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　 　 摘要:　 为评估微流控芯片法在虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)、致急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌(ＶｐＡＨＰＮＤ)、十足目

虹彩病毒 １(ＤＩＶ１)和白斑综合征病毒(ＷＳＳＶ)４ 种南美白对虾常见病原联检中的各项性能ꎬ设计针对上述 ４ 种病

原扩增反应的引物ꎬ对已有芯片进行新的功能划分ꎬ同时优化该基因芯片的反应体系及恒温扩增条件ꎮ 结果表明ꎬ
优化的联检方法可同时检测上述 ４ 种病原ꎬ特异性好ꎬ３０ ｍｉｎ 反应时间即可给出病原联检结果ꎮ ＥＨＰ、 ＤＩＶ１、
ＷＳＳＶ、ＶｐＡＨＰＮＤ 指标检出限分别为 １ μｌ ０􀆰 ５７ 拷贝、０􀆰 ４３ 拷贝、２􀆰 １２ 拷贝 、３􀆰 １８ 拷贝ꎬ已达到甚至超过了环介导等

温扩增技术(ＬＡＭＰ)检测的灵敏性ꎮ 本次测试中的南美白对虾 ４ 种病原微流控芯片联检方法所用的检测试剂盒具

有操作简便、检测灵敏、特异性强、检测时间短、设备要求简单等特点ꎬ适合整个养殖过程中对南美白对虾 ＥＨＰ、
ＶｐＡＨＰＮＤ、ＤＩＶ１ 和 ＷＳＳＶ 的监测与筛查工作ꎮ
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ＶｐＡＨＰＮＤ ｗｅｒｅ ０􀆰 ５７ ｃｏｐｉｅｓ / μｌꎬ ０􀆰 ４３ ｃｏｐｉｅｓ / μｌꎬ ２􀆰 １２ ｃｏｐｉｅｓ / μｌ ａｎｄ ３􀆰 １８ ｃｏｐｉｅｓ / μｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｈａｄ
ｒｅａｃｈｅｄ ｏｒ ｅｖｅｎ ｅｘｃｅｅｄｅｄ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ (ＬＡＭＰ) ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ
ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｊｏｉｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｏｆ Ｌ. ｖａｎｎａｍｅｉ ｉｎ ｔｈｉｓ ｔｅｓｔ ｉｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ
ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎꎬ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ｓｔｒｏｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙꎬ ｓｈｏｒｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔ￣
ａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＥＨＰꎬ ＶｐＡＨＰＮＤꎬ ＤＩＶ１ ａｎｄ ＷＳＳＶ ｏｆ Ｌ. ｖａｎｎａｍｅｉ ｉｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉꎻ ｐａｔｈｏｇｅｎｓꎻ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐꎻ ｊｏｉｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 病害对南美白对虾养殖业的影响与台风、洪涝等

自然灾害产生的影响不相上下[１]ꎮ 对虾肝肠胞虫

(Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ ｈｅｐａｔｏｐｅｎａｅｉꎬＥＨＰ)、对虾急性肝胰腺

坏死病副溶血性弧菌(ＡＨＰＮＤ￣ｃａｕｓｉｎｇ Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅ￣
ｍｏｌｙｔｉｃｕｓꎬＶｐＡＨＰＮＤ)、十足目虹彩病毒 １(Ｄｅｃａｐｏｄ ｉｒ￣
ｉｄｅｓｃｅｎｔ ｖｉｒｕｓ １ꎬＤＩＶ１)和白斑综合征病毒(Ｗｈｉｔｅ ｓｐｏｔ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬＷＳＳＶ)等病原成为许多地区对虾大批

量死亡或生长延滞的主要原因之一[２]ꎮ 简化传统分

子检测过程中繁琐的样品处理程序和扩增步骤ꎬ研发

采样现场适用的便携式分析仪器及配套试剂ꎬ实现现

场快速即时检测(Ｐｏｉｎｔ￣ｏｆ￣ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇꎬＰＯＣＴ)是当务

之急ꎮ 该联检方法的研发ꎬ将为在养殖各个环节实时

监控病原体的携带情况ꎬ并有效防控扩散、减少经济

损失提供理论基础与技术支撑ꎮ
微流控芯片技术(Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)

是人们为了将样品前处理、分离及检测等过程集成

到数平方厘米的芯片上ꎬ利用芯片内部流体完成微

升 /纳升级别的体系反应ꎬ最终实现后续分析的自动

化、微型化、集成化的一种追求极致的方法技术[３￣５]ꎮ
该技术诞生至今因其反应体系固有的微量化、集约

化等优势ꎬ应用领域早已遍及医学、生命科学和化学

等学科和领域[６￣８]ꎮ 微流控芯片技术在水产养殖领

域的应用仍停留在水产致病菌和养殖水体关键环境

因子的检测层面[９￣１１]ꎬ针对水产养殖常见病原ꎬ尤其

是对虾常见病毒性和寄生虫性病原的微流控芯片技

术应用尚未有相关报道ꎮ
目前对虾常见病原体检测仍沿用国家标准或行

业标准中的 ＰＣＲ 法或巢式 ＰＣＲ(Ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ)法ꎬ但
ＰＣＲ 法的灵敏度不高[１２]ꎬ巢式 ＰＣＲ 的操作步骤较

为繁琐ꎬ检测指标相对单一ꎬ且易受到环境气溶胶的

污染[１３￣１５]ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 法在核酸提取过程中无

法进行质量控制ꎬ且熔解曲线易干扰多指标联检的

检测结果[１６]ꎮ 与检测成本最高的多通道荧光定量

ＰＣＲ 法相比ꎬ荧光定量 ＰＣＲ 法无法同时检测 ４ 个以

上病原体指标[１７￣１８]ꎬ不利于大规模普及ꎮ 本研究拟

设计针对 ＥＨＰ、ＶｐＡＨＰＮＤ、ＤＩＶ１ 和 ＷＳＳＶ 的特异性

引物ꎬ构建微流控芯片与环介导等温扩增技术(Ｌｏｏｐ
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＬＡＭＰ)相结合的检

测体系ꎬ完善一种高效、快速、准确并适应现场检测

的针对上述 ４ 种病原的联检方法ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试剂和仪器

快速吸附柱法 ＤＮＡ 提取试剂盒为宁波爱基因

科技有限公司产品ꎬ型号:ＺＭＴＱ００２ꎻ对虾微流控芯

片 ４ 联检快速检测试剂盒由江苏省海洋水产研究所

独立研发ꎻ微流控恒温扩增仪为宁波爱基因科技有

限公司产品ꎬ型号:ＭＡ２０００Ｅꎮ
１.２　 样品

含有 ＥＨＰ、ＶｐＡＨＰＮＤ、ＤＩＶ１ 和 ＷＳＳＶ 病原体的

对虾组织样本由江苏省海洋水产研究所生物技术研

究室保存ꎬ无病原体的健康对虾组织样本从南通当

地获取ꎮ 病原体的对虾组织样本经过国家标准方法

«白斑综合征(ＷＳＤ)诊断规程第 ２ 部分:套式 ＰＣＲ
检测法»(ＧＢ / Ｔ ２８６３０.２－２０１２) [１９]、地方标准«南美

白对虾肝肠胞虫巢式聚合酶链式反应(ＰＣＲ)检测

方法»(ＤＢ３２ / Ｔ ３８０２－２０２０) [２０] 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

检测为阳性ꎻ无病原体的健康对虾组织经上述检测

方法检测为阴性ꎮ 同时采集江苏省省内的南美白对

虾仔虾样品(８５ 份)和成虾样品(１００ 份)进行实测

样本验证试验ꎮ
１.３　 病原 ＤＮＡ 提取

样本 ＤＮＡ 模板提取方法与步骤参照«快速吸

附柱法 ＤＮＡ 抽提试剂盒的产品说明书»ꎮ 仔虾取

头胸部组织提取 ＤＮＡꎬ成虾取鳃和肝胰腺组织混样

提取 ＤＮＡꎮ
１.４　 微流控芯片联检方法的建立和结果判定

本研究设计针对上述 ４ 种病原体扩增的特异性引

物(表 １)ꎬ将其预埋至微流控芯片对应的反应池孔内ꎮ
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表 １　 南美白对虾 ４ 种常见病原联检引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｊｏｉｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｏｆ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ

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

ＥＨＰ￣Ｆ１ ＧＡＴＧＣＡＡＡＧＡＧＡＴＡＴＧＴＴＧＡＡＡＧ ＥＨＰ ２２８

ＥＨＰ￣Ｒ１ ＴＧＣＴＴＴＡＡＧＧＴＴＴＡＣＡＧＴＧＴＴ

ＥＨＰ￣Ｆ２ ＣＧＣＡＴＴＴＴＴＣＴＧＴＡＣＣＴＧＴＴＴＴＧＴＴＧＡＡＴＡＣＡＴＴＣＡＴＡＣＡＡＡＧＴＴＡＣＣＡＧ

ＥＨＰ￣Ｒ２ ＧＣＡＧＡＧＴＧＴＴＧＴＴＡＡＧＧＧＴＴＴＡＡＧＴＴＧＡＡＡＴＴＧＴＡＴＴＴＧＡＣＣＡＡＴＧＧＴ

ＶｐＡＨＰＮＤ￣Ｆ１ ＡＡＣＴＴＡＣＣＡＴＴＴＡＣＡＡＣＧＣＣ ＶｐＡＨＰＮＤ １７８

ＶｐＡＨＰＮＤ￣Ｒ１ ＡＣＧＡＧＣＡＴＴＧＴＴＡＧＧＧＴＴ

ＶｐＡＨＰＮＤ￣Ｆ２ ＧＡＡＡＣＣＡＣＧＡＣＴＡＧＣＧＣＣＡＴＴ￣ＴＧＡＴＡＡＴＧＣＡＴＴＣＴＡＴＣＡＴＣＡＧＣ

ＶｐＡＨＰＮＤ￣Ｒ２ ＡＴＴＡＣＣＡＣＴＡＡＧＡＡＧＧＴＧＣＴＣＡＣＡ￣ＡＡＡＴＴＣＣＧＴＣＡＡＡＧＡＴＧＡＣＡＴ

ＤＩＶ１￣Ｆ１ ＴＧＴＴＡＧＡＴＧＧＧＣＡＧＴＣＡＴＧ ＤＩＶ１ １８９

ＤＩＶ１￣Ｒ１ ＧＣＡＴＣＣＴＴＧＡＴＴＧＣＴＧＧＡ

ＤＩＶ１￣Ｆ２ ＡＣＧＡＡＴＣＧＴＴＴＣＣＣＧＴＧＡＧＡ￣ＣＡＡＡＴＧＣＴＧＡＣＧＡＡＡＴＣＡＴＣＡ

ＤＩＶ１￣Ｒ２ ＴＧＧＧＣＴＣＧＡＧＡＴＴＴＧＴＴＣＣＡＡＣ￣ＧＣＴＴＧＴＴＧＣＡＡＡＴＣＡＴＧＴＧＴＡ

ＷＳＳＶ￣Ｆ１ ＡＣＴＡＧＧＣＴＣＴＧＡＣＧＡＣＣＴ ＷＳＳＶ ２５３

ＷＳＳＶ￣Ｒ１ ＧＧＣＧＴＴＣＴＴＴＴＣＴＴＣＧＡＡＴＧＴ

ＷＳＳＶ￣Ｆ２ ＧＧＡＣＧＧＧＡＣＣＡＴＴＧＴＴＧＧＡＴＧＴ￣ＴＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧＡＡＴＣＡＡＴＧＧＡＴ

ＷＳＳＶ￣Ｒ２ ＡＣＡＣＴＡＡＴＴＴＣＣＧＧＣＡＡＧＧＣＡＧ￣ＡＡＴＣＡＡＡＧＧＣＧＡＧＡＧＧＧＣ
ＥＨＰ:虾肝肠胞虫ꎻＶｐＡＨＰＮＤ:对虾急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌ꎻＤＩＶ１:十足目虹彩病毒 １ꎻＷＳＳＶ:白斑综合征病毒ꎮ

　 　 芯片含 ８ 个加样孔和 ３２ 个反应池ꎬ均匀分布于

４ 个独立单元ꎮ 加样孔和反应池通过毛细管相连ꎬ
反应池彼此互不相通ꎮ 将提取的 ＤＮＡ 模板和反应

液混匀后注入加样孔ꎬ用配套的封口膜封闭微流控

芯片ꎬ利用离心力驱动反应液分别均匀地注入反应

池(图 １)ꎮ
　 　 用微流控恒温扩增仪对封装好的微流控芯片进

行恒温扩增ꎬ读取反应后的实时荧光数值和循环阈

值(Ｃｔ 值)ꎬ进行结果判定ꎮ ３０ ｍｉｎ 内ꎬ待检样品出

现特异性 Ｓ 形扩增曲线ꎬ且 Ｃｔ 值<３０ 时判定为阳性

结果ꎻ３０ ｍｉｎ 内ꎬ待测样品未扩增出特异性曲线ꎬ且
Ｃｔ 值<３０ 时判定为阴性结果ꎮ
１.５　 特异性试验

将上述 ４ 种病原的阳性样品提取的 ＤＮＡ 模板

作为反应液模板ꎬ并设定阴性对照组ꎬ利用微流控芯

片恒温扩增仪进行反应ꎬ考察在同一个扩增程序中

能否同步特异性地扩增出 ４ 种扩增曲线ꎮ
１.６　 灵敏度和检出限

选择已经确定含有 ＥＨＰ、ＶｐＡＨＰＮＤ、ＤＩＶ１ 和

ＷＳＳＶ 病原体的对虾组织样本ꎬ按照方法 １.３ 中所述

ＤＮＡ 提取方法ꎬ提取样本中 ＤＮＡ 作为后续灵敏度

和检出限试验的模板ꎮ 经实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ＦＱ ＰＣＲ)法确

滴加样本提取的核酸模板与反应液混合液ꎬ经高速离心后均匀

分布到 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ ４ 区的反应池中(样品孔 １ ~ ８)ꎮ Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、
Ｄ１:虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)检测孔ꎻＡ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２:对虾急性肝胰腺

坏死病副溶血性弧菌(ＶｐＡＨＰＮＤ)检测孔ꎻＡ３、Ｂ３、Ｃ３、Ｄ３:十足

目虹彩病毒 １(ＤＩＶ１)检测孔ꎻＡ４、Ｂ４、Ｃ４、Ｄ４:白斑综合征病毒

(ＷＳＳＶ)检测孔ꎻＡ８、Ｂ８、Ｃ８、Ｄ８:内参对照孔ꎻＡ５、Ａ６、Ａ７、Ｂ５、
Ｂ６、Ｂ７、Ｃ５、Ｃ６、Ｃ７、Ｄ５、Ｄ６、Ｄ７:空白对照ꎮ
图 １　 ４ 种常见病原联检微流控芯片布局

Ｆｉｇ.１ 　 Ｌａｙｏｕｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｆｏｒ ｊｏｉｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ
ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
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定 ＤＮＡ 模板中的目标病原拷贝浓度ꎬ并以此已知浓

度 ＤＮＡ 模板作为灵敏度和检出限测试测验的初始

样本ꎬ通过对该样本进行 １０ 倍梯度稀释以进行下一

步灵敏度和检出限测试试验ꎬ同时设立阴性空白对

照组ꎮ 以出现特异性扩增曲线的最低稀释浓度的

ＤＮＡ 模板中对应病原的拷贝浓度作为最终灵敏度

和检出限的结果ꎮ
１.７　 重复性

按照方法 １.３ 的方法准备 ４ 种病原阳性样品ꎬ
同时设立阴性对照组ꎬ对每种阳性样品进行 ８ 次测

定ꎬ以 ８ 次样品测定 Ｃｔ 值的变异系数(ＣＶ)来评估

本检测体系的重复性[２１]ꎮ
１.８　 实测样本验证

采集江苏省省内南美白对虾仔虾样品 ８５ 份和

成虾样品 １００ 份ꎬ进行微流控芯片法与传统 ＰＣＲ 方

法检测的结果对比试验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 联检方法的建立

通过反复优化试验条件[包括 Ｍｇ２＋ 浓度ꎬ正反

向引物比例和纳米金颗粒 ( Ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ
ＡｕＮＰｓ)种类、粒径和浓度等]确定了每个反应池 ５.０
μｌ 恒温扩增反应体系ꎬ该反应体系中各组分组成如

下:２０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ０􀆰 １ μｌꎬ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ ０􀆰 ８
μｌꎬ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ ０􀆰 ３ μｌꎬ４０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４

０􀆰 ３ μｌꎬ２􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ０􀆰 ３ μｌꎬ８ ０００ Ｕ / ｍｌ ＤＮＡ
聚合酶 ０􀆰 ２ μｌꎬ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料

０􀆰 ２ μｌꎬ８×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ３Ｃｔ￣ ＡｕＮＰｓ(柠檬酸三钠￣纳
米金) ０􀆰 ４ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ０􀆰 ４ μｌꎬ测试样品 ＤＮＡ 模板

１􀆰 ０ μｌꎮ 引物浓度均为 ５０ μｍｏｌ / Ｌꎬ各 ０􀆰 ５ μｌꎬ以冻

干粉形式提前预埋到反应池内ꎮ 随后 ６３􀆰 ５ ℃恒温

扩增 ３０ ｍｉｎꎮ 在图 １ 样品加样孔位置ꎬ加入总反应

预混液(１５􀆰 ０ μｌ 荧光预混液和 １０􀆰 ０ μｌ 核酸模板)ꎮ
初步混匀后ꎬ用配套的封口膜封闭微流控芯片ꎬ将微

流控芯片安装入微流控恒温扩增仪ꎬ１ ５００ ｒ / ｍｉｎ离
心 ３ ｍｉｎꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３ ｍｉｎꎬ将反应液均匀分布

到各个反应池中ꎬ随后 ６３􀆰 ５ ℃恒温扩增 ３０ ｍｉｎꎮ 如

图 ２ 所示ꎬ阳性对照样品 ３０ ｍｉｎ 内相应的反应孔出

现典型的扩增曲线ꎬ且Ｃｔ<３０ꎻ阴性对照相应的反应

孔未出现典型扩增曲线ꎬ且Ｃｔ<３０ꎮ

Ａ:阳性对照ꎻＢ:阴性对照ꎮ
图 ２　 典型微流控芯片法阳性和阴性扩增结果

Ｆｉｇ.２　 Ｔｙｐｉｃａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｍｅｔｈｏｄ

２.２　 检测结果特异性

根据上述反应体系和恒温扩增程序ꎬ将提取的

４ 种对虾病原阳性样品 ＤＮＡ 模板按照图 １ 中样品

分布孔进行上样分析ꎬ在 ３０ ｍｉｎ 内能在不同的时间

点出现特异性的扩增曲线并加以区分(图 ３)ꎮ
　 　 本检测体系在同一恒温扩增条件下ꎬ对上述 ４
种病原在 ３０ ｍｉｎ 内均能实现特异性的有效检出ꎬ但
针对每一种病原检测具体的灵敏度和检测限还需要

进一步试验来验证ꎮ
２.３　 检测结果灵敏度和检出限

用已经确定含有 ＥＨＰ、 ＶｐＡＨＰＮＤ、 ＤＩＶ１ 和

ＷＳＳＶ 病原体的对虾组织样本参照方法 １.３ 提取试

验用 ＤＮＡ 模板ꎬ经实时荧光定量 ＰＣＲ 方法确定

ＤＮＡ 模板中的 ＥＨＰ、ＶｐＡＨＰＮＤ、ＤＩＶ１ 和 ＷＳＳＶ ４ 种

目标病原拷贝数分别为 １ μｌ ５ ７３６拷贝、３ １８３拷贝、
４ ３２７拷贝和２ １１７拷贝ꎮ 将该溶液进行 １０ 倍梯度

稀释作为灵敏度和检出限的样品ꎬ同时设立阴性空

白对照组ꎮ
根据最低稀释倍数下出现特异性扩增曲线的

ＤＮＡ 含量来确定本检测方法针对每种病原检测指

标的灵敏度和检出限ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ４ 种病原

检测指标中 ＤＩＶ１ 原液出现特异性扩增曲线的时间
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点最早ꎬ但随着阳性样本含量的降低ꎬ其特征扩增曲 线出现时间会延迟直至消失ꎮ

Ａ:４ 种南美白对虾病原扩增曲线ꎻＢ:阴性对照ꎮ １:十足目虹彩病毒 １(ＤＩＶ１)扩增曲线ꎬ２:虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)扩增曲线ꎬ３:南美白对虾急性

肝胰腺坏死病副溶血性弧菌(ＶｐＡＨＰＮＤ)扩增曲线ꎬ４:白斑综合征病毒(ＷＳＳＶ)扩增曲线ꎮ
图 ３　 ４ 种对虾病原联检扩增曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｏｆ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ

Ａ:ＤＩＶ１ 原液扩增曲线ꎻＢ:ＤＩＶ１ 原液稀释 １０ 倍扩增曲线ꎻＣ:ＤＩＶ１ 原液稀释 １００ 倍扩增曲线ꎻＤ:ＤＩＶ１ 原液稀释１ ０００倍扩增曲线ꎻＥ:ＤＩＶ１ 原液

稀释１０ ０００倍扩增曲线ꎻＦ:ＤＩＶ１ 原液稀释１００ ０００倍扩增曲线ꎻＧ:ＤＩＶ１ 原液稀释１ ０００ ０００倍扩增曲线ꎻＨ:ＤＩＶ１ 测试时的阴性对照无扩增曲线ꎮ
图 ４　 十足目虹彩病毒 １(ＤＩＶ１)检测灵敏度和检出限试验结果

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｏｆ Ｄｅｃａｐｏｄ ｉｒｉｄｅｓｃｅｎｔ ｖｉｒｕｓ １ (ＤＩＶ１)
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　 　 其余病原检测灵敏度和检出限试验结果都呈现

出相似的变化趋势ꎬ根据出现典型阳性扩增曲线的

最大阳性样本稀释倍数ꎬ最终本检测方法中 ＶｐＡＨ￣
ＰＮＤ、ＷＳＳＶ、ＥＨＰ 和 ＤＩＶ１ ４ 种病原联检的检出限依

次为:１ μｌ ３􀆰 １８ 拷贝、２􀆰 １２ 拷贝、０􀆰 ５７ 拷贝和 ０􀆰 ４３
拷贝ꎮ 结果显示ꎬ本检测方法对于 ＥＨＰ 和 ＤＩＶ１ 的

检测较为灵敏ꎬ并可通过进一步优化反应体系和条

件来提升 ＷＳＳＶ 和 ＶｐＡＨＰＮＤ 检测的灵敏度ꎮ
微流控芯片法对 ＥＨＰ 的检出限要低于传统

ＰＣＲ 方法ꎬ据报道传统 ＰＣＲ 方法检出限为 １ μｌ
３􀆰 ３０ 拷贝[２２]ꎮ 而微流控芯片法对 ＶｐＡＨＰＮＤ 的检

出限又高于传统 ＰＣＲ 方法ꎬ据报道用传统 ＰＣＲ 方

法的检出限为 １ μｌ ０􀆰 ３２ 拷贝[２２]ꎮ 其他 ２ 种病原

ＰＣＲ 法的检出限暂未见报道ꎮ
２.４　 检测结果重复性

为了评估本检测体系的重复性ꎬ选择已经确定

为病原阳性的样品提取 ＤＮＡ 模板ꎬ并设立阴性对

照ꎬ对阳性样品进行 ８ 次测定ꎬ４ 种病原阳性样品测

定的 Ｃｔ 值的 ＣＶ 值为２.２２％~ ３􀆰 ４７％ (表 ２)ꎬ均≤
５􀆰 ００％ꎬ具有较好的重复性ꎮ
２.５　 微流控芯片法与 ＰＣＲ 方法检测结果的对比

　 　 如表 ３ 所示ꎬ利用微流控芯片法与传统 ＰＣＲ 法

表 ２　 各病原重复性测试 Ｃｔ 值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｐａｔｈｏｇｅｎ

重复
病原 Ｃｔ 值

ＥＨＰ ＶｐＡＨＰＮＤ ＤＩＶ１ ＷＳＳＶ

１ ５.７４ １３.２６ ９.９１ １６.７０
２ ５.５６ １２.８０ １０.２１ １５.８６
３ ５.４８ １３.１３ １０.１９ １５.８７
４ ５.８９ １１.９２ １０.４０ １６.３８
５ ６.０１ １２.５６ ９.６８ １６.１１
６ ５.９１ １３.２４ １０.３１ １６.３５
７ ５.６５ １２.６４ ９.７９ １５.５７
８ ５.８１ １２.８９ １０.０１ １６.１９

均值 ５.７６ １２.８１ １０.０６ １６.１３
虾肝肠胞虫(ＥＨＰ)、对虾急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌(ＶｐＡＨ￣
ＰＮＤ)、十足目虹彩病毒 １(ＤＩＶ１)、白斑综合征病毒(ＷＳＳＶ)的循环
阈值(Ｃｔ 值)的变异系数分别为 ３.１８％、３.４７％、２.５５％、２.２２％ꎮ

检测成虾样品 １００ 份ꎬ虾苗样品 ８５ 份ꎬ在成虾样品

中 ４ 种病原的微流控芯片法检测结果与传统 ＰＣＲ
法检测结果保持了高度的一致性ꎻ而虾苗样品中ꎬ分
别使用微流控芯片法与传统 ＰＣＲ 法检测ꎬ微流控芯

片法阳性检出率略低于传统 ＰＣＲ 法ꎮ 对比两者从

ＤＮＡ 模板提取开始到完成 ４ 种病原检测所用时间ꎬ
微流控芯片法(用时 １ ｈ)要比传统 ＰＣＲ 法(用时 ６
ｈ)节约近 ５ ｈꎮ

表 ３　 微流控芯片法与传统 ＰＣＲ 法对实测样本的检测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

样品 数量(份)
ＰＣＲ 法检测结果(阳性数)

ＥＨＰ ＶｐＡＨＰＮＤ ＤＩＶ１ ＷＳＳＶ

微流控芯片法检测结果(阳性数)

ＥＨＰ ＶｐＡＨＰＮＤ ＤＩＶ１ ＷＳＳＶ

成虾 １００ １２ ５ ２ １ １２ ５ ２ １

虾苗 ８５ ５ ２ ０ １ ４ ２ ０ １
ＥＨＰ:虾肝肠胞虫ꎻＶｐＡＨＰＮＤ:对虾急性肝胰腺坏死病副溶血性弧菌ꎻＤＩＶ１:十足目虹彩病毒 １ꎻＷＳＳＶ:白斑综合征病毒ꎮ

３　 讨 论

２０ 世纪 ９０ 年代初ꎬ微流控芯片技术首次被报
道[３]ꎬ这一技术在微米尺度芯片上实现了制备、反
应、分离和检测等基本操作单元的功能集成ꎬ在短时

间内完成上百个样品的平行自动分析ꎬ满足现场快

速即时检测的需求[２３￣２４]ꎮ 随着该技术的不断发展

与成熟ꎬ至今已衍生出解旋酶依赖性扩增(ＨＤＡ)微
流控芯片、碟式微流控芯片、ＰＯＣ 微流控芯片、数字

微流控芯片、卡式微流控芯片等多种微流控芯

片[２５￣２７]ꎮ 由于微流控芯片法自身具有微型化、集成

化和自动化等特点ꎬ以及消耗样品和试剂量少、反应

迅速、可大量平行处理等优点ꎬ该项技术在生物学、

医学、化学和免疫学等领域表现出无限的发展潜

力[２８￣３１]ꎮ 微流控芯片的应用范围从单纯的基因扩

增与分析[３２]拓展到了细胞培养[３３]、蛋白质检测[３４]

和特征化合物分析[３５]等领域ꎮ
本病原检测体系是基于微流控芯片与 ＬＡＭＰ

技术相结合的一种新型检测技术ꎬ具有传统 ＬＡＭＰ
技术所具有的步骤简单、反应时间短、特异性和灵敏

度高[３６￣３７]、不需要特殊仪器等特点[３８]ꎬ除了可以用

于突发水产疫情的 ＰＯＣＴ 外[３９]ꎬ还可以用于水产养

殖日常管理关键时期的病原实时监控ꎮ 在试验前期

本检测体系利用 ２ 对特异性恒温扩增引物ꎬ并选择

柠檬酸三钠￣纳米金(Ｎａ３Ｃｔ￣ ＡｕＮＰｓ)作为提升恒温

扩增效率和特异性的辅助剂[４０]ꎬ通过优化恒温扩增
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体系和扩增温度ꎬ４ 种常见病原在本次微流控芯片

联检方法中均出现了特征性扩增ꎬ且该检测方法检

测限除了 ＶｐＡＨＰＮＤ 指标外ꎬ其他 ３ 项指标的最低

检测限已经处于较为领先的水平[４１￣４２]ꎬ可与目前应

用较广的 Ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ[４３] 和 ＲＴ￣ＦＱ ＰＣＲ[４４]、数字

ＰＣＲ(Ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ)和等温聚合酶扩增技术(ＲＰＡ)等
相媲美[４５￣４６]ꎮ 本检测方法中所用的试剂、仪器、芯
片等均享有国内自主知识产权ꎬ可以自主化生产ꎬ能
有效避免国际专利间的技术纠纷ꎬ具备良好的适用

性和市场价值ꎮ
本检测方法在检测结果的重复性和稳定性上优

势显著ꎮ 已有的国家标准方法或者是 ＯＩＥ / ＮＡＣＡ
推荐的经典 ＰＣＲ 方法ꎬ尤其是多重 ＰＣＲ(Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ
ＰＣＲ)和 Ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 方法ꎬ仍可能产生非特异性扩

增ꎬ从而影响最终的结果判定ꎮ 其中气溶胶污染是

产生假阳性扩增的主要原因[４７]ꎬ而本联检体系始终

在一个相对密闭的环境中进行目的基因序列的恒温

扩增ꎬ有效降低了气溶胶污染的概率ꎬ增强了联检体

系的可靠性和稳定性ꎮ 在本检测方法建立时ꎬ检测

全程加入 ４ 种病原指标的阳性样本用于全程质量控

制ꎬ既验证了本检测方法中核酸提取试剂盒的有效

性ꎬ又进一步验证了后续微流控恒温扩增和病原结

果研判的有效性ꎮ 本检测方法不仅适用于养殖塘口

对虾常见病原的 ＰＯＣＴꎬ还为对虾大型养殖企业全

程监控养殖病害发生提供了技术支持ꎬ这为有效预

警并控制对虾养殖病害的发生提供了经济、便捷、快
速和有效的手段ꎬ同时对中国对虾养殖业的绿色健

康发展起到了保驾护航的重要作用ꎮ
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