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摘要：为了建立适用于OsHV-1不同变异株的检测方法，在牡蛎疱疹病毒(OsHV-1)3个变
异株全基因组序列比对的基础上，筛选到牡蛎疱疹病毒基因组中高度保守的DNA聚合酶
(DNA polymerase)基因，据此设计巢式PCR引物，优化PCR反应体系和条件，建立了基于
OsHV-1 DNA聚合酶基因的巢氏PCR检测方法 (P-nPCR检测方法 )，利用P-nPCR与C-
nPCR检测方法对不同年份和宿主来源的OsHV-1疑似感染样本进行检测。结果显示，P-
nPCR检测方法能稳定地检出100 拷贝/µL的病毒DNA；P-nPCR较C-nPCR检测方法具有更
强的特异性和更高的检出率。研究表明，本研究建立的P-nPCR检测方法适用于OsHV-
1不同变异株的检测，可为该病毒的检测和流行病学调查提供可靠的技术支持。
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20世纪90年代以来，全球多个国家和地区养

殖的长牡蛎(Crassostrea gigas)以及我国养殖栉孔

扇贝(Chlamys farreri)等双壳贝类在夏季高温季节

经常发生大规模死亡 [1-3]。流行病学调查和人工

感染实验结果显示，一种球形疱疹样病毒粒子

与上述死亡案例紧密相关。电镜观察发现，该

病毒粒子的直径110~120 nm，核衣壳直径80~90
nm，为具囊膜的二十面体结构 [1]。全基因组测序

和系统发育分析结果显示，引起上述病害的疱

疹样病毒粒子为同一个病毒种 [4]。在2012年国际

病毒分类委员会 ( Internat ional  Commit tee  on
Taxonomy of Virus, ICTV)发布的病毒分类报告

中，该病毒被正式命名为牡蛎疱疹病毒(Ostreid
herpesvirus 1，OsHV-1)，是软体动物疱疹病毒科

( M a l a c o h e r p e s v i r i d a e )、牡蛎疱疹病毒属

(Ostreavirus)下唯一病毒种 [5]。鉴于牡蛎疱疹病毒

在全球范围内对养殖双壳贝类构成的严重威

胁，世界动物卫生组织(OIE)将牡蛎疱疹病毒作

为新发病害，列入2014年发布的OIE《水生动物

健康法典》。

对于OsHV-1的检测，实验室最常用的方法

是聚合酶链式反应(PCR)。基于病毒基因组C区

建立的PCR检测方法作为OIE推荐的牡蛎疱疹病

毒PCR检测方法，被多个国家和地区广泛采用[6-7]。

然而近年来的研究结果表明，C区是牡蛎疱疹病

毒基因组中序列变异最大的几个基因片段之一[8]。

随着近年来OsHV-1在我国和世界其他国家和地

区不断发生的株系分化，基因组C区碱基组成或

排列顺序发生变异的新变异株不断出现 [8-9]，从

而导致基于该区核苷酸序列设计的OsHV-1检测

引物无法与目标位点结合。  Friedman等 [10]报道，

使用C2/C6引物无法检测到感染长牡蛎的部分
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OsHV-1病毒株。由于病毒发生变异导致的检测

失 败 案 例 在 其 他 疱 疹 病 毒 上 也 有 报 道 。

Engelsma等 [11]报道，由于鲤疱疹病毒 (Cyprinid

herpesvirus 3，CyHV-3)株系分化严重，新的变异

株不断出现，导致利用OIE推荐的基于胸苷激酶

基因 (thymidine kinase, TK)建立的PCR检测方法无

法检测到CyHV-3部分变异株；而这些变异株可

以被基于该病毒相对保守的DNA聚合酶基因建

立的PCR检测方法成功检测到。

DNA聚合酶作为病毒复制过程中的关键酶，

是疱疹病毒目所有病毒及其他双链DNA病毒共同

拥有的一种酶。由于DNA聚合酶在病毒复制过程

中的重要作用，其关键功能结构域(motifs)在选择

压力的作用下，在同一病毒种内高度保守，因此

成为包括鲍疱疹病毒在内的多种疱疹病毒PCR等

分子检测方法的首选基因位点 [12-14]。本实验室对

目前已完成的OsHV-1 的3个变异株DNA聚合酶

核苷酸序列进行比对，发现三者DNA聚合酶核

苷酸序列大小均为5637 bp，核苷酸组成相似度

高达99.8%。通过基因同源性分析，确定了牡蛎

疱疹病毒DNA聚合酶关键功能结构域，其核苷

酸序列完全相同；以关键功能结构域核苷酸序

列为模板，设计特异性引物，建立了适用于检

测OsHV-1不同变异株的巢氏PCR检测方法。

1    材料与方法

1.1    实验材料

贝类病料        OsHV-1阳性病料样本为2009年
8月采集于青岛流清河海区的栉孔扇贝， – 4 0
°C冻存。待检测样本为2012—2014年采集于山

东、辽宁、福建等地的疑似感染OsHV-1的长牡

蛎、栉孔扇贝和魁蚶(Scapharca broughtonii)等双

壳贝类样本(表1)。
主要试剂        海洋动物组织基因组  DNA 提

取试剂盒购自天根生化科技有限公司；Premix
Ex Taq、dNTPs(10 mmol/L)、pMD18-T购自

TaKaRa生物工程有限公司(大连)；GeneFinderTM

购自厦门百维信生物技术有限公司；质粒小提

表 1    P-nPCR与C-nPCR 2种巢式PCR检测结果

Tab. 1    Detection results of P-nPCR and C-nPCR

采样时间

sampling time
采样地点

sampling site
宿主物种

host species
样本数/个
no. of samples

阳性数/个
no. of positive samples  

阳性率/%
prevalence

P-nPCR C-nPCR P-nPCR C-nPCR

2013年 山东青岛 Qingdao 栉孔扇贝 C. farreri 60 15 10

 

25.0 16.7

山东长岛 Changdao 虾夷扇贝 Patinopecten yessoensis 10 2 0 10.0 0

山东即墨 Jimo 长牡蛎 C. gigas 10 5 2 50.0 20.0

山东日照 Rizhao 魁蚶 S. broughtonii 20 20 15 100.0 75.0

辽宁大连 Dalian 虾夷扇贝 P. yessoensis 20 7 5 35.0 25.0

福建厦门 Xiamen 福建牡蛎 C. gigas angulata 10 6 1 60.0 10.0

广东湛江 Zhanjiang 方斑东风螺 Babylonia areolata 10 3 3 30.0 30.0

广州市场 Guangzhou 菲律宾蛤仔 Venerupis philippinarum 10 3 1 30.0 10.0

2014年 山东青岛 Qingdao 栉孔扇贝 C. farreri 20 8 10 40.0 50.0

山东潍坊 Weifang 四角蛤蜊 Mactra veneriformis 20 10 10 50.0 50.0

山东长岛 Changdao 魁蚶 S. broughtonii 20 9 4 45.0 20.0

山东长岛 Changdao 虾夷扇贝 P. yessoensis 20 7 7 35.0 35.0

广西大风江 Dafengjiang 香港牡蛎 C. hongkongensis 20 10 14 50.0 70.0

2015年 山东荣成 Rongcheng 魁蚶 S. broughtonii 34 18 3 52.9 8.8

山东日照 Rizhao 魁蚶 S. broughtonii 17 17 17 100.0 100.0

山东长岛 Changdao 魁蚶 S. broughtonii 11 10 5 90.9 45.5
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试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。

主要仪器        微量紫外分光光度计NanoDrop
(赛默飞世尔科技有限公司)；PCR仪(美国应用生

物系统公司；电泳仪 (北京六一仪器厂DYY-
16B型)；Fuji Film(LAS3000)凝胶成像系统。

1.2    引物设计

以牡蛎疱疹病毒DNA聚合酶基因关键结构域

核苷酸序列为模板，利用Primer Premier 5.0引物

设计软件，设计OsHV-1特异性巢式PCR引物。

引 物 序 列 ： 外引物上游序列， P o l - F ： 5 ' -
GATTTCAACTCGCAATACC-3'，外引物下游序

列，Pol-R：5'-GGCAGACACAGATTCCACA-3'，
扩增片段大小为573 bp；内引物上游序列，nPol-
F：5'- GTGTTTCTACATTGCTGG-3'，内引物下

游序列nPol-R：5'- CTGTTGGCGTTGACCTTC-
3'，扩增片段大小为386 bp。引物由上海桑尼生

物工程有限公司合成。

1.3    组织DNA的提取及病毒质粒DNA的制备

取实验室保存OsHV-1呈阳性的栉孔扇贝濒

死个体外套膜组织，利用海洋动物组织基因组

DNA 提取试剂盒提取基因组DNA。利用合成的

外引物(Pol-F/Pol-R)，采用引物设计软件推荐的

退火温度，对提取的基因组DNA进行PCR扩增。

将扩增PCR产物的目的片段用DNA连接转化试剂

盒回收并导入T5载体，再将重组后的载体导入

感受态大肠杆菌中培养增殖。使用质粒小提试

剂盒从扩大培养的大肠杆菌中提取质粒，测量

所提质粒DNA的浓度为640 ng/μL，换算成病毒

拷贝数浓度约为1.0×1011 拷贝/μL，将质粒用TE缓
冲液以10倍浓度梯度分别稀释为1010~100拷贝 /
μL备用。

1.4    P-nPCR扩增程序与反应条件的优化

P-nPCR第一步反应扩增程序及反应体系的优

化        采用50 μL反应体系，以提取的OsHV-1阳
性的栉孔扇贝基因组DNA 2 μL作为阳性模板，

Ex Taq DNA聚合酶 (5 U/ μL)0.4 μL ，10×PCR
buffer 5.0 μL，dNTPs(0.25 mmol/L)4 μL，Mg2+

(2.5 mmol/L)4.0 μL，上下游引物 (10 μmol/L)各
2  μL，其余加超纯水补齐体系；扩增程序为

94 °C预变性5 min，94 °C变性30 s，退火温度设

置梯度分别为49、51、53、55、57和59 °C各

30 s，72 °C延伸45 s，35个循环；72 °C延伸10

min。将扩增产物用1%琼脂糖凝胶电泳检验结

果，选取最适退火温度。按照优化好的退火温

度依次对反应体系中的dNTPs浓度 (0.05、0.1、
0.15、0.20、0.25和0.30 mmol/L)和Mg2+浓度(0.1、
0.3、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mmol/L)进行优

化。

P-nPCR第二步反应扩增程序及反应体系的优

化        采用50 μL反应体系，以第一步反应产物

10倍稀释液2 μL作为阳性模板，反应体系同P-
nPCR第一步反应；扩增程序为 94  °C预变性

5 min；94 °C变性30 s，退火温度设置梯度分别为

47、49、51、53、55和57 °C各30 s，72 °C延伸

45 s，25个循环；72 °C延伸10 min。将扩增产物

用1%琼脂糖凝胶电泳检验结果，选取最适退火

温度。按照优化好的退火温度依次对反应体系

中的dNTPs浓度 (0.05、0.1、0.15、0.20、0.25、
0.30 mmol/L)和Mg2+浓度 (0.1、0.3、0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0 mmol/L)进行优化。

1.5    P-nPCR灵敏度实验

用优化好的反应条件，以浓度为108、107、

106、105、104、103、102和101 拷贝 /μL病毒质粒

DNA为模板，超纯水为阴性对照，各浓度病毒

质粒分别做10组平行，进行巢式PCR扩增反应，

以检测P-nPCR方法的灵敏度。

1.6    P-nPCR特异性实验

以 实 验 室 保 存 的 副 溶 血 弧 菌 ( V i b r i o
parahaemolyticus)、虾肝肠孢虫(enterocytozoon
hepatopenaei，EHP)、白斑综合征病毒(white spot
syndrome virus，WSSV)和派琴虫(Perkinsus sp.)核
酸为模板，以OsHV-1呈阳性的栉孔扇贝核酸为

阳性对照，OsHV-1呈阴性的栉孔扇贝核酸作为

阴性对照。采用优化好的巢式PCR反应程序和体

系进行扩增反应，检验该检测方法的特异性。

1.7    两种巢式PCR检测方法对牡蛎疱疹病毒

检测结果的比较

将待检样品分别采用基于牡蛎疱疹病毒

DNA聚合酶开发的巢式PCR检测方法(以下称P-
nPCR)和目前研究中常用的基于病毒基因组C区

设计的巢式PCR检测方法(以下称C-nPCR)进行检

测。C-nPCR检测方法所使用的反应体系与P-
nPCR相同，C-nPCR第一轮反应程序为94 °C预变

性5 min；94 °C变性30 s，52.5 °C退火30 s，
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72 °C延伸45 s，35个循环；72 °C延伸5 min；第二

轮为94 °C预变性5 min；94 °C变性30 s，50 °C退火

30 s，72 °C延伸45 s，25个循环；72 °C延伸5 min。

2    结果

2.1    P-nPCR反应体系及扩增程序的优化

经多次实验，P-nPCR第一步反应退火温度

为53 °C时(图1-a)，电泳显示的目的条带最为清

晰明亮，综合条带亮度和避免非特异性扩增原

则，第一步反应的最适退火温度为53 °C；最适

Mg 2 +浓度为 2 .0  mmol /L，最适 dNTPs浓度为

0.2 mmol/L。第二步反应的最适退火温度为51
°C(图1-b)，最适dNTPs浓度为0.15 mmol/L，最适

Mg2+浓度为1.5 mmol/L。

2.2    P-nPCR灵敏度的测定

P-nPCR第一步反应中质粒模板浓度最低为

104 拷贝/μL时，仍然有可见条带(图2-a)，第二步

反应中质粒模板浓度最低为10 拷贝/ μL时，电泳

条带清晰可见(图2-b)。将浓度为10 拷贝/μL的质

粒模板做10个平行实验时，其中7个能成功扩增

出目的条带。而将浓度为102拷贝/ μL及更大浓度

的质粒模板做10个平行实验时，10个均能成功扩

增。根据检测灵敏度规定的10个平行标准品检测

中有至少 9个呈阳性的最小基因拷贝数的标

准[15]，得出P-nPCR检测法的灵敏度为102拷贝/ μL。
2.3    P-nPCR特异性的测定

经外引物的扩增，只有被OsHV-1感染的栉

孔扇贝基因组DNA可以扩增出目的条带，其余

 
图 1     P-nPCR反应退火温度的优化

M. DL 2000TM DNA Marker；(a)第一步扩增结果，  1~6泳道分别为49、51、53、55、57和59 °C；(b)第二步扩增结果，  1~6泳道分别为

47、49、51、53、55和57 °C

Fig. 1     Optimization of the annealing temperature of the nested PCR
M. DL 2000TM DNA Marker；(a) results of the 1st round amplification, lanes 1-6 are 49, 51, 53, 55, 57 and 59 °C respectively; (b) results of the 2nd round
amplification, lanes 1-6 are 47, 49, 51, 53, 55 and 57 °C respectively

 
图 2     P-nPCR反应灵敏度的测定

M. DL 2000TM DNA Marker；(a)第一步扩增结果，1~8泳道分别为108、107、106、105、104、103、102和101 拷贝/µL；(b)第二步扩增结果，

1~8泳道分别为对应第一步反应的产物

Fig. 2     Detection of the reaction sensitivity of the nested PCR
M. DL 2000TM DNA Marker; (a) results of the 1st round amplification, lanes 1-8 are 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102 and 101 copies/µL; (b) results of the 2nd

round amplification, different production amplified with 8 production in the lanes 1 to 8
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核酸样品均不能扩增出特异性条带(图3-a)。经第

二轮扩增后，结果与第一轮扩增一致(图3-b)，因

此可以证明该巢式PCR检测方法具有高度特异

性。

2.4    P-nPCR与C-nPCR检测结果比较

分别采用P-nPCR和C-nPCR 2种巢式PCR法对

2013—2015年间，采集自我国5个不同省份，共

计16个批次的扇贝、魁蚶、牡蛎、蛤仔等312份
样品进行了检测(表1)。结果显示，P-nPCR法得

到的OsHV-1感染率(150/312=48.1%)显著高于C-
n P C R 法 得 到 的 感 染 率 ( 1 0 7 / 3 1 2 = 3 4 . 2 % )
(X2=4.78,df=1,P=0.029)。16个不同批次的样本

中，有10个批次使用P-nPCR法检测到的OsHV-1
DNA携带率高于C-nPCR法，有2个批次使用P-
nPCR法检测到的携带率低于C-nPCR法，另外4个
批次2种检测方法得到的携带率相等。

P-nPCR检测呈阳性的150个样本中，有72个

C-nPCR检测呈阴性；C-nPCR检测呈阳性的107个
样本中有29个P-nPCR检测呈阴性(表2)。

3    讨论

在病毒大量且快速增殖的过程中，病毒的基

因组会不断发生自主突变；如果相关突变发生在

基因组的非关键功能基因上，这些突变对病毒是

非致死性的，因此就有机会稳定地遗传给后代
[16]。若病毒的分子检测方法所选的分子标记位点

是容易发生非致死性的突变位点，就会导致检测

出现假阴性，给病毒的检测、监控及预防工作增

加了难度。但在病毒关键功能基因上发生的突变

对于病毒来说是致死性的，不会遗传给后代和固

化到新的变异株中。之前的研究表明，DNA聚合

酶和末端酶(terminase)ATPase亚基在疱疹病毒复制

和组装过程中起关键作用，一旦出现变异，将会

导致病毒无法继续生存，在疱疹病毒的进化过程

中非常保守，因此这2个位点是疱疹病毒分类和系

统发育关系分析中最常用的2个位点[17]。DNA聚合

酶基因中部分氨基酸序列组成的结构域与该酶的

金属离子结合及D N A识别功能密切相关，是

DNA聚合酶的关键功能结构域，编码这些结构域

的核苷酸序列具有更强的保守性，且具有种特异

性，被选作多种疱疹病毒检测的分子位点[12-14]。

基于牡蛎疱疹病毒C区建立的PCR检测方法

最早报道于2001年，在Davison等[18]获取该病毒全

基因组序列之前。C区核苷酸序列的获得是通过

 
图 3     P-nPCR反应特异性检测

M. DL 2000TM DNA Marker；(a)巢式PCR第一步扩增结果，1. 牡蛎疱疹病毒；2.副溶血弧菌；3.对虾肝肠孢虫；4.白斑综合征；5.派琴

虫；6.阴性对照；(b)巢式PCR第二步扩增结果，1~6泳道分别为对应第一步反应的产物

Fig. 3     Detection of the reaction specificity of the nested PCR
M. DL 2000TM DNA marker; (a) results of the 1st round amplification, 1. OsHV-1; 2. V. parahaemolyticus; 3. EHP; 4. WSSV; 5. Perkinsus sp.; 6.
negative control; (b) results of the 2nd round amplification, different production amplified with 6 production in the lanes 1 to 6

表 2     P-nPCR与C-nPCR 2种巢式PCR检测法

检测结果比较

Tab. 2     Comparison of detection results of
P-nPCR and C-nPCR

P-nPCR检测结果

detection results of P-nPCR

阳性 positive 阴性 negative

C-nPCR检测结果

detection results
of C-nPCR

阳性

positive
78 29

阴性

negative
72 133

330 水    产    学    报 40 卷

 

http://www.scxuebao.cn



对病毒基因组进行酶切后，从构建的质粒文库

中随机获取的，因此其保守性未经过验证。随

后的分子流行病学研究及监测数据表明，C区是

目前研究较多的OsHV-1基因组3个分子标记位点

中变异最快的区域，不适合选作OsHV-1检测的

靶序列位点[8-9]。

OsHV-1作为疱疹病毒目下的一个病毒种，

其DNA聚合酶与其他疱疹病毒及部分大分子双

链DNA病毒具有较高的同源性[17]。通过对目前已

知的3株全基因序列中的牡蛎疱疹病毒DNA聚合

酶基因进行比对，发现三者的序列完全一致[4, 18-19]。

该病毒的DNA聚合酶基因大小为5637 bp，不存

在较大的碱基重复区域以及碱基排列不规则等

情况，适合作为用来检测引物设计的靶基因序

列。本研究基于编码OsHV-1 DNA聚合酶基因关

键功能结构域的核苷酸序列，设计巢式PCR引

物，优化PCR反应体系和条件，使该PCR检测方

法的灵敏度达到102拷贝/μL，且不与贝类和其他

海水养殖动物常见病原发生交叉反应，建立了

该病毒的巢式PCR检测方法。应用P-nPCR检测方

法对多种宿主的基因组DNA进行PCR扩增，选取

其中76个阳性样本的PCR产物进行测序，结果显

示这些序列相似度达99.9%以上，高度保守。因

此选取编码DNA聚合酶关键功能结构域的核苷

酸序列作为牡蛎疱疹病毒不同变异株检测的分

子位点是合适且可靠的。

150个P-nPCR检测呈阳性的样本中，有72个
样本使用C-nPCR检测呈阴性；上述72个样本

中，2013年采集自日照的魁蚶为发生大规模死亡

期间采集的样本，经实时定量PCR检测，均携带

较高载量的OsHV-1 DNA(103~105拷贝/mg组织)。
然而这批样本中有5个样本经C-nPCR检测呈阴

性 ， 推 测 检 测 失 败 是 由 于 感 染 这 些 样 本 的

C2/C6引物结合区发生变异导致的。本研究尝试

在C2/C6区的侧翼序列设计其他引物进行PCR扩

增和测序，以便对上述推断进行验证，但均未

能扩增出条带。推测不能扩增出条带的原因是

该区域容易发生大片段的缺失和序列变异，

Arzul等 [20]也发现C区不仅存在容易发生变异的微

卫星位点，在部分变异株中还存在最高为2.8
kb的片段缺失。其他67个C-nPCR检测失败的样

本来源于未发病的个体，推测检测失败的原因

可能有3个：①P-nPCR法比C-nPCR法具有更高的

检测灵敏度；②部分样本的C2/C6引物结合区发

生变异；③部分样本OsHV-1 DNA携带量太低，

导致PCR扩增结果的偶然性较大，重复性较差。

同时结果还显示，C-nPCR检测呈阳性的107个样

本中，有29个样本使用P-nPCR检测呈阴性。出

现这一结果是由于这些样本中OsHV-1 DNA的携

带量比较低，导致使用两种不同巢式PCR方法进

行检测时，得到的结果不一致。

根据牡蛎疱疹病毒DNA聚合酶基因高度保守

的特点，本研究基于该位点设计引物，建立了

适用于牡蛎疱疹病毒不同变异株的巢式PCR检测

方法，为牡蛎疱疹病毒的检测、流行病学的监

测及其株系分化研究提供技术支撑。由于PCR扩

增技术自身特点的限制，本研究所建立的方法

在检测病毒载量低(<100拷贝/μL)的样本时，存在

重复性较差的缺点。因此，建议在对感染量较

低的样本进行检测时，可根据项目需要对每个

样本设置2~3个重复，根据具体结果对相关样本

的感染情况进行综合判断。
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The development and application of nested PCR detection method for
Ostreid herpesvirus-1 based on DNA polymerase gene
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Abstract: In order to establish a detection method suitable for different strains of OsHV-1,the primers were
designed based on the nuclei  acid sequence of  the conserved DNA polymerase of  OsHV-1.  A nested PCR
detection method (P-nPCR) was established by optimization of the annealing temperatures of the primers and
protocols of PCR. Then, both P-nPCR and C-nPCR were employed to test the infection status of the samples
collected from different years and hosts. Our results indicated that the detection limits of the P-nPCR detection
method was about 100 copies/µL of recombinant plasmid containing OsHV-1 genes. P-nPCR was more specific
than C-nPCR in the detection of different variants of OsHV-1, and resulted in a higher prevalence of OsHV-1 for
the same samples. In conclusion, a P-nPCR detection method was developed to detect different variants of OsHV-1
infection. The high specificity of P-nPCR to OsHV-1 ensured that different variants of OsHV-1 could be detected
as early as possible, which will provide reliable technical support for the detection and epidemiology studies of
OsHV-1.
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