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摘要! 根据克隆得到的迟缓爱德华氏菌 9A#9基因序列设计并合成一对特异性引物!通用性和

特异性检测结果显示所设计的引物具有良好的种间特异性和种内通用性!构建含 9A#9基因的

重组质粒作为标准品!经过反应体系优化后建立了检测迟缓爱德华氏菌的 *K9$8M33B )实时

荧光定量 6-$检测方法$ 结果显示!该方法线性关系良好!在 1

<

为 6/ P时!扩增产物的熔解

曲线仅有一个单特异峰!扩增所得标准曲线为 AB5/I/2>C/81/:!相关系数为 3188:!扩增效

率为 1133!最低能检测到 63 个拷贝$ 应用建立的方法对人工感染的大菱鲆病样进行了检测!

/ 个被检样品均呈阳性反应!证明该方法具有较好的适用性$ 研究表明!所建立的实时荧光定

量 6-$方法具有特异%敏感%快速%定量的优点!可用于迟缓爱德华氏菌病的快速检测$

关键词! 迟缓爱德华氏菌& 9A#9基因& 实时定量 6-$& *K9$8M33B )

中图分类号! L0:7& *89119244444444文献标志码'&

44迟缓爱德华氏菌#"?S,#?)$(.., /,#?,$"又称迟

钝爱德华氏菌或缓慢爱德华氏菌"是属于肠杆菌

科+爱德华氏菌属的一种革兰氏阴性菌"是目前在

水产养殖中危害极大的病原菌( 该菌呈世界性分

布"危害较严重的地区主要有非洲+美洲和亚洲(

迟缓爱德华氏菌有着广谱的宿主范围"能够感染多

种淡水和海水鱼类"包括大菱鲆 # F&%5'/',.8-)

8,>$8-)$+牙鲆#!,#,.$&'/'A)%.$D,&(-)$+日本鳗鲡

# @*9-$.., ;,5%*$&, $+ 黄 颡 鱼 # !(./(%=,9#-)

G-.D$?#,&%$和尼罗罗非鱼#1$.,5$, *$.%/$&,$等
)1 57*

"

其感染造成鱼类出血性败血症以及内脏组织的坏

死等病症"最终导致患鱼死亡"统称为爱德华氏菌

病"给水产养殖造成巨大的损失( 迟缓爱德华氏菌

还可感染鸟类+哺乳动物及爬行动物等
)6*

( 此外"

爱德华氏菌还是一种重要的人畜共患病的病原菌"

能够造成人类胃肠道感染"还能引起败血症+菌血

症+浓度性关节炎和肌肉坏死等病症"直接对人类

健康造成威胁
)0*

( 在水产养殖过程中"爱德华氏菌

病的前期往往只有少数鱼死亡"一段时间后才会大

规模发病
):*

"因此"建立水产动物迟缓爱德华氏菌

早期快速检测技术具有重要的实际意义( 传统的

迟缓爱德华氏菌检测方法需经富集培养+形态特征

观察+革兰氏染色+生理生化反应+血清学鉴定等一

系列过程"耗时长且效率不高( 随着生物学技术的

发展"现在常见的细菌快速检测方法主要有免疫诊

断方法和分子生物学方法( 目前已经建立的爱德

华氏菌检测的免疫学技术主要有间接 ,')*&和竞

争 ,')*&快速检测法+2/N7,')*&+胶体金试纸快

速检测法
)8 51/*

( 随着分子生物学技术的发展"依

据迟缓爱德华氏菌的 9A#9+2/*M2%&或者其致病

基因建立了其普通 6-$检测方法+嵌套 6-$检测

方法+多重 6-$检测方法+'&Q6检测方法和多基
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因序列分析#Q'*&$检测方法
)19 518*

"这些研究成

果建立了迟缓爱德华氏菌的定性快速检测方法(

然而"细菌的密度感应#VE/ME<D3BD>BC$机制认为

病原菌的致病性与种群密度有关"在大多数情况

下"密度感应都与独立因子的表达相关
)23*

( 对于

迟缓爱德华氏菌的密度感应初步研究检测到其密

度感应信号分子"表明其能产生多种复杂的密度感

应信号分子"用来应对各种各样的环境因素及选择

压力
)21*

( 因此"在进行爱德华氏菌病的诊断过程

中"除了定性判别技术以外"建立迟缓爱德华氏菌

的定量检测方法对该菌所引发疾病的防控具有重

要的现实意义( ;>3等
)22 52/*

建立了迟缓爱德华氏

菌的 G=VQ=B 探针实时定量检测方法( 本实验在

上述研究基础上"以 9A#9基因为靶基因"建立了

*K9$8M33B )实时定量6-$检测迟缓爱德华氏菌

的方法"为建立特异性强+灵敏度高的定量检测技

术提供技术依据(

14材料与方法

'(')菌株及其来源

实 验 用 菌 种 包 括 哈 维 氏 弧 菌 # M$=#$%

',#D(A$$+鳗弧菌 #M$=#$% ,*9-$..,#-8$+灿烂弧菌

# M$=#$% )5.(*?$?-)$+ 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

# "?S,#?)$(.., /,#?, $+ 副 溶 血 弧 菌 # M$=#$%

5,#,',(8%.A/$&-)$+ 溶 藻 弧 菌 # M$=#$%

,.9$*%.A/$&-)$+大菱鲆弧菌#M$=#$% )&%5'/,.8$$+费

氏弧菌 #M$=#$% G$)&'(#$$+大肠杆菌 #")&'(#$&'$,

&%.$$等 8 种共 12 株( 各菌株的编号和来源见表

1"其中 .+9: 3331".&9: 3332".&9: 3330"

.*9:333/".69:3339".&9:3337".(9:3336

为购自中国科学院微生物研究所的标准菌株"其

余菌株为本实验室分离保存的水产疾病病原株(

表 ')实验用菌株及其来源

>9?('),9#376.928369.48A87:.43F.883A:J H.3F3F7.66781A6#7

序号

B/1

菌株

H=4N3M>=DNM=>B

拉丁名

D4>3BN>O>4B=<3

菌株编号

H=4N3M>=BE<H3M

来源

D/EM43

1 哈维氏弧菌 M$=#$% ',#D(A$ .+9:3331 中国科学院微生物研究所

2 鳗弧菌 M$=#$% ,*9-$..,#-8 .&9:3332 中国科学院微生物研究所

/ 鳗弧菌 M$=#$% ,*9-$..,#-8 .&9:3330 中国科学院微生物研究所

9 灿烂弧菌 M$=#$% )5.(*?$?-) .*9:333/ 中国科学院微生物研究所

7 迟缓爱德华氏菌 "?S,#?)$(.., /,#?, *<37381/31& 实验室分离

6 迟缓爱德华氏菌 "?S,#?)$(.., /,#?, *<303:/331& 实验室分离

0 迟缓爱德华氏菌 "?S,#?)$(.., /,#?, &[37311131& 实验室分离

: 副溶血弧菌 M$=#$% 5,#,',(8%.A/$&-) .69:3339 中国科学院微生物研究所

8 溶藻弧菌 M$=#$% ,.9$*%.A/$&-) .&9:3337 中国科学院微生物研究所

13 大菱鲆弧菌 M$=#$% )&%5'/,.8$ *<32112032& 实验室分离

11 费氏弧菌 M$=#$% G$)&'(#$ .(9:3336 中国科学院微生物研究所

12 大肠杆菌 ")&'(#$&'$, &%.$ GM=BD17G1 北京全式金生物技术有限公司

'(;)EG",基因克隆及引物设计

将表 1 中的菌株活化"利用北京 G)&%8,%细

菌基因组 2%&提取试剂盒提取菌体的基因组

2%&"分光光度计测定基因组 2%&的浓度并定量

至 133 BC5

!

'( 根据 9A#9基因通用引物
)29*

"扩增

哈维氏弧菌#.+9:3331$+鳗弧菌#.&9:3332$+

灿烂 弧 菌 # .*9: 333/ $+ 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

#*<37381/31&$+副溶血弧菌#.69:3339$+溶藻

胶弧菌#.&9:3337$9A#9基因的部分序列( 对扩

增所得到的条带进行切胶回收+连接+转化等实验

步骤构建重组质粒"测序获得 6 种细菌的 9A#9基

因序列"所得的基因序列组成提交 %-9)数据库"

登录 号 分 别 为 !L68:736+ !L68:730+ !L68:73:+

!L68:738+ !L68:713+ !L68:711( 利 用 软 件

-0EDN=0X # ANNI!

!

WWW13H>1=41EU5G//0D5<D=5

40EDN=0W25$进行同源性分析"根据比对结果确定在

迟缓爱德华氏菌特异的非同源性区段"利用 6M><3M

IM3<>3M713 软件设计特异性引物 ,N7(和 ,N7$"并

由生工生物技术服务#上海$有限公司合成(

'(<)引物特异性检测

以 ,N7(和 ,N7$为引物"分别以哈维氏弧菌

#.+9: 3331 $+鳗弧菌 #.&9: 3332 $+鳗弧菌

#.&9:3330$+灿烂弧菌 #.*9:333/ $+迟缓爱

德华氏菌 #*<37381/31&$+副溶血弧菌 #.69:

3339$+溶藻胶弧菌 #.&9:3337 $+大菱鲆弧菌

#*<32112032&$+费氏弧菌 #.(9:3336 $+大肠

杆菌#GM=BD17G1$的基因组 2%&为模板进行常规

6-$扩增"验证本实验迟缓爱德华氏菌引物的特

3/:1
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异性( 6-$反应体系为超纯水 1:17

!

'"13 >

6-$HEOO3M217

!

'"F%G6Q>@NEM3#217 <</05'$

2

!

'"13

!

</05'的引物各 317

!

'"2%&模板

#133 BC5

!

'$ 1

!

'"G=R=$=M1,2 # 7 #5

!

'$ 312

!

''6-$反应条件为 89 P预变性 7 <>B"接着

89 P变性 /3 D"78 P复性 /3 D"02 P延伸 93 D"共

/3 个循环"最后 02 P延伸 13 <>B( 电泳检测所

设计引物在不同菌种之间的特异性(

此外"利用,N7(和,N7$为引物"以上述 13 个

菌株的 2%&为模板"以超纯水为阴性对照"进行

荧光定量 6-$扩增"收集荧光信号"进一步验证

所设计引物在不同菌种之间的特异性(

'(C)引物通用性检测

以 不 同 来 源 的 / 株 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

#*<37381/31&+ *<303:/331&+ &[37311131 $ 基

因组 2%&为模板"以所设计的 ,N7(和 ,N7$为引

物进行常规 6-$扩增"6-$体系和程序与引物特

异性检测时相同"电泳检测所设计引物在迟缓爱

德华氏菌不同株#系$之间的通用性(

'(D)标准品的构建

选取%9A#9基因克隆及引物设计&中所得到

的迟缓爱德华氏菌阳性克隆进行质粒提取"获得

IQ21:79A#9重组质粒"用核酸蛋白分析仪测定

质粒浓度"利用下述公式计算出每
!

'质粒中的

2%&的拷贝数"将该质粒作为标准品(

质粒拷贝数#拷贝5

!

'$ B

浓度#BC5

!

'$ >6 >13

19

:>C

式中":表示每个碱基的平均分子质量"C表示重

组质粒大小(

'(E)迟缓爱德华氏菌 P_,!V6774Q荧光定量

=*!检测方法的建立

荧光定量 6-$扩增条件优化44设立引物

终浓度梯度为 312 =113

!

</05'"以确定反应的

最佳引物浓度'设立温度梯度为 78 =67 P"根据

6-$扩增结果"选取最佳退火温度(

标准曲线的构建及其重复性44以构建好的

IQ21:79A#9重组质粒作为迟缓爱德华氏菌定量

标准品"用 ,&*K2>0EN>/B 对定量标准品进行 13

倍梯度稀释"共稀释 8 个梯度"每个梯度做 / 个重

复"利用优化好的 6-$反应条件"进行荧光定量

反应"建立质粒起始浓度与 3

N

值对应关系的标准

曲线( 分析标准曲线的相关系数和扩增效率判断

标准曲线的优劣(

标准曲线的重复性检测分为组内重复性实验

和组间重复性 实验 两 部 分( 选 取 构 建 好 的

IQ21:79A#9重组质粒稀释 7 个梯度"组内重复

性实验设 / 个重复管"主要考察在同一次实验中"

/ 个重复间的均一性"用均值和方差来分析"计算

其组内变异系数'组间重复性实验主要考察样品

在不同批次的实验+不同的储存时间对标准品稳

定性的影响( 把标准品放于 523 P"分别在 1+23

和 93 F 时取出做标准曲线"用 ,@430对 3

N

值进行

方差分析"用 (检验进行显著性检验(

'(R)荧光定量 =*!与普通 =*!的敏感性比较

实验

取不同浓度梯度迟缓爱德华氏菌的标准品 1

!

'作为普通 6-$的模板"用所设计的引物进行

普通 6-$扩增( 扩增产物经 1J琼脂糖电泳"观

察并判读实验结果"确定普通 6-$的检测灵敏

度"比较荧光定量 6-$与普通 6-$的敏感性(

'(\)P_,!̂V6774Q实时定量 =*!检测方法的

初步应用

为评价采集迟缓爱德华氏菌 *K9$8M33B )实

时定量 6-$方法的有效性"利用迟缓爱德华氏菌

人工感染健康大菱鲆苗种后"无菌操作取其溃烂肌

肉组织进行研磨"研磨上清液用水煮法提取细菌模

板2%&"按上述方法进行荧光6-$检测"通过样品

的扩增曲线+3

N

值及熔解曲线进行结果判断( 同

时"将病样组织进行常规的细菌分离+培养+纯化和

16*M2%&测序"比较确定该方法的准确性(

24结果

;(')引物设计结果

将不同菌株的 9A#9基因克隆测序的结果进

行同源性分析#图 1$"选取迟缓爱德华氏菌特异

性序列区域设计引物 ,N7(和 ,N7$"具体引物序列

为上游引物 ,N7(!7TG88-8&-&--8&8-&8&/T

下 游 引 物 ,N7$! 7T&-&&&-8--GG&&G--7

-&--/T"扩增片段大小为 230 HI(

;(;)引物特异性及通用性检测结果

以迟缓爱德华氏菌的 ,N7(和 ,N7$为引物"对

哈维氏弧菌#.+9:3331$+鳗弧菌#.&9:3332$+

鳗弧菌#.&9:3330$+灿烂弧菌#.*9:333/$+迟

缓爱德华氏菌#*<37381/31&$+副溶血弧菌#.69:

3339$+溶藻胶弧菌 #.&9:3337 $+大菱鲆弧菌

#*<32112032&$+费氏弧菌#.(9:3336$+大肠杆

菌#GM=BD17G1$模板 2%&进行常规 6-$扩增"由

1/:1
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电泳检测结果#图 2$可知"仅迟缓爱德华氏菌扩增

出大小约为 233 HI 的目的基因片段"而其它 8 株非

迟缓爱德华氏菌均没有扩增产物"为阴性结果"说

明该实验所设计的引物具有很强的种间特异性(

图 ')EG",基因比对结果及迟缓爱德华氏菌引物设计

-./(')>F7678A231GEG",/74787BA74#7894:3F756.0768:78./47:

图 ;)引物的特异性检测结果

Q12'2 333' 11哈维氏弧菌' 21鳗弧菌' /1鳗弧菌' 91灿烂弧

菌' 71迟缓爱德华氏菌' 61副溶血弧菌' 01溶藻胶弧菌' :1大

菱鲆弧菌' 81费氏弧菌' 131大肠杆菌

-./(;)P57#.G.#:737#3.141G56.0768

Q12'2 333' 11MI',#D(A$' 2IMI,*9-$..,#-8' /IMI,*9-$..,#-8'

9IMI)5.(*?$?-)' 7I"I/,#?,' 6IMI5,#,',(8%.A/$&-)'

0IMI,.9$*%.A/$&-)' :IMI)&%5'/,.8$' 8IMIG$)&'(#$' 13I"I&%.$

44由荧光定量 6-$方法检测所设计引物在不

同细菌间扩增的结果#图 /$可以看出"除了迟缓

爱德华氏菌有扩增外"其余菌株及阴性对照均未

检测到荧光信号( 再次证明迟缓爱德华氏菌的引

物 ,N7(5,N7$特异性强"没有非特异性扩增(

以迟缓爱德华氏菌的 ,N7(和 ,N7$为引物"

对两株不同的分离自大菱鲆的迟缓爱德华氏菌和

1 株分离自海参的迟缓爱德华氏菌菌株 2%&进

行常规 6-$扩增"由电泳检测结果#图 9$可知"/

株迟缓爱德华氏菌均能扩增出大小约为 233 HI

的目的基因片段"说明该实验所设计的引物具有

很强的种内通用性(

;(<)标准品的构建

含有迟缓爱德华氏菌 9A#9基因的重组质粒

IQ21:79A#9经分光光度计测定"其浓度为 26316

2/:1
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BC5

!

'"然后利用公式换算出拷贝数为 6 >13

13

拷

贝5

!

'"将该重组质粒稀释成 6 >13

8

拷贝5

!

'后

作为定量标准品原液保存(

图 <)迟缓爱德华氏菌引物特异性

-./(<)&052.G.#93.14#A6K71G857#.G.#:737#3.141G!*8:"?:

图 C)引物的通用性检测

Q12'2 333' 11分 离 自 大 菱 鲆 的 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

#*<37381/31&$ ' 21分 离 自 大 菱 鲆 的 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

#*<303:/331&$ ' /1分 离 自 海 参 的 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

#&[37311131&$

-./(C)h4.K76892:737#3.141G3F756.0768:78./47:

Q12' 2 333' 11 "I/,#?, D3I=M=N3F OM/< FI8,>$8-)

# *<37381/31&$ ' 21"I/,#?, D3I=M=N3F OM/< FI8,>$8-)

#*<303:/331&$ ' /1"I/,#?, D3I=M=N3F OM/< @I;,5%*$&-)

#&[37311131&$

;(C)荧光定量扩增条件优化

经过实验优化"确定进行实时定量 6-$扩增

体系中引物终浓度为 3127

!

</05'"即 23

!

'的

荧光定量 6-$反应体系!*K9$6M3<>@ ,@ 1,2

%

#2 >$13

!

'",N7(#13

!

</05'$317

!

'",N7$#13

!

</05'$ 317

!

'"2%&模板 1

!

'"补超纯水至

23

!

'(

对退火温度进行优化结果表明"6/ P为最适

退火温度"此时扩增效率和引物特异性最佳"荧光

定量 6-$反应条件为 87 P /3 D'87 P 13 D"6/

P 23 D"02 P 23 D"93 个循环'熔解曲线分析

#,OO3BF/MO默认程序 $!87 P 17 D"63 P 17 D"

87 P 17 D"温度由 63 P上升到 87 P"此过程不

断收集荧光信号"形成熔解曲线(

;(D)标准曲线的构建及其重复性

利用优化好的迟缓爱德华氏菌实时定量

6-$反应体系"对 13 个 13 倍梯度稀释的定量标

准品#6 >13

8

=6 >13

3

拷贝5

!

'$进行检测"建立

质粒拷贝浓度的对数值与 3

N

值对应关系的定量

标准曲线( 由扩增曲线#图 7$可以看出"IQ21:7

9A#9重组质粒在 6 >13

8

=6 >13

1

拷贝5

!

'范围

内的定量 6-$"其扩增曲线反映了 6-$的指数增

长阶段和平台阶段( 由熔解曲线 #图 6$可知"8

个浓度梯度的扩增熔解曲线均只有 1 个熔解峰"

1

<

值为 ::17 =:812 P"表明反应过程中未出现

非特异性扩增和引物二聚体( 由标准曲线可以看

出#图 0$"所制作的标准曲线在 6 >13

8

=6 >13

1

拷贝数之间的 3

N

相差比较均匀"符合定量 6-$

的 3

N

值与其拷贝数之间的线性关系( 本实验所

得到的标准曲线方程为 AB5/I/2>C/81/:"相

关系数 #

2

B3188:"扩增效率为 1133(

//:1
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图 D)迟缓爱德华氏菌标准品的 P_,!V6774Q实时定量 =*!扩增曲线图

-./(D)&052.G.#93.14#A6K71GP_,!V6774Q6792̂3.07=*!G1683694:52980.:1G!*8:"?:

图 E)迟缓爱德华氏菌标准品的 P_,!V6774Q实时定量 =*!扩增的熔解曲线

-./(E)a723.4/ #A6K71GP_,!V6774Q6792̂3.07=*!G1683694:52980.:1G!*8:"?:

图 R)迟缓爱德华氏菌标准曲线

-./(R)>F78394:96:#A6K71G!*8:"?:

;(E)荧光定量 =*!的重复性分析

组内重复性分析选取 6 >13

:

=6 >13

9

拷贝5

!

'的 7 个浓度梯度"每个梯度选取 / 个重复管进

行组内荧光 $G76-$重复性分析"计算其 3

N

均

值+方差和变异系数#表 2$( 由表 2 的数据得出"

标准品浓度在 6 >13

:

=6 >13

9

拷贝5

!

'之间的 /

个重复的 3

N

值基本一致"标准差在 3139/ 9 =

31610 2之间"变异系数在 3126J=910/J之间(

组间重复性实验中#表 /$"选取的 7 个标准品的

4均小于 4

4M>N

"且 !D3137"说明储存的迟缓爱德

华氏菌标准品储存在 523 P的标准品在 1 =93 F

间"做标准曲线时没有显著差异"均一性良好较稳

定"结果表明该实时定量 6-$有良好的重复性(

;(R)荧光定量 =*!与普通 =*!的灵敏度比较

由 13 个 13 >梯度稀释的定量标准品重组质

粒的扩增曲线可以看出"6 >13

8

=6 >13

1

拷贝5

!

'

均有较强的荧光信号"且其扩增曲线有指数增长

阶段和平台阶段"而在 6 个拷贝没有检测到扩增

的荧光信号"因此可以确定该检测方法可以至少

能检测到 63 个 2%&拷贝数"具有较高的灵敏度(

为了比较荧光定量 6-$与普通 6-$的灵敏度差

异"取标准品 #6 >13

8

=6 >13

2

拷贝5

!

'$作为普

通 6-$的模板"由电泳结果#图 :$可知",N7(5,N7

$作为迟缓爱德华氏菌的特异性引物"普通 6-$

9/:1
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能检测到 6 >13

7

拷贝"在拷贝数为 6 >13

9

时的条

带很弱"较模糊"由此可以看出荧光定量 6-$的

灵敏度比常规 6-$高 13 333 倍(

;(\)实时荧光定量 =*!检测方法应用结果

利用本实验建立的迟缓爱德华氏菌 *K9$

8M33B )实时定量 6-$方法"对人工感染的大菱鲆

溃烂组织进行检测"6-$的3

N

值与2%&拷贝数之

间的定量曲线见图 8( 结果显示"/ 个检测样品均

呈阳性反应"/ 个样品的 3

N

值分别为 1617/+171/8

和 17177"对应 9A#9基因的拷贝数为 :1/: >13

6

+

11:3 >13

0

+116/ >13

0

( 利用常规的细菌分离+培

养+纯化和 16*M2%&测序"对测序结果进行 90=DN

分析结果显示"所分离的细菌为迟缓爱德华氏菌"

进一步证明了该荧光定量 6-$的准确性(

表 ;)迟缓爱德华氏菌荧光定量 =*!

检测***组内重复性实验

>9?(;)Q4369 9̂889J K96.9?.2.3J 1G6792̂3.07

=*!1G!*8:"?:

标准品5拷贝

DN=BF=MF

组别

CM/EI

组内重

复均值

<3=B

标准差

*121

变异

系数

-1.1

6 >13

:

1 13162 31126 2 1118J

2 13123 3123: 3 2139J

/ 13113 31113 : 1113J

6 >13

0

1 1/172 31/66 8 2101J

2 1/121 313:1 8 3162J

/ 1/137 31610 2 910/J

6 >13

6

1 10179 31130 2 3161J

2 10131 31121 9 3101J

/ 161:8 3139/ 9 3126J

6 >13

7

1 231/8 31291 6 111:J

2 23113 3128: 9 119:J

/ 23178 311/3 3 316/J

6 >13

9

1 29121 31389 3 31/8J

2 2/16: 311:: 9 31:3J

/ 29133 312/3 9 3186J

表 <)迟缓爱德华氏菌荧光定量 =*!

检测***组间重复性实验

>9?(<)Q4376̂9889J K96.9?.2.3J 1G6792̂3.07

=*!1G!*8:"?:

标准品5拷贝

DN=BF=MF

4值

47S=0E3

!值

!7S=0E3

4临界值

4

4M>N

6 >13

:

11711 978 31289 399 7119/ 27/

6 >13

0

319:8 916 316/7 9:6 7119/ 27/

6 >13

6

/1:03 07: 313:/ 29/ 7119/ 27/

6 >13

7

31:20 329 319:1 039 7119/ 27/

6 >13

9

11266 601 31/90 61/ 7119/ 27/

图 \)普通 =*!检测迟缓爱德华氏菌的灵敏度

Q12'2 333' 116 >13

8拷贝' 216 >13

:拷贝' /16 >13

0拷贝'

916 >13

6拷贝' 716 >13

7拷贝' 616 >13

9拷贝' 016 >13

/拷

贝' :16 >13

2拷贝

-./(\)P748.3.K.3J :737#3.141G!*8:"?: A8.4/

416092=*!

Q12'2 333' 116 >13

8

4/I>3D' 216 >13

:

4/I>3D' /16 >13

0

4/I>3D' 916 >13

6

4/I>3D' 716 >13

7

4/I>3D' 616 >13

9

4/I>3D' 01

6 >13

/

4/I>3D' :16 >13

2

4/I>3D

图 b)P_,!V6774Q6792̂3.07=*!样品检测曲线

-./(b)$737#3.14#A6K781G8905278?J

P_,!V6774Q6792̂3.07=*!

/4讨论

荧光定量 6-$具有敏感度高+重复性好+线

性范围宽+易于标准化和高通量等优点"常用的方

法主要包括 G=VQ=B 探针法和 *K9$8M33B )荧

光染料法( 与 G=VQ=B 荧光探针法相比"*K9$

8M33B )荧光染料检测具有成本低+简便易行的优

点"可用于不同核酸的检测( 黄世旺等
)27*

利用荧

光定 量 探 针 法 定 量 检 测 霍 乱 弧 菌 # M$=#$%

&'%.(#,$"最低能检测到 13 -(#5<''覃倚莹

等
)26*

同样利用荧光定量探针法快速检测副溶血

弧菌"检测灵敏度可到 27 个拷贝':A/E 等
)20*

利

用荧光定量染料法快速检测溶藻弧菌'荧光定量

6-$还可以与多重 6-$结合实用"达到定量检测

多种细菌"或者同一菌种中不同菌株的目的
)2:*

(

虽然荧光定量 6-$在病原菌快速检测中应用越

7/:1
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来越多"但是鲜有对迟缓爱德华氏菌的荧光定量

检测的报道"所以本实验基于此建立了迟缓爱德

华氏菌的荧光定量检测技术(

迟缓爱德华氏菌是一种常见的条件致病菌"

有关迟缓爱德华氏菌的特异性检测技术已陆续见

到报道( 免疫方法具有检测时间短+特异性强+准

确性高等优点"*W=>B 等
)11*

应用斑点 ,')*&对感

染了 "I/,#?, 的鱼体进行了检测"能够在鱼体死

后的 9: =02 A 内特异地检测到 "I/,#?, 的抗原(

在此基础上"*W=>B 等
)12*

还评估了间接 ,')*&+

间接阻断 ,')*&+竞争 ,')*&和血清凝集实验 9

种方法对鱼体中的检测敏感性"发现间接 ,')*&

方法的阳性检出率最高( 在我国"白方方等
)13*

利

用制备具有高敏感性和特异性的 "I/,#?, 多克隆

抗体建立的间接 ,')*&检测方法具有检测时间

短+特异性强+准确度高等优点( 此外"秦璞等
)1/*

建立的鱼类致病性迟缓爱德华氏菌胶体金快速检

测法可在 7 =13 <>B 内检测出迟缓爱德华氏菌(

然而"免疫方法检测的灵敏度在 13

7

-(#5<'"检

测的灵敏度不高( 随着分子生物学的发展和对迟

缓爱德华氏菌致病基因的研究"依据其特异基因

建立了迟缓爱德华氏菌的分子生物学方法( 邓显

文等
)17*

根据迟缓爱德华氏菌株 2/*M2%&基因"

建立了二温式聚合酶链反应鉴别诊断迟缓爱德华

氏菌株的技术"检测灵敏度可达到 13 IC 2%&'薛

淑霞等
)16*

依据迟缓爱德华氏菌溶血素基因建立

的嵌套 6-$检测方法"检测灵敏度达到 13 OC''>

等
)10*

利用 6-$方法研究了国内分离株中毒力基

因分布情况"筛选出可用于检测致病性 "I/,#?,

的毒力基因';>3等
)1:*

依据 ")#9基因建立了

'&Q6检测方法"检测限可达到 13 拷贝( 这些方

法为建立具有高敏感性+特异性强的早期迟缓爱

德华氏菌检测方法提供了科学依据( 然而"对迟

缓爱德华氏菌的密度感应系统机制研究表明"该

细菌存在密度感应系统
)21*

"由此可以推断"该细

菌致病性除了与其株系有关外"还与其种群密度

密切相关"因此"建立迟缓爱德华氏菌的快速定量

检测技术对于监测和预防迟缓爱德华氏菌引起的

病害显得尤为重要( ;>3等
)22 52/*

分别依据迟缓

爱德华氏菌的 16*M2%&和 7.A9基因建立了该

菌的 G=VQ=B 探针实时定量检测方法"检测限分

别可达到 7 拷贝和 93 OC( 本实验依据迟缓爱德

华氏菌的 9A#9基因序列"设计了其实时定量 6-$

检测引物"利用这对引物对多种弧菌或细菌的标

准菌株及多个不同来源的迟缓爱德华氏菌菌株进

行 6-$检测"发现所有迟缓爱德华氏菌菌株都能

出现阳性结果"而其它弧菌或细菌菌株均出现阴

性结果"表明这对引物能特异性检测到迟缓爱德

华氏菌( 以这对引物为基础"构建了含有迟缓爱

德华氏菌 9A#9基因的标准品"并进行了实时定量

6-$条件优化"构建了标准曲线"建立了迟缓爱

德华氏菌的 *K9$8M33B )实时定量 6-$检测方

法( 标准曲线线性关系和扩增效率都接近 1"标

准品性质稳定"标准曲线重复性较好"是理想的标

准曲线( 其灵敏度检测结果表明"建立的迟缓爱

德华氏菌的荧光定量 6-$技术的最低可检测到

63 个拷贝 9A#9基因"其检测灵敏度是普通 6-$

的 13 333 倍(

本实验建立的迟缓爱德华氏菌的 *K9$

8M33B )实时定量 6-$检测方法与普通 6-$方法

相比"具有灵敏度高且可以达到定量检测的目的"

与 G=VQ=B 探针方法相比"操作简单"不需要设计

合成昂贵的探针"只需要在 *K9$8M33B )反应混

合液中加入引物和待测样品的 2%&( 且其重复

性检测结果表明"该方法可重复性好( 实际应用

效果显示"该方法可以在实际生产中具有较好的

适用性"因此"本检测方法对水产养殖过程中的病

原性迟缓爱德华氏菌的检测和预防具有重要的

意义(
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