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摘要! 根据多重 *SCA3*的技术原理!利用对虾传染性表皮与造血组织坏死症病毒#白斑综

合征病毒#黄头病毒和桃拉综合征病毒的基因序列分别设计了 ? 对特异引物!建立多重 *SC

A3*体系用于虾 ? 种病毒的检测" 多重 *SCA3*体系能特异地扩增出 /11+4#l004 #

k14和 S04的目的片段(S04特异性扩增片段 "$O PQ!l004特异性扩增片段 ?!" PQ!

/11+4特异性扩增片段 !$% PQ 和k14" 特异性扩增片段 <%? PQ" 结果表明!多重A3*虾

病毒检测系统具有较高的特异性和敏感性!并对其它对虾病原呈阴性" /11+4#S04#

l004和 k14模板在多重 A3*虾病毒检测体系中的检测下限分别为 $7%!%!$7$# 和 $7#

QF" 病毒感染病料检测试验中!该检测体系的检测结果与单纯 A3*的检测结果呈现出较好

的吻合度"

关键词! 传染性表皮与造血组织坏死症病毒' 桃拉综合征病毒' 白斑综合征病毒' 黄头病毒'

多重 *SCA3*
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&&近年来!随着水产养殖规模不断扩大和集约

化程度的不断提高!各种病害频发!给水产养殖生

产造成了重大经济损失!这还不包括因为病害威

胁导致的生产收缩和产品质量安全下降所带来的

损失) 此外在国际贸易中!水产疫病检测和因疫

病防治带来的药物残留问题!已多次成为欧洲&日

本&美国等发达国家对我国水产品出口制造障碍

的技术壁垒!我国也在利用水生动物疫病快速检

测等技术手段保护国家水产养殖安全) #$$B 版

(/2的1水生动物健康法典2中列出了 #< 种必须

申报的水生动物疫病!1水生动物疫病诊断手册2

中则包括了 !< 种鱼类&甲壳类和贝类疫病) 其中

对虾白斑综合征为农业部发布的动物疫病名录一

类病) 目前!分子生物学的核酸探针&斑点杂交和

A3*技术已普遍在海水养殖动物疾病检测中开

发!使人们能在极广范围内对病原核酸进行精确

定量!对水产动物病原的感染机理及病毒生态学

研究都有极大的推动作用) 国际趋势和国内产业

发展都对水产病害诊断技术提出了高通量的迫切

要求) 近年来!海水养殖动物的诊断技术已向着

同时检测多种病原方向发展!例如同时检测白斑

综合征病毒"gHEbMUQ5bUfIN:5DMeE:KU!l004#!

和对虾传染性表皮与造血组织坏死症病毒

"EIXMLbE5KUHfQ5NM:D969IN H9MD9b5Q5EMbELIML:5UEU

eE:KU!/11+4#的 A3*技术'%(

!同时检测桃拉综

合征病毒"S9K:9UfIN:5DMeE:KU!S04#&l004和

/11+4的"*S#A3*技术'#(

!这些技术的发展使

人们看到了提高检测通量所带来的方便!也为进

一步进行液相基因芯片技术的研究提供了可靠的

基础数据支持)

养殖过程中对虾很容易感染多种病原和病

毒!包括危害比较大的 /11+4&l004&S04和黄

头病毒"fM665gHM9N P9LK65eE:KU!k14#) 随着对

虾种苗和水产品国家贸易活动的不断增多!上述

? 种病毒在全世界范围内的传播风险也不断增

大!病毒既可以通过垂直传播传给下一代!也可以
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通过水平传播传给其他种群!而且这些病毒的混

合感染情况也越来越多!/11+4和 l004

'!(

!

S04和l004

'?(以及S04和k14

'"(混合感染的

病例都曾有报道)

k14和S04都是单链 *+,病毒'< ;O(

!k14

最早是在泰国发现的!在感染黄头病毒的对虾身

上常会发现头胸部黄化的病征及全身肌肉白化的

现象!在感病初期 # W? N之内虾只会出现不正常

的大量进食的现象!而后几乎完全停止进食!接下

来便会发现有大量垂死的虾只会聚集在养殖池的

池水表面或池塘周围) 黄头病毒对草虾的致死率

是最高的!黄头病毒严重发病时可使全池的草虾

在 ! N之内达到 %$$]致死率) 另外!在澳洲曾经

发现一种病毒...鳃病毒"Y,4#!此种病毒跟在

泰国发现的黄头病毒核酸序列与病毒结构皆极为

相似!而且只会感染澳洲地区的草虾!虽亦会造成

草虾的高致死率"约 O$]#!但却与黄头病毒的病

征不甚相同) S04是对虾桃拉病"红体病#的病

原! 也 是 主 要 危 害 凡 纳 滨 对 虾 " "('1(/#

<1''10(.#的一种严重传染性病毒) S04除了主

要感染凡纳滨对虾外!还可危害红额角对虾和斑

节对虾等对虾品种'O(

) S04属于单链 *+,病

毒!呈现 #$ 面体结构! 直径大约 !$ ID!无包涵

体!无囊膜!被 S04感染过的凡纳滨对虾死亡率

达 <$] WB$]

'B(

!而幸存下来的对虾将会作为

S04的隐形感染者继续传播!从而导致更大的

损失)

l004分子量较大&结构特异!是已知对虾病

毒乃至动物病毒中最大的病毒!属于双链 =+,

病毒'%$(

! 完整的病毒形态呈线团状!有囊膜但无

包涵体!一末端有尾状结构) 其宿主范围较广!除

了感染对虾外!还可感染蟹类和一些桡足类生物

等'%%(

!危害严重) 以病死虾体外壳内侧呈现白色

斑点而得名)

/11+4是传染性造血器官坏死病的病原!属

单链 =+,病毒!是目前已知的对虾病毒中体型

最小的一种'%(

) /11+4 感染蓝虾 " "('1(/#

#2&5.3+#23.##后会引起接近 B$]的致死率!其中又

以蓝虾的幼虾时期最容易受到感染) /11+4亦

会感染白虾!虽然不易引起白虾死亡!但会导致虾

只产生慢性的畸形症":KIbCNMX5:DEbf UfIN:5DM!

*=0#!除了成长参差缓慢!体型变小!也有可能在

触角&头胸甲等外骨骼处发生变形的现象!进而影

响虾只的经济效益) 白虾的种虾感染 /11+4之

后!则会通过垂直感染的途径传给子代!感染

/11+4的卵则不易敷育成功) /11+4虽然也会

感染草虾!但不会出现明显的病征!只会让染病虾

只终身携带病原!带病的虾苗混入养殖池中引起

疾病的爆发'%#(

)

本研究建立多重 A3*应用于诊断对虾病害

中常见的 ? 种病毒病!目的在于为实验室的日常

检测工作建立一种高通量!低成本和高效率的方

法来应对大量的检测样品) 采用多对引物扩增多

个模板的多重 A3*!有效地克服了常规单重 A3*

的不足!能特异扩增出试验样本和野生样本中

/11+4!l004!k14和 S04目的片段!而对其

它对虾病原呈阴性!具有较高的特异性和敏感性!

为同步进行的上述 ? 种病毒的液相芯片检测研究

提供可靠的数据基础)

%&材料与方法

!"!#实验动物和试剂

本实验所用样品采集于海南省&广东省湛江

地区部分养殖场的发病凡纳滨对虾病料) 实验所

用=1> =+,聚合酶&N+SA购买于S9m9*9公司%

S*/G56试剂盒购于美国 /IeEb:5FMI 公司%*SCA3*

反转录试剂盒! =+,提取试剂盒购于美国

A:5DMF9公司%扩增引物由上海生物工程有限公

司合成%质粒 =+,抽提试剂盒购于 S/,+Y2+

公司)

!"$#质粒和阳性病料

l004&/11+4&S04和 k14感染病料由本

室 保 存! QY28SCl004& QY28SC/11+4&

QY28SCS04&QY28SCk14阳性重组质粒由本室

构建!用于建立多重A3*检测方法模板的核酸来

源&提取方法&用于灵敏性和特异性实验的核酸种

类以及确证方法如表 % 所示)

!"+#实验方法

S04*+,提取及 L=+,的合成&&对虾总

*+,的提取$取病虾的部分肝胰腺&胃& 肠& 肌肉

和鳃!用剪刀剪碎!取约 %$$ DF 组织样品放入经

高温烘烤过的研钵中) 同时不断加入液氮进行研

磨!充分研磨匀浆后加入 % D-S*/G56!%" W!$ ^

下放置 " DEI!使核酸蛋白复合物完全分离!将匀

浆样品置入 %7" D-的离心管!? ^ %# $$$ :@DEI

离心 %$ DEI!取上清!加 $7# D-氯仿!剧烈振荡

'"#
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%" U!室温放置 ! DEI!? ^ %# $$$ :@DEI 离心 %"

DEI) 位于上层的水相!加入 $7" D-异丙醇!混

匀!室温放置 %$ DEI) ? ^ %# $$$ :@DEI 离心 %$

DEI!去除上清!保留沉淀) 加 % D->"]乙醇洗

涤!? ^ > "$$ :@DEI 离心 " DEI!去除上清!室温

凉干!加 !$

!

-经=2A3处理过的水溶解沉淀!即

为所提取的对虾总*+,样品)

表 !#多重*,A()*的模板核酸来源"提取方法"用于灵敏性和特异性实验的核酸种类以及确证方法

,-."!#,>290453290=<431273-3769$2T:5-3:70<D2:>069$-<6<431273-3769

4926=05:29:7<@ 92<97:787:; -<69C237=737:; 0=D*,A()*

病毒

eE:KU

病料来源

U5K:LMU

病毒核酸提取方法

M_b:9LbE5I DMbH5NU

用于特异性和灵敏性检测的核酸

IKL6MEL9LENUKUMN X5:bMUbEIF

UMIUEbEeEbf 9IN UQMLEXELEbf

确证方法

L5IXE:D9bE5I DMbH5NU

/11+4 感染组织bEUUKM =+,提取试剂盒 质粒=+,Q69UDEN =+, A3*!测序A3*!UMcKMILEIF

l004 感染组织bEUUKM =+,提取试剂盒 质粒=+,Q69UDEN =+, A3*!测序A3*!UMcKMILEIF

S04 感染组织bEUUKM S*/G56*+,提取 L=+, A3*!测序A3*!UMcKMILEIF

k14 重组质粒 Q69UDEN 质粒=+,抽提试剂盒 质粒 =+,Q69UDEN =+, A3*!测序A3*!UMcKMILEIF

&&/11+4#l004=+,提取&&取病虾的部

分肝胰腺&胃&肠和肌肉!用剪刀剪碎! 混匀后取

约 %$$ DF 样品) 按照试剂盒说明书的操作方法

提取核酸=+,作为A3*反应模板)

质粒=+,提取&&按照质粒 =+,抽提试

剂盒说明书进行质粒=+,抽提)

L=+,合成&&在 A3*反应管中! 加入新提

取感染S04*+,样品 !

!

-&+KL6M9UMCX:MMl9bM:

%

!

-&随机引物 %

!

-) 置入 >$ ^的水浴中加热

保温 " DEI!然后立即置于冰水浴中冷却 " DEI!并

用微量离心机短暂离心!置于冰水中) 继续加入

+KL6M9UMCX:MMl9bM:O7"

!

-&" a*SZKXXM:?

!

-&

N+SA8E_bK:M%

!

-&*+9UEI *EP5IKL6M9UM/IHEPEb5:

$7"

!

-&8C8-4*S9UM1%

!

-!将反应管转入

#" ^保温 " DEI!使得模板和引物退火) ?# ^保

温 % H!引导 L=+,链的合成!>$ ^保温 %" DEI!

灭活反转录酶!终止反应!反应液即可作为 A3*

反应中的L=+,模板)

常规 A3*扩增&&#"

!

-的A3*反应体系!

%$ a=1> =+,聚合酶缓冲液 %

!

-& N+SA$7#

DD56@- =1> =+, 聚合酶 $7#

!

-& 分别以

/11+4&l004=+,&S04L=+,和k14的质粒

=+,#

!

-作为模板!上下游引物分别为 $7"

!

D56@-!引物和扩增片段情况如表 # 所示!其中

设副溶血弧菌的核酸作为阴性对照) 按照下列程

序分别进行扩增$B? ^ ?" U!% 个循环%B? ^ !$

U&"" ^ ?" U&># ^ % DEI!!" 个循环%># ^ " DEI)

表 $#用于检测 H 种病毒多重()*反应所扩增的基因序列和产物长度以及对应引物

,-."$#&43120:76292I42<320=C57D25C-759=057<678764-187549

引物名称

Q:EDM:UI9DM

引物 " C̀! 序̀列

" C̀! ÙMcKMILMU

退火温度"^#

=

D

序列长度"PQ#

6MIFbH

YMIZ9I[序列号

YMIZ9I[ 9LLMUUE5I IKDPM:

/11+40 ,SSS3S33,,Y33SS3S3,33 <# !$% +3q$$#%B$

/11+4, SY,SYS,,YS,,SS33S3S3SYS <#

l0040 3YYS3YSYS3YY33,S33S <? ?!" ,'""%??>

l004, YY,Y3S,33Y,3,,,YY333S <?

S040 SYSSY333,33Y,Y33SS3S, <! "$O +3q$$!$$"

S04, 3SSY,,Y,3YS3SY3,S,S33SY <!

k140 S333YY3,,SSYSY,S333,S <? <%? ,.%?OO?<

k14, ,YSS,,Y,SYYS3,3,YS3,3Y <?

&&多重A3*扩增&&#"

!

-的A3*反应体系!

包括 %$ a=1> =+,聚合酶缓冲液& N+SA&=1>

=+,聚合酶!常规A3*下/11+4&l004阳性扩

增产物=+,样品&常规A3*下S04阳性扩增产

物L=+,样品&常规 A3*下 k14阳性扩增产物

的质粒 =+,&/11+4&k14&l004和 S04多重

(##
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A3*特异性扩增上下游引物&双蒸水) 设立副溶

血弧菌基因组 =+,作为空白对照!根据 A3*反

应模式优化A3*扩增反应参数!包括变性温度和

时间&退火延伸温度和时间等)

琼脂糖凝胶电泳&&S,2电泳缓冲液配置

%]的琼脂糖凝胶!在 S,2电泳槽中进行水平电

泳!B$ 4@O" D,电泳 !$ DEI!通过紫外光检测仪

观察电泳结果!并用凝胶成像系统拍照)

多重 A3*敏感性实验&&QY28SCl004&

QY28SC/11+4& QY28SCS04& QY28SCk14阳

性重组质粒=+,混合并 %$ 倍系统稀释!分别取

适量模板进行扩增 "图 %C,! Z#!用于确定

/11+4&l004&k14&S04? 种病毒基因片段质

粒=+,的检测下限!检测多重A3*的敏感性)

图 !#多重()*的灵敏性检测

,7/11+4质粒=+,"69IM% W"$% IF W$7$% QF#!S04质粒

=+,"69IM< W%$$% IF W$7% QF#9IN 69IM8$%$$ PQ 69NNM:% Z7

l004质粒=+,"69IM% W"$#$ QF W$7$$# QF#!k14质粒

=+,"69IM< W%$$# IF W$7$# QF#9IN 69IM8$%$$ PQ 69NNM:7

?7@"!#R2<97:787:; 0=D41:7C12T *,A()*=05

62:23:70<0=b__&G$,RG$ORRG-<6e_G

SMICX56N UM:E96NE6KbE5I 5XQK:EXEMN$,7/11+4 Q69UDEN =+,

"69IM% ;"$% IF ;$7$% QF#!S04Q69UDEN =+,"69IM< ;%$$%

IF ;$7% QF#9IN 69IM8$%$$ PQ 69NNM% Z7l004Q69UDEN =+,

"69IM% ;"$#$ QF ;$7$$# QF#!k14Q69UDEN =+,"69IM< ;

%$$# IF ;$7$# QF#9IN 69IM8$%$$ PQ 69NNM:7

&&临床检测实验&&应用建立的多重 A3*对

?B 份来自广东湛江!海南地区若干凡纳滨对虾养

殖场的对虾病料进行检测!用常规A3*检测进一

步验证对比)

#&结果

$"!#多重 ()*的建立通过不同反应条件下

()*扩增结果的比较

多重 A3*反应体系的反应程序优化如下$

N+SA$7# DD56@-!=1> =+,聚合酶 $7#

!

-!

/11+4&l004 =+,样品&S04反转录产物

L=+,样品&k14质粒 =+,作为模板 #

!

-!

/11+4&k14&l004和 S04上下游引物分别

为 $7O

!

D56@-!然后用双蒸水补足体积到

#"

!

-!扩增程序为 B? ^ " DEI!B? ^ !$ U!

"" ^ !$ U!># ^ % DEI!!" 个循环%># ^ " DEI)

$"$#常规()*检测结果利用常规()*扩增

分别对疑似感染 /11+4&l004和 S04的

对虾样品和 k14阳性进行常规核酸提取!扩增

检测!分别扩增出 !$%&?!"&"$O 和 <%? PQ!测序结

果和目的片段一致)

$"+#多重()*特异性实验结果

利用优化后的多重 A3*体系!对 /11+4&

l004&S04和 k14的阳性质粒 =+,!分别进

行单一病毒阳性模板!以及 #!! 和 ? 种病毒阳性

质粒模板随机混合物的扩增实验!副溶血弧菌

基因组 =+,作为阴性对照!检测结果如图 # W

图 ")

$"H#多重 ()*敏感性实验结果经敏感性实验

测定

该多重 A3*最低能同时检测到 %$ QF!

/11+4&k14&l004和 S04模板的混合物"图

?#!分别能单独检出 /11+4!l004!S04和

k14的检测下限为 $7%!$7$#!% 和 $7# QF) 灵敏

度比较参见表 !)

图 $#含 H 种病毒上下游引物的多重

()*检测体系检测单一病毒

-9IM87# $$$ PQ 69NNM:% 69IM+7阴性对照% 69IM%7/11+4%

69IM#7l004% 69IM!7k14% 69IM?7S04)

?7@"$#RC237=737:; 0=D41:7C12T *,A()*<431273

-37690=7<678764-187549F252-DC17=7267<()*

52-3:70<30<:-7<7<@ H C57D2592:9

-9IM87# $$$ PQ 69NNM:% 69IM+7IMF9bEeML5Ib:56% 69IM%7

/11+4% 69IM#7l004% 69IM!7k14% 69IM?!S047

)##
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图 +#含 H种病毒上下游引物的多重()*检测体系检测

b__&G%b&及ORRG%O&%&'样本和

,RG%,&及e_G%e&3%&'样本中 $种

模板的随机混合物

-9IM87# $$$ PQ 69NNM:% 69IM/7/11+4% 69IMk7k14% 69IM

l7l004% 69IMS7S04% 69IM/k7/11+4和 k14% 69IM/S7

/11+4和 S04% 69IM/l7/11+4和 l004% 69IMkl7k14

和 l004% 69IMkS7k14和S047

?7@"+#/41:7C12T *,A()*=0562:23:70<0=:F0 8754929"

,>2$ C-7590=305529C0<67<@ %&'9-DC1290=

b__&G%b&-<6ORRG%O&-<63%&'0=

,RG%,&-<6e_G%e&F2525-<60D1; D7T26

-<6-DC17=726497<@ =045C57D2592:9

-9IM87# $$$ PQ 69NNM:% 69IM/7/11+4% 69IMk7k14% 69IMl7

l004% 69IMS7S04% 69IM/k7/11+49IN k14% 69IM/S7/11+4

9IN S04% 69IM/l7/11+4 9IN l004% 69IMkl7k14 9IN

l004% 69IMkS7k149IN S047

图 H#含 H种病毒上下游引物的多重()*检测体系检测

b__&G%b&及ORRG%O&%&'样本和

,RG%,&及e_G%e&3%&'样本中含

+种不同模板的随机混合物

-9IM%7/11+4!k14和 S04% 69IM#7k14!S04和 /11+4%

69IM!7l004!S04和 /11+4% 69IM?7k14!S04和 l004%

69IM87# $$$ PQ 69NNM:7

?7@"H#/41:7C12T *,A()*=0562:23:70<0=:>5228754929"

,>2+ :;C290=305529C0<67<@ %&'9-DC1290=

b__&G%b&-<6ORRG%O&-<63%&'0=

,RG%,&-<6e_G%e&F2525-<60D1; D7T26

-<6-DC17=726497<@ =045C57D2592:9

-9IM%7/11+4! k14 9IN S04% 69IM#7k14! S04 9IN

/11+4% 69IM!7l004!S049IN /11+4% 69IM?7k14!9IN

l004% 69IM87# $$$ PQ 69NNM:7

图 K#含 H 种病毒上下游引物的多重()*检测体系

检测b__&G%b&及ORRG%O&%&'样本和

,RG%,&及e_G%e&3%&'H 种模板的混合物

-9IM87# $$$ PQ D9:[M:% 69IM%7/lkS%$$ QF混合液扩增产

物% 69IM#7/lkS% %$ QF混合液扩增产物% 69IM!7/lkS% QF

混合液扩增产物% 69IM?7/lkS$7% QF混合液扩增产物)

?7@"K#/41:7C12T *,A()*=0562:23:70<0==0458754929"

,>2%&'9-DC1290=b__&G%b&-<6ORRG%O&-<6

3%&'0=,RG%,&-<6e_G%e&F252D7T26-<6

-DC17=726497<@ =045C57D2592:9

-9IM87# $$$ PQ D9:[M:% 69IM%79DQ6EXf Q:5NKLb5X8E_bK:M5X

/lkSDE_MN 5X%$$ QF 5XM9LH eE:KU% 69IM#79DQ6EXf Q:5NKLb5X

DE_bK:M5X/lkSDE_MN 5X%$ QF 5XM9LH eE:KU% 69IM!79DQ6EXf

Q:5NKLb5XDE_bK:M5X/lkSDE_MN 5X% QF 5XM9LH eE:KU!5I6f k

9IN l 6MXb% 69IM?79DQ6EXf Q:5NKLb5XDE_bK:M5X/lkSDE_MN

5X$7% QF 5XM9LH eE:KU7

表 +#多重()*虾病毒检测体系和其他已报道的单纯

()*"巢式()*和多重()*的灵敏度比较

,-."+#,>292<97:787:; 30DC-5790<0=:>2

628210C26D41:7C12T *,A()*F7:>0:>25

97<@12()*$<29:26()*-<6D*,A()*

病毒

eE:KU

多重A3*虾病毒检

测系统灵敏度"QF#

UMIUEbEeEbf 5XbHM

NMeM65QMN D*SCA3*

其他已报道虾病

毒检测系统的灵敏度"QF#

UMIUEbEeEbf 5XbHM

NMeM65QMN D*SCA3*

/11+4 $7%

$7%""D*SCA3*#

'%#(

S04 %

$7%""D*SCA3*#

'%#(

l004 $7$#

$7%"*SCA3*#

'%!(

""单纯A3*#

'%?(

$7$$" W$7$%"IMUbMN A3*#

'%?(

k14 $7#

$7$%"*SCA3*#

'>(

$"K#临床检测实验结果

对 ?B 份经过常规A3*方法检测的疑似感染

白斑综合征"%# 份#&对虾传染性表皮与造血组织

坏死症病毒"%" 份#&桃拉综合征"#$ 份#和黄头

病"# 份#的临床病料进行多重 A3*检测!结果有

%# 份检测出l004!%" 份检测出/11+4!#$ 份检

测出S04!# 份检测出 k14!在 ?B 份疑似病毒感

!##
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染的对虾中!没有检测到 # 种&! 种和 ? 种病毒共

存的情况) 显示本多重 A3*体系检测野生样本

也有很好的特异性)

!&讨论

多重 A3*检测技术已广泛应用于水产生物

疾病的研究及病原体检测!它们用于对虾病害病

原的检测在国内已有报道!如将多重 A3*应用于

对虾皮下和造血器官坏死杆状病毒的检

测'# ;!!%"(

) 本实验所建立的多重 A3*检测体系!

筛选最佳引物浓度和反应体系!使得操作更加简

便!能同时检测 /11+4&k14&l004和 S04!节

省时间!实验证明具有较高的特异性和敏感性!可

用于/11+4&k14&l004和 S04的早期同时诊

断!并对对虾的其它病原检测有一定的参考价值)

在多重A3*反应体系中!目的片段的选择至

关重要!扩增片段的大小要有一定的差别!以便在

凝胶电泳中区分出 ? 种病毒各自的扩增条带!同

时片段大小不能相差太大!以防止在 A3*扩增过

程中!形成不公平的竞争!使得扩增倾向于单种病

毒基因片段进行!影响多重 A3*检测的效果) 引

物的设计和 A3*程序中温度的设置很重要!既要

能扩增出 ? 种病毒各自的特异的基因片断!又要

使引物间不会形成二聚体) 本实验所设计的引物

分别能扩增 /11+4的特异基因片段大小为 !$#

PQ!S04的基因片段大小为 #!% PQ!l004的基

因片段大小为 ?"% PQ!k14的特异基因片段大小

<#? PQ!能够获得较好的扩增结果)

另外!从本实验的结果可以看出!在同等条件

下!扩增反应对 /11+4&k14&l004的检测最低

浓度均小于对S04的检测最低浓度!进一步的实

验结果表明!在二者同时扩增的时候!只有在A3*

体系中加大 S04的模板浓度 "S04pl004p

/11+4pk14T#p%p%p%#才能取得和l004相近

的扩增结果"条带亮度一致#!这与S0,/2S等'%<(

的实验结果相一致) 这样的结果和反应体系中模

板之间相互干扰有很大的关系!有关这 ? 种病毒

阳性模板的干扰性实验!我们将在另文中论述)

本文论述的多重 A3*虾病毒检测体系显示了较

高的灵敏性!在与其他的多重A3*检测最低检出

浓度的比较中!/11+4和 l004都有很好的灵

敏度!和单纯A3*或者巢式 A3*相比!多重 A3*

的灵敏度要差一些!这些问题可望在进一步的研

究如液相芯片的检测体系中得到解决) 谢芝勋

等'#(报道!在多重 A3*扩增反应中!总是会遵循

片断较小的产物优先扩增的原则!但在本研究中

显示!优先扩增的不是 S04的基因片段!而是较

大的l004的基因片段!其原因有待于进一步研

究) /11+4&k14&l004和 S04作为对虾养殖

生产中 ? 种主要病毒病原!不仅能够单独感染对

虾!而且能够混合感染对虾!虽然在本次实验中没

有检测到混合感染的情况!但是在广西地区已有

相关报道'!(

!混合感染进一步加大了对虾养殖的

威胁! 加重了对虾病害防治的难度!尤其在目前

没有治疗药物的情况下!只有建立快速&经济的检

测技术!及时对虾养殖过程的病害进行防治!控制

病害的暴发流行!才能最大限度的减少生产中的

经济损失!本研究所建立的多重 A3*技术能够同

时有效地快速检测对虾 /11+4!k14!l004和

S04? 种病毒!这对对虾传染性表皮与造血组织

坏死症病毒!黄头病毒!白斑综合征和桃拉综合征

的有效防控&流行病学调查研究和快速鉴定 ? 种

病毒提供了有效的技术手段!对其它病原的鉴别

诊断也有着一定的参考价值)
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