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[摘要 ] � 根据 GenBank中已发表的 3株WSSV的 VP28基因序列, 设计了 4条特异性引物. 通过筛选最佳反应条

件和试剂工作浓度, 建立了检测克氏原螯虾W SSV的巢式 PCR方法. 该方法第一轮扩增的敏感性是 36 ng, 第二

轮扩增的敏感性是 36 pg. 在对 9份克氏原螯虾临床病料的巢式 PCR检测中, 用引物 W 1和 W 2做第一轮扩增, 未

检测到阳性病例;用引物 S1和 S2做第二轮扩增, 检测到一例WSSV阳性病例.以上结果表明: 对于检测克氏原螯

虾 WSSV,巢式 PCR较一步 PCR具有更高的检测灵敏度和应用前景.
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Abstrac t: Four specific pr im er, W
1
, W

2
, S

1
and S

2
, we re des igned according to theVP28 gene sequences o f 3 w hite spo t

syndrom e v irus (WSSV ) strains depo sited in the GenBank. PCR de tecting the VP28 gene ofW SSV from Procam ba rus

clark ii was estab lished after se lection o f the optim al reaction cond itions. Sensitiv ity of the first and second amp lifications

by the nested PCR w as 36 ng and 36 pg, respectively. Am ong 9 c lin ical P rocam barus c la rkii sam ples to be tested by nes-

ted PCR, therew as no positive case detec ted by the first PCR amp lifications w ith pr im ersW 1 andW 2, and oneW SSV

positive case detec ted by the second PCR amp lificationsw ith prim ers S
1
and S

2
. The results showed that the nested PCR

established by th is study w as much mo re su itab le than the one step PCR for the detection ofWSSV in P rocambarus clar-

k i.i
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� � 白斑综合征病毒 ( wh ite spot syndrome v irus, WSSV )病是引起养殖对虾大批量死亡的暴发性传染病, 其

主要特征是以感染对虾甲壳内侧出现白色斑点,曾对全球对虾养殖业产生重大打击
[ 1-3]

. 克氏原螯虾 ( P ro-

cambarus c lark ia)是 WSSV的易感宿主之一, 国内外学者常将其用作对虾病毒增殖、药物筛选和免疫反应

等方面的实验动物模型
[ 4, 5]

. 2007年 5月,美国国家兽医局实验室 ( NVSL)报道了在路易斯安那州养殖克

氏原螯虾与天然克氏原螯虾中检测到 WSSV
[ 6]
. 以上证据表明, 随着我们大力发展克氏原螯虾养殖的同

时,必须及时防范来自 WSSV的威胁, 避免重蹈对虾养殖业的覆辙. 鉴于迄今为止还没有能够控制W SSV

疫情的有效措施,国内外学者普遍认为只能进行综合预防, 其中最重要的措施是尽早发现和消灭传染源,

切断传播途径,因此, 需要建立灵敏、准确、快捷、方便的检测方法.

目前对 WSSV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
[ 7-10 ]

.其中 PCR方法具有灵敏度高、特异性强、操作简便和快速等特点,已广泛应用于WSSV的检测.
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1� 材料与方法

1�1� 毒株及临床样品
� � 克氏原螯虾WSSV阳性病料由江苏省淡水水产研究所薛辉博士馈赠, 9份临床样品采自南京地区不

同克氏原螯虾养殖场,采集后置于 - 40� 保存备用.
1�2� 主要试剂

TaqDNA聚合酶 (含 10 � Buffer)、dNTPs、蛋白酶 K购自大连宝生物 ( TaKaRa)公司, 100 bp DNAM ark-

er购自 GenScript公司, Agarose为 ENGLAND产品, SDS购自 S igm a公司, Go ldV iew na �型核酸电泳染料购
自北京博大泰克公司,其他化学试剂如酚、氯仿、异戊醇、乙醇、N aC1等,均为国产分析纯产品.

1�3� 引物设计与合成
根据 GenBank发表的 3株WSSV全基因序列 (中国厦门株: AF332093; 中国台湾株: AF440570;泰国

株: AF369029) ,应用 DNAStar软件比较其 VP28基因的同源性, 发现其同源性为 100% ,表明这段基因是保

守的. 应用 Primer prem ier 5�0软件在 VP28基因上设计 2对巢式 PCR引物, 其中外引物 W 1、W 2扩增片段

为 602 bp,内引物 S1、S2扩增片段为 379 bp,引物序列如下:

外引物: W 1: 5�� TTTCTTTCACTCTTTCGGTCG� 3�
W 2: 5�� GGTCTCAGTGCCAGAGTAGGT � 3�

内引物: S1: 5�� GTGACCAAGACCATCGAAACC� 3�
S2: 5�� TGAAGGAGGAGGTGTTGGAG� 3�

引物由上海赛百盛基因技术有限公司合成,用灭菌超纯水配成 25 pmo l /�L, - 20� 保存备用.

1�4� 样品 DNA提取

取虾头部的鳃丝、肝、胰腺等组织,用 0�01mo l/L pH 7�4 PBS 1�5( g /mL)研磨匀浆,反复冻融 3次,离

心取上清液 500�L,按终浓度为 20�g /mL胃蛋白酶 K、1% SDS 58� 消化 30m in,再用等体积的酚�氯仿 ( 1

�1)抽提组织中的总 DNA,最后用 2倍体积的冷无水乙醇沉淀 DNA, 并将 DNA溶解在 20 �L pH7�5 TE
( Tris- C l 10mmo l/L, EDTA 1mmo l/L )缓冲液中, - 20� 保存备用.
1�5� 巢式 PCR反应体系的优化和建立

巢式 PCR的两轮 PCR反应都是 25�L体系,分别对引物浓度 ( 1�0、1�5、2�0、2�5 pmo l /�L)、Mg2+浓度
( 2�0、2�5、3�0、3�5mmol /L )、dNTPs浓度 ( 0�10、0�15、0�20、0�25mmo l /L)、退火温度 ( 54� 、55� 、55�9� 、
57�1� 、58� 、59� )等反应条件进行摸索,建立稳定的巢式 PCR反应体系,并对此反应体系进行了 4个重

复,检测其稳定性.

1�6� 第一轮 PCR的反应产物的最佳稀释度

在巢式 PCR中, 第一轮 PCR反应的产物为第二轮 PCR的模板, 由于第一轮 PCR反应的产物中有残

留的外引物,如果直接取第一轮 PCR的反应产物,可能会产生非特异性的杂条带, 影响第二轮 PCR反应

体系条件优化的判断.为了顺利进行第二轮 PCR反应体系条件的优化, 本研究对第一轮 PCR的反应产物

进行了 10
1
、10

2
、10

3
、10

4
倍的梯度稀释,为第二轮 PCR反应条件优化选择合适的 DNA模板浓度.

1�7� 巢式 PCR扩增的灵敏性测定和特异性试验

根据生物分光光度计测定模板 DNA的浓度,将所提取的 DNA依次做 10倍梯度稀释, 每个稀释度取 1

�L为模板,用外引物 W1和 W2进行第一轮 PCR扩增, 反应结束后进行凝胶电泳检测.以第一轮 PCR反应

为模板,以 S1和 S2为内引物进行第二轮 PCR扩增,反应结束后进行凝胶电泳检测.在特异性试验方面,在

巢式 PCR反应过程中设置空白对照、阳性对照、健康虾对照,检测其特异性.

1�8� 临床样品检测
应用巢式 PCR方法对 9份采自南京地区不同养殖场的克氏原螯虾样品进行检测.

2� 结果与分析

2�1� 巢式 PCR反应体系条件的优化

� � 通过对引物浓度、Mg2+浓度、dNTPs浓度和退火温度等几个单因子试验,确立了巢式 PCR反应的各个
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参数, 第一轮和第二轮 PCR反应体系均为 25�L体系,其中 10 �R eaction buffer 2�5�L, M gC l2 ( 25mmo l/L )
2�5�L, dNTPs ( 2�5mmol /L ) 2�L,上游引物和下游引物 ( 25 pmo l/�L)各 2 �L, DNA模板 1 �L, Taq DNA

聚合酶 0�5�L,灭菌超纯水加至 25 �L.反应程序如下:先在 94� 预变性 3m in,之后在 94� 30 s, 55� 30

s, 72� 50 s,共 30个循环, 最后 72� 延伸 5m in.取 3�L产物在 1�2%的琼脂糖凝胶上电泳, GoldV iew na �
型核酸电泳染料染色,用凝胶成像系统观察拍照.通过 4次重复性试验,都取得一致结果,表明该反应体系

很稳定.

2�2� 第一轮 PCR的反应产物的最佳稀释度

对第一轮 PCR的反应产物进行 10
1
、10

2
、10

3
、10

4
倍

的梯度稀释,然后各取 1 �L, 进行第二轮 PCR反应, 扩增

结果见图 1:未稀释和作 10倍稀释均出现了非特异性杂

条带, 以 10
2
和 10

3
倍稀释为最佳稀释倍数, 本研究选择

以第一轮 PCR产物的 10
2
倍稀释液为第二轮 PCR反应体

系条件优化的 DNA模板.

2�3� 巢式 PCR扩增的灵敏性测定和特异性试验

根据分光光度计测定模板 DNA的浓度为 3�6 �g /
�L,将所提取的 DNA依次作 10倍梯度稀释, 然后每个稀

释度取 1 �L为模板,用外引物 W1和 W 2进行第一轮 PCR

扩增,反应结束后进行凝胶电泳检测 (图 2) ,从图 2可以

看出第一轮 PCR扩增的敏感性为 36 ng, 对泳道 1、3、4等

出现目的条带的 PCR反应产物作 10
2
倍稀释, 作为第二

轮 PCR反应的模板; 其余没有出现目的条带的 PCR反应

产物直接作为第二轮 PCR反应的模板.以 S1和 S2为内引

物进行扩增,反应结束后进行凝胶电泳检测 (图 3). 从图

3可以看出,泳道 1、3、4的第二轮 PCR扩增无非特异性杂条带出现, 且目的条带正常; 同时显示第二轮

PCR扩增的敏感性为 36 pg,其扩增的敏感性提高了 1 000倍.

在特异性试验方面,设置空白对照、阳性对照、健康虾对照进行巢式 PCR反应,结果见图 4、图 5. 试验

结果表明:本方法设计的两对引物不能和虾组织的 DNA反应, 但和虾类其它病毒是否有非特异性反应,还

需进一步证实.
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2�4� 临床样品检测
应用巢式 PCR方法, 对南京地区采集的 9份克氏原螯虾样品进行检测, 在第一轮 PCR反应中未检测

到W SSV阳性病例, 在第二轮 PCR反应中检测出 1例WSSV阳性病例.具体结果见图 6.

3� 讨论

巢式 PCR技术已广泛应用于WSSV的检测. 谢数涛等
[ 11 ]
应用巢式 PCR,对纯化的 WSSV及患白斑症

的对虾均能扩增出预期大小的 DNA片段, 而对健康斑节对虾的扩增结果为阴性. H ossa in等
[ 12]
用巢式

PCR在淡水罗氏沼虾体内检测到了WSSV.本文通过对已发表的 3株WSSV的 VP28基因同源性比较,设

计两对特异性引物,建立了新的巢式 PCR方法,并且在养殖的克氏原螯虾体内检测到了WSSV,显示出良

好的检测效果.

第一轮 PCR反应产物如何作为第二轮 PCR的模板, 笔者在巢式 PCR条件摸索过程中曾经直接用第

一轮的 PCR反应产物作为模板,结果第二轮 PCR有非特异性条带,究其原因, 是因为第一轮 PCR产物中

有残留的外引物 W 1、W 2,因其还有一定的浓度,具有一定的竞争性, W 1、W2会继续扩增 602 bp大小的条

带,同时以 W 1、S2, S1、W2间出现错配, W 1、S2扩增的条带预测为 448 bp, S1、W2扩增的条带预测为 492 bp,

从图 1的泳道 1、2看, 结果与预测一致.因此, 只有对第一轮 PCR产物进行稀释, 降低 W 1、W 2竞争性.当

然,在实际检测样品中,如第一轮 PCR显示阳性,就没必要进行第二轮 PCR, 但是在建立巢式 PCR的过程

中,为了第二轮 PCR条件的摸索提供合适的 DNA模板,需要预先做个 10倍梯度稀释试验,以确定最佳稀
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释度.

本次建立的巢式 PCR的灵敏度比一步 PCR提高了 1 000倍,检测限达到 36 pg,虽然与庞耀珊
[ 13]
等的

建立二温式 PCR检测方法的极限 ( 1 pg )有一定差距,但是与朱建中
[ 14 ]
等建立的斑点杂交检测方法的极限

( 10 pg)在同一个数量级,究其原因,可能有两个,一是检测方法本身存在差异;二是检测的对象不一样,庞

耀珊等检测对象是南美白对虾,朱建中等和本次研究检测的对象是克氏原螯虾.

从临床样品的检测结果看, 一步 PCR检测方法由于受到灵敏度的限制, 极易造成漏检. 因此, 本研究

建立的巢式 PCR方法更适宜于W SSV的检测,特别是对克氏原螯虾感染早期和中期的检测.同时该方法

可以应用于克氏原螯虾亲本、苗种的检测筛选, 以及在克氏原螯虾养殖过程中的 WSSV动态监测,减少

WSSV对克氏原螯虾的感染几率,从而确保克氏原螯虾养殖业的健康发展.
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