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鱼诺卡氏菌 SYBR GreenⅠ实时荧光定量 
PCR 检测方法的建立与应用 

王国良*,  刘  璐,  李思源 
(宁波大学应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波  315211) 

摘要: 根据 GenBank 中 鱼诺卡氏菌 16S-23S rRNA 基因序列设计并合成一对特异性引物, 
经反应体系优化后建立了检测 鱼诺卡氏菌的 SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR 方法。结果

显示, 该方法线性关系良好, 标准曲线的相关系数为 0.998; 溶解曲线分析显示产物为单一

的特异峰; 检测灵敏度可达 10−6 µg/µL 的 DNA 含量, 与嗜水气单胞菌、大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、副溶血弧菌、麦氏弧菌不发生交叉反应, 具有良好的特异性。应用建立的方法在

鱼诺卡氏菌病爆发时期, 对 16 份鱼体组织、养殖水体、饲料等样品进行了检测, 结果 7
份为阳性, 与细菌分离、培养检查结果 100%相符。既能检测发病鱼, 又能检出未发病且已

感染的病鱼, 对病害的早期防控体现应用价值。结果表明, 建立的实时荧光定量 PCR 方法具

有特异、敏感、快速、定量等优点, 可用于鱼类致病 鱼诺卡氏菌的快速检测。 
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诺卡氏菌(Nocardia sp.) 是一类革兰氏阳性丝

状杆菌, 在海水中含量不高, 是一种机会致病菌, 

当养殖鱼类体质虚弱、免疫力低下时, 通过口腔、

鳃或创伤而感染[1-2]。 鱼诺卡氏菌(Nocardia se-

riolae)是水产动物诺卡氏菌病的主要致病菌, 常引

起五条  (Seriola quinqueradiata)[3-4]、海鲈(Lat-

eolabrax japonicus)[5]、大黄鱼(Larimichthys  cro-

cea)[6]、乌鳢(Ophiocephalus argus)[7]的诺卡氏菌病。

该病具有从发生至死亡的延续流行时间长且早期

体表无明显症状等特点, 给预防和治疗带来困难, 

研究早期快速检测技术就显得尤为重要和迫切。 
国内对 鱼诺卡氏菌的检测主要依赖于传统

的微生物分离、鉴定方法, 其操作过程复杂、耗时, 
且结果不确定常延误病情的诊断。Kusuda 等 [8]用

荧光抗体法检测五条 诺卡氏菌病 , Gee 等 [9]用

PCR 技术检测大西洋牡蛎(Crassostrea gigas)诺卡

氏菌病, Kono 等[10]用 16S-23S rRNA 转录间隔序列

PCR 快速检测五条 诺卡氏菌病, 王国良等[11]建

立了 鱼诺卡氏菌的 LAMP 检测技术, 这些方法

虽较灵敏但无法实现实时定量的监控检测, 难以

掌握病情的发生和发展。 
本研究应用 SYBR-GreenⅠ荧光染料, 建立了

一种针对 鱼诺卡氏菌的实时荧光定量 PCR(real- 
time fluorescence quantitative PCR)检测技术, 旨在

为鱼类诺卡氏菌病的早期快速检测与防控提供有

效的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

鱼诺卡氏菌由作者所在实验室分离、鉴定

保存。嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、大肠

杆菌 (Escherichia coli)、金黄色葡萄球菌 (Staph-
ylococcus aureus)、副溶血弧菌(Vibrio parahaemo-
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lyticus)、麦氏弧菌(Vibrio metschnikovii)均由作者所

在实验室保存。鱼体组织、水体、饲料等待检样品

分别取自浙江余杭乌鳢养殖场和宁波象山大黄鱼

海水网箱养殖场。 
1.2  主要试剂及仪器 

SYBR Rremix Ex TaqTM II(perfect real time, 内
含 TAKARA Ex TaqTM HS, dNTP Minture, Mg2+, 
SYBR Green I 等 )试剂盒购置大连宝生物工程有

限公司; Gene 3000 荧光定量 PCR 仪购自美国 Gene
公司。 
1.3  细菌 DNA 的提取 

采用酚氯法提取 诺卡氏菌 DNA, 最后加入

30 µL TE Buffer溶解制备DNA原液, 贮存于−20 ℃
备用。 
1.4  引物的设计与合成 

根据 GenBank 上 鱼诺卡氏菌 16S-23S rRNA
基因(登陆号: AB060282)序列, 利用引物设计软件

Primer explorer 设计 1 对特异性引物, 上游引物为

5'-TGCTACAATGGCCGGTACAGAG-3'; 下 游 引

物为 5'-TTCACGAGGTCGAGTTGCAGAC-3', 由

上海生工生物工程有限公司合成。 
1.5  SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR 扩增及标

准曲线的建立 

通过对反应体系中退火温度、最佳引物浓度进

行摸索, 最终确定的反应体系为 SYBR GreenⅠ
PreMix 聚合酶 10 µL, 上、下游引物各 0.8 µL, DNA
模板 1 µL, 灭菌去离子水 7.4 µL, 总体积为 20 µL。
反应条件为 95℃预变性 1 min; 95 ℃变性 5 s; 60 ℃

退火 20 s; 72 ℃延伸 20 s, 40 个循环。对已知浓度

DNA 模板进行 10 倍梯度稀释, 取 10−1, 10−2, 10−3, 
10−4, 10−5 等 5 个稀释度为标准品模板进行荧光定

量 PCR 扩增, 并利用 Rotor gene 6.0 软件进行分析, 
得到动力学曲线及标准曲线。 
1.6  灵敏性试验 

将已知浓度 DNA 模板进行 10 倍梯度稀释

(10−1~10−9 µg/µL), 每个浓度取 1.0 µL 作为模板, 

进行 SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR 检测, 比较

它们的敏感性, 以此计算出荧光定量 PCR 所能检

出的最低起始模板浓度 , 该浓度即为 real-time 

PCR 的灵敏度。 

1.7  特异性试验 

以 鱼诺卡氏菌作为阳性对照, 分别提取嗜

水气单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、副溶血

弧菌、麦氏弧菌的DNA作为模板, 对 real-time PCR
进行特异性检验。阴性对照不加任何模板。 
1.8  SYBR-GreenⅠ实时荧光定量 PCR 检测方法

的应用 

为了评价 鱼诺卡氏菌 SYBR GreenⅠ实时

荧光定量 PCR 检测方法的有效性, 分别对养殖鱼

类、水体及饲料进行检测应用。在发病时期, 从

浙江余杭和宁波象山取病症明显的病鱼组织 4 份、

无病症的乌鳢和大黄鱼组织 12 份, 不同乌鳢养殖

塘和不同海水养殖网箱水样 4 份, 青钻鱼、小杂

鱼等鲜鱼饲料样品 8 份。分别提取 DNA 后作

SYBR GreenⅠ实时荧光定量 PCR检测, 同步取样

品鱼组织进行细菌分离、培养检查, 比较确定该

方法的符合率。 

2  结果  

2.1  实时荧光定量 PCR 标准曲线及灵敏度 

以预实验筛选的 10−1~10−5 µg/µL 5 个稀释度

的模板标准品进行 SYBRGreenⅠreal-time PCR 反

应, 结果呈现良好的线性关系。扩增曲线(图 1)所
对应的 DNA 含量分别为 102、10、100、10−1、10−2 
ng, 所对应的 Ct值分别为 14.42、17.25、21.23、24.54
和 28.19; 标准曲线(图 2)分析表明, 相关系数(r)为
0.998, 从而可以得出模板 DNA 浓度的 Log 值(y)
与循环阈值 (x)之间的线性关系曲线表达式 : y= 
−0.2865x+6.0531; 而待测样品的循环阈值(Ct)可以

从仪器读取; 将待测样品的 Ct 值代入表达式即可

计算出其浓度。 
将标准样品 10 倍梯度稀释, 用所建立的实时

荧光定量 PCR 进行检测, 结果 鱼诺卡氏菌 DNA
浓度的最低检测量为 10−6 µg/µL。 

 

 
 

图 1  鱼诺卡氏菌实时荧光定量PCR扩增动力学曲线 
Fig. 1  Dynamic curve for real-time PCR of N. seriolae 
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图 2  标准曲线 
Fig. 2  Standard curve 

 

2.2  扩增产物的溶解曲线分析 

如图 3 可以看出, 标准品 DNA 各个稀释度的

溶解温度均在 88 ℃, 波峰的高度与 DNA 的浓度呈

正相关。 5 个浓度的标准品的溶解温度均为

87.5~88.5 ℃, 有约 1 ℃的波动, 属于正常范围, 且
扩增的目的片段只产生特异性单峰, 没有引物二

聚体和非特异性扩增。 
 

 
 

图 3  鱼诺卡氏菌 PCR 扩增产物溶解曲线 
Fig. 3  Melt curve of N.seriolae  

PCR amplification product 
 

2.3  特异性 

采用 SYBR GreenⅠreal-time PCR 检测嗜水气

单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、副溶血弧菌、

麦氏弧菌, 结果只有 鱼诺卡氏菌为阳性, 其余均

呈阴性反应(图 4)。 
2.4  实时荧光定量 PCR 检测方法应用结果 

应用SYBR GreenⅠreal-time PCR对采自浙江余

杭乌鳢养殖池塘和浙江象山大黄鱼海水网箱养殖场

的具明显症状的病鱼组织和无病症的鱼体组织 16 份

样品、水体样品 4 份以及 8 份饲料样品进行检测。

结果显示, 在 16 份待检组织样品中, 7 份显示阳性

(其中 3 份为无病症的样品鱼组织), 与同步取样品

鱼组织的细菌分离、培养检查结果相一致(图 5), 检
测的 Ct 值依次分别为 14.46、13.84、15.05、16.58、
13.88、14.61、17.82。根据已建立的标准曲线计算, 

 
 

图 4  特异性检测 
Fig. 4  Specificity detection of SYBR 

 GreenⅠreal-time PCR 
 

每管含有的DNA量分别为0.813×10−2、1.224×10−2、

0.551×10−2、0.201×10−2、1.19×10−2、0.737×10−2、

0.886×10−3 µg/µL, 表明实验建立的 鱼诺卡氏菌

实时荧光定量 PCR 扩增效果良好, 既能检测发病

鱼, 又能检出未发病且已感染的病鱼, 还能根据检

测结果判断 DNA 含量, 为实时监控和早期预防提

供依据。4 份水样及 8 份饲料样品均为阴性。  
 

 
 

图 5  组织样品的实时荧光定量 PCR 检测 
Fig. 5  Amplification plots of different tissue samples 

by real-time PCR 

3  讨论 

实时荧光定量 PCR 检测技术的常用方法主要

包括 TaqMan 探针法和 SYBR GreenⅠ染料法[12]。

SYBR GreenⅠreal-time PCR 检测与 TaqMan 探针

法相比更简便, 成本相对低廉, 可用于不同核酸的

检测。与常规 PCR 相比, 该方法不但可以定性、

定量检测, 还可以检测常规 PCR 无法检测的样品, 
且其扩增和检测在同一管内完成, 无需开盖, 不需

要电泳检测 PCR 产物, 解决了污染问题[13], 具有

敏感性高、重复性好、线性范围宽、易于标准化和

高通量等优点[14]。  
现阶段我国关于鱼类 鱼诺卡氏菌病的研究

较少 , 主要集中在病原菌的分离与鉴定 [15], 由于

感染 鱼诺卡氏菌从发病至死亡的延续流行时间
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长且早期体表无明显症状, 因此常规的生理生化

测定、组织切片观察和超薄切片电镜观察等方法均

无法准确达到定量, 且不能作出早期快速诊断, 给
该病害防治技术的研究和应用带来了困难。本试验

所建立的用于检测鱼类致病 鱼诺卡氏菌的

SYBR GreenⅠ实时定量 PCR 方法呈现出良好的 S
型扩增曲线, 只出现扩增产物特异的单个峰, 产物

的 Tm 值均一, 说明没有引物二聚体及非特异性扩

增产物出现; 在特异性试验中, 只出现一特异性条

带, 与嗜水气单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

副溶血弧菌、麦氏弧菌均无交叉反应; 检测灵敏度

可达 10−6 µg/µL 的 DNA 浓度, 由标准曲线可以看

出, 该方法起始模板浓度与 Ct 值之间呈很好的线

性关系, 直线回归方程的相关系数可达 0.998, 说明

此反应体系具有很高的精确度和良好的稳定性。同

时, 本方法可以同时检测 96 个样品, 且可以直接对

检测结果进行分析。经对 16 份鱼体组织、4 份水体

和 8 份饲料待测样品进行的检测应用结果表明, 既
能检测发病鱼, 又能检出未发病且已感染的病鱼, 
从检测阳性样品的DNA量反映, 在10−3 µg/µL时病

鱼不显现临床症状, 而在 10−2 µg/µL 以上病鱼开始

出现临床征象, 显示该技术方法的准确性和敏感

性。该技术尤其对养殖鱼类早期少量感染 鱼诺卡

氏菌的检测具有重要作用,人们可以在病害流行之

前发现养殖鱼类携带病原菌的情况, 并及时采取

有效防控措施。由于在 4 份水体和 8 份饲料样品中

均未检出 鱼诺卡氏菌, 故有关 鱼诺卡氏菌的

自然感染途径问题有待进一步研究。 
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Development of a SYBR GreenⅠreal-time PCR assay for  
detection of Nocardia seriolae and its application 

WANG Guo-liang*, LIU Lu, LI Si-yuan 
(Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo  315211, China) 

Abstract: According to the 16S-23S rRNA gene sequences of Nocardia seriolae available in GenBank, a pair of 
primers was designed for establishing a SYBR Green I real-time fluorescence quantitative PCR method. It had a 
good linear relationship between initial templates and Ct values, and the correlation coefficient of the standard 
curve was 0.998. The sensitivity analysis showed that the developed SYBR GreenⅠreal-time PCR could detect 
10−6 µg/µL DNA. The specificity assay showed that negative control and the other bacteria such as Aeromonas 
hydrophila、Escherichia coil、Staphylococcus aureus, could not be detected by this PCR. Through the epidemic 
seasons, 16 fish tissue sample, 4 water samples and 8 fish bait tissue samples were detected by the real-time PCR 
assay. Results showed that 7 out of those samples were positive, which had good agreement (100%) with bacterio-
logical analysis by isolation and culture. It was able to diagnose the clinically diseased fishes, and to recognize the 
carrier of N. seriolae as well. It reflected application value on early prevention and control of disease. The results 
showed that the developed SYBR GreenⅠreal-time PCR assay had the advantages of specificity, sensitivity, rapid-
ity and quantitativity, and was able to be applied to the clinical diagnosis of N. seriolae in fish. 
Key words: Nocardia seriolae; SYBR GreenⅠ; real-time quantitative PCR 
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