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摘要    本研究依据赤点石斑鱼神经坏死病毒(Red-spotted grouper nervous necrosis virus, RGNNV) 

RNA2 的序列，在其 3′端设计反转录引物，在 5′端设计 PCR 扩增引物，构建了一种可以评价 RNA

链相对完整性的 RT-PCR 方法，命名为 LR RT-PCR(Left reverse transcript Right amplify RT-PCR)，并

对该方法的引物浓度、Mg2+浓度、dNTPs 浓度、退火温度 4 个重要参数进行了优化。结果显示，优

化后的 LR RT-PCR 反应体系为：引物浓度 0.2 μmol/L、Mg2+浓度 4 mmol/L、dNTPs 浓度 0.5 nmol、退

火温度 60℃。本研究建立的 LR RT-PCR 方法灵敏度高，可以检出 1 pg 的 RGNNV RNA2 标准品；

该方法特异性强，与 RSIV 等鱼类常见病毒、鳗弧菌等常见水产病原菌以及石斑鱼 RNA 均不产生

交叉反应。应用建立的 LR RT-PCR 方法对臭氧破坏 RGNNV RNA2 的效果进行评价，发现当臭氧

浓度由 0.3 mg/L 依次增加为 0.5、1.0、2.0 mg/L 时，LR RT-PCR 的扩增产物逐渐减少，直至消失。

结果表明，建立的 LR RT-PCR 方法可以快速、准确地评价臭氧对 RGNNV RNA2 的破坏效果，适

用于养殖场评估臭氧对 RGNNV 的消毒效果，并对 RGNNV 进行检测和监控。 
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臭氧作为一种强氧化剂，主要通过破坏病毒核酸

并使其断裂，从而达到杀灭病毒的作用(Roy et al, 

1981; Shin et al, 2003; Thurston-Enriquez et al, 2005)。

但是臭氧对病毒的杀灭效果，除了细胞培养和动物感

染法之外，还没有合适的方法可以进行评价。对于单

链 RNA 病毒，国内外通常使用 RT-PCR 方法进行病

毒检测，即采用随机引物或反向特异性引物对病毒反

转录，然后选取部分反转录片段进行 PCR 扩增(Dalla 

et al, 2000; Grotmol et al, 2000; Mu et al, 2013)。但是，

被臭氧处理后断裂的病毒 RNA，虽然已失去感染活

性，随机引物仍可与之结合并启动反转录，然后通过

PCR 获得扩增产物，产生假阳性结果。利用反向特异

性引物进行反转录则更为局限，只要断裂的病毒

RNA 上还存在 RT-PCR 目标扩增区域，就可以被反向

引物反转录成 cDNA 并继而进行 PCR 扩增。上述两

类常规 RT-PCR 方法均不能区分完整和断裂的病毒核

酸，对于核酸链已断裂从而失活的病毒仍可扩增出阳

性结果，因此不能用于评价臭氧对病毒的杀灭效果

(Rodriguez et al, 2009)。 

赤点石斑鱼神经坏死病毒 (Red-spotted grouper 

nervous necrosis virus, RGNNV)是一种单链 RNA 病

毒，隶属于野田村病毒科(Nodaviridae)、乙型野田村

病毒属(Betanodavirus)，是海水养殖鱼类主要的病毒

性病原之一(Thiéry et al, 2012)。该病毒呈世界性分
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布，主要流行于东亚、东南亚等地区，对我国福建、

广东、海南以及台湾地区的养殖石斑鱼苗危害尤其严

重，患病鱼苗死亡率达 60%−100% (陈信忠等, 2004; 

龚艳清等, 2006)。到目前为止，由于缺乏有效的疫苗，

在赤点石斑鱼神经坏死病毒的防治方面，主要利用臭

氧对鱼卵进行消毒来阻断病毒的垂直传播(Grotmol 

et al, 2000)，同时利用臭氧对养殖池以及工具的消毒

来阻断水平传播。因此，臭氧处理成为目前最常用且

最有效的控制神经坏死病毒病的方法。 

RGNNV 的基因组由两条正义单链 RNA 组成

(RNA1 和 RNA2)，其中 RNA2 全长为 1433 nt (Thiéry 

et al, 2012)。本研究设计了一种特殊的 RT-PCR 方法，

命名为 LR RT-PCR (Left reverse transcript Right amplify 

RT-PCR)。即在 RGNNV RNA2 的 3′末端设计反转录

引物，在 5′末端设计 PCR 引物，通过 LR RT-PCR 可

以将完整的和断裂的 RGNNV RNA2 进行区分。该方 

法的原理是，RNA 病毒核酸链 3′端断裂则不能启动

反转录，5′端或中间断裂虽能启动反转录但不能进行

PCR 扩增。因此，断裂的 RNA 病毒核酸片段不能被

扩增，只有完整的 RNA 病毒核酸链才能得到扩增产

物。本研究应用建立的 LR RT-PCR 方法对臭氧破坏

RGNNV RNA 的效果成功进行了评估。 

1  材料与方法 

1.1  实验用毒株和菌株 

2012 年 8 月，自某育苗场采集患神经坏死病的

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)鱼苗，使用世界动

物卫生组织(OIE)推荐的 RT-PCR 检测方法确认病原

为 RGNNV 基因型，命名为 RGNNV CsCN128 分离

株。取患病鱼苗头部组织冻存于−80℃冰箱中备用。 

用于测试本方法的灵敏度和特异性的青石斑鱼

(Epinephelus awoara)采集于育苗场中，并通过 RT-PCR

检测方法确定其为 RGNNV 阴性。鳗弧菌 (Vibrio 

anguillarum) (保藏编号: CGMCC7198)、哈维氏弧菌(V. 

harveyi)、副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)、迟缓爱德

华氏菌(Edwardsiella tarda) (保藏编号: CGMCC7197)均

为本实验室分离、鉴定和保存。流行性造血器官坏死病

毒(EHNV)和真鲷虹彩病毒(RSIV)为本实验室保存。 

1.2  引物设计 

依据已测定的 RGNNV CsCN128 分离株 RNA2

核酸序列(GenBank 检索号：KJ541748)，并参考已报

道的 RGNNV 中国株 RNA2 核酸序列(GenBank 检索 

 

 

 
 

图 1  LR RT-PCR 方法的检测原理 
Fig.1  The schematic diagram of LR RT-PCR 
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表 1  实验所用引物及其序列 
Tab.1  Primers used in this study 

名称 Name 序列 Sequence (5′-3′) 位置 Location 用途 Application 

FL TACGCAAAGGTGAGAAGAA 31−49 制备 RNA2 标准品 

RL CCAACAAGCCCAAAGAG 1345−1361 制备 RNA2 标准品 

P CGAGTCAACCCTGGTGCAGACAG 1012−1034 LR RT-PCR 中 3′端反转录 

F CGACTGTGACTGGATTTGGAC 154−174 LR RT-PCR 中 5′端 PCR 

R GGTCGGACTGTTCTGCTTTC 486−505 LR RT-PCR 中 5′端 PCR 

P1 CGAGTCAACACGGGTGAAGACAG 1012−1034 常规 RT-PCR 的反转录 

P2 ACCGCTCCCATCATGACACAA 681−701 常规 RT-PCR 的 PCR 

P3 AACAGGCAGCAGAATTTGACG 987−1007 常规 RT-PCR 的 PCR 

 
号：EF558369)，在序列比对后，选择保守区进行 LR 

RT-PCR 引物设计。共设计了 5 条引物 FL、RL、P、

F、R，其中 FL 和 RL 用于制作 RGNNV RNA2 标准

品，P用于从 RNA2 3′端启动反转录，F和R用于 RNA2 

cDNA 5′端的 PCR 扩增，目标产物大小为 352 bp(图

1)。依据 Mu 等(2013)合成了检测 RGNNV 的常规

RT-PCR 引物，包括反转录引物 P1、PCR 引物 P2 和

P3，常规 RT-PCR 的目标产物大小为 327 bp。上述引

物的序列及其在 RGNNV RNA2 上的位置见表 1。 

1.3  RGNNV RNA2 标准品的制备 

为保证检测方法的可靠性及稳定性，本研究采用

RNA 体外转录技术制备了 RGNNV RNA2 标准品。具

体方法：取 1.1 中保存的病鱼头部组织 50 mg，依据

RNAiso Plus 试剂(TaKaRa 公司)说明书提取总 RNA，

用 TransScript First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 

(TransGen 公司)合成 cDNA 模板；使用引物对 FL/RL

通过 PCR 扩增 RGNNV RNA2 并纯化、克隆入含 SP6 

Promoter 的转录载体 T-Vector pMD20(TaKaRa 公司)中，

然后将阳性重组质粒转入Escherichia coli DH5α感受态

细胞，筛选阳性克隆扩大培养，提取重组质粒，并使

用 EcoR I (TaKaRa 公司)进行单酶切，使质粒线性化，

然后使用 SP6 RNA Polymerase (TaKaRa 公司)进行体

外转录，转录产物经 DNase I 处理、酚/氯仿抽提后，

溶解于 DEPC 水中，定量并保存于−80℃冰箱中   

备用。 

1.4  LR RT-PCR 方法反应体系的建立及参数优化 

取 1.3 中制备的 RGNNV RNA2 标准品，使用引

物 P 反转录成 cDNA，然后以引物对 F/R 进行 PCR

扩增。20 μl 的反转录体系：0.05−5 μg RGNNV RNA2

标准品，10 pmol 引物 P，TransScript RT/RI Enzyme 

Mix (TransGen 公司) 1 μl，2×TS Reaction Mix 10 μl；

反转录程序为：42℃保温 30 min，85℃灭活 5min。

25 μl 的 PCR 反应体系：cDNA 模板 1 μl、10 pmol 引

物对 F/R、5 nmol dNTPs Mixture、25 pmol Mg2+、0.5 U 

Ex Taq、10×Ex Taq Buffer (Mg2+ free) 2.5 μl (TaKaRa

公司)。PCR 反应程序为：94℃预变性 5 min；94℃变

性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，30 个循环；

最后 72℃延伸 10 min。使用 2%琼脂糖凝胶电泳观察

扩增结果并拍照。 

针对上述 LR RT-PCR，分别进行了 PCR 扩增体

系的引物浓度、退火温度、Mg2+浓度、dNTPs 浓度等

4 个参数的优化。其中引物终浓度分别为 0.80、0.60、

0.40、0.20、0.10、0.05 μmol/L，退火温度分别为 62、

60、58、56、54、52℃，Mg2+终浓度分别为 6、5、4、

3、2、1 mmol/L，dNTPs 终浓度分别为 0.05、0.10、

0.15、0.20、0.25、0.30 mmol/L。通过比较扩增结果，

确定最佳反应参数。 

1.5  LR RT-PCR 方法的灵敏度和特异性 

取 1.3 中制备的 RGNNV RNA2 标准品，10 倍梯

度稀释为 10 ng/μl、1 ng/μl、100 pg/μl、10 pg/μl、1 pg/μl、

100 fg/μl。各取上述稀释液 1 μl，依照 1.4 中优化得

到的反应参数，分别进行 LR RT-PCR 扩增，测试该

方法的检测灵敏度。 

取 1.3 中制备的 RGNNV RNA2 标准品、青石斑

鱼(Epinephelus awoara)基因组 RNA 以及鳗弧菌、哈

维氏弧菌、副溶血弧菌、迟缓爱德华氏菌、流行性造

血器官坏死病毒、真鲷虹彩病毒等 6 种 DNA 样品，

依照 1.4 中优化得到的反应参数，分别进行 LR RT-PCR

扩增，测试该方法的特异性。 

1.6  应用 LR RT-PCR 方法评价臭氧对 RGNNV RNA2

的破坏效果 

1.6.1  不同浓度臭氧处理的 RGNNV RNA2 标准品 

取 1.3 中制备的 RGNNV RNA2 标准品，用 DEPC

水稀释成 10 ng/µl 的溶液，然后用臭氧发生器(国林
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公司)产生的臭氧进行处理 10 min。共设置 4 个实验

组和 1 个对照组，每组设两个平行。通过碘量法标定

出各实验组的臭氧浓度分别为 0.3、0.5、1.0、2.0 mg/L，

对照组不用臭氧处理，臭氧浓度为 0 mg/L。 

1.6.2  LR RT-PCR 和常规 RT-PCR 的对比分析 

使用本研究建立的 LR RT-PCR 及 Mu 等(2013)

报道的检测 RGNNV 的常规 RT-PCR，对上述臭氧处

理的 RGNNV RNA2 标准品进行扩增，使用 2%琼脂

糖凝胶电泳观察扩增结果并进行比较分析。 

2  结果 

2.1  LR RT-PCR 反应体系和参数的优化 

当退火温度分别为 62、60、58、56、54、52℃

时，LR RT-PCR 的扩增结果见图 2-A。结果显示，当

退火温度为 60℃时，目标扩增产物量最高。因此，

60℃是最佳退火温度。当 dNTPs 终浓度分别为 0.30、

0.25、0.20、0.15、0.10、0.05 mmol/L 时，PCR 的扩 

增结果见图 2-B，结果显示，dNTPs 终浓度的变化对

扩增结果影响不大。当 Mg2+终浓度分别为 6、5、4、

3、2、1 mmol/L 时，PCR 扩增结果见图 2-C。可以看

出，目标扩增产物的量随着 Mg2+终浓度的减少呈现

先上升后下降的趋势；当 Mg2+终浓度为 4 mmol/L 时，

目标产物扩增量达到最大；当 Mg2+终浓度在 1 mmol/L

时，目标产物完全没有扩增。因此最佳的 Mg2+终浓

度为 4 mmol/L。当 PCR 的引物终浓度为 0.80、0.60、

0.40、0.20、0.10、0.05 μmol/L 时，PCR 扩增结果见

图 2-D。在引物浓度大于 0.2 μmol/L 时，目标扩增产

物的量变化不明显；但当引物浓度低于 0.2 μmol/L

时，扩增产物随着引物浓度的下降而明显减少。因此

选择 0.2 μmol/L 作为 PCR 反应的最佳引物浓度。 

综合以上实验结果，优化后的 PCR 反应体系：

在 25 μl 的反应体积中，dNTPs 各 0.5 nmol，Mg2+终

浓度 4 mmol/L，引物终浓度为 0.2 μmol/L，Ex Taq 0.5 U，

DNA 模板 1 μl。反应的退火温度为 60℃。 

 
 

图 2  LR RT-PCR 中 PCR 各反应参数的优化 
Fig.2  Amplification results in different PCR parameters of the LR RT-PCR 

A. 退火温度；B. dNTPs 浓度；C. Mg2+浓度；D. 引物浓度 

M：DL 500TM DNA Marker；A1−A6：退火温度分别为 62、60、58、56、54、52℃；B1−B6：dNTPs 分别为 0.30、0.25、

0.20、0.15、0.10、0.05 mmol/L；C1−C6：Mg2+终浓度分别为 6、5、4、3、2、1 mmol/L；D1−D6：引物终浓度分别为 0.80、

0.60、0.40、0.20、0.10、0.05 μmol/L；A7、B7、C7、D7：阴性对照 
A. Annealing temperature; B. Concentration of dNTPs; C. Concentration of Mg2+; D. Concentration of primers 

Lane M: DL 500TM DNA marker. A1−A6: the annealing temperature was 62, 60, 58, 56, 54, and 52℃, respectively; B1−B6: the 
concentration of dNTPs was 0.30, 0.25, 0.20, 0.15, 0.10, and 0.05 mmol/L, respectively; C1−C6: the concentration of Mg2+ was 6, 

5, 4, 3, 2, and 1 mmol/L, respectively; D1−D6: the concentration of primer was 0.80, 0.60, 0.40, 0.20, 0.10, and 0.05 μmol/L, 
respectively. A7, B7, C7, and D7: Negative control 
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2.2  LR RT-PCR 检测方法的灵敏度及特异性 

用梯度稀释的 RGNNV RNA2 标准品作为模板，测

试 LR RT-PCR 方法的灵敏度，实验结果如图 3 所示。

结果显示，随着标准品浓度的降低，LR RT-PCR 的扩

增产物量逐渐减少。当标准品浓度为 10 ng/μl、1 ng/μl、

100 pg/μl、10 pg/μl、1 pg/μl 时，均可以扩增出 352 bp

的目标片段。但当标准品浓度为 100 fg/μl 时，扩增

结果为阴性(图3)。因此，该方法对 RGNNV RNA2 标

准品的检测灵敏度为 1 pg/μl，相当于 8×103 个单链

RNA 模板可以被检出。 

应用本研究建立的 LR RT-PCR 方法，对鳗弧菌、

哈维氏弧菌、副溶血弧菌、迟缓爱德华氏菌等常见水 

 
 

图 3  LR RT-PCR 检测方法的灵敏度 
Fig.3  The sensitivity of LR RT-PCR 

M：DL 500TM DNA Marker; 1−6: 浓度分别为 10 ng/μl、1 

ng/μl、100 pg/μl、10 pg/μl、1 pg/μl、100 fg/μl 的 RGNNV 

RNA2 标准品；7：阴性对照 
Lane M: DL 500TM DNA marker; 1−6: the concentration of 
RGNNV RNA2 standard sample was 10 ng/μl, 1 ng/μl, 100 

pg/μl, 10 pg/μl, 1 pg/μl, and 100 fg/μl, respectively; 7: 
Negative control 

产病原菌，EHNV、RSIV 等鱼类病毒，以及健康青

石斑鱼基因组 RNA、RGNNV RNA2 标准品等进行检

测，扩增结果见图 4。结果显示，该检测方法可以从

RGNNV RNA2 标准品中扩增出目标产物，不能从上

述细菌、病毒及健康青石斑鱼基因组中扩增出产物。

由此证明，该 LR RT-PCR 方法对 RGNNV 具有特异性。 

2.3  LR RT-PCR和常规RT-PCR对臭氧破坏RGNNV 

RNA 效果的对比分析 

RGNNV RNA2 标准品经各浓度的臭氧处理后，

分别使用本研究建立的 LR RT-PCR 方法和文献报道

的检测 RGNNV 的常规 RT-PCR 进行扩增，电泳结果

见图 5。结果显示，对于未经臭氧处理的对照组(0 mg/L

组)，常规 RT-PCR 和 LR RT-PCR 的扩增产物量基本

一致，证明两种检测方法的扩增效率相差不大。臭氧

浓度较低的两个实验组(0.3 mg/L 组和 0.5 mg/L 组)

中，常规 RT-PCR 扩增产物虽略有减少，但与对照组

相比均无显著性差异；而这两组的 LR RT-PCR 扩增

产物却比对照组显著减少。由此证明常规 RT-PCR 扩

增产物量与臭氧处理相关性不明显，不适用于评价臭

氧对 RGNNV RNA 的破坏效果；LR RT-PCR 扩增产

物量与臭氧处理的相关性高，能更准确地判断臭氧对

RGNNV RNA 的破坏效果。此外，随着臭氧浓度的升

高，即断裂 RNA 逐渐增加，完整的 RNA 逐渐减少时，

两种 RT-PCR 的扩增产物虽然都逐渐减少，但各实验

组常规 RT-PCR 的扩增产物量均明显高于同组的 LR 

RT-PCR 的扩增产物量；当臭氧浓度达到 2.0 mg/L 时，

常规 RT-PCR 方法仍有少量扩增产物，而 LR RT-PCR

方法不能得到扩增产物。上述结果证明，LR RT-PCR

比常规 RT-PCR 能更灵敏地反映臭氧对 RNA 的破坏 

 

 
 

图 4  LR RT-PCR 检测方法的特异性 
Fig.4  The specificity of LR RT-PCR 

M：DL 500TM DNA Marker；1−9：空白对照、鳗弧菌、哈维氏弧菌、副溶血弧菌、迟缓爱德华氏菌、 

EHNV、RSIV、青石斑鱼基因组 RNA、RGNNV RNA2 标准品 
Lane M: DL 500TM DNA marker; 1: Negative control; 2: V. anguillarum; 3: V. harveyi; 4: V. parahaemolyticus;  

5: E. tarda; 6: EHNV; 7: RSIV; 8: Epinephelus awoara genomic RNA; 9: RGNNV RNA2 standard sample 
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图 5  LR RT-PCR 和常规 RT-PCR 对臭氧破坏 RGNNV RNA 效果的对比分析 
Fig.5  The comparison of LR RT-PCR and routine RT-PCR detecting the RGNNV RNA damage caused by ozone 

a. 常规 RT-PCR; b. LR RT-PCR; N. 阴性对照 
a. Routine RT-PCR; b. LR RT-PCR; N. Negative control 

 

效果。 

3  讨论 

病毒性神经坏死病作为一种严重危害我国养殖

石斑鱼仔鱼和幼鱼的流行性传染病，对其进行有效的

防控是目前亟需解决的难题。我国广泛的水产苗种交

易及引种育种升级(李巍等, 2006)，更为该病的传播

提供了良好的条件。由于刚孵化的仔鱼和幼鱼免疫系

统未发育完全，无法使用疫苗对该病进行防控。因此，

对鱼卵和育苗设施进行臭氧消毒，已成为降低该病发

生率的重要手段。然而在育苗生产中，通常只能依靠

统计鱼苗的孵化率及死亡率来判定臭氧对病毒的杀

灭效果(Grotmol et al, 2000)，费时费力且不够准确。

总之，缺乏快速、有效的评估臭氧消毒效果的方法。 

林克冰等(2011)用神经坏死病毒 RT-PCR 检测试

剂盒测试了聚维酮碘、盐酸吗啉胍等化学药物对石斑

鱼卵、轮虫、桡足类携带的病毒杀灭效果，但其未对

试剂盒的灵敏度和准确性进行分析。 

本研究设计的 LR RT-PCR 方法，从 RGNNV 

RNA2 的 3′末端进行反转录，对包含 RGNNV RNA2 5′

末端序列的 cDNA 才进行 PCR 扩增，从而可以排除断

裂的病毒 RNA 的干扰，仅对相对完整的病毒 RNA

进行 RT-PCR 扩增。实验结果证实，与未经臭氧处理

的对照组(0 mg/L 组)相比，RGNNV RNA2 标准品被

臭氧处理 10 min 后，0.3 mg/L 和 0.5 mg/L 臭氧处理

组的常规 RT-PCR 扩增产物量基本上没有变化，而各

实验组的 LR RT-PCR 扩增产物量均大幅度减少甚至

消失。考虑到 LR RT-PCR 和常规 RT-PCR 的扩增效

率相差不大，上述结果表明因臭氧处理而断裂的

RNA 仍然能被常规 RT-PCR 扩增，即常规 RT-PCR 不

能有效区分完整的和断裂的病毒 RNA，不能用于评

价臭氧对 RGNNV 的杀灭效果。相反，LR RT-PCR 不

能扩增断裂的病毒 RNA，从而能可靠地判断 RGNNV 

RNA2 核酸链的完整性，可以用于评估臭氧对病毒

RNA 的破坏效果。 

虽然在理论上可以设计 RT-PCR 引物对病毒

RNA 全长进行扩增，以此判断病毒 RNA 链的完整性。

但在实际操作中，一方面由于病毒 RNA 序列的限制，

多数情况下难以设计出合适的可扩增病毒 RNA 全长

的 RT-PCR 引物；另一方面，即使勉强设计出这样的

引物，扩增长序列的 RT-PCR 也存在扩增效率明显偏

低，容易产生假阴性。本课题组实验研究也证实，对

于有感染活性的样品，使用可扩增 RGNNV RNA2 全

长的引物进行 RT-PCR，扩增结果全部为阴性(结果未

展示)，而 LR RT-PCR 检测结果为阳性。因此，扩增

病毒 RNA 全长的 RT-PCR 方法并不适合用于评估臭

氧对病毒 RNA 的破坏效果。 

Thurston-Enriquez 等(2005)报道，使用臭氧对肠

道腺病毒和猫杯状病毒进行消毒时，0.3 mg/L 的臭氧

即可有效灭活肠道腺病毒，0.06 mg/L 的臭氧即可有

效灭活猫杯状病毒。本研究显示，与未用臭氧处理相

比，当臭氧浓度为 0.3 mg/L 时，LR RT-PCR 的扩增产

物量明显减少；当臭氧浓度为 2 mg/L 时，观察不到

扩增产物。这说明臭氧可以有效破坏单链 RNA，2 mg/L

臭氧处理 10 min 即可对 RGNNV 有效灭活。 

本研究建立的 LR RT-PCR 与常规 RT-PCR 相比，

能有效地判断病毒核酸链的完整性，灵敏度高、可靠

性强，可以用于评估臭氧对 RGNNV RNA 的破坏效

果，并对 RGNNV 进行检测和监控。而且，通过设计

特异性的 3′端反转录引物和 5′端 PCR 引物，该 LR 
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RT-PCR 方法还可以用于评估其他单链 RNA 病毒核

酸链的完整性，具有广阔的应用前景。 
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Development and Application of the LR RT-PCR Method for Evaluating 
Destructive Effects of Ozone on Red-spotted Grouper Nervous Necrosis Virus 

LI Jin1,2, SHI Chengyin1①
, WANG Shengqiang1,2, SU Zidan1,2 

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture; Yellow Sea  
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071;  

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306) 

Abstract    Red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV) is one major pathogen of 

aquaculture. It mainly affects the larvae and juveniles of groupers. RGNNV is composed of two single 

stranded RNA (RNA1 and RNA2). Ozone can inactivate RNA virus by degradation of viral genome. So 

treatment by ozone is a common measure to disinfect RGNNV in farms. But it has no efficient methods to 

evaluate the disinfection effect of ozone up to now. In this report, a special RT-PCR named as LR RT-PCR 

(Left reverse transcript Right amplify RT-PCR) was developed and optimized to evaluate degradation 

effects of RGNNV RNA2 by ozone. Based on the 3 end and 5 end of RGNNV RNA2, a special reverse 

transcription primer and a set of PCR primers were designed respectively. The concentration of primers, 

Mg2+, dNTPs as well as annealing temperature of LR RT-PCR was optimized in this study. The sensitivity 

and specificity of LR RT-PCR also were confirmed. Finally the LR RT-PCR method was used to evaluate 

degradation effects of RGNNV RNA2 by ozone. With summarizing the results of the experiment, in 25 μl 

of reaction volume, the optimized parameters of LR RT-PCR were primers 0.2 μmol/L, Mg2+ 4 mmol/L, 

dNTPs 0.5 nmol, Ex Taq 0.5 U and cDNA template 1 μl. The annealing temperature was 60℃. The 

sensitivity of LR RT-PCR was 1 pg to RGNNV RNA2 and there were no cross reactions with genomic 

RNA from healthy groupers, DNA from common bacteria and viruses of aquaculture. Comparative 

analysis of LR RT-PCR and routine RT-PCR was carried out to evaluate the destructive effects by ozone. 

As the concentration of ozone increased from 0.3 mg/L to 2 mg/L in solution of RGNNV RNA2, the 

amplified product of LR RT-PCR decreased and finally was undetected. Former reported routine RT-PCR 

method for RGNNV detection did not reflect above tendency. This report demonstrated that the LR 

RT-PCR can quickly and accurately evaluate disinfection effects of RGNNV by ozone and can be widely 

used in hatcheries of groupers. 

Key words    Red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV); RT-PCR; Detection; Ozone; 

Disinfection 
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