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摘 要：为快速准确鉴别检测鳢源致病性舒伯特气单胞菌(A.schubertii)，本实验根据该菌的促旋酶 B亚单位

基因(gyrB)、溶血素基因(hlyA)的保守序列设计引物，建立了检测致病性 A.schubertii的双重 PCR方法。结果显示

gyrB和 hlyA基因扩增产物分别为 601 bp和 375 bp；其最低检出菌体 DNA 量为 2.3×10-2 ng，最低检出菌数为 3×

102 cfu。特异性试验结果显示，该方法对温和气单胞菌、嗜水气单胞菌、无乳链球菌、诺卡氏菌、迟缓爱德华氏

菌、荧光假单胞菌、柱状黄杆菌、哈氏弧菌以及类志贺邻单胞菌扩增结果均为阴性。应用该方法对 37份临床病

料样品的检测结果与传统细菌分离鉴定结果的符合率为 100 %，表明该方法具有良好的特异性和敏感性，可以应

用于 A.schubertii的快速检测和流行病学研究。
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Abstract: To develop a rapid method to detect pathogenic Aeromonas schubertii in fish, a duplex PCR method was

established with two pairs of primers designed according to the conservative sequences of gyrB and hlyA genes of A.schubertii,

respectively. By optimization of PCR conditions, the results showed that two DNA fragments of 601 bp (gyrB) and 375 bp (hlyA)

were amplified from the genomic DNA extracted from A.schubertii by the duplex PCR, with a limit detection of 2.3 ×10-2 ng

bacteria genomic DNA or 3×102 cfu of A.schubertii. In addition, the specificity tests showed that there were no cross-reactions

with other bacteria such as A.sobria, A.hydrophila, Streptococcus agalactiae, Nocardia seriolae, Edwardsiella tarda, Pseudomonas

fluorescens, Flavobacterium columnare, Vibrio harveyi and Plesiomonas shigelloides. Moreover, the method was applied to detect

clinical samples and the results showed 100% consistence with those of the conventional bacterial isolation and identification

method. Therefore, the duplex PCR could be used in quick diagnose and epidemiology investigation of A.schubertii infection.
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舒伯特气单胞菌(Aeromonas schubertii)属于气单
胞菌科(Aeromonadaceae)气单胞菌属(Aeromanas)，在
自然界广泛分布，该菌为急性腹泻的重要致病菌，

并可以引起食物中毒和外伤感染 [1-3]，也有该菌引起

人坏死性筋膜炎的报道 [4]。A.schubertii 是一种条件
性致病菌，在水产养殖中比较常见。2009 年以来，
一种由 A.schubertii引起的内脏类结节病在养殖的鳢
科鱼类 (Channidae)中爆发 [5]，对鳢养殖业造成了严

重的经济损失。
鳢科鱼类是我国重要的淡水经济鱼类，在我国

分布广泛，目前我国养殖的鳢科鱼类主要有斑鳢

(Channa maculata)、乌鳢 (C.argus)和杂交鳢 (C.ma-
culata♀×C.argus♂) [6]，3 者均陆续出现内脏类结节
病流行的报道 [5,7-8]，该病的主要症状为：发病初期

肉眼观察体表无明显病变，中期剖检可见腹水，

肝、脾和肾等器官充血肿大、有白色类结节。由于
该病初期症状不明显，而且病程较短，快速准确的

早期诊断对该病的控制十分重要。因此，本研究建
立了一种致病性 A.schubertii的检测方法，对鳢内脏
类结节病的快速诊断、疾病防控和流行病学研究提
供技术支撑。

1 材料和方法

1.1 菌 株 A.schubertii 标准株 ATCC43700、鳢
源致病性 A.schubertii 分离株 WL-2、 温和气单胞菌
(A.sobria) SJ-1、嗜水气单胞菌 (A.hydrophila)标准株
J-1、嗜水气单胞菌(A.hydrophila) M-1、无乳链球菌
(Streptococcus agalactiae) LF-1、诺卡氏菌 (Nocardia
seriolae) JZ-1、迟缓爱德华氏菌 (Edwardsiella tarda)
HG-2、 荧 光 假 单 胞 菌 (Pseudomonas fluorescens)
BD-1、柱状黄杆菌(Flavobacterium columnare) CY-1、
哈氏弧菌 (Vibrio harveyi) ML-1、类志贺邻单胞菌
(Plesiomonas shigelloides) HP-1 均由本实验室保存；
临床样品 37 份来源于广东各地鳢养殖场，部分病
鱼具有腹部肿胀，内脏类结节等临床症状。
1.2 主要试剂 5 % 绵羊血琼脂平板、细菌生化微
量鉴定管等购自广州环凯微生物有限公司；大肠杆

菌(E.coli) DH5α由本实验室保存；细菌基因组 DNA
提取试剂盒购自北京 TIANGEN 公司； Agarose Gel
DNA Purification Kit Ver.2.0、DNA Taq 酶、dNTP、
限制性内切酶、pMD18-T 载体、T4 连接酶、DNA

分子 Marker 购自宝生物工程 (大连 )有限公司；
Plasmid Mini Kit I 购自 Omega公司。
1.3 细菌 DNA 的提取 按照细菌基因组 DNA 提
取试剂盒说明书提取菌株 WL-2 和 ATCC43700 的
DNA。
1.4 PCR 检测方法的建立

1.4.1 引物的设计与合成 根据 GenBank 中登录的
A.schubertii gyrB (JQ319030)和 hlyA (JX996182)基因
序列，利用 Primer5.0软件设计 2对扩增引物，序列
为 ： gyrB-P1： 5'-TCAACTCCGCTGTCTCTAACCT
G-3'； gyrB-P2： 5'-GCACCCTTACGGCAAGTCAT
C-3'； hlyA-P1： 5'-CAGGCTTCCAGCACTGAATAC
T-3'； hlyA-P2： 5'-CCAGTCCCACCACTTCACCT-3'，
扩增片段长度分别为 601 bp 和 375 bp，引物由博尚
生物技术有限公司合成。
1.4.2 gyrB 和 hlyA 基因的扩增 以 WL-2 DNA 为
模板，分别扩增 gyrB 和 hlyA 基因，反应条件为：
为 95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s、56 ℃ 60 s、72 ℃ 45 s，
35个循环；72 ℃ 10 min。产物经 1%琼脂糖凝胶电
泳检测。并利用凝胶回收纯化试剂盒进行纯化后克
隆于 pMD18-T 中，由博尚生物技术有限公司测序，
应用 BLAST进行序列分析。
1.4.3 gyrB 和 hlyA 双重 PCR 的建立 以 WL-2 为
模板，在同一 PCR 反应中加入引物 gyrB-P1、
gyrB-P2、hlyA-P1 和 hlyA-P2，优化扩增条件经，反
应体系为 (25 μL)：2.5 μL 10×PCR Buffer，gyrB 上
下游引物各 10 pmol，hlyA 上下游引物各 8 pmol 引
物，1.5 μL MgCl2 (25 mM)，0.125 μL Taq DNA 聚
合酶 (5 U/μL)，4 μL dNTP (2.5 mM)，模板 1 μL，
H2O补足 25 μL，反应条件同上。1 %的琼脂糖凝胶
上电泳观察结果。
1.5 特异性试验 分别提取菌株 ATCC43700、
SJ-1、J-1、M-1、LF-1、JZ-1、HG-2、BD-1、CY-1、
ML-1、HP-1 的基因组 DNA，并进行双重 PCR 扩
增，同时设阴性对照和以 WL-2为模板的阳性对照。
1.6 敏感性检测 以分光光度法测定 WL-2 DNA
浓度为 230 ng/μL，10 倍倍比稀释至 2.3×10-5 ng/μL，
按上述方法进行 gyrB、hlyA 基因单独 PCR 和双重
PCR检测其敏感性。以无菌水将浓度为 3×108 cfu/mL
的 WL-2 菌液进行 10 倍倍比稀释至 3×103 cfu/mL，
每个稀释度取 1 μL 菌液作为 PCR 模板。按上述条
件进行双重 PCR检测其敏感性。
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M: DL2000 DNA Marker; 1-6: 3×105 cfu-3×100 cfu

图 5 双重 PCR 敏感性的测定(以细菌的量)
Fig.5 The sensitivity detection of gyrB and hlyA
by the duplex PCR (in the amount of bacteria)
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1.7 临床样品的检测 对 37 份临床样品进行细菌
分离，以本研究建立的双重 PCR方法对分离细菌进
行检测，同时用传统生理生化分析方法对分离细菌

进行鉴定，以验证双重 PCR检测方法的准确性。

2 结 果

2.1 gyrB 和 hlyA 基因的 PCR 扩增结果及双重

PCR 反应的建立 以 WL-2 基因组 DNA 为模板，
分别对 gyrB 和 hlyA 基因进行 PCR 扩增，扩增产物
经克隆测序表明，所扩增的 gyrB 和 hlyA 基因大小
分别约为 600 bp 和 380 bp，与预期相符 (图 1)。
BLAST分析结果显示所获得的 gyrB 和 hlyA 基因与
GenBank中登录的 gyrB (JQ319030)和 hlyA (JX996182)
基因的同源性均为 100 %。在同一 PCR 反应中同时
加入 2个基因的引物分别进行双重 PCR扩增，结果
显示 WL-2 能够扩增出 2 条特异的目的片段，与预
期结果相符(图 1)。

2.2 双重 PCR 特异性试验结果 分别以 WL-2 和
ATCC43700 基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增，结
果显示 WL-2 能够扩增出 2 条特异的目的条带，与
预期相符；而 ATCC43700 只能扩增出 600 bp 左右
的 gyrB条带；阴性对照未扩增到条带(图 2)。
分别以 WL-2、 SJ-1、 J-1、M-1、 LF-1、 JZ-1、

HG-2、BD-1、CY-1、ML-1、HP-1 菌液基因组为模
板进行 PCR 扩增，结果只有 WL-2 能够扩增出 2 条
特异的目的条带，与预期结果相符，而其他扩增反

应结果均为阴性(图 3)。
2.3 敏感性检测结果 将 WL-2 基因组 DNA 梯度
稀释，进行敏感性试验。结果表明，双重 PCR扩增
的灵敏度为 2.3×10-2 ng (图 4)。在细菌数目上双重
PCR扩增的灵敏度为 3×102 cfu (图 5)。

2.4 临床样品的双重 PCR 检测结果 应用双重

PCR 方法对临床送检的 37 份疑似样品进行检测，
其中检出阳性 29 份，阴性 8 份，与传统微生物学

M: DL2000 DNA Marker; 1: gyrB; 2: Negative control of gyrB;
3: hlyA; 4: Negative control of hlyA; 5: gyrB and hlyA;

6: Negative control of duplex PCR

图 1 gyrB、hlyA基因单独和双重 PCR扩增结果
Fig.1 Amplification of gyrB and hlyA by single and duplex PCR

M: DL2000 DNA Marker; 1: A.schubertii WL-2;
2: A.schubertii ATCC43700; 3: Negative control

图 2 A.schubertii WL-2 和 ATCC43700 双重 PCR扩增结果
Fig.2 The specificity detection of A.schubertii WL-2 and

A.schubertii ATCC43700 by the duplex PCR

M: DL2000 DNA Marker; 1: A.schubertii WL-2; 2: A.sobria SJ-1;
3: A.hydrophila J-1; 4: A.hydrophila M-1; 5: S.agalactiae LF-1;
6: N.seriolae JZ-1; 7: E.tarda HG-2; 8: P.fluorescens BD-1;

9: F.columnare CY-1; 10: V.harveyi ML-1; 11: P.shigelloides HP-1;
12: Negative control

图 3 双重 PCR的特异性实验结果
Fig.3 The specificity test of the duplex PCR

M: DL2000 DNA Marker; 1-8: 230 ng-2.3×10-5 ng

图 4 双重 PCR 敏感性的测定(以 DNA的量)
Fig.4 The sensitivity detection of gyrB and hlyA by

the duplex PCR (in the amount of DNA)

601 bp
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方法鉴定结果 (阳性 29 份，阴性 8 份 )的符合率为
100 %。表明该方法可以准确检测出病料中的致病
性 A.schubertii，可以代替传统的病原菌鉴定方法应
用于鳢内脏类结节病的快速诊断和流行病学研究。

3 讨 论

A.schubertii 引起的鳢内脏类结节病是近年新发
的细菌病，死亡率达 40 %～50 %，给我国水产养殖
业造成了严重的经济损失，目前还没有该病的致病

机理和流行病学研究的相关报道。诺卡氏菌、分枝
杆菌和类立克次氏体等也能够引起养殖鱼类结节，

与该病的内结节症状相似，在养殖过程中容易引起

误诊[9-11]。因此需要建立一种快速、准确的检测方法
用于鳢内脏类结节病的诊断和流行病学研究。
本研究检测引物是参照细菌 gyrB 和 hlyA 基因

序列设计的。gyrB 基因编码菌体 DNA 促旋酶的 B
亚单位蛋白，因为不显现频繁的基因横向转移，近

年来常被用于细菌系统发育分析及细菌鉴定，该基

因在气单胞菌属内分类鉴定中具有比 16S rRNA 基
因更高的分辨率 [12]。溶血素(hlyA)是气单胞菌的重
要毒力因子，大多数气单胞菌属于条件致病菌，具

有致病菌株与非致病菌株之分，hlyA 基因能够用于
致病菌株的检测 [13]。本研究建立的双重 PCR 检测方
法表明可以通过是否扩增出 hlyA基因片段区分致病
菌株 WL-2 和非致病的标准菌株 ATCC43700，表明
建立的检测方法能够特异地鉴别检测致病菌株。
多重 PCR 具有高效、快捷、经济、简便等优

点，已广泛应用于病原学检测 [14-15]。本研究建立的
双重 PCR方法，可以检测致病性 A.schubertii。该方
法与温和气单胞菌等 9 种水产养殖常见病原菌均无
交叉反应，表明该方法的特异性良好。敏感性试验
结果表明该方法敏感性较高，而且可以检测出最低

菌体 DNA 的量为 2.3×10-2 ng 和最低检出菌数为 3×
102 cfu。双重 PCR 检测临床病料样品试验结果与传
统的病原菌鉴定结果相符，表明该方法能够准确鉴

别致病性 A.schubertii，满足临床检测的需要，为鳢
内脏类结节病的诊断和流行病学研究提供方法。
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