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　 　 摘要:　 利用反向点杂交技术ꎬ研制灵敏度较高的南美白对虾 ４ 种病原体检测试剂盒ꎬ其检测指标包括致对虾

急性肝胰腺坏死病副溶血弧菌(ＶｐＡＨＰＮＤ)、对虾白斑综合征病毒(ＷＳＳＶ)、对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒

(ＩＨＨＮＶ)、对虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)ꎬ用重组质粒分别对其进行了最低检测限测试ꎬ并与现有推荐方法进行比较ꎮ 本研

究研发的检测试剂盒对 ４ 种病原体的最低检测限为 １ μｌ １０~ １００ 拷贝ꎮ 特异性检测结果表明ꎬ４ 种病原体彼此不

产生交叉反应ꎬ特异性良好ꎬ与各病原体推荐检测方法的结果相比ꎬ阳性符合率完全一致ꎮ 本研究研发的检测试剂

盒具有操作方便ꎬ灵敏度高ꎬ特异性好ꎬ检测时间短ꎬ设备要求简单等特点ꎬ适合应用于南美白对虾 ＶｐＡＨＰＮＤ、
ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ、ＥＨＰ 的检测、筛查工作中ꎮ

关键词:　 南美白对虾ꎻ 病原体ꎻ 生物芯片法ꎻ 反向点杂交技术

中图分类号:　 Ｓ９４５.４　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２０)０３￣０６５６￣１０

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｒａｐｉｄ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ( ｂｉｏｃｈｉｐ ｍｅｔｈｏｄ) ｆｏｒ
ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ
ＳＯＮＧ Ｊｕ￣ｙｉ１ꎬ　 ＬＩＵ Ｙｕ￣ｃｈｅｎ２ꎬ　 ＺＨＡＮＧ Ｓｕ￣ｎａｎ２ꎬ　 ＪＩＡＮＧ Ｇａｏ￣ｗｅｉ２ꎬ　 ＹＡＮＧ Ｈｕａ￣ｗｅｉ２

(１.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｆｏｒ Ｒｅｇｉｏｎ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｒｉｖｅｒꎬ Ｒｕｇａｏ ２２６５４１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｊｉａｎｇｓｕ Ｈｕｎｔａｒｒａｙ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ.ꎬ
Ｌｔｄ.ꎬ Ｎａｎｔｏｎｇ ２２６４００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ( ｂｉｏｃｈｉｐ
ｍｅｔｈｏｄ) ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ￣
ｃａｕｓｉｎｇ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ (ＶｐＡＨＰＮＤ)ꎬ ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ (ＷＳＳＶ)ꎬ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｈｙｐｏｄｅｒｍａｌ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｐｏｉ￣
ｅｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ (ＩＨＨＮＶ)ꎬ Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ ｈｅｐａｔｏｐｅｎａｅｉ (ＥＨＰ). Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｋｉｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃ￣
ｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ｗａｓ １０－１００ ｃｏｐｉｅｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｌｉｔｅｒ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ￣
ｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｈａｓ ｔｈｅ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅａｓｙ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｓｈｏｒｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶｐＡＨＰＮＤꎬ ＷＳＳＶꎬ
ＩＨＨＮＶ ａｎｄ ＥＨＰ ｉｎ Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉꎻ ｐａｔｈｏｇｅｎꎻ ｂｉｏ￣
ｃｈｉｐ ｍｅｔｈｏｄꎻ ｒｅｖｅｒｓｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

　 　 南美白对虾是重要的经济虾品种ꎬ具有较大的

经济效益和社会效益[１￣３]ꎮ 有研究发现ꎬ病害对于渔

６５６



业产值的影响仅次于台风、洪涝等自然灾害[４]ꎮ 致

对虾急性肝胰腺坏死病副溶血弧菌(ＶｐＡＨＰＮＤ)、
对虾白斑综合征病毒(ＷＳＳＶ)、对虾传染性皮下及

造血组织坏死病毒(ＩＨＨＮＶ)、对虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)
是导致许多地区南美白对虾大批量死亡的主要原因

之一[５￣６]ꎬ对虾一旦被这些病原体侵入ꎬ便无法治愈ꎬ
造成大量损失ꎮ 所以从源头防止携带这些病原体的

虾苗进入养殖环境极其重要ꎬ这就需要采用准确、高
效、灵敏的检测手段进行检测ꎬ及时处理携带病原体

的虾苗ꎮ 苗种检测往往要求快速、高效、全面、准确ꎬ
但是目前使用的核酸检测手段无法满足这些要求ꎬ
各种分子检测手段还有很大的局限性ꎮ 各病原体检

测的国家标准方法及行业标准多采用 ＰＣＲ 或者巢

式 ＰＣＲ 法ꎬ但是 ＰＣＲ 法的最低检测限较低[７]ꎬ巢式

ＰＣＲ 法的步骤较为繁琐ꎬ检测指标单一ꎬ并且容易

产生核酸污染[８￣１０]ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 法使用染料法

对病原体进行检测ꎬ无法对提取过程进行质量控制ꎬ
并且在指标较多时采用熔解曲线法容易造成误读ꎮ
探针法的检测指标少ꎬ对于大多数四通道的荧光定

量 ＰＣＲ 仪而言ꎬ无法实现单管检测 ４ 个以上病原体

指标[１１￣１２]ꎬ并且成本较高ꎬ不利于大规模推广ꎮ 本

研究拟在前人研究基础上ꎬ针对 ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、
ＩＨＨＮＶ、ＥＨＰ 的基因序列分别设计特异性引物、探
针ꎬ构建生物芯片检测体系ꎬ以期研发出一种能够高

效、快速检测这 ４ 种对虾病原体的理想试剂盒产品ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 主要试剂及仪器　 动物组织基因组提取试剂

盒、核酸杂交液、前处理液、后处理液、杂交洗涤液 １、
杂交洗涤液 ２、显色液、酸杂交晶格均购自江苏猎阵

生物科技有限公司ꎬＰＣＲ 扩增试剂(１０×Ｂｕｆｆｅｒ、Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶、尿嘧啶￣Ｎ￣糖基化酶、脱氧尿嘧啶、脱氧

核糖核苷三磷酸)、硝酸纤维素膜购自赛多利斯集团ꎬ
微孔板恒温振荡器购自杭州奥盛仪器有限公司ꎮ
１.１.２　 供试样本　 含有 ＷＳＳＶ、ＥＨＰ 病原体的对虾

组织样本及 ＶｐＡＨＰＮＤ 样本来源于中国水产科学研

究院黄海水产研究所ꎬ含有 ＩＨＨＮＶ 病原体的对虾组

织样本以及无病原体的健康对虾组织样本从江苏省

南通市当地采样获得ꎮ 其中ꎬ含有 ＩＨＨＮＶ 病原体的

对虾组织经过国家标准方法检测为 ＩＨＨＮＶ 阳性ꎬ无
病原体的健康对虾组织样本经过 ４ 种病原体的国家

标准方法或世界动物卫生组织(ＯＩＥ)和亚太水产养

殖中心网(ＮＡＣＡ)推荐方法检测为阴性ꎮ
１.１.３　 供试质粒标准品 　 阳性供试质粒由江苏猎

阵生物科技有限公司前期获得ꎬ分别取 ＶｐＡＨＰＮＤ、
ＷＳＳＶ、ＥＨＰ、ＩＨＨＮＶ 的特异性基因片段进行扩增ꎬ
再将片段插入到 ｐＵＣｍ￣Ｔ 载体中ꎬ将连接产物转化

至 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ进行阳性菌落筛选后提取

质粒ꎬ进行质粒质量浓度测定并将其稀释至 １
ｎｇ / μｌꎬ构建质粒标准品ꎬ－２０ ℃ 保存ꎬ使用 ＰＣＲ 验

证并测序[由生工生物工程(上海)股份有限公司完

成]的方法检测是否正确插入了目的片段ꎮ 采用超

微量分光光度计测定质粒 ＤＮＡ 浓度和纯度ꎬ根据摩

尔定律计算单位体积质粒所含的 ＤＮＡ 拷贝数ꎮ 质

粒拷贝 数＝ [质粒质量浓 度× 质粒体 积× ６.０２×
１ ０２３.００] / [(载体长度＋片段长度)×６６０􀆰 ００]
１.２　 试验方法

１.２.１　 供试引物、探针的设计　 根据 ４ 种对虾病原

体(ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＥＨＰ、ＩＨＨＮＶ)及对虾 １８Ｓ ｒＤ￣
ＮＡ 特异性基因序列ꎬ设计该基因的扩增引物序列和

检测探针序列ꎬ利用在线数据库 Ｂｌａｓｔ 进行比对ꎬ确
保引物、探针的特异性ꎬ并将设计好的序列交由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成ꎬ具体信息见表

１、表 ２ꎮ
１.２.２　 多重 ＰＣＲ 扩增体系的建立 利用单因素控制

法将合成的引物依据不同的上下游配比进行混合ꎬ
对 Ｍｇ２＋浓度、脱氧核糖核苷三磷酸用量、上下游引

物浓度配比以及一轮、二轮 ＰＣＲ 的 ２ 种退火温度和

扩增循环数进行探索ꎬ利用琼脂糖凝胶电泳观察条

带的扩增情况ꎬ得到最优的扩增条件ꎮ
１.２.３　 芯片制备工艺的建立 　 利用江苏猎阵生物

科技有限公司独有的反向点杂交技术研发平台建立

芯片制备工艺技术ꎮ 使用 １５× 柠檬酸钠缓冲液

(ＳＳＣ)浸泡硝酸纤维素膜ꎬ６０ ℃烘干ꎬ用稀释液稀

释探针后滴加到芯片上ꎬ在 ０􀆰 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液中

变性ꎬ１５×ＳＳＣ 浸泡 １０ ｍｉｎꎬ８０ ℃烘干ꎬ其探针排布

如图 １ 显示ꎮ
１.２.４　 芯片检测体系的建立 　 以对虾肝肠胞虫特

异性基因质粒 ３ ｆｇ / μｌ为 ＰＣＲ 扩增模板ꎬ利用已经成

熟的扩增体系和芯片制备生产工艺研究合适的杂交

条件(杂交时间、杂交温度、洗涤时间、洗涤次数、显
色温度、显色时间等)ꎬ最终获得合适的芯片检测体

系ꎮ
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表 １　 供试引物及其序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 引物长度 (ｂｐ) 扩增片段长度 (ｂｐ) 扩增对象　 　 　 　 　 　

ｐｉｒＦ￣ｂ Ｂｉｏ￣ＡＴＧＧＧＴＧＣＴＧＣＴＡＧＴＴＧＧＴＧ ２０ ２２５ ｐｉｒＢ 基因

ｐｉｒＲ ＡＣＧＡＴＴＴＣＧＡＣＧＴＴＣＣＣＣＡＡ ２０

ＥＦ￣ｂ Ｂｉｏ￣ＧＧＴＧＧＧＣＡＡＡＧＡＡＴＧＡＡＡＴＣＴＣ ２２ ３６３ 对虾肝肠胞虫

ＥＲ ＧＣＡＣＣＡＣＴＣＴＴＧＴＣＴＡＣＣＴＣＡ ２１

ｖｐ２８Ｆ￣ｂ Ｂｉｏ￣ＴＴＧＴＣＧＧＴＡＧＣＴＣＣＡＡＣＡＣＣ ２０ １６６ 对虾白斑综合征病毒

ｖｐ２８Ｒ ＴＣＧＧＴＣＴＣＡＧＴＧＣＣＡＧＡＧＴＡ ２０

ＩＦ￣ｂ Ｂｉｏ￣ＣＴＣＴＴＣＣＡＡＧＡＡＴＡＣＧＡＡＡＡＧＧＡ ２３ １５６ 对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒

ＩＲ ＣＡＴＣＴＧＴＧＴＧＧＧＴＣＴＧＧＴＣＣ ２０

１８Ｓ ｒＤＮＡＦ￣ｂ Ｂｉｏ￣ＣＡＴＧＡＣＧＡＣＣＴＡＣＴＧＣＧＡＡＡ ２０ ２７４ 南美白对虾

１８Ｓ ｒＤＮＡＲ ＧＴＴＧＡＧＴＣＡＡＡＴＴＧＡＧＣＣＧＣ ２０

表 ２　 探针及其序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

探针名称　 　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 探针长度 (ｂｐ) 检测对象　 　 　 　 　 　

Ｐｉｒ￣Ｐ ＡＧＧＡＡＡＡＣＣＡＡＣＡＧＣＡＧＧＴＧＡ ２１ ｐｉｒＢ 基因

ＥＨＰ￣Ｐ ＣＡＴＣＧＣＴＣＴＣＧＣＡＡＣＡＣＣＣＡ ２０ 对虾肝肠胞虫

ｖｐ２８￣Ｐ ＴＡＧＡＧＡＣＧＧＧＧＧＴＧＡＡＧＧＡＧ ２０ 对虾白斑综合征病毒

ＩＨＨＮＶ￣Ｐ ＣＴＴＴＣＧＧＣＧＴＧＴＴＣＴＴＣＧＴＣ ２０ 对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒

１８Ｓ ｒＤＮＡ￣Ｐ ＣＴＡＧＧＧＣＧＧＴＡＴＣＴＧＡＴＣＧＣ ２０ 南美白对虾

ＨＣ ＴＴＴＴＴＴＴＡＡＡＴＧＴＴＧＧＧＧＡＡ ２０ 扩增产物

ｐｉｒ￣Ｐ、ｖｐ２８￣Ｐ、ＩＨＨＮＶ￣Ｐ、ＨＣ、ＥＨＰ￣Ｐ、１８Ｓ ｒＤＮＡ￣Ｐ 见表 ２ꎮ
图 １　 探针芯片排布图

Ｆｉｇ.１　 Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ

１.２.５　 对虾组织样本提取 　 根据江苏猎阵生物科

技有限公司提供的海洋动物组织基因组提取试剂盒

(磁珠法)的使用说明书进行操作ꎬ取 ２０ ｍｇ 对虾组

织加至混有 ５０ μｌ 磁珠、２００ μｌ 裂解液 １、２００ μｌ 裂
解液 ２、５０ μｌ 蛋白酶 Ｋ 的试管中ꎬ６０ ℃ １ ５００ ｒ / ｍｉｎ
恒温振荡 ２０ ｍｉｎꎬ取出后放入磁力架中ꎬ静置数秒后

用移液器吸出液体并弃置ꎬ加入 ７０ μｌ 洗脱液ꎬ置于

７２ ℃恒温振荡器中 ５ ｍｉｎꎬ取出放入磁力架中ꎬ取上

清液即可ꎮ
１.２.６ 　 最低检测限试验 　 用三羟甲基氨基甲烷

(Ｔｒｉｓ)￣乙二胺四乙酸(ＥＤＴＡ)缓冲液(ＴＥ)对含有 ４
种病原体靶标基因碱基序列的重组质粒进行 １０ 倍

梯度稀释ꎬ稀释至 １０􀆰 ０００ ｐｇ / μｌ(约 １ μｌ ３.３×１０６拷

贝)、０􀆰 ３００ ｆｇ / μｌ(约 １ μｌ １００􀆰 ０ 拷贝)、０􀆰 ０３０ ｆｇ / μｌ
(约 １ μｌ １０􀆰 ０ 拷贝)、０􀆰 ００３ ｆｇ / μｌ(约 １ μｌ １􀆰 ０ 拷

贝)ꎬ然后进行生物芯片检测ꎬ共进行 ３ 次平行试

验ꎮ 根据探针排布情况观察是否出现对应的信号

点ꎬ确定其最低检测限及特异性ꎮ 确定各指标最低

检测限后ꎬ采用提取的阴性虾基因组ꎬ将含有 ４ 种病

原体(ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＥＨＰ、ＩＨＨＮＶ)靶标基因碱

基序列的标准质粒 １０ 倍梯度稀释至其最低检测限

质量浓度进行检测ꎬ以模拟正常染病的虾基因组检

测情况ꎬ观察试验结果ꎮ
１.２.７　 特异性试验　 用 ＴＥ 对含有本研究 ４ 种病原

体靶标基因碱基序列的重组质粒进行 １０ 倍梯度稀
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释ꎬ稀释至 １０􀆰 ０００ ｐｇ / μｌꎬ与阴性虾基因组共同进行

生物芯片检测ꎬ共进行 ３ 次平行试验ꎮ
１.２.８　 生物芯片法与推荐方法的对比验证 　 以含

有 ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＥＨＰ、ＩＨＨＮＶ 的对虾组织样本

为试验材料ꎬ比较其推荐方法[９ꎬ１３￣１５] 与本研究所述

生物芯片法的检测结果ꎮ 分别利用现有的推荐方法

(所使用的引物见表 ３)和本研究所述生物芯片法检

测供试样本ꎬ比较阳性符合率ꎬ并将巢式 ＰＣＲ 或

ＰＣＲ 扩增产物送至生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序确认ꎬ从而对试剂盒性能进行评价ꎮ

表 ３　 推荐检测方法所使用的引物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

引物名称　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 预期扩增大小(ｂｐ) 检测对象　 　 　 　 参考方法

ＡＰ４￣Ｆ１ ＡＴＧＡＧＴＡＡＣＡＡＴＡＴＡＡＡＡＣＡＴＧＡＡＡＣ １ ２６９ 对虾急性肝胰腺坏死病副溶血弧菌 [９]

ＡＰ４￣Ｒ１ ＡＣＧＡＴＴＴＣＧＡＣＧＴＴＣＣＣＣＡＡ

ＡＰ４￣Ｆ２ ＴＴＧＡＧＡＡＴＡＣＧＧＧＡＣＧＴＧＧＧ￣ ２３０

ＡＰ４￣Ｒ２ ＧＴＴＡＧＴＣＡＴＧＴＧＡＧＣＡＣＣＴＴＣ

ＷＳＳＶ￣Ｆ１ ＡＣＴＡＣＴＡＡＣＴＴＣＡＧＣＣＴＡＴＣＴＡＧ １ ４４７ 对虾白斑综合征病毒 [１３]

ＷＳＳＶ￣Ｒ１ ＴＡＡＴＧＣＧＧＧＴＧＴＡＡＴＧＴＴＣＴＴＡＣＧＡ

ＷＳＳＶ￣Ｆ２ ＧＴＡＡＣＴＧＣＣＣＣＴＴＣＣＡＴＣＴＣＣＡ ９４１

ＷＳＳＶ￣Ｒ２ ＴＡＣＧＧＣＡＧＣＴＧＣＴＧＣＡＣＣＴＴＧＴ

ＩＨＨＮＶ￣Ｆ ＣＧＧＡＡＣＡＣＡＡＣＣＣＧＡＣＴＴＴＡ ３８９ 对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒 [１４]

ＩＨＨＮＶ￣Ｒ ＧＧＣＣＡＡＧＡＣＣＡＡＡＡＴＡＣＧＡＡ

ＳＷＰ￣Ｆ１ ＴＴＧＣＡＧＡＧＴＧＴＴＧＴＴＡＡＧＧＧＴＴＴ ５１４

ＳＷＰ￣Ｒ１ ＣＡＣＧＡＴＧＴＧＴＣＴＴＴＧＣＡＡＴＴＴＴＣ 对虾肝肠胞虫 [１５]

ＳＷＰ￣Ｆ２ ＴＴＧＧＣＧＧＣＡＣＡＡＴＴＣＴＣＡＡＡＣＡ １４８

ＳＷＰ￣Ｒ２ ＧＣＴＧＴＴＴＧＴＣＴＣＣＡＡＣＴＧＴＡＴＴＴＧＡ

Ｓｈｒｉｍｐ￣Ｆ ＴＧＣＣＴＴＡＴＣＡＧＣＴＮＴＣＧＡＴＴＧＴＡＧ ８４８ 南美白对虾 [１３]

Ｓｈｒｉｍｐ￣Ｒ ＴＴＣＡＧＮＴＴＴＧＣＡＡＣＣＡＴＡＣＴＴＣＣＣ

２　 结果与分析

２.１　 多重 ＰＣＲ 扩增体系的建立

通过一系列优化(包括 Ｍｇ２＋浓度的梯度优化和

正反向引物的比例优化等)确定 １８ μｌ 五重 ＰＣＲ 扩

增反应液的组分ꎬ每个组分加入 ３ μｌ 含 ４ 种病原体

靶标基因碱基序列的重组质粒ꎬ质粒质量浓度为 １０
ｐｇ / μｌꎬ并且根据退火温度的梯度试验结果确定合适

的扩增条件ꎮ 通过双链扩增退火温度梯度试验结

果ꎬ确定一轮 ＰＣＲ 退火温度为 ５５ ℃ꎮ ＰＣＲ 反应条

件为:５０ ℃ ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０
ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎻ６８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃
５ ｓꎬ３ 个循环ꎮ 图 ２ 显示ꎬ当一轮 ＰＣＲ 退火温度为

５５ ℃时ꎬ分别扩增含有本研究 ４ 种病原体靶标基因

碱基序列的质粒标准品ꎬ均可见明显的扩增条带ꎮ
２.２　 生物芯片检测体系的建立

对杂交时间、杂交温度、显色时间、显色温度等

进行研究ꎬ确立合适的杂交检测条件:杂交时间 ９

ｍｉｎꎬ杂交温度 ４５ ℃ꎬ显色时间 ３ ｍｉｎꎬ显色温度 ４５
℃ꎮ 图 ３ 显示ꎬ生物芯片检测条件为:杂交时间分别

为 ３ ｍｉｎ、６ ｍｉｎ、９ ｍｉｎ、１２ ｍｉｎꎻ杂交条件为 ４５ ℃ꎬ
１ ５００ ｒ / ｍｉｎꎻ洗涤条件为:４５ ℃ꎬ２ ｍｉｎꎬ采用洗涤液

洗涤 ２ 次ꎻ显色条件为:４５ ℃ꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎꎬ３ ｍｉｎꎮ
模板为 ３ ｆｇ / μｌ ＥＨＰ 质粒标准品ꎮ 杂交时间为 ９
ｍｉｎ 和 １２ ｍｉｎ 时ꎬ信号点较为明显且信号相差不大ꎬ
所以选择 ９ ｍｉｎ 作为最终的杂交时间ꎮ
２.３　 最低检测限分析

最低检测限试验结果(图 ４)显示ꎬ生物芯片法

对 ＶｐＡＨＰＮＤ 的最低检测限为 １ μｌ １ 拷贝ꎬ对 ＩＨＨ￣
ＮＶ、ＷＳＳＶ 的最低检测限为 １ μｌ １０ 拷贝ꎬ对 ＥＨＰ 的

最低检测限为 １ μｌ １００ 拷贝ꎮ
　 　 图 ５ 显示ꎬ将最低检测限浓度的质粒与阴性虾

基因组混合ꎬＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ 的最低检测

限可达到 １ μｌ １０ 拷贝ꎬＥＨＰ 的最低检测限为 １ μｌ
１００ 拷贝ꎬＶｐＡＨＰＮＤ、ＩＨＨＮＶ、ＷＳＳＶ、ＥＨＰ 在最低检

测限下的信号均明显增强ꎮ
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Ａ:对虾急性肝胰腺坏死病副溶血弧菌(ＶｐＡＨＰＮＤ)ꎻＢ:对虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)ꎻＣ:对虾白斑综合征病毒(ＷＳＳＶ)ꎻＤ:对虾传染性皮下及造血

组织坏死病毒(ＩＨＨＮＶ)ꎮ Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１~８:退火温度分别为 ５１ ℃、５２ ℃、５３ ℃、５４ ℃、５５ ℃、５６ ℃、５７ ℃、５８ ℃ꎮ
图 ２　 多重 ＰＣＲ 反应体系退火温度的优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

１ｓｔ:第一次试验结果ꎻ２ｎｄ:第二次试验结果ꎻ３ｒｄ:第三次试验结

果ꎮ
图 ３　 生物芯片检测体系杂交时间的优化

Ｆｉｇ.３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｉｎ ｂｉｏｃｈｉｐ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍ

２.４　 特异性分析

对本研究 ４ 个病原体较高浓度的质粒和阴性虾

基因组用生物芯片法进行检测ꎬ结果(图 ６)显示ꎬ较
高浓度的质粒及阴性虾基因组均未产生非特异性信

号ꎬ证明特异性良好ꎮ
２.５　 生物芯片法与推荐方法结果的对比验证

ＶｐＡＨＰＮＤ 检测结果(图 ７)显示ꎬ利用 ＡＰ４ 巢

式 ＰＣＲ 方法进行检测时ꎬ阴性对照组无明显条带ꎬ
阳性对照组有明显条带ꎬ表明检测结果是有效的ꎮ １
号、４ 号、６ 号样本在巢式 ＰＣＲ 一轮扩增即出现目的

条带ꎬ为强阳性或中阳性样本ꎬ２ 号样本在二轮扩增

出现目的条带ꎬ为弱阳性样本ꎬ对 ＡＰ４ 巢式 ＰＣＲ 二

轮产物进行测序ꎬ确认阳性样本为 １ 号、２ 号、４ 号、６
号样本ꎮ 利用生物芯片法检测时ꎬ杂交质控信号点

出现说明生物芯片检测成功ꎬ结果显示ꎬ１ 号、２ 号、４
号、６ 号样本出现明显的阳性信号ꎬ说明 ２ 种方法的

检测结果一致ꎮ
　 　 ＥＨＰ 检测结果(图 ８)显示ꎬ利用 ＥＨＰ 巢式 ＰＣＲ
法进行检测时ꎬ阴性对照组无条带ꎬ阳性对照组有明

显条带ꎮ 使用十足目引物扩增提取的虾基因组出现

明显条带ꎬ说明基因组提取成功ꎬ检测结果有效ꎮ ５
号样本在 ＰＣＲ 一轮扩增即出现目的条带ꎬ为强阳性

或中阳性样本ꎬ１ 号、３ 号、６ 号样本在 ＰＣＲ 二轮扩

增出现目的条带ꎬ为弱阳性样本ꎬ对 ＰＣＲ 二轮扩增

产物进行测序ꎬ确认 ＥＨＰ 阳性样本为 １ 号、３ 号、５
号、６ 号样本ꎮ 利用生物芯片法检测时ꎬ杂交质控、
全程质控均出现信号点说明检测成功ꎬ结果显示ꎬ１
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Ａ:１ μｌ １ ０００ 拷贝质粒模板ꎻＢ:１ μｌ １００ 拷贝质粒模板ꎻＣ:１ μｌ １０ 拷贝质粒模板ꎻＤ:１ μｌ １ 拷贝质粒模板ꎮ ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ、ＥＨＰ

见图 ２ 注ꎮ １ｓｔ:第一次试验结果ꎻ２ｎｄ:第二次试验结果ꎻ３ｒｄ:第三次试验结果ꎮ
图 ４　 生物芯片法的最低检测限

Ｆｉｇ.４　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｏｃｈｉｐ ｍｅｔｈｏｄ

ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ、ＥＨＰ 见图 ２ 注ꎮ １ｓｔ:第一次试验结

果ꎻ２ｎｄ:第二次试验结果ꎻ３ｒｄ:第三次试验结果ꎮ
图 ５　 生物芯片法最低检测限的验证

Ｆｉｇ.５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｏｃｈｉｐ
ｍｅｔｈｏｄ

号、３ 号、５ 号、６ 号样本出现明显的阳性信号ꎬ说明 ２
种方法检测结果一致ꎮ
　 　 ＷＳＳＶ 检测结果(图 ９)显示ꎬ利用文献[１３]的
套式 ＰＣＲ 检测法进行检测时ꎬ阴性对照组无条带ꎬ
阳性对照组有明显条带ꎮ 使用十足目引物扩增提取

的虾基因组出现明显条带ꎬ说明基因组提取成功ꎬ检
测结果有效ꎮ １ 号、３ 号样本在 ＰＣＲ 一轮扩增出现

目的条带ꎬ为强阳性或中阳性样本ꎬ对 ＰＣＲ 二轮扩

增产物进行测序ꎬ确认 ＷＳＳＶ 阳性样本为 １ 号、３ 号

样本ꎮ 利用生物芯片法检测时ꎬ杂交质控、全程质控

ＶｐＡＨＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＩＨＨＮＶ、ＥＨＰ 见图 ２ 注ꎮ Ｎ:阴性虾基因组ꎮ

１ｓｔ:第一次试验结果ꎻ２ｎｄ:第二次试验结果ꎻ３ｒｄ:第三次试验结

果ꎮ
图 ６　 生物芯片法的特异性分析

Ｆｉｇ.６　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｉｐ

均出现信号点表明检测成功ꎬ结果显示ꎬ１ 号、３ 号样

本出现明显的阳性信号ꎬ说明 ２ 种方法检测结果一

致ꎮ
ＩＨＨＮＶ 检测结果(图 １０)显示ꎬ利用文献[１４]

的普通 ＰＣＲ 方法进行检测时ꎬ阴性对照组无条带ꎮ
由于所取的样本为先前标准方法检测的阳性样本ꎬ
故复检的样本１~８ 均有目的条带ꎬ为强阳性或中阳

性样本ꎬ对 ＰＣＲ 扩增产物进行测序ꎬ确认 ＩＨＨＮＶ 阳

性样本为１~８ 号样本ꎮ 利用生物芯片法检测时ꎬ杂
交质控、全程质控均出现信号点表明检测成功ꎬ１~ ８
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Ａ:ＡＰ４ 巢式 ＰＣＲ 法ꎻＢ:生物芯片法ꎮ Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１￣１ 至 １￣６:１ 至 ６ 号样本第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＰ１:阳性对照组第一轮 ＰＣＲ 扩增产

物ꎻＮ１:阴性对照组第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ２￣１ 至 ２￣６:１ 至 ６ 号样本第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＰ２:阳性对照组第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＮ２:阴性对

照组第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
图 ７　 ＡＰ４ 巢式 ＰＣＲ 法和生物芯片法对 ＶｐＡＨＰＮＤ 的检测结果

Ｆｉｇ.７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｃａｕｓｉｎｇ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ(ＶｐＡＨＰＮＤ) ｂｙ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｉｐ ａｎｄ ＡＰ４ ｎｅｓｔｅｄ
ＰＣＲ

Ａ:ＥＨＰ 巢式 ＰＣＲ 法ꎻＢ:生物芯片法ꎮ Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１￣１ 至 １￣６:１ 至 ６ 号样本第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＰ１:阳性对照组第一轮 ＰＣＲ 扩增产

物ꎻＮ１:阴性对照组第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ２￣１ 至 ２￣６:１ 至 ６ 号样本第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＰ２:阳性对照组第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＮ２:阴性对

照组第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＳ１ 至 Ｓ６:１ 至 ６ 号样本十足目引物扩增产物ꎮ
图 ８　 ＥＨＰ 巢式 ＰＣＲ 法和生物芯片法对 ＥＨＰ 的检测结果

Ｆｉｇ.８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ ｈｅｐａｔｏｐｅｎａｅｉ (ＥＨＰ) ｂｙ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｉｐ ａｎｄ ＥＨＰ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

号样本出现非常明显的阳性信号ꎬ说明 ２ 种方法检

测结果一致ꎮ
综上所述ꎬ本研究生物芯片法分别与 ４ 种病原

体的推荐检测方法的检测结果一致ꎬ阳性符合率均

为 １００％ꎮ

３　 讨 论

生物芯片检测方法在各领域均发挥一定作用ꎬ
特别是在人体的体外诊断中应用较为广泛ꎬ如新生

儿耳聋遗传基因诊断、人乳头瘤病毒基因分型诊断、
结核 分 枝 杆 菌 Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ ( ４８ 型 ) 分 型 诊 断

等[１６￣１８]ꎬ其优势在于检测指标多ꎬ区分度高(可以区
分单碱基突变) [１９]ꎬ但由于其灵敏度相对较低ꎬ手动

操作较繁琐ꎬ自动化仪器设备成本高ꎬ极大制约了该

方法在其他领域的发展[２０]ꎮ
本研究将多重 ＰＣＲ 单链扩增技术和独特的生

物芯片制备技术相结合ꎬ具有成本低ꎬ检测指标多ꎬ
速度快ꎬ灵敏度高等特点ꎬ不同于传统生物芯片通过
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Ａ:巢式 ＰＣＲ 法ꎻＢ:生物芯片法ꎮ Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１￣１ 至 １￣４:１ 至 ４ 号样本第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＰ１:阳性对照组第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ
Ｎ１:阴性对照组第一轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻ２￣１ 至 ２￣４:１ 至 ４ 号样本第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＰ２:阳性对照组第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＮ２:阴性对照

组第二轮 ＰＣＲ 扩增产物ꎻＳ１ 至 Ｓ４:１ 至 ４ 号样本十足目引物扩增产物ꎮ
图 ９　 套式 ＰＣＲ 法和生物芯片法对 ＷＳＳＶ 的检测结果

Ｆｉｇ.９　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ(ＷＳＳＶ) ｂｙ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｉｐ ａｎｄ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

Ａ:普通 ＰＣＲ 法ꎻＢ:生物芯片法ꎮ Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１~８:１~８ 号样本ꎻＮ:阴性对照ꎮ
图 １０　 普通 ＰＣＲ 法和生物芯片法对 ＩＨＨＮＶ 的检测结果

Ｆｉｇ.１０　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｈｙｐｏｄｅｒｍａｌ ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕｓ(ＩＨＨＮＶ) ｂｙ ｔｈｅ ｂｉｏｃｈｉｐ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ＰＣＲ

热变性产生单链的方法ꎬ而是利用引物量和退火温

度的双重不对称性ꎬ产生大量单链[２１￣２２]ꎬ提高检测

效率的同时ꎬ简化了操作步骤ꎮ 由于引物标有生物

素ꎬ所以单链中同样存在生物素标记ꎬ在杂交过程

中ꎬ目标单链可以与探针结合ꎬ而一端的生物素与标

记有磷酸脂酶的链酶亲和素结合ꎬ在底物显色液的

作用下显色ꎬ从而达到可视化检测的目的ꎮ
利用不对称扩增产生单链ꎬ相较于常用的热变

性方法ꎬ效率更好ꎬ操作更加方便[２３￣２４]ꎮ 在研发过

程中发现ꎬ在两轮退火温度不对称扩增体系下ꎬ单链

扩增情况与双链扩增情况呈一定程度的正相关ꎬ故
可以通过双链扩增条带的检测结果来判断单链扩增

情况ꎮ 这可能是因为在二轮 ＰＣＲ 中ꎬ单链的产生同

样来源于双链ꎮ 正是由于良好的单链产生效率才使

得杂交系统仅需要很短的杂交、洗涤、显色时间即可

完成多个指标的检测ꎬ省去了热变性的步骤ꎬ结合配

套的基因组提取试剂盒ꎬ仅需要 ３􀆰 ５ ｈ 即可完成对

虾急性肝胰腺坏死病副溶血弧菌、对虾白斑综合征

病毒、对虾传染性皮下及造血组织坏死病毒、对虾肝

肠胞虫 ４ 个指标的检测ꎬ在目前同类的反向点杂交

检测技术中ꎬ处于领先水平[２５￣２６]ꎮ 前期大量的试验

摸索ꎬ使该生物芯片法实现较高的检测灵敏度ꎬ在目

前已发表的核酸分子检测技术相关的文章中ꎬ其最

低检测限处于较高水平[２７￣２８]ꎬ可以与目前流行的巢

式 ＰＣＲ[２９]、荧光定量 ＰＣＲ[３０]、等温聚合酶扩增技术

(ＲＰＡ)和数字 ＰＣＲ 等相媲美[３１￣３２]ꎬ并且具有其他方
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法所不具备的优势ꎬ包括试剂成本低ꎬ仪器要求简单

等ꎮ 不仅如此ꎬ该方法所有原材料、仪器、试剂均可

以实现国内自主化生产ꎬ可以有效抵御由于国际贸

易大环境所导致的贸易风险ꎮ 所以ꎬ具有较好的实

用性和市场前景ꎮ
在试验结果稳定性方面ꎬ生物芯片法同样具有

一定程度的优势ꎮ 在试验过程中ꎬ发现传统的 ＰＣＲ
方法ꎬ特别是多重 ＰＣＲ 或者巢式 ＰＣＲꎬ即使是国家

标准方法或者 ＯＩＥ / ＮＡＣＡ 推荐方法也可能会产生

非特异性扩增ꎬ影响最终结果的判读ꎮ 生物芯片法

是通过探针杂交来判断靶标基因碱基序列的ꎬ相较

于传统的 ＰＣＲ 或巢式 ＰＣＲ 法ꎬ出现非特异性信号

点的可能性较低ꎬ即使产生非特异性扩增ꎬ由于探针

与非特异性单链的不互补也不会产生非特异性信号

点ꎬ是较为稳定的检测系统ꎮ 在产品设计时ꎬ为了使

产品更加完善ꎬ在研发之初就加入了全程质量控制

体系ꎬ即在引物￣探针体系中加入十足目特异性引物

和探针ꎬ在对虾组织提取检测过程中ꎬ根据该质控信

号点来进一步判断是否存在假阴性结果ꎮ 同时ꎬ为
了防止扩增产物的污染ꎬ加入了 ｄＵＴＰ￣ＵＮＧ 防污染

系统ꎬ一定程度上减少了扩增产物产生污染的可能

性ꎮ
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