
水产养殖病害检测系列试剂盒 Q&A：

1、肝胰腺坏死是哪种病原体导致的？华峰公司的 EMS 检测试剂盒是检测的哪

种病原体？

答：肝胰腺是对虾的重要器官，有多种不同病因可以引起肝胰腺坏死，具体病因

要根据具体情况判断。急性肝胰腺坏死综合症/病（英文缩写 AHPNS/AHPND，

又名“早死病”（英文缩写 EMS）或“偷死病”）是近几年爆发频繁的一种对

虾肝胰腺疾病，据报道 AHPND 或 EMS 是由一种能产生名为 Pir 毒素的弧菌导

致的，我公司的 EMS 检测试剂盒既是检测能产生 Pir 毒素的 pirA 基因的试剂盒。

2、样品为泥沙，取样多少合适？

答：泥沙对核酸提取的干扰非常大，且一般情况下泥沙中病原体含量较低，要从

泥沙中提取足量的病原体核酸难度非常大，目前我们正在研发针对泥沙样本进行

核酸提取的试剂盒。

3、样品为养殖水可以检测吗？

答：水中病原体含量极低，常规采样方法很难检出，具体哪些样品或哪些病原体

类型可以检测，由样品和病原体类型或其它性质决定。净化的水或海水可以通过

微孔滤膜在蠕动泵作用下抽压过滤，浓缩富集其中的细菌类或寄生虫类病原体

（例如 EHP、EMS 等），然后对微孔滤膜进行核酸提取并进行 qPCR 检测，实

现对水中极微量细菌类或寄生虫类病原体的检测。普通养殖水由于富含藻类、虾

粪便、饲料残渣等，使用微孔滤膜过滤时容易发生堵塞，很难起到浓缩富集效果，

目前还没有很好的浓缩富集方法。

4、细菌&弧菌(BNV)核酸检测试剂盒需要做阴阳对照吗？

答：不管是哪种试剂盒，我们都建议做阴阳对照。



5、把复溶液那些试剂放在冰箱里边保存可以吗，会不会对实验有影响？

答：不会，下次使用前需要室温解冻一下，不过冷藏可能会有沉淀产生，建议还

是按照说明书，室温储存就行。另外复溶后的阳性对照管需要放在-20℃保存；

未拆封的离心柱可以室温阴凉处保存，冷藏储存效果更佳；已拆封的离心柱于一

定要冷藏，在 2~8℃中储存。

6、忘了上机前离心了，实验已经开始了，能不能停下来上离心机？

答：不可以。

7、冻干阳性对照是不是加入 50ul 超纯水复溶里面白色固体？

答：是的，复溶后的阳性对照管需要放在-20℃保存。

8、华峰公司目前有检测哪些弧菌的试剂盒？

答：目前有哈维氏弧菌、副溶血弧菌、霍乱弧菌、溶藻弧菌，我们也可以根据客

户需求定制，大概需要两周时间。

9、细菌&弧菌(BNV)核酸检测试剂盒里面的弧菌是包含了哪些弧菌？

答：鳗弧菌、创伤弧菌、哈维氏、霍乱、溶藻、副溶血、拟态、美人、病深海鱼、

杀鲑、杀对虾、灿烂、鱼肠道、费氏、坎贝氏。这些常见的弧菌都可以检，河流

弧菌除外。

10、取样过多过少有什么影响吗？

答：取样过多，可能会导致裂解不充分，也有可能导致提取到的核酸过多抑制

PCR 反应；取样过少就有可能提取到的病原体核酸过少，低于检测极限检测不

出来。

11、处理粪便和动物组织一样吗？

答：前处理不一样的。具体操作说明书都有写。



12、粪便是不能带多余的水分的吗？

答：带点水也没关系，粪便本来就从养殖水中捞出来的，多少都会沾点水。

13、细菌&弧菌(BNV)核酸检测试剂盒，这个是测比值的还是能够测出两个的

具体值？

答：不是比值。是两个病原体的具体浓度。具体操作和单重的差不多，只是在样

本设置时总菌目标基因选择 FAM，弧菌选择 HEX。

14、取样 200mg 在离心管里面大概有多少？

答：在 1.5ml 离心管中，大概 1.5~2 厘米高。

15、HPV 的检测试剂测的是什么？

答：对虾肝胰腺细小病毒（HPV）。

16、检测试剂的灵敏度是多少？

答：检测限 1~2 个拷贝。

17、下图细菌&弧菌二重检测试剂盒的检测结果合理吗，阴性对照总菌有拐点，

弧菌却没有。

答：正常的，这个试剂盒 FAM 通道细菌总数阴性对照 CT≥28、阳性对照 CT≤30；

HEX 通道弧菌阴性对照 CT≥45、阳性对照 CT≤30。



18、试剂盒（EMS-P/EHP-18S）的说明书弄丢了，用试剂盒（EHP/EMS）的

说明书进行操作导致结果误检。

答：如果看着说明书操作的话，我们建议看一下试剂盒名称和说明书的名称是否

一致，以免导致误检。

19、不同批号的病原体核酸检测试剂盒的标曲是否共用？

答：是的。

20、红料、黑料取样量多少？

答：10mg.

21、如果只检测 EMS，但是阳性对照可用 EHP 的试剂做吗？

答：不可以，阳性对照的作用是检测试剂有没有失效或者检测试剂的性能，检测

EMS，用 EHP 做阳性对照没有意义。



1、使用报告系统打印时，弹出这个界面，怎么回事？

答：把实验文件样本设置那里的 18S 改成 EHP-18S。使用报告系统时要保证下

图中的检测项目和样本设置时的基因名称一致，大小写也要一致，如果不一样的

话就会出现“数据中存在未设置的目标基因 18S”这种情况。

关于报告系统 Q&A：



2、使用报告系统打印实验结果时，出现以下情况的原因？

答：打印报告时不能打印阴阳对照的结果，取消选择阴阳对照的孔号即可。

3、实验报告系统打印时，弹出“标记的孔与非未知样本的孔不能打印或预览，

请选择其他的孔”的界面，原因是什么？

答：阴阳性对照的样本名称不能和待测样品的样本名称一致，修改一下阴阳性对

照的样本名称即可。



1、IHHNV 检测结果是阴性还是阳性？仪器有没有问题？

答：当扩增曲线异常或者 CT 值具有可疑性时，建议结合原始曲线和实时荧光判

读结果，下图是阴性结果。这不是仪器分析有问题，出现这种情况的因为是 PCR

管内有细微气泡影响导致的，那些气泡没有完全去除就会导致曲线呈现出这样子

的形状，出现这样的曲线的时看一下原始曲线和实时荧光，只要确定它没有扩增，

不是阳性的，调一下阈值线就行。

关于检测结果 Q&A：



以下几种情况是阴性的，调整一下阈值线就可以解决此类问题。

（1）



（2）



（3）



（4）

注意：平常做检测不做阴阳对照的话，建议经常检测的项目每隔半个月一定要做阴阳对照（阴

性对照检查检测环境是否有无被污染；阳性对照检查检测试剂是否有效）。



2、这个结果有问题吗，这是检测饲料的。

答：从原始曲线图来看，没有问题，就是阳性的，即检测样品携带胞子虫病原体。

3、第一次 ct 为 39，第二次阴性，第三次 ct42 多，能判断是阳性吗？

答：可以，是弱阳性的。

4、CT 值什么，有单位吗？

答：CT 值没有单位，CT 值从基线到指数增长的拐点所对应的循环次数，用于判

读 PCR 扩增快慢的数值，CT 越小，扩增速率越快，说明病原体含量越高。



5、这个图是不是说明核酸存在抑制物啊？还是仪器没调好啊，机器空跑了一段。

答：前面几个循环有波动的话一般都是受细微的气泡影响的。上机前做 20~30

秒简短离心去除气泡。（注意：离心结束后再注意观察管内还有无气泡）

6、像这样的小起峰，一般是什么意思？

答：提取到的病原体核酸含量极低，几个拷贝这样子，就会出现这样的曲线，一

般 CT 值接近 38 点多，39 点多这样我们都是建议复检一次。

7、为什么检测结果没有浓度值？

答：要看浓度值的话得先导入标准曲线。

8、第一次检测 ct 值为 39，第二次检测阴性。为什么差异怎么大？

答：原因①可能第二次复检的时候样品核酸降解了，没有提取到病原体就会出现



阴性结果。②与取样有关，病原体浓度低时不是每尾虾都感染了病原体，第一次

抽到阳性虾苗，第二次抽到阴性虾苗，就会出现这种结果。（注意：复检的时候重

新提取核酸用于检测，第一次提取的核酸保存不当或者提取出来的时间过长核酸降解了会导

致结果误检）

9、前几天检测虾苗胞子虫阴性，几天后检测出阳性，是什么原因？

答：①虾苗体内的 EHP 含量不高，低于检测限，几天后含量变高，高于检测限，

可以检测到；②养殖池残留 EHP，养殖一段时间后被检测出；③个别虾苗携带

EHP，一开始取样阴性个体，未检测出，几天后取样到阳性个体；④与操作有关

系，操作不当可能导致未提取到病原体核酸。

10、实验结果扩增曲线空白的原因？

答：实验过程中电脑休眠就会导致实验结果扩增曲线空白。可用 U 盘从仪器上

拷贝实验文件到电脑上看结果。（注意：取消电脑休眠状态，防止下次出现这种情况）

11、怎么定量分析病原体含量？

答：导入我司提供的对应标准曲线即可定量分析病原体含量。

12、导入标准曲线怎么看浓度值？

答：仪器上浓度值是采用科学计数法的形式呈现，例如 3.077E-02 即表示

“3.077x10-2”或“0.03077”，3.077E+02 即表示“3.077x102”或“307.2”，

单位是 copies/ul，意思是每微升含有 3.077x10-2 个或者 3.077x102 个病原体。

13、界面弹出同名文件的原因？

答：实验文件同名，将仪器上的文件名称重命名再拷贝到电脑上看实验结果。



14、扩增曲线与 CT 值数值不符，什么原因造成的？

答：结合运行监控和原始曲线图来看，CT 值应处于接近 40 左右，这是软件处

理数据的问题，线做的不好的话就容易导致这种情况发生，出现这种情况建议结

合原始曲线判读结果。



15、这是什么结果？

答：受气泡影响曲线不太美观，但结合原始曲线和运行监控来看，实验结果没有

异常，但 ct 为 39 点多了建议复检一下。



关于仪器 Q&A：

1、试验完以后仪器如何保养的？

1）正常实验结束后的清洁/消毒：

①实验正常结束，等待 3分钟以上，待仪器温度降低后再打开仪器，及时丢弃使

用过的 PCR 管，不可打开 PCR 管，防止管中 DNA 逸出，仪器使用完毕关闭电源之

后，用防尘罩罩住仪器，减少灰尘进入仪器。

②每天实验完成之后，可以用紫外灯对 PCR 实验室照射照射消毒 30-60min。

③定期清理清洁仪器，关闭电源，用脱脂棉签沾少量 70%酒精小心擦拭加热模块，

擦拭完待酒精完全挥发之后才能接通电源，仪器的外表面可以用干净抹布擦拭。

2）发生意外情况紧急处理：实验后打开热盖如发现以下情况：PCR 管爆管、开

盖、变形；PCR 管管盖并行，打开；或有扩增试剂洒在仪器加热仓表面或者加

热孔里面，应立即进行以下操作：

①戴手套，将 PCR 管先装进自封袋，将自封袋口封住。

②更换手套，使用干棉签将洒落的液体吸走，注意此过程棉签不要进行涂抹，以

免扩大污染面积。再使用棉签蘸取纯水（棉签湿润即可）对污染区域进行清洁（清

洁 3-5 次）。

③用棉签蘸取擦拭污染区域，并打开实验室窗户、门对实验室进行通风。

④通风 12 小时后，应先在扩增间将纯净水倒在瓶盖里，暴露 30min 后，以此为

模板，直接加入到配制好的（10 人份）扩增试剂中，上机检测，结果全为阴性，

即可进行正常实验，如有阳性，则初步判定为实验室污染，需深度消除污染后再

做正常样本检测。

2、换主机需要重新安装软件吗？

答：需要，将安装包拷贝到 U 盘上，换完主机后再将安装包拷贝到电脑上重新

安装。



3、做完实验把 PCR 试剂管从仪器上拿下来，发现试剂管变形了，这是什么情

况？

答：检测量少于 4 管的时候，在仪器四个角也要放空的试剂管用于支撑，在仪器

运行过程中，为防止反应试剂蒸发，顶盖加热至 105℃并有一定下压力压住 PCR

管盖，如果 PCR 管数量少于 4 管，管子难以承受压力从而被压扁。

4、这个机器是新装不久的，客户那边的检测员反馈，放试剂进去检测，荧光一

直都是不会从零开始走，一直都是几条线一起从上面一直降下来，这种情况是怎

么回事？客户那边有五六台仪器，用旧的仪器就不会出现这种情况，唯独这台新

的就有这种问题。

答：厂家说这种情况不影响结果判读。



5、每次做完，看运行曲线是这样的，怎么回事呢？

答：从原始曲线来看曲线没有扩增（呈水平线）是阴性结果。这种情况是仪器问

题导致扩增曲线异常。


