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摘要：为实现杀鲑气单胞菌早期快速准确定量检测，研究旨在建立杀鲑气单胞菌的SYBR
Green I实时荧光定量 PCR (Real-time PCR)检测方法。根据GenBank中杀鲑气单胞菌毒力
阵列蛋白基因(vapA)保守序列设计并合成一对特异性引物，对其特异性、灵敏度、可重
复性和应用性进行评价。结果显示，研究设计的引物具有良好的种间特异性，仅对杀鲑
气单胞菌及其亚种有阳性扩增，与其他细菌不发生交叉反应。构建的Real-time PCR标准
曲线质粒拷贝数与循环阈值呈良好的线性关系，扩增所得标准曲线分别为y=–4.8345x+
42.535，相关系数R2为0.998，最低检测限为34拷贝 /μL，较常规PCR的灵敏度高出约
1000倍。应用建立的方法检测人工感染的虹鳟病样，15个被检样品呈阳性反应，与细菌
常规鉴定方法结果一致。研究表明，所建立的基于实时荧光定量PCR技术的杀鲑气单胞
菌检测方法快速、特异、灵敏，可用于临床诊断和疫病监测。
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气单胞菌属(Aeromonas)细菌包括嗜水气单

胞菌 (A. hydrophila)、杀鲑气单胞菌 (A. salmon-
icida)和豚鼠气单胞菌(A. caviae)等20个种[1]，广泛

分布于自然界中，是一类重要的水产养殖动物

病原菌，由其感染引起患病鱼的临床特征主要

表现为出血性病症 [2]。其中，杀鲑气单胞菌是引

起鲑鳟鱼类疖疮病及溃疡病的最主要病原菌，

给鲑科(Salmonidae)鱼类养殖带来严重损失 [3]。近

年来研究表明，该菌宿主范围逐渐扩大，可感

染除了鲑科外的其他水产动物，如刺参(Oplopa-
nax elatus)、斑点叉尾鲙(Ictalunes punctatus)、乌

鳢 (Ophicephalus argus)和大菱鲆 (Scophthalmus
maximus)等 [4-7]。此外，Fontes等 [8] 于2011年从葡

萄牙某猪屠宰场的猪肉中分离到了包括杀鲑气

单胞菌在内的多种气单胞菌。林如涛等 [9]首次在

中国重庆地区的山羊体内检测到杀鲑气单胞菌。

目前，对杀鲑气单胞菌的检测主要依赖于

传统的微生物分离培养鉴定方法[10]，其操作过程

费时、繁琐，且很难得到准确结果，常常延误

病情的诊断，而且对于已感染该菌但尚未发病

的鱼类，通过常规分离鉴定方法很难得到准确

结果[11]。毒力阵列蛋白基因(virulence array protein
A, vapA)在杀鲑气单胞菌及其亚种中普遍存在，

主要功能是编码A层蛋白，因此该基因也被称为

A层蛋白基因(A-layer)。vapA基因序列在进化上

的变异水平决定了其可以用来测定杀鲑气单胞

菌 [12]，刘宗晓等 [13]利用vapA基因建立了杀鲑气单

胞菌的TaqMan探针实时定量检测方法。本研究
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在上述研究的基础上，以vapA基因为靶基因，建

立了杀鲑气单胞菌的SYBR Green I Real-time
PCR检测方法，该方法不仅具有重复性好、灵敏

度高和特异性强的特点，还具有鉴定迅速、操

作简单和结果准确等优点，为建立特异性强、

灵敏度高的杀鲑气单胞菌定量检测法提供技术

依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用菌种包括杀鲑气单胞菌、嗜水气单

胞菌、豚鼠气单胞菌、温和气单胞菌(A. sobria)、
维氏气单胞菌(A. veronii)、鲁氏耶尔森菌(Yersinia
ruckeri)、迟缓爱德华菌(Edwardsiella tarda)、荧

光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)、金黄色葡

萄球菌 (Staphylococcus aureus)、溶壁微球菌

(Micrococcus lysodeikticus)等10种共13株。各菌株

的来源及编号见表1，鱼体组织待检样品取自黑

龙江水产研究所鱼类病害研究实验室。

1.2    主要仪器与试剂

ABI7500荧光定量PCR仪购自美国；细菌基

因组DNA提取试剂盒和胶回收试剂盒购自天根

生化科技有限公司； thunderbird SYBR®qPCR
mix试剂盒购自日本Toyobo公司；PCR试剂和

pMD18T载体购自宝生物工程有限公司。

1.3    引物设计与合成

根据GenBank上杀鲑气单胞菌vapA基因(登
录号：KP184560.1)序列，利用引物设计软件

Primer explorer设计1对特异性引物，由苏州金唯

智生物科技有限公司合成，引物序列：AsV-F
5′-CGTCCGAGACAGGTATCAGC-3′，AsV-R
5′-TCCAAGGTGAAGGCCAATT-3′。

1.4    引物特异性检测

利用“引物设计与合成”中设计好的引物，

以提取的上述10种细菌基因组DNA为模板进行

常规PCR扩增，以无菌去离子水为阴性对照，检

测所设计引物的特异性。

普通PCR反应体系        2×PCR premix 10 μL，

10 μmol/L的引物各1 μL，无菌去离子水7 μL，

DNA模板1 μL；PCR反应条件：95 °C预变性5 min；
95 °C变性30 s，52 °C退火30 s，72 °C延伸30 s，
共30 个循环；最后72 °C延伸10 min。PCR产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后由凝胶成像系统分析

结果。

荧光定量PCR反应体系        通过预实验对反

应体系中退火温度、反应时间和引物浓度等进

行摸索，最终确定的反应体系为 thunderbi rd

表 1    菌株及其来源

Tab. 1    Bacterial strains used in this study

菌株

bacterial strains
编号

no.
来源

source

杀鲑气单胞菌杀鲑亚种　A salmonicida subsp. salmonicida ATCC®33658 美国模式培养物集存库

杀鲑气单胞菌无色亚种　A. salmonicida subsp. achromogenes ATCC®33659 美国模式培养物集存库

杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种　A. salmonicida subsp. masoucida ATCC®27013 美国模式培养物集存库

杀鲑气单胞菌史氏亚种　A. salmonicida subsp. smithia ATCC®49393 美国模式培养物集存库

嗜水气单胞菌　A. hydrophila ATCC®7966 美国模式培养物集存库

维氏气单胞菌　A. veronii ATCC®35624 美国模式培养物集存库

豚鼠气单胞菌　A. caviae CCTCC AB98034 中国典型培养物保藏中心

温和气单胞菌　A. sobria CCTCC AB98043 中国典型培养物保藏中心

迟缓爱德华菌　E. tarda ATCC®15947 美国模式培养物集存库

金黄色葡萄球菌　S. aureus CGMCC 1.2386 中国普通微生物菌种保藏管理中心

溶壁微球菌　M. lysodeikticus CGMCC 1.634 中国普通微生物菌种保藏管理中心

鲁氏耶尔森菌　Y. ruckeri ATCC®29473 美国模式培养物集存库

荧光假单胞菌　P. fluorescens ATCC®13525 美国模式培养物集存库
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SYBR®qPCR mix 10.5 μL，上下游引物各0.6 μL，

DNA模板1 μL，无菌去离子水7.4 μL，总体积为

20 μL。反应条件为95 °C预变性1 min；95 °C变性

10 s；60 °C退火34 s；72 °C延伸30 s，共40个循环。

1.5    质粒标准品的构建、重复性及灵敏度检测

质粒标准品的构建        以AsV-F/AsV-R引物

扩增vapA基因的部分序列，将扩增得到的纯化

PCR产物连接到pMD18T载体上，然后转化至

DH5α感受态细胞中，通过PCR和测序鉴定阳性

克隆。鉴定正确后，提取重组质粒pMD18-vapA
并用微量紫外可见分光光度计测定其浓度和

纯度，根据摩尔定律，利用下述公式计算出每

μL质粒中的DNA拷贝数，该质粒即可作为标

准品。 ¡
= L
¢
=

(ng= L)£ ( L)£(6:023£1023)

(bp) + (bp) ]£ 660(g=mol)

标准曲线的建立及重复性检测         利用上

述公式计算出pMD18T-fstA重组质粒中DNA的拷

贝数，并以此重组质粒作为本实验的标准品，

将其10倍系列稀释成109拷贝 /μL至101拷贝 /μL。

取上述10倍系列稀释的pMD18T-vapA重组质粒

106~101拷贝/μL共6个稀释度为标准品模板进行荧

光定量PCR扩增，以质粒拷贝数对数值为x轴，

以Ct值为y轴，构建SYBR Green I实时荧光定量

PCR标准曲线。再次选取10倍系列稀释成106~101

拷贝/μL的pMD18T-vapA重组质粒，每个梯度设

3个重复，比较在同一次实验中3个重复间的均一

性，通过组内的Ct值变异系数(标准偏差/重复值

平均数)评价该方法的重复性。

灵敏度检测         取上述10倍系列稀释的质

粒标准品106~101拷贝/μL共6个稀释度为模板进行

荧光定量PCR扩增，所能检出的最低起始模板浓

度即为SYBR Green I实时荧光定量PCR的灵敏

度。常规PCR扩增所用质粒标准品浓度分别为

108~101拷贝/μL。

1.6    实时荧光定量PCR检测方法的应用

为了评价杀鲑气单胞菌实时荧光定量PCR检

测方法的有效性，分别通过腹腔注射和浸泡途

径感染健康虹鳟(Oncorhynchus mykiss)，于攻毒后

1、3和7 d采集鳃、脾、肾和肠组织进行研磨，

提取基因组DNA，按上述方法进行实时荧光定

量PCR检测，通过样品的Ct值、扩增曲线及熔解

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，鉴定培养菌株的理化特

性和16S rRNA基因序列，以比较确定该方法的准

确率。

2    结果

2.1    引物特异性检测

常规PCR检测结果显示，AsV-F/AsV-R引物

的特异性表现良好，以杀鲑气单胞菌杀鲑亚

种、无色亚种、杀日本鲑亚种和史氏亚种的基

因组DNA为模板进行PCR均扩增出目的条带，大

小225 bp，而供试的其他病原菌如嗜水气单胞

菌、豚鼠气单胞菌、温和气单胞菌、维氏气单

胞菌、鲁氏耶尔森菌、迟缓爱德华菌、金黄色

葡萄球菌等结果为阴性(图1)。Real-time PCR检测

结果同样证明了引物的特异性，只对杀鲑气单

胞菌及其亚种有单一的产物吸收峰，其余供试

菌株均未检测到特异的产物吸收峰(图2)。由熔

解曲线可知，Tm值为83.5~85.6 °C，表明反应过

程中未出现非特异性扩增和引物二聚体。

2.2    SYBR Green I Real-time PCR标准曲线的

建立

根据优化好的杀鲑气单胞菌实时定量PCR反

应体系，取106~101拷贝/μL共6个稀释度为标准品

模板用引物AsV-F/AsV-R分别进行荧光定量

PCR检测，建立了相应的质粒拷贝浓度的对数值
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图 1    引物特异性检测结果

M. 分子量标准DL2000；1~11. 杀鲑气单胞菌杀鲑亚种、无色亚

种、杀日本鲑亚种、史氏亚种，嗜水气单胞菌，豚鼠气单胞

菌，温和气单胞菌，维氏气单胞菌，鲁氏耶尔森菌，迟缓爱德

华菌，金黄色葡萄球菌

Fig. 1    Specific detection of primers
M. molecular weight marker DL2000; 1-11. A. salmonicida sp.
salmonicida, A. salmonicida sp. achromogenes, A. salmonicida sp.
masoucida, A. salmonicida sp. smith, A. hydrophila, A. caviae, A. sobria,
A. veronii, Y. ruckeri, E. tarda, S. aureus
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与Ct值相关关系的定量标准曲线。标准曲线方

程为y=–4.8345x+42.535，相关系数R2为0.998，
质粒拷贝数与PCR的Ct值之间呈现良好的线性

关系。

2.3    灵敏度检测

以 10倍浓度梯度稀释的质粒标准品为模

板，利用AsV-F/AsV-R引物分别进行常规PCR和

Real-time PCR扩增，以检测方法的灵敏度。结果

显示，实时荧光定量PCR方法对重组质粒进行扩

增，最低检测限为 34拷贝 /μL(图 3)；而常规

PCR在模板浓度为3.4×105拷贝 /μL时能观察到目

的条带(图4)，在浓度为3.4×104拷贝/μL时的条带

亮度较为模糊，由此可以看出荧光定量PCR的灵

敏度比常规PCR高1000倍。

2.4    实时荧光定量PCR的重复性分析

分别以106~101拷贝/μL等6个浓度梯度的质粒

标准品为模板，每个梯度选取3个重复管，进行

组内SYBR Green I荧光PCR重复性分析，计算其

Ct均值、标准差和变异系数(表2)。标准品浓度

为106~101拷贝/μL的3个重复的Ct值基本一致，标

准差为0.175~0.477，变异系数为0.57%~1.80%。

统计结果表明，本研究所建立的SYBR Green I实

时荧光定量PCR检测方法重复性好，可进行稳

定、可靠的检测。

2.5    实时荧光定量PCR检测方法应用结果

利用本实验建立的杀鲑气单胞菌实时定量

PCR方法，对人工感染1、3和7 d后的虹鳟肝、

脾、肾、肠和鳃进行检测。结果显示，在各组

待检组织样品中，注射组和浸泡组均有阳性检

出(表3)。根据已建立的标准曲线即可计算出对

应基因的拷贝数(表4)。常规细菌分离鉴定结果
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图 2    标准品pMD18-vapA实时定量PCR熔解曲线

Fig. 2    Melting curve of Real-time PCR for
strand plasmid of pMD18-vapA
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图 3    实时荧光定量PCR灵敏度检测结果

1~6. 质粒稀释为106、105、104、103、102、101拷贝/μL

Fig. 3    Sensitivity of Real-time PCR for detection of
A. salmonicida

1-6. plasmid diluted to 106, 105, 104, 103, 102, 101 copies/μL
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图 4    普通PCR灵敏度检测结果

1~8. 质粒稀释为108、107、106、105、104、103、102、101拷贝/μL；
9. 阴性对照

Fig. 4    Sensitivity of conventional PCR for detection of
A. salmonicida

1-8. plasmid diluted to 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 101 copies/μL;
9. negative control
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显示，所分离的细菌均为杀鲑气单胞菌，进一

步证明了该实时荧光定量PCR的准确性。

3    讨论

实时荧光定量PCR技术与普通PCR技术相

比，可以对DNA模板定量，同时还具有灵敏度

高、自动化程度高、特异性强和污染性小等优

势 [14]。TaqMan探针法、SYBR Green Ⅰ染料法和

分子信标法是常用的几种方法 [15]。石晓璐等 [16]采

用TaqMan-MGB和分子信标技术，建立了2种针

对沙门菌的实时荧光定量PCR检测方法，2种方

法的检出限都达到了32 CFU/mL菌液浓度。李富

祥等[17]利用TaqMan荧光定量PCR法检测猪丹毒杆

菌(Erysipelothrix rhusiopathiae)，最低能检测到

76拷贝/μL；荣小军等 [18]利用SYBR Green I荧光定

量法检测迟缓爱德华菌，最低能检测到60 CFU/mL；
王国良等 [19]利用SYBR Green I荧光定量法检测這

鱼诺卡氏菌(Nocardia seriolae)，检测灵敏度可达

106 μg/μL的DNA含量。荧光定量PCR还可以与多

重PCR结合使用，可同时定量检测多个目的片

段，一次PCR反应可完成多个检测目的，极大提

高了检测效率 [20]。Alperi等 [21]根据16S rRNA基因

建立了多重PCR方法，可同时检测出包括杀鲑气

单胞菌在内的3种常见鱼类致病菌。Kulkarni等 [22]

根据gyrB基因设计了特异性引物并应用环介导等

温扩增技术检测大西洋鳕(Gadus morhua)非典型

疖病的病原杀鲑气单胞菌，结果显示其灵敏度

是普通PCR的10倍。

杀鲑气单胞菌是一种常见的条件致病菌，

有关该菌的特异性检测技术已陆续见报道。童

裳亮 [23]利用ELISA技术建立了快速检测水样中杀

鲑气单胞菌的方法，其检测灵敏度可达到5个细

菌/mL，具有检测时间短、特异性强、准确性高

等优点；刘宗晓等 [ 1 3 ]建立了杀鲑气单胞菌的

TaqMan探针实时定量检测方法，本实验与其选

择同样的目的基因但仍与之有不同之处，例如

本实验选用SYBR GreenⅠ染料法，与其选用的

TaqMan探针法相比具有不需要荧光探针、检测

方法简单、操作方便、成本低等优点；此外，

本研究为构建重组质粒并根据质粒浓度、载体

长度等计算基因拷贝数，而其采用血球计数板

计数；刘宗晓等 [13]建立的方法缺乏与常规PCR结

果的比较分析、RT-PCR重复性分析、检测方法

应用效果评价等研究，而本实验对这些做了详

细的结果分析。本实验以含有杀鲑气单胞菌

vapA基因的质粒为标准品，构建标准曲线，建立

了杀鲑气单胞菌实时定量PCR检测方法。直线回

归方程的相关系数达到0.998，表明此反应体系

精确度高、稳定性好，是理想的标准曲线。其

灵敏度检测结果表明，至少可检测到34个拷贝的

表 2    以pMD18-vapA重组质粒为标准模板的

实时荧光定量PCR重复实验

Tab. 2    Reproducibility of pMD18-vapA standard template
in Real-time PCR assay

浓度梯度

concentration gradient

拷贝数/(拷贝/μL)　copies
变异系数/%

CV1 2 3
标准差

SD

3.4×106 13.82 13.55 14.04 0.248 1.80

3.4×105 18.20 18.71 18.89 0.356 0.94

3.4×104 22.25 22.59 22.51 0.175 0.78

3.4×103 27.08 26.36 27.07 0.412 1.47

3.4×102 32.95 32.69 32.58 0.188 0.57

3.4×101 38.02 37.06 36.98 0.579 1.55

表 3    待检样品实时荧光定量PCR检测的Ct值

Tab. 3    The Ct value of Real-time PCR of infected samples

待检样品

samples

样品Ct值　Ct values of samples

1 d 3 d 7 d

鳃　gill 4.60 4.71 7.93

肝　liver 14.75 33.42 34.29

脾　spleen 5.43 5.81 7.43

头肾　head kidey 6.17 6.08 6.89

肠道　intestine 4.89 5.97 8.32

表 4    待检样品Ct值所对应基因的拷贝数

Tab. 4    The gene copies corresponding to Ct value by
Real-time PCR detection

待检样品

samples

Ct值对应基因的拷贝/(拷贝/μL)
the gene copies corresponding to Ct value

1 d 3 d 7 d

鳃　gill 1.7×108 1.7×108 3.8×107

肝　liver 1.6×106 2.6×102 1.7×102

脾　spleen 1.2×108 1.1×108 4.9×107

头肾　head kidey 8.5×107 8.5×107 6.2×107

肠道　intestine 1.6×108 9.6×107 3.2×107
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基因，其检测灵敏度是常规PCR的1000倍。对人

工感染的虹鳟组织样品进行检测，实际应用结

果显示该方法在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杀鲑气单

胞菌的检测和预防具有重要意义。
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Real-time PCR detection of Aeromonas salmonicida by
amplification of specific vapA gene
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Abstract: In order to implement the early and quick quantitative determination of Aeromonas salmonicida, a
SYBR Green I  Real-time PCR method of  A. salmonicida  was established based on the pathogen sequence
information. Based on the vapA of virulence array protein gene sequence of A. salmonicida, a pair of primers was
designed and used in a real time quantitative polymerase chain reaction (qPCR) assay. The specificity, sensitivity,
repeatability and application of the system were also evaluated. The results showed that A. salmonicida and its
subspecies can be clearly discriminated from the other 10 bacteria species by SYBR Green I Real-time qPCR,
which  indicated  that  the  primer  pair  has  good inter-species  specificity.  The  standard  curve  established by
recombinant plasmid showed a fine linear relationship between initial templates and threshold cycle, which can be
described  as  y=–4.8345x+42.535 (R2=0.998).  The  sensitivity  analysis  showed that  the  detection  limit  was
34 copies/μL, which suggested that the sensitivity of Real-time qPCR was about 1000 times higher than that of the
conventional PCR assay. The established method was applied to detect the samples in rainbow trout after artificial
infection. Results showed that 15 of those samples were positive, which had complete agreement (100%) with
bacteriological  analysis  by isolation and culture.  In  conclusion,  the developed Real-time PCR assay for  A.
salmonicida is fast, highly specific, and sensitive. This method had a broad application for clinical diagnosis and
disease surveillance in aquaculture.
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