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摘要: 为了探讨不同 PCR检测方法的灵敏度, 分别利用 TaqMan实时定量 PCR、世界动物卫生组织(OIE)公布的巢

式 PCR 引物(简称 OIE)、黄海水产研究所种质资源与工程育种研究室(GB)设计的引物(简称 GB)及 2 种巢式 PCR

对应的一步法 PCR, 对具有不同白斑综合征病毒 (White Spot Syndrome Virus, WSSV)含量的中国明对虾

(Fenneropenaeus chinensis)样品进行检测。结果显示, 当使用已知病毒含量的标准品进行检测时, TaqMan实时定量

PCR 方法可以检测到 10 个 WSSV 拷贝; OIE 巢式 PCR 与 GB 巢式 PCR方法分别可检测到 104和 103个 WSSV拷

贝; 单独使用 OIE 巢式 PCR 的外引物和内引物扩增时, 分别可检测到 5×104和 2.5×104个 WSSV 拷贝; 单独使用

GB巢式 PCR的外引物和内引物进行一步法 PCR扩增时, 分别可检测到 104和 5×103个WSSV拷贝。使用上述 PCR

方法分别对 44份未知 WSSV含量的样品进行验证, 定量 PCR方法检测阳性率为 84.09%, OIE巢式 PCR与 GB巢

式 PCR方法检测的阳性率分别为 18.18%和 27.27%; 单独使用 OIE巢式 PCR的外引物和内引物扩增检测的阳性率

均为 15.91%; 单独使用 GB 巢式 PCR 的外引物和内引物扩增检测的阳性率分别为 18.18%和 20.45%。根据以上结

果, PCR方法检测 WSSV的灵敏度由高到低依次为: 定量 PCR、巢式 PCR、一步法 PCR。 

关键词: PCR检测法; 白斑综合征病毒(WSSV); 灵敏度 

中图分类号: S945      文献标志码: A           文章编号: 1005−8737− (2011)03−0667−07 

白斑综合征病毒(White Spot Syndrome Virus, 

WSSV) 是 1993年世界范围内对虾暴发性流行病

的主要病原, 迄今仍然没有能有效控制 WSSV 疫

情的技术措施。国内外学者普遍认为, 综合预防

是相对有效的方法, 即尽早发现疾病并采取诸多

措施阻止病毒传播。因此, 建立灵敏、准确、快

捷、方便的 WSSV病原检测方法是减少白斑综合

征发生和危害的重要途径。目前 WSSV病原的检

测方法主要有目视观察法、组织学方法、电子显

微技术、生化检验法、免疫学方法和分子生物学

方法等[1]。其中分子生物学方法中的 PCR检测方

法与传统诊断方法相比 ,  具有敏感性和特异性 

高、简单、快速等优点, 已广泛应用于多种病原

的诊断[2−7]。由于 PCR 引物及检测手段众多, 各

种方法检测的结果差别很大。针对这种情况, 本

研究比较了 3 种常用的 PCR 方法(TaqMan 定量

PCR、巢式 PCR 和一步法 PCR)在检测 WSSV 中

的灵敏度, 以期为对虾 WSSV 的早期诊断提供技

术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验材料为经口感染WSSV 10 d后依然存活

的中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis), 共计
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44 尾(体长 3～5 cm, 体质量 3 g 左右), 剪取附肢

于–80 ℃冰箱中保存, 待检测。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 的提取  利用全血/组织/细胞

基因组DNA快速提取试剂盒(Biomed博迈德生物, 

北京)提取上述 44尾未知 WSSV含量的中国明对

虾样品的基因组 DNA, 使用 Amersham Bioscience   

Gene Quant pro紫外分光光度计测定 DNA浓度。 

1.2.2  TaqMan实时定量 PCR检测方法 WSSV定

量检测参考Durand 等[8]的 TaqMan荧光定量方法, 

目的片段长度为 69 bp。定量 PCR反应体系: 1倍

体积的 Perfect Real Time premix (RR039A, Ta-

KaRa), 正反向引物各 0.25 μmol/L, 探针 0.125 

μmol/L, 病毒 DNA 50～100 ng, 加灭菌双蒸水至

20 μL。标准品为含有目的片段的重组质粒

PUCm-T/WSSV69, 用作阳性对照及标准曲线的

构建。反应程序: 94  10℃  s, 95  5℃  s, 60  34℃  s, 

40个循环。引物及探针由大连宝生物(TaKaRa)合

成。反应在 Applied Biosystems 7500 实时定量

PCR仪进行, 每个样品平行检测 3次。 

1.2.3  标准模板的制备  选取 3个由 TaqMan定量

PCR 确定 WSSV 拷贝数的 DNA 样品, 分别使用

灭菌双蒸水逐级稀释制作成 3个系列的标准模板, 

即系列标准模板 1 ng DNA中含有 106、105、7.5× 

104、5×104、2.5×104、104、5×103、103、500、100、

50、10、5 个 WSSV 拷贝, –80℃冰箱中保存, 待

检测。 

1.2.4  巢式 PCR检测方法  分别参照世界动物卫

生组织(Office International Des Epizooties, OIE)巢

式 PCR方法[2]和黄海水产研究所种质资源与工程

育种研究室(Genetic Resource and Breeding Lab, 

GB)设计的巢式 PCR方法[5] 进行标准模板和未知

样品的 PCR 检测, 每个样品平行检测 2 次。OIE

巢式 PCR 外引物目的片段为 1 447 bp, 内引物目

的片段为 941 bp; GB巢式 PCR外引物目的片段为

1 221 bp, 内引物目的片段为 982 bp。引物由上海

生工生物工程有限公司合成, DNA聚合酶由伯锐

公司生产, 扩增在 PTC-200 型 PCR 仪进行(M J 

Research Inc, Waltham, MA, USA)。 

1.2.5  一步法 PCR检测方法  分别使用 OIE巢式

PCR和 GB巢式 PCR的外引物和内引物进行标准

模板和未知样品的 PCR检测, PCR反应体系及反

应程序同上。 

1.2.6  PCR反应产物检测方法  定量 PCR反应结

束后, 利用 SDS(Sequence Detection System ) ver-

sion 1.4 软件对每个样品的 3 个平行数据进行分

析, 取其平均值作为 WSSV含量值。巢式 PCR和

一步法 PCR反应产物用琼脂糖凝胶电泳进行检测: 

取 5 μL PCR反应产物, 在 1%的琼脂糖凝胶上进

行电泳 , 电压 3 V/cm 左右 , 时间 40 min, 用

DL2000 作为 DNA 分子量标记 , 在 BIO-RAD 

POWER PAC 300紫外透射仪上观察并照像。 

2  结果与分析 

2.1  标准模板检测结果 

2.1.1  TaqMan定量 PCR检测结果  利用含 69 bp

目的片段的质粒标准品构建 TaqMan 实时定量

PCR 的标准曲线, 当 Ct<35 时具有标准 S 型扩增

曲线(相关系数 r 为 0.993 9, 斜率为–3.755 2), 可

以检测到荧光信号的范围为 10～106 个 WSSV  

拷贝。 

2.1.2  巢式 PCR 检测结果  利用 OIE 巢式 PCR

方法对标准模板进行扩增 , 在含有 106～104 个

WSSV 模板拷贝数的 PCR 反应体系中(图 1A, 泳

道 1–8), 都出现明显的大小为 941 bp的目的片段, 

在 5×103～5个WSSV模板拷贝范围内(图 1A, 泳

道 9–22)未出现目的片段, 表明 OIE 巢式 PCR 的

最低检测极限为 104个 WSSV 拷贝。利用 GB 巢

式 PCR方法对标准模板进行扩增, 在 106～103个

WSSV模板拷贝范围内(图 1B, 泳道 1–12)出现明

显大小为 982 bp的目的片段; 在 500～5个WSSV

模板拷贝范围(图 1B, 泳道 13–22)未出现目的片

段, 表明 GB 巢式 PCR 的最低检测极限为 103个

WSSV 拷贝。3 个系列的标准模板重复检测结果

一致。 

2.1.3  一步法 PCR检测结果  单独使用 OIE外引

物对标准模板进行扩增, 在 106～5×104个 WSSV

拷贝范围内(图 2A, 泳道 1–6)出现明显的大小为 
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1 447 bp 的目的片段, 并且目的片段的亮度越来

越弱, 亮暗梯度比较明显; 在 104～5个 WSSV拷

贝范围内(图 2A, 泳道 7–22)未出现目的片段。单

独使用 GB外引物对标准模板进行扩增, 在 106～

104个WSSV拷贝范围内(图 2B, 泳道 1–8)都出现

明显的大小为 1 221 bp的目的片段, 随着标准模

板 DNA 浓度的降低, 目的片段的亮度越来越弱; 

在 5×103～5 个 WSSV 拷贝范围内(图 2B, 泳道

9–22)未出现目的片段。以上结果表明 OIE外引物

扩增的最低检测极限为 5×104个 WSSV拷贝, GB

外引物扩增最低检测极限为 104个 WSSV拷贝。 

单独使用 OIE内引物对标准模板进行扩增, 
 

 
 

图 1  OIE巢式 PCR (A)和 GB巢式 PCR (B) 扩增不同拷贝数 WSSV模板的电泳图 

1−2: 106; 3−4: 105; 5−6: 5×104; 7−8: 104; 9−10: 5×103; 11−12: 103; 13−14: 500; 15−16: 100; 17−18: 50; 19−20: 10; 21−22: 5;  
N: 阴性对照; P: 阳性对照; M: DL2000. 

Fig.1 Amplification of WSSV plates of different copies with OIE nested PCR(A) and GB nested PCR(B) method 
1−2: 106; 3−4: 105; 5−6: 5×104; 7−8: 104; 9−10: 5×103; 11−12: 103; 13−14: 500; 15−16: 100; 17−18: 50; 19−20: 10; 21−22: 5;  

N: negative control; P: positive control; M: DL2000. 
 

 
 

图 2  OIE巢式 PCR外引物(A)和 GB巢式 PCR外引物(B)扩增不同拷贝数 WSSV模板的电泳图 

1−2: 106; 3−4: 105; 5−6: 5×104; 7−8: 104; 9−10: 5×103; 11−12: 103; 13−14: 500; 15−16: 100; 17−18: 50; 19−20: 10; 21−22: 5;  
N: 阴性对照; P: 阳性对照; M: DL2000. 

Fig.2 Amplification of WSSV plates of different copies with OIE nested PCR (A) and GB nested PCR(B) outer primers 
1−2: 106 copies; 3−4: 105 copies; 5−6: 5×104 copies; 7−8: 104 copies; 9−10: 5×103 copies; 11−12: 103 copies; 13−14: 500 copies; 
15−16: 100 copies; 17−18: 50 copies; 19−20: 10 copies; 21− 22: 5 copies; N: negative control; P: positive control; M: DL2000. 

A 

B 

A 

B 
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在 106～2.5×104个 WSSV 拷贝范围内(图 3A, 泳

道 1–8)都出现明显的大小为 941 bp 的目的片段, 

在 5×103～5 个 WSSV 拷贝范围内(图 3A, 泳道

9–22)未出现目的片段。 单独使用 GB 内引物对

标准模板进行扩增, 在 106～5×103个WSSV拷贝

范围内(图 3B 泳道 1–10)都出现明显的大小为

982 bp 的目的片段, 并且目的片段的亮度越来越

弱, 亮暗梯度比较明显, 在 103～5个 WSSV拷贝

范围内(图 3B, 泳道 11–22)未出现目的片段。以上

结果表明 OIE 内引物扩增的最低检测极限为

2.5×104个 WSSV 拷贝, GB 内引物扩增的最低检

测极限为 5×103个 WSSV拷贝。 

2.2  未知样品检测结果 

表 1为TaqMan实时定量 PCR、OIE巢式 PCR、

GB 巢式 PCR 及一步法 PCR 对 44 份未知样品的

检测结果, 可见 TaqMan 实时定量 PCR 检测的阳 

 

 
 

图 3  OIE巢式 PCR内引物(A)和 GB巢式 PCR内引物(B) 扩增不同拷贝数 WSSV模板的电泳图 

1−2: 106; 3−4: 2.5×105; 5−6: 7.5×104; 7−8: 2.5×104; 9−10: 5×103; 11−12: 103; 13−14: 500; 15−16: 100; 17−18: 50; 19−20: 10;  
21−22: 5; N: 阴性对照; P: 阳性对照; M: DL2000. 

Fig.3  Amplification of WSSV plates of different copies with OIE nested PCR (A) and GB nested PCR(B) inner primer 
1−2: 106copies; 3−4: 2.5×105 copies; 5−6: 7.5×104 copies; 7−8: 2.5×104 copies; 9−10: 5×103 copies; 11−12: 103 copies; 13−14: 500 copies; 

15−16: 100 copies; 17−18: 50 copies; 19−20: 10 copies; 21−22: 5 copies; N: negative control; P: positive control; M: DL2000. 
 

表 1  3 种 PCR 方法灵敏度比较 
Tab. 1  Sensitivity of three different PCR-based methods 

PCR方法 
PCR-based methods 

目的片段大小/bp 
target fragment copy 

灵敏度/WSSV拷贝 
sensitivity 

阳性率/% 
positive ratio 

TaqMan实时定量 PCR 
TaqMan real-time quantitative PCR 

69 10 84.09 

OIE巢式 PCR 
OIE nested PCR 

941 104 18.18 
巢式 PCR 

nested PCR GB巢式 PCR 
GB nested PCR 

982 103 27.27 

OIE外引物扩增 
outer primer amplification of 
OIE nested PCR 

1 447 5×104 15.91 

OIE内引物扩增 
inner primer amplification of 
OIE nested PCR 

941 2.5×104 15.91 

GB外引物扩增 
outer primer amplification of 
GB nested PCR 

1 221 104 18.18 

一步法 PCR 
one-step PCR 

GB内引物扩增 
inner primer amplification of 
GB nested PCR 

982 5×103 20.45 
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性率为 84.09%, OIE和 GB巢式 PCR检测的阳性

率分别为 18.18%和 27.27%, 一步法 PCR中, 单独

使用 OIE外引物、OIE内引物、GB外引物和 GB

内引物时, 其检出阳性率分别为 15.91%、15.91%、

18.18%和 20.45%。 

3  讨论 

3.1  不同 PCR检测方法灵敏度的差异分析 

PCR 以其特异性、有效性、忠实性而被应用

于对虾病毒病的快速检测[2−3, 9−10], 其中定量 PCR

法是一种检测病毒的新方法, 其灵敏度和特异性

均高于一步法 PCR 方法, 而巢式 PCR 比一步法

PCR 的灵敏度、特异性更强 [4, 11−16]。本实验中

TaqMan定量 PCR检测WSSV的灵敏度是 OIE巢

式 PCR的 1 000倍, 是GB巢式 PCR的 100倍, 检

测阳性率由高到低依次为: Taqman定量 PCR、GB

巢式 PCR、GB 内引物 PCR、OIE 巢式 PCR/GB

外引物 PCR 以及 OIE 内引物/OIE 外引物 PCR。

检测结果表明, 定量 PCR 方法灵敏度最高, 巢式

PCR方法次之, 一步法 PCR方法灵敏度最低。具

体分析各种 PCR 方法灵敏度差异的原因, 主要有

以下两点:  

(1) 各种 PCR 方法使用的引物不同, 造成扩

增的目的片段大小不同。由于动物组织的病毒在

长期保存以及核酸提取过程中 ,不可避免地被分

解或断裂成小片段, 因此扩增小片段的 PCR方法

具有更高的灵敏度。很多学者报道利用不同的引

物可以检测出 WSSV[2, 4, 12−14, 17]。Hossain等[13]利

用 5 对 WSSV 引物对斑节对虾(Penaeus monodon)

各期幼体进行 WSSV 检测, 扩增目片段大小在

310~2 310 bp范围内。检测结果表明, 目的片段为

310 bp时检测的阳性率为 100%, 而扩增目的片段

为 486 bp、775 bp、1 441 bp以及 2 310 bp时检测

出的阳性率仅为 20%。Lo等[4]和谢数涛等[11]分别

采用巢式 PCR对WSSV进行检测, 结果显示其灵

敏度大约为一步法 PCR 的 104 倍。李文杰等[12]

在克氏原螯虾(Procambarus clarkii)中建立了检测

WSSV的巢式 PCR方法, 其灵敏度比一步法 PCR

提高了 103倍。Sritunyalucksanaa等[14]对几种 PCR

方法在检测对虾 WSSV 中的灵敏度进行了比较, 

得出OIE巢式 PCR可以检测出 102个WSSV拷贝, 

当地普通巢式 PCR可以检测出 103个WSSV拷贝, 

定量 PCR可以检测到 5个 WSSV拷贝。毕道荣等
[16]利用 TaqMan 定量 PCR 方法与 OIE 巢式 PCR

方法对对虾 WSSV进行检测, 结果显示定量 PCR

可以检测出 15个WSSV拷贝, OIE巢式 PCR方法

可以检测出 1.5×104个 WSSV 拷贝。以上研究均

表明, 目的片段小的 PCR 方法比目的片段大的

PCR 方法具有更高的灵敏度。本研究结果表明, 

定量 PCR 灵敏度最高, 可以检测到 10 个 WSSV

拷贝, 而 OIE巢式 PCR和 GB巢式 PCR灵敏度较

低, 仅仅能检测到 104、103个 WSSV 拷贝(表 1), 

与毕道荣等[16]的检测结果基本一致, 符合以上分

析结果。 

(2) 各种 PCR 方法检测扩增目的片段的技术

不同。巢式 PCR 及一步法 PCR 是通过琼脂糖凝

胶电泳及染色观察目的扩增片段, 而定量 PCR是

通过特定的仪器探测荧光染料的荧光信号, 后者

的灵敏度比前者要高。此外, 由于未建立一套标

准的模板 DNA 提取程序, 造成各种 PCR 方法中

使用的模板质量不同, 进而出现不同的检测结果; 

实验过程中使用不同公司的试剂与仪器, 也可能

对检测结果造成影响, 即便使用同种 PCR 方法, 

得到的检测范围也有可能存在差异。由于以上两

点原因, 造成不同 PCR方法灵敏度的不同。 

3.2  WSSV检测方法的选择 

在对虾的各个培育环节尤其是苗种培育阶段

进行病原检测, 可以预防对虾疾病发生。对同一

个样品, 由于检测方法的不同, 得到的结果可能

也不同, 在生产中会起到不同的指导作用。所以

在生产或者实验过程中, 必须根据检测 WSSV 的

目的, 选择灵敏度与之相对应的检测方法。 

众多研究结果表明 , 开展无特定性病原

(Specific Pathogen Free, SPF)对虾的研究, 是解决

对虾疾病的一种比较好的方法。美国于 1989年用

凡纳滨对虾开展 SPF的生产技术研究, 1991年建

立凡纳滨对虾(Litopenaeus vannane)SPF群体并在

养殖生产中取得明显效果, SPF 虾苗养殖产量比



672 中国水产科学 第 18卷 

 

非 SPF虾苗高出 30%以上[18]。继而法国、澳大利

亚、哥伦比亚等国家也相继进行了诸如抗病品种

的选育等工作, 取得了良好的效果[2]。国内黄海水

产研究所和日照水产研究所合作从 1997 年开始

率先进行 SPF 中国明对虾种群选育的研究, 连续

6年的养殖结果也证明了 SPF对养殖生产具有重要

意义[19]。美国 SPF 对虾培育使用的检测方法是

OIE巢式 PCR方法, 根据本研究的检测结果, OIE

巢式 PCR方法检测WSSV的灵敏度比 TaqMan实

时定量 PCR 方法低 103倍, 如果在培育过程中使

用定量 PCR 方法, 则很可能出现不同的检测结

果。在 SPF培育过程中使用的检测方法灵敏度越

高, 则培育成的 SPF 对虾也越具有可信度, 因此

在培育 SPF 对虾或者其他对检测 WSSV 灵敏度要

求高的生产或者实验中, 使用定量 PCR比较合适。 

从 PCR 方法检测的实际应用上考虑, 定量

PCR方法检测样品费用昂贵, 并且 WSSV携带量

在一定的范围内, 对虾是处于隐性感染状态, 并

不暴发白斑综合征病毒病[20]。Durand等[8]研究表

明, 对虾注射 103～104个 WSSV拷贝不能引起对

虾的死亡, 注射 104～105个 WSSV拷贝引起对虾

的急性死亡。徐丽美等[21]收集了 6批共 134尾不

同感染程度的对虾样品, 检测结果初步确定了白

斑综合征病毒病暴发的临界值为每毫克组织含

103个 WSBV 粒子, 而本实验中 GB 巢式 PCR 的

检测灵敏度为 103个 WSSV 拷贝, 因此可以利用

GB 巢式 PCR 提前对对虾样品进行检测, 预测白

斑综合征病毒病的暴发。Withyachumnarnkul[22]

利用巢式 PCR对泰国南部 188个斑节对虾养殖池

的苗种进行 WSSV 检测, 结果显示检测阳性的苗

种生长后期暴发WSSV疾病的概率是检测阴性苗

种的 3 倍, 因此剔除检测阳性的对虾苗种, 可以

使对虾获得更高的产量。所以一般在生产或者实

验过程中, 如果仅仅为了预测白斑综合征的暴发

或者检测对虾感染 WSSV 的情况, 则选用费用较

低、仪器比较简单的巢式 PCR方法比较合适。 

从检测时间上考虑, 巢式 PCR方法需要 2次

扩增和 2次电泳约 8 h, 而定量 PCR仅需要操作 2

个小时, 1 次可以进行 96 个样品的检测, 反应结

束后可立即观察结果。因此只有在需要准确定量

出对虾所携带的WSSV含量或者短时间内检测出

大批量样品 WSSV 含量的情况下, 使用定量 PCR

方法比较合适, 如进出口岸对虾的快速检验检疫。 

4  结论 

本研究比较了 3种有代表性的检测 WSSV的

PCR 方法的灵敏度, 即 TaqMan 实时定量 PCR、

巢式 PCR及一步法 PCR, 灵敏度由高到低依次为: 

TaqMan 定量 PCR、巢式 PCR、一步法 PCR。由

于使用的引物与目的片段的检测手段不同, 造成

各种 PCR方法灵敏度的差异。在生产或者实验中

必须根据检测目的 , 选择灵敏度与之相对应的

WSSV 检测方法。因此, 本实验为白斑综合征早

期诊断和健康养殖提供了科学依据。 
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Sensitivity comparison of three PCR-based methods for white spot 
syndrome virus (WSSV) detection  
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Abstract: In order to explore the limitations of different PCR methods, we compared the sensitivity of three PCR 
methods, including TaqMan real-time PCR, Office International Des Epizooties-designed (OIE) and Genetic re-
source and Breeding Lab of Yellow Sea Fisheries Research Institute-designed nested PCR (GB) and one-step PCR 
methods, with standard Fenneropenaeus chinensis samples with serial known WSSV load. As a result, TaqMan 
real-time PCR could detect with certainty 10 WSSV copies per reaction, while 104and 103 copies were needed for 
OIE and GB nested PCR; 5×104 and 2.5×104 copies were needed for the outer primer and inner primer amplifica-
tion of OIE nested PCR; 104 and 5×103 copies were needed for that of GB nested PCR. Forty-four F. chinensis 
samples with unknown WSSV load were tested with these PCR methods to validate the sensitivity. The positive 
ratio of TaqMan real-time PCR was 84.09 %, and those of OIE nested PCR and the GB nested PCR were 18.18% 
and 27.27%, respectively; the positive ratio of the outer primer and inner primer amplification of OIE nested PCR 
both were 15.91%; and those of GB nested PCR were 18.18% and 20.45%. According to the results, the sensitivity 
of PCR methods detecting WSSV from high to low are as follow: TaqMan real-time PCR, nested PCR, one-step 
PCR. This experiment also provided method-selection strategy and reference data in WSSV diagnose. 
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