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摘要: 本文首次建立了用嵌套式聚合酶链式反应 ( N ested�PCR )分别检测天津地区海水工厂化养殖大菱鲆和褐牙鲆

腹水病病原菌迟缓爱德华氏菌 (Edwards iella tarda )和溶藻弧菌 ( V ibrio alginoly ticus)的方法。以 E781F和 E781R为

引物, 扩增迟缓爱德华氏菌溶血素基因中 781bp的片段, 再以 E485F和 E485R为引物, 扩增其中的 485bp的片段;

以 V899F和 V899R为引物,扩增溶藻弧菌胶原酶基因中 899bp片段, 再以 V550F和 V550R为引物, 扩增其中的

550bp片段。以其他常见海水鱼类致病菌为阴性对照,结果均无非特异性扩增。对迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌的

检出灵敏度分别可达 10fg和 1fg细菌 DNA, 显著优于目前的检测方法。作者应用该技术对天津地区海水工厂化大

菱鲆和褐牙鲆于 2006年 3月至 10月连续进行监测,为有效地控制该病的流行提供了技术支撑。
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� � 大菱鲆 ( Scophthalmus max imus ) 和褐牙鲆

(Paralich thy s olivaceus )是名贵的海洋低温经济鱼

类,近年来已经成为我国北方海水工厂化养殖的主

导品种。天津是我国海水工厂化养殖大菱鲆和褐牙

鲆的主要地区, 养殖设施先进。但是腹水病的暴发

和流行给海水工厂化养殖企业造成了严重的经济损

失。2003� 2005年间, 作者对天津地区海水工厂化

养殖大菱鲆和褐牙鲆腹水病流行和危害情况进行了

调查, 从患腹水病的大菱鲆和褐牙鲆体内分离到两

株病原菌, 即迟缓爱德华氏菌 ( Edwardsiella tarda )

和溶藻弧菌 ( V ibrio alginoly ticus)
[ 1]
。迟缓爱德华氏

菌是多种淡、海水养殖鱼类的重要病原菌,同时也能

引起贝类、两栖类、鸟类、哺乳类等多种动物的感

染
[ 2� 4]
。溶藻弧菌是一种广泛存在于海水中的条件

致病菌,也是近年来海水养殖动物的主要病原菌之

一
[ 5� 9]
。水生动物细菌性疾病的治疗现在大多依赖

于抗生素,抗生素的滥用不仅使病原菌产生了抗性,

同时对人的健康也造成了一定的压力。因此, 建立

敏感、快速检测腹水病病原菌的方法,构建有效的预

报预警机制,在养殖生产中已非常必要和紧迫。本

文根据天津地区腹水病的流行情况和特点, 针对迟

缓爱德华氏菌和溶藻弧菌分别建立了 nested�PCR
检测方法,并在海水工厂化养殖大菱鲆、褐牙鲆生产

中应用,以期为有效地控制天津地区海水工厂化养

殖大菱鲆和褐牙鲆腹水病的蔓延与流行提供技术

支撑。

1� 材料与方法

1�1� 材料 � 实验用大菱鲆和褐牙鲆取自天津市海
发海珍品实业发展有限公司。供试菌株迟缓爱德华

氏菌和溶藻弧菌为本实验室分离、鉴定、保存; 温和

气单胞菌、嗜水气单胞菌、沙门氏弧菌、副溶血弧菌

购自中国农业微生物菌种保藏中心; 鳗弧菌由中国

科学院海洋研究所莫照兰博士惠赠。Taq DNA聚合

酶、dNTPs、DNA M arker DL2000购自大连宝生物工

程公司;蛋白酶 K为 Merk公司产品。

1�2� 引物的设计 � 在 GeneBank中查找迟缓爱德华

氏菌溶血素基因、溶藻弧菌胶原酶基因序列, 经与

GeneBank中所公布的其他细菌的溶血素基因和胶

原酶基因序列做 BLAST比对, 在其高度保守区利用

Pr imer Prem ier 5�0软件设计引物。引物由上海生物
技术工程公司合成 (表 1)。
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表 1� 引物序列及产物长度

T ab�1� Sequences ofPCR prim ers and produ ct sizes

基因

Gene

引物

Prim ers

引物序列 ( 5�� 3�)

Sequ ences of p rim ers

产物长度

Product s izes ( bp)

溶血素 E781F atcagggcagcggtaaagg

H em olyt ic E781R aacagcggattgcgggtc 781

E485F gtcggtggattgacggaggt

E485R aagagggccagcgggatt 485

胶原酶 V899F agggcgtcatcaatcgg

Co llagenase V899R cgtgtttccaccagcat 899

V550F aagagggttactttcatcag

V550R cgtgtttccaccagcat 550

1�3� DNA模板提取 � 采用酚 /氯仿抽提法
[ 10]
提取

细菌基因组 DNA。

1�4� nested�PCR扩增 � 检测迟缓爱德华氏菌的

25�L PCR反应体系中,包括 10 � PCR Buffer 2�5�L,
25mmol /LM gC l21�5�L, 10mmol /L dNTPs 0�5�L,引物
( E781F、E781R或 E485F、E485R)各 0�5�L, Taq DNA

聚合酶 1�25U, 模板 1�L,加灭菌的双蒸水至 25�L。

反应条件为 94� 预变性 2m in; 94� 变性 30s, 60� 复

性 45s, 72� 延伸 1m in, 30个循环; 最后, 72� 延伸
10m in。检测溶藻弧菌的 25�L PCR反应体系中, 包

括 10 � PCR Buffer 2�5�L, 25mmol /L M gC l2 1�5�L,
10mmol /L dNTPs 0�5�L, 引物 ( V899F、V899R 或

V550F、V550R)各 0�5�L, Taq DNA聚合酶 1�25U, 模
板 1�L,加灭菌的双蒸水至 25�L。反应条件为 94�

预变性 2m in; 94� 变性 30s, 58� 复性 45s, 72� 延伸

1m in, 30个循环;最后, 72� 延伸 10m in。PCR产物经

1%的琼脂糖凝胶电泳后观察结果。

1�5� 灵敏度的测定 � 采用模板 10倍梯度稀释法测

定灵敏度。以迟缓爱德华氏菌或溶藻弧菌的 DNA

为模板, nested�PCR反应按 10倍稀释设 10ng /�L�

0�1fg /�L 9个梯度, 在每 25�L反应体系中加 1�L

模板, 以灭菌的双蒸水为阴性对照。 PCR产物经

1%的琼脂糖凝胶电泳,以能出现电泳条带的最低模

板量定为 PCR检测的最低极限。

1�6� 特异性的测定 � 以温和气单胞菌、嗜水气单胞
菌、沙门氏弧菌、副溶血弧菌、鳗弧菌等常见海水致

病菌的 DNA 为模板, 用上述 nested�PCR 和双重
PCR进行 PCR扩增。

2� 结 � 果

2�1� 迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌的溶血素基因和
胶原酶基因 DNA片段的扩增

以迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌的 DNA作为

PCR扩增的模板, 以 E781F、E781R 和 V899F、

V899R为引物, 电泳结果分别显示约 781bp和

899bp的 DNA片段; 以上述 PCR产物作为模板, 用

E485F、E485R和 V550F、V 550R为引物, nested�PCR
扩增后, 电泳结果分别显示约 485bp和 550bp的

DNA片段。 (图 1)。

图 1� 迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌 PCR、n ested�PCR扩增产物电

泳谱图

F ig�1� PCR, n ested�PCR detection ofEdwa rd siella ta rd a

and Vibrio a lg inoly ticu s

1�DL2000 M ark er; 2� 迟缓爱德华氏菌 PCR 扩增 781bp片段;

3�迟缓爱德华氏菌 nested�PCR扩增 485bp片段; 4�溶藻弧菌 �

�PCR扩增 899bp片段; 5�溶藻弧菌 nested�PCR扩增 550bp片段

1�DL2000M arker; 2�781bp fragm ent of Edw ard sie lla tarda by PCR;

3�485bpfragm ent ofE dwa rdsiella tard a by nested�PCR; 4�899bp frag�

m en t of Vibrio alg inolyticu s by PCR; 5�550bp fragm en t of Vibrio algi�

� � noly ticu s by nested�PCR

2�2� 灵敏度分析
以 E781F、E781R为引物对迟缓爱德华氏菌的

溶血素基因进行第一次 PCR 扩增, 然后再以

E485F、E485R 为引物进行 nested�PCR 扩增; 以

V899F、V 899R为引物对溶藻弧菌的胶原酶基因进

行第一次 PCR扩增, 然后再以 V550F、V550R为引

物进行 nested�PCR扩增。其检测的灵敏度分别示
于图 2、图 3。由图 2可以看出, 10ng� 10fg的模板

在 485bp处可看到明显的扩增带, 说明 nested�PCR
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电泳检测迟缓爱德华氏菌溶血素基因的检出极限为

10 fg。由图 3可以看出, 10ng� 1 fg的模板在 550bp

处可看到明显的扩增带, 说明 nested�PCR电泳检测
溶藻弧菌胶原酶基因的检出极限为 1 fg。

2�3� 特异性分析
以温和气单胞菌、嗜水气单胞菌、沙门氏弧菌、

副溶血弧菌、鳗弧菌等常见海水致病菌的 DNA为模

板,和迟缓爱德华氏菌或溶藻弧菌一起, 做 PCR、

nested�PCR扩增, 结果显示, 不能从其他基因组

DNA中扩增出 781bp和 485bp或者 899bp和 550bp

的 DNA片段,表明这一方法具有一定的特异性。

2�4� 上述检测方法在工厂化养殖鲆鱼实践中的
应用

取海水工厂化养殖场中 7个批次 32尾海水工

厂化养殖鲆鱼, 其中有明显腹水症状的鲆鱼 9尾。

抽提其肾脏、肝脏或腹水基因组 DNA作为 PCR模

板, 用所建立的 nested�PCR方法检测迟缓爱德华氏
菌和溶藻弧菌。检测结果显示, 在 32个样本中, 23

个样本为迟缓爱德华氏菌阳性, 检出率为 71�9%;

11个样本为溶藻弧菌阳性,检出率为 34�4%; 其中

2个样本迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌均为阳性, 检

出率为 6�25%。上述检测结果表明, 天津地区海水

工厂化养殖鲆鱼的主要致病菌为迟缓爱德华氏菌,

溶藻弧菌为第二致病病原; 从部分患腹水病的鲆鱼

体内可同时检测到迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌; 从

外观正常、未出现明显腹水症状的鲆鱼体内检测到

了迟缓爱德华氏菌或溶藻弧菌。

表 2� 养殖鲆鱼体内迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌的检测结果

Tab�2� The d etect ing results ofE� tard a and V�alg inolyticu s of

cu ltu red turbot and flounder

样本数

No� of samp les

E� tarda

阳性

V�a lg inoly ticus

阳性

E� tarda,
V�alg inolyticu s
阳性

外观健康鱼体 17 6 0

H ealthy

有腹水症状鱼体 6 5 2

D iseased

检出率 71�9% 34�4% 6�25%

Detecting rates

3� 讨 � 论

选择合适的用于扩增检测的靶基因是保证

PCR检测方法特异性的关键。本文检测迟缓爱德

华氏菌采用的是溶血素基因, 检测溶藻弧菌采用的

是胶原酶基因。溶血素是迟缓爱德华氏菌的重要致

病因子,胶原酶虽不是溶藻弧菌的致病因子,但是在

所有的细菌中,溶藻弧菌的胶原酶分泌活性是最高

的
[ 11]

, 因此,溶藻弧菌的胶原酶基因是一个很好的

检测靶基因。用 nested�PCR方法对溶藻弧菌的检
测的灵敏度要比对迟缓爱德华氏菌的检测灵敏度高

1个数量级, 作者推测,这与溶藻弧菌的胶原酶基因

表达活性高是有一定关系的。扩增结果显示, 这两

个基因都具有良好的特异性。另外, 本文选择了高

退火温度、低镁离子浓度等措施保证了方法本身的

高特异性和可靠性。

常规的生理生化方法耗时、费力,并且如果所鉴

定细菌的表型种数较多, 生理生化反应的结果就难

以判定,从而影响了细菌鉴定的准确率。 PCR方法

检测灵敏度高,特异性强, 检验周期短,操作相对简



6期 薛淑霞等:检测鲆鱼腹水病病原菌迟缓爱德华氏菌和溶藻弧菌的嵌套 PCR方法 859��

便。本文所建立的 nested�PCR方法对迟缓爱德华
氏菌和溶藻弧菌的检出极限分别为 10fg和 1fg, 这

与其他检测方法相比, 本方法的检测灵敏度在目前

来说是最高的。

近年来, 腹水病是流行于我国很多地区海水工

厂化养殖场的一种水生动物疾病。腹水病的病原菌

不尽相同,是一种综合性病症, 它是被不同病原感染

流行于不同地区的一种水生动物疾病。天津地区养

殖大菱鲆和褐牙鲆腹水病的暴发与流行给海水工厂

化养殖的企业造成了巨大的经济损失。本文从海水

工厂化养殖场中随机抽取了 7个批次 32尾养殖大

菱鲆和褐牙鲆, 对迟缓爱德华氏菌的检出率为

71�90%, 对溶藻弧菌的检出率为 34�40% , 对迟缓

爱德华氏菌和溶藻弧菌的同时检出率为 6�25%。
本文对连续监测结果进行分析,结合生产实际,及时

将诊断报告报送养殖场, 做到早诊断、早预防, 为有

效地控制天津地区养殖鲆鱼腹水病的蔓延与流行提

供了技术支撑。
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ALGINOLYTICUS ) ASSOCIATED W ITH SWOLLEN ABDOMEN OF CULTURED

TURBOT(SCOPHTHALMUSMAXIMUS ) AND FLOUNDER(PARALICHTH YS

OLI VACEUS ) BY NESTED�PCR

XUE Shu�X ia
1, 2

and SUN Jin�Sheng1, 2

( 1�T ianjin F ish ery In st itu te, T ianjin� 300221; 2�Colleg e of Chem istry and L ife S cien ce, T ianjinN ormal Un iversity, T ian jin� 300074)

Abstract: Turbot (Scophthatmusmax imus) and flounder (Paralichthys olivaceus) are rare and econom ic fish in the north

of China� In recent years, they have becom e the dom inant cultured varieties�T ianjin is them ain cultura l area of turbot and

flounder�How ever, the prevalence of diseases of the cultured turbot and flounder has resu lted in great loss to the cultural

enterprise�Sw ollen abdomen disease w as the serious threat to the turbot and flounder according to the investigation�The

m ortality can reach 80% � 90% wh ile the disease broke out�On the foundation of the former work, w e have confirm ed that

Edwardsiella tarda and Vibrio alginoly ticus were the pathogenic bacterial associated w ith swollen abdom en disease�E� tarda
is an mi portant pathogenic bacteria to them aricultured fish, furthermore, it can cause other diseases to birds, amphibian

and mamma ls�V�alginoly ticus is an opportunist pathogen, which ex ists extens ively in seaw ater, and causes serious diseases

to maricultured f ish and even hum an being�The treatment of the aquatic anmi als�bacterial diseasem ostly depend on the

ant ibiotics recently�Them isuses of the ant ibiotics have given more pressures to the hum an�s hea lth�M eanwhile, the antibi�
ot ics have broughtm ore opportunities to the pathogenic bacteria l to adapt it�H ence, it is necessary to develop a sens itive

and reliablemethod to detect the pathogen ic bacterial�W e expect to build a system which can forecast the prevalence of the

swo llen abdom en disease through some detectingm ethods� In this paper, a diagnosticm ethod was first developed�Two pairs

of prmi ers, E781F and E781R, E485F and E485R, w ere designed for amplificat ion o f781 bp and 485 bp DNA fragm ents o f

the hemo lyt ic gene ofE� tarda respectively�Smi ilarly, two pairs of prmi ers, V899F and V899R, V550F and V550R, w ere

des igned for amplification of 899 bp and 550 bp DNA fragm ents of the collagenase gene ofV�alginoly ticus respect ively�No

specific fragm ents w ere am plified when other princ ipal oceanic fish bacterial pathogenswere used as negat ive controls�The

sensitiv ity of the detection o fE� tarda and V�alginoly ticuswas10fg and 1fg respectively, which are better than the other di�
agnosticmethods�Nested�PCR detected the presence ofE� tarda and V�alginolyticus in 32 sampleswh ich were the cultured

turbot and flounder taken from the farm s ofT ian jin, 23( 23 /32) of wh ich were posit ive forE� tarda, 11( 11/32) of which

w ere pos itive for V�alg inolyticus, and 2( 2/32) o fwh ich w ere pos itive for both organisms�The results showed that the nes�
ted�PCR was effective and reliablem ethods for the detection ofE� tarda and V�alg inoly ticus�

K ey words: Swollen Abdom en; Edwardsiella tarda; Vibrio alginolyticus; PCR; Detectingm ethods


