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对虾病毒ＤＮＡ／ＲＮＡ的实时荧光定量
ＲＴ　ＰＣＲ同步检测方法研究
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摘要：为建立同步检测对虾ＤＮＡ／ＲＮＡ病毒的实时荧光定量反转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）方法，提高检
验检疫工作效率，探索了一种新的实时荧光定量ＰＣＲ扩增反应程序。结果显示，应用优化的实时
荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测４种对虾病毒（白斑综合症病毒、传染性皮下及造血器官坏死病毒，桃拉综
合征病毒、黄头病毒）ＤＮＡ／ＲＮＡ，扩增曲线形态典型，扩增效率理想（Ｅ 值分别为１．０６、１．０７、

０．９２、０．９２），标准曲线线性良好（ｒ＝１），重复性一致（标准差０．０５～０．４６，变异系数０．２６％～
１．６２％），灵敏度高，且与实时荧光定量ＰＣＲ相比差异不显著（平均Ｃｔ值误差０．０４～０．４０，ｔ值
０．５３～２．５０，Ｐ＞０．０５），检测时间约１ｈ。优化的荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ可以用于４种对虾病毒ＤＮＡ／

ＲＮＡ的快速定量检测。
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　　白斑综合症病毒（ＷＳＳＶ）、传染性皮下及造血
器官坏死病毒（ＩＨＨＮＶ）、桃拉综合征病毒（ＴＳＶ）
和黄头病毒（ＹＨＶ）极大地危害对虾养殖，其跨国、
跨地区传播已受到国际兽疫局（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ｏｆｆｉｃｅ
ｏｆ　Ｅｐｉｚｏｏｔｉｃ　Ｄｉｓｅａｓｅ，ＯＩＥ）与国家质检总局的高度
重视，并被列为检验检疫项目［１］。其中，ＷＳＳＶ、ＩＨ－
ＨＮＶ为ＤＮＡ病毒，ＴＳＶ、ＹＨＶ为ＲＮＡ病毒。按

照国家质检总局的行业标准，检测 ＷＳＳＶ 用套式
ＰＣＲ（ＳＮ／Ｔ　１１５１．２－２００２）、ＩＨＨＮＶ用ＰＣＲ（ＳＮ／

Ｔ　１６７３－２００５）、ＴＳＶ和ＹＨＶ则用反转录ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ）来检测（ＳＮ／Ｔ　１１５１．１－２００２、ＳＮ／Ｔ　１１５１．４－
２００３）。由于ＰＣＲ扩增反应程序不同，１份检验样本
需做３次普通ＰＣＲ和２次ＲＴ－ＰＣＲ才能完成对４
种对虾病毒的检测，检测时间需３～７ｄ，严重影响了
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检验检疫的时效性。本研究探索了一种新的实时荧
光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 同步检测４种对虾病毒 ＤＮＡ／

ＲＮＡ的方法，以期为今后虾产品及卤虫等生物饵料
进出口检验检疫及养殖对虾疫病的快速诊断控制、
健康亲虾筛选提供一种快速简单、定量准确、实用高
效的核酸定量检测方法。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　供试对虾病毒　ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ由浙江省
海洋水产研究所提供；ＴＳＶ、ＹＨＶ分别由舟山出入
境检验检疫局、舟山市水产养殖病害防治院提供。

１．１．２　试剂　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒、实

时荧光定量ＰＣＲ试剂盒均购自宝生物工程（大连）
有限公司；病毒核酸提取试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ
公司。

１．１．３　仪器　实时荧光定量ＰＣＲ仪购自瑞士罗氏
公司；台式高速离心机为上海医用分析仪器厂生产。

１．２　引物
ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ实时荧光定量ＰＣＲ引物、探

针序列分别参照文献［２－３］，ＴＳＶ、ＹＨＶ实时荧光定
量ＲＴ－ＰＣＲ引物、探针序列分别参照文献［４－５］。

ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ、ＴＳＶ、ＹＨＶ 普通 ＰＣＲ 和普通
ＲＴ－ＰＣＲ的引物序列参照国家质检总局的行业标准
（ＳＮ／Ｔ　１１５１．２－２００２、ＳＮ／Ｔ　１６７３－２００５、ＳＮ／Ｔ
１１５１．１－２００２、ＳＮ／Ｔ　１１５１．４－２００３）。

表１　４种对虾病毒实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ引物

病毒 上游引物序列（５′－３′） 下游引物序列（５′－３′） 扩增长度／ｂｐ　 ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＴＳＶ　 ＣＡＡＡＣＡＡＣＧＣＧＣＡＴＴＧＣＴＴＣ　 ＴＡＡＴＧＴＴＣＴＧＣＧＡＴＧＴＣＡ　 ７３ ＡＦ２７７６７５．１

ＹＨＶ　 ＧＴＣＣＣＧＧＣＡＡＴＴＧＴＧＡＴ　 ＧＧＴＴＣＴＣＣＧＣＴＧＧＴＣＴＣＴＣ　 ８２ ＥＵ４８７２００．１

ＷＳＳＶ　 ＣＣＡＧＡＧＡＴＧＧＧＡＧＴＡＡＣＡＣ　 ＧＡＡＧＴＡＴＴＣＧＣＡＡＣＡＧＡＧＧＡＧ　 ８４ ＡＦ３３２０９３．１

ＩＨＨＮＶ　 ＡＣＡＴＡＧＡＧＣＴＡＣＡＡＴＣＣＴ　 ＣＴＧＡＡＧＣＧＡＣＴＡＣＧＧＴＡＣＴＴＧ　 ７７ ＧＱ４７５５２９．１

１．３　４种对虾病毒ＤＮＡ和ＲＮＡ提取及反转录

ＤＮＡ提取：取１．５ｍＬ　ＥＰ管１支，加入待检样

本悬浮液１００μＬ，再加ＤＮＡ提取剂１００μＬ混匀，

１００℃反应２ｍｉｎ，１５　０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，上清即

为模板ＤＮＡ［６］。ＲＮＡ提取按试剂盒说明书进行，

于４２℃反转录５ｍｉｎ获得ｃＤＮＡ。

１．４　对虾病毒ｃＤＮＡ和ＤＮＡ的扩增反应体系

ｃＤＮＡ扩增反应体系：２×Ｏｎｅ　ｓｔｅｐ　ＲＴ－ＰＣＲ

ＢｕｆｆｅｒⅢ１０μＬ，Ｅｘ　Ｔａｑ　０．４μＬ；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ　ＲＴ
Ｅｎｚｙｍｅ　ＭｉｘⅡ０．４μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）

及ＴａｑＭａｎ 探针（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，ＲＮａｓｅ

Ｆｒｅｅ　ｄｄＨ２Ｏ　６．０μＬ，ｃＤＮＡ模板２．０μＬ，反应总体

积２０μＬ。ＤＮＡ扩增反应体系：２×Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ
１０μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）及ＴａｑＭａｎ探针
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４μＬ，无菌ｄｄＨ２Ｏ　６．８μＬ，ＤＮＡ
模板２．０μＬ，反应总体积２０μＬ。

１．５　对虾病毒ＲＮＡ和ＤＮＡ的扩增反应程序

４２℃反转录５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ、６０℃

２５ｓ，共４０个循环。

１．６　４种对虾病毒定量标准品制备

根据４种对虾病毒实时荧光定量ＰＣＲ扩增产

物序列，委托ＴａＫａＲａ公司构建阳性质粒，把每种质

粒质量浓度（ｎｇ／μＬ）换算成拷贝数量／μＬ，用核酸稀

释剂连续１０倍稀释成梯度浓度，取４～６个合适的

梯度浓度作为定量标准品。

２　结果与分析

２．１　４种对虾病毒同步检测所需时间

对虾病毒ＤＮＡ与ＲＮＡ提取所需时间分别为

５ｍｉｎ和２０ｍｉｎ，实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ所需时间为

３５ｍｉｎ。从核酸提取到检测完成共需时间为１ｈ。按照

国家质检总局的行业标准方法检测 ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ、

ＴＳＶ和ＹＨＶ，需要做３次普通ＰＣＲ与２次ＲＴ－ＰＣＲ
扩增，而本方法利用实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ把４种病

毒的不同核酸同步扩增１次完成，从而使检测时间从

３～７ｄ缩短至１ｈ左右。

２．２　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ同步检测４种对虾病

毒的扩增效率与标准曲线

对ＴＳＶ、ＹＨＶ、ＩＨＨＮＶ与 ＷＳＳＶ的Ｅ值测定结
果分别为１．０６、１．０７、０．９２、０．９２，均处于理想值范围。

上述４种病毒的ｒ值均达到１。表明用ＲＴ－ＰＣＲ检测４
种对虾病毒的扩增效率与标准曲线线性均良好。

２．３　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ与实时荧光定量ＰＣＲ
检测ＩＨＨＮＶ、ＳＳＶ的灵敏度与重复性结果

分别用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ与实时荧光定

量ＰＣＲ对５个梯度浓度的ＩＨＨＮＶ和 ＷＳＳＶ检测

结果的Ｃｔ值作比较。从表２、表３可以看出，２种

ＰＣＲ方法的检测灵敏度与重复性无差异。
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表２　２种实时荧光定量ＰＣＲ检测ＩＨＨＮＶ　ＤＮＡ灵敏度与重复性比较（ｎ＝３）

病毒含量
（拷贝／μＬ）

实时荧光定量ＰＣＲ　Ｃｔ值

珚ｘ±ｓ　 ＣＶ／％

实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ　Ｃｔ值

珚ｘ±ｓ　 ＣＶ／％
ｔ Ｐ

１０７　 １８．０３±０．２８　 １．５５　 １７．６３±０．２７　 １．５３　 １．７８ ＞０．０５

１０６　 ２１．１４±０．１１　 ０．５２　 ２１．１０±０．０６　 ０．２８　 ０．５６ ＞０．０５

１０５　 ２４．９３±０．１９　 ０．７６　 ２４．７６±０．１６　 ０．６５　 １．１８ ＞０．０５

１０４　 ２８．１３±０．１２　 ０．４３　 ２８．３９±０．４６　 １．６２　 ０．９６ ＞０．０５

１０３　 ３１．４２±０．３０　 ０．９６　 ３１．７６±０．２４　 ０．７６　 １．５３ ＞０．０５

表３　２种荧光定量ＰＣＲ检测 ＷＳＳＶ　ＤＮＡ灵敏度与重复性比较（ｎ＝３）

病毒含量
（拷贝／μＬ）

实时荧光定量ＰＣＲ　Ｃｔ值

珚ｘ±ｓ　 ＣＶ／％

实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ　Ｃｔ值

珚ｘ±ｓ　 ＣＶ／％
ｔ　 Ｐ

１０７　 １９．５６±０．０５　 ０．２６　 １９．５１±０．０６　 ０．３１　 １．１１ ＞０．０５

１０６　 ２３．５２±０．１５　 ０．６５　 ２３．７７±０．０８　 ０．３４　 ２．５０ ＞０．０５

１０５　 ２６．５３±０．１８　 ０．６８　 ２６．６１±０．１９　 ０．７１　 ０．５３ ＞０．０５

１０４　 ３０．４３±０．１５　 ０．４９　 ３０．１８±０．３４　 １．１３　 １．１７ ＞０．０５

１０３　 ３４．１３±０．２３　 ０．６７　 ３３．８８±０．２０　 ０．５９　 １．４２ ＞０．０５

２．５　４种对虾病毒实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ同步检
测效果

用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ同步检测不同浓度
的ＴＳＶ和 ＹＨＶ的 ＲＮＡ以及 ＷＳＳＶ和ＩＨＨＮＶ
的ＤＮＡ，不同核酸类型的４种病毒样本扩增效率均
比较理想（Ｅ＝１．００），并呈现出典型的扩增曲线。

２种ＤＮＡ病毒（ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ）在实时荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ反应程序上的重复性良好，与２种 ＲＮＡ
病毒扩增效果相同（图１）。

①．４．２×１０９／μＬ　ＴＳＶ；②．１．８×１０７／μＬ　ＹＨＶ；
③．３．０×１０４／μＬ　ＷＳＳＶ；④．１．７×１０２／μＬ　ＩＨＨＮＶ

图１　荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ同步检测４种对虾病毒效果

３　结论与讨论
本研究结果表明，用实时荧光定量ＰＣＲ和实时

荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ平行检测ＩＨＨＮＶ、ＳＳＶ重复性
一致，灵敏度无差异，标准曲线线性良好，定量检测
准确性高。建立的实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ反应程
序用于 ＷＳＳＶ和ＩＨＨＮＶ等ＤＮＡ病毒的检测，可
获得与实时荧光定量ＰＣＲ相同的效果。另外，本试
验验证了利用该实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ反应程序

同步检测 ＴＳＶ、ＹＨＶ、ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ的可行性，
验证结果按４种对虾病毒的核酸含量高低有规律地
显示出典型的扩增曲线及良好的重复性和较高的灵

敏度。
一直以来，ＰＣＲ 检测 ＤＮＡ、ＲＴ－ＰＣＲ 检 测

ＲＮＡ，因此，对不同核酸类型的病毒不能进行同步
检测，检测时间明显延长。本研究创建的实时荧光
定量ＲＴ－ＰＣＲ反应程序可以同步检测ＴＳＶ、ＹＨＶ、

ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ　４种对虾病毒的 ＲＮＡ／ＤＮＡ。其
对 ＷＳＳＶ和ＩＨＨＮＶ等 ＤＮＡ病毒的检测效果与
实时荧光定量ＰＣＲ完全相同。检测时间与行业标
准方法相比，从原来的３～７ｄ缩短到１ｈ左右，明
显提高了检验检疫的工作效率。
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