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摘要! 为更好地实现对养殖海区栉孔扇贝急性病毒性坏死病毒 "=D@L2M>N=0A2DN/?>?M>N@?!

&.%.#的快速诊断和分子流行病学的调查!以及&.%.的疫情监测!选择&.%.全基因组序

列中的保守区段!应用 &DD20NR?S2A2117 软件设计一对巢式引物!用于 &.%.的检测% 结果

显示!引物的扩增片段分别为 :0: 和 789 3V% 实验优化了 6-$体系中 ES

1 B和 P%F6?浓度及

扩增程序中的退火温度!并建立了完善的 &.%.巢式 6-$检测技术% 研究表明!该 6-$检测

技术具有较高的敏感性!可稳定检测出 7 VS 扇贝样品组织总核酸中 7 >32 D/V>2?的病毒粒子%

关键词! 栉孔扇贝& 急性病毒性坏死病毒& 巢式 6-$

中图分类号! *:884444444444444文献标志码'&

44栉孔扇贝#"E.+@#):+%%-%&$"俗名干贝蛤#其

闭壳肌制成$+海扇"属软体动物门#E/00@?D=$+瓣

腮纲#'=<200>3N=ADQ>=$+珍珠贝目#6L2N>/>P=$+扇贝

科#62DL>A>P=2$+扇贝属( 生活于低潮线以下"自然

分布于我国辽宁的大连及山东半岛一带沿海( 12

世纪 02 年代末 92 年代初"人工育苗关键技术的突

破和半人工采苗技术的日臻成熟"使栉孔扇贝养殖

迅速成为我国北方沿海贝类养殖主导产业之一(

但是"随着产业规模的迅速扩大以及养殖期的延

长"加之沿海经济的快速发展和城市化进程加快"

造成近岸海水养殖水域环境日益恶化"病害问题时

有发生( 3::0 年以来"我国北方沿海养殖栉孔扇

贝夏季连年暴发大规模死亡 #累积死亡率高达

:2J以上$"给扇贝养殖业造成了巨大的经济损

失
)3 51*

( 导致该现象发生的病征名为栉孔扇贝急

性病 毒 性 坏 死 症 #=D@L2M>N=0A2DN/?>?P>?2=?2"

&.%4$

)/ 57*

"其病原病毒粒子具有囊膜"完整的病

毒粒子直径为 3/2 =302 A<"核衣壳直径为 :2 =

382 A<"基因组全长 132 ::/ 3V"I2A8=AO 登陆号为

IH37/:/9

)6*

( 研究发现"急性病毒性坏死病毒

#=D@L2M>N=0A2DN/?>?M>N@?"&.%.$感染宿主范围比

较广 泛" 除 栉 孔 扇 贝 外" 还 包 括 虾 夷 扇 贝

#!+8&',$-*8-' /-)),-')&$+华贵栉孔扇贝+杂色蛤

#O(I&8+$-)D+%&-/+8+$+紫贻贝#M#8&.()I-(.&)$+翡

翠贻 贝 #MJ)@+%+/I&'()$+长 牡 蛎 #"%+)),)8%-+

/&/+)$+香港巨牡蛎#"JE,'/A,'/-')&)$和方斑东风

螺#F+4#.,'&+ +%-,.+8+$等
)0*

(

目前"用于检测 &.%.的传统检测技术有组

织病理切片+电镜病理切片+免疫学方法%还有分子

检测技术如环介导等温扩增法 #0//V7<2P>=L2P

>?/LQ2N<=0=<V0>U>D=L>/A"'&E6$和实时荧光定量

6-$等( 传统的检测技术存在着操作繁琐+耗时

长+灵敏度和特异性不够理想+不能定量等缺点%分

子检测技术虽然灵敏度较高"但极易污染"给检测

带来困扰( 巢式 6-$检测技术#A2?L2P 6-$$是针

对某一特定基因"设计外侧+内侧两对引物进行两

步 6-$扩增反应"实现一种基因的扩增及鉴定
)9*

(

巢式 6-$降低了扩增多个靶位点的可能性"增加

了检测的特异性和可靠性"多应用于微生物病原方

面的检测( 由于其具有较高的特异性及灵敏度"在

物种鉴定+基因检测等方面得到了充分应用
): 531*

"

如病毒+梅毒螺旋体++).+肿瘤基因等的鉴定和检

测"也可用于基因芯片上探针的制备"被认为是效

果较好的 6-$检测技术
)3/ 530*

"尤其针对病原载量
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较低的样品"该技术具有较高的检测灵敏度( 目前

尚未有利用该检测技术检测 &.%.的报道"因此"

建立栉孔扇贝&.%.巢式6-$检测技术不仅可以

有效地检测出病毒载量较低的样品"还有助于监测

&.%4的流行"对栉孔扇贝的健康养殖及 &.%4

的有效控制提供新的思路(

34材料与方法

$%$&实验材料

栉孔扇贝样品于 122: 年 9 月从青岛流清河

海区采集"其中典型病状的样品为 &.%.阳性(

皱纹盘鲍#>+.&,8&)I&)*()E+'+&$于 1232 年 : 月从

福建宁德霞浦乌泥湾采集%香港巨牡蛎于 1232 年

32 月从广西钦州三娘湾采集% 中 国 明 对 虾

# 6-''-%,$-'+-() *E&'-')&)$+ 斑 马 鱼 # L+'&,

%-%&,$+大菱鲆# =*,$E8E+.@()@+?&@()$均为实验

室养殖试验材料"购买自青岛某养殖场"初检均为

健康个体%鳗弧菌#N&4%&, +'/(&..+%(@$+嗜水气单

胞菌 #;-%,@,'+)E#I%,$E&.+$+迟缓爱德华氏菌

#HI0+%I)&-..+ 8+%I+$由实验室保种并鉴定%待检

测样品为于 1232 年 7 月至 1233 年 8 月在山东荣

成桑沟湾海区采集的养殖栉孔扇贝(

$%'&引物设计

以&.%.基因组全序列为基础"选取保守序

列"利用&DD20NR?S2A2117 生物学软件"设计 &.%.

巢式6-$特异性引物序列( 外引物#命名为 G$序

列为C7U!!7FIIFF-&-III&IFIF&F--&I7

/\"下游引物为C7N!7FI-II-I-F&FII&FFF&

&-I7/\"扩增片段大小为 :0: 3V%内引物#命名为%$

序列为 A7U!7F&--II-&&FI&FI-FI&I-7/\"

下游引物为 A7N!7FI---I&--&-&&&--F&

&FI7/\"扩增片段大小为 789 3V( G+%引物均委托

生工生物工程#上海$有限公司合成(

$%(&组织 N/I的提取及病毒拷贝数的确定

按照天根生化科技有限公司生产的海洋动物

组织基因组 4%&提取试剂盒 #F)&%=<V E=N>A2

&A><=0?4%&T>L$提取栉孔扇贝等海水养殖动物

组织基因组 4%&"利用细菌基因组 4%&提取试剂

盒#F)&%=<V 8=DL2N>=4%&T>L$提取鳗弧菌等微

生物基因组 4%&( 利用任伟成
)6*

建立的 &.%.

实时荧光定量检测技术确定 122: 年 9 月自青岛流

清河采集栉孔扇贝样品为 &.%.阳性"样品组织

核酸浓度 7 AS5

!

'"对应病毒载量为 32

8

D/V>2?(

$%,&巢式 )*+扩增程序与反应体系的优化

外引物引导第一步 6-$扩增程序及反应体

系的优化44采用常规的 17

!

'6-$体系!以

&.%.阳性样品的基因组 4%&为模板 #病毒载

量为 32

8

D/V>2?$ 312

!

'" 32 >6-$ 3@UU2N

#F=T=$=$117

!

'"P%F6?#117 <</05'$117

!

'"

ES

1 B

#17 <</05'$ 112

!

'"外引物 G 终浓度至

218

!

</05'"加水补齐体系%设置扩增程序为

:8 W预变性 8 <>A%:8 W 12 ?"退火温度设置梯度

分别为 72+71+78+76+79 和 62 W /2 ?"01 W 82 ?"

/2 个循环%01 W延伸 32 <>A( 6-$产物用 3J琼

脂糖凝胶电泳查看结果"以选择最合适的退火温

度( 然后利用摸索好的扩增程序依次优化 ES

1 B

浓度#设置浓度梯度!217+312+317+112+117 和

/12 <</05'$+P%F6?浓度#设置浓度梯度!2127+

2132+2137+2112+2117 和 21/2 <</05'$(

内引物引导第二步 6-$扩增程序及反应体

系的优化44采用常规的 17

!

'6-$体系"以

312

!

'第一步 6-$产物的 32 倍稀释物为模板"

利用内引物 %进行二次 6-$扩增( 扩增程序设

为 :8 W预变性 8 <>A%:8W 12 ?"退火温度设置梯

度分别为 72+71+78+76+79 和 62 W /2 ?"01 W延

伸 /2 ?"/2 个循环%01 W延伸 32 <>A( 用 3J琼脂

糖凝胶电泳查看结果"然后利用摸索好的扩增程

序依次进行 ES

1 B

浓度#设置浓度梯度!213+21/+

217+312+317+112+117 和 /12 <</05'$+P%F6?

浓度#设置浓度梯度!2127+2132+2137+2112+2117

和 21/2 <</05'$的优化(

$%K&巢式)*+技术特异性的验证及灵敏度的测定

利用&巢式 6-$扩增程序与反应体系的优化'

中优化好的两步 6-$反应体系及扩增程序"分别

以 1 份青岛流清河采集的栉孔扇贝 #&.%.阳

性$+广西钦州三娘湾采集的香港巨牡蛎+福建宁德

霞浦乌泥湾采集的皱纹盘鲍+养殖中国明对虾+斑

马鱼+大菱鲆及保种活化的鳗弧菌+嗜水气单胞菌+

迟缓爱德华氏菌的核酸提取物为模板"以流清河栉

孔扇贝#&.%.阴性$为阴性对照+水为空白对照

进行6-$扩增"以验证该巢式6-$技术的特异性(

同样"利用&巢式 6-$扩增程序与反应体系的

优化'中优化好的两步 6-$反应体系及扩增程序

测定巢式 6-$技术的灵敏性"第一步 6-$反应中

模板分别为 7 AS5

!

'&.%.阳性病料核酸 32 =32

6

倍梯度稀释物"二次 6-$反应中模板则为第一步

191
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6-$反应产物的 32 倍稀释物"水为阴性对照(

$%D&巢式 )*+技术在实际样品中的应用

于 1232 年 7 月至 1233 年 8 月在山东荣成桑

沟湾海区采集养殖栉孔扇贝"每月随机抽检 32 份

样品"并提取其外套膜组织基因组 4%&( 利用建

立的巢式 6-$技术对样品进行 &.%.病毒性

检测(

14结果

'%$&巢式 )*+反应体系及扩增程序的优化结果

经过多次试验"由外引物引导第一步 6-$反

应中退火温度在 72 =62 W均可扩增出目的片段"

但在低温退火下有非特异性扩增"故选择最佳退火

温度为 79 W%同样"为降低非特异性扩增"17

!

'

6-$反应体系里 ES

1 B

最佳终浓度选择 112 <</05

'+P%F6?最佳终浓度选择 2117 <</05'#图 3$(

由内引物引导第二步 6-$反应中退火温度在 72 =

62 W均可扩增出目的片段"为降低非特异性扩增"

选择较高的 79 W为退火温度%17

!

'6-$反应体

系里"当 ES

1 B

终浓度大于 213 <</05'后即可得

到扩增结果"选择 312 <</05'为最佳终浓度%选择

P%F6?最佳终浓度为 2137 <</05'#图 1$(

图 $&外引物 f 引导第一步 )*+反应体系及扩增程序的优化结果

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$3 =0 泳道退火温度分别为 72+71+78+76+79+62 W"阴性对照% # 3$3 =0 泳道 ES

1 B浓度分别为 217+

312+317+112+117+/12 <</05'"阴性对照% #D$3 =0 泳道 P%F6?浓度分别为 2127+2132+2137+2112+2117+21/2 <</05'"阴性对照(

E5<%$&VG7525S-75090;)*+4:7:?75096>67:2 -2G35;5:4.> G152:1f

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$?>B L2<V2N=L@N2SN=P>2AL?C2N2?2L=?72"71"78"76"79"62 W =AP A2S=L>M2D/ALN/0>A LQ20=A23 L/ 0% # 3$

P>UU2N2ALES

1 B

D/AD2ALN=L>/A C2N2?2L=?217"312"317"112"117"/12 <</05'=AP A2S=L>M2D/ALN/0>A LQ20=A23 L/ 0% #D$ P>UU2N2ALP%F6?

D/AD2ALN=L>/A C2N2?2L=?2127"2132"2137"2112"2117"21/2 <</05'=AP A2S=L>M2D/ALN/0>A LQ20=A23 L/ 01

图 '&内引物 /引导第二步 )*+反应体系及扩增程序的优化结果

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$3 =0 泳道退火温度分别为 72+71+78+76+79+62 W"阴性对照% # 3$3 =0 泳道 ES

1 B浓度分别为 213+

21/+217+312+317+112+117+/12 <</05'"阴性对照% #D$3 =0 泳道 P%F6?浓度分别为 2127+2132+2137+2112+2117+21/2 <</05'"

阴性对照(

E5<%'&VG7525S-75090;)*+4:7:?75096>67:2 -2G35;5:4.> G152:1/

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$?>B L2<V2N=L@N2SN=P>2AL?C2N2?2L=?72"71"78"76"79"62 W =AP A2S=L>M2D/ALN/0>A LQ20=A23 L/ 0% # 3$

P>UU2N2ALES

1 B

D/AD2ALN=L>/A C2N2?2L=?213"21/"217"312"317"112"117"/12 <</05'=AP A2S=L>M2D/ALN/0>A LQ20=A23 L/ 0% #D$

P>UU2N2ALP%F6?D/AD2ALN=L>/A C2N2?2L=?2127"2132"2137"2112"2117"21/2 <</05'=AP A2S=L>M2D/ALN/0>A LQ20=A23 L/ 01

'%'&巢式 )*+检测技术特异性的验证结果

由外引物引导的第一步 6-$反应可扩增出

&.%.核酸目的产物#图 /7="3 =1 泳道$%与其他

海水养殖动物+微生物核酸及水没有交叉反应

#图 /7="/ =31 泳道$( 同样"由内引物引导二次

6-$扩增结果显示"该巢式 6-$检测技术具有较

/91
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高特异性#图 /73$(

'%(&巢式 )*+检测技术灵敏度的测定

图 87=显示外引物与 0 个梯度模板的第一步

6-$扩增结果"由图可知"当样品总核酸被稀释

32 倍"有微弱目的条带被扩增出"对应 217 AS 总

样品核酸"预计病毒载量在 32

/

D/V>2?%图 873 显

示内引物与第一步 6-$产物的二次扩增结果"当

样品总核酸被稀释 3 222 倍"依然有目的条带被

扩增出"对应 7 VS 总样品核酸"预计病毒载量 7 >

32

3

D/V>2?( 本实验结果表明"由两对引物组成的

巢式 6-$技术具有很高的灵敏度"检测最高限可

以达到 32

3

D/V>2?病毒载量"比单独使用外引物引

导的 6-$检测技术灵敏了至少 322 倍(

图 (&I\/\巢式 )*+技术特异性验证试验

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$由外引物引导 6-$反应的扩增结果"3 =33 泳道扩增物使用的模板分别为 1 份栉孔扇贝#&.%.阳

性$ +香港巨牡蛎+皱纹盘鲍+中国对虾+斑马鱼+大菱鲆+鳗弧菌+嗜水气单胞菌+迟缓爱德华氏菌+栉孔扇贝#&.%.阴性$的核酸"

31 泳道为空白对照% # 3$由内引物引导二次 6-$反应的扩增结果% 3 =31 泳道对应模板分别为 =图中 31 种产物的 32 倍稀释物(

E5<%(&UHG:152:97-3F-354-75097=:6G:?5;5?57> 0;9:67:4)*+;01I\/\

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$?Q/CLQ2N2?@0L/ULQ2U>N?L=<V0>U>D=L>/A S@>P2P 3R VN><2NG"LQ2VN/P@DL>/A =<V0>U>2P =S=>A?LM=N>/@?4%&

L2<V0=L2??Q/C>A LQ20=A23 L/ 33"?@DQ =?LC/ &.%.V/?>L>M2"E.+@#):+%%-%&?=<V02?""%+)),)8%-+ E,'/A,'/-')&)">+.&,8&)I&)*()E+'+&"

6-''-%,$-'+-()*E&'-')&)"L+'&, %-%&,"=*,$E8E+.@()@+?&@()"NJ+'/(&..+%(@";JE#I%,$E&.+"HJ8+%I+"&.%.A2S=L>M2"E.+@#):+%%-%&

?=<V02"C=L2N=?30=AO D/ALN/0>A LQ20=A231% # 3$?Q/CLQ2N2?@0L/ULQ2?2D/AP =<V0>U>D=L>/A S@>P2P 3R VN><2N%"P>UU2N2ALVN/P@DL>/A

=<V0>U>2P C>LQ 31 VN/P@DL>/A CQ>DQ P>0@L2P 32 L><2?>A#=$LQ20=A23 L/ 311

图 ,&I\/\巢式 )*+技术灵敏性的验证试验

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$外引物与不同浓度模板的第一步 6-$扩增结果"3 =0 泳道对应模板浓度分别为 7+7 >32

53

+7 >

32

51

+7 >32

5/

+7 >32

58

+7 >32

57

+7 >32

56

AS5

!

'"9 泳道是阴性对照% # 3$内引物与 9 种第一步 6-$扩增产物的二次扩增结果(

E5<%,&O:96575F57> :HG:152:9760;9:67:4)*+;01I\/\

E!4'1222 4%&<=NO2N% #=$?Q/CLQ2N2?@0L/ULQ2U>N?L=<V0>U>D=L>/A =S=>A?LM=N>/@?L2<V0=L2?C>LQ D/AD2ALN=L>/A SN=P>2AL=?7"7 >

32

53

"7 >32

51

"7 >32

5/

"7 >32

58

"7 >32

57

"7 >32

56

AS5

!

'UN/<LQ20=A23 L/ 0"=AP LQ2A2S=L>M2D/ALN/0C=?/A LQ20=A29% # 3$?Q/C

LQ2N2?@0L/ULQ2?2D/AP =<V0>U>D=L>/A S@>P2P 3R VN><2N%=S=>A?L31 VN/P@DL>/A CQ>DQ P>0@L2P 32 L><2?>A#=$LQ20=A23 L/ 311

'%,&巢式 )*+技术对实际样品的检测应用

将该技术应用于 1232 年 7 月至 1233 年 8 月

间自山东荣成桑沟湾海区采集到的养殖栉孔扇贝

样品的病毒性检测中( 检测结果中微弱条带按照

72J可疑性进行考虑"统计发现 9 月份采集样品

中 &.%.携带率最高#表 3$(
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表 $&I\/\巢式 )*+技术针对一年内采集于桑沟湾栉孔扇贝样品的检测结果

"-.%$&"=:7:6759< 1:68370;9:67:4)*+;01I\/\-<-5967=$>'--*-)

?033:?7:4;102 O-9<<08P-> 5909:>:-1 b

海区

1232 年

7 月

E=R

6 月

!@A2

0 月

!@0R

9 月

&@S1

: 月

*2V1

32 月

"DL1

33 月

42D1

31 月

%/M1

1233 年

3 月

!=A1

1 月

(231

/ 月

E=N1

8 月

&VN1

桑沟湾 *=ASS/@8=R 32 32 32 72 2 2 32 2 2 2 2 2

/4讨论

巢式 6-$技术通过两对引物的扩增反应"可

以将微量模板的目的基因信号放大"以得到普通

6-$所检测不出的结果"具有较高的灵敏性( 另

外"它较实时荧光定量 6-$技术成本低"且能克

服单次扩增&平台期效应'的限制"使扩增倍数提

高"从而保证了较高的 6-$敏感性%由于两次

6-$扩增反应里模板和引物的改变"降低了非特

异性反应连续放大进行的可能性"保证了反应的

特异性%另外"内侧引物扩增的模板是外侧引物扩

增的产物"第二阶段反应能否进行"也是对第一阶

段反应正确性的鉴定"因此可以保证整个反应的

准确性及可行性(

近年来"利用该技术进行海水养殖动物病原性

检测或疾病诊断的报道越来越多( 例如"劳海华

等
)39*

建 立 巢 式 6-$ 技 术 检 测 鳜 # =&'&$-%*+

*E(+8)&$传染性脾肾坏死病毒#>AU2DL>/@??V022A =AP

O>PA2R A2DN/?>?M>N@?")*T%.$"可灵敏检测出 7 US

含有目的基因的质粒%李文杰等
)32*

建立巢式 6-$

方法检测克氏原螯虾#!%,*+@4%()*.+%A&&$白斑综

合征病毒#CQ>L2?V/L?RAPN/<2M>N@?"G**.$"灵敏

度是 /6 VS%谢数涛
)3:*

等建立巢式6-$方法检测斑

节对虾 G**.%张等
)12*

建立巢式 6-$方法可以

检测 32

1

D/V>2?的蛙虹彩病毒粒子等(

目前有关贝类病毒病的诊断方式主要有!临床

症状#如典型病症+死亡率等$观察+病理学变化+常

规检测技术等传统方法"以及后续建立的栉孔扇贝

&.%.,')*&诊断技术
)13*

+F=K<=A 探针实时荧光

定量 6-$检测技术
)11*

+'&E6检测技术
)1/*

"牡蛎

疱疹病毒#/?LN2>P Q2NV2?M>N@?3""?+.73$的6-$诊

断技术
)18*

和核酸探针为基础的原位杂交诊断技

术
)17 516*

等( 其中"任伟成等
)11*

建立的实时荧光定

量 6-$技术可检测 32

1

D/V>2?病毒核酸+蔡玉勇

等
)1/*

建立的 '&E6技术可检测出 3 US 的 &.%.

核酸"比普通 6-$提高了 322 倍( 这些技术特异

性较高"甚至可以将 '&E6应用在野外检测工作

中"但是存在着操作复杂+极易被污染+成本较高等

不足( 本研究建立的&.%.巢式6-$检测技术经

实验比对和实际应用"可有效检测出 7 VS 样品总

核酸中预计 32

3

D/V>2?的病毒粒子"具有较高的特

异性和灵敏度"且可大大降低试验成本( 在某些检

测情况下"采集样品组织中病毒含量较低"组织样

品因含有大量的蛋白和脂类等成分可能会影响

6-$扩增"而巢式 6-$中首次反应产物的转移有

助于稀释掉那些最初可能存在于样品中的抑制物"

经过二次扩增后"可大大提高检测灵敏度"有效避

免假阴性的出现
)10*

( 本研究建立的巢式 6-$检

测技术旨在完善扇贝养殖中病害防控体系+扩充病

原检测方法+适时适当地用于监测 &.%.的动态

变化"为 &.%4的早期诊断+及时切断其传播途径

和提出预防措施奠定技术基础(

本研究运用巢式 6-$技术检测了 1232 年 7

月至 1233 年 8 月采集自山东荣成桑沟湾的栉孔

扇贝样品( 每月随机抽检 32 份样品的 &.%."检

测结果表明!1232 年 9 月份该海区养殖栉孔扇贝

&.%.携带率最高"死亡现象也较 0 月和 : 月严

重"但是较往年有所减轻%从 1232 年下半年开始"

尤其进入 1233 年"该海区养殖扇贝中 &.%.携

带率较往年也有所降低( 王秀华等
)8*

+宋微波

等
)7*

+付崇罗等
)19*

的研究发现!夏季栉孔扇贝

&.%.携带率较高+死亡率较高"较高的水温也

是栉孔扇贝病发的胁迫因子之一"与本研究结果

相一致( 另外"该海区实施的 &贝藻混养'模式"

一定程度上也消减了病原数量及感染率
)0*

( 疑

似携带 &.%.的扇贝个体在第一步 6-$扩增后

的电泳结果里均无条带"在第二步 6-$扩增后有

较为明显的目的条带出现"说明采集样品里的病

毒载量有限"但具体病毒载量还需要利用实时荧

光定量 6-$技术等手段进行确定(
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