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检测方法特异性强%灵敏度高%重复性好)适用于舒伯特气单胞菌的快
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!="Ed&%

I

)

!="Ed&%

$

)

!="Ed&%

&

)

!="Ed&%

%

)

!="Ed&%

N&拷贝$
$

]

)以无菌水为空白对照)并用相

应引物与探针进行荧光定量
UVT

扩增)确定该方法

对靶基因的最低检出限*

&=O=$

!

纯培养物的最低检出限
!

利用平板计数法)

对舒伯特气单胞菌
6XVV!I"%%

进行计数)调节菌

液密度达到
&=Od&%

#

V89

$

M]

)再按
&%

倍梯度稀

释*取
&M]

各密度菌液)用细菌基因组提取试剂

盒提取
F06

作为检测模板!终体积
O%

$

]

")以无菌

水为模板作空白对照)用
&=I

节中荧光定量
UVT

检

测方法)确定对舒伯特气单胞菌纯培养物的最低检

出限*

&=E

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

的重复性检测

取舒伯特气单胞菌
"

%

#!

基因质粒
F06

进行

荧光定量
UVT

)在同一次试验中重复
I%

次)观察其

*5

值变异系数*同时观察在
I%

个不同试验中此样

品的
*5

值变异系数)确定该方法的重复性*

&="

!

临床样品的检测

对
O%

份临床样品!鱼样品各取
%=&

C

肝脏组

织)养殖水样品各取
&M]

混匀的养殖水"提取总

F06

)进行荧光定量
UVT

检测(同时无菌操作取

%=&

C

鱼肝脏组织匀浆液或
&%%

$

]

水样!

&%

倍浓

缩")在脑心浸液琼脂培养基!

S+:-,24-+1:,/*5:),

)

YZH

"中进行传统细菌分离培养)分别挑选单菌落纯

化培养后提取
F06

)进行常规
UVT

检测*对荧光

定量
UVT

检测结果呈阳性%而传统细菌分离培养检

测结果呈阴性的临床样品进行复检)方法如下#取

%=&

C

组织匀浆或
&M]

水样!

&%

倍浓缩"置于碱性

蛋白胨水中增菌
E2

后)再进行分离纯化培养)对经

常规
UVT

检测%生化鉴定!

S:).)

C)

细菌鉴定仪"以

及荧光定量
UVT

检测同时认定为舒伯特气单胞菌

者)判定为阳性*

$

!

结果与分析

$=&

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

的特异性

荧光定量
UVT

特异性检测结果显示)舒伯特气

单胞菌菌株
6XVV!I"%%

%

b]&!#I

均可检测到/

>

0

型荧光扩增曲线)结果为阳性(而嗜水气单胞菌%维

氏气单胞菌%温和气单胞菌%诺卡氏菌等其他
&!

株

非舒伯特气单胞菌样品和空白对照品均无荧光扩增

曲线)

*5

值无法读取)结果均为阴性*表明以
"

%

#!

为靶基因设计的荧光定量
UVT

检测方法可特异性

检测舒伯特气单胞菌!图
&

"*

$=$

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

标准曲线的

建立

用舒伯特气单胞菌
"

%

#!

基因的阳性重组质粒

进行荧光定量
UVT

扩增)以不同浓度的质粒拷贝数

为横坐标)相对应的循环阈值
*5

为纵坐标)获得标

准曲线)该曲线的斜率为
NI=!OE

)截距为
I#=%#'

!图
$

"*得出质粒拷贝数!

T

"与
*5

值之间的线性方

程为#

*5nNIQ!OE.

C

T^I#=%#'

*标准曲线在

!="Ed&%

$

+

!="Ed&%

# 拷贝$
$

]

时有良好的线性关

系)相关系数为
&=%%%

)扩增效率为
'!="%O\

*

;=

第
#

期 刘礼辉)等#舒伯特气单胞菌实时荧光定量
UVT

检测方法的建立及应用



&=

舒伯特气单胞菌
6XVV!I"%%

(

$=

舒伯特气单胞菌病原分离株
b]&!#I

&=.+"#0#/)$$2&9@+"5''6XVV!I"%%

(

$=.+"#0#/)$$2&9@+"5''b]&!#I

图
&

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

检测方法的特异性

8:

C

=&

!

>

L

4?:/:?:1

<

)/124+4-.D1:M4UVT/)+.+"#0#/)$$2&9@+"5''A414?1:),

图
$

!

舒伯特气单胞菌
"

%

#!

质粒拷贝数!

*

"与

循环阈值!

*5

"的标准曲线

8:

C

=$

!

>1-,A-+A?*+;4)/.+"#0#/)$$2&9@+"5''

L

.-5M:A

?)

L

:45

!

*

"

-,A12+452).A?

<

?.4

!

*5

"

$=I

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

的灵敏度试验

$=I=&

!

含
"

%

#!

基因质粒的最低检出限
!

用建立

的荧光定量
UVT

方法对
!="Ed&%

E

)

!="Ed&%

O

)

!="Ed&%

!

)

!="Ed&%

I

)

!="Ed&%

$

)

!="Ed&%

&

)

!="Ed&%

%

)

!="Ed&%

N&拷贝$
$

]

的舒伯特气单胞菌

重组质粒标准品进行检测)结果!图
I

"显示)当样品

中重组质粒为
!="Ed&%

% 拷贝$
$

]

以上时)荧光定

量
UVT

扩增可生成/

>

0型荧光曲线!曲线
&

+

"

"(当

样品中的重组质粒低于
!="Ed&%

N&拷贝$
$

]

时)无

/

>

0型荧光曲线生成!曲线
#

"*

$=I=$

!

纯培养物的最低检出限
!

用建立的荧光定量

UVT

方法对
&=Od&%

"

)

&=Od&%

E

)

&=Od&%

O

)

&=Od&%

!

)

&=Od&%

I

)

&=Od&%

$

)

&=Od&%

&

)

&=Od&%

%

V89

$

M]

的

细菌基因组
F06

进行检测)结果见图
!

*

&

+

#=

分别为
!="Ed&%

E

)

!="Ed&%

O

)

!="Ed&%

!

)

!="Ed&%

I

)

!="Ed&%

$

)

!="Ed&%

&

)

!="Ed&%

%

)

!="Ed&%

N&拷贝$
$

]

的重组质粒标准品(

'=

空白对照

&N#=T4?)MS:,-,1

L

.-5M:A?),?4,1+-1:),534+4!="Ed&%

E

)

!="Ed&%

O

)

!="Ed&%

!

)

!="Ed&%

I

)

!="Ed&%

$

)

!="Ed&%

&

)

!="Ed&%

%

)

-,A!="Ed&%

N&

?)

L

:45

$

$

]

(

'=Y.-,K?),1+).

图
I

!

舒伯特气单胞菌重组质粒荧光定量
UVT

的灵敏度

8:

C

=I

!

>4,5:1:;:1

<

)/124+4-.D1:M4UVT/)+.+"#0#/)$$2&9@+"5''

L

.-5M:AA414?1:),

<2
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&

+

#=

分别为
&=Od&%

"

)

&=Od&%

E

)

&=Od&%

O

)

&=Od&%

!

)

&=Od&%

I

)

&=Od&%

$

)

&=Od&%

&

)

&=Od&%

%

V89

$

M]

的舒伯特气单胞菌纯培养物基因组(

'=

空白对照

&N#=R4,)M4F06)/

L

*+4?*.1*+4A.Q$2&9@+"5''&=Od&%

"

)

&=Od&%

E

)

&=Od&%

O

)

&=Od&%

!

)

&=Od&%

I

)

&=Od&%

$

)

&=Od&%

&

)

-,A&=Od&%

%

V89

$

M]

(

'=Y.-,K?),1+).

图
!

!

舒伯特气单胞菌基因组荧光定量
UVT

的灵敏度

8:

C

=!

!

>4,5:1:;:1

<

)/124+4-.D1:M4UVT/)+

C

4,)M4)/.+"#0#/)$$2&9@+"5''A414?1:),

!!

图
!

显示)当样品中至少有
&=Od&%

&

V89

$

M]

细菌基因组
F06

时)荧光定量
UVT

扩增可生成

/

>

0型荧光曲线!曲线
&

+

"

"(当样品中的细菌菌落

数低于
&=Od&%

%

V89

$

M]

时)无/

>

0型荧光曲线生

成!曲线
#

"*

$=!

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

的重复性

对同一样品在同一次试验获得的
*5

值进行统

计发现)同一次试验内
I%

个平行样的扩增曲线在阈

值线附近基本重合!图
O

")

*5

值平均读数为
&#=O

)

标准差为
%=%'!

)变异系数为
%='O\

*同一样品在

I%

次不同试验中所获得的
*5

值也基本相同)

*5

平

均值为
&'=I

)标准差为
%=&!I

)变异系数为
&=%O\

*

以上统计结果表明)本试验所建立的舒伯特气单胞

菌荧光定量
UVT

快速检测方法重复性较好*

图
O

!

舒伯特气单胞菌荧光定量
UVT

重复
I%

次的试验结果

8:

C

=O

!

T45*.15)/I%.+"#0#/)$$2&9@+"5''A414?1:),5S

<

+4-.D1:M4UVT

$=O

!

荧光定量
UVT

检测方法的临床应用

应用荧光定量
UVT

方法对临床送检的
O%

份样

品进行检测)结果!表
&

"显示)从中检出阳性样品
&&

份)检出率
$$\

)与传统细菌分离和常规
UVT

鉴定

结果!阳性
O

份)检出率
&%\

"相比)检出率明显提

高*对定量
UVT

检测阳性%传统检测结果阴性的样

品进行增菌再分离)通过常规
UVT

检测和生理生化

鉴定)确定检测结果呈阳性*

=2

第
#

期 刘礼辉)等#舒伯特气单胞菌实时荧光定量
UVT

检测方法的建立及应用



表
&

!

舒伯特气单胞菌临床样品的荧光定量
UVT

检测结果

X-S.4&

!

F414?1:),)/5-M

L

.45)/.+"#0#/)$$2&9@+"5''

样品
!!!

>-M

L

.4

!!!

荧光
UVT

检测结果
8.*)+45?4,?4UVT

阳性

U)5:1:;4

阴性

04

C

-1:;4

传统检测结果
X+-A:1:),-.M412)A

阳性

U)5:1:;4

阴性

04

C

-1:;4

复检结果
T4?24?K

阳性

U)5:1:;4

阴性

04

C

-1:;4

鱼样
&8:525-M

L

.4& N N N

鱼样
$8:525-M

L

.4$ N N N

鱼样
I8:525-M

L

.4I ^ N ^

鱼样
!8:525-M

L

.4! N N N

鱼样
O8:525-M

L

.4O N N N

鱼样
E8:525-M

L

.4E N N N

鱼样
"8:525-M

L

.4" ^ ^ ^

鱼样
#8:525-M

L

.4# N N N

鱼样
'8:525-M

L

.4' N N N

鱼样
&%8:525-M

L

.4&% ^ N ^

鱼样
&&8:525-M

L

.4&& N N N

鱼样
&$8:525-M

L

.4&$ N N N

鱼样
&I8:525-M

L

.4&I N N N

鱼样
&!8:525-M

L

.4&! N N N

鱼样
&O8:525-M

L

.4&O ^ ^ ^

鱼样
&E8:525-M

L

.4&E N N N

鱼样
&"8:525-M

L

.4&" N N N

鱼样
&#8:525-M

L

.4&# N N N

鱼样
&'8:525-M

L

.4&' ^ N ^

鱼样
$%8:525-M

L

.4$% N N N

鱼样
$&8:525-M

L

.4$& N N N

鱼样
$$8:525-M

L

.4$$ N N N

鱼样
$I8:525-M

L

.4$I N N N

鱼样
$!8:525-M

L

.4$! ^ ^ ^

鱼样
$O8:525-M

L

.4$O N N N

鱼样
$E8:525-M

L

.4$E N N N

鱼样
$"8:525-M

L

.4$" N N N

鱼样
$#8:525-M

L

.4$# ^ N ^

鱼样
$'8:525-M

L

.4$' N N N

鱼样
I%8:525-M

L

.4I% ^ N ^

水样
&b-14+5-M

L

.4& N N N

水样
$b-14+5-M

L

.4$ N N N

水样
Ib-14+5-M

L

.4I N N N

水样
!b-14+5-M

L

.4! ^ ^ ^

水样
Ob-14+5-M

L

.4O N N N

水样
Eb-14+5-M

L

.4E N N N

水样
"b-14+5-M

L

.4" N N N

水样
#b-14+5-M

L

.4# N N N

水样
'b-14+5-M

L

.4' N N N

水样
&%b-14+5-M

L

.4&% N N N

水样
&&b-14+5-M

L

.4&& ^ N ^

水样
&$b-14+5-M

L

.4&$ N N N

水样
&Ib-14+5-M

L

.4&I N N N

水样
&!b-14+5-M

L

.4&! N N N

水样
&Ob-14+5-M

L

.4&O N N N

水样
&Eb-14+5-M

L

.4&E ^ ^ ^

水样
&"b-14+5-M

L

.4&" N N N

水样
&#b-14+5-M

L

.4&# N N N

水样
&'b-14+5-M

L

.4&' N N N

水样
$%b-14+5-M

L

.4$% N N N

合计
X)1-. && I' O !O && I'
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I

!

讨
!

论

由舒伯特气单胞菌引起的鳢科鱼类内脏白点

病)在临床上与其他病原菌引起的鳢科鱼类内脏类

结节病)如诺卡氏菌&

&&

'

%分枝杆菌&

&$

'和类立克次

体&

&I

'等引起的鳢科鱼类内脏类结节病等相似)因此

难以区分*由于内脏类结节病的病理组织损伤潜伏

期较长)当出现严重的结节症状时体表才会出现相

关症状)加之不同病原所致的类似症状诊断困难)因

此建立特异%快速%灵敏的检测方法对鳢舒伯特气单

胞菌早期预警和病原监测具有重要意义*

用于细菌病诊断的方法通常有
$

类#一是细菌

分离培养)为细菌病诊断金标准)但病原菌的分离纯

化耗时长)检出率低)对操作技术要求较高(二是分

子生物学诊断)如
UVT

方法等)其以快速%敏感和特

异等优点而被广泛应用于细菌鉴定*管家基因在细

菌分类鉴定中被广泛使用)其中
&E>+T06

的应用

尤为广泛&

&!

'

*但气单胞菌属细菌种类繁多)种间

&E>+T06

基因差异较小)仅通过
&E>+T06

基因

难以对其进行分类鉴定(而一些保守性相对较低的

管家基因
,6

"F

%

"

%

#F

&

&OC&E

'和
,6

".

%

"

%

#!

&

&"D&'

'等已

被广泛用于气单胞菌属$假单胞菌属的分类鉴定*

本研究利用
"

%

#!

基因保守序列建立的舒伯特气单

胞菌荧光定量检测体系)在
&E

株常见病原菌检测中

具有良好的特异性)证实
"

%

#!

基因能将嗜水气单

胞菌%杀鲑气单胞菌%维氏气单胞菌%温和气单胞菌%

简氏气单胞菌等气单胞菌在种的水平上进行准确区

分)表明该方法适用于舒伯特气单胞菌的特异性检

测*

荧光定量
UVT

快速检测方法灵敏性高)在样本

中菌体含量很低的情况下)仍能检测出菌体核酸)并

且可对大量样本进行定性和定量分析)因此被广泛

应用于动物医学和分子生物学研究领域&

$%D$&

'

*本研

究建立的荧光定量
UVT

方法检测舒伯特气单胞菌

的最低检测限为
&OV89

$

M]

)其灵敏度明显高于刘

春等&

'

'建立的舒伯特气单胞菌多重
UVT

方法!

Id

&%

$

V89

$

M]

"*在临床样品检测试验中)荧光定量

UVT

阳性检出率明显高于传统检测方法)其中传统

检测结果阳性的样品)荧光定量
UVT

检测结果均为

阳性)荧光定量
UVT

检测结果为阴性的样品)传统

检测结果无一阳性*荧光定量检测阳性的
&&

份样

品中)传统检测只有
O

份阳性)增菌复检结果表明

&&

份样品均为阳性*荧光定量
UVT

检测结果与传

统检测结果不完全一致)可能是由于其检测灵敏度

不同所致)但复检结果表明)荧光定量
UVT

检测结

果与临床结果相符*早期潜伏感染的组织样品或水

体中舒伯特气单胞菌载菌量较低时)采用传统细菌

分离检测方法可能存在假阴性问题)虽然增菌后检

测能提高阳性检出率)但样品中的杂菌同样可能干

扰检测结果)因此本研究建立的舒伯特气单胞菌荧

光定量
UVT

检测方法在特异性和灵敏度方面有明

显优势)能较好地应用于舒伯特气单胞菌的检测和

诊断)可为舒伯特气单胞菌病的早期预警和流行病

学调查提供技术支撑*
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