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白斑综合征病毒PCR检测方法的建立及初步应用
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  摘 要:引起白斑综合征(Whitespotsyndrome,WSS)的白斑综合征病毒(Whitespotsyndromevirus,WSSV)
是一种传播速度快、致死率高的对虾病毒,对全球对虾养殖业构成了严重威胁。为及早诊断 WSS,防止 WSS的传播

和暴发,有必要开发一种适用于对虾养殖场所的高灵敏度 WSSV检测方法。该文针对保守区 VP28序列设计和优

化了一种可以特异地扩增 WSSV的聚合酶链式反应(Polymerasechainreaction,PCR)检测方法。WSSV扩增产物在

凝胶电泳图上可观察到清晰且单一的目的条带,而非靶标病毒则没有对应扩增产物出现,最低检测限可以达到50拷

贝/反应;利用该PCR方法检测杭州地区采集的112份对虾混样样品,WSSV阳性率为15.7%。该特异和灵敏的

PCR方法可被应用于 WSS流行早期监控。
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EstablishmentandpreliminaryapplicationofaPCR
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  Abstract:Thewhitespotsyndromevirus(WSSV),acausativeagentofwhitespotsyndrome(WSS),
isarapidlyspreadingandhighlylethalshrimpvirusthatposesaseriousthreattotheglobalshrimp
farmingindustry.TodiagnoseWSSearlyandpreventitsspreadandoutbreak,itisnecessarytoestablisha
highlysensitiveWSSdiagnosticmethodsuitableforshrimpfarms.Inthisstudy,acommonpolymerase
chainreaction (PCR)assaytargetingtheconserved VP28sequencewasdesignedandoptimizedto
specificallyamplifyWSSV.Accordingtothegelelectrophoresismapoftheampificationproducts,aclear
andsinglebandwasobservedwith WSSV,whilenon-targetviruseswerenotamplified.Thelimitof
detectionoftheassaycanreach50copies/reaction.ItisfoundthatbyusingthePCRtodetect112shrimp
samplepoolscollectedinHangzhou,15.7%sampleswerepositiveforWSSV.Thespecificandsensitive
PCRmethodfordetectingWSSVcanbeappliedtoearlymonitoringofdiseaseepidemics.
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0 引 言

  白斑综合征病毒(Whitespotsyndromevirus,

WSSV)是线头病毒科(Nimaviridae)白斑病毒属

(Whispovirus)的 唯 一 成 员,基 因 组 为 双 链 环 状

DNA,大小约为300kb,预测编码至少181个蛋白,



是目前已知最大基因组的病毒之一[1-2]。WSSV是

一种高致死率和高传染性病毒,侵染对虾鳃、肝胰

腺、外壳等组织,导致患病虾外骨骼出现白色钙化斑

点,引起白斑综合征(Whitespotsyndrome,WSS)。
感染 WSSV宿主在3~10d内累积死亡率一般在

90%~100%[3-4],自1992年首次发现以来造成的经

济损失总额约为80~150亿美元,并且还以每年10
亿美 元 的 速 度 增 加[5-6]。1995 年,国 际 兽 疫 局

(Officeinternationaldesepizooties,OIE)、联合国

粮农组织(Foodandagricultureorganization,FAO)
以及亚太地区水产养殖发展网络中心(Networkof
aquaculturecentersin Asia-Pacific,NACA)将

WSSV列为需要报告的重要水生动物病毒病的病

原之一。由于尚未发现有效的防治药物[7],建立一

种有效检测 WSSV的方法,从而在疫病流行早期阶

段及时做出诊断,并采取隔离措施是控制该病毒传

播的关键。
近30年来,研究人员开发了多种 WSSV检测

技术,包括原位杂交[8]、单克隆抗体[9]、侧流免疫测

定[10]、酶联免疫[11]和聚合酶链式反应(Polymerase
chainreaction,PCR)[12]等。尽管这些技术解决了

诊断问题的某些方面,但存在诸多局限性。原位杂

交方法涉及切片及探针制备,需要专业的操作培训;
单克隆抗体、侧流免疫测定及酶联免疫依赖免疫学

原理,病毒免疫分析的成功取决于抗体的高度敏感

性和特异性,而免疫抗体对某些变异病毒的敏感性

和特异性较低,容易受到基质干扰的影响,限制了靶

病毒抗原的稳定表达,进而影响检测的准确性[13]。

PCR技术根据病毒核酸序列特异性扩增原理检测

病毒,具有高效、便捷和准确性高等优点,逐渐成为

病毒检测的主要方法。关于 WSSV的PCR检测方

法已有报道[14-15],但最低检测限为104~107 拷贝/
反应,灵敏度较低;荧光定量PCR方法虽然灵敏度

高,但需要的仪器和试剂成本较高,且容易出现假阳

性[16]。因此,本文针对 WSSV建立一种特异性好、
灵敏度高的常规PCR检测方法,对预防对虾 WSS,
选取正确的防治措施控制 WSSV的传播及减少危

害具有非常重要的指导意义。

1 材料与方法

1.1 病毒与样品来源

  WSSV、对虾肝胰腺细小病毒(Hepatopancreas
parvovirus,HPV)、传染性皮下 和 造 血 坏 死 病 毒

(Infectioushypodermalandhematopoieticnecrosis

virus,IHHNV)和无特定病原体(Specificpathogen
free,SPF)对虾基因组DNA/cDNA以及含目的片

段 WSSV质粒保存于本实验室;黄头病毒(Yellow
headvirus,YHV)、斑节对虾杆状病毒(Monodon
baculovirus,MBV)和陶拉病毒(Taurasyndrome
virus,TSV)病毒基因片段由苏州金唯智生物有限

公司直接合成。浙江杭州新农都市场共采集560只

活对虾,5只对虾混合作为一个混样样品,保存于

-80℃的冰箱中。

1.2 实验试剂及仪器

  PCR扩增仪(Bio-Rad公司),PowerPac电泳仪

(Bio-Rad公司),Fresco21离心机(Eppendorf公

司),Tanon3500R凝胶成像系统(上海天能科技有

限公 司),超 微 量 分 光 光 度 计 Nanodrop2000
(Thermo公司),微波炉(Galanz公司)和快速研磨

仪(上海净信实业发展有限公司)。

AxyPrepDNA凝胶回收试剂盒和AxyPrep体液

病毒DNA/RNA小量试剂盒(Axygen公司),2×Taq
MasterMix(诺唯赞公司),琼脂糖(Invitrogen公司)。

1.3 病毒核酸提取

  取虾鳃、肝胰腺、肌肉组织0.2g于1.5mL离

心管中,研磨仪研磨充分,然后加1×PBSbuffer
2mL混匀,反复冻融3次,病毒粒子充分释放后

13000r/min离心10min,吸取上清备用。根据

AxyPrep体液病毒DNA/RNA小量试剂盒使用说

明书,取200μL上清提取病毒DNA。

1.4 引物设计

  参 照 WSSV 基 因 组 序 列(GenBank序 列 号

DQ979320),在包膜蛋白基因 VP28保守序列中设

计一对引物,上游引物 WSSV-F:5'-CTCTTTCG
GTCGTGTCGGC-3',下游引物 WSSV-R:5'-TGC
CAACTTCATCCTCATCAATA-3',目 标 产 物

493bp。引物由苏州金唯智生物有限公司合成。

1.5 模板定量及稀释

  将 WSSV质粒解冻后,利用Nanodrop测量初

始浓度,计算质粒初始浓度,将质粒10倍梯度依次

稀释到5拷贝/μL,保存在-20℃冰箱中备用。

1.6 体系优化

  根据实验室已有的PCR反应体系,对扩增程序

进行优化,优化循环数(30、35、40个循环和45个循

环)和 退 火 温 度(40.0~65.0 ℃):7.5μL2×
Master Mix,0.4 μL 上 引 物 和 下 引 物 (浓 度

10μmol/L),1μL 对虾病毒模板(5×105 拷贝/

μL),最后用ddH2O补足至15μL。初始反应程序
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如下:95℃预变性3min,95℃变性30s,55℃退火

30s,72 ℃延伸30s,循环34次,在72 ℃延伸

5min,PCR扩增产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳。

1.7 特异性分析

  根据优化后的PCR体系,分别以SPF虾基因

组、YHV、MBV、TSV、IHHNV 和 HPV 基 因 组

DNA/cDNA为模板扩增,以ddH2O 作为阴性对

照,判断引物是否有非特异性扩增,以 WSSV模板

为阳性对照,判断产物大小是否符合预期。

1.8 灵敏性分析

  取5×106~5拷贝的WSSV模板分别加入反应体

系中,通过琼脂糖凝胶电泳结果判断检测最低限度。

1.9 对虾样品的检测

  将560只对虾分成112组混样(5只对虾1

组),采用已优化的PCR方法对112组对虾混样样

品进行检测,PCR产物经凝胶电泳初步认定为阳性

后送苏州金唯智生物有限公司进行测序以再次

验证。

2 结果与分析

2.1 退火温度优化

  为确定 WSSV的PCR最适退火温度,在初始

PCR程 序 基 础 上(循 环 数 为35)进 行 温 度 梯 度

(40.0~65.0℃)扩增(图1)。从图1中可以看出,
在40.0~60.0℃均有条带扩增,在59.7、55.0℃和

49.4℃退火温度下条带最亮。综合考虑引物特异

性和二聚体等因素,最终选择55.0℃作为最佳退火

温度。

图1 不同PCR退火温度扩增 WSSV的产物电泳图

注:M表示DL2000DNAMarker;1~8分别表示不同退火温度的泳道,退火温度分别为65.0、63.0、59.7、

55、49.4、44.7、41.7℃和40.0℃;N表示阴性对照,WSSV病毒模板浓度为5×105 拷贝/μL。

2.2 循环数优化

  为确定 WSSV普通PCR合适循环数,在最佳

退火温度55.0℃基础上,分别进行30、35、40个循

环和45个循环的扩增(图2)。从图2中可以看出:

WSSV在30个循环下条带暗淡甚至降低一个灵敏

度;35个循环下虽然能达到检测限最低拷贝数,但
条带不够清晰;在40、45个循环下检测最低拷贝数

时,条带都较为清晰且均无引物二聚体和非特异性

扩增。考虑到反应时间和检测效率的问题,最终选

择40个循环作为PCR反应条件。

图2 不同PCR循环数扩增 WSSV的产物电泳图

注:M表示DL2000DNAMarker;1~4、5~8、9~12、13~16分别为5×103、5×102、5×101

拷贝/μL和5拷贝/μL浓度病毒模板;N表示阴性对照。
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2.3 特异性

  分别以 WSSV、YHV、HPV、IHHNV、MBV、

TSV、PEDV和SPF对虾基因组DNA/cDNA为模

板进行PCR,分析 WSSVPCR检测方法特异性(图

3)。从图3中可以看出:以 WSSV为模板时,有清

晰的单一条带产生,符合预期大小;以非靶标病毒为

模板时没有非特异性扩增,同时阴性对照无二聚体

产生。这表明建立的 WSSV 方法具有较好的特

异性。

2.4 灵敏度分析

  以10倍梯度稀释后的病毒标准品(5×106~5
拷贝/μL)为模板,在优化后的PCR反应体系中扩

增,通过凝胶电泳图条带清晰度判断最低检测浓

度,结果如图4所示。图4显示:随着标准品模板

拷贝数的逐级降低,对应的特异性条带亮度也逐

渐减弱,模板浓度最低为5×101 拷贝/μL时仍可

以观察 到 特 异 性 条 带,表 明 针 对 WSSV 建 立 的

PCR方法最低检测限为50拷贝/反应,灵敏度表

现较好。

图3 WSSVPCR扩增不同对虾病毒的产物电泳图

注:M表示DL2000DNAMarker;1~7分别代表不同的病毒模板,

1为 WSSV;2为YHV;3为 HPV;4为IHHNV;5为 MBV;

6为TSV;7为SPF对虾基因组;WSSV病毒模板浓度为

1×103 拷贝/μL;N表示阴性对照。

2.5 样品检测

  利用建立的 WSSV检测方法检测112份混合

对虾 样 品,17份 阳 性 样 品 检 出,样 品 阳 性 率 为

15.7%,根据俞潇潇等[17]报道的混合检验总体率可

信区间估计方法,获得虾群中 WSSV 的阳性率为

3.3%;部分阳性样品送苏州金唯智生物有限公司测

序,经BLAST序列比对,确定虾样品中的病毒为

WSSV。

图4 WSSVPCR扩增不同浓度 WSSV的产物电泳图

注:M表示DL2000DNAMarker;泳道分别表示不同浓度质粒拷贝数,其中1表示5×106 拷贝/μL;2表示5×105 拷贝/μL;

3表示5×104 拷贝/μL;4表示5×103 拷贝/μL;5表示5×102 拷贝/μL;6表示5×101 拷贝/μL;7表示5拷贝/μL;N表示阴性对照。

3 讨 论

  PCR检测方法具有特异性强、灵敏度高、效率

高等 优 点,已 广 泛 应 用 于 水 产 品 的 各 个 研 究 领

域[18]。在PCR检测方法建立的过程中,引物对靶

标病毒的特异性是诊断方法各项性能的基础[19]。
通过对 WSSV 全基因组 比 对 分 析,找 到 保 守 区

VP28并设计一对特异性引物,同时通过对退火温

度和循环次数的优化,使得建立的PCR方法具有良

好的特异性和敏感性。本文建立的PCR检测方法

只对 WSSV模板产生特异性单一扩增产物,对非目

标模板和阴性对照均未产生扩增;对 WSSV的最低

检测限为50拷贝/反应,比闫冬春等[20]和Xie等[21]

建立的 WSSVPCR方法最低检测限(8×105 拷贝/

反应和2×108 拷贝/反应)要低4~7个数量级,接

近于陈信忠等[22]和Moody等[23]建立的TaqMan实

时荧光定量PCR方法(30拷贝/反应和2拷贝/反

应)以及 Mendoza-Cano等[24]建立的SYBR实时荧

光定量 PCR(12拷贝/反应)。因此,本文建立的

WSSVPCR检测方法具有特异性强和灵敏度高等

优势,为 WSS早期诊断提供了新的技术手段。
近年来,WSSV在国内多个地区养殖对虾体内

均有检出[25-26]。本文采集了杭州地区112份混合对

虾样品,检测发现样品阳性率为15.7%,计算虾群
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阳性率为3.3%。施慧等[25]在对浙江地区118份凡

纳滨对虾苗种检测发现,WSSV的阳性样品检出率

为27.1%。陈一兵等[26]在苏北地区养殖场516份

对虾样 品 中 检 测 出139份 阳 性 样 品,阳 性 率 为

21.9%。孙悦等[27]对2014—2020年在天津地区采

集的 对 虾 样 品 检 测 发 现,WSSV 的 感 染 率 在

1.23%~7.23%。梁静真等[28]对广西地区养殖对

虾调查发现,2013—2016年的 WSSV样品检出率

在13.8%~21.6%。本文所检测对虾样品 WSSV
虾群阳性率略低于之前报道,可能与所采集样品皆

为相 对 健 康 的 成 体 虾 有 关,而 健 康 成 体 虾 携 带

WSSV更应引起养殖户警惕。

4 结 论 

  本文建立了一种特异性好、灵敏度高、操作简单

和成本低的对虾 WSSVPCR检测方法,最低检测

限度可以达到50拷贝/反应;应用该方法对112份

田间样品进行了检测和测序分析验证,确认了该方

法的可靠性,为 WSS早期防控及流行病学调查提

供了技术支持。
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