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嗜水气单胞菌 ��
�

彻�� �� ��� � �� ���� � 下略为 �� � 隶属弧菌科气单胞菌属
,

分布广泛
,

是鱼类
、

两栖

类
、

爬行类和哺乳类的致病菌
。

一般认为 �� 的致病机理与其产生的毒素密切相关
,

尤其是溶血素 ��一 ��
。

作者推测采用 � � � 法检测�一溶血素基因也能用于确认鱼类的致病菌株
。

本文根据鱼源 �� �一溶血素基

因序列设计了两对引物
,

用 � �� �� ��� �� � 法证实了我国鱼源 �� 流行株亦存在�一溶血素的基因后
,

探讨了

应用 � � � 法检测产�一溶血素 �� 的方法及其灵敏度
。

材料与方法

�
�

� 菌株 实验共用 � 株嗜水气单胞菌
。

� �� �� 和 升�株为�一溶血型 � ��
一

�� �
、

��
�

�� �� 和 �� 株为全溶血型
。

�� 引物设计 从 �� � �、�� �� � � ���� � � �� 基因库中读取三种鱼源 �� �一溶血素基因
,

其名称分别为

� ���� ��正
、

� 卜理�� � 口� 和 � 卜��� ��� ��
。

随后在其各 ��� 内的高保守序列中设计一正引物 ��� ��和二反

引物 ��内 和 ����
,

组成两引物对
,

即 � �� � �咫
、

�� � � � ��
。

� ��序列为 �
, � � � � � � � 〔汀��  汀� � � � �〔��

一�
’ ,

��� 序 列 为 �
’ � � � �〔�� �� � �汗� � �  � 〔八� ��卜�

’ ,

��� 为 �卜 一� � � 〔汀�汀� 〔扛� ��� �汗� � 一�
’ 。

�
�

� 聚合酶链反应 �� �� �� �
、

���� � ��
、

�� � ��� 和 �� 株均直接提取其基因组 � � �
。

于 � 则直接用全

菌液在 �� ℃热处理 �� � � 后作为模板使用
。

��� � �� �或�� � � �� � 引物对各添加 ��� �� ��
,

模板添加量

为 �协���� � � 
、

���� �� � �
、

���� � � !和 � � 株各为 �
�

� 件� � 协�
,

于�菌液浓度为 �� 卜� � 协��
。

咒� 反应总体积为

�� 协�
。

�� � 程序是首先 �� �� 热变性 一� ��
、

然后 ��℃退火 � � �� �
、

� �℃延伸 � � �� �
。

所有 �� � 反应均在美国

E斑C O M p 公司 SingleBloc k syste m P C R 仪上循环 30 个周期
。

1 .4

PC

R 的灵敏度 将热处理的 J-- 1菌液和 TP S30 基因组 D N A 进行 10
一 2

至 10
一 6

倍稀释后
,

采用 A P I /

*
本研究 由北京市自然科学基金资助

1998刁l刃4收到
,

1 9 9 8 刃8
一
3 0修回




