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摘 　要 :以 t l为靶基因 ,将菌落 PCR技术和平板菌落计数法相结合 ,建立致病性副溶血弧菌快速 、半定量 检测

方法 。PCR扩增的目的片段为 673 bp,人工污染样品检测最低限固体样品为 3. 1 ×102 cfu/ g,液 体样品为 1. 3

×102 cfu/mL ,菌落 PCR每反应体系的检测低限为 90 cfu。对人工污 染样品的检 测结果显 示 , PC2PCR方 法检

测结果与常规检测结果一致 ,可用 于养殖环境及水产品中细菌的动态监测 。
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Abstract:A rapid and semi2quanti tativemethod was developed for detection of pathogenic V ibrio paraharmoly ticus,

using tl gene as a targeted gene, combined the method of plate count for bacterial colonies and colony PCR. The

expected PCR product was673 bp. Detection limit for artificial contaminantswas3. 1 ×102cfu/g of solid samp le and

1. 3 10
2
cfu/ml of liquid samp le; Detection limi t of co lony PCR reaction system was90 cfu. The contaminated samp les

were detected by both PC2PCR and routinemethodswi th acomp letely coincident resul t. This integrated analytical PC2
PCRmethod should be further app lied for dynamic detection in aquacul ture.
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　　副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)为革兰

氏阴性多形态杆菌或稍弯曲弧菌 ,广泛存在于养

殖水域 、底泥和沉积物中 [ 1 ] ,能引起牡蛎肠炎 [2 ] ,

对虾红腿病 [ 3 ] ,蟹大规 模死亡 [ 4 ] ,大黄鱼疾病 [ 5 ]

等 ,是海水养殖中主要的病原菌之一 。由副溶血

弧菌引起的疾病 ,因发病率高 、流行范围广 、危害

严重 ,每年都给养殖业者造成了极大的经济损失 。

此外 ,副溶血弧菌也广泛存在于海洋食品中 ,可引

起人类腹泻等肠道疾病及食物中毒
[ 6 ]

,是国家规

定的水产品必检项目。

传统的副溶血弧菌生化鉴定方法操作繁杂 、

检验周期长 ,需 要 7d以 上才能获得 结果 [ 7 ] 。为

提高检测效率和准确率 ,近些年来出现了基于免

疫学的 EL ISA 方法
[ 8 ]

,基于核酸杂交技术的斑点

杂交 、Southern杂交和夹心杂交 [ 9～11 ]等方法 ,基于

PCR技 术 的 常 规 PCR、多 重 PCR和 荧 光 定 量

PCR
[ 12, 13 ]

等众多快速检测方法 。其中 ,根据 特异

基因序列 ,设计引物 ,进行 PCR检测 ,是现阶段检
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测致病性副溶血弧菌的最快速准确的方法 ,越来

越被科研和商检等部门认可 ,成为流行的副溶血

弧菌检测方法 。但是 PCR技术针对反应体系中

的模板 DNA进行扩增 ,无法鉴别死活菌体 ,不能

满足监 测活 菌 的 需 求 。由 于 平 板 菌 落 计 数法

(plate count for bacterial colonies, PC)的最大优点

是可获得活菌数量 ,本文根据 tl基 因设计引物 ,

用菌落 PCR法检测靶 基因 ,结合 平板菌 落计数

法 ,以期建立一种副溶血弧菌的半定量 、快速检测

方法 ,用于养殖环境及水产动物中可培养的致病

性副溶血弧菌的监测 。

1　材料与方法

1. 1　菌株

实验菌株的来源和菌株号如表 1。

1. 2　工具酶与试剂

TaqDNA 聚合酶 , dNTPs,DL2000 DNA ladder

marker购自 Solarbio公司 ; GeneFinder购自百维信

生物有限公司 ; Tris base、SDS、EDTA 购自 Sigma公

司 ;琼脂糖购自华美公司 ; TCBS琼脂 、TSB培养基

等购自青岛高科园生物技术有限公司。

1. 3　细菌的培养

将实验菌株接种于 TSB 液体培养基中 , 30℃

振荡培养过夜 ,获得处于对数生长期的菌体 。

1. 4　血平板检测

将处于对数生长期的菌液用接种环点至兔血

平板中 ,共点四环 ,平均分布于平板平面 ,并在点

种处做记号 。置 30℃培养箱培养 24～30 h,点种

处出现溶血圈者为阳性 ,用“ + ”表示 ,可初步判

断该菌具溶血活性 ;未出现溶血现象的则为阴性 ,

用“ - ”表示。

1. 5　细菌染色体 DNA的提取

参照 M iyamoto等的快速 盐抽提法 [ 14 ] ,提取

实验菌株的基因组 DNA。

1. 6　PCR

根据 NCB I上 tl基因序列 (M36437) ,用 Primer

primer 5. 0设计 引物 ,由上海生 物技术有限公司

合成 。序列如下 :

5′2TTGAATGTGCTTGGGTCA23′;

5′2CGTTAAAGATGTTGCCTGT23′;

PCR采用 25μL反应体系 :模板 DNA 1μL ,

10 mmol /L 的 tl上下游引物 各 2μL , 10 mmol /L

dNTPs 2 μL , Taq酶 终 浓 度 1. 25 U, 5 mmol /L

MgCl2 1. 5μL ,10 ×PCR buffer 2μL ,加灭菌 dH2O

补足至 25μL。PCR程序参数 : 94 ℃变性 4m in;

94 ℃ 1 min,57 ℃ 30 s, 72 ℃ 3 m in, 30个循环 ;

72℃延伸 10 min; 4 ℃保存 。

PCR扩增产物经 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳进

行分离 ,用紫外透射检测仪检测电泳结果 。

表 1　菌株来源及编号

Table 1　The accession numbers and sourceof bactria strains.

实验菌株 Strains 菌株号 Accession number 来源 Sources

副溶血弧菌
V ibrio parahaemoly ticus

CGMCC1. 1614

CGMCC1. 1997

CGMCC1. 2164

中国科 学院 微生 物研究所菌种保藏中心
Strain Preservation Center, InstituteofM icrobiology, ChineseAcad2
emy of Sciences

溶澡弧菌
V ibrio alginolut icus

CMGCC1. 1833 中国科 学院 微生 物研究所菌种保藏中心
Strain Preservation Center, InstituteofM icrobiology, ChineseAcad2
emy of Sciences

PX 25 本实验 室 Our laborato ry

鳗弧菌
V ibrio anguil larum

W 21
L218

中国科 学院 微生 物研究所菌种保藏中心
Strain Preservation Center, InstituteofM icrobiology, ChineseAcad2
emy of Sciences

DL P18 本实验 室
Our laboratory

嗜水气单胞菌
V f

927 本实验 室
O y

灿烂弧菌
V

S2
S2

本实验 室
O y
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1. 7　菌落 PCR退火温度和体系优化

将不添加模板的 PCR体系预先分装到个 0. 2

mL PCR管中。用灭菌牙签挑取少许标准株的单

菌落 ,在 0. 2 mL PCR管中轻轻搅动 ,使牙 签上沾

粘的菌体在反应体系中充分混匀 。而后用三种不

同的方法处理 , ①先煮沸 10 min,冷却后进行 PCR

反应 ; ②先在 - 80℃冷藏 10 m in,再进行 PCR反

应 ; ③不 做 任 何 处 理 ,直 接 进 行 PCR。在 常规

PCR基础上 ,将退火温度 ( Tm)在 47℃～57℃间

设置梯度 ,用 PCR仪的梯度功能自动分成 12个

温度 ,找到最佳退 火温度 ;改变常规 PCR体系中

Taq酶量 ,使菌落 PCR达到最佳的扩增结果。设立

以产生溶血现象的标准株 CGMCC1. 1997 DNA 为

模板的阳性对照 ,不加模板的为空白对照。

1. 8　敏感性实验

1. 8. 1　菌落 PCR的敏感性 　用麦氏比浊法将分

别挑取 的 CGMCC1. 1997、CGMCC1. 1614、CGM 2
CC1. 2164单菌落 ,配成 10

8
cfu/mL 稀释液 ,使每

个 PCR反应体系中菌液的终浓度分别为 108 cfu /

mL、10
7
cfu /mL、10

6
cfu /mL、10

5
cfu /mL、10

4
cfu /

m l/mL、10
3
cfu /mL、10

2
cfu/mL、10 cfu /mL (共 8

个梯度 ,每 个梯度设 3个平 行管 )。同时取相应

的菌液 0. 1 mL涂布 TCBS平板 ,每个稀释度设 3

个平行 。

1. 8. 2　PC2PCR法的敏感性 　将处于对数生长

期的菌液 ,用灭菌生理盐水洗菌数次 ,而后用麦氏

比浊法配成 10
8
cfu/mL 细菌悬浊液 。按上述方法

倍比稀释 ,依次添加到对虾肌肉 、对虾肝胰腺 、对

虾血液 、海水 、底泥中 ,固体样品每组称取 10 g匀

浆 ,液体样品每组量取 10 mL ,分别加入 90 mL 灭

菌生理盐水中 ,各取菌液 0. 1 mL 涂布 TCBS平板 ,

每个稀释度设 3个平行 。取未添加菌株的同批样

品 ,按上述方法涂布 TSBS平板 ,设为空白对照。

1. 9　特异性实验

用建立的 PC2PCR方法检测培养的副溶血弧

菌及其他菌株 。

1. 10　人工感染养殖体系 ,检测副溶血弧菌的数

量及分布状态

在实验室内模拟养殖环境 ,将致病性 副溶血

弧菌标准株投放到养殖水体中 ,感染 虾体出

现红腿症状后 ,取对虾肌肉、对虾肝胰腺 、对虾血

液 、海水 、底泥 ,用 T BS培养基测定弧菌总数 ;挑

取用于计数的两个稀释度平板上的每个单菌落 ,

进行菌落 PCR,显阳性的菌落即为一个致病性副

溶血弧菌菌体 ,对照其稀释倍数和取样每个平板

接种量换算出样品中的致病性副溶血弧菌量。

2　结果与分析

2. 1　方法建立

2. 1. 1　PCR扩增 　选择 tl基因作为靶基因 ,设

计引物成功扩增出了特异性目的片段 ,该片段大

小介于 500 bp与 750 bp片段之间 ,经测序其大小

为 673 bp,用 B last与 NCB I收录的副溶血弧菌进

行同源性比对 ,同源性为 99% ,此对引物可作为

副溶血弧菌的特异性扩增使用。

2. 1. 2　菌落处理方法对菌落 PCR的影响 　比较

3种不同的 PCR前菌落处理方法 ,扩增结果表明 ,

将菌落挑入装有 PCR体系的 0. 2 mL 薄壁管后 ,

先在 - 80 ℃冷藏 10 m in再进行 PCR的结果比先

煮沸 10 min再进行 PCR或直接进行 PCR效果要

好 ,先加热 再进行 PCR与直 接进行 PCR无明显

差别 (结果未显示 ) ,因此以下实验均先在 - 80 ℃

冷藏 10 min,再进行 PCR扩增 。

2. 1. 3　菌落 PCR退火温度及体系确定 　与常规

PCR不同 ,菌落 PCR中 Taq酶用量较大 。当每个

25μL体系中酶量小于 0. 5μL时 ,菌落 PCR扩增

不出目的片段 ;当酶量在 0. 5μL 到 1. 5μL 之间

时 ,可扩增出目的片段 ,但不稳定 ;当酶量在 1. 5

μL到 2μL之间时 ,均可稳定的扩增出清晰的目

的片段 ;基于扩增结果和节省试剂的考虑 ,将酶量

定在每 25μL体系中 1. 5μL。最终菌落 PCR体

系为 :引物各 2μL , 10mmol /L dNTPs 2μL , 2. 5U

Taq酶 1. 5μL ,5 mmol /L MgCl2 1. 5μL ,10 ×PCR

buffer 2μL ,加灭菌 dH2O补足至 25μL。

梯度 PCR的扩增结果见图 1, 47. 3℃扩 增效

果最好 , 47℃次之 ,根据实验方便需要 ,最终 确定

PCR条件为 : 95℃变性 5 m in; 95℃ 30 min, 47℃

30 s, 72℃, 1 m in, 25个循环 ; 72℃ 延伸 10 m in;

4℃保存 。

用常规 PCR和菌落 PCR同时扩增副溶血弧

菌毒力株 ,结果一致 ,见图 2。

　菌落 R方法检测致病性副溶血弧菌的特

异性

对不同副溶血弧菌的标准株及其他菌株进行

96S1 马 　妍等 :建立 PC2PCR法快速 、半定量检测养殖环境 和水 产动 物中的致病性副溶血弧菌

12 h

C
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菌落 PCR检测和溶血性实验 ,结果见图 3。该方

法能检测出 可产 生溶血 现象 的 CGMCC 1. 1997

(从食物中分离 )和 CGMCC 1. 2164 (从患病鱼体

中分离 ) ,在电泳图谱上有特征性 的 673 bp片段

出现 ,而对非副溶血弧菌菌株或不产生溶血现象

的副溶血弧菌环境分离株 CMGCC 1. 1614,都不

能检出 。

2. 3　菌落 PCR法的灵敏度

菌落 R中 ,反应体系中菌量只要达到

× f L就能扩增出目的片段 (见图 )。菌

落 R的灵敏性很高 ,完全可以满足实验需求 。

　　用 PC2PCR法 ,对感染样品进行检测 ,其不同样

品的检测低限见表 2,该方法的检测低限在 3. 3 ×102

cfu/g或 1. 3×102 cfu/mL , 能够满足检测需求。

2. 3　人工感染养殖体系 ,检测副溶血弧菌的数量

及分布状态

在室内环境模拟养殖环境 ,将致病性副 溶血

弧菌标准株投入养殖水体中 ,感染对虾 12 h,养殖

对虾会出现明显病状。对虾肝胰腺中的副溶血弧

菌量最大 ,平均在 7. 50 ×107 cfu/g水平 ,血液次

之 ,肌肉中最少平均为 3. 6 ×104 cfu/g。在养殖环

境中 ,底 泥中副溶 血弧菌 数量最 高为 4. 0 ×10
7

f ,环境水体中 平均为 5 × f L。副

溶血弧菌占对虾体内弧菌的 3 %,占水体中弧

菌的 5 3%,占底泥中的 6 %。

07 中 国 农 业 科 技 导 报 10卷

PC 9. 0

10 c u /m 4

PC

c u /g . 7 1087 c u /m

7 . 2

8. 4 . 7



表 2　PCR方法检测样品中不同浓度

副溶血弧菌的灵敏度

Table 2　Sensi tivi ty of detection for different concentration

of V ibrio parahaemoly ticus in samples by PCR.

样品种类
Samp le types

PCR检 测限 ( cfu/ g, cfu /mL )

L imit of PCR (cfu / g, cfu /mL )

副溶血弧菌 CGMCC 1. 1997

Vibr io parahaemoli ticus

CGMCC 1. 1997

对虾肌肉 Shr imp muscle 4. 9 ×102

对虾肝胰腺 Shrimp serum 3. 3 ×102

对虾血液 Shrimp blood 2. 4 ×102

池塘底泥 Pond sediment 3. 1 ×102

池塘水样 Pondwater 1. 3 ×102

3　讨论

在传统的检验规程中 ,常采用我萋氏 琼脂观

察神奈川现象
[ 15 ]

来评价副溶血弧菌的致病性 (即

溶血性试验 ) [ 16 ] ,但溶血性试验费时费力 ,远不如

用 PCR方法检测菌株的毒力基因直接快速 。目

前 PCR研 究的 靶基 因 多为 热 稳定 直接 溶 血素

( Thermostable direct hemolysin, TDH)基因 tdh和

类热稳定溶血素 ( TDH 2related hemolysin, TRH )基

因 trh,除这两种 基因外 ,不耐 热溶血毒素 ( Ther2
molabile hermolysin, TL ) tl基因 ,也被越来越多的

为 PCR检测所应用 。编码 TL的 tl基因 ,长约 1. 3

kb
[ 17 ]

。据报道无论是临床分离株 ,还是环境分离

株都含有 tl基因 [ 18 ] ,且 tl基因具有种的特异性 ,

可以 作 为 检 测 和 监 测 致 病 性 副 溶 血 弧 菌 的

依据 [ 19 ] 。

菌落 PCR要 求在进行 PCR扩增前 ,菌体裂

解完全 ,使基因组 DNA 充分释放出来 。目前 ,菌

落 PCR技术多应用于重组质粒筛选与鉴定中 ,其

PCR反应的 模板 是电转后的大肠 杆菌感受态细

胞 [ 20 ] ,比较容易破壁释放 DNA,只需在 PCR扩增

前将菌体 煮沸 5～10 min或直接在冰 上操作即

可 。副溶血弧菌与电转后的大肠杆菌感受态细胞

相比 ,较难破壁 ,只有在极冷极热条件下 ,才能破

坏细菌胞内平衡 ,释放出大量 DNA,满足 PCR扩

增的模板需求 。菌落 PCR模板量要远少于以纯

DN 为模板的常规 R,因此菌 落 R反应中

T q酶用量要较常规 R反应多出 3～ 倍才能

满足扩增条件 。本实验最终确定 ,在 R扩增前

模板菌体在 - 80℃冷冻 10 m in, 25μL的 PCR反

应体系中 Taq酶含量为 1. 5μL ,用菌落 PCR法能

够成功地扩增出目的片段 。

常规 PCR方法虽然快速 ,但不能检测活菌信

息 。传统副溶血弧菌的鉴定虽然能对活菌定量检

测 ,但耗时耗力 ,需要 7 d才能完成 ;基于 PCR方

法的检测样 品中活菌的 MNP2PCR法 ,整个过程

也需要 16 h[ 21 ]才能完成 ,而本方法从样品准备再

到检出只要约 14 h,且要比 MPN 2PCR法定量更

精确 。PCR方法 ,需要先提取样品中的 DNA作为

模板 ,才能进行定性 、定量检测 ,而本方法省去了

样品中 DNA的抽提 ,使操作更加简单 、大大 降低

了检测成本 。而且能得到相应的细菌总数、弧菌

总数 、副溶血弧菌的百分比等相关信息 ,适用于养

殖环境及水产动物中细菌的动态监测需求 。本文

建立的 致病 性 副溶 血弧 菌快 速 、半定 量 的 PC2
PCR检测方法 ,为进一步开展水产养殖过程中副

溶血弧菌的监测和污染源的追踪 、监控提供了一

定的技术基础 。
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　　 本书上编包括鱼类形态与机能、鱼类的生

命周期和主要养殖鱼类生物学三部分 。详细介

绍了代表性鱼类的外部形态和内部结构特征 、各

系统和器官的解剖位置 、形态与组织特征及其生

理特征 ;重点介绍了主要养殖鱼类的胚前 、胚胎

和胚后 3个发育阶段以及鱼的年龄、寿命与生长

特征 ;本书还介绍了主要养殖鱼类的形态特征 、

分类地位 、地理分布 、生物学特性及其经济意义 。

本书下篇介绍了鱼类分类与鉴定的基本原

理和方法以及各分类单元 (主要是养殖鱼类 )的

主要特征 、分布和经济意义 。

本书适用于水产养殖专业 ,可供大专院校渔

业环境保护 、水产资源 、生物学等专业的学生参

考 ,同时也可作为水产养殖工作者的参考用书。
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