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摘要    拟穴青蟹(Scylla paramamosain)苗种携带青蟹呼肠孤病毒(mud crab reovirus, MCRV)对后

期养殖具有极大的风险。培育无 MCRV 苗种，从源头切断该病毒传播，已成为当前青蟹养殖中亟

待解决的关键问题。为提高青蟹苗种 MCRV 检测的灵敏度，本研究选择 MCRV 的高表达基因 VP11

作为靶标，设计特异性引物和 TaqMan-MGB 探针，以标准品质粒和 RNA 为模板，通过优化反应体

系和反应程序，建立了一种适用于青蟹苗种 MCRV 检测的 TaqMan-MGB 实时荧光定量 PCR 

(qRT-PCR)方法，能够实现对 MCRV 的精准检测。在 1×108 ~ 1×101 copies/µL 标准品质粒(或 dsRNA)

的范围内，起始模板浓度对数值与反应循环数间呈良好的线性关系，最低可精确定量 10 copies 标

准品质粒或 dsRNA/反应的样品，该方法最低理论检测极限为 2.5 copies 标准品质粒/反应。以青蟹

双顺反子病毒(MCDV)、对虾白斑综合症病毒(WSSV)、十足目虹彩病毒(DIV1)、虾肝肠胞虫(EHP)

及副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)核酸样品作为模板进行检测，均未产生特异性扩增。该检测

方法对质粒和 dsRNA 样品的变异系数分别为 1.40%和 0.98%，具有良好的重复性和稳定性。使用

该方法和 SYBR Green qRT-PCR 方法同时对 14 份不同发育阶段蚤状幼体进行检测，MCRV 检出率

分别为 78.57%和 57.14%。上述研究结果表明，该检测方法稳定性好、特异性强、灵敏性更高，适

用于不同发育阶段青蟹幼体的 MCRV 检测，可为无 MCRV 青蟹苗种的生产提供关键技术支撑。 
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拟穴青蟹(Scylla paramamosain)，俗称青蟹，隶

属于十足目(Decapoda)、梭子蟹科(Portunidae)、青蟹

属(Scylla)(林琪等, 2007)，是我国重要的经济蟹类之

一。青蟹呼肠孤病毒(mud crab reovirus, MCRV)是导

致青蟹高死亡率的主要病原之一，其基因组共包含

12 个节段的线性 dsRNA，预测可编码 13 个开放阅读

框(ORF)(Weng et al, 2007)。Weng 等(2007)研究显示，

自然感染 MCRV 的青蟹短期死亡率可达 70%。近年

来的流行病学调查结果显示，青蟹 MCRV 流行性进

一步增强，但发病周期显著变长(申亚阳等, 2017; Chu 

et al, 2023)。储旭等(2023)研究发现，在青蟹繁育过

程中，青蟹种蟹(雌性亲蟹)、受精卵及幼体均存在

MCRV 感染现象。因此，探明青蟹受精卵、蚤状幼体

MCRV 携带情况，有利于阐明 MCRV 在青蟹苗种繁
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育过程中的传播方式，为从源头控制 MCRV 传播提

供技术支撑。考虑到青蟹受精卵、蚤状幼体病毒含量

通常较低，开发高灵敏性的 MCRV 检测方法，满足

受精卵和蚤状幼体病毒检测需要，显得尤为迫切。 

TaqMan 实 时 荧 光 定 量 PCR (quantitative 

reverse-transcription PCR, qRT-PCR)是一种高保真、高

灵敏、特异性强的核酸检测技术，与 SYBR Green 

qRT-PCR 相比，该方法背景信号更低、灵敏性更高、

特异性和稳定性更好。新型 TaqMan-MGB 探针可使

该技术信噪比进一步提升，实验结果更精确、可靠，

现已被广泛运用于病原检测(Liu et al, 2019; Collins 

et al, 2010)、医学诊断(Zhao et al, 2005)、物种鉴定

(Duan et al, 2024)等领域。 

当前的 MCRV 检测方法大多基于病毒 VP1 或

VP6 基因序列而设计(申亚阳等, 2017; 王莹莹, 2021)，

由于这 2 个病毒基因表达量较低，限制了这些检测方

法的灵敏性(储旭等, 2023)。储旭等(2023)研究发现，

VP11 在 MCRV 感染的青蟹中表达量最高。本研究拟

基于高表达的 VP11 基因，设计 qRT-PCR 引物和 MGB

探针，优化最佳反应体系和最适反应条件，建立一种

灵敏度高、特异性强、稳定性好的 MCRV 检测方法，

以满足青蟹受精卵和苗种等低 MCRV 含量样品的病

毒检测需要。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验用青蟹均采自浙江、上海、海南等地某养殖

厂 或 水 产 市 场 。 青 蟹 双 顺 反 子 病 毒 (mud crab 

dicistrovirus, MCDV)、对虾白斑综合征病毒(white spot 

syndrome virus, WSSV)、十足目虹彩病毒(Decapod 

iridescent virus 1, DIV1)、虾肝肠胞虫(Enterocytozoon 

hepatopenaei, EHP) 和 副 溶 血 弧 菌 (Vibrio 

parahaemolyticus) 5 种病原核酸均为本实验室保存。

RNAiso Plus、反转录试剂盒(PrimeScript RT Master 

Mix)、T7 体外转录试剂盒(in vitro Transcription T7 kit 

for siRNA Synthesis)、DNA Marker 等均购自 TaKaRa

公司，其他试剂均购自国药集团(分析纯)。 

1.2  引物设计 

参考 MCRV VP11 基因序列 (GenBank 编号

HQ414137.1)，在开放阅读框 (open reading frame, 

ORF)内部设计出标准品质粒的上下游扩增引物、定

量检测引物及 TaqMan 探针。含 T7 启动子的引物为

VP11-F(5-TAATACGACTCACTATAGGGATTCTCC 

AGATGCCCACT-3)和 VP11-R(5-TAATACGACTC 

ACTATAGGGCATAAATGAGA AT A AAGGAC-3)；
定量检测上游引物序列为 5-GTCAGAATGTCGTTC 

ATACTTTGT-3，下游引物序列为 5-ATTCAGGAGTT 

CCGGACAGAT-3，扩增长度为 119 bp，探针序列为

5-FAM CTGATGCGTTCGATT MGB-3，5端用 FAM

标记，3端用 MGB 标记。以上引物及探针均由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.3  质粒标准品制备 

实验室前期研究工作中，已经构建出 MCRV VP11

的 pMD-19T 载体质粒作为标准品(储旭等, 2023)，使

用无菌水将质粒浓度调整为 1.0×109 copies/µL。 

1.4  RNA 标准品制备 

用上述质粒作为模板，以含有 T7 启动子序列的

引物进行扩增，获得的目的片段作为体外转录制备双

链 RNA (dsRNA)模板。随后采用 T7 体外转录试剂盒
in vitro Transcription T7 kit (for siRNA Synthesis) 
(TaKaRa)，按表 1 反应体系进行转录，制备含有

MCRV VP11 部分片段的 dsRNA 标准品。 

 
表 1  体外转录 RNA 体系 

Tab.1  Reaction system for RNA transcription 

组分 
Component 

使用量 
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 

 
使用 NanoDrop One 核酸分析仪(Thermo, 美国) 

检测 dsRNA 初始浓度，并计算 dsRNA 标准品的浓度，

计算公式(刘红波等, 2020)：dsRNA 浓度(copies/µL) = 

dsRNA 单位体积的质量(g/µL)/dsRNA 分子量(g/mol)× 

(6.02×1023 copies/mol)，dsRNA 分子量=2×340×nt (nt，

RNA 碱基数)。调整 dsRNA 初始浓度，并按照 10 倍

浓度梯度进行系列稀释，制备标准品。随后，用反转

录试剂盒对上述系列稀释的 dsRNA 进行反转录，将

获得的 cDNA 样品作为后续 qRT-PCR 模板。 
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1.5  TaqMan-MGB qRT-PCR 体系及相关参数优化 

以含 VP11 基因的标准品质粒为模板，使用不同

终浓度的引物 VP11-F、VP11-R 以及探针 VP11-P(浓

度范围均为 0.1~0.6 μmol/L)进行 qRT-PCR，优化上、

下游引物及探针的最佳浓度[获得最小的 Ct 值(cycle 

threshold)]，并通过设置梯度退火温度(58~65 ℃)，优

化退火温度，由此建立最佳反应条件并确定最佳反应

程序。 

1.6  标准曲线的制作和引物扩增效率的计算 

以稀释后的标准品质粒(1×109~1×101 copies/μL)

为模板，每个浓度梯度样品设置至少 3 次重复，以建

立的 qRT-PCR 最佳的反应体系和反应程序进行 PCR

扩增，制作标准曲线，并生成对应的线性方程和回归

系数。依据线性方程的斜率计算引物的扩增效率，同

时，利用统计学方法计算每个梯度的 Ct 值的变异系数

(CV)，从而评估检测样品的重复性和稳定性。 

1.7  TaqMan-MGB qRT-PCR 方法的灵敏性 

在标准品质粒 10 倍系列稀释的基础上，进一步

制备 5.0、2.5 和 1.0 copies/µL 标准品质粒。基于扩增

的 Ct 值(y)相对于质粒模板起始浓度(x)的标准曲线，

明确 TaqMan qRT-PCR 检测方法以 cDNA 为模板时对

MCRV 的分析灵敏度；基于扩增的 Ct 值(y)相对于

RNA 模板起始浓度 (x)的标准曲线，明确 TaqMan 

qRT-PCR 检测方法以 RNA 为模板时对 MCRV 的分析

灵敏度。 

1.8  qRT-PCR 方法的特异性 

为检测该方法的特异性，以携带 MCRV 的鳃组

织样本(3 个)作为阳性对照，健康青蟹(无 MCRV)鳃组

织 cDNA 样本作为阴性对照，使用甲壳类动物常见病

原核酸样本(包括 MCDV 感染阳性青蟹鳃组织 cDNA

样本，WSSV、DIV1、EHP 及副溶血弧菌的 DNA 样

本)进行 qRT-PCR，分析该检测方法的特异性。 

1.9  TaqMan-MGB qRT-PCR 方法的应用 

为评估该检测方法的实用性并统计 MCRV 对某

养殖场蟹苗的感染状况，使用本研究建立的检测方法

对 2024 年 3 月采集自浙江宁海的 14 份蚤状幼体样本

进行 MCRV 检测，同时，利用 SYBR Green qRT-PCR

法(储旭等, 2023)检测样本中的 MCRV，比较 2 种方法

的检测结果。 

2  结果 

2.1  制备 VP11 标准品 dsRNA 

以 VP11 的 pMD-19T 载体质粒作为模板，使用

引物 VP11-dsRNAF 和 VP11-dsRNAR 进行 PCR 扩增，

得到一条长度约为 398 bp 的条带(图 1)，与预期条带

大小相符。回收的 DNA 片段经 T7 体外转录试剂盒

合成 dsRNA 后，经微量分光光度计测量，dsRNA 的

浓度为 263.71 ng/µL，经计算可得 VP11 片段的 dsRNA

拷贝数为 5.87×1011 copies/μL，随后，将 dsRNA 拷贝

数调整至 1.0×1010 copies/μL。 
 

 
 

图 1  VP11 片段的扩增 
Fig.1  The results of target fragment obtained from PCR 

M：Marker；1：扩增的 DNA 片段。 
M: Marker; 1: The amplified DNA fragment. 

 

2.2  优化 TaqMan-MGB qRT-PCR 体系 

通过对引物和探针浓度、引物退火温度的优化，

确定最佳反应体系为 20 μL：Premix Ex Taq (Probe 

qPCR) 10 μL，VP11-F 和 VP11-R 各 0.4 μL (10 

μmol/L), VP11-P 0.4 μL (10 μmol/L), ROX 0.4 μL，

DNA 模板 2 μL，ddH2O 6.8 μL。最佳反应程序：95 ℃

预变性 3 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共计 40 个循环。 

2.3  以质粒标准品为模板时 qRT-PCR 的标准曲线

及灵敏度 

采用浓度为 1×108、1×107、1×106、1×105、1×104、

1×103、1×102、1×101 copies/µL 的质粒制作标准曲线

(图 2)，线性方程为 Ct = –3.242X + 40.442 (其中，X 为

质粒拷贝数的对数)，该线性方程的回归系数 R2 为 0.998，

说明标准曲线上各点值具有良好的线性关系，并且基于

标准曲线斜率计算的引物扩增效率为 103.416%，该值
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处于该类反应的最优范围内(95%~105%)。统计分析得

到，Ct 值变异系数处于 0.2%~1.4%之间，说明该检测

方法具有良好的稳定性和重复性(表 2)。 

将浓度为 5.0、2.5 和 1.0 copies/µL 的标准品质粒

作为 qRT-PCR 模板以确定该检测方法的灵敏度，结

果如图 3 所示。质粒浓度为 10.0 copies/µL 时，样品

间重复性很好，且检测值仍在标准曲线的线性范围内，

表明该检测方法最低可精确定量 10 copies/反应。当

质粒浓度为 5.0 copies/µL 和 2.5 copies/µL 时，样品间重

复性较好，但已不在线性范围内，不适用于样品的绝

对定量。尽管如此，这 2 个梯度质粒样品均能获得 

 
 

图 2  MCRV 质粒标准品的标准曲线 
Fig.2  Standard curve of MCRV plasmid standards 

 
表 2  MCRV 质粒标准品的 Ct 值及变异系数 

Tab.2  The Ct values of MCRV plasmid standards and coefficient of variation 

拷贝数 
Copies/μL 

Ct 平均值 
Means 

标准差 
SD 

变异系数 
CV/% 1 2 3 4 

1.00×108 15.508 15.370 15.033 15.199 15.278 0.206 0.014 

1.00×107 17.672 17.591 17.616 17.630 17.627 0.034 0.002 

1.00×106 20.973 20.849 20.771 20.923 20.879 0.088 0.004 

1.00×105 24.014 24.179 24.150 23.940 24.071 0.113 0.005 

1.00×104 27.984 27.987 27.479 27.698 27.787 0.246 0.009 

1.00×103 30.300 30.438 30.412 30.640 30.447 0.142 0.005 

1.00×102 33.736 34.069 33.939 33.768 33.878 0.155 0.005 

1.00×101 36.351 35.824 36.487 35.769 36.107 0.364 0.010 

0.50×101 37.027 36.967 37.158 37.184 37.084 0.104 0.003 

0.25×101 37.699 37.939 37.542 37.580 37.690 0.179 0.005 

1.00×100 38.757 39.089 36.818 38.008 38.168 1.007 0.026 

 

 
 

图 3  质粒标准品的扩增曲线和灵敏性分析 
Fig.3  The amplification curves and detection sensitivity analysis for MCRV plasmid standards produced by qRT-PCR 

A 图中 1~8 号质粒标准品浓度分别为 1×108、1×107、1×106、1×105、1×104、1×103、1×102 和 1×101 copies/μL； 

B 图中 1~4 号标准品质粒浓度为 10.0、5.0、2.5 和 1.0 copies/μL。 
In panel A, the concentrations of standard plasmids in samples 1–8 are 1×108, 1×107, 1×106, 1×105, 1×104, 1×103, 1×102 and 

 1×101 copies/μL, respectively. In panel B, the concentrations of standard plasmids  
in samples 1–4 are 10.0, 5.0, 2.5 and 1.0 copies/μL. 
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扩增曲线，表明仍可用于病毒的定性检测，灵敏度高

达 2.5 copies/反应。 

2.4  以 RNA 为模板时 qRT-PCR 的标准曲线和灵敏度 

以 10 倍梯度稀释的 RNA 标准品作为模板进行

qRT-PCR，结果如图 4 所示。该方法对 RNA 标准品

的最低检测浓度为 1×101 copies/反应。利用 1×109、 

1×108、1×107、1×106、1×105、1×104、1×103、1×102、

1×101 copies/µL 浓度的 RNA 制作标准曲线，其线性 

方程为 Ct = –3.189X + 41.344 (其中，X 为 RNA 拷贝

数的对数)，R2=0.998，说明该方程具有良好的线性关

系；由标准曲线斜率计算出的扩增效率为 105%，介

于最优值范围内(95%~105%)；利用统计学方法分析

得到 Ct 值变异系数处于 0.07%~0.98%之间，说明该

检测方法具有良好的稳定性和重复性(表 3)。 

2.5  特异性分析 

以 MCRV、MCDV、WSSV、DIV1、EHP 及副

溶血弧菌核酸样品作为模板进行 TaqMan-MGB 

qRT-PCR 实验，如图 5 所示，MCRV 样品出现扩增，

其他样品均未出现可见的扩增曲线，说明该检测方法

特异性强，未与以上病原发生交叉反应。 
 

 
 

图 4  以 RNA 标准品进行 TaqMan qRT-PCR 生成的扩增曲线(A)和标准曲线(B) 
Fig.4  The amplification curves (A) and standard curve (B) of TaqMan qRT-PCR using RNA standard samples 

1~9 号 RNA 标准品浓度分别为 1×109、1×108、1×107、1×106、1×105、1×104、1×103、1×102 和 1×101 copies/μL。 
Concentrations of RNA standard in samples 1–9 are 1×109, 1×108, 1×107, 1×106, 1×105, 1×104, 1×103, 1×102 and 1×101 copies/μL, respectively. 

 

表 3  MCRV RNA 标准品的 Ct 值及变异系数 
Tab.3  Ct values and variation coefficient of MCRV RNA standards 

拷贝数 
Copies/µL 

Ct 平均值 
Mean 

标准差 
SD 

变异系数 
CV/% 1 2 3 

1×109 12.393 12.293 12.190 12.292 0.083 0.674 

1×108 15.573 15.569 15.545 15.562 0.012 0.079 

1×107 19.013 19.003 18.838 18.951 0.080 0.423 

1×106 22.813 22.777 22.547 22.712 0.118 0.519 

1×105 25.954 25.899 25.776 25.876 0.074 0.288 

1×104 28.766 28.761 28.666 28.731 0.046 0.160 

1×103 31.976 31.909 31.778 31.888 0.082 0.258 

1×102 35.321 35.103 34.510 34.978 0.343 0.980 

1×101 37.678 37.554 37.553 37.595 0.059 0.156 
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2.6  TaqMan-MGB qRT-PCR 检测青蟹苗种 MCRV

感染情况 

应用本研究建立的 TaqMan-MGB qRT-PCR 方法

对采集的 14 份样品进行 MCRV 检测，如表 4 所示。

检出阳性样品 11 份，阳性检出率为 78.57%；利用

SYBR Green qRT-PCR 方法检测到 8 份 MCRV 阳性

样品，检出率为 57.14%。上述结果表明，本研究中

以 VP11 为靶标建立的 TaqMan-MGB qRT-PCR 方法

在灵敏性方面更具有优势。 

3  讨论 

养殖虾蟹苗种携带特定病原可导致养殖后期疾

病暴发，其潜在危害尤为严重(刘顺等, 2022; 许杰等, 

2018)。净化虾蟹苗种的特定病原，从源头上控制病

原传播，已成为当前虾蟹疾病防控的共识(董宣等 , 

2025)，建立高灵敏性病原检测方法是确保苗种无特

定病原携带的前提条件。本研究基于 MCRV 高表达

基因 VP11，建立了 TaqMan-MGB qRT-PCR 检测方法， 
 

 
 

图 5  MCRV 特异性实验结果 
Fig.5  The results of MCRV-specific assay for primers used in qRT-PCR 

1~3：MCRV 阳性样品；4：MCDV 阳性青蟹鳃组织 cDNA 样品；5：WSSV DNA 样品；6：DIV1 DNA 样品； 

7：EHP DNA 样品；8：副溶血弧菌 DNA 样品。 
1–3: MCRV positive controls; 4: The cDNA sample from MCDV-infected gills of mud crab; 5: WSSV DNA sample;  

6: DIV1 DNA sample; 7: EHP DNA sample; 8: Vibrio parahemolyticus DNA sample. 
 

表 4  TaqMan-MGB qRT-PCR 和 SYBR Green qRT-PCR 检测青蟹苗种 MCRV 感染情况 
Tab.4  Detecting of MCRV infection in S. paramamosain seedlings by TaqMan-MGB qRT PCR and SYBR Green qRT-PCR 

样品编号 
Sample No. 

样品类型 
Sample type 

TaqMan qRT-PCR 
检测结果 Tested results 

SYBR Green qRT-PCR 
检测结果 Tested results 

2024032600801 蚤Ⅰ期 Zoea stage Ⅰ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032600802 蚤Ⅰ期 Zoea stage Ⅰ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032600803 蚤Ⅰ期 Zoea stage Ⅰ 阴性 Negative 阴性 Negative 

2024032600804 蚤Ⅰ期 Zoea stage Ⅰ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032600805 蚤Ⅰ期 Zoea stage Ⅰ 阴性 Negative 阴性 Negative 

2024032600901 蚤Ⅱ期 Zoea stage Ⅱ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032600902 蚤Ⅱ期 Zoea stage Ⅱ 阴性 Negative 阴性 Negative 

2024032600903 蚤Ⅱ期 Zoea stage Ⅱ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032600904 蚤Ⅱ期 Zoea stage Ⅱ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032601001 蚤Ⅳ期 Zoea stage Ⅳ 阳性 Positive 阴性 Negative 

2024032601002 蚤Ⅳ期 Zoea stage Ⅳ 阳性 Positive 阴性 Negative 

2024032601003 蚤Ⅳ期 Zoea stage Ⅳ 阳性 Positive 阴性 Negative 

2024032601101 蚤Ⅴ期 Zoea stage Ⅴ 阳性 Positive 阳性 Positive 

2024032601102 蚤Ⅴ期 Zoea stage Ⅴ 阳性 Positive 阳性 Positive 



236 渔   业   科   学   进   展 第 46 卷 

 

该方法特异性强、灵敏性更高，能很好地满足青蟹苗

种 MCRV 检测的需要。 

目前，双重巢式 PCR (申亚阳等, 2017)、逆转录

PCR (RT-PCR) (Guo et al, 2008)、逆转录环介导等温

扩增技术(RT-LAMP) (熊娟, 2011)、逆转录环介导等

温扩增–侧流层析试纸条法(RT-LAMP-LFD) (王莹莹, 

2021)等技术已被应用于 MCRV 的检测，这些检测方

法大多选择 VP1 或 VP6 作为靶标序列。这 2 个基因

虽然保守性好，但表达水平相对较低，在一定程度上

会限制活体内病毒检测的灵敏性。本实验室前期曾对

青蟹体内 MCRV 的 13 个基因的表达水平进行检测，

结果显示，VP11 基因表达量最高。因此，基于 VP11

基因序列设计引物和探针，能够在样品靶标序列含量

上提高 MCRV 检测方法的灵敏性。此外，与传统

TaqMan 探针相比，TaqMan-MGB 探针具备更明显的

优势，该探针需要的碱基序列更短，意味着在目标序

列中可选择的范围更广泛，降低了探针设计难度，在

不增加碱基数的情况下将探针的退火温度提高了约

10 ℃，进一步提高了扩增的特异性，并且 MGB 探针

在错配碱基的识别和信噪方面的表现也都优于其他

探针(党悦旖等, 2023; Zhou et al, 2023)。本研究以

MGB 探针为基础建立了苗种 MCRV 检测方法，提高

了扩增特异性和灵敏性。  

qRT-PCR 因其检测灵敏性高，特异性强和稳定

性好等特点，已成为实验室病原检测的主流技术

(Espy et al, 2006)。针对 MCRV 定量检测，崔亚婷

(2015)早期建立了一种 TaqMan qRT-PCR 检测技术，

但作者对该检测方法的灵敏性和特异性均未进行深

入探究。本课题组曾针对青蟹种蟹筛选建立了一种基

于 SYBR Green qRT-PCR 的 MCRV 检测方法，其精

确定量下限为 50 copies/反应。但该方法用于青蟹苗

种 MCRV 检测，灵敏性稍显不足。为此，本研究基

于高表达靶标基因和 TaqMan-MGB 探针技术建立新

的 MCRV 定量检 测方 法，其 精确 检测下 限为

10 copies/反应。与目前存在的 MCRV qRT-PCR 相比，

病毒精确定量的灵敏度显著提高(储旭等, 2023)。此外，

以质粒作为模板时，该检测方法对 2.5 copies/反应(理

论值)的样品量仍有较好的扩增曲线(无法准确定量)，

表明该检测方法的定性检测下线已接近理论值

(1 copies/反应)，提示该检测方法灵敏度非常高，达

到了 qRT-PCR 检测方法的理想水平。 

评估检测技术的特异性是新建检测方法应用的

必要条件。除 MCRV 外，MCDV、WSSV、DIV1 及

副溶血弧菌也是养殖青蟹的常见病原。为了分析该检

测方法的特异性，本研究制备了上述病原的组织核酸

或病原核酸样品。此外，考虑到对虾巨大的养殖规模

以及与青蟹存在混养模式(农业农村部渔业渔政管理

局等, 2024; 熊建华等, 2021)，本研究也制备了对虾常

见病原 EHP 的组织核酸样品，用于该检测方法的特

异性评估。研究结果显示，以 MCDV、WSSV、DIV1

和 EHP 感染组织核酸及副溶血弧菌核酸样品作为扩

增模板进行 TaqMan-MGB qRT-PCR 检测，均未出现

特异性扩增，表明该检测方法特异性强，上述病原的

存在不影响该检测方法的检测结果。 

为进一步验证该检测方法的实用性并了解苗种

的 MCRV 感染情况，使用该检测方法对采自浙江宁

海某青蟹孵育场的 14 份蚤状幼体样本进行 MCRV 检

测。检测结果显示，14 份样品中有 11 份检出阳性，

MCRV 感染率为 78.57%。与此同时，本研究还开展

了对比实验，使用 SYBR Green qRT-PCR 方法检测上

述核酸样品，发现 14 份样品中共检出 8 份阳性。表

明本研究建立的 TaqMan-MGB qRT-PCR 检测方法灵

敏性更强，能更好地避免假阴性苗种上市。病原检测

结果同时也表明，青蟹苗种 MCRV 感染较为普遍，

携带 MCRV 的苗种进入养殖池塘会导致青蟹陆续死

亡，这很可能是当前养殖青蟹单产低下的主要原因。 

综上所述，本研究建立了一种针对 MCRV 的

TaqMan- MGB qRT-PCR 定量和检测方法，该方法稳

定性好、特异性强、灵敏性高，特别适用于青蟹苗种

MCRV 的检测，为青蟹 SPF 苗种生产提供了技术支

撑。此外，该检测技术还可用于青蟹苗种病毒定量，

在分析 MCRV 感染规律及其在繁育阶段的传播方式

研究中展示了良好的应用前景。 
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Establishment and Application of MCRV Detection Method for 
Larvae of Mud Crab, Scylla paramamosain 

JIN Xiyu1,2, LI Shouhu1, WU Yue1, CHU Xu1, WANG Wei1, FANG Wenhong1, LI Xincang1①
 

(1. Key Laboratory of Aquaculture on Saline-Alkaline Land, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,  
East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai  200090, China;  

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

Abstract    Mud crab reovirus (MCRV) present in Scylla paramamosain larvae poses notable risks to 

the late stage of mud crab aquaculture. The cultivation of MCRV-free larvae and prevention of virus 

transmission at its source have become critical issues that must be urgently addressed in mud crab 

aquaculture. Owing to the low viral load in fertilized eggs and larvae of mud crabs, we attempted to 

establish a more sensitive detection method for MCRV. Most of the current MCRV detection methods are 

based on the VP1 and VP6 genes of MCRV, which limit the sensitivity of detection methods owing to the 

low expression of these two genes. Our previous studies found that detection sensitivity was significantly 

improved by using VP11 as the target gene because VP11 is the highest expression gene of MCRV in mud 

crabs. In addition, compared with SYBR Green qRT-PCR, TaqMan-MGB qRT-PCR typically has higher 

sensitivity in theory. Therefore, in this study, we selected the highly expressed VP11 of MCRV as the 

target gene, designed specific primers and TaqMan-MGB probes, and established a qRT-PCR detection 

method suitable for MCRV in mud crab larvae by optimizing the reaction system and procedure, using 

standard plasmid and RNA as the templates. The final reaction components were as follows: 10 μL 

Premix Ex Taq (Probe qPCR), 0.4 μL VP11-F (10 μmol/L), 0.4 μL VP11-R (10 μmol/L), 0.4 μL VP11-P 

(10 μmol/L), 0.4 μL ROX, 2 μL DNA template, and 6.8 μL ddH2O. The final procedure was as follows: 

Initial denaturation at 95 ℃ for 3 min, followed by 40 cycles of 95 ℃ for 10 s and 60 ℃ for 30 s. The 

results showed a good linear relationship between the log value (starting quality, Sq) and number of 

reaction cycles within the range of 1×108 – 1×101 copies/µL of standard plasmids (or dsRNA). Standard 

plasmids or dsRNA can be accurately quantified with a minimum of 10 copies, and the minimum 

theoretical detection limit is 2.5 copies/reaction of standard plasmids. The coefficients of variation of this 

detection method for plasmid and dsRNA samples were 1.4% and 0.98%, respectively, showing good 

repeatability and stability. When MCRV, MCDV, WSSV, DIV1, EHP, and Vibrio parahaemolyticus 

nucleic acid samples were used as templates for MCRV detection, no specific amplification was observed 

except for MCRV samples, indicating that this detection method is highly specific for MCRV. To further 

validate the practicality and sensitivity of TaqMan-MGB qRT-PCR, 14 batches of mud crab larvae with 

suspected MCRV infection were detected using this method, and SYBR Green qRT-PCR method was also 

used to analyze the samples simultaneously. The MCRV detection rate of the former was 78.57%, and the 

latter was only 57.14%, indicating that TaqMan-MGB qRT-PCR has a higher sensitivity than the SYBR 

Green method. These findings indicate that the newly established detection method has strong specificity 

and stability, as well as higher sensitivity. This detection method can be applied to screening MCRV in 

mud crab larvae at different developmental stages and provide technical support for the production of 

MCRV-free mud crab seedlings.  

Key words    Scylla paramamosain; MCRV; Detection method; TaqMan qRT-PCR; Larvae 
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