方法，有利于病毒的准确检出。

本实验以筛选的引物对为基础，建立了特异性

强 、 灵 敏 性 高 的 检 测 AngHV的 SYBR  Green  I
qPCR方法，为快速、准确地定量检测 AngHV提

供了新的技术手段，对鳗鲡“脱黏败血综合征”的
防控也具有重要意义。 

1    材料与方法
 

1.1    细胞系与病毒株

EO细胞系、鲤瘤上皮细胞系 (Epithelioma

papilloma cyprinid cell line, EPC)由本实验室保存。

鳗鲡疱疹病毒福建株 (AngHV-FJ)、蛙虹彩病毒

(Rana grylio virus, RGV)和鳗鲡虹彩病毒 (Eel irido-
virus, EIV)由本实验室分离并保存。CyHV-3和锦

鲤鳍条组织细胞系 (Koi-fin cell line)由中山大学

生命科学学院董传甫副教授惠赠。 

1.2    主要试剂及仪器

Premix  TaqTM  (Ex  TaqTM  Version  2.0  plus  dye)
试剂盒、TB Green® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH
Plus)试剂盒、DNA Marker、限制性核酸内切酶

BamH Ⅰ、Xho I购自宝日医生物技术 (北京)有限

公司；血液 /细胞 /组织基因组 DNA提取试剂盒

购自天根生化科技 (北京 )有限公司；胶回收试

剂盒、质粒抽提试剂盒购自生工生物工程 (上
海 )股份有限公司；引物均由生工生物工程 (上
海 )股份有限公司合成。主要仪器包括 PCR仪
(Applied Biosystems Veriti  PCR,  Thermo Fisher  Sci-
entific)、 qPCR仪 (QuantStudio  3,  Thermo  Fisher
Scientific)、超微量紫外可见分光光度计 (DA-11,
DeNovix)、凝胶成像分析系统 (WD-9413C，北京

六一生物科技有限公司)等。 

1.3    质粒标准品的制备

根据 GenBank中 AngHV参考株的基因组序

列 (NC_013668.3)，设计特异性扩增 ORF49序列

的引物对 49F  (5 ′-GGATCCATGATTTGTTGG-
GCGG-3 ′ )和 49R  (5 ′-GAATTCTCATACGCAG
CTCCCAAG-3′)。将 AngHV-FJ接种 EO细胞系，

待细胞产生典型病变后，收集细胞，用血液 /细
胞 /组织基因组 DNA提取试剂盒提取总 DNA，

用引物对 49F/49R对提取的 DNA进行 PCR扩增，

扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，切胶回

收并纯化目的片段，进行测序验证。将目的片

段克隆至 pET-32a载体，用质粒抽提试剂盒提取

质粒 DNA后进行酶切、测序鉴定，获得质粒

pET-32a-ORF49；用超微量紫外分光光度计测定

其浓度和纯度，用 DNA/RNA copy number calcu-
lator (http://www.endmemo.com/bio/dnacopynum.php)
计算单位体积  (μL) DNA样品中质粒的拷贝数，

−80 °C保存备用。 

1.4    qPCR 检测方法的建立
 

　　引物的设计　　根据获得的AngHV-FJ ORF49
的序列，用 DNASTAR lasergene  V7.1软件设计
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qPCR检测的引物对AngHV_qF (5′-CCGTGGTG-
GTGCCTCTTATCTACA-3 ′ )和 AngHV_qR  (5 ′-
TCCTCCGCGGCGTCCACAG-3′)。 

　　标准曲线的建立　　将质粒 pET-32a-ORF49
DNA按 10倍比稀释为 108~101 个 /μL 8个浓度梯

度，作为模板，用引物对 AngHV_qF/AngHV_qR，
使 用 TB  Green®  Premix  Ex  Taq™  II  (Tli  RNaseH
Plus)试剂盒进行 qPCR扩增，每个浓度设置 3个

重复，阴性对照用灭菌 ddH2O代替模板，制作

标准曲线。反应体系和反应条件参照试剂盒的

使用说明书进行，反应体系为 20 μL：2×Mix 10 μL，
上下游引物 (10 μmol/L)各 0.8 μL，Dye II 0.4 μL,
DNA 1 μL，ddH2O 7 μL。扩增条件：95 °C预变

性 30 s；95 °C 5 s，60 °C 34 s，40个循环。 

　　灵敏性检测　　以梯度稀释的 pET-32a-
ORF49为模板，利用设计的引物对 AngHV_qF/
AngHV_qR分别进行 qPCR和普通 PCR扩增，分

析 2种方法所能检测的最低 AngHV拷贝数。 

　　特异性检测　　将 AngHV-FJ、CyHV-3、
RGV和 EIV分别接种细胞，待多数细胞发生典

型细胞病变后收集细胞，用血液/细胞/组织基因

组 DNA提取试剂盒提取 DNA，作为模板，用建

立的 qPCR方法进行扩增，评价检测方法的特异性。 

　　重复性检测　　取 104、105、106 个/μL 3个

浓度的 pET-32a-ORF49作为模板进行 qPCR扩增，

每个浓度设 3个重复，根据阈值循环数 (cycle
threshold value, CT 值 )的变异系数分析该方法的

组内重复性；实验重复 3次，分析组间重复性。 

1.5    qPCR 检测方法的应用
 

　　感染AngHV的鳗鲡主要组织器官内AngHV
的 检 测 　 　 选 取 健 康 黑 仔 期 欧 洲 鳗 鲡  (A.
anguilla) 20尾，腹腔注射 AngHV-FJ，在攻毒后

第 7天 (发病高峰期)选取具明显脱黏、败血症状

的欧洲鳗鲡，采集主要组织 (鳍、鳃、皮肤黏液、

皮肤、肌肉、心脏、肝脏、脾脏、肾脏、脑和

肠道)，用血液 /细胞 /组织基因组 DNA提取试剂

盒提取总 DNA，作为模板，用建立的 qPCR方法

检测各组织的病毒载量，分析病毒的分布情况。

采用 SPSS 16.0 for Windows对所得数据进行单因

子方差分析，Duncan法进行多重比较，当 P<
0.05时差异显著，数据用“平均值±标准差”表示。 

　　临床样品检测　　用建立的 qPCR检测方法

对课题组 2008—2019年采集并保存的 25份疑似

患“脱黏败血综合征”的鳗鲡组织样品进行检测；

同 时 用 引 物 对 AngHV_qF/AngHV_qR和 Premix
TaqTM 试剂盒对样品进行普通 PCR扩增，比较 2
种检测方法的 AngHV检出率。 

2    结果
 

2.1    AngHV ORF49 的 PCR 扩增和克隆

提取感染 AngHV-FJ的 EO细胞 DNA，用引

物对 49F/49R进行 PCR扩增，得到约 690 bp的片

段 (图 1-a)。测序分析显示，扩增获得的AngHV-FJ
ORF49的序列与GenBank中AngHV参考株 ORF49
的序列完全一致。进一步将该片段克隆至 pET-
32a载体，经双酶切及测序鉴定，获得重组质粒

pET-32a-ORF49(图 1-b)。 

2.2    AngHV SYBR Green I qPCR 标准曲线的建立

以 108~101 个/μL10倍比稀释的质粒 pET-32a-
ORF49 DNA为模板，进行 qPCR扩增，用质粒

拷贝数与 CT 值绘制标准曲线 (图 2)，质粒拷贝数

与 CT 值的线性关系为 y = −3.285 9 x + 37.427，相

关系数 R2 为 0.999，扩增效率为 100.855%，表明该
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图 1    AngHV ORF49 的 PCR 扩增和克隆

(a) AngHV ORF49的PCR扩增，M. DL1000 DNA marker，1. AngHV-
FJ，2. 阴性对照；(b) pET-32a-ORF49的双酶切鉴定，M. DL5000
DNA marker，1. BamH I和 Xho I双酶切

Fig. 1    PCR amplification and cloning of
AngHV ORF49

(a)  PCR amplification of AngHV ORF49, M. DL1000 DNA marker,  1.
AngHV-FJ,  2.  negative  control;  (b)  restriction  enzyme  digestion  of  the
pET-32a-ORF49, M. DL5000 DNA marker, 1. double enzyme digestion
by BamH Ⅰ/Xho I
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qPCR的 CT 值与 108~101 拷贝的 ORF49有较好的

线性关系。熔解曲线图显示，108~101 拷贝质粒

的熔解曲线均只有一个熔解峰，Tm值为 88.34~

88.95 °C，表明反应产物均为 ORF49的特异性扩

增，无非特异性扩增或引物二聚体产生 (图 3)。
 

2.3     AngHV SYBR Green I  qPCR 的灵敏性、

特异性和重复性检测

用 108~100 个/μL拷贝的 10倍比稀释的 pET-

32a-ORF49 DNA为模板，分别进行 SYBR Green I

qPCR和普通 PCR扩增。结果显示，普通 PCR的最

低检出拷贝数为 1 000个 (图 4-a)，而 SYBR Green
I qPCR的最低检出拷贝数可达 10个 (图 4-b)；SYBR
Green I qPCR法比普通 PCR法的灵敏性高 100倍。

以 AngHV-FJ、CyHV-3、 EIV和 RGV的基

因组 DNA和 pET-32a-ORF49 为模板，进行 SYBR
Green  I  qPCR扩增的特异性检测。结果显示，

AngHV-FJ和 pET-32a-ORF49均有扩增曲线产生，

而 CyHV-3、EIV、RGV和阴性对照均无扩增信

号 (图 5)，表明该方法的特异性好。
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图 2    AngHV SYBR Green I qPCR 检测的标准曲线

Fig. 2    Standard curve plot of the AngHV SYBR
Green I qPCR assay
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图 3    AngHV SYBR Green I qPCR 检测的熔解曲线

Fig. 3    Metting curve of the AngHV SYBR
Green I qPCR assay
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图 4    普通 PCR 和 SYBR Green I qPCR 检测灵敏性

(a)AngHV普通 PCR的检测灵敏性，M. DL500 DNA marker，1~9依次为 108~100 个拷贝的重组质粒，10. 阴性对照； (b)AngHV SYBR
Green Ⅰ qPCR的检测灵敏性，1~9依次为 108~100 个拷贝的重组质粒，10. 阴性对照

Fig. 4    Sensitivity of conventional PCR assay and SYBR Green I qPCR assay in detection of AngHV
(a) detection sensitivity of the AngHV PCR assay, M. DL500 DNA marker, lanes 1-9 represent recombinant plasmid ranging from 108-100 copies, lane
10. negative control; (b) plot 1-9 represent recombinant plasmid ranging from 108-100 copies, 10. negative control
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取 104、105 和 106 个/μL拷贝的质粒 pET-32a-
ORF49进行 SYBR Green I qPCR的重复性检测。

结果显示，组内变异系数均小于 1%，分别为

0.19%、0.05%和 0.42% (表 1)；组间变异系数均

小于 2%，分别为 1.13%、1.07%和 1.13% (表 1)，
表明该方法重复性好，可保证检测结果的稳定

性和可靠性。 

2.4    AngHV SYBR Green I qPCR 方法的应用

用建立的 AngHV SYBR Green I qPCR方法检

测 AngHV感染鳗鲡主要组织内的 AngHV，结果

显示，在鳗鲡的鳃、鳍、皮肤黏液、皮肤、肌

肉、心脏、肝脏、脾脏、肾脏、脑和肠道内均

可检测到较高含量的 AngHV，并且在鳃、鳍和

皮肤黏液内的 AngHV含量显著高于其他组织

（P<0.05）(图 6)。
分别用建立的 SYBR Green I qPCR法和普通

PCR法对实验室 2008—2019年收集的 25份疑似

鳗鲡“脱黏败血综合征”病料进行检测。结果显示，

普通 PCR法共检出 19份阳性样品，阳性检出率

为 76%；而 qPCR法检出 24份阳性样品，阳性

检出率为 96%，高于普通 PCR法。 

3    讨论

AngHV病是养殖鳗鲡的重要流行性疾病，

一旦发病，起病急、病程短、死亡率高，由于

缺少有效的防控措施，常造成较大的经济损失，

严重威胁着鳗鲡养殖业的发展。目前已建立的

检测 AngHV的方法中，原位杂交法操作复杂，

且需要使用同位素标记，对操作人员的健康可

能存在安全隐患； IPMA和 IFAT均需要 AngHV
抗体，而该抗体不易获得；常用的 PCR法无法

对病毒进行准确定量，且扩增后需琼脂糖电泳

才可判定扩增结果，操作步骤多、需时久。

qPCR技术不仅具有灵敏性高、特异性好、快速、

准确等特点，且操作简单、易于实现，因此被

广泛用于水产病原检测 [18, 21-23]。AngHV的重要特

征是潜伏感染 [6-7]，建立 AngHV的 qPCR检测方

法，可对样品中的 AngHV进行快速、准确定量，

在发病初期 AngHV含量较低时即可实现准确诊

断，有利于在疾病暴发前期采取有效防控措施，

降低经济损失。

根据荧光信号标记方法的不同，qPCR分为

染料法和探针法。van Beurden等[24] 建立了 AngHV
的探针法检测方法，该方法可有效检测组织悬

液和细胞中的 AngHV，多用于临床诊断。与探

针法相比，荧光染料法成本较低、简单易行、

更易推广应用。本研究建立的 AngHV  SYBR
Green I qPCR检测方法，标准曲线的相关系数达

0.999，扩增效率为 100.855%，线性范围广，标

准品性质稳定、重复性好、灵敏性高，是普通

表 1    AngHV SYBR Green I qPCR 检测的重复性

Tab. 1    Detection repeatability of the AngHV SYBR Green I qPCR assay

质粒拷贝数/个
plasmid copy number

组内变异系数　C.V. in the group 组间变异系数　C.V. among the groups

组内CT值

CT values in the group
变异系数/%

C.V.
组间CT值

CT values among the groups
变异系数/%

C.V.

106 16.70±0.07 0.42 16.74±0.19 1.13

105 19.74±0.01 0.05 19.88±0.21 1.07

104 23.05±0.04 0.19 23.33±0.26 1.13
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图 5    AngHV SYBR Green I qPCR 检测的特异性

1.  AngHV-FJ， 2.  pET-32a-ORF49， 3.  CyHV-3， 4.  EIV， 5.  RGV，
6. 阴性对照

Fig. 5    Detection specificity of the AngHV SYBR
Green I qPCR assay

1. AngHV-FJ, 2. pET-32a-ORF49, 3. CyHV-3, 4. EIV, 5. RGV, 6. neg-
ative control
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PCR法的 100倍；特异性强，与其他几种近缘

DNA病毒无交叉扩增；临床应用结果表明，该

方法对疑似 AngHV样品的阳性检出率远高于普

通 PCR法，为快速、准确地定量检测样品中的

AngHV提供了新的检测方法，可应用于 AngHV
病的诊断和流行病学研究。

疱疹病毒宿主广泛，人类、哺乳动物、鸟

类和鱼类等均可感染，属于机会病原，可在宿

主体内长期存在而不发病，当宿主免疫系统受

抑制或感染剂量较大时才致病[25]。目前，已发现

许多鱼类疱疹病毒可引起宿主发病并大量死亡，

但发病的部位和特征表现多样化，如鲤疱疹病

毒Ⅰ型 (CyHV-1)可引起鲤 (Cyprinus carpio) 眼球出

血并导致大量死亡 [26-27]；鲤疱疹病毒Ⅱ型 (CyHV-
2)主要引起金鱼  (Carassius auratus) 造血组织坏

死，导致贫血，进而死亡 [28-30]；CyHV-3可使感

染鲤鳃部发炎、增生、坏死，并可导致造血组

织坏死，致死率高 [31-32]；AngHV可使感染鳗鲡体

表黏液分泌增多，鳃增生，皮肤坏死，肾脏肿

大，皮肤、鳃、肌肉和肝脏等出血，造成大量

死亡 [33]。不同品种鳗鲡感染 AngHV后病变部位

和病症有所不同，此前采集病料分离或检测

AngHV，多根据临床症状或经验采集肝脏、脾

脏、肾脏或鳃等部位 [4-6, 9, 16]。本研究用建立的

SYBR Green I qPCR方法检测 AngHV感染鳗鲡不

同组织内的 AngHV，表明各组织内均可检测到

大量 AngHV，其中鳃、鳍和皮肤黏液内的病毒

含量远高于其他组织，有助于鳗鲡体内 AngHV
病毒载量较低时阳性样品的检出，提高检测的

准确率，对于 AngHV病的早期诊断和防控研究

等具有重要意义。
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Fig. 6    Distribution of AngHV in the main tissues of eels
infected with AngHV
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9. kidney,  10.  brain,  11.  intestine;  different  letters  mean significant  dif-
ference(P＜0.05)
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Establishment and application of SYBR Green I real-time fluorescence
quantitative PCR for detection of Anguillid herpesvirus

LI Yingying ,     YANG Jinxian ,     CHEN Xi ,     CHEN Qiang ,     SONG Tieying *,     GE Junqing *

(Institute of Biotechnology, Fujian Academy of Agricultural Sciences, Fuzhou    350003, China)

Abstract: China  owns  the  largest  eel  culture  industry  in  the  world.  Since  1990s,  "mucus  sloughing  and  hemor-
rhagic  septicemia  disease"  has  become  one  of  the  main  epidemic  diseases  of  cultured  juvenile  eel,  with  typical
symptoms of "mucus sloughing", "red head" and "hemorrhagic septicemia", and high morbidity and mortality. The
disease could also be found in adult eels with typical symptoms of "hemorrhagic septicemia", resulting in a huge
number of deaths, and enormous economic losses to the industry. Cultivation experience showed that the disease
might be caused by viral pathogen. We had Anguillid herpesvirus 1 (AngHV) isolated from the clinical samples of
the disease. Further pathogenicity and epidemiological analysis showed that AngHV was the pathogenic agent of
eel "mucus sloughing and hemorrhagic septicemia disease". A rapid and sensitive detection method for AngHV is
of  great  significance  for  the  early  diagnosis,  prevention  and  control  of  AngHV  disease.  Real-time  fluorescence
quantitative PCR (qPCR) method has been widely used in pathogen detection. To establish SYBR Green Ⅰ qPCR
method for detection of AngHV, the sequence of AngHV ORF49 was amplified by PCR and cloned into pET-32a
vector to construct the standard plasmid pET-32a-ORF49. Primers were designed according to ORF49 sequence,
and a SYBR Green Ⅰ qPCR method was developed for AngHV detection using serially diluted standard plasmid
as  templates,  then the  sensitivity,  repeatability,  specificity  and application  effects  of  the  method were  evaluated.
The results showed that the cycle threshold value(CT)  of the qPCR assay had a good linear relationship with the
copy number of the standard plasmid, the correlation coefficient (R2) of the obtained standard curve was 0.999, and
the  amplification  efficiency was  100.855%.  The melting  curve  analysis  showed that  there  was  only  one  melting
peak with Tm values of 88.34-88.95 °C. Amplication specificity analysis indicated that the method could specific-
ally detect AngHV, and had no amplification of Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3), Rana grylio virus (RGV) and
Eel iridovirus (EIV).  The coefficient  of  variation within and between groups was less than 1% and 2%, respect-
ively, which indicated that the method was repeatable. The qPCR method could detect a minimum of 10 viral cop-
ies with higher sensitivity than conventional PCR method which has detection limit of 1 000 copies. Application
analysis  indicated  that  AngHV could  be  detected  in  the  main  tissues  of  AngHV infected Anguilla  anguilla with
5.70×107 copies in gill, 1.91×106 copies in mucus, 1.31×106 copies in fin, 3.31×104 copies in heart, 1.75×104 cop-
ies in intestine, 1.25×104 copies in kidney, 6.51×103 copies in skin, 6.26×103 copies in muscle, 6.13×103 copies in
brain, 2.48×103 copies in liver and 1.81×103 copies in spleen. The amounts of virions in gills, fins and skin mucus
were significantly higher than those in other tissues. The positive detection rate of the qPCR method for the 25 sus-
pected Anguilla spp. "mucus sloughing and hemorrhagic septicemia disease" samples was 96%, while that of the
conventional  PCR method  was  only  76%.  In  conclusion,  the  established  SYBR Green  I  qPCR method  has  high
sensitivity,  strong  specificity  and  good  repeatability,  and  can  be  used  for  rapid  and  quantitative  detection  of
AngHV,  which  would  be  helpful  for  the  prevention  and  control  of Anguilla  spp."mucus sloughing  and   hemor-
rhagic septicemia disease".
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