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!摘!要"!以维氏气单胞菌的核酸酶基因为靶基因建立了 3+*快速检测方法" 实验证明该方法

具有良好的特异性与敏感性!对维氏气单胞菌基因组 450的最低检测浓度为 $,2- 6$#

/&

78#在人

工模拟试验的 %# 份样品中$使用 3+*检测方法的样本检出率达到了 -.,'9%".)%#&!高于细菌分

离培养的检出率 '%,%9%"")%#&" 该方法的建立为维氏气单胞菌的快速检测提供了新的方法"
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!!维氏气单胞菌"(%4#+#),98%4#)**#是近年来新

发现的一种病原菌! $:-' 年 M>D]<=7 /HZO77OZ

等'$(描述其为气单胞菌属的一个新种!具有广泛的

致病性!可感染多种水生动物!导致体表皮肤溃疡)

败血症等疾病的发生'" /%(

& 近年来!也有哺乳动物

感染并患病的报道'&(

!而人误食了污染的食品后!

可引发腹泻)败血症等!免疫力低下者甚至有死亡

的危险'2 /.(

& 目前!对(!8%4#)**的临床诊断多依赖

于表观病理观察)细菌的分离鉴定等一般细菌学检

测!而(!8%4#)**引发疾病的病理现象与其他气单胞

菌极为相似!很难肉眼判定!因此!建立(!8%4#)**的

快速检测方法显得尤为重要& 本研究拟通过
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(!8%4#)**的核酸酶基因序列!设计出一对特异性引

物!建立高效)快速的维氏气单胞菌*+*检测方法&

;<材料与方法

$,$!菌种!维氏气单胞菌标准株"(%4#+#),98%4#)**!

0[++%2."& #) 维 氏 气 单 胞 菌 框 镜 鲤 分 离 株

"+J#-#. #) 嗜水气单胞菌标准株 " (%4#+#),9

12/4#>1*$,! 0[++':.. #)杀鲑气单胞菌分离株

"(%4#+#),99,$+#+*.*/,! U #̂&$%#由本实验室保

存% 温和气单胞菌标准株 " (%4#+#),99#D4*,!

0[++&%:':#)豚鼠气单胞菌标准株"(%4#+#),9.,8*,%!

0[++$2&.-#由浙江省淡水研究所潘晓艺副研究员

惠赠%大肠杆菌""#$*D,.*$$59! 0[++$#2%.#)痢疾志

贺氏菌"-1*&%$$, /29%)6%4*,%! 0[++:"#'#)鼠伤寒沙

门氏菌"-,$+#)%$$, 62>1*+54*5+! 0[++"2"&$#及阪

崎杆菌":)6%4#D,.6%49,E,F,E**! 0[++2$%":#均由吉

林出入境检验检疫局王伟利研究员惠赠& 大肠杆

菌感受态4M2

!

由华大中天生物公司提供&

$,"!主要试剂!细菌基因组 450提取试剂盒)动

物组织基因组450提取试剂盒由北京索莱宝科技

有限公司提供%4̂ "### P=Z]OZ);F0,G450聚合

酶)克隆载体 VP4$- /[由宝生物工程"大连#有限

公司提供%*1 培养基由北京陆桥技术有限公司提

供%其他试剂为分析纯&

$,%!引物设计及合成!根据 QO7H=7] 公布的

(!8%4#)**核酸酶"OFK#基因序列设计一对特异性引

物!_$ QQ0+0[Q+0+00++[+[[++!*$ Q0[[QQ̀

[0[[Q++[[Q+00Q!引物由华大中天生物公司

合成&

$,&!细菌模板 450提取!分别活化 $,$ 项中各

类病原菌!并依据细菌基因组 450提取试剂盒提

取细菌450! /"# a保存备用&

$,2!引物特异性检验!针对 OFK 特异性引物进行

3+*反应!反应条件与体系参照 ;F0,G酶试剂推

荐!$,#9凝胶电泳进行检测!目的片段进行胶回收

并与[载体相连!转化!挑取阳性菌落并进行质粒

的提取!3+*鉴定后送至华大中天生物公司测序&

$,.!反应条件的确定!按 "2

"

^体系!以 OFK 特

异性引物)(!8%4#)**标准株细菌基因组为模板!对

反应的退火温度)循环次数)引物浓度及模板浓度

等条件进行优化!以确定最佳反应体系& 其 3+*

扩增产物经 $,#9琼脂糖凝胶电泳检测&

$,'!特异性与敏感性试验!以 $,& 项提取的细菌

基因组450为模板!以 $,. 项优化的反应体系和

条件进行3+*扩增!产物进行电泳分析!以确定反

应的特异性& 以(!8%4#)**标准株细菌基因组为阳性

模板!用分光光度计测定其含量!并做 $# 倍梯度稀

释!用建立的3+*反应条件和体系进行扩增!依据检

测到的最大稀释度!以确定3+*反应的敏感性&

$,-!模拟污染试验!选取健康小白鼠共 %# 只!以

Ĥ液体培养基活化 (!8%4#)**0[++%2."&"菌体终

浓度为 $#

-

+_b)<̂ #!#," <̂ )只腹腔注射!感染小

鼠出现典型症状& 剖检!并分离纯化细菌!将纯化

好的细菌按参考文献''(进行生化鉴定%同时应用动

物组织450提取试剂盒提取小鼠组织 450!用本

实验建立的 3+*检测方法进行检测!与细菌分离

鉴定结果进行比较&

=<结<果

",$!引物验证!特异性引物扩增出 %"% XV大小的

片段!与预期结果相符& 基因的目的片段测序)序

列比对并分析!其结果与 (!8%4#)**0[++%2."& 的

OFK序列的同源性为 ::9&

","!确定的3+*反应条件!以 "2

"

体̂系并参照

;F0,G酶试剂推荐!梯度 3+*仪优化的退火温度!

最终确定了反应体系与反应条件为$$# 63+*XKGGOZ

",2

"

!̂ A5[3"

"

!̂3

OFK

上下游引物各 #,2

"

!̂模

板 #,2

"

!̂ ;F0,G酶 #,"2

"

!̂加双蒸水至 "2

"

%̂

反应条件$:& a预变性 2 <>7%:& a变性 %# E!22 a

退火 %# E!'" a延伸 %# E!共 %# 个循环%'" a延伸

$# <>7&

",%!特异性试验结果!除以(!8%4#)**0[++%2."&)

(!8%4#)**+J#-#. 株基因组 450为模板!可以扩增

出特异性目的条带外!其他菌株均为阴性结果

"图 $#&

!P,4̂ "### P=Z]OZ% $,0[++%2."&%",+J#-#.%%,0[++':..%

!&,U #̂&$%%2,0[++&%:':%.,0[++$2&.-%',0[++$#2%.%

!-,0[++:"#'%:,0[++"2"&$%$#,0[++2$%":

图 ;<-85特异性试验结果
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",&!敏感性试验结果!敏感性结果显示$提取的

(!8%4#)**0[++%2."& 基因组模板450浓度为 $2,-

78)

"

!̂经 $# 倍倍比稀释!在 $#

2 倍稀释时经 3+*

扩增仍能检测到OFK 的目的条带!但在 $#

. 倍稀释

时!结果为阴性!所以本方法的敏感度为 $,2- 6

$#

/&

78)
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的̂450模板"图 "#&
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%̂-,阴性对照

图 =<-85敏感性试验结果

",2!模拟污染试验检测结果!%# 份模拟污染样本

经3+*检测!阳性结果样本为 ". 份"-.,'9#%细

菌分离鉴定阳性结果样本为 "" 份"'%,%9#!3+*

阳性结果样本包含所有细菌分离鉴定样本&

><讨<论

作为一种较新的人 /兽 /鱼共患病原菌!

(!8%4#)**在引发人的多种疾病的同时!还能感染多

种水生动物和哺乳动物!因此!对 (!8%4#)**的快速

诊断具有重要意义& 传统的细菌分离鉴定步骤繁

琐)费时费力%而免疫学等检测方法国内尚未见报

道!且这些方法也存在着诸多缺点'-(

!不适宜做流

行病学调查&

本研究建立了 3+*检测方法!以 OFK 为靶基

因!对(!8%4#)**进行检测& 核酸酶基因作为毒力基

因已在多种病原菌研究中有所报道': /$#(

!本试验的

前期研究表明!在绝大多数(!8%4#)**致病株中均可

检测到OFK基因!因此!以该基因为靶基因建立的

(!8%4#)**3+*检测方法!与潘晓艺等'$$(建立的双

重3+*检测技术相比!其最大优点在于在反应体

系中只需加入一种引物!就可通过结果初步鉴定出

待检菌株是否为具有潜在致病性的维氏气单胞菌!

操作更为简单快捷&

在模拟污染试验中!3+*检测方法和分离培养

法相比!其准确性较高!所用时间较短!说明其具有

较高的实际应用价值& 因此!该方法的建立!为

(!8%4#)**的快速诊断)流行病学调查等提供了一个

快速灵敏的检测方法&
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