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摘要 针对 GenBank中登录的气单胞菌属(Aeromonas)的毒力基因甘油磷脂胆固醇酰基转移酶基因

(GCAT)和嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)的16SrRNA基因的保守区设计2对特异性引物。通过进行

双重PCR反应体系优化,PCR产物的测序鉴定和特异性试验,建立了一种能同时检测气单胞菌(Aeromonas
spp.)和嗜水气单胞菌的双重PCR检测方法。用此方法对5株嗜水气单胞菌、7株其他不同种的气单胞菌和5
株非气单胞菌属菌株进行双重PCR检测。结果显示,气单胞菌和嗜水气单胞菌在GCAT 基因的扩增区都能得

到有效扩增,其中嗜水气单胞菌能同时在16SrRNA基因扩增区得到有效扩增,而非气单胞菌属的菌株,在此两

扩增区都为阴性,表明此检测方法可靠且可行。
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  气单胞菌属(Aeromonas)细菌是常见的腐物寄

生菌,在自然界分布很广,水和土壤中都有存在,在
健康人的粪便中偶尔可以分离出,嗜水气单胞菌

(Aeromonashydrophila)是该属的代表种。由气

单胞菌引起的水产养殖动物疾病种类繁多,如鲢鳙

腐皮病、草鱼肠道出血症、异育银鲫溶血性腹水病、
鲤红斑病和竖鳞病、鳗赤鳍病和鳖穿孔病等[1-4]。这

些疾病的发生不仅给水产养殖业带来严重的经济损

失,还可通过水产动物和水产品感染人畜,导致人畜

腹泻和食物中毒,影响人类健康[5-6]。特别是该菌属

中的嗜水气单胞菌,是多种水产动物的主要致病菌,
也是人-畜-水产动物共患病病原菌[7]。因此,气单

胞菌特别是嗜水气单胞菌已引起水产界、医学界和

兽医学界的高度重视。传统的细菌鉴定方法主要是

通过细菌生理生化特性进行分类,既费时,准确率又

低。因此,笔者采用双重PCR技术,通过检测气单

胞菌属共有的甘油磷脂胆固醇酰基转移酶基因

(GCAT)保守区来鉴定气单胞菌,并同时检测嗜水

气单胞菌的16SrRNA的保守区,来进一步鉴定嗜

水气单胞菌。该方法的建立将为水产动物气单胞菌

和嗜水气单胞菌的快速检测和病原调查提供技术

支撑。

1 材料与方法

1.1 菌株来源

17株菌株,其中5株嗜水气单胞菌、7株其他种

的气单胞菌和5株非气单胞菌属菌株,具体情况如

表1。非标准菌株为笔者所在实验室分离所得,标
准菌株都购自美国标准生物品收藏中心(ATCC)。

表1 菌株列表

Table1 Strainsusedinthisstudy

菌株Strains 来源Resources 宿主 Hosts
A.hydrophilaATCC7966 ATCC Milk
A.hydrophilaBSK-10 Theauthors Cruciancarp
A.hydrophilaTPS-30 Theauthors Bream
A.hydrophilaPPL0711 Theauthors Bream
A.hydrophilaBJK0805 Theauthors Cruciancarp
A.sobriaATCC43979 ATCC Fish
A.caviaeATCC15468 ATCC Guineapigs
A.bestiarumATCC51108 ATCC Fish
A.allosaccharophilaATCC51208 ATCC Diseasedelvers
A.mediaATCC33907 ATCC Fishfarmeffluent
A.eucrenophilaATCC23309 ATCC Freshwaterfish
A.ichthiosmiaATCC49904 ATCC Surfacewater
EscherichiacoliATCC25922 ATCC Clinicalisolate
StaphylococcusaureusATCC25923 ATCC Clinicalisolate
PseudomonasaeruginosaATCC27853 ATCC Blood
VibrioharveyiATCC33842 ATCC Seawater
V.parahaemolyticusATCC33847 ATCC Gastroenteritis
V.alginolyticusATCC17749 ATCC Horsemackerel
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1.2 工具酶和试剂

Taq 酶、dNTP、蛋白酶K、溶菌酶均购自宝生物

工程公司,LB培养基所用蛋白胨和酵母粉为OXOID
公司产品,PCR纯化试剂盒为爱思进生物技术(杭州)
有限公司产品;引物合成和产物测序委托美国in-
vitrogen(上海)英骏生物技术有限公司完成。
1.3 细菌总DNA的提取

取超低温冻存的甘油菌各1支,室温融化后接

种于TSA培养基,28℃振荡培养12h以上。取1.5
mL菌液于1.5mL离心管中,5000r/min离心

1min,弃 上 清;用 灭 菌 ddH2O 悬 浮 细 菌,6000
r/min离心4min,洗涤2次;加入35μLddH2O和

35μLTZ(4%TritonX-100,5.0mg/mLNaN3,溶
于25mmol/LpH8.0的Tris-HCl中),-20℃放

置30~40min,沸水浴10min,冰浴10min,5000
r/min离心5min,收集上清作为PCR的模板。
1.4 引物设计

根据GenBank上已登录的气单胞菌5条甘油

磷脂胆固醇酰基转移酶基因(GCAT)序列(登录号

分别为 CP000462、CP000644、X70686、X07279和

AF268080)和嗜水气单胞菌的16SrRNA基因序列

(登录号:CP000462,区间:85627~86313),在保守

区设计了2对特异性引物。各引物序列、预期扩增

片段长度及其在基因中的位置见表2。
表2 双重PCR引物设计

Table2 PrimersdesignforduplexPCR

目的基因

Targetgene
引物

Primers
序列(5′-3′)

Sequences(5′-3′)
基因中位置

Genelocation
预期扩增长度/bp

Expectedproductsize

GCAT
AhGCAT-up TCCCAAGTATCAGGTCATCAACA 294~316

471
AhGCAT-dn GAGGCAAACGGCTTCCACA 746~764

16SrRNA
Ah16S-up AGGTTGATGCCTAATACGTA 448~467

683[8]
Ah16S-dn CGTGCTGGCAACAAAGGACAG 1110~1130

1.5 双重 PCR 反应体系优化

1)引物浓度组合比的优化。PCR反应体系为

50μL,其中ATCC7966的DNA模板0.5μL,10×
PCRBuffer5.0μL,dNTP1μL(每种dNTP溶液

浓度均为10mmol/L),TaqDNA聚合酶2.5U,25
mmol/L氯化镁4.0μL,引物浓度优化见表3,最后

用双蒸水补 足 余 下 体 积。将 样 品 于4℃,3000
r/min瞬时离心混合均匀后,于95℃预变性4min,

94℃变性50s,54℃退火50s,72℃延伸50s,共进

行35个循环,最后在72℃继续延伸10min,将温度

降至4℃保存。以1%琼脂糖凝胶电泳检测。
表3 引物浓度组合比的优化

Table3 Optimizationofprimersconcentration

引物

Primers
终浓度/(nmol/L)Finalconcentration

Ah16S 200 160 120 80 40 20

AhGCAT 200 160 120 80 40 20

Ah16S/AhGCAT 200/40 160/80120/12080/160 40/200 /

  2)镁离子浓度的优化。PCR反应体系50μL
如本文“1.51)”,其中2对引物AhGCAT和Ah16S
采用“1.51)”中优化的终浓度,待优化的氯化镁终

浓度分别为1.50、2.00、2.50、3.00mmol/L,加入

双蒸水补足余下体积。其余各步同“1.51)”,分析

镁离子浓度对多重PCR扩增效果的影响。

3)退火温度的优化。PCR反应采用本文“1.5

1)”和“1.52)”优化后的体系。将样品于4℃,3000
r/min瞬时离心混合均匀后进行PCR扩增,其循环

参数为95℃预变性4min,94℃变性50s,分别于

58、56、54和52℃退火50s,72℃延伸50s,共进行

35个循环,最后在72℃继续延伸10min。以1%琼

脂糖凝胶电泳检测PCR产物,分析退火温度对双重

PCR扩增效果的影响。
1.6 特异性试验

应用建立的双重PCR方法分别对嗜水气单胞

菌、气单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、哈维氏弧菌、副溶血弧菌、溶藻弧菌等标准株

进行PCR扩增,以测定其特异性。
1.7 人工模拟细菌纯培养物检测

将不同来源的细菌按照本文“1.3”的方法提取

细菌DNA作为模板,并分别进行2种和3种细菌

DNA预混作为模板加入已建立的最佳反应体系中

进行检测。

2 结果与分析

2.1 双重 PCR 反应体系优化

1)引物浓度组合比的优化。按2对引物不同浓

度单独和不同浓度组合比进行优化,采用嗜水气单

胞菌标准株ATCC7966的核酸进行PCR扩增,图1
为引物 Ah16S和 AhGCAT分别采用不同浓度的
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PCR产物电泳图,图中数字代表引物浓度,图2为

以上2对引物不同浓度组合的PCR产物电泳图。
由图1可看出,PCR产物随着引物浓度的递减而递

减,且引物AhGCAT扩增效率低于引物Ah16S,引
物AhGCAT浓度最低为40nmol/L时可见目的

带,引物 Ah16S浓度最低为20nmol/L时可见目

的带;根据2对引物单重PCR的优化结果设置双

重PCR的引物浓度组合比,由优化结果图2可看

出,3~5泳道2条带都比较清晰,由于 AhGCAT
扩增效率低于 Ah16S,为了减少 AhGCAT的假阴

性,选择AhGCAT扩增效率略高于Ah16S的泳道

5为理 想 扩 增 效 果,所 以 引 物 AhGCAT 和 引 物

Ah16S浓度的理想组合分别为200nmol/L和40
nmol/L。

2)镁离子浓度的优化。按本文“2.11)”中的优

化结果加入各对引物,镁离子浓度按4个浓度梯度

设置,模板为嗜水气单胞菌标准株ATCC7966的核

酸,扩 增 结 果 如 图 3。当 镁 离 子 浓 度 为 2.50
mmol/L时,2个基因都能得到有效扩增,且扩增产

量最高。

 A:Ah16S;B:AhGCAT.M:DL2000DNAmarker;1:200nmol/L;2:160nmol/L;3:120nmol/L;4:80nmol/L;5:40nmol/L;

6:20nmol/L.

图1 不同引物浓度扩增结果

Fig.1 ResultofPCRwithdifferentconcentrationofprimers

 M:DL2000DNAmarker;1:Ah16S200nmol/L,AhGCAT40

nmol/L;2:Ah16S160nmol/L,AhGCAT80nmol/L;3:Ah16S

120nmol/L,AhGCAT120nmol/L;4:Ah16S80nmol/L,AhG-
CAT160nmol/L;5:Ah16S40nmol/L,AhGCAT200nmol/L.

图2 不同引物浓度组合比扩增结果

Fig.2 ResultofduplexPCRwithcombination
ofAh16SandAhGCATprimers

 M:DL2000DNAmarker;1:1.5mmol/L;2:2.0mmol/L;

3:2.5mmol/L;4:3.0mmol/L.

图3 不同镁离子浓度扩增结果

Fig.3 ResultofduplexPCRwithdifferent
MgCl2concentration

  3)退火温度的优化。根据2对引物各自单一

PCR的 结 果,Ah16S引 物 最 高 有 效 退 火 温 度 为

58℃,AhGCAT最高有效退火温度为55℃,设计

了4个退火温度,电泳结果(图4)显示在54℃和

52℃2个基因得到有效扩增,由于温度越高,扩增

特异性越好,因此选54℃为优化后的退火温度。

2.2 双重 PCR 的特异性

提取笔者所在实验室分离保存的多种气单胞菌

和其他不同属的菌株核酸,作为检测双重PCR引物

的特异性模板,双重 PCR 体系和条件参照本文

“2.1”的优化结果。扩增结果(图5)显示,2对引物

特异性良好。
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 M:DL2000DNA marker;1:58 ℃;2:56 ℃;3:54 ℃;

4:52℃.

图4 不同退火温度扩增结果

Fig.4 ResultofduplexPCRunderdifferent
annealingtemperature

2.3 人工模拟细菌纯培养物检测

将不同来源的2种或3种细菌DNA预混,作为

模板加入已建立的最佳反应体系进行检测。双重

PCR体系和条件参照本文“2.1”的优化结果,扩增结

果如图6所示,提示双重PCR检测方法建立成功。

3 讨 论

水产动物细菌病的诊断,通常是采用对患病动

物的症状、组织病理、环境条件和用药情况进行观察

分析,并同时进行细菌分离鉴定和感染试验,以确定

病原。细菌鉴定的传统方法主要是通过对细菌的生

理生化特性进行分离,这需要一个较长的周期,且准

 M:DL2000DNAmarker;1:ATCC7966;2:BSK-10;3:TPS-30;4:PPL0711;5:BJK0805;6:ATCC43979;7:ATCC15468;8:ATCC51108;

9:ATCC51208;10:ATCC33907;11:ATCC23309;12:ATCC49904;13:ATCC25922;14:ATCC25923;15:ATCC27853;16:ATCC33842;

17:ATCC33847;18:ATCC17749;19:Control.

图5 特异性试验结果

Fig.5 SpecificitytestofduplexPCR

 M:DL2000DNAmarker;1:ATCC7966+ATCC43979;2:ATCC43979+

ATCC25922;3:ATCC7966+ATCC25922;4:ATCC43979+ATCC33842;

5:ATCC25922+ATCC33842;6:ATCC7966+ATCC43979+ATCC25922;

7:ATCC7966+ATCC25922+ATCC33842;8:ATCC25922+ATCC25923+

ATCC33842;9:ATCC25922+ATCC25923+ATCC27853;10:Control.

图6 双重PCR检测结果

Fig.6 ResultsofduplexPCR

确性不高,不利于疾病的治疗。气单胞菌是水产动

物常见的致病菌,根据本实验室水产动物门诊的检

出情况分析,气单胞菌引起的疾病的发病率比其他

细菌引起的病害的发生率普遍要高,且病情更为严

重,给水产动物的养殖造成了严重的经济损失。
为了寻求更快速、特异、灵敏的检测方法,近年

来,国内外学者进行了多种方法的尝试,主要是免疫

学和分子生物学方法。此类免疫学检测方法都需要

制备特异的抗血清,操作过程复杂且容易出现偏差。
分子生物学方法也早已被用于细菌的鉴定中,最为

常见的当属细菌的16SrRNA鉴定,由于需要进行

序列测定,费时又不经济,该方法不适用于细菌的快

速鉴定。但是也有不少研究者采用了PCR和多重

PCR的方法检测致病性嗜水气单胞菌[9-14],都无一

例外地检测嗜水气单胞菌,忽略了检测气单胞菌属

的其他种。本研究通过在气单胞菌共有基因甘油磷

脂胆固醇酰基转移酶基因的保守区设计引物,对4
株气单胞菌分离株、8株气单胞菌标准株和6株非

气单胞菌属的标准株进行扩增,结果发现只有气单

胞菌属的菌株扩增阳性。为了能进一步同时检测气

单胞菌属中的嗜水气单胞菌,本研究同时采用了刘

永杰等[8]在嗜水气单胞菌16SrRNA保守区内设计

的特异性引物,用于扩增嗜水气单胞菌16SrRNA
的保守区,从而能直接检测出嗜水气单胞菌。通过

PCR反应体系的优化、特异性试验和人工模拟细菌
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纯培养物检测,成功建立了气单胞菌和嗜水气单胞

菌双重PCR检测方法。这对水产动物气单胞菌和

嗜水气单胞菌的快速检测具有重要意义。
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DevelopmentofaduplexPCRfordetectionof
Aeromonasspp.andAeromonashydrophila
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Abstract Aeromonasisoneofthemajorpathogenswhichfrequentlycausethebacterialdiseasesin
freshwaterfishterrapinandcrustaceans.Aeromonashydrophilacausedeconomiclosseswidely.Inor-
dertodetectAeromonasspp.andAeromonashydrophila,twopairsofspecificprimersweredesigned
accordingtotheglycerophospholipid-cholesterolacyltransferase(GCAT)geneofAeromonasspp.and
the16SrRNAgeneofAeromonashydrophila.SoaduplexPCRassaywasdevelopedtoamplifythe16S
rRNAgeneandtheGCATgene.ThereactionconditionsoftheduplexPCRwereoptimizedandPCR
productsweresequenced.Meanwhile,thespecificityofduplexPCRwasstudied.FiveAeromonashy-
drophilastrains,sevenAeromonasstrainsandtheotherfivestrainsofnonAeromonasweretestedby
duplexPCR.TheresultsshowedthattheGCATgeneandthe16SrRNAgenecouldbeamplifiedfrom
Aeromonashydrophilastrains,butonlytheGCATgenefromtheotherAeromonasspeciesandneither
fromtheotherfivestrains.ItcouldbeconcludedthattheduplexPCRwasspecificandcouldbeusedin
quickdiagnoseAeromonashydrophilaandAeromonasspp.
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