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Harmful algae bloom species in Jiaozhou Bay and the features of
distribution
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Abstract: In recent years frequency and range of Harmful Alage Blooms(HAB) has shown marked increase causing
disruption to aquiculture and supsequent economic loss . This paper investigates distribution and species of HAB in Jiaozhou
Bay (Qingdao , China ) . 40 HAB species of 25 genus were identified and factors inducing HAB were considered .

(本文编辑：张培新 )

二温式 RT - PCR检测对虾 Taura综合征病毒的研究
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摘要：设计了一对能扩增大小为 231 bp对虾 Taura综合征病毒（TSV）某段基因的特异性引物，
优化建立了能快速检测 TSV的二温式 RT - PCR。特异性和敏感性试验结果表明，二温式 RT -
PCR能对 3个试验用 TSV毒株的 RNA进行扩增，并得到与预期大小一致的 231 bp的扩增产
物，而其它 3种对虾病原则无相同大小的特异性扩增产物出现；RT - PCR最低能检测到 1 pg
的 TSV RNA。应用 RT - PCR对 320份分别来自广西沿海不同对虾养殖场的对虾样品进行检
测，结果一共有 85份检出 TSV。这说明了 TSV在广西沿海地区养殖对虾中已呈现出区域性流
行趋势，同时也显示了 RT - PCR在 TSV临床检测中具有较高的实用性。
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Taura综合征病毒（TSV）是近年来严重危害对虾
养殖业的几种病毒性疾病之一。其主要感染西半球对

虾养殖品种，如：太平洋白对虾、大西洋白对虾、褐对

虾和桃红对虾，其中太平洋白对虾特别敏感。该病常

表现如下 3种类型：一是急性爆发型，病程短，病虾全
身淡红色，很快死亡，死虾肢体柔软；二是亚急性型，

亚急性发作，病程长，角质或角质下层常出现坏死灶；

三是潜伏型，感染对虾外观正常，不表现症状，但可终

身带毒 [1 ]。该病最早在 1992年乌拉圭 Taura River附近
的太平洋白对虾 ( Penaeus vannamei )体内发现 [2 ]，现世

界许多国家和地区均有报道 [3 ]。广西沿海地区是对虾

养殖业较为发达的地区，近年来随着对虾种苗和水产
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品国际贸易交流增多，TSV在该地区也呈现出流行趋
势，给对虾养殖业造成了严重的经济损失。

目前对虾疾病的诊断手段主要包括病理学和生

物学诊断、免疫学方法、分子杂交方法及 PCR诊断方
法等 [3 ～10 ]。其中 PCR方法又是目前这些方法中特异
性最强、敏感最高的病原检测手段，已被广泛应用于

对虾疾病的诊断 [3 ～5 ]，但至今未见有二温式 PCR检测
TSV的报道。
本试验研究建立了 TSV的二温式 RT - PCR，并

对广西沿海地区对虾养殖业 TSV感染状况进行了初
步调查。

1 材料和方法
1. 1 试验用毒株

3个 TSV广西地方毒株，由本实验室收集鉴定
并保存。

1. 2 对照样品
10份 SPF南美白对虾样品，从美国夏威夷海洋

研究所 SPF种虾场引进，本实验室保存；对虾白斑综
合征病毒（WSSV）、传染性皮下和造血器官坏死病毒
（IHHNV）、弧菌等，均由本实验室收集鉴定并保存。

1. 3 临床样品
320份患病对虾分别来自广西沿海各地对虾养

殖场。

1. 4 生化试剂
Trizol RNA 抽提试剂，购自美国 GIBCOBRL 公

司；RT- PCR试剂盒，购自大连宝生物工程有限公司。

1. 5 引物设计
参考文献 [ 4]，根据 TSV某段基因序列，设计了

一对可以扩增 231 bp的特异性引物。引物由大连宝
生物工程有限公司合成。引物寡核苷酸序列如下：

XZ 305：5' - TCA ATG AGA GCT TGG TCC - 3'
XZ 306：5' - AAG TAG ACA GCC GCG CTT - 3'

1. 6 总 RNA提取
取待检对虾肝胰腺、鳃、肌肉组织等共约 100mg，

加入 250µL DEPC H2O，匀浆，再加入 750µL Trizol，
按该试剂使用说明操作，最后用适量的 DEPC H2O重
新溶解总 RNA沉淀。参照 Sambrook方法 [11 ]，测定总

RNA纯度及浓度。保存于 - 20 ℃备用。

1. 7 二温式 RT - PCR
1. 7. 1 cDNA合成
采用 20µL反转录反应体系。该体系含：10 × PCR

buffer 2µL，25 mmol MgCl2 4µL，2. 5 mmol dNTPs
2µL，5单位 /µLAMV Reverse transcriptase 1µL，40单
位 / µL Rnasing inhibitor 0. 5µL，25 pmol 引物（XZ
305）1µL，RNA模板适量，DEPC H2O补足体积至
20µL。在 PE9600 PCR仪（美国 Perkin Elmer 公司）
上，按一定程序进行 cDNA 合成。
1. 7. 2 PCR扩增

cDNA 合成结束后，在 cDNA 反应管中继续加
入以下 PCR 试剂：10 × PCR buffer 8µL， 25 mmol
MgCl 2 6µL，25 pmol引物（XZ 306）1µL，5单位 / µL
AmpliTaq A 0. 5µL，dH2O 补足体积至 100µL。在
PCR 仪上，按二温式 PCR 反应模式，对其反应参
数 , 即变性、退火延伸条件及循环次数进行优化。

1. 8 二温式 RT - PCR特异性试验
对 3个 TSV广西地方毒株和 10份 SPF南美白

对虾组织，以及 WSSV、IHHNV、弧菌等其它对虾疾
病病原核酸进行 RT - PCR，检测其特异性。

1. 9 二温式 RT - PCR敏感性试验
将 TSV RNA 定量，按 10 倍递进稀释法稀释

后，分别取各滴度适量的 RNA 模板进行 RT - PCR，
测定其敏感性。

1. 10 RT - PCR产物分析
取 10µL RT - PCR 产物，在 1%的琼脂糖（美

国GIBCOBRL公司）凝胶中以 5 V /cm电压电泳。凝胶用
溴化乙锭染色，在紫外光检测仪上观察，并用凝胶成像

系统拍照。以 DNA标准分子量为参照，分析扩增结果。

1. 11 二温式 RT - PCR的临床检测试验
用该二温式 RT - PCR对 320份临床样品进行检

测，以检验其临床实用性。

2 结果
2. 1 TSV二温式 RT - PCR的建立
通过对不同反应条件下 RNA反转录及 cDNA扩

增结果的比较，最后确定的 RNA反转录程序为：25 ℃
5 min，42 ℃ 15 min，97 ℃ 4 min，4 ℃结束反应。PCR
优化程序为：94 ℃ 5 min；随后进入 94 ℃ 45 s，60 ℃
45 s循环，共循环 35次；循环结束后，60 ℃延伸 10
min；最后在 4 ℃结束反应。

2. 2 二温式 RT - PCR特异性试验结果
该二温式 RT - PCR可以对 3个 TSV广西地方毒

株进行扩增，并得到与预期大小一致的 231bp的特异
性扩增产物，而 SPF南美白对虾样品及 WSSV、IHH-
NV、弧菌等其它对虾病原体则无相同大小的特异性
扩增产物出现，结果为阴性（—）,见图 1。



研究报告 R"#$R%&

海洋科学 / 2004年 /第 28卷 /第 2期56

图 1 TSV二温式 PCR特异性试验
Fig . 1 Specificity of two - temperature PCR for TSV
1.100 bp DNA ladder marker;2.阴性对照; 3～5.感染TSV的临床样品;

6. SPF南美白对虾样品; 7.WSSV; 8. IHHNV; 9.弧菌
1. 100bp DNA ladder marker ; 2. negative control ; 3 ～ 5. TSV - in-

fected clinical samples ; 6. SPF Penaeus vannamei ; 7. WSSV; 8. IHH-
NV; 9. Vibrio

图 2 TSV二温式 RT - PCR敏感性试验
Fig . 2 Sensitivity of two - temperature PCR for TSV
1. 100 bp DNA ladder marker ; 2. 阴性对照 ; 3. 10 ng ; 4. 1 ng ;

5. 100 pg ; 6. 10 pg ; 7. 1 pg ; 8. 100 fg ; 9. 10 fg ; 10. 1 fg
1. 100 bp DNA ladder marker ; 2. negative control ; 3. 10 ng ; 4.

1 ng ; 5. 100 pg ; 6. 10 pg ; 7. 1 pg ; 8. 100 fg ; 9. 10 fg ; 10. 1 fg

2. 3 二温式 RT - PCR敏感性试验结果
经测定，该二温式 RT - PCR最低能检测到 1pg

的 TSV总 RNA模板 , 结果见图 2。

2. 4 二温式 RT - PCR的临床检测试验
在所检测的 320份临床样品中，一共有 85份检

出 TSV感染。

3 讨论
3. 1 现代分子生物学检测技术在 TSV防治
上的意义

TSV是当前引起广西沿海地区养殖对虾大量死
亡的流行性病毒病之一。TSV除了可以水平传播引起
感染对虾直接死亡，导致巨大的经济损失外，还可以

通过隐性感染亲虾垂直传播给下一代 [5 ]。该病目前尚

未有有效药物治疗和预防。因此，借助现代分子生物

学检测技术对成虾和留种亲虾进行严格检疫，这无论

是对杜绝 TSV水平传播 , 还是对切断 TSV垂直传播

途径 , 建立无 TSV SPF亲虾群 , 无疑都具有很高的实
用价值。

3. 2 二温式 RT - PCR的技术优势
二温式 RT - PCR是根据现代分子生物学的 PCR

技术原理，对常规三温式 RT - PCR进行改进。常规三
温式 RT - PCR的循环参数包括变性、退火、延伸三个
步骤；在作者建立的二温式 RT - PCR中，退火和延伸
在同一条件下进行，其最佳温度为 60 ℃，比常规三温
式 RT - PCR的退火温度高，由此相对提高了该二温
式 RT - PCR的特异性，而且二温式 RT - PCR耗时比
常规三温式 RT - PCR更短，这也有利于提高疾病的
诊断速度。

3. 3 二温式 RT - PCR在 TSV防治和 SPF亲
虾群建立上具有重要意义

特异性试验结果表明，作者所建立的二温式

RT - PCR能对本实验室鉴定保存的 3个 TSV毒株进
行特异性扩增，而对对照的 SPF南美白对虾组织样品
及其它对虾病原体的扩增结果为阴性，这说明了该

RT - PCR技术在 TSV的检测上具有高度的特异性，
可以用于对表面健康的带毒亲虾的 TSV检疫。敏感性
试验结果也显示，该二温式 RT - PCR最低可检测到
1pg的 TSV RNA。如此高度的敏感性，提示着该技术可
用于 TSV感染初期或潜伏期的亲虾、虾苗的检测和环
境监测。因此，本研究二温式 TSV RT - PCR检测技术
的建立，对 TSV的有效防治和培育出具有自主知识产
权的 SPF亲虾群都将具有重要意义。

3. 4 二温式 RT - PCR具有很高的临床实用性
作者对 320份分别来自广西沿海不同对虾养殖

场的对虾样品进行了检测，结果其中有 85份呈现
TSV感染，说明 TSV在广西沿海地区养殖对虾中已呈
现出区域性流行趋势，另一方面也显示了在对虾病毒

还无法像其它动物性病毒那样能在传代细胞系中大

量增殖培养，并做进一步检测、分析的情况下，建立具

高度特异性和敏感性的二温式 TSV RT - PCR检测技
术，在 TSV的防治上已显得十分迫切与必要。
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Abstract：A two - temperature RT - PCR was developed and optimized for the detection of Taura syndrome virus
(TSV) . Primers originated from the gene sequence of TSV. A TSV specific 231 - base pair (bp) cDNA product was am-
plified using primers from 3 field strains of TSV not from 3 other shrimp pathogenic virus and bacteria . Using the RT - PCR
technique , TSV was detected in 85 of 320 clinical cultivated penaeid shrimps in Guangxi . Results demonstrated that this
two - temperature RT - PCR could be used as a rapid and sensitive clinical detection method for the diagnosis of TSV.
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