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摘 要 根据 GenBank中单孢子虫和折光马尔太虫基 因序列，用 Primer Express 2．0软件设计 了 

两对引物和两条 TaqMan探针。对反应条件和试剂浓度进行优化 ，建立 了能够 同时检测单孢子 虫和 

折光马尔太虫的二重荧光定量 PCR方法。该方法对单孢子 虫和折光马 尔太虫的检测敏 感性达到 4O 

个模板拷贝数；此外抗干扰能力强，对单孢子虫和折光马尔太虫不同模板浓度进行组合，仍可有效地 

同时检测到这两个原虫。该方法对派琴虫、荧光假单胞茵、副溶血弧菌、溶藻弧菌、河弧茵和拟态孤菌 

等病原体的检测，结果全为阴性。研究建立的单孢子虫和折光马尔太虫荧光定量 PCR具有特异、敏 

感、快速、定量、重复性好等优点，可用于贝类单孢子虫和折光马尔太虫感染的检测。 
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Development of duplex real—time PCR assay for detection of 

Haplosporidium sp．and Marteilia refringens in shellfish 
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ABSTRACT Two sets of specific oligonuc1eotide primers for Haplosporidium sp．and Mar— 

teilia refringens，along with two TaqMan probes specific for each protozoan parasite were de— 

signed with Primer Express 2．0 software．The reaction parameters such as the concentration of 

two pair of primers，two TaqM an probes and the reaction buffer were optimized tO develop du— 

plex real—time PCR assay for the rapid detection of Haplosporidium sp．and Marteilia refrin— 

gens．The sensitivity of duplex real—time PCR assay was 40 template copies for Hap losporidium 

sp．and Marteilia refringens．The duplex real—time PCR assay was found to be specific and to 

be able to detect and differentiate Haplosporidiurn sp．and Marteilia refringens，and no posi— 

tive results were observed when nucleic acid from Perkinsus sp．，Pseudornonas fluorescens，Vib— 

rio parahaemolyticu，V．Alginolyticu，V．Fluvialis and V．M imicus were used as duplex real— 

time PCR templates．This duplex real—time PCR assay is a rapid，sensitive，and sp~cific test for 
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detection of Haplosporidium sp and Marteilia refringens and will be useful for the control of 

these protozoan parasites in shellfish． 

KEY WORDS Haplosporidium sp． Marteilia refringens Duplex real—time PCR 

随着养殖规模的日益扩大及密度的持续增高，贝类的病害也频繁出现。目前，危害最严重的贝类原虫有单 

孢子虫Haplosporidium sp．和折光马尔太虫Marteilia refringens。单孢子虫主要感染血细胞、结缔组织和消 

化道上皮，可引起较高的死亡率(Hine et a1． 2002；Ulrich et a1． 2007)。马尔太虫可引起贝类消瘦、消化道 

变色、停止生长并死亡(Audemard et a1． 2001；Itoh et a1． 2005)。 

单孢子虫和折光马尔太虫的传统检测方法有电镜观察、组织细胞学检查和原位杂交等检测方法，这些方法 

费时费力，在实际工作中具有一定的局限性(Perkins 1969；Stokes eta1． 1995；Carrasco eta1． 2008；K卜 

eeman et a1． 2002；Spencer et a1． 2004)。病原检测、筛选建立无特定病原体的健康群是目前预防与控制 

这些原虫病的有效办法。荧光定量 PCR：将 PCR与荧光检测方法相结合，具有操作简便、结果直观、敏感性 

高、特异性强和重复性好等优点，已成为动物病原检测的重要方法。目前，还未见有应用多重荧光定量 PCR技 

术对贝类单孢子虫和折光马尔太虫进行检测和诊断的报道，本研究设计多对引物，建立了单孢子虫和折光马尔 

太虫二重荧光定量PCR快速检测方法。 

1 材料与方法 

1．1 主要仪器与试剂 

Lightcycler 2．0荧光定量 PCR仪(Roche)。质粒小量提取试剂盒购自北京 BioDev公司；荧光定量 PCR 

试剂盒及 pMD18～T试剂盒购 自大连宝生物公司；DNA片断回收试剂盒购 自 BioDev公司；海洋动物组织基因 

组 DNA提取试剂盒购自天根公司。 

1．2 菌株和 DNA 

荧光假单胞菌由中国农业部动植物病原库购买；折光马尔太虫、派琴虫、副溶血弧菌、溶藻弧菌、河弧菌和 

拟态弧菌等由本室保存；单孢子虫DNA由美国维吉尼亚海洋科学研究所的Nancy Stokes赠与。 

1．3 荧光定量 PCR方法的建立 

1．3．1 引物与 TaqMan探针的设计与合成 

根据 GenBank中单孢子虫和折光马尔太虫的保守序列，采用 Primer Express 2．0软件，设计两对特异性 

引物和两条 TaqMan探针(表 1)。 

表 1 引物和 TaqMan探针序列 

Table 1 Sequence of primers and TaqMan probes 
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1．3．2 核 酸 抽 提 

取待检贝类 的鳃 、心脏、消化腺组织等共约 100 mg，匀浆后根据海洋动物组织基因组 DNA提取试剂盒的 

说明书进行 DNA的提取 ，参照 Sambrook等(1989)方法测定核酸的浓度和纯度。对照病原 DNA的抽提按 同 

样方法进行。 

1．3．3 标准品的制备 

以单孢子虫和折光马尔太虫的 DNA为模板进行 PCR扩增 ，反应体 系为 50 l(含 0．2 mmol／I dNTP、 

2．5 mmol／I MgC1。、0．5~mol／L引物(表 2)、1．25 U Taq聚合酶、1×PCR buffer、5 l DNA模板)，反应条件 

为 ：95℃预变性 5 min，94 C 60 S，50。C 60 S，72℃ 60s，35个循环 ，72℃延伸 10 min。PCR产物经 2 琼脂糖 

凝胶电泳，回收目的片断后克隆至 pMD-18T载体，阳性克隆菌(pMD—Haplosloridium和 pMD-Marteilia)送 

大连宝生物技术有限公司进行测序。提取 pMD-Haplosporidium和 pMD-Marteilia质粒作为阳性标准品，按 

照文献(谢芝勋等 2008)计算拷贝数。 

表 2 试验所使用引物序 列 

Table 2 The primers used in the study 

1．3．4 引物和探针浓度的筛选 

应用质粒 pMD-Haplosporidium 和 pMD-Marteilia作为标准品 ，将表 1中的引物和探针在终浓度为 0．1 

～ O．8／~mol／I 之间，进行不同浓度的配比进行荧光定量 PCR，选择引物和探针的最佳浓度。 

1．3．5 荧光定量 PCR的反应条件 

优化后的反应体系如下 ：总体积为 20 l，其 中 Real time PCR Premix 10／xl；0．4／lmol／I Haplosporidium一 

1241、Haplosporidium一1308和 Haplosporidium一1262T；0．2~mol／I Marteilia 396、Marteilia 459和 Marteilia 

423T；模板 2肚l；余下用灭菌 DEPC水补足，反应程序为：94℃预变性 30 S；然后按94℃变性 10 S、60℃退火延 

伸 30 S进行 50个循环；最后于 4O℃结束反应。 

1．4 敏感性试验与标准曲线的建立 

用含有 目的片段的质粒 pMD-Haplosporidium 和 pMD-Marteilia作标准 品，1O倍系列稀释后进行荧光 

定量 PCR，重复试验两次 。 

1．5 二重荧光定量 PCR的特异性试验 

加入单孢子虫的基因组 DNA作模板，同时加入针对单孢子虫和折光马尔太虫的引物、探针进行荧光定量 

PCR检测，对仪器中的每个检测孔同时收集 HEX和 ROx两种荧光信号，确定该方法的引物与探针在单孢子 

虫和折光马尔太虫之问的特异性。用 同样 的方法进行折光马尔太虫的二重单检特异性试验。利用本研究建立 

的二重荧光定量检测方法 ，对对照病原(派琴虫 、荧光假单胞菌、副溶血弧菌、溶藻弧菌 、河弧菌和拟态弧菌)的 

核酸进行特异性检测 。 

1．6 重复性试验 

用 1×10 拷贝／／A的单孢子虫和折光马尔太虫混合的阳性样品，分 3个标本同时检测。通过计算 ct值的 



80 渔 业 科 学 进 展 第 31卷 

标准差(S)和变异系数(CV)来验证荧光定量PCR的批内重复性。3 d后重复检测保存于一2O℃的模板DNA， 

来验证荧光定量 PCR的批间重复性。 

1．7 干扰性试验 

将单孢子虫和折光马尔太虫标准样品按不同的浓度进行组合(4×10。和 4×10 ；4×1O 和 4×lO。)，分别 

进行二重荧光定量 PCR和单重荧光定量PCR检测，确定浓度相差较大时单孢子虫和折光马尔太虫之间的检 

测是否存在相互干扰现象。 

1．8 二重荧光定量 PCR检测临床病料 

利用建立的贝类单孢子虫和折光马尔太虫二重荧光定量 PCR方法，对经常规 PCR检测阳性的两份单孢 

子虫和两份折光马尔太虫病料进行检测，评价其临床实用性。 

2 结果 

2．1 引物、探针浓度 

单孢子虫上、下游引物及探针终浓度分别为0．4 umol／L，折光马尔太虫上、下游引物及探针终浓度分别为 

0．2 mol／L，对两种原虫的检测可获得典型的 s状，并且ct值较小。 

2．2 敏感性试验与标准曲线的建立 

以 1O倍系列稀释的单孢子虫和折光马尔太虫质粒混合液(1×10 ～1×10 拷贝／u1)为模板进行扩增，扩 

增效率分别为97．25 和98．32 ，二重荧光定量PCR的敏感性结果分别见图 1和图2。从图 1和图2中的荧 

光曲线可见，对单孢子虫和折光马尔太虫的检测 40拷贝仍有荧光曲线，表明该检测方法对单孢子虫和折光马 

尔太虫的灵敏度为 4O拷贝，重复结果一致。 
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循环 Cycles 

注：1～6．4×10 ～4×10 拷贝lul；7．空白对照 

Note：1～6．4×10 ～4×10 copies／ul；7．Negative control 

图 1 荧光定量 PCR检测单孢子虫的敏感性试验 

Fig．1 Sensitivity of the duplex real—time PCR 

for Haplosporidium sp． 

循环Cycles 

注：1～6．4×10 ～4×10 拷贝／“I；7．空白对照 

Note：1～6．4×10。～4×10 copies／ul；7．Negative control 

图 2 荧光定量 PCR检测折光马尔太虫的敏感性试验 

Fig．2 Sensitivity of the duplex real-time PCR 

for Marteilia refringens 

2．3 二重荧光定量 PCR的特异性 

在反应体系中，只加入单孢子虫或折光马尔太虫的DNA作为模板，同时加入针对单孢子虫和折光马尔太 

虫的引物、探针进行荧光定量 PCR检测，结果只得到相应原虫的特异性荧光曲线，证实所设计的引物探针具有 

特异性。通过对对照病原(派琴虫、荧光假单胞菌、副溶血弧菌、溶藻弧菌、河弧菌和拟态弧菌)的核酸进行特异 

性检测(图 3和图 4)，结果证实，该方法特异性强 ，与其他检测对象无交叉反应。 
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2．5 干扰性试验 

将单孢子虫和折光马尔太虫的标准品按不同的浓度进行组合，发现当一个模板浓度较高而另一个模板浓 

度较低时，所建立的方法依然可以同时检测到单孢子虫和折光马尔太虫，与单孢子虫单重荧光定量 PCR及折 

光马尔太虫单重荧光定量 PCR比较，检测的ct值变异小于 3 。 

2．6 临床病料检测结果 

利用建立的贝类单孢子虫和折光马尔太虫二重荧光定量 PCR方法 ，对经常规 PCR检测阳性 的两份单孢 

子虫和两份折光马尔太虫病料进行检测，结果两份单孢子虫病料检测的拷贝数为 1．10×10 ～2．69×10 cop- 

ies／gl，两份折光马尔太虫病料检测的拷贝数为 3．65×10 ～9．88×10 copies／~l。 

3 讨 论 

单孢子虫和折光马尔太虫是危害海水养殖贝类的重要病原体，在欧洲、美洲和大洋洲等国家的感染普遍存 

在(Kleeman et a1． 2002；Audemard el a1． 2004；Lopez—Flores et a1． 2008；Carrasco et a1． 2007； 

Spencer eta1． 2004；Haskin eta1． 1966；Barber eta1． 1997；Sunila eta1． 1999)，在过去的2O余年里， 

我国从国外引进了多种海洋贝类作为贝种用于海水养殖，但在进口过程中都没有进行单孢子虫和折光马尔太 

虫感染的检测(王中卫等 2009)，单孢子虫和折光马尔太虫可能会随着贝类的引进而进入我国，并在不同贝类 

间传播。因此迫切需要建立一种快速敏感的单孢子虫和折光马尔太虫检测方法。目前国外检测这两种原虫的 

方法有组织和细胞学检测法、电镜检测法和原位杂交法 ，但这些方法操作繁琐费时，在实际的工作中存在一定 

的局限性 。 

荧光定量 PCR技术不仅实现了对 DNA模板的定量，而且具有灵敏度高、特异性强、准确可靠、能实现多 

重反应、自动化程度高、无污染、实时性好等特点。在实验室检测中，当样品量非常大时，单重荧光定量 PCR在 

成本和时问方面存在一定的劣势。多重荧光定量 PCR克服了单重荧光定量 PCR的不足，但是建立一个多重 

荧光定量PCR方法比单重的要复杂得多，对引物和试剂的要求更高，同时需要保证不同探针所标记的荧光基 

团间无相互干扰等(Tichopad et a1． 2003；Xie et a1． 2008)。 

本研究通过不同浓度的配比，筛选出了单孢子虫和折光马尔太虫的最佳引物和探针的浓度组合，建立了二 

重荧光定量PCR方法，并且 PCR反应只需要约 30 min的时间，大大提高了检测速度，同时该方法可以根据标 

准品，估算出样品中相应病原的含量。单孢子虫和折光马尔太虫在临床上可能会出现混合感染，两种原虫的含 

量可能会相差较大。本研究发现，当一个原虫 DNA含量较高而另一个原虫 DNA含量较低时，所建立的方法 

依然可以同时检测到两个原虫，说明所建立的方法适用于这丽个原虫的临床检测。 

本研究建立的单孢子虫和折光马尔太虫二重荧光定量 PCR方法全程(包括核酸提取 、荧光定量 PCR扩 

增)仅需约 3 h，鉴别检测的敏感性可达4o拷贝，对于在贝类单孢子虫和折光马尔太虫的发病早期提供准确的 

诊断结果，切断其传播途径有重要意义。同时建立的荧光定量 PCR方法还可用于单孢子虫和折光马尔太虫疫 

苗和药物疗效的评估，以及单孢子虫和折光马尔太虫致病机理等方面的研究，因此，该方法的建立对单孢子虫 

和折光马尔太虫的防治有重要意义。 
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