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虾类行动障碍野田村病毒(MDNV)TaqMan  

RT-PCR 检测方法的建立与应用* 

桑松文 1,2  李小平 1,2  张庆利 1,2①  
(1. 中国水产科学研究院黄海水产研究所  农业农村部海水养殖病害防治重点实验室  青岛海洋科学与技术试点国家实

验室海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室  山东  青岛  266071；2. 上海海洋大学水产与生命学院  上海  201306) 

摘要    基于虾类行动障碍野田村病毒(movement disorder nodavirus, MDNV)的 RNA 依赖的 RNA

聚合酶(RdRp)基因设计寡核苷酸引物和探针，以含有 MDNV 靶基因的 pMD18-MDNV 质粒和 RNA

标准品为模板，通过优化反应体系和反应程序，建立了 MDNV 的 TaqMan RT-PCR 检测方法。优化

后的反应组分：20.0 μL TaqMan RT-PCR 反应液预混液中包含 11.0 μL 一步法 RT-PCR 缓冲液、0.8 μL

酶混合物、0.3 μmol/L正向引物、0.3 μmol/L反向引物、0.4 μmol/L探针、1.0 μL模板和5.2 μL RNA-free 

H2O；优化后的反应程序：54.5℃ 15 min，95℃ 1 min；45 个热循环扩增(95℃ 10 s，60.3℃ 30 s)。

本研究所建立的方法能实现对 MDNV 的特异性检测，在 1.4×1010~1.4×101 copies/μL 标准质粒浓度

范围内，起始模板浓度对数值与反应循环数间呈良好的线性关系；该方法最低可检测 5.5×101 拷贝

的 RNA 标准品或 1.4×101 拷贝的 pMD18-MDNV 标准质粒。分析结果还显示，该检测方法批内 Ct

值和批间 Ct 值的变异系数(CV)分别小于 1.27%和 1.83%，具有良好的重复性和稳定性。利用该方法

对 2019 年采自我国部分省市的样品进行检测发现，凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)中 MDNV 的

阳性检出率为 23.5% (16/68)。本研究建立的 MDNV TaqMan RT-PCR 方法具有特异性、快速和灵敏

等特点，可为对虾养殖实践中 MDNV 的定性、定量检测与监测以及有效防控提供技术支持。 
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近 10 年来，我国和东南亚养殖对虾中普遍出现

了多种新发病原的流行和危害，如致急性肝胰腺坏死

病弧菌(Vibrio causing APHND, VAHPND)、偷死野田村

病毒(covert mortality nodavirus, CMNV)和虾肝肠胞

虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)等(Tourtip et al, 
2009; FAO, 2013; Aranguren et al, 2017; Zhang et al, 
2014、2017)。其中，VAHPND 主要危害养殖早期的凡

纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)，并导致被感染对虾
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出现 90%以上的死亡率。CMNV 感染能导致幼虾生

长缓慢以及较高的累积死亡率，EHP 感染主要引起生

长迟滞(Flegel, 2012; FAO, 2013; Zhang et al, 2017; Fu 

et al, 2020)。这些新发病原的广泛流行，使我国和东

南亚等地对虾养殖业遭受了严重损失(Flegel, 2012; 

FAO, 2013; Liu et al, 2018)。除上述 3 种新发病原外，

近年来我国养殖对虾还出现了其他新病原感染情况，

如 2017 年报道的虾血细胞虹彩病毒(shrimp hemocyte 

iridescent virus, SHIV)已引起国内外的广泛关注(Qiu 

et al, 2017、2018)。  

作者课题组在开展对虾新发疫病病原学和流行

病研究中发现，我国沿海地区养殖凡纳滨对虾中，一

些患病凡纳滨对虾表现出游泳能力下降、生长迟缓等

症状。检测发现，这些患病对虾不存在 CMNV、EHP 及

传染性皮下及造血器官坏死病毒(infectious hypodermal 

and haematopoietic necrosis virus, IHHNV)的感染，但存

在一种新型野田村病毒的感染，这种新型野田村病毒

的形态和大小与 CMNV 类似，但其基因组中 RNA 依

赖的 RNA 聚合酶(RdRp)基因序列与 CMNV RdRp 基

因片段的相似性仅为 78% (李小平等, 2019)。为了便

于将这类新型的野田村病毒与 CMNV 区分开来，将

其命名为行动障碍野田村病毒 (movement disorder 

nodavirus, MDNV)(李小平等, 2019)。李小平等(2019)

利用逆转录环介导等温核酸扩增(RT-LAMP)检测技

术，对我国沿海省市养殖虾类中 MDNV 的流行情况

进行初步分析发现，MDNV 的流行率呈明显增加的趋

势，其传播危害风险值得关注。 

目前，MDNV 的检测主要依赖 RT-LAMP 方法。

LAMP 方法具有便捷、快速和适用于现场检测等优

点，但由于方法本身的特性，RT-LAMP 在使用中存

在对低拷贝起始模板定量困难的问题，使得其使用范

围受到限制(王德国等, 2015)。为提高 MDNV 定量检

测的准确性，本研究采用基于 MDNV 基因设计的探

针和引物，开发了 MDNV 的一步法 TaqMan 实时荧

光定量 RT-PCR (TaqMan RT-PCR)检测技术。 

1  材料与方法 

1.1  对虾样品与实验材料 

对虾样品于 2019 年采集自山东、湖南、广西和海

南等地的养殖场，共 81 份，包括凡纳滨对虾、日本对

虾(Penaeus japonicus)、斑节对虾(Penaeus monodon)、罗氏

沼虾(Macrobrachium rosenbergii)、克氏原螯虾(Procambarus 

clarkii)和澳洲龙虾(Cherax quadricarinatus)。从养殖池塘中

取对虾活体，然后采集对虾的肝胰腺、鳃丝和附肢等组

织样本，保存于 RNAstore 样本保存液(天根, 北京)中，

使用低温冰袋运回实验室，冻存于–80℃冰箱备用。

本研究用到的白斑综合征病毒(white spot syndrome 

virus, WSSV)、IHHNV、斑节对虾杆状病毒(Penaeus 

monodon bacuiovirus, MBV) 和 肝 胰 腺 细 小 病 毒

(hepatopancreatic parvovirus, HPV)等病原阳性核酸来源

于作者实验室。 

1.2  样品总 RNA 制备 

1.2.1  组织样本的总 RNA 提取与稀释    将上述浸

泡在 RNAstore 中的 81 份虾类样品，分别切取 30 mg

组织，放入加有 700 μL RNAiso Plus (TaKaRa)的

1.5 mL 离心管中，充分研磨，然后按照 RNAiso Plus

使用说明书步骤进行样本组织总 RNA 提取。总 RNA

的质检结果 OD260 nm/OD280 nm 应在 1.8~2.1 范围内，

并将总 RNA 浓度统一稀释到约 200 ng/μL 进行后续

实验。 

1.2.2  MDNV 的逆转录套式 PCR 检测    以上述制

备的样本组织总 RNA 为模板，采用 TaKaRa 一步法

逆转录 PCR 试剂盒对样本进行 MDNV 的逆转录套式

PCR (RT-nPCR)检测，以便确认 MDNV 阳性核酸样

品，用于后续 MDNV 新方法的建立和应用测试。 

第 1 轮扩增反应的体系组分见表 1，扩增程序：

50℃逆转录 30 min，94℃变性 2 min；94℃变性 30 s，

52℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，36 个循环；72℃延

伸 10 min；4℃保温。第 2 轮扩增反应的体系组分见

表 2，扩增程序：95℃变性 4 min；95℃变性 20 s，

51℃退火 20 s，72℃延伸 20 s，35 个循环；72℃延伸

5 min；4℃保温。MDNV RT-nPCR 所用引物序列见  

表 3。 

第 2 轮 PCR 产物先进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳检

测，然后利用 Zymo 胶回收试剂盒(Sigma-Aldrich, 美

国 )对目的条带进行纯化，将纯化后的产物连入

pMD18-T 载体 (TaKaRa, 大连 )并转化到大肠杆菌

DH5α 中进行克隆，挑取单克隆菌，送至生工生物工

程(上海)股份有限公司测序验证。 
 

表 1  MDNV RT-nPCR 的第 1 轮反应体系 
Tab.1  Reaction mixture of the first round MDNV RT-nPCR 

组分 Component 用量 Amount/μL 

2×step buffer 12.5 

MDNV-F1 (10 mmol/L) 0.5 

MDNV-R1 (10 mmol/L) 0.5 

Enzyme mix 1.0 

无菌双蒸水 ddH2O 10.0 

总体积 Total volume 24.5 

RNA 模板 RNA template 0.5 
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表 2  MDNV RT-nPCR 的第 2 轮反应体系 
Tab.2  Reaction mixture of the second round of MDNV RT-nPCR 

组分 Component 用量 Amount/μL

10×Ex Taq buffer(无 MgCl2) 2.5 

MgCl2 (20 mmol/L) 2.0 

dNTP (2.5 mmol/L) 2.0 

MDNV-F3 (10 μmol/L) 1.0 

MDNV-R3 (10 μmol/L) 1.0 

Ex Taq 酶 (5 U/μL) 0.1 

无菌双蒸水 ddH2O 15.4 

总体积 Total volume 24.0 

模板 Template： 

第 1 轮 PCR 产物(稀释 100 倍) 
1.0 

 
表 3  MDNV RT-nPCR 所用引物序列 
Tab.3  Primers used in MDNV RT-nPCR 

引物名称
Primer  
name 

引物序列 
Primer sequence (5~3) 

扩增片段
Length of 

amplicons /bp

MDNV-F1 ACGGCGATGACGGATTA 

MDNV-R1 AAGTGCCCACAGACCC 

612 

MDNV-F2 AAATCCATCTTACGACCAG 

MDNV-R2 AAGTGCCCACAGACCC 

426 

MDNV-F3 GCTACGGATTCTCTAACACCATT 

MDNV-R3 AGACTTGTCACGACTTCAGGAT 

233 

 
1.3  引物和探针的设计 

选取 MDNV 的 RdRp 基因片段，利用 Beacon 

Designer 7.0 软件(Premier Biosoft, 美国)设计用于

TaqMan RT-PCR 检测的寡核苷酸引物和探针。引物

包括 MDNV-Taq-F1(5-AATTCGACCCCGAAAGTG 

G-3) 和 MDNV-Taq-R1(5-TCGGTCAAGCAAGCGT 

C-3)，该引物可扩增产生 158 bp 的 PCR 扩增产物；

探 针 序 列 为 5-FAM TCCATCTTACGACCAGAA- 

ACCCAACATAMRA-3，探针在 5末端用 6-羧基荧光

素(FAM)标记，在 3末端用 TAMRA 淬灭剂标记。在

MDNV-Taq-F1 引物 5添加 T7 启动子序列，构建含有

T7 启动子序列的 T7-MDNV-Taq-F1 引物(5-TAATA 
CGACTCACTATAGGGAATTCGACCCCGAAAGTG
G-3) ，以便用于 RNA 标准品构建。正向引物

MDNV-Taq-F1、反向引物 MDNV-Taq-R1、含有 T7

启动子序列的 T7-MDNV-Taq-F1 和探针均由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.4  质粒标准品和 RNA 标准品制备 

1.4.1  质粒标准品制备    以 1.2 中检测为 MDNV

阳性的对虾 RNA 为模板，利用引物 MDNV-Taq-F1

和 MDNV-Taq-R1 进行 RT-PCR 扩增，获取 MDNV

靶基因目标片段，将目标片段连入 pMD18-T 载体

(TaKaRa)进行克隆，克隆片段测序验证正确后，用质

粒小量制备试剂盒(Omega, 美国)从阳性克隆菌种中

制备含有 MDNV 靶基因片段的 pMD18-MDNV 重组

质粒。用 NanoDrop 2000 核酸分析仪(Thermo, 美国)

测定上述重组质粒的浓度，并通过计算换算成目标基

因拷贝数；将 pMD18-MDNV 重组质粒用无 RNA 酶

的 H2O 进行 10 倍的梯度稀释，作为质粒标准品，并

置于–80℃保存备用。 

1.4.2  RNA 标准品制备    以 pMD18-MDNV 质粒

为模板，以含有 T7 启动子序列的引物 T7-MDNV- 

Taq-F1(5-TAATACGACTCACTATAGGGAATTCGA
CCCCGAAAGTGG-3)和 MDNV-Taq-R1 进行 PCR 扩

增，获取目标片段，按照 in vitro Transcription T7 kit 

(for siRNA Synthesis)(TaKaRa)说明书，以表 4 的转录

体系进行体外转录，获得含有 MDNV 靶基因的 RNA

标准品。 
 

表 4  体外转录 RNA 体系配制 
Tab.4  Preparation of reaction mixtures for RNA transcription 

组分 
Component 

用量
Amount

10×Transcription buffer 2.0 μL 

ATP solution (50 mmol/L) 2.0 μL 

GTP solution (50 mmol/L) 2.0 μL 

CTP solution (50 mmol/L) 2.0 μL 

UTP solution (50 mmol/L) 2.0 μL 

RNA 酶抑制剂 RNase inhibitor (40 U/μL) 0.5 μL 

T7RNA 聚合酶 T7 RNA polymerase (50 U/μL) 2.0 μL 

无 RNA 酶水 RNase free dH2O X μL 

线性 DNA 模板 Linear template DNA 20 ng~1 μg

合计 Total 20.0 μL

 
根据 NanoDrop 2000 测定转录获得的 RNA 标准

品的浓度，计算出该 MDNV RNA 标准品的拷贝数，

对其进行 10 倍浓度梯度稀释，用作反应模板。 

1.5  TaqMan RT-PCR 反应的优化 

TaqMan PCR 反应在实时荧光定量 PCR 仪

(CFX96, Bio-Rad, 美国)中进行，基础反应体系参照
Luna® Universal Probe One-Step RT-qPCR kit (New 
England BioLabs)说明书配制，20 μL 反应体系含有试

剂 1 Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix (2×) 

X μL (X 为试剂 1 的用量，设定范围为 7~12 μL)，试剂

2 Luna WarmStart® RT Enzyme Mix X μL (X 为试剂 2

的用量，设定范围为 0.4~1.6 μL)，不同终浓度的引物

MDNV-TAQ-R1/MDNV-TAQ-F1、探针 MDNV-TAQ- 
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P 各 X μL (X 为引物、探针浓度，设定范围各为 0.1~ 

0.6 μmol/L)。反应程序优化过程：首先将逆转录时间

分别设为 10、15、20 和 25 min 进行优化；在优化逆

转录时间后，再优化扩增程序：95℃预变性，1 min；

95℃变性 10 s，X℃ (X 为退火温度梯度，设定范围

为 52℃~65℃)退火延伸 30 s，共 45 个循环。优化过

程中每组设 3 个重复，从 3 次重复实验中选定最佳温

度、时间和试剂用量。 

1.6  TaqMan RT-PCR 方法的分析特异性 

以 WSSV、IHHNV、MBV、HPV 和 CMNV 阳性

核酸为特异性分析的模板，同时以 MDNV 阳性核酸

为阳性对照，健康凡纳滨对虾总 RNA 为阴性对照模

板，无 RNA 酶的水为空白对照模板，进行 MDNV 

TaqMan RT-PCR 检测方法的分析特异性(analytical 

specificity, Asp)测试，每个模板的检测反应设置 3 个

重复。 

1.7  TaqMan RT-PCR 方法的分析灵敏度 

采用优化后的TaqMan RT-PCR方法测试10倍 

浓 度 梯 度 稀 释 的 pMD18-MDNV 质 粒 (1.4×1010~    

100 copies/μL)和阴性对照，每个浓度测试设置3个重复，

使用Bio-Rad CFX96软件(V6.0.14)绘制扩增Ct值(y)相

对于质粒模板起始浓度(x)的标准曲线。基于该标准曲

线明确MDNV TaqMan RT-PCR方法以DNA/cDNA为

模板时对MDNV的分析灵敏度(analytical sensitivity, 

Ase)。 

采用优化后的 TaqMan RT-PCR 方法测试 10 倍

连续梯度稀释的 RNA 标准品模板 (5.5×1010~5.5×    

100 copies/μL)和阴性对照，使用 Bio-Rad CFX96 软件

(V6.0.14)绘制扩增 Ct 值(y)相对于 RNA 模板起始浓度

(x)的标准曲线。基于该标准曲线，明确 MDNV TaqMan 

RT-PCR 方法以 RNA 为模板时对 MDNV 的 Ase。 

1.8  TaqMan RT-PCR 方法的可重复性 

使用10倍浓度梯度稀释的1.4×109~1.4×102 copies/μL 

pMD18-MDNV质粒作为模板，每个浓度重复3次，再

重复上述实验3次，评估TaqMan RT-PCR检测方法的

批内和批间重复性。使用变异系数(CV)评估检测反应

的可重复性，所述CV定义为本研究中不同pMD18- 

MDNV质粒稀释物重复扩增的Ct值的标准偏差(SD)

与Ct平均值的百分比；使用SPSS 13进行方差分析

(ANOVA)。 

1.9  TaqMan RT-PCR 方法的应用 

利用新建立的 TaqMan RT-PCR方法对 2019年采

自我国山东、湖南、广西等地的池塘养殖虾类样品进

行 MDNV 检测，分析 MDNV 在不同养殖虾类中的流

行情况及在这些地区养殖虾类中的流行率，评估该病

毒的流行危害风险。 

2  结果 

2.1  TaqMan PCR 反应的条件优化 

以试剂盒说明书推荐的初始反应体系为基础，经

过对反应试剂各组分用量、逆转录时间、引物退火温

度等优化，综合考虑最小标准偏差、最小Ct值及经济

成本、稳定性等因素，优化后各反应组分用量：20.0 μL

反应体系内，试剂1 Luna universal probe one-step reaction 

mix (2×) 11.0 μL，试剂2 Luna WarmStart® RT enzyme mix 

8 μL，0.3 μmol/L引物MDNV-TAQ-R1和MDNV-TAQ-F1分

别0.6 μL、探针MDNV-TAQ-P (0.4 μmol/L) 0.8 μL。优化后

的逆转录温度为54.5℃，逆转录时间为15 min；优化

后的退火温度为60.3℃。 

2.2  TaqMan RT-PCR 检测方法的特异性分析 

利用 WSSV、MBV、IHHNV、HPV、CMNV 和

MDNV 的阳性核酸为模板进行 TaqMan RT-PCR，结

果显示，只有 MDNV 的阳性核酸能够产生特异性的

扩增曲线，而其他几种病原的阳性核酸均没有扩散曲

线产生(图 1)。表明 TaqMan RT-PCR 方法能够特异性

扩增 MDNV 核酸，而不与上述虾类常见的 5 种病原

发生交叉反应。 
 

 
 

图 1  MDNV TaqMan RT-PCR 方法的分析特异性 
Fig.1  Analytical specificity of MDNV 

 TaqMan RT-PCR assay 

 

2.3  以 RNA 为模板时 TaqMan RT-PCR 的分析灵敏

度和标准曲线 

以 10 倍浓度梯度稀释的 RNA 标准品为模板，对

TaqMan RT-PCR 方法的灵敏度进行测试。结果显示，

该方法对 RNA 标准品模板的最低检测限可低至

5.5×101 copies/反应。在 5.5×1010~5.5×101 copies/反应
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的起始模板浓度范围内，RNA 标准品起始模板浓度

对数值和 Ct 值之间呈线性关系(图 2a、图 2b)。扩增

产物阈值循环数 Ct 值与标准模板起始量 (Starting 

quantity, Sq)的关系曲线为 Ct=3.455 log(Sq)+45.053，

R2=0.992。 
 

 
 

图 2  以 10 倍浓度梯度稀释的 RNA 标准品进行 MDNV 

TaqMan RT-PCR 的扩增曲线(a)和标准曲线(b) 
Fig.2  The amplification plots (a) and standard curve (b) of 

the serial 10-fold dilutions RNA standards  
by MDNV TaqMan RT-PCR 

 

2.4  以 DNA 为模板时 TaqMan RT-PCR 的分析灵敏

度和标准曲线 

利用 10 倍梯度稀释的 pMD18-MDNV 质粒为模板，

对 TaqMan RT-PCR 方法的灵敏度进行测试。结果显示，

TaqMan RT-PCR 方法对质粒模板的最低检测限可低至

1.4×101 copies/反应。在 1.4×1010~1.4×101 copies/反应的

起始模板浓度范围内，pMD18-MDNV 质粒模板浓度

对数值和 Ct 值之间呈现线性关系(图 3a、图 3b)。扩

增产物阈值循环数 Ct 值与标准模板起始量的关系曲

线为 Ct=3.327log(Sq)+42.188，R2=0.988。 

2.5  TaqMan RT-PCR 检测方法的可重复性 

使用pMD18-MDNV质粒标准品为模板，对TaqMan 

RT-PCR 检测方法的可重复性进行评估。结果显示，在

起始模板浓度为 1.4×109~1.4×102 copies/反应的范围内，

TaqMan RT-PCR 实验的重现性较好，批内和批间检

测反应的 Ct 值 CV 分别小于 1.27%和 1.83% (表 5)。

方差分析结果显示，各浓度梯度模板 TaqMan RT- 

PCR 反应的批间 Ct 值均差异不显著(P>0.05)(表 6)。 

 
 

图 3  利用 10 倍浓度梯度稀释质粒标准品进行 

MDNV TaqMan RT-PCR 的扩增曲线(a)和标准曲线(b) 
Fig.3  The amplification plots (a) and standard curve (b) of 

the serial 10-fold dilutions plasmids by  
MDNV TaqMan RT-PCR 

 
表 5  TaqMan RT-PCR 测定法的批内和批间重复性 

Tab.5  Intra-assay and inter-assay variability 
of TaqMan RT-PCR assay 

组内 Ct 
Intra-assay Ct 

组间 Ct  
Inter-assay Ct 

质粒浓度 
Concentration of 

plasmid 
(copies/reaction) Mean SD CV/% Mean SD CV/%

1.4×109 13.23 0.06 0.45 13.41 0.25 1.83

1.4×108 16.36 0.09 0.55 16.38 0.02 0.11

1.4×107 20.24 0.16 0.79 20.22 0.02 0.10

1.4×106 23.11 0.12 0.52 23.01 0.13 0.56

1.4×105 25.86 0.33 1.27 25.59 0.38 1.48

1.4×104 28.14 0.07 0.25 28.00 0.20 0.70

1.4×103 31.20 0.14 0.45 30.97 0.33 1.08

1.4×102 34.06 0.11 0.33 13.41 0.25 0.93

 

2.6  利用 TaqMan RT-PCR 分析养殖虾类中 MDNV

的流行情况 

利用 TaqMan RT-PCR 对 2019 年采自我国部分养

殖地区的虾类样品进行分析发现(表 7)，养殖凡纳滨

对虾、罗氏沼虾和澳洲龙虾中均有 MDNV 阳性检出，

其中，凡纳滨对虾和罗氏沼虾中 MDNV 的阳性检出

率分别为 23.5% (16/68)和 16.6% (1/6)，另外，在采自

广西的 2 份澳洲龙虾样品中有 1 份检出 MDNV 阳性。

从采样地域来看，广西、海南、湖南和山东等地的虾

类样品中均有 MDNV 阳性检出。 
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3  讨论 

自 1967 年第 1 个野田村病毒(nodamura virus)在

日本被分离鉴定后，目前野田村病毒科中已分离鉴定

了 19 种病毒，这些病毒分属于阿尔法野田村病毒属

(Alphanodavirus)和贝塔野田村病毒属(Betanodavirus) 

(King et al, 2011)。从虾类中分离的野田村病毒包括以

下 5 种：罗氏沼虾野田村病毒(Macrobrachium rosenbergii 

nodavirus, MrNV)、凡纳滨对虾野田村病毒(Penaeus 

vannamei nodavirus, PvNV)、CMNV、MDNV 和桃红对

虾野田村病毒(Farfantepenaeus duorarum nodavirus, 

FdNV)。其中，MrNV 主要感染罗氏沼虾，PvNV 主

要感染凡纳滨对虾，CMNV 可感染虾类和鱼类，

MDNV 主要感染虾类，FdNV 分离自健康桃红对虾，

不引起宿主发病(Scherer et al, 1967; Tang et al, 2011; 

King et al, 2011; Ng et al, 2013; Zhang et al, 2014;   
李小平等, 2019)。 
 

表 6  TaqMan RT-PCR 分析法的批间变异性 
Tab.6  Analysis of variance of inter-assay  

variability of TaqMan RT-PCR assay 

组间 Ct Inter-assay Ct 质粒浓度 

F P 

1.4×109 6.716 0.061 

1.4×108 0.723 0.443 

1.4×107 2.339 0.201 

1.4×106 0.751 0.435 

1.4×105 1.602 0.274 

1.4×104 4.666 0.097 

1.4×103 2.918 0.163 

1.4×102 7.578 0.051 
 

表 7  TaqMan RT-PCR 分析方法检测样品中阳性数据 
Tab.7  Analysis of variance of inter-assay variability of TaqMan RT-PCR assay 

样本编号 Sample No. 样品种类 Sample species 采集地区 Sampling region 

20190611002 凡纳滨对虾 L. vannamei 山东日照 Rizhao, Shandong 

20190611003 凡纳滨对虾 L. vannamei 山东日照 Rizhao, Shandong 

20190611004 凡纳滨对虾 L. vannamei 山东日照 Rizhao, Shandong 

20190611006 凡纳滨对虾 L. vannamei 山东日照 Rizhao, Shandong 

20190611007 凡纳滨对虾 L. vannamei 山东日照 Rizhao, Shandong 

20190708001 凡纳滨对虾 L. vannamei 广西北海 Beihai, Guangxi 

20190708004 凡纳滨对虾 L. vannamei 广西北海 Beihai, Guangxi 

20190702004 凡纳滨对虾 L. vannamei 海南东方 Dongfang, Hainan 

20190706005 澳洲龙虾 C. quadricarinatus 广西南宁 Nanning, Guangxi 

20190706013 罗氏沼虾 M. rosenbergii 广西南宁 Nanning, Guangxi 

20190708007 凡纳滨对虾 L. vannamei 广西合浦 Hepu, Guangxi  

20190707006 凡纳滨对虾 L. vannamei 广西防城 Fangcheng, Guangxi 

20190707015 凡纳滨对虾 L. vannamei 广西钦州 Qinzhou, Guangxi  

20190707016 凡纳滨对虾 L. vannamei 广西钦州 Qinzhou, Guangxi  

20190721006 凡纳滨对虾 L. vannamei 湖南常德 Changde, Hunan 

20190721009 凡纳滨对虾 L. vannamei 湖南常德 Changde, Hunan 

20190721012 凡纳滨对虾 L. vannamei 湖南常德 Changde, Hunan 

20190718003 凡纳滨对虾 L. vannamei 山东日照 Rizhao, Shandong 

 
CMNV 被证实是引起养殖凡纳滨对虾发生病毒

性偷死病(viral covert mortality disease, VCMD)的病

原(Zhang et al, 2014)。2002—2003 年前后，该病毒在

我国南方省市的高密度养殖对虾中出现，并于 2008— 

2009 年在广西、广东和福建等地养殖对虾中大规模

暴发，2010 年后开始传播到北方的主要对虾养殖地区 

(Zhang et al, 2017)。2013—2019 年期间，我国沿海地区

养殖对虾中 CMNV 的年度检出率依次为 45.93% 

(130/283)、27.91% (84/301)、20.85% (54/259)、26.8% 

(68/254)、16.3% (63/387)、29.15% (58/199)和 15.3% 

(28/183)，CMNV 表现出流行率高、流行范围广、产

业危害严重的特点，使我国养殖对虾产业遭受了严重

的经济损失(Zhang et al, 2017; 李小平等, 2019)。除感

染主要养殖对虾种类外，CMNV 还可引起对虾养殖

池塘中多种共生生物的感染(Liu et al, 2018)。研究发

现，牙鲆(Paralichthys olivaceus)、鲻虾虎鱼(Mugilogobius 

abei)和鲫鱼(Carassius auratus)等海淡水鱼类中也存

在 CMNV 的自然感染；CMNV 是目前已知的 19 种虾

类病原中第 1 个能跨越物种障碍而感染鱼类的虾类

病毒(Zhang et al, 2018; 王崇等, 2018; Wang et al, 2019)。 
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感染CMNV的对虾主要表现出肝胰腺萎缩、颜色

变浅、空肠空胃、生长缓慢等症状，还可见病虾腹部

肌肉不透明或局部发白(Huang, 2012; Zhang et al, 

2014)。2016年，本实验室在开展对虾流行病研究中

发现，沿海省市养殖凡纳滨对虾开始出现MDNV感染

和流行；感染MDNV的凡纳滨对虾主要临床症状为游

泳能力下降、生长迟缓等，与CMNV感染所致的症状

不尽相同。电镜分析发现，MDNV的病毒颗粒大小与

CMNV类似，但其RdRp基因序列与CMNV RdRp基因

片段的相似性仅为78%，由此判断，MDNV是养殖对

虾中出现的一种新型的野田村病毒。本实验室前期开

发了MDNV的RT-LAMP检测技术，但在检测实践中

发现以逆转录的样品cDNA为模板，当起始模板浓度

过低时，MDNV的RT-LAMP方法无法准确定量模板。

本研究建立并优化了MDNV的TaqMan RT-PCR方法，

可实现对低浓度(1.4×101 copies/反应)模板的准确定

量。 

基于设计引物应尽可能选择在目标基因的保守

区域内，而又不与近缘物种相应基因发生非特异性结

合的原则(Rose et al, 2003; Zlateva et al, 2011; Cassar 

et al, 2017)，本研究在依据 MDNV RdRp 基因设计

TaqMan RT-PCR 引物和探针时，首先利用多序列比

对软件对 MDNV RdRp 靶基因与 MrNV、PvNV 和

FdNV 的 RdRp 基因进行序列比对分析。结果显示，

MDNV RdRp 靶基因与后三者 RdRp 基因的同源性低

于 25%，MDNV 的 TaqMan RT-PCR 引物和探针与后

三者 RdRp 基因及基因组的同源性低于 30%。因此，

所设计的引物和探针与 MrNV、PvNV 和 FdNV 不存

在非特异性结合并产生非特异性扩增的可能性。多序

列比对结果显示，MDNV RdRp 靶基因与 CMNV 对

应区段的同源性为 79.87%，当以 CMNV RNA 为模板进

行 TaqMan RT-PCR 方法特异性分析时，TaqMan RT- 

qPCR 引物亦未与 CMNV 核酸发生非特异性反应。因

此，本研究所建立的 TaqMan RT-PCR 方法可用于

MDNV 的特异性检测。传统的组织病理分析和反转录

PCR 方法在鉴定病原微生物时耗时较长、效率较低

(Zhang et al, 2014; Tang et al, 2007)，本研究优化后的

MDNV TaqMan RT-PCR 方法检测所需时间大约为

1.5 h，在较短时间内即可高效地完成逆转录和核酸靶

序列扩增，并通过探针荧光信号的变化监测整个反应

过程，非常适于开展 MDNV 大规模检测。本实验室

前期建立的 MDNV RT-LAMP 分析方法最低可检测

到浓度为 2.61×103 copies/反应的 MDNV RNA 标准

品，当起始模板浓度低于 1000 copies/反应时，起始

模板浓度与扩增 Ct值的相关系数则明显下降(李小平, 

2019)。以 RNA 标准品为模板时，本研究建立的

TaqMan RT-PCR 最低可检测到 5.5×101 copies/反应的

RNA。当以质粒模拟 cDNA 为模板时，具有可检测扩增

信号的最低起始模板浓度为 1.4×101 copies/反应，说明

该方法较前期建立的 RT-LAMP 方法具有更高的灵敏

度。DNA 模板浓度在 1.4×1010~1.4×101 copies/反应之

间、RNA 模板浓度在 5.5×1010~5.5×101 copies/反应之

间时，MDNV TaqMan RT-PCR 扩增反应的 Ct 值与

log(Sq)呈良好的线性关系，反映出该方法适合对起始

模板浓度范围较广的样品进行准确的定量分析。另

外，在起始模板浓度为 1.4×109~1.4×102 copies/反应

的范围内，本研究建立的 TaqMan RT-PCR 方法的批

内和批间 CV 分别小于 1.27%和 1.83%，表明该方法

具有良好的稳定性和可重复性。 

李小平等(2019)利用 RT-LAMP 方法对 MDNV 开

展分子流行病学调查的结果显示，2016 年我国沿海

省市虾类样品中MDNV的阳性检出率为 9.4%(24/254)。

本研究利用 TaqMan RT-PCR方法对 2019年采自我国

部分地区的养殖虾类样品进行 MDNV 流行情况分析

结果显示，养殖凡纳滨对虾、罗氏沼虾和澳洲龙虾中

均有 MDNV 的阳性检出，其中，凡纳滨对虾中 MDNV

的阳性检出率高达 23.5%(16/68)；从采样地域来看，

广西、海南、湖南和山东等地的虾类样品均有 MDNV

阳性检出。上述研究表明，MDNV 已扩散到更多虾

类养殖地区，且具有较高的流行率，其传播危害风险

值得进一步研究。 

综上所述，本研究建立的 MDNV TaqMan RT-PCR

方法具有快速、灵敏和特异性强等特点，可为对虾养

殖实践中 MDNV 的定性、定量检测与监测以及有效

防控提供技术支持。养殖对虾中 MDNV 的高检出率

也提示，当前 MDNV 这一新发病原在我国养殖甲壳

类中的流行危害应引起水产管理部门和养殖从业人

员的高度关注。 
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Establishment and Application of the TaqMan RT-PCR Detection  
Method for the Shrimp Movement Disorder Nodavirus (MDNV) 

SANG Songwen1,2, LI Xiaoping1,2, ZHANG Qingli1,2①
 

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Marine Aquaculture Disease 
Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,  

Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao, Shandong  266071, China;  
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China) 

Abstract    For the establishment of the TaqMan RT-PCR detection method for the shrimp movement 

disorder nodavirus (MDNV), primers and probes were designed based on the RNA-dependent RNA 

polymerases (RdRp). The pMD18-MDNV plasmid and RNA standard containing the MDNV target gene 

were used as templates to optimize the reaction mixtures and program. The optimized reaction with 

20.0 μL master mix included the following components: 11.0 μL one-step RT-PCR buffer, 0.8 μL enzyme 

mixture, 0.3 μmol/L forward primer, 0.3 μmol/L reverse primer, 0.4 μmol/L probe, 1.0 μL template, and 

5.2 μL RNA-free H2O. The optimized reaction procedure was as following: incubation at 54.5  ℃ for 

15 min, incubation at 95℃ for 1 min, then 45 thermal cycling amplifications (95  for 10 s, 60.3  for ℃ ℃

30 s). The newly established method was specific for MDNV detection, showing a good linear 

relationship between the log value (Starting quality, Sq) and number of reaction cycles within the range of 

1.4×1010~1.4×101 copies/μL pMD18-MDNV standard plasmid. The method could detect as low as 

5.5×101 copies of the RNA standard or 1.4×101 copies of the pMD18-MDNV standard plasmid. 

Meanwhile, the newly developed assay showed that the coefficient of variation of the Ct value intra-assay 

and the Ct value inter-assay were less than 1.27% and 1.83%, respectively, indicating a good repeatability 

and stability. In the samples collected from shrimp farming provinces in China in 2019 using this new 

method, the positive detection rate of MDNV in Litopenaeus vannamei was 23.5% (16/68). The TaqMan 

RT-PCR method established in this study was specific, fast, and sensitive in the detection of MDNV. This 

method could provide technical support for the qualitative and quantitative detection and monitoring of 

MDNV in shrimp farming practices, as well as effective prevention and control of MDNV. 

Key words    Farming shrimp; Movement disorder nodavirus (MDNV); TaqMan RT-PCR; 

Quantification; Detection method 
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