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摘要：以轮虫弧菌的单拷贝基因 toxR 基因的高保守区域为目的片段，设计特异性引物，
构建重组质粒标准品，建立针对该菌的荧光定量 PCR 检测方法。以此为基础，实验选
用 UF-150 Genechecker 微流控荧光定量 PCR 仪，通过优化反应体系和反应条件，建立了
轮虫弧菌的微流控荧光定量 PCR 检测方法。结果显示，该方法能特异性扩增 toxR 基因
目的片段，对轮虫弧菌纯培养物检测下限为 1.34×100 拷贝/μL。在人工感染样品中的应
用结果显示，对鱼体组织中轮虫弧菌的检测下限为 1.34×103 CFU/g，检测结果可以目视
判读，检测时间缩短至 42 min 以内。研究表明，该检测方法具有特异性强、敏感度高、
场地要求低等突出优势，适于开发水产病原实用性的现场快速检测技术。
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轮虫弧菌 (Vibrio rotiferianus) 隶属于弧菌属

(Vibrio)，2003 年由 Gomez-Gil 等 [1] 首次将其与坎

贝弧菌 (V. campbellii)、哈维氏弧菌 (V. harveyi) 等
其他弧菌区分，作为一个新种并确定了其标准

菌株。近几年来，轮虫弧菌感染水产动物发病

的报道日渐增多，2011 年 Roy 等 [2] 报道了一株

可引起青蟹 (Scylla sp.) 幼体患病的轮虫弧菌。

2012 年，陈政强等 [3] 从患病的半滑舌鳎 (Cyno-
glossus semilaevis) 体内分离得到一株轮虫弧菌，

证实该菌可引起半滑舌鳎皮肤溃疡症。2019 年，

王凯等 [4] 从患皮肤溃疡症的许氏平鲉 (Sebastes
schlegelii) 中分离出轮虫弧菌，通过人工回接感

染实验证实该菌对许氏平鲉具有较强的致病力，

是许氏平鲉皮肤溃疡症的致病原。上述研究表

明，轮虫弧菌已经成为我国水产养殖动物重要

的新发病原之一。

toxR 基因广泛分布于弧菌科 (Vibrionaeeae)
细菌 [5-8]，最先在霍乱弧菌 (V. cholerae) 中发现 [9]。

目前，已在副溶血弧菌 (V. parahemolyticus)、创

伤弧菌 (V.  vulnificus)、鳗弧菌 (V.  anguillarum)、
拟态弧菌 (V.  mimicus) 和溶藻弧菌 (V. alginolyti-
cus) 等多种弧菌中发现 toxR 基因的存在 [10-14]，同

时异种之间的 toxR 基因核苷酸序列相似性较低，

是弧菌科种间鉴定理想的分子靶标 [15]。2019 年，

Zhang 等 [16]报道了一株轮虫弧菌的全基因组，证

实轮虫弧菌中也有 toxR 基因序列，全长为 879 bp。
因此，toxR 基因序列也适用于对轮虫弧菌的识别

和检测。

传统的细菌 PCR 检测方法耗时长，对设备

和场地要求高，因此无法开展野外现场检测。

而微流控 PCR 技术有效克服了传统 PCR 的一些

弊端，具有反应时间短、场地要求低、设备便
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于携带等突出优势，非常适合开发病原菌的现

场快速检测技术。微流控芯片 (microfluidic chip)
又称为微流体芯片，也可称为芯片实验室 (lab on
a chip)，由微通道形成网路，以可控流体贯穿整

个系统，具有高度集成化的优点[17]，在生命科学

领域，尤其在核酸检测方面得到了广泛应用[18-24]。

本实验选用上海创坤生物科技有限公司的 UF-
150 Genechecker 微流控荧光定量 PCR 仪，针对

轮虫弧菌的 toxR 基因设计特异性引物，基于 toxR
基因特异性引物结合微流控 PCR 仪建立了针对

该菌的荧光定量微流控快速检测方法，以期为

开发实用化的病原菌现场快速检测技术提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验用菌株

实验共使用菌株 23 株，包括美人鱼发光杆菌美

人鱼亚种 (Photobacterium damselae subsp. damselae)
3 株、轮虫弧菌 3 株、哈维氏弧菌 3 株、鳗弧菌

2 株、灿烂弧菌 (V. splendidus) 2 株、副溶血弧菌

2 株、溶藻弧菌 2 株、费氏弧菌 (V. fischeri)1 株、

大菱鲆弧菌 (V. scophtalmi)1 株、嗜环弧菌 (V. cyc-
litrophicus)1 株、大肠杆菌 (Escherichia coli) 3 株。

除 5 株菌株为购自北京微生物研究所的标准菌株

外，其余菌株均由本实验室自不同患病水产动

物分离所得 (表 1)。

1.2    特异性引物的设计

基于本实验室已经报道的轮虫弧菌全基因

组数据 (SRA：PRJNA498661) 中的全长为 879 bp
的 toxR 基因序列 [16]，运用 Primer Premier 5.0 软件

设计序列长度为 500 bp 的特异性引物，引物序

列为F: CAAAATCCCCCGAGTTTGTA，R: TTGAC
CTCCAGTAGCGATAA，退火温度为 60 °C，由生

工生物工程 (上海) 股份有限公司合成 (表 2)。

1.3    质粒标准品的制备

利用特异性引物扩增全长 500  bp 的目的

DNA 片段，回收 PCR 产物，连接至 PMD18-T 载

体，转化 DH-5α 感受态细胞，阳性克隆增菌后

提取质粒，进行酶切和测序鉴定。正确构建的

重组质粒命名为 p-toxR-1，作为本实验的阳性标

准品。根据 Raymond[25] 报道的方法计算重组质

粒标准品的拷贝数。

1.4    反应体系和条件优化

采用 2×ChamQ SYBR qPCR Master Mix 试剂

(Vazyme  Biotech  Co.,  Ltd,  Nanjing,  China)， 用

表 1    实验所用菌株

Tab. 1    Strains for experiment

菌株

experiment strains
编号

serial number
来源　　

source　　

美人鱼发光杆菌美人鱼亚种

P. damselae subsp. damselae
Pdd0907 实验室分离

Pdd1611 实验室分离

Pdd1809 实验室分离

轮虫弧菌　V. rotiferianus VR1601 实验室分离

VR1602 实验室分离

VR1702 实验室分离

哈维氏弧菌　V. harveyi VHST-01 北京微生物研究所

VH0207 实验室分离

VH1809 实验室分离

鳗弧菌　V. anguillarum VA 0205 实验室分离

VA0531 实验室分离

灿烂弧菌　V. splendidus VS ST-01 北京微生物研究所

VS1805 实验室分离

副溶血弧菌　V. parahaemolyticus VP ST-01 北京微生物研究所

VP0531 实验室分离

溶藻弧菌　V. alginolyticus VAl ST-01 北京微生物研究所

VAl1811 实验室分离

费氏弧菌　V. fischeri AF ST-01 北京微生物研究所

大菱鲆弧菌　V. scophtalmi VSc0531 实验室分离

嗜环弧菌　V. cyclitrophicus VC0406 实验室分离

大肠杆菌　E. coli EC1810 实验室分离

EC0701 实验室分离

EC1811 实验室分离

表 2    轮虫弧菌 toxR基因的特异性引物序列

Tab. 2    Specific primers sequences for V. rotiferianus toxR gene amplification

基因

gene
引物序列(5′-3′)

sequence of primers
片段长度/bp

size of segment
退火温度/°C

annealing temperature
toxR F: CAAAATCCCCCGAGTTTGTA 500 60

R: TTGACCTCCAGTAGCGATAA
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Eppendorf 公司的 Realplex 型号实时定量 PCR 仪

进行实验，并对反应体系和反应条件不断进行

优化，获得最佳参数。

1.5    标准曲线的建立

将构建的质粒标准品 p-toxR-1 进行 10 倍梯

度稀释成 1.34×102~1.34×108 拷贝/μL，作为模板，

按优化好的体系及条件进行实时荧光定量 PCR(real-
time PCR，RT-PCR) 反应，绘制标准曲线。

1.6    特异性检测

以轮虫弧菌、美人鱼发光杆菌美人鱼亚种

等 23 株细菌 (表 1) 基因组 DNA 为模板，以制备

的质粒标准品作为阳性对照、灭菌双蒸水为阴

性对照，在优化反应条件下进行 RT-PCR 扩增，

检测其特异性。

1.7    敏感性实验

将已知浓度的 p-toxR-1 标准品梯度稀释成

10 个梯度 (1.34×109~1.34×100 拷贝/μL)，分别作为

模板，按优化好的体系条件进行 RT-PCR，确定

反应的最小检出量。同时选取 1.34×101~1.34×105

拷贝/μL 进行普通 PCR 反应，比较 2 种检测方法

的敏感性。

1.8    微流控检测方法的建立与应用

选用上海创坤生物科技有限公司的 UF-150
Genechecker 微流控荧光定量 PCR 仪进行轮虫弧

菌微流控荧光定量 PCR 快速检测技术的研究。

该型号仪器外观尺寸为 22 cm×20 cm×18 cm，净

重 2.6 kg，可使用锂电池或车载 12 V 电源，具

有突出的便携性优势。仪器的反应体系仅有

10 μL，升降温速率为 8 °C/s，完成整个反应的用时

很短。

根据该仪器的特点，优化获得的 PCR 反应

总体系为 10 μL，其中 ChamQ Universal SYBR qPCR
Master Mix 5 μL，toxR-F/R 上、下游引物 (10 pmol/
μL) 各 1 μL，DNA 模板 2 μL，灭菌双蒸水补齐。

PCR 反应程序：95 °C 预变性 30 s，95 °C 变性 5 s，
60 °C退火 20 s，72 °C 延伸 5 s，30 个循环，然

后 95 °C延伸 5 s，60 °C 40 s，95 °C 5 s 进行熔解

曲线的绘制。实时荧光定量 PCR 反应扩增完成

的时间为41 min 29 s。
在实验室的水族系统内，以许氏平鲉为对

象，设置 5 个实验组，每组 10 尾鱼 [ 平均体质

量 (40±3) g]，分别注射 0.1 mL 的 1.2×105 CFU/mL

的轮虫弧菌、鳗弧菌、哈维氏弧菌、灿烂弧菌

和灭菌 1.5% NaCl 溶液，每天观察实验鱼的状态，

挑选发病或死亡的实验鱼用上述微流控 PCR 方

法进行病原菌检测。具体操作方法：取 0.1~0.2 g
注射部位或鱼体病灶处组织置于 1.5 mL 离心管

中，然后向离心管中加入 200 μL(2×LysisBuffer)
和 200 μL RNase free H2O，用手持研磨器适当研

磨匀浆后，金属浴 100 °C 加热 5~10 min，8 000
r/min 离心 2 min 后，吸取 10 μL 上清液至新的无

菌离心管中，加入 90 μL RNase free H2O 进行 10
倍稀释，振荡混匀后即可作为 PCR 的核酸模板，

本实验加样量为 2 μL。

2    结果

2.1    重组质粒标准品的构建

以合成的单链 DNA 为模板，利用引物 toxR-
F/R 进行 PCR 扩增，获得与预期大小一致的 500
bp 目的片段，PCR 产物经测序分析，与 GenBank
中登录序列 (CP018312.1) 的同源性达到 100%。

用 pMD18-T DH-5α 成功构建了重组质粒 p-toxR-1
标准品 (图 1)。将重组质粒作为阳性标准品，测
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bp M 1 2

 
图 1    轮虫弧菌 toxR基因连接转化凝胶电泳图

M. 标准物质 2 000，1~2. 酶切产物

Fig. 1    Verification of V. rotiferianus toxR gene
linking transformation gel

M. DNA DL 2 000 marker，1-2. enzyme-digested products
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定质粒含量为 27.94 ng/μL，换算成拷贝数为 1.34×
1013 拷贝/μL。

2.2    反应体系和条件优化

采用矩阵法优选引物最佳浓度配比及退火、

延伸温度和时间。优化后的荧光定量 PCR 反应

体系 (20  μL)： 2×ChamQ  SYBR  qPCR  Master  Mix
10 μL、Primer toxR-F/R(10 μmol/L) 各 0.4  μL、模

板 DNA 2 μL，灭菌 ddH2O 7.2 μL。
最佳反应条件：94 °C 预变性 2 min；94 °C

变性 10 s，60 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 10 s，40
个循环，退火延伸时收集荧光信号；熔解曲线

分析程序：95 °C 15 s，60 °C 15 s，60 °C 升至 95 °C
20 min，不断收集荧光信号，95 °C 15 s，最终形

成熔解曲线。

2.3    标准曲线的建立

将质粒标准品 p-toxR-1 梯度稀释成 1.34×102~

1.34×108 拷贝 /μL，分别作为模板，按照优化的

荧光定量 PCR 反应条件进行扩增，绘制扩增

曲线 (图 2-a) 及标准曲线 (图 2-b)。标准曲线为 y=

−3.238x+32.38。质粒起始模板量与 Ct 值之间存

在良好的线性关系，p-toxR-1 的相关系数 R2 为

0.994。

2.4    引物的特异性和敏感性

使用本实验设计的引物进行的荧光定量

PCR 检测结果显示，轮虫弧菌组出现了扩增曲
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图 2    构建成功的质粒标准品扩增曲线图和标准曲线图

(a) 扩增曲线， (b) 标准曲线； 1.  1.34×108 拷贝 /μL,  2.  1.34×107 拷贝 /μL,  3.  1.34×106 拷贝 /μL,  4.  1.34×105 拷贝 /μL,  5.  1.34×104 拷贝 /μL,
6. 1.34×103 拷贝/μL, 7. 1.34×102 拷贝/μL

Fig. 2    Amplification curve and standard curve of recombinant plasmid
(a) amplification curve, (b) standard curve; 1. 1.34×108 copies/μL, 2. 1.34×107 copies/μL, 3. 1.34×106 copies/μL, 4. 1.34×105 copies/μL, 5. 1.34×104 cop-
ies/μL, 6. 1.34×103 copies/μL, 7. 1.34×102 copies/μL
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线，且循环阈值小于 35，而美人鱼发光杆菌美

人鱼亚种、哈维氏弧菌等其他病原菌实验组、

空白对照实验组均未产生扩增曲线 (图 3)，证实

了引物良好的特异性。

以 1.34×109~1.34×100 拷 贝 /μL 的 p-toxR-1标
准品分别作为模板进行荧光定量 PCR 和普通

PCR 检测。结果显示荧光定量最小检出量为 1.34×
100 拷贝/μL(图 4-a)。普通 PCR 最小检出量为 1.34×
103 拷贝/μL(图 4-b)。

2.5    微流控检测方法的建立及应用

应用所建立的轮虫弧菌微流控荧光定量

PCR 检测方法，分别进行引物的特异性实验及

对人工注射感染的许氏平鲉组织进行检测。特

异性实验结果显示，1、2 通道出现明显的荧光

信号 (图 5)，证明仅 1、2 通道出现特异性扩增，

表明引物 toxR-F/R 具有稳定的特异性，并且完成

全部荧光定量 PCR 检测的时间仅为约 41 min，
检测结果可以目视查验。

根据所能检测到的 Ct 值，其中最大 Ct 值为

27.07，通过标准曲线进行计算分析，计算出拷

贝数为 1.34×102 拷贝  (图 6)。由于 toxR 基因在轮

虫弧菌中为单拷贝基因，即拷贝数等于菌个数，

并且由于在制作模板的过程中需要加入水，将

组织做成匀浆液，经过比例换算，得出对许氏

平鲉组织中轮虫弧菌的最低检测限为 1.34×103

CFU/g。

3    讨论

迄今为止，已有轮虫弧菌感染鱼 [26]、虾 [27]

等不同水产动物的报道。而在我国，轮虫弧菌

属于较新发现的水产动物病原，相关的研究和

报道还比较少见。但从本实验室一些流行病学

和病原学的研究结果来看，轮虫弧菌感染养殖

动物发病后造成的损失也非常严重 [4]，应引起足

够的重视。开展其检测技术研究，可以有效防

控养殖生产中轮虫弧菌的感染和传播。本研究

基于获得的轮虫弧菌  toxR 基因全长序列，针对

其中高度保守的区域设计引物，成功扩增了 500 bp
的目标片段，通过实时荧光定量 PCR 反应验证

了其具有极高的特异性和敏感性，为开发轮虫

弧菌的快速检测技术奠定了基础。

传统的细菌检测多采用 16S rDNA 基因作为

靶标序列，并成功建立了某些细菌的 PCR 分类

鉴定方法。然而，由于弧菌种间的 16S rDNA 的

同源性较高，如霍乱弧菌和拟态弧菌的 16S
rDNA 同源性为 99.6%，溶藻弧菌和副溶血弧菌

的 16S rDNA 同源性高达 99.8%，因此难以用 16S
rDNA 基因序列进行弧菌的准确区分。而 toxR 基
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图 3    荧光定量 PCR特异性实验

Fig. 3    Specificity test of real-time PCR
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因比 16S rDNA 基因具有更高的多态性，如霍乱

弧菌和拟态弧菌的 toxR 基因的同源性只有 71.2%，

溶藻弧菌和副溶血弧菌的 toxR 基因同源性仅为

61.7%，因此 toxR 基因比 16S rDNA 更适合建立

弧菌种间的 PCR 鉴定方法 [28]。国内有很多关于

基于 toxR 基因进行荧光定量检测病原菌的报道，

2009 年文万侥等 [29] 建立了基于 toxR 基因快速检

测河流弧菌 (V. fluvialis) 的方法。2011 年翁仕强

等 [30] 建立了基于 tlh 和 toxR 特异性基因对副溶血

弧菌进行快速分离鉴定的方法。随后，霍乱弧
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图 4    荧光定量 PCR敏感性实验结果图和普通 PCR敏感性实验结果

(a) 荧光定量 PCR 敏感性实验，1. 1.34×109 拷贝/μL；2. 1.34×108 拷贝/μL；3. 1.34×107 拷贝/μL；4. 1.34×106 拷贝/μL；5. 1.34×105 拷贝/μL；
6. 1.34×104 拷贝/μL；7. 1.34×103 拷贝/μL；8. 1.34×102 拷贝/μL；9. 1.34×101 拷贝/μL；10. 1.34×100 拷贝/μL； (b) 普通 PCR 敏感性实验， 1，
6. 1.34×101 拷贝 /μL；2，7. 1.34×102 拷贝 /μL；3，8.1.34×103 拷贝 /μL；4，9. 1.34×104 拷贝 /μL；5，10. 1.34×105 拷贝 /μL；M. 标准物质

2000

Fig. 4    Fluorescence quantitative PCR sensitivity test and normal PCR sensitivity test
(a)  fluorescence  quantitative  PCR  test,  1.  1.34×109 copies/μL;  2.  1.34×108 copies/μL;  3.  1.34×107 copies/μL;  4.  1.34×106 copies/μL;  5.1.34×105

copies/μL; 6.1.34×104 copies/μL; 7. 1.34×103 copies/μL; 8. 1.34×102 copies/μL; 9. 1.34×101 copies/μL; 10. 1.34×100 copies/μL; (b) normal PCR sensitiv-
ity  test;  1,  6.  1.34×101 copies/μL;  2,  7.  1.34×102 copies/μL;  3,  8.1.34×103 copies/μL;  4,  9.  1.34×104 copies/μL;  5,  10.  1.34×105 copies/μL;  M.  DNA
DL2000 marker
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菌、哈维氏弧菌等多种弧菌基于 toxR 基因的检

测方法被建立起来 [31-34]。这些研究充分证明，

toxR 基因是非常适用于弧菌种间鉴定的靶标序列。

而本研究的结果也充分证明，toxR 基因用于轮虫
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图 5    微流控检测细菌纯培养物的芯片目检图和轮虫弧菌 toxR基因特异性扩增曲线图

(a) 微流控检测芯片图， 1~2. 轮虫弧菌；3~4. 鳗弧菌；5~6. 哈维氏弧菌；7~8. 灿烂弧菌；9. 1.5% NaCl；10. ddH2O；(b) toxR 基因特异性

扩增曲线图. 1~2. 轮虫弧菌

Fig. 5    Visual inspection of microfluidic chip (a) and toxR gene-specific amplification curve (b) of V. rotiferianus
(a) microfluidic chip test, 1-2. V. rotiferianus; 3-4. V. anguillarum; 5-6. V. harveyi; 7-8. V. splendidus; 9. 1.5% NaCl; 10. ddH2O; (b) toxR gene-specific
amplification curve; 1-2. V. rotiferianus
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图 6    微流控检测鱼体组织的芯片目检图和组织样品梯度稀释检测结果

(a) 微流控检测芯片图，1.原组织液；2. 10−1 原组织液；3. 10−2 原组织液；4. 10−3 原组织液；5. 10−4 原组织液；6. 10−5 原组织液；7. 10−6

原组织液；8. 10−7 原组织液；9. 10−8 原组织液；10. ddH2O；(b) toxR 基因特异性扩增曲线图，1.原组织液；2. 10−1 原组织液；3. 10−2 原组

织液；4. 10−3 原组织液

Fig. 6    Visual inspection of microfluidic chip and gradient dilution test results of tissue samples
(a) microfluidic chip test, 1. original tissue fluid; 2. 10−1 of the original tissue fluid; 3. 10−2 of the original tissue fluid; 4. 10−3 of the original tissue fluid; 5.
10−4 of the original tissue fluid; 6. 10−5 of the original tissue fluid; 7. 10−6 of the original tissue fluid; 8. 10−7 of the original tissue fluid; 9. 10−8 of the ori-
ginal tissue fluid; 10. ddH2O. (b) toxR gene-specific amplification curve; 1. original tissue fluid; 2. 10−1 of the original tissue fluid; 3. 10−2 of the original
tissue fluid; 4. 10−3 of the original tissue fluid
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弧菌的 PCR 检测特异性和敏感性都很高。

微流控作为分子生物学领域的一项新兴技

术，具有耗时短、成本低等特点 [35-36]，在医学和

兽医等研究领域已经进行了广泛的应用 [37-38]，但

在水产动物疾病诊断方面的应用较少。本研究

选用的 UF-150 Genechecker 微流控快速荧光定量

PCR 仪，更是具有突出的便携性优势，非常适

合开发新型的现场快速检测平台。本研究基于

该仪器平台，用设计的特异性引物，通过优化

PCR 反应的体系和条件，成功建立了轮虫弧菌

的微流控荧光定量检测技术，实现了检测结果

的目视定性判读。通过对感染动物的检测应用，

证实该方法对动物组织中轮虫弧菌的最低检出

限为 1.34×103 CFU/g，显著低于其对许氏平鲉的

半致死浓度 [4]，检测时间只有约 41 min，缩短了

荧光定量 PCR 反应的时间，已经具备了现场应

用的能力，这为进一步开发实用化的水产动物

病原现场精准快速检测技术奠定了基础。
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Establishment of a fluorescence quantitative microfluidic rapid detection
technique for Vibrio rotiferianus based on toxR gene

CHEN Jing 1,2,     YU Yongxiang 2,     ZHANG Zheng 2,3*,     WANG Yingeng 2,3,    
LIAO Meijie 2,3,     RONG Xiaojun 2,3

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
2. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;

3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes,
Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology (Qingdao), Qingdao    266237, China)

Abstract: The highly conserved region of toxR gene of Vibrio rotiferianus was selected as the target fragment for
the specific primer design. The recombinant plasmid was constructed based on the primers and we established a
fluorescence quantitative PCR method for V. rotiferianus. And UF-150 Genechecker microfluidic quantitative real-
time  PCR  instrument  was  used  as  a  platform  to  develop  a  microfluidic  quantitative  real-time  PCR  detection
method for V.  rotiferianus via  the  optimized  reaction  system and reaction  conditions.  The  results  indicated  that,
this method can specifically amplify toxR gene target fragment, and the lower detection limit for V. rotiferianus is
1.34×100 copies/μL. Artificial infection detection results show that the lower detection limit for V. rotiferianus in
fish tissues is 1.34×103 CFU/g. The results can be visually interpreted and the detection time was less than 42 min.
This method has prominent advantages of strong specificity,  high sensitivity and low site requirements,  and it  is
suitable for developing practical field rapid detection technology of aquatic pathogens.
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