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二温式多重 PCR检测鉴别对虾白斑综合征病毒( WSSV)和传

染性皮下及造血器官坏死病毒( IHHNV)的研究与应用

谢芝勋, 庞耀珊, 刘加波, 邓显文, 唐小飞

(广西壮族自治区兽医研究所, 广西 南宁 530001)

摘要: 建立了一种同时检测对虾白斑综合征病毒( WSSV )、传染性皮下和造血器官坏死病毒

( IH H NV ) 的二温式多重 PCR 技术。根据基因库中 WSSV ( AF369029) 和 IH H NV

( NC002190)基因序列,设计了两对分别与 WSSV 和 IHH NV 某段保守基因序列互补的引

物,用这两对引物对同一样品中的 WSSV 和 IH H NV DNA 模板进行多重 PCR扩增, 结果均

同时得到了两条大小与实验设计相符的 593 bp ( WSSV )和 356 bp ( IH HNV)特异性多重

PCR扩增条带, 而对其他对虾疾病病原的 PCR扩增结果均为阴性; 敏感性测定结果表明, 该

多重 PCR 技术最低能检测到WSSV 和 IH H NV DNA 各 100 pg。用该多重 PCR对 400 份

临床病料进行检测, 结果 230 份检出 WSSV , 阳性率 57. 5 % ; 96 份检出 IH H NV, 阳性率

24% ; 56 份同时检出 WSSV 和 IH H NV , 阳性率 14%。18 份为阴性,阴性率为 4. 5 %。结果

提示了WSSV 和 IHH NV 广泛存在于中国南方的养殖对虾中, 作者建立的二温式多重 PCR

可以用于这两种病毒的临床快速检测和鉴别诊断。
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  对虾白斑综合征病毒( WSSV )、传染性皮下和造

血器官坏死病毒 ( IH H NV)是两种严重危害当前对

虾养殖业的对虾病毒。WSSV 主要引起对虾甲壳内

侧白斑病变,资料表明, 有 40 多种对虾和非对虾甲壳

动物以及一些水生昆虫幼虫携带 WSSV [1]。IH H-

NV 可引起红额角对虾急性感染并呈现高死亡率 ( 90

% ) , 还可以引起凡纳滨对虾( L itop enaeus v annamei

Boone)出现慢性/ 矮小残缺综合症0 , 导致患病对虾

生长缓慢, 表皮畸形[2]。感染了 WSSV 和 IH H NV

的对虾可终身带毒, 通过垂直传播把病毒传给下一

代和水平传播传给其它种群。广西沿海地区对虾养

殖达 200 00多公顷, 是国内对虾养殖较为发达的地

区之一。近年来随着对虾种苗和水产品国际贸易交

流增多, WSSV 和 IHH NV 在该地区也呈流行趋势,

对虾养殖中多种病毒混合感染也常有发生, 不但给

它们之间的鉴别诊断和有效防治增加困难, 也给对

虾养殖业造成了严重的经济损失。

目前对虾病毒病的诊断手段主要包括病理学和

生物学方法、免疫学方法、分子杂交方法及 PCR 方法

等。其中 PCR方法是这些方法中特异性最强、敏感

性最高的病原检测手段, 在国外已被广泛应用于对

虾病毒病的检测和诊断[ 3~ 7]。多重 PCR 是一种特殊

PCR形式, 其最突出特点, 即一次 PCR反应,可同时

检测、鉴别出多种病原体, 在临床多种病原混合感染

的鉴别诊断上具有其独特优势和很高的实用价

值[ 3, 4]。

作者建立了二温式多重 PCR 同时检测鉴别

WSSV 和 IH H NV 的方法, 并用该多重 PCR 方法对

广西沿海地区对虾养殖业WSSV 和 IH H NV 感染状

况进行了初步调查。

1  材料与方法

1. 1  材料
1. 1. 1  试验用毒株

3 个WSSV 和 3 个 IH H NV 广西地方毒株,本实
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验室收集、鉴定并保存[ 5, 6]。

1. 1. 2  对照样品
无特殊病原体( specific pathogen free, 以下简称

SPF)亲虾样品,从美国夏威夷海洋研究所 SPF

种虾场引进,本实验室保存。对虾桃拉病毒( TSV )、

黄头病毒( YHD)、弧菌和链球菌等, 均由本实验室保

存[6, 7]。

1. 1. 3  病虾样品
400 份患病凡纳滨对虾, 取自广西沿海各地对虾

养殖场。

1. 1. 4  生化试剂
PCR试剂, 购自 TaKaRa公司。

1. 1. 5  PCR 反应仪

PE9600 PCR 仪, 购自美国 Perkin Elmer Cetus

公司。

1. 2  方法
1. 2. 1  DNA 提取

参照文献[ 6] ,取待检对虾肝胰腺、鳃、肌肉组织

等共约 100 mg ,加入 900 LL 2%的 CTAB 裂解液[含

2% CTAB( hexadecy l tr imethy ammonium bromide) ,

1. 4 mmol/ L NaCl, 20 mmol/ L EDTA , 20 mmol / L

T ris- HCl, pH= 7. 5。使用前加巯基乙醇到终质量分

数为 0. 25 % ] , 匀浆。室温作用 2 h 后, 加入 600 LL

平衡酚: 氯仿 ( 1 B 1) , 震荡混合, 室温作用 5 min, 在

10 000 r/ min 离心 10 min, 抽取上清液至另一新离心

管,加入等量的平衡酚: 氯仿 ( 1 B 1) 重复抽提 1 次。

抽取上清液,加入等量的异丙醇, - 20 e 放置 2 h,然

后再 13 000 r/ min 离心 15 min, 收集 DNA 沉淀, 再

用 75%乙醇 1 000 LL 离心洗涤 1 次, 倒去乙醇,将沉

淀的 DNA 颗粒用适量的 T E 缓冲液溶解,参照 Sam-

brook 方法[ 10] , 测定 DNA 纯度及浓度, 并置于

- 70 e 保存备用。

1. 2. 2  引物设计与合成
利用 Genbank 和 Dnastar 引物设计软件, 设计了

两对分别与WSSV( AF369029)和 IHHNV( NC002190)

某段基因序列互补的引物。其中WSSV 引物扩增产

物大小为 593 bp, IHHNV 为 356 bp。引物由大连宝

生物工程有限公司合成, 经薄层色谱法纯化, 为冻干

品, 用时用适量灭菌超纯水溶解, 按 Sambrook 方

法[10]测其质量浓度, 并分装成 20 LL /管, 保存于

- 20 e 。引物寡核苷酸序列如下:

WSSV XZ301: 5c- GATGAGACAGCCCAAGTT-

GTTAAAC - 3c, WSSV XZ302-2: 5c- GCAT CAACT-

T CCACAGCT TT AT C- 3c, IH HNV XZ149: 5c- AT

CGGTGCACTACTCGA - 3c, IH H NV XZ150: 5c-

T CGTACTGGCT GTT CAT C- 3c。
1. 2. 3  二温式多重 PCR 条件的优化

实验采用 50 LL 多重 PCR 反应体系, 其中 25

mmo l/ L MgCl2 5 LL, 10 @ PCR buffer 5 LL, 2. 5

mmo l/ L dNTPs 0. 5 LL , 5 U /LL T aq 聚合酶 0. 5

LL , 25 pmo l/LL WSSV 和 IHH NV 上、下游引物各 1

LL , WSSV 和 IH HNV DNA 适量, 最后用 dH2 O 补

足体积至 50 LL。置 PCR 仪上, 按预先设定的程序

对二温式多重 PCR条件进行优化。

1. 2. 4  二温式多重 PCR 的特异性试验

把含有 WSSV 和 IH H NV 核酸模板的样品与含

有其他对照的对虾病原核酸样品, 分别加入到多重

PCR反应体系中进行扩增, 以检测其特异性。

1. 2. 5  二温式多重 PCR 的敏感性试验

将抽提的 WSSV 和 IH HNV DNA 作为模板分

别测其含量后 ,将核酸作 10倍递进稀释,并对上述模

板进行多重 PCR扩增以检测其敏感性。

1. 2. 6  二温式多重 PCR 产物的分析及目的片段的

回收

取 10LL 多重 PCR产物, 用 1 %琼脂糖凝胶以 5

V / cm 电压进行电泳, 溴化乙锭染色后, 在紫外光检

测仪上观察, 并用凝胶成像系统拍照。以 DNA 标准

分子量为参照, 分析扩增结果, 并回收 593 bp 的

WSSV 和 356 bp 的 IH H NV 目的片段。

1. 2. 7  多重 PCR 产物的克隆测序

将 WSSV 和 IH HNV 多重 PCR DNA 片段回

收、纯化,克隆到 PMD-18T 载体上, 送大连宝生物技

术责任有限公司完成测序。

1. 2. 8  检测试验
应用本研究所建立的二温式多重 PCR, 对 400

份取自广西沿海各地对虾养殖场患病凡纳滨对虾进

行检测。

2  结果

2. 1  二温式多重 PCR条件优化结果

通过对二温式多重 PCR 扩增的温度、时间和循

环次数等的优化,最后确定二温式多重 PCR 的最佳

反应模式为 94 e 5 m in, 然后进入 94 e 45 s, 61. 5 e
2 min 的循环, 共循环 35 次; 最后经 61. 5 e 延伸 10

min 后于 4 e 结束反应。

2. 2  多重 PCR的特异性扩增结果

将 WSSV 和 IH H NV DNA 及其他对照病原的

核酸分别进行多重 PCR 扩增, 结果所有含有 WSSV

和 IH H NV DNA 的样品均能扩增出与试验设计大小

相符的 593 bp 和 356 bp 的两条明亮条带,而 SPF 亲
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虾组织及对照病原的核酸却扩增不出任何条带。结

果见图 1。

2. 3  二温式多重 PCR敏感性扩增结果
该二温式多重 PCR最低能检测到WSSV 和 IH-

H NV DNA各 100 pg。结果见图 2。

2. 4  检测试验结果
该二温式多重 PCR 对 400 份病虾样品进行检

测,结果有 230 份样品为WSSV 阳性和 96 份为 IH-

H NV 阳性, 其中有 56 份为WSSV 和 IH HNV 都为

阳性,表明有两种病毒同时混合感染。结果见图 3。

2. 5  二温式多重 PCR产物克隆测序结果

回收纯化的WSSV 和 IH H NV 扩增片段所测得

的序列全长分别为 593 bp 和 356 bp。

图 1  二温式多重 PCR特异性试验

Fig. 1  Specif icity of two-temperature mul t-i PCR for

WSSV and IHHNV

1. DL 2 000bp DNA marker; 2. SPF 凡纳滨对虾样品阴

性对照; 3. IHHNV 阳性对照; 4. WSSV 阳性对照; 5, 6.

WSSV+ IHHNV; 7. IHHNV; 8. WSSV; 9. TSV; 10.

YHD; 11. 溶血弧菌; 12. 链球菌

1. DL 2 000 bp DNA marker; 2. SPF L i top enaeus van-

namei negat ive cont rol; 3. IHHNV posit ive cont rol; 4.

WSSV positive cont rol; 5, 6. WSSV + IHHNV; 7. IHH-

NV; 8.WSSV; 9. TSV; 10. YHD; 11. Vibrio; 12. S trep-

tococcus

图 2  二温式多重 PCR敏感性试验

Fig. 2  Sensitivity of tw o-temperature mult-i PCR for

WSSV and IHHNV

1. DL 2 000 bp DNA marker; 2. SPF 凡纳滨对虾样品阴

性对照; 3. IHHNV; 4. WSSV; 5. 10 000 pg; 6. 1 000 pg;

7. 100 pg; 8. 10 pg; 9. 1 pg; 10. 0. 1 pg; 11. 0. 01 pg; 12.

0. 001 pg

1. DL 2 000 bp DNA m ark er; 2. SPF L i top enaeus van-

namei negat ive con tr ol ; 3. IHHNV; 4. WSSV;

5. 10 000 pg; 6. 1 000 pg; 7. 100 pg; 8. 10 pg; 9. 1 pg;

10. 0. 1 pg; 11. 0. 01 pg; 12. 0. 001 pg

图 3  二温式多重 PCR临床检测试验

Fig. 3  Resul t s of tw o-temperature mul t-i PCR for the

detect ion of clinical s amples

1. DL 2 000 bp DNA m ark er; 2. SPF 凡纳滨对虾样品

阴性对照; 3. WSSV; 4. IHHNV; 5, 8, 11. WSSV、IH-

HNV 均阳性病虾样品; 6, 10. WSSV 阳性病虾样品; 7.

IHHNV 阳性病虾样品; 9, 12. WSSV, TIHHNV 均阴

性病虾样品

1. DL 2 000 bp DNA marker; 2. n egat ive con t rol ; 3.

WSSV; 4. IHHNV; 5, 8, 11. clin ical samples con tained

WSSV and IHHNV; 6, 10. cl inical samples con tained

WSSV; 7. clinical s am ple contained IHHNV; 9, 12.

clinical samples contained neither WSSV nor IHHNV

3  讨论

PCR技术是由 Saiki 等人 1985 年建立的一种

DNA 体外扩增克隆技术, 能在 2~ 3 h 内将靶 DNA

特异性放大(扩增)数百万倍, 极大提高了对靶 DNA

的检测和分析能力。由于其具有快速、简便、敏感、特

异性强和易于自动化等特点, 近年来 PCR 技术在传

染性疾病病原体的检测和诊断上已得到广泛应用,并

显示出巨大应用发展的潜力。多重 PCR是一种特殊

的 PCR形式, 通常是指在同一个反应体系中加入多

对引物, 扩增同一模板的几个区域。作者根据多重

PCR 引 物 设 计 原 则, 参 考 基 因 库 中 WSSV

( AF369029)和 IHH NV( NC002190)高度保守的基因

序列, 设计了两对引物分别扩增不同的对虾病毒模

板, 从而达到 1 次 PCR 扩增,就可以检测鉴别不同对

虾病原核酸的目的。由于多重 PCR反应总是有利于

较小片段扩增的原则, 因此,作者在设计多重 PCR 引

物时尽量让不同扩增片段大小差别不要太大,该二温

式多重 PCR 的两个扩增片段分别为 593 bp 和 356

bp,两片段之间的大小差别既不是很大, 又有一定差

异, 能在凝胶电泳中区别开来。从试验结果可以看

出, 只要多重 PCR 引物设计合理, 反应条件选择得

当, 可以获得最佳的多重 PCR 扩增效果,即同时扩增

两个特异的 WSSV 和 IH H NV 条带。

本研究所建立的二温式多重 PCR 技术对 3 个

WSSV 和 3 个 IH HNV 毒株的 DNA 进行了多重

PCR检测,结果均同时得到了与实验设计大小相符

的 2条分别为 593 bp( WSSV )和 356 bp( IHH NV)的
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扩增带,而对 SPF 健康对虾组织及其他对照病原体

核酸的扩增结果均为阴性, 说明该二温式多重 PCR

具有良好的特异性。由于该二温式多重 PCR 不需要

进行 2 次 PCR, 在几小时内就可完成对 WSSV 和

IHH NV 的快速鉴定,这在对虾生产中WSSV 和 IH-

H NV 病害的防制上有重要意义。

敏感性试验结果表明, 该二温式多重 PCR 最低

能同时检测到 100 pg 的WSSV 和 IHH NV DNA 模

板,检测出如此微量的病原 DNA, 说明该方法可直接

用于病虾的检测,也表明了该二温式多重 PCR 为一

种高灵敏度的病原鉴别检测方法。

应用所建立的二温式多重 PCR 技术对取自广西

对虾养殖场的 400 份病虾样品进行检测,其中 WSSV

阳性样品 230( 230/ 400, 57. 5 % )份和 IH H NV 阳性

样品 96( 96/ 400, 24 % )份,有 56( 56/ 400, 14 % )份为

这两种病毒混合感染。表明 WSSV 和 IHH NV 不仅

在广西沿海地区养殖对虾中已呈现出区域性流行趋

势,并且两种病毒混合感染现象也十分普遍。在对虾

病毒还不能在传代细胞系中大量增殖培养及做进一

步检测、分析的情况下,该研究建立的具高度特异性

和敏感性的 WSSV 和 IHH NV 二温式多重 PCR 检

测技术,对这两种病原体混合感染的鉴别诊断和有

关防治,将具有十分重要的实用价值。
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Abstract: A t wo- temperatur e multiplex po lymerase chain reaction w as opt imized to simultaneously detect

two pat hogens including w hite spot syndrome virus ( WSSV) and infectious hypodermal and hematopoiet ic nec-

rosis v irus ( IH H NV) in t his ar ticle. Tw o sets o f specific primers were designed acco rding to t he sequences of
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Abstract: T he measurement methods o f atmospheric deposition flux es of 7Be, 210Pb and 210Po have been

developed, 7Be and 210Pb are measured by C spectro scopy , and 210Po is determined using A spect roscopy. The

formulas f rom t he activ ities of measur ing time to depositio n spect roscopy have been deduced. T he fo rmulas

from t he activ ities o f measuring time to depositio n fluxes have been deduced, too . The atmospheric depo sition

fluxes o f 7Be, 210Pb and 210Po at Q ingdao have been studies. The r esult show s that the aver age fluxes of 7Be, 210

Pb are 1. 67 and 0. 32 Bq/ ( m2 # d) respectiv ely during Apr il to November 2002 and aver age flux es o f 7Be,
210Pb and 210Po are 2. 15, 0. 51 and 0. 083 Bq/ ( m2 # d) during May to September 2004.
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WSSV( AF369029) and IH H NV ( NC002190) in Genebank. It was shown that the all samples, which con-

tained WSSV and IH HNV , could be amplified by the multiplex PCR using these tw o sets of pr imers, yielding

two specific bands of WSSV 593 bp and IH HNV 356 bp, but no specific bands were amplified from o ther

penaeid shr imp pathogenic vir us and bacteria. A s little as 100 pg of WSSV and 100 pg o f IHH NV DNA w ere

detected respect ively using gel electrophor esis in this mult iplex PCR. We used this multiplex PCR to detect 400

samples fr om some farms in south China. Results show ed that WSSV could be det ected in 230 samples, IH H-

NV could be detected in 96 samples and bo th WSSV and IH HNV could be simultaneously detected in 56 sam-

ples. The other 18 samples were negativ e t o these tw o pat hogens. It suggested t hat WSSV and IH HNV exis-

ted in the cultivated penaeid shr imps in south China and this multiplex PCR could be used as a sensitive tool to

detect WSSV and IH HNV in clinical samples, simultaneously .
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