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摘要　采用 TN匀浆 , 蛋白酶 K、 DS消化、 裂解 , 煮沸的方法 , 从感染白斑病毒的养殖对虾中提取 DN A作模

板 , 在模板和扩增缓冲液用量恒定下 , 改变 PCR反应体系的 dNTP、 引物和 Taq酶用量 , 进行 PCR扩增 , 使

用琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测。 结果表明 , dNTP用量在 125～ 187μM· L- 1、 引物用量在 0. 6μM·

L- 1、 Taq酶用量达到 0. 5u及以上时 , 扩增条带荧光很强 , 而使用产品提供商建议用量 , PCR可现特异性扩增 ,

但不是最佳的扩增。
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Abstract　 Genome DNA was ex t racted f rom the tissue of the w hi te spot virus infected cultured

shrimp Penaeus monodon by TN homogenizing , DS digesting , proteinase K decomposing and

boi ling. Under the condition of the same amount in DN A template and the same volume in

amplifying buf fer, modifications w ere made in the reaction wi th the use of quanti ty of dN TP, primer

and Taq polymerase. Af ter PCR amplification, the products w ere detected by agarose

electrophoresis. It show s that the f luorescent intensities of the amplified bands w ere much high

when the quanti ty of dN TP w as between 125μM· L
- 1

and 187μM· L
- 1 , correspondingly the

quanti ty of primer being 0. 6μM· L
- 1
, and the quantity of Taq polymerase reaching 0. 5 u and

above. Results also show ed that using the producer 's recommended quantity of dN TP, primer and

Taq polymerase, PCR could take the specific amplification, but not the best.

Key words　 sh rimp, white spo t virus, PCR, reaction system, improvement

　　对虾白斑综合症病毒 ( W SSV )是一种对养殖对

虾有很强致病性的病原体 ,能感染斑节对虾 (Penaeus

monodon )、 日 本 对虾 (P. japonicus)、 中 国 对虾

(P. chinensis)、南美白对虾 ( P.vannamei )、墨吉对虾

(P. merguiensis )、长毛对虾 ( P. penicillatus )等多种对

虾。自 1993年以来在我国广泛流行 , 导致养殖对虾

死亡 80% ～ 90% , 目前仍是严重危害我国对虾养殖

最主要的病原之一
[1 ]
。

　　建立在分子生物学基础上的 PCR技术 , 以其特

异、 快速、 灵敏的特点 , 在亲虾检疫、 虾苗检测、 对

虾养殖过程中广泛应用。 PCR技术的灵敏性 ,与其反

应体系的组成、反应程序密切相关。结合我们实验室

的条件 , 我们在对 WSSV的检测中 , 对 PCR反应的

体系组成进行了一系列的改进试验 ,力求寻找最佳的

量比关系。

1　材料和方法

1. 1　实验材料

　　斑节对虾取自广西北海市营盘镇的 1个养殖发

病虾池。

　　 PCR反应 体系中的扩 增缓冲液 (成份:

100mM Tris-Cl, 500mMKCl, 15mMMgCl2 )、 dN TP、

TaKaRa Taq购自大连宝生物工程公司 , 引物
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( 146F1, 146R1)
[2 ]
由上海博亚生物技术有限公司合

成 , 电泳 DNA Marker购自华美生物工程公司。 PCR

仪为 Hema4800基因扩增仪。

1. 2　方法

1. 2. 1　 DNA提取

　　模板 DNA提取参照吕玲等
[3 ]的改进方法。取病

虾鳃、 胃、 附肢、 肌肉等约 0. 5 g, 加 10倍 TN冰浴

匀浆 , 8000 r· min
- 1

, 离心 5 min, 取上清 , 加入蛋

白酶 K、 DS ( 50 mM. L
- 1

KCl; 10mM. L
- 1

Tris-Cl, pH

值为 8. 3;明胶 0. 1 mg. ml
- 1 ; N P-40, 0. 45% ; Tw een

20, 0. 45% ) 于 45℃温浴 30 min, 再于沸水中煮 10

～ 15 min, 冰浴 5 min, 高速离心 , 取上清。 通过紫

外分光光度计 260 nm处的读数 , 计算出上清 DNA

的浓度 ,用 ddH2O水稀释 , 使其浓度为 10μg· ml- 1 ,

此即模板 DNA。

1. 2. 2　 PCR反应体系

　　 PCR反应总体积为 20μl,其中 DNA模板 2. 0μl

( 10μg· ml- 1 ) , 10× PCR Buf fer 2. 0μl。 DNA模板

和缓冲液体积不变 ,而 dN TP (各 2. 5mM· L
- 1

)、引

物 ( 25μM· L
- 1 )、 Taq酶 ( 0. 5u·μl)中的 2种成分

在采用产品提供商推荐用量下 ,另一种成分用量进行

系列改变 , 然后用 ddH2O补充体积至 20μl。

1. 2. 3　 PCR扩增程序

　　样品在 Hema4800基因扩增仪上进行扩增 ,扩增

程序为 Lo等 [2 ]采用程序的改进 ,即 94℃变性 5 min;

94℃ 45s, 55℃ 45s, 72℃ 90s, 35个循环 ; 72℃延伸 5

min, 4℃保存。

1. 2. 4　电泳检测

　　取扩增产物 5. 0μl在 0. 7%琼脂糖凝胶上进行

电泳 , 紫外分析仪下观察并拍照。

2　结果

2. 1　 dNTP用量改变对 PCR扩增的影响

　　 DNA模板 2. 0μl,扩增缓冲液 ( 10× ) 2. 0μl,引

物和 Taq酶在推荐用量下 ,即引物 1. 0μl、 Taq酶 2. 0

μl, dN TP分别为 0. 5μl、 1. 0μl、 1. 5μl、 2. 0μl、 2. 5

μl, ddH2O补充体积至 20μl, PCR扩增情况见图 1。

从图 1可见 , dN TP用量为 1. 0μl、 1. 5μl时 , 扩增

条带荧光很强 , 2. 0μl时荧光稍强 , 其次为 0. 5μl,

2. 5μl时荧光最弱。

2. 2　引物用量改变对 PCR扩增的影响

　　 DNA模板 2. 0μl, 扩增缓冲液 ( 10× ) 2. 0μl,

dN TP和 Taq酶在推荐用量下 , 即 dN T P2. 0μl、 Taq

酶 2. 0μl,引物分别为 0. 5μl、 1. 0μl、 1. 5μl、 2. 0μl、

2. 5μl, ddH2O补充体积至 20μl, PCR扩增情况见图

2。从图 2可见 ,引物为 0. 5μl时 ,扩增条带荧光最强 ,

其余依次为 1. 0μl、 1. 5μl、 2. 0μl、 2. 5μl。

图 1　不同 dN TP用量对 PCR扩增的影响

　　 Fig. 1　 PCR amplified products affected by different

quantity o f dN TP

M: DN A marker; 1: 0. 5μl; 2: 1. 0μl; 3: 1. 5μl; 4: 2. 0

μl; 5: 2. 5μl.

图 2　不同引物用量对 PCR扩增的影响

　　 Fig. 2　 PCR amplified products affected by different

quantity o f primer

M: DN A marker; 1: 0. 5μl; 2: 1. 0μl; 3: 1. 5μl; 4: 2. 0

μl; 5: 2. 5μl.

2. 3　 Taq酶用量改变对 PCR扩增的影响

　　 DNA模板 2. 0μl, 扩增缓冲液 ( 10× ) 2. 0μl,

dN TP和引物在推荐用量下 , 即 dN TP2. 0μl、 引物

1. 0μl, Taq酶分别为 0. 5μl、 1. 0μl、 1. 5μl、 2. 0μl、

2. 5μl, ddH2O补充体积至 20μl, PCR扩增情况见图

3。从图 3可见 , Taq酶为 1. 0μl、 1. 5μl、 2. 0μl、 2. 5

μl时 , 荧光强度相似 , 为 0. 5μl时 , 荧光强度稍弱。

3　讨论

　　 PCR的反应体系 , 主要包含 DNA模板、热稳定

的 DNA聚合酶、 引导 DNA合成的一对寡核苷酸引

物、 脱氧核苷三磷酸 ( dN T P)、 二价阳离子、 一价阳

离子、维持 pH值的缓冲液。扩增缓冲液中的 Mg
2+用
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图 3　不同 Taq酶用量对 PCR扩增的影响

　　 Fig. 3　 PCR amplified products a ffected by different

quantity of Taq polymeras

M: DN A marker; 1: 0. 5μl; 2: 1. 0μl; 3: 1. 5μl; 4: 2. 0

μl; 5: 2. 5μl.

于激活 Taq酶 ; K
+
有利于扩增大于 500bp长度的

DNA片段 ; T ris-Cl用于维持体系的 pH值
[4 ]。在本实

验中 ,加入的模板约为 20ngDN A,相当于几千个拷贝

数的模板量加入到反应体系中。我们对模板和扩增缓

冲液的用量不改变 , 只是对 dN T P、 引物、 Taq酶的

用量进行系列对比 ,以确定适合我们实验用的各反应

成分的量比关系。

　　 dN T P中包含 4种等摩尔浓度的脱氧核苷三磷

酸 ,各为 2. 5mM· L
- 1 , 其建议用量为每种 dN TP浓

度为 200～ 250μM· L- 1 ,而本实验中 ,每种 dN TP用

量在 125～ 187μM· L
- 1
时 , 扩增效果最好 , 其次为

250μM· L
- 1 , 再其次的为 62. 5μM· L

- 1 , 而在

312. 5μM· L
- 1时扩增作用已明显减弱 , 推断为

dN TP浓度过高时 , 对扩增反应起抑制作用 , 这可能

是 dN TP与 Mg
2+螯合而引起的。

　　对虾白斑病毒的特征引物及其合成产物见诸报

道的有几种 [5～ 7 ] ,我们采用的是合成目标产物为 1447

bp的一对外引物。在我们的实验中 ,引物浓度为 0. 6

μM· L
- 1时 ,扩增作用最好 ,引物浓度依次增大时 ,扩

增作用则相应减弱。这可能与高浓度的引物易引发错

配 , 导致非特异性扩增有关。

　　当体系中 Taq酶用量达到 0. 5 u及以上 ,扩增已

很明显 ,而低于这一用量 ,则因用量不足而限制扩增。

Taq酶用量 , 与模板 DNA量及提取方法有关 , 模板

DNA量增大或模板中含有机质或内源性物质增多

时 , Taq酶用量则需相应增大 ,但亦应在一定范围内。

因 Taq酶进行引物延伸的效率一般约 0. 7,当扩增产

物已积累在反应体系中达到 1. 4× 10
12
～ 7× 10

12
个分

子数时 , Taq酶就会成为反应进一步进行的限制性因

素 [ 8]。

　　反应体系中 , Mg
2+
的浓度为 1. 5 mM· L

- 1
, 因

dN TP与寡核苷酸引物皆能结合 Mg
2+ ,有报道认为 ,

适当增加 Mg
2+
的浓度至 4. 5 mM. L

- 1
或 6 mM. L

- 1

可减少非特异性引导 [ 9] ,但亦有相反的报道 [10 ]。我们

的扩增缓冲液是含有 3种成分的混合液 ,因而采用产

品提供商的建议用量 , 而没有进行预实验。

　　 PCR反应体系中的各组分总是处于相互动态制

约中 ,只有当各组分朝着我们设计的目标并协同作用

时 , PCR才能达到预期的扩增。当反应进行中 , 随着

各组分参与反应的量的变化 ,体系的平衡状态则随之

调整 , 而此时 , 往往因其中某些成分的变化 , 限制了

反应的进一步扩增。因此 , PCR体系的改进也是相对

的 ,也应是动态变化的 ,同时 , PCR方法本身也是在

不断发展中。
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