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摘要! 运用 $&64分型和 8"S分型分子方法研究患病的海水鱼类体内和海水环境的 434 株

哈维氏弧菌的分子遗传多样性% 结果显示!从 43 个 $&64引物中发现只有 6L2 引物的分辨

率和重复性较好!出现 47 条不同 $&64条带!在相似度 07N下!434 株哈维氏弧菌可以分为

4: 种不同型& 8"S分型出现 23 条不同的条带!在相似度为 93N的情况下!可以把 434 株哈维

式弧菌分 47 种不同的型& 综合 $&646L2 和 8"S分型!发现在相似度 73N下!434 株哈维氏

弧菌可分 4: 种型% 综合 $&64和 8"S分型数据可以很好地克服各自的缺点!得到更加准确

的分型结果%

关键词! 哈维氏弧菌& 海水鱼类& 8"S分型& $&64分型

中图分类号! F1//& *1481955555555 文献标志码'&

55随着水产养殖规模扩大和全球气候变暖"养

殖环境持续恶化"海水养殖中细菌病暴发性流行"

已成为制约全球海水养殖业可持续健康发展的重

要因素"严重制约着海水养殖业的发展' 弧菌病

是海水动物养殖中危害最为严重的病害之一' 该

病呈现传播速度快"病程短的趋势' 哈维氏弧菌

#<2K(2/ 1%(7)32$是引起弧菌病暴发的主要病原"

是一种人&水生动物共感染菌"广泛存在于海水&

近岸浮游生物和海洋动物中% 在水温高于 23 Q

时哈维氏弧菌可以大量繁殖"能够感染多种海洋

脊椎动物和无脊椎动物
(4 6/)

' 该病原菌在世界范

围内都有出现"主要分布在印度&泰国&澳大利亚&

厄瓜多尔及中国等国家和地区% 其危害对象主要

有甲 壳 类
(9 643)

如 凡 纳 滨 对 虾 # @2$/+),%)'*

7%,,%.)2$" 海 水 鱼 如 大 黄 鱼 # @%(2.2#1$13*

#(/#)%$

(44)

& 大 西 洋 棘 白 鲳 # 51%)$/;2+$)('*

C%K)($& 银 色 鲻 # N'J2& #'().% $

(42)

& 虹 鳟

#0,#/(13,#1'*.342**$

(4/)

等'

近年来"哈维氏弧菌病频繁暴发"但防治措

施目前仍不佳' 因此"建立一种简单&快速&可

靠&实用的分型方法已迫在眉睫"这对哈维氏弧

菌病的流行病学研究也有十分重要的意义' 本

研究综合了 $&64分型和 8"S分型两种分子

分型数据对哈维氏弧菌分子遗传多样性进行研

究"为探讨哈维氏弧菌分子多样性提供理论依

据"也为哈维氏弧菌所引起疾病的防控提供

参考'

45材料与方法

!"!#主要试剂

6-$所用试剂购于大连宝生物技术有限公

司%琼脂糖购于 6K:C9:D;:公司%4%&提取试剂盒

购于北京全式金生物技术有限公司%R*8培养

基%2240 培养基%314 9/05'68*缓冲液'

!"9#菌株的培养与基因组 =WG的准备

用于本研究的菌株是采集于广东&海南&广西

等地患病的海水鱼类或是养殖区海水中分离获得

434 株鉴定为哈维氏弧菌#表 4$'
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表 !#哈维氏弧菌详情

$%&"!#T/171'->/)5 4(7%/01-."82&)6*30/1-0%7(1

采集点

A:930;=> A;H2

宿主

;A/0:H2I BC/9

编号

;A/0:H2=G9M2C

$&64和 8"S综合型

$&64:=I 8"SD0GAH2C

广东# , C0:$

EG:=>I/=>

眼斑拟石首鱼

-#2%),/+*/#)&&%$'*

4237&4231&424/&4247&4228&422:&4221&42//&

42/0&4292&4299&4290&4298&429:&4291&4272&

427/&4203&42:0&4212&421/&421:

-4&-2#2$ &-/#2$ &-9&-0&-:&-1&

-43# 9 $ &-42 # 2 $ &-4/ # 2 $ &-49&

-40&-48&-4:#9$

红笛鲷

@'$:%,'**%,J'2,)'*

4243&4244&42/9&42/8&42/:&4273&4274&4279&

4270&4278&4207&4288&42:3&42:4&42:/&42:8&

4213&4219&4217&4210&4218

-2&-1 # / $ & -43& -42& -4/ # 9 $ &

-49#2$ &-40&-48#2$ &-4:#9$

褐篮子鱼

-2J%,'*C'*#)**),*

4248&422/&42/2&4293&420/&42::&4211 -4&-8&-:&-43&-4:#/$

斜带石斑鱼

M+2,)+1)&'*#/2/2;)*

4229&4227&42/3&42/4&4297&4271&4204&4202

-7&-43& -44 # 2 $ & -4/& -49& -40

#2$ &-4:

鲻

N'J2&#)+1%&'*

4208&4281 -42&-4:

绿鳍马面

I%7/;/, *)+$),$(2/,%&2*

42/7 -47

卵形鲳
,

D(%#12,/$'*/7%$'*

4294&427:&4209 -2&-49&-4:

鲈

@%$)/&%K(%6:%+/,2#'*

42:1 -4:

海水

A2:V:H2C

420:&4201&4283 -4&-40&-4:

海南# , C48$

+:;=:=

红笛鲷

@?*%,J'2,)'*

4234&4232&42/1 -4/#2$

星点笛鲷

@'$2%,'**$)&&%$'*O4%Q%42

423/&4239 -4/#2$

褐篮子鱼

-?C'*#)**),*

4238 -4/

斜带石斑鱼

M?#/2/2;)*

4242 -4/

豹纹鳃棘鲈

!&)#$(/+/.'*&)/+%(;'*

4249&4200 -9&-48

军曹鱼

=%#13#),$(/, #%,%;'.

4230&4240 -9&-49

眼斑拟石首鱼

-?/#)&&%$'*

429/&42433 -8&-:

海水

A2:V:H2C

4284&4282&428/&4289 -42&-40#2$ &-4:

广西# , C40$

EG:=>J;

眼斑拟石首鱼

-?/#)&&%$'*

423:&4277&428: -49&-40&-4:

卵形鲳
,

D?/7%$'*

424:&4241&4223 -7&-0#2$

红笛鲷

@?*%,J'2,)'*

4224&4222&42:9&42:7&4214 -8#2$ &-:#2$ &-4:

斜带石斑鱼

M?#/2/2;)*

4220 -4/

海水

A2:V:H2C

4287&4280&42:2&42434 -42&-47&-4:#2$

注!-为菌株型号#出现次数$ "例 -43#2$ "-43 为菌株型号"2 为出现次数'

%/H2A!-B/CHK2AHC:;= 9/I20#H;92A$ "AGDK :A-43#2$ "-43 B/CHK2AHC:;= 9/I20"2 B/CH;92A1

55把保存于 6:3 Q的哈维氏弧菌菌株接种到

已经灭好菌的 R*8液体培养基中在 2: Q的摇床

中培养 42 ?40 K%培养的菌液经革兰氏染色及触

酶检测无污染后"用 4%&提取试剂盒提取菌株

基因组% 并经电泳检测和分光光度计检测纯度

后"保存在 623 Q下备用'

!"B#XEA扩增 %4FA基因检测

分离菌株种的鉴定采用 $/6$基因特异性扩

4794
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增法进行"特异引物按文献 (49)"正向引物 (序

列为 7[7E&&(-&E-&-R-&--E&R7/"反向引物

$序列为 7[7EER(&&E&-R-&R-&E-&7/['

27

!

'反应体系!4%&模板 4

!

'"43 @8GBB2C

#L>

2 H

60GA$217

!

'"I%R6A#各 217 99/05'$417

!

'",J D%E 酶#7 #5

!

'$3127

!

'"引物 各 4

!

'"

II+

2

"补足体系' 扩增条件!19 Q预变性 9 9;=%

19 Q 4 9;="77 Q 4 9;="82 Q 4 9;="/3 个循环%

82 Q再延伸 8 9;=' 反应结束后"取 7

!

'于 4N

琼脂糖电泳检查结果'

!"D#AGX=分析

实验所用的 43 条 $&64随机引物由生工生

物工程#上海$有限公司合成"引物序列见表 2'

对 43 条引物进行筛选"选取最佳引物进行后续分

型实验"$&64扩增反应体系为 27

!

'"反应终浓

度为 4%&模板 4

!

'"43 @8GBB2C#L>

2 H

60GA$217

!

'"I%R6A#各 217 99/05'$417

!

'",J D%E 酶#7

#5

!

'$3127

!

'"引物 4

!

'"II+

2

"补足体系% 扩

增条件为 19 Q预变性 9 9;=% 19 Q /3 A"77 Q /3

A"82 Q 4 9;="/7 个循环% 82 Q再延伸 8 9;='

6-$产物用 417N的琼脂糖在 87 .的电压下电

泳"自动凝胶成像系统拍照"得到电泳图谱"运用

E2076C/ :=:0@U2C分析电泳图"运用 6&*R软件分

析相似性'

!"K#@_b分析

用通用的引物 8/J&4$"对 434 株哈维氏弧

菌进行 8"S76-$扩增% 6-$产物用 417N的琼

脂糖在 87 .的电压下电泳"自动凝胶成像系统拍

照"得到电泳图谱"运用 E2076C/ :=:0@U2C分析电

泳图"运用 6&*R软件分析相关性'

表 9#AGX=PXEA所用引物

$%&"9#X,/+(,1*1(4/)AGX=PXEA

引物

3C;92C

引物序列#7[7/[$

3C;92CA2PG2=D2

参考文献

C2B2C2=D2

L4 E----REE&E (47)

6L2 &&-EEE-&EE (47)

6L/ EE-RE-EER& (47)

6L9 E-EE&EER-- (47)

6L7 -E&-E---RE (47)

6L0 E-ER-E&EEE (47)

-$&22 --E-&E--&& (40)

-$&2/ E-E&R----& (40)

-$&27 &&-E-E-&&- (40)

-$&20 EREE&RE-E& (40)

558"S76-$反应体系为 27

!

'"反应终浓度为

4%&模板 2

!

'"43 @8GBB2C#L>

2 H

60GA$217

!

'"

I%R6A#各 217 99/05'$ /

!

'",J D%E 酶 #7 #5

!

'$3127

!

'"8/J&4$4

!

'" II+

2

"补足体系%

扩增条件为 17 Q预变性 9 9;=% 19 Q / A"12 Q

/3 A"72 Q 4 9;="07 Q : 9;="/7 个循环% 07 Q

再延伸 43 9;='

25结果

9"!#XEA扩增 %4FA基因检测

434 株哈维氏弧菌 6-$扩增后"经电泳可发

现在 /:2 M3 处均出现条带"随机挑取 43 株菌株

条带"测序比对"与哈维氏弧菌的相似度在 17N

以上"进一步证实了 434 株菌均为哈维氏弧菌#图

4$'

图 !#细菌 %4FA基因扩增部分结果

L19:C<2C2333%4 ?231菌株 4234 ?4223'

?/5"!#$'(2%,7-.XEA2,-4*671-.&%67(,/% %4FA5()(

L12333 M3 4%&0:II2C% 4 6231;A/0:H2=G9M2C4234 642231

2794
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9"9#AGX=分型

选择 27 株菌株 #菌株号!4234 ?4227$通过

6-$对 43 条引物进行多次重复性扩增"发现引物

6L4&6L/&-$&22&-$&20 只出现 3 ?/ 条带"且

重复性较差"而引物 6L9&6L7&6L0&-$&2/&

-$&27 虽有 2 ?0 条条带出现"但是重复性仍较

差% 只有引物 6L2 的效果最佳"每株菌出现条带

/ ?: 条"且重复性较好' 用引物 6L2 对 434 株菌

株进行 6-$扩增 #图 2$' 运用 E2076C/ :=:0@U2C

分析电泳图"再运用 6&*R软件分析各个条带间

的相关性"形成相关性树' 在相似度 07N下"434

株哈维氏弧菌可以分为 &4 ?&4:"4: 种不同型"

以 &2 型和 &8 型为主"广东菌株以 &8 和 &43 为

主"分别有 : 和 1 株% 海南菌株主要以 &2 和 &8

为分别有 9 和 7 株% 而广西菌株为 &43 型为主有

7 株'

图 9#细菌 X:9 引物扩增结果

L19:C<2C2333% 4 ?4/1菌株 4237&4231&4243&4244&4247&

4234&4232&423/&4239&424:&4241&4223&4224'

?/5"9#$'(XEA2,-4*671-.&%67(,/% 2,/+(,X:9

L12333 M3 4%& 0:II2C% 4 64/1;A/0:H2=G9M2C4237"4231"

4243"4244" 4247" 4234" 4232" 423/" 4239" 424:" 4241" 4223"

42241

9"B#@_b分型

用通用的引物 8/J&4$"对 434 株哈维氏弧

菌进行 8"S76-$扩增"经电泳得到电泳图谱"发

现各个菌株都能得到 7 ?49 条带 #图 /$' 运用

E2076C/ :=:0@U2C分析电泳图"再运用 6&*R软件

分析各个条带间的相关性"形成相关性数% 在相

似度为 93N的情况下"可以把 434 株哈维式弧菌

分为 84 ?847"47 种不同的型"主要有 0 种型为

84&87&80&88&8:&843' 广东菌株主以 84&87&

80&8: 型 / 种型为主"分别有 9&/&0&: 株% 海南

菌株以 843 和 84/ 型 2 种型为主"分别有 9 和 0

株% 而广西株菌以为 88 型为主"有 7 株'

图 B#细菌 @-;G!A引物扩增部分结果

L19:C<2C2333% 4 ?4/1菌株 4237&4231&4243&4244&4247&

42:3&42:4& 42:2& 4234& 4232& 423/& 4239& 4238& 4242& 424:&

4241&4223&4224&4222'

?/5"B#$'(2%,7-.XEA2,-4*671-.

&%67(,/% 2,/+(,@-;G!A

L12333 M3 4%& 0:II2C% 4 64/1;A/0:H2=G9M2C4237" 4231"

4243"4244" 4247" 42:3" 42:4" 42:2" 4234" 4232" 423/" 4239"

4238"4242"424:"4241"4223"4224"42221

9"D#AGX=和 @_b分型综合分析

综合 $&64和 8"S分型数据发现"在相似

度为 73N的情况下"可以把 434 株哈维氏弧菌分

为 -4 ?-4:"4: 中不同的型"以 -4/ 和 -4: 为主

#图 9$' 广东菌株以 -43&-4/&-4: 型 9 种型为

主"分别有 8&8 和 47 株% 海南菌株以 -4/ 型为

主"有 0 株% 而广西菌株以 -4: 为主"有 9 株'

/5讨论

E/:C:=H等
(48)

利用 $&64对虾类的弧菌病原

进行分子分型"发现在虾类弧菌病流行病学研究

中"$&64是一种快速&有效的分型方法% 而

*GIK22AK 等
(4:)

用 $&64方法对 29 株副溶血弧菌

和溶藻弧菌进行分型"结果将 47 株副溶血弧菌和

1 株溶藻弧菌分为 2 个类型"其中溶藻弧菌又被

分为 2 个亚组' 本研究运用 $&64分型技术分析

了 434 株哈维氏弧菌"结果显示在相似度 07N

下"434 株哈维氏弧菌可以分为 &4 ?&4:"4: 种

不同型"以 &2 型和 &8 型为主"结果和 Y/=>

等
(41)

相似"他们应用 $&64分型技术对 /3: 株副

溶血弧菌临床分离株进行分析"通过分析可得到

40 个型 #&?6$"其中以 &&8&-&4和 ,7 种为

主' 故根据扩增产生条带大小数目的差异"可分

析物种间亲缘关系或是不同种基因间的差异' 此

方法的优点在于它的简便性和快捷性#无需预先

/794
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图 D#细菌 AGX=和 @_b综合数据相似树

在相似度为 73N分为 -4 ?-4: 型'

?/5"D#E-+&/)(44()4,-5,%+.-,"82&)6*30/1-0%7(15()(,%7(4&3 6-+&/)/)5 7'(AGX=PXEA2,-./0(1%)4@_b2,-./0(1

-47-4: C23C2A2=HHK2I;BB2C2=H$&64:=I 8"SH@32AC2A/0O2I :H73N A;9;0:C;H@1

9794
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了解目的基因和相应的序列$% 但由于该反应对

条件依赖"不同的条件"不同的操作者会得出不同

的结果"并扩增图谱受引物&模板浓度的比率&离

子浓度&4%&聚合酶等的影响% 单个引物的分辨

率较差"可以使用 2 个或 2 个以上引物提高分辨

率' 2331 年 L:;H;等
(23)

筛选了两个 $&64引物

对 07 株哈维氏弧菌进行 $&64分型"从而提高了

分辨率"但很难提高其可重复性'

'/GVA等
(24)

采用8"S76-$对多种植物病原

体和假单胞菌进行分子分型分析"发现 8"S76-$

能很好地反映出基因的结构"能对大量菌株进行

分类分析' 本研究用 8"S76-$对 434 株哈维氏

弧菌进行分型分析"发现在相似度为 93N的情况

下"可以把 434 株哈维式弧菌分为 84 ?847"47

种不同的型"主要有 0 种型为 84&87&80&88&8:&

843' 该方法的优点在于实验条件和方法的确定

性和可重复性强"但是由于引物的单一性"准确性

较差'

为了克服 $&64分型和 8"S分型上各自的

缺点"本研究综合 $&64分型和 8"S分型数据

分析"把 434 株哈维氏弧菌分为 -4 ?-4:"以 -4/

和 -4: 为主' 通过对综合 $&64分型和 8"S分

型数据"可以克服 $&64分型的随机性和 8"S

分型引物单一引起的准确性差"大大提高了分型

数据的可重复性和准确性'

实验还发现"哈维氏弧菌的分子型可以多达

十几种#-4 ?-4:$"但是主要的还是以 2 ?/ 种型

#-4/ 和 -4:$为主' 这对于哈维氏弧菌的流行病

学的研究奠定了基础"为哈维氏弧菌所引起的疾

病疫苗的研制提供依据'

感谢实验室蔡双虎老师在论文修改中给予的

指导和实验室其他老师在实验过程中给予的关心

和帮助!
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