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摘要：【目的】快速、准确地检测卵形鲳鲹（Ｔｒａｃｈｉｎｏｍｓ　ｏｖａｔｕｓ）感染无乳链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）、停乳

链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ）、海豚链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｉｎｉａｅ）和格式乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｒｖｉｅａｅ）４
种主要的致病菌，为卵形鲳鲹的健康养殖提供依据。【方法】针对４种致病菌的特异基因设计特异性引物ｃｆｂ－Ｆ／

ｃｆｂ－Ｒ，ｔｕｆ－Ｆ／ｔｕｆ－Ｒ，Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－Ｒ，ＰＬＧ－Ｆ／ＰＬＧ－Ｒ，建立多重ＰＣＲ反应体系，通过调试各引物对之间的最佳比例以及

最适退火温度，对反应体系进行优化及灵敏度测试。２０１４年６～８月，应用该体系对北海及湛江各养殖场的发

病卵形鲳鲹进行检测，然后用通用引物扩增１６ＳｒＲＮＡ基因，经测序、比对检测体系的准确性。【结果】反应体系

中ｃｆｂ－Ｆ／ｃｆｂ－Ｒ，ｔｕｆ－Ｆ／ｔｕｆ－Ｒ，Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－Ｒ，ＰＬＧ－Ｆ／ＰＬＧ－Ｒ的最适浓度分别为０．２μｍｏｌ／Ｌ，０．０８μｍｏｌ／Ｌ，１．６μｍｏｌ／

Ｌ和０．４μｍｏｌ／Ｌ；最优退火温度为５４．３℃；４种目标菌的检测灵敏度为５×１０－２　ｎｇ／μＬ；１１份病原样品检测中，２
份出现海豚链球菌的目的条带，４份出现无乳链球菌的目的条带，５份未见目的条带，和测序分析结果一致。【结

论】多重ＰＣＲ方法能代替传统的微生物检测方法特异、快速、灵敏地检测４种致病菌。
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０　引言

　　【研究意义】随着水产养殖业的快速发展，链球菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）导致的疾病频繁暴发，并在世界范围
内造成重大经济损失。迄今为止，链球菌病的主要致
病菌包括副乳房链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐａｒａｕｂｅｒｉｓ）、
海豚 链 球 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｉｎｉａｅ）、停 乳 链 球 菌
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ）、 格 式 乳 球 菌
（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｒｖｉｅａｅ）、Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｉｓｃｉｕｍ、鲑鱼
漫游球菌（Ｖａｇｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｌｍｏｎｉｎａｒｕｍ）、栖鱼肉杆菌
（Ｃａｒｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐｉｓｃｉｃｏｌａ）［１?４］。１９５７年日本在养殖
虹鳟鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｃｈｕｓ　ｍｉｋｉｓｓ）上发现链球菌病，这是
最早发现的鱼类链球菌感染性疾病［５］。２０世纪８０
年代以后，已有多个国家报道了鱼类链球菌病的暴发
与流行，包括尼罗罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａ　ｎｉｌｏｔｉｃａ（ｌｉｎｎａｅ－
ｕｓ））、尼罗尖吻鲈 （Ｌａｔｅｓ　ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）、大菱鲆（Ｐｓｅｔｔａ
ｍａｘｉｍａ）、卵形鲳鲹（Ｔｒａｃｈｉｎｏｍｓ　ｏｖａｔｕｓ）、黄狮鱼
（Ｓｅｒｉｏｌａ　ｑｕｉｎｑｕｅｒａｄｉａｔａ）、 红 鼓 鱼 （Ｓｃｉａｅｎｏｐｓ
ｏｃｅｌｌａｔｕｓ）、海鲷 （Ｓｐａｒｕｓ　ａｕｒａｔｕｓ）、日本比 目 鱼
（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ　ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［６?１５］。而在中国，养殖罗非
鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ　ｓｐｅｉｃｅｓ）的链球菌发病率为２０％～
５０％，死亡率为５０％～７０％，甚至更高，链球菌病已
严重危害中国罗非鱼养殖业的健康发展［１６］。近年
来，卵形鲳鲹凭借其肉质具有鲹类特殊鲜味、生长速
度快、出口加工市场前景诱人等特点，养殖规模一度
呈倍数增长态势［１７－１８］。然而由于卵形鲳鲹主要养殖
模式是采用高密度的近海网箱养殖，随着该养殖产业
的快速发展和无序扩张，海区负荷过大，养殖环境不
断恶化，导致卵形鲳鲹细菌性病害暴发日益频繁。
【前人研究进展】２００７年，周素明等［１９］首次从卵形鲳
鲹上分离到停乳链球菌，随后在２０１４年，黄婷等［２０］

从患病的卵形鲳鲹上同时分离到无乳链球菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）和海豚链球菌。本实验

室于２０１２－２０１４年针对卵形鲳鲹进行流行病学调
查，陆续从北海、湛江、深圳、珠海等地分离到无乳链
球菌、停乳链球菌、格式乳球菌和海豚链球菌，发现链
球菌的分离频率不断增加，这表明链球菌病已成为威
胁卵形鲳鲹健康养殖的主要病原之一。【本研究切入
点】目前采用的生化反应、药敏试验和电镜观察等传
统的诊断方法耗时费力，因此有必要开发一种经济有
效的，能快速检测出卵形鲳鲹感染链球菌情况的诊断
技术。【拟解决的关键问题】建立一个多重ＰＣＲ体
系，旨在快速、准确地检测无乳链球菌、停乳链球菌、
海豚链球菌和格式乳球菌４种主要的致病菌，为卵形
鲳鲹的健康养殖提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

　　实验用阳性对照的４种菌株（表１）：停乳链球菌
和格式乳球菌由中国水产科学研究院南海水产研究

所徐力文副研究员惠赠。无乳链球菌和海豚链球菌
为本实验室－２０℃保存。
表１　实验用的４种参考菌株信息表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉ－

ｍｅｎｔ

细菌
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

宿主
Ｈｏｓｔ

采样地点
Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ　ｏｒｉｇｉｎ

停乳链球菌
Ｓ．ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ ＴＳ０１ 卵形鲳鲹Ｔ．ｏｖａｔｕｓ

深圳
Ｓｈｅｎｚｈｅｎ

无乳链球菌
Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ ＴＳ０２ 卵形鲳鲹Ｔ．ｏｖａｔｕｓ

北海
Ｂｅｉｈａｉ

海豚链球菌
Ｓ．ｉｎｉａｅ ＴＳ０４ 卵形鲳鲹Ｔ．ｏｖａｔｕｓ

北海
Ｂｅｉｈａｉ

格式乳球菌
Ｌ．ｇａｒｖｉｅａｅ ＴＳ０３

海鲈
Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ
ｊａｐｏｎｉｃａｓ

珠海
Ｚｈｕｈａｉ

　　病原菌菌株（表２）：２０１４年６～８月在北海和湛
江两地采集临床症状有食欲不振、昏睡、眼球突出、眼
角膜混浊等的患病卵形鲳鲹１１份，无菌条件下，分别

６３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６
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取患病卵形鲳鲹的脑、肝脏、脾脏和肾脏组织接种于
血平板上，于３０℃下恒温培养２４～４８ｈ，挑取优势单
菌落在血平板上再次划线分离纯化。
表２　自然发病卵形鲳鲹的病原菌菌株信息表

Ｔａｂｌｅ　２　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｆｒｏｍ　ｎａｔｕｒａｌ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ　ｇｏｌｄｅｎ　ｐｏｍｐａ－
ｎｏ　ｗｅｒｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｍ?ＰＣＲ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

采样日期
Ｄａｔｅ

采样地点
Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ　ｏｒｉｇｉｎ

ＴＳ０７ 脑
Ｂｒａｉｎ ２０１４－０６－１５

北海
Ｂｅｉｈａｉ

ＴＳ０８
肝脏
Ｌｉｖｅｒ ２０１４－０６－１５

北海
Ｂｅｉｈａｉ

ＴＳ０９
脑
Ｂｒａｉｎ ２０１４－０７－１８

湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇ

ＴＳ１０
肾脏
Ｋｉｄｎｅｙ ２０１４－０７－１８

湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇ

ＴＳ１１
脾脏
Ｓｐｌｅｅｎ ２０１４－０７－１８

湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇ

ＴＳ１２
肝脏
Ｌｉｖｅｒ ２０１４－０７－１８

湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇ

ＴＳ１３
脾脏
Ｓｐｌｅｅｎ ２０１４－０７－２８

湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇ

ＴＳ１４
肝脏
Ｌｉｖｅｒ ２０１４－０７－２８

湛江
Ｚｈａｎｊｉａｎｇ

ＴＳ１５
脾脏
Ｓｐｌｅｅｎ ２０１４－０８－２８

北海
Ｂｅｉｈａｉ

ＴＳ１６
肝脏
Ｌｉｖｅｒ ２０１４－０８－２８

北海
Ｂｅｉｈａｉ

ＴＳ１７
肾脏
Ｋｉｄｎｅｙ ２０１４－０８－２８

北海
Ｂｅｉｈａｉ

　　试剂：ＤＮＡ 提取试剂盒 ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ、ＰＣＲ试剂（１０×ＰＣＲ
缓冲液、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶）购自大
连宝生物工程有限公司；４ＫＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ购自北京
全式金生物技术有限公司。

　　ＢＨＩ培养基：１　０００ｍＬ水中加入２４．５ｇ脑心浸
出液肉汤、１０ｇ酵母粉、２ｇ葡萄糖，固体培养基加

１５ｇ琼脂，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ。

１．２　方法

１．２．１　细菌基因组ＤＮＡ的提取

　　将实验菌株接入ＢＨＩ液体培养基中，于３３℃恒
温摇床 ２２０ｒ／ｍｉｎ 振荡培养 ２４～４８ｈ 后，按照

ＭｉｎｉＢＥＳＴ　Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
试剂盒（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）说明书提取细菌基因组

ＤＮＡ，提取后保存至－２０℃备用。

１．２．２　引物的设计和合成

　　依据无乳链球菌的特异性基因ｃｆｂ的序列，停乳
链球菌的特异性基因ｔｕｆ的序列，海豚链球菌和格式
乳球菌的１６ＳｒＲＮＡ序列设计４对引物（表３），由广
州英潍捷基有限公司合成。

１．２．３　多重ＰＣＲ反应体系的建立

　　２５μＬ反应混和液内含１．０μＬ模板ＤＮＡ，１．５
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，０．４ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓ，１ＵＴａｑＤＮＡ
聚合酶，２．５μＬ　１０×ＰＣＲ缓冲液。多重ＰＣＲ反应条
件：９４°Ｃ预变性５ｍｉｎ；９４°Ｃ变性３５ｓ，５５°Ｃ退火４０
ｓ，７２°Ｃ延伸４５ｓ，３２个循环；７２°Ｃ延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ扩增产物在１．０％ 琼脂糖凝胶进行电泳，溴化
乙锭染色，紫外线下观察、拍照。用胶回收试剂盒从
琼脂糖凝胶中回收纯化目的ＰＣＲ扩增产物，由广州
英潍捷基有限公司完成测序。

１．２．４　多重ＰＣＲ条件的优化

　　通过调整４对引物之间的比例以及退火温度的
梯度变化（４８．０℃、４９．３℃、５１．８℃、５４．３℃、５７．０℃、

５８．６℃），从中优化出最适条件。

１．２．５　多重ＰＣＲ灵敏性检测

　　将提取备用的４种检测菌株的基因组ＤＮＡ分
别稀释为８×１０－１　ｎｇ／μＬ、４×１０

－１　ｎｇ／μＬ、２×１０
－１

ｎｇ／μＬ、１×１０
－１　ｎｇ／μＬ、５×１０

－２　ｎｇ／μＬ，按照已优化
的多重 ＰＣＲ 反应条件进行 ＰＣＲ 扩增，测定其灵
敏性。

表３　多重ＰＣＲ引物序列以及预期扩增片断大小

Ｔａｂｌｅ　３　Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ａｍｐｌｉｃｏｎ　ｓｉｚｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ
ｐａｒｉｓ

序列（５′－３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

目的基因
Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅ

变性温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）

片段大小
ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｃｏｎ

（ｂｐ）
菌种

Ｐａｔｈｏｇｅｎ
参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｃｆｂ－Ｆ
ｃｆｂ－Ｒ

ＡＡＧＣＧＴＧＴＡＴＴＣＣＡＧＡＴＴＴＣＣＴ
ＣＡＧＴＡＡＴＣＡＡＧＣＣＣＡＧＣＡＡ

ｃｆｂ　 ５１　 ４７０ 无乳链球菌
Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ

［２１］

ｔｕｆ－Ｆ
ｔｕｆ－Ｒ

ＧＴＡＧＴＴＧＣＴＴＣＡＡＣＡＧＡＣＧＧ
ＧＧＣＧＡＴＴＧＧＧＴＧＧＡＴＣＡＡＣＴＣ

ｔｕｆ　 ５１　 ７９５ 停乳链球菌
Ｓ．ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ

［２２］

ＰＬＧ－Ｆ
ＰＬＧ－Ｒ

ＣＡＴＡＡＣＡＡＴＧＡＧＡＡＴＣＧＣ
ＧＣＡＣＣＣＴＣＧＣＧＧＧＴＴＧ

１６ＳｒＲＮＡ　 ５０　 １　１００ 格式乳球菌
Ｌ．ｇａｒｖｉｅａｅ

［２３］

Ｓｉ－Ｆ
Ｓｉ－Ｒ

ＣＡＣＴＡＡＴＣＣＡＡＡＧＡＧＴＴ
ＴＴＡＧＧＣＧＧＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＡ

１６ＳｒＲＮＡ　 ５０　 １　３９１ 海豚链球菌
Ｓ．ｉｎｉａｅ

［２４］
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１．２．６　多重ＰＣＲ对临床样品的检测

　　将从自然发病的卵形鲳鲹中分离纯化到的病原
菌接种于ＢＨＩ液体培养基中，扩大培养后提取病原
菌基因组ＤＮＡ后，利用优化的多重ＰＣＲ体系检测。

为验证多重 ＰＣＲ 的结果，用通用引物２７Ｆ （５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ（Ｃ／Ａ）ＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ
（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）扩增 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因。ＰＣＲ产物测序由广州英潍捷基有限公
司完成，将所得序列在Ｇｅｎｅｂａｎｋ中进行比对分析。

２　结果与分析

２．１　多重ＰＣＲ条件的优化

　　对比测试４对引物之间的比例，结果显示当多重

ＰＣＲ的反应体系中分别加入０．２μｍｏｌ／Ｌ引物ｃｆｂ－
Ｆ／ｃｆｂ－Ｒ，０．０８μｍｏｌ／Ｌ引物ｔｕｆ－Ｆ／ｔｕｆ－Ｒ，１．６μｍｏｌ／

Ｌ引物Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－Ｒ和０．４μｍｏｌ／Ｌ引物ＰＬＧ－Ｆ／ＰＬＧ－
Ｒ，即比例为１∶０．４∶８∶２时，４条ＰＣＲ产物能同时
扩出来。如图１所示，退火温度为５４．３℃时各条带
亮度均匀，没有非特异条带产生，说明５４．３℃为最佳
退火温度。

　　１和７：４ＫＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２：阴性对照；３：Ｓ．ｉｎｉａｅ　ＴＳ０４；

４：Ｌ．ｇａｒｖｉｅａｅ　ＴＳ０３；５：Ｓ．ｐａｒａｕｂｅｒｉｓ　ＴＳ０１；６：Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ

ＴＳ０２；８～１３：退火温度依次为４８℃、４９．３℃、５１．８℃、５４．３℃、

５７℃、５８．６℃

　　１ａｎｄ　７：４ＫＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２：ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；３：Ｓ．ｉｎｉａｅ

ＴＳ０４；４：Ｌ．ｇａｒｖｉｅａｅ　ＴＳ０３；５：Ｓ．ｐａｒａｕｂｅｒｉｓ　ＴＳ０１；６：Ｓ．

ａｇａｌａｃｔｉａｅ　ＴＳ０２；８ｔｏ　１３：ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍ－

ｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｔ　４８℃，４９．３℃，５１．８℃，５４．３℃，５７℃ａｎｄ　５８．６℃，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
图１　多重ＰＣＲ对单种细菌的扩增以及最适退火温度

　　Ｆｉｇ．１　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍ－ＰＣＲ　ａｓｓａｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆ　Ｓ．ｉｎｉａｅ（１　３９１ｂｐ），Ｌ．ｇａｒｖｉｅａｅ（１　１００ｂｐ），Ｓ．ｐａｒａｕｂｅｒｉｓ
（７９５ｂｐ）ａｎｄ　Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ（４７０ｂｐ），ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ

ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．２　多重ＰＣＲ灵敏度检测

　　对多重ＰＣＲ反应体系进行灵敏度检测，结果显

示最低检测浓度为５×１０－２　ｎｇ／μＬ（图２）。

　　１：４ＫＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２：０．８ｎｇ／μＬ；３：０．４ｎｇ／μＬ；４：０．２

ｎｇ／μＬ；５：０．１ｎｇ／μＬ；６：０．０５ｎｇ／μＬ

图２　多重ＰＣＲ灵敏度检测

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍ－ＰＣＲ　ａｓｓａｙ

２．３　临床样品多重ＰＣＲ的检测结果

　　如图３所示，多重ＰＣＲ成功扩增出海豚链球菌

的特异条带１　３９１ｂｐ　２条，无乳链球菌的特异条带

４７０ｂｐ　４条，其余５份样品未见目的条带。所有菌株
的１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ产物经测序、比对相似性分
析表明，分离菌株ＴＳ０７、ＴＳ０８与已报道的海豚链球
菌（ＮＣＢＩ序列号：ＫＣ７４８４６７）１６ＳｒＲＮＡ 基因序列相
似性为９９％，ＴＳ０９、ＴＳ１０、ＴＳ１１、ＴＳ１３与已报道的
无乳链球菌（ＮＣＢＩ序列号：ＪＱ０３９３７５）１６ＳｒＲＮＡ 基
因序列相似性为９９％，ＴＳ１２、ＴＳ１４与已报道的气囊
水栖菌 Ｅｎｈｙｄｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｓａｃｃｕｓ （ＮＣＢＩ序列号：

ＫＦ０１３２００）１６ＳｒＲＮＡ 基因序列相似性为 ９９％，

ＴＳ１５、ＴＳ１６ 与 已 报 道 的 副 溶 血 弧 菌 Ｖｉｂｒｉｏ

ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ（ＮＣＢＩ序列号：ＣＰ００６００８），ＴＳ１７
与已报道的创伤弧菌Ｖｉｂｒｉｏ　ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ（ＮＣＢＩ序列
号：ＣＰ００９２６１）１６ＳｒＲＮＡ基因序列相似性为１００％。

　　１，１３：４ＫＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；２：ＴＳ０７；３：ＴＳ０８；４：ＴＳ０９；

５：ＴＳ１０；６：ＴＳ１１；７：ＴＳ１２；８：ＴＳ１３；９：ＴＳ１４；１０：ＴＳ１５；１１：

ＴＳ１６；１２：ＴＳ１７

图３　自然发病卵形鲳鲹病原样品的多重ＰＣＲ检测

　　Ｆｉｇ．３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｆｒｏｍ　ｎａｔｕｒａｌｌｙ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ

Ｔ．ｏｖａｔｕｓ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｂｙ　ｍ－ＰＣＲ

８３ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１６



３　讨论

　　由于传统鉴定致病菌的生化反应、药敏试验和电
镜观察等诊断方法耗时、费力，建立一个快速、经济、
灵敏的诊断技术能有效得防止疾病的暴发。Ｈｅｎｅ－
ｇａｒｉｕ等［２５］认为多重ＰＣＲ体系构建成功的关键在于
各引物对之间的相对浓度、ＰＣＲ缓冲液的浓度、氯化
物和ｄＮＴＰｓ之间的平衡以及循环的温度。多数学
者［２６－２８］则认为多重ＰＣＲ体系的优化主要为改变退火
温度、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ和聚合酶的浓度等。Ｐａｎａｎｇａｌａ
等［２９］建立多重ＰＣＲ时通过调整引物之间的浓度，其
中最高浓度引物是最低浓度引物的１．５倍。本研究
中，通过预试验显示多重ＰＣＲ体系构建成功关键参
数为４对引物之间的比例和退火温度，其中海豚链球
菌的特异基因最难扩增。因此，在反应体系中大幅度
提高了海豚链球菌引物Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－Ｒ的浓度，使得引物

Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－Ｒ的浓度是ｔｕｆ－Ｆ／ｔｕｆ－Ｒ的２０倍；此外，当退
火温度为５４．３℃时，可避免目的条带不均匀扩增，非
特异性条带的出现，确定５４．３℃为最佳退火温度。

　　３对引物ｃｆｂ－Ｆ／ｃｆｂ－Ｒ，ＰＬＧ－Ｆ／ＰＬＧ－Ｒ，Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－
Ｒ的特异性在之前的文献中都用系统进化相关菌进
行过验证［２１，２４，３０］，均未扩增出相关条带，而ｔｕｆ 基因
能够区分分类关系上即使是最相近的链球菌种［２２］，
所以本研究并没有对该多重ＰＣＲ体系进行特异性验
证。本实验最低能够检测到５×１０－２　ｎｇ／μＬ的基因
组ＤＮＡ模板的质量浓度，这和其他学者的研究结果
类似，比如鳗弧菌Ｖｉｂｒｉｏ　ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ 的最低检测浓
度为５０ｐｇ，海豚链球菌、无乳链球菌、副乳房链球
菌、格式乳球菌为１２．５～５０ｐｇ［３０－３１］，因此，本实验的
灵敏度能够达到对链球菌病诊断的需求。

　　另外，为了验证多重ＰＣＲ的可靠性，本实验用通
用引物扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因，产物测序后经过比对
证明。值得注意的是，结果显示同一条鱼上的不同组
织可能感染不同的细菌，这与黄婷等［２０］报道从发病
卵形鲳鲹上首次同时分离到无乳链球菌和海豚链球

菌的结果一致，但是传统观念认为一条鱼只能感染一
种细菌，这可能与不同组织的感染途径不同有关，有
待于进一步进行深入研究。

４　结论

　　初步建立的多重ＰＣＲ反应体系中引物ｃｆｂ－Ｆ／

ｃｆｂ－Ｒ，ｔｕｆ－Ｆ／ｔｕｆ－Ｒ，Ｓｉ－Ｆ／Ｓｉ－Ｒ，ＰＬＧ－Ｆ／ＰＬＧ－Ｒ的最
适浓度分别为 ０．２μｍｏｌ／Ｌ、０．０８μｍｏｌ／Ｌ、１．６

μｍｏｌ／Ｌ和０．４μｍｏｌ／Ｌ；最优退火温度为５４．３℃，能
同时检测无乳链球菌、停乳链球菌、海豚链球菌和格

式乳球菌４种主要的卵形鲳鲹致病链球菌，为卵形鲳
鲹的健康养殖提供依据。
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