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［摘要］ 变形假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄ） 是引起大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 内脏白点病的

主要病原。 基于变形假单胞菌的 ｇｙｒＢ 基因与大黄鱼的单拷贝基因 ｇｄｆ － ８ 分别设计 １ 对特异性引物， 对所设

计的变形假单胞菌 ｇｙｒＢ 基因的引物特异性进行了检验， 并采用实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ － ＰＣＲ） 技术检测

了 ４００ 尾人工浸泡感染变形假单胞菌 ５ ｄ 后的大黄鱼幼鱼脾脏中的病原菌的相对含量。 结果显示， 基于

ｇｙｒＢ 基因所设计的引物对变形假单胞菌检测具有良好的特异性， 可以用于对变形假单胞菌的定性和定量检

测； ４００ 尾人工攻毒大黄鱼幼鱼脾脏中变形假单胞菌的相对含量 （相对带菌量， 用 ｇｙｒＢ 基因拷贝数与大黄

鱼 ｇｄｆ － ８ 基因拷贝数之比表示） 变化在 ５􀆰 ０４ × １０ － ７ ～ ０􀆰 ４８２ 之间， 不同个体之间的相对带菌量差异很大，
说明不同个体的大黄鱼对变形假单胞菌感染的抵抗力有很显著的差异。
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 为我国传统 “四大海产” 之一， 也是我国近海的主要经济鱼类之

一［１］ 。 因其肉质鲜嫩、 营养丰富、 味道鲜美， 备受国民喜爱， 素有 “国鱼” 的美称， 现已成为我国

养殖规模最大的海水鱼类［２］ 。 养殖密度过大和海区环境污染导致大黄鱼病害频发， 不仅造成经济损

失每年数亿元， 还给食品和环境安全带来巨大隐患［３］ 。 其中， 内脏白点病是近年来对大黄鱼养殖危

害最大的病害之一， 因而引起了渔业管理部门和众多鱼病研究者的重视。
现已有多位研究者通过细致的研究查明， 大黄鱼内脏白点病是由变形假单胞菌 （也称香鱼假

单胞菌或杀香鱼假单胞菌， Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 引起的一种细菌性疾病［４ － ８］ 。 Ｈｕａｎｇ 等［９］

对变形假单胞菌进行了基因组测序。 该病鱼体表无明显症状， 有病死或濒死的个体上浮到海面才

会被发觉， 此时网箱中多数个体已严重感染， 病鱼开始陆续死亡， 累积死亡率可达 ５０％ ～ ９０％ 以

上， 严重时整排网箱的鱼几乎死亡殆尽。 该病原来仅在局部海区发现， 在越冬期及其前后， 当水

温低于 ２０ ℃ 时发病， １—４ 月是此病的高发季节［６］ ， 目前已蔓延到各个主要养殖海区， 而且发病期

呈延长趋势。 由于该病是在体内发作， 体外用药无效， 发病期主要集中在低温季节， 此时大黄鱼

摄食已非常微弱或已完全停止摄食， 当下也无有效渔药可以治疗此病， 因此其危害格外严重。 采

用先进的育种技术快速培育出抗病力强的新品种， 对于减少因内脏白点病引起的大黄鱼养殖业的

损失具有重要的意义。
关于变形假单胞菌的检测方法已有一些研究报道， 如 Ｉｚｕｍｉ 等［１０］ 报道了基于 ｇｙｒＢ 序列设计特异

性引物建立的普通 ＰＣＲ 检测方法， 袁雪梅等［１１］ 报道了基于 ｒｐｏＤ 基因序列设计特异性引物建立的

ＬＡＭＰ 检测方法， 这两种方法可用于对变形假单胞菌的定性检测； 周涛等［１２］ 报道了基于 ｒｐｏＤ 基因序

列设计特异性引物建立检测该种细菌的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法， 可用于对变形假单胞

菌的定性和定量检测。 但周涛等建立的方法只检测变形假单胞菌的数量， 没有同时检测宿主 （大黄

鱼） 细胞的数量或 ＤＮＡ 含量。 对病鱼组织提取的 ＤＮＡ 进行病原菌含量检测时， 由于提取的 ＤＮＡ 中

包含有宿主细胞的 ＤＮＡ 和病原菌的 ＤＮＡ， 通过 ＤＮＡ 浓度测定并无法区分宿主 ＤＮＡ 与病原体 ＤＮＡ 的

含量， 因而只能通过对用于提取 ＤＮＡ 的组织进行定量来比较不同个体感染病原菌的数量和受感染程

度。 然而相同大小或相同质量的组织中所包含的宿主细胞数量可能并不一致， 所以据此比较不同个体

之间受感染程度并不十分精确。 本研究利用变形假单胞菌的 ｇｙｒＢ 基因与大黄鱼的单拷贝基因 ｇｄｆ － ８
分别设计特异性引物， 建立了基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧光定量 ＰＣＲ 技术的变形假单胞菌及反应体系中大

黄鱼 ＤＮＡ 含量的定量检测方法， 并采用所建立的方法检测了 ４００ 尾大黄鱼幼鱼在人工感染变形假单

胞菌后脾脏的相对带菌量， 旨在为利用基因组选择的方法对大黄鱼内脏白点病的抗病育种研究提供一

种新的抗病力表型测定方法和依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验所用的 ４００ 尾大黄鱼于 ２０１８ 年 １ 月采自福建省宁德市金铃水产科技有限公司， 平均体重为

（２８􀆰 ４４ ± ８􀆰 ４４） ｇ。 变形假单胞菌的菌株 ＮＺＢＤ９， 以及用于检验引物特异性的菌株 （包括恶臭假单胞

菌 （Ｐ． ｐｕｔｉｄａ） 、 铜绿假单胞菌 （Ｐ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） 、 副溶血弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） 、 溶藻弧菌

（Ｖ． ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） 、 创伤弧菌 （Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） 、 哈维氏弧菌 （Ｖ． ｈａｒｖｅｙｉ） 、 嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 、 维氏气单胞菌 （Ａ． ｖｅｒｏｎｉｉ） 、 明亮发光杆菌 （Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｕｍ） 、 大肠杆菌

·９２３·
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（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） 和迟钝爱德华氏菌 （Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ）） 均由集美大学水产学院微生物实验室鄢庆

枇教授惠赠。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 大黄鱼人工感染变形假单胞菌

实验大黄鱼从海区养殖网箱运至宁德市金铃水产科技有限公司育苗场后， 在水温 １８ ℃， 盐度 ２５ 左

右的条件下驯养 ７ ｄ， 并饥饿 １ ｄ 后再进行攻毒实验。 临实验前将变形假单胞菌用 ＬＢ 培养基于 １８ ℃、
２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下振荡培养 １２ ｈ， 并用培养液将其稀释到浓度为 １􀆰 ０ × １０９ ｃｆｕ ／ ｍＬ （ＯＤ ＝ １􀆰 ０）。 实验时，
将 ４００ 尾实验鱼移入到一个放有过滤海水 （水深 ２０ ｃｍ） 的 ４ ｍ × ２ ｍ × ０􀆰 ８ ｍ 小水泥池中， 加入 １􀆰 ６ Ｌ
稀释好的菌液， 使其终浓度达 １􀆰 ０ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ （预实验获得的半致死浓度）， 并在充气条件下浸泡 ３ ｈ，
然后将实验鱼捞出， 用干净的过滤海水淋洗后， 移入到底面积 ２０ ｍ２ 、 深 １􀆰 ３ ｍ 水泥池中 （放入过滤海

水至水深 ８０ ｃｍ）， 维持驯养时的水温和盐度， 并用市售大黄鱼配合饲料正常投喂， 每天投喂 ２ 次 （６：００
和１８：００ 各一次）。 攻毒后第６ 天有少量大黄鱼开始发病侧翻， 将全部实验鱼集中捞出放入到装有４ ℃海

水的 １ ｍ３ 塑料桶中， 称量体重后快速剖取脾脏， 并置于 ９５ ％的乙醇中， 于 － ２０ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＮＡ 的提取

对攻毒实验的大黄鱼， 首先将其整个脾脏进行匀浆处理， 再取部分匀浆， 利用天根生化科技有限

公司的基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＤＮＡ， 再加入 ８０ μＬ ＴＥ 缓冲液洗脱制备 ＤＮＡ 原液， 用 ＭＵＬＴＩ⁃
ＳＫＡＮ ＧＯ 酶标仪 （购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司） 测定所提取 ＤＮＡ 的浓度， 用 １􀆰 ０％ 琼脂糖凝胶电泳检测所提

取 ＤＮＡ 的质量， 然后将 ＤＮＡ 稀释至 ３０ ｎｇ ／ μＬ， － ２０ ℃保存备用。 取变形假单胞菌、 恶臭假单胞菌、
铜绿假单胞菌等细菌的菌液以及 １ 尾未被变形假单胞菌感染的健康大黄鱼的肌肉组织， 采用同样方法

提取基因组 ＤＮＡ， 用于引物特异性与扩增效率的检测和荧光定量 ＰＣＲ 反应标准曲线的制作。
１􀆰 ２􀆰 ３　 引物设计与检测

将 ＧｅｎＢａｎｋ 中变形假单胞菌 ｇｙｒＢ 基因序列 （ＪＮ６８８８６６） 与恶臭假单胞菌、 铜绿假单胞菌等细菌

的 ｇｙｒＢ 基因序列用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行比对， 在其特异的序列区域设计变形假单胞菌的引物。 从本实

验室组装的大黄鱼参考基因组中获得单拷贝基因 ｇｄｆ － ８ 的序列， 根据其 ＣＤＳ 区序列设计引物， 并与

实验室积累的大黄鱼重测序数据进行比对， 确定在所设计的引物上不存在 ＳＮＰ 位点。 上述 ２ 对引物

均利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计， 由北京六合华大基因科技有限公司合成， 引物序列见表 １。
表 １　 荧光定量引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑ － ＰＣＲ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′ － ３′）

ｇｄｆ － ８ － Ｆ ＴＧＧＧＡＧＡＴＧＡＣＡＡＣＡＧＧ
ｇｄｆ － ８ － Ｒ ＧＣＡＣＣＧＡＣＣＡＡＴＡＣＡＣＴ
ｇｙｒＢ － Ｆ ＧＴＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＣＡＧＣＡＧＧＴＴ
ｇｙｒＢ － Ｒ ＧＴＴＣＧＧＧＣＡＡＧＧＡＡＧＡＧＴ

合成的引物首先分别用变形假单胞菌和

健康大黄鱼肌肉的基因组 ＤＮＡ 为模板， 通

过普通 ＰＣＲ 反应检验引物扩增效果和特异

性， 然后分别用变形假单胞菌 （ ＮＺＢＤ９）、
恶臭假单胞菌、 铜绿假单胞菌、 副溶血弧

菌、 溶藻弧菌、 创伤弧菌、 哈维氏弧菌、 嗜

水气单胞菌、 维氏气单胞菌、 明亮发光杆

菌、 大肠杆菌、 迟钝爱德华氏菌的 ＤＮＡ 为模板， 通过常规 ＰＣＲ 对变形假单胞菌引物进行特异性检

验。 反应体系组成如下： １０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ０ μＬ， ｄＮＴＰ Ｍｉｘ （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ８ μＬ， ｒＴａｑ ０􀆰 １ μＬ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｇｄｆ － ８ Ｆ ／ Ｒ 和 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 上下游引物各 ０􀆰 ２ μＬ， ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ ６􀆰 ７ μＬ， 共

１０ μＬ反应体系。 ＰＣＲ 反应程序为： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ 变性 ３０ ｓ， ６０ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸

３０ ｓ， 共 ３５ 个循环； 最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 扩增产物用 １􀆰 ０％ 琼脂糖凝胶电泳进行检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ

引物特异性与扩增效率检测和标准曲线制作： 首先， 以变形假单胞菌和健康大黄鱼肌肉的基因组

ＤＮＡ 为模板， 分别用所设计的特异性引物进行普通 ＰＣＲ 扩增， 扩增产物经 ２􀆰 ０ ％ 的琼脂糖凝胶电泳

后 （电压 １３０ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ， ＥＢ 染色）， 切取目的条带用 ＤＮＡ 纯化试剂盒 （购自 Ｏｍｅｇａ 公司） 进行

·０３３·
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纯化， 纯化的产物用酶标仪测定浓度 （大黄鱼 ｇｄｆ － ８ 基因和变形假单胞菌 ｇｙｒＢ 基因 ＰＣＲ 产物的浓度分

别为 ２５􀆰 １０ ｎｇ ／ μＬ 和 ４４􀆰 ３１ ｎｇ ／ μＬ）。 然后， 将纯化的 ＰＣＲ 产物原液分别按照 １０３ 、 １０４ 、 １０５ 、 １０６ 、 １０７ 、
１０８ 、 １０９倍稀释后作为模板 （根据分子拷贝数 （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） ＝ ＤＮＡ 质量浓度 ／ ＤＮＡ 分子量， 计算出对应

的 ＤＮＡ 拷贝数， 其中 ＤＮＡ 质量浓度 ＝ ＤＮＡ 浓度 × ６􀆰 ０２ × １０２３ ； ＤＮＡ 分子量 ＝ ＤＮＡ 碱基数 × ６６０）， 用

Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ ＩＩ （Ｒｏｃｈｅ， ＵＳＡ） 荧光定量 ＰＣＲ 仪， 按照 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂使用说

明书进行操作， 通过实时荧光定量 ＰＣＲ 进一步检验 ｇｄｆ － ８ Ｆ ／ Ｒ 和 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 这 ２ 对引物的特异性， 并

检测其扩增效率， 根据结果制作标准曲线。 实时荧光定量 ＰＣＲ 的反应体系如下： ２ × ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀳏
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ （ ＴａＫａＲａ） １０ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的ｇｄｆ － ８ Ｆ ／ Ｒ 和 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ，
ＤＮＡ 模板 ４􀆰 ０ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ ５􀆰 ０ μＬ， 共 ２０ μＬ 反应体系。 反应程序为： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， ９５ ℃变性

１０ ｓ， ６０ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 ２０ ｓ， ３５ 个循环。 其中， ＤＮＡ 模板是上述经纯化并稀释好的大黄鱼

ｇｄｆ － ８ 基因或变形假单胞菌 ｇｙｒＢ 基因 ＰＣＲ 产物。
４００ 尾人工感染变形假单胞菌的大黄鱼幼鱼脾脏的相对带菌量检测： 将上述实时荧光定量 ＰＣＲ 反

应体系中 ＤＮＡ 模板换为从攻毒实验大黄鱼脾脏中提取的 ＤＮＡ （浓度均为 ３０ ｎｇ ／ μＬ）， 即以大黄鱼

ｇｄｆ － ８基因为内参基因， 以变形假单胞菌的 ｇｙｒＢ 基因为目的基因进行荧光定量 ＰＣＲ 实验， 每个样品

做 ３ 个重复。 计算相对带菌量时取 ３ 个重复的平均值作为实验结果。
１􀆰 ２􀆰 ５　 相对带菌量的计算

根据所作标准曲线和实时定量 ＰＣＲ 的检测结果， 分别计算出从每个个体的样品中检出的变形假单

胞菌 ｇｙｒＢ 基因和大黄鱼 ｇｄｆ － ８ 基因的拷贝数。 同一个体中检出的 ｇｙｒＢ 基因的拷贝数除以 ｇｄｆ － ８ 基因的

拷贝数所得的比值即为相对带菌量， 它相当于同样数量脾脏细胞中检出的变形假单胞菌数量。 根据标准

曲线方程 ＣＴ ＝ Ｋ × ｌｇ（ＤＮＡ 拷贝数） ＋ Ｃ ， 其中 ＣＴ 为循环阈值， Ｋ ＝ － １ ／ ｌｇ（１ ＋ Ｅ）， Ｃ ＝ ｌｇ Ｋ ／ ｌｇ（１ ＋ Ｅ），
Ｅ 为引物扩增效率， 可得 ｇｙｒＢ 基因的拷贝数 ＮＰ ＝ １０（ＣＴＰ－ＣＰ） ／ ＫＰ ， ｇｄｆ － ８ 基因的拷贝数 ＮＬ ＝
１０（ＣＴＬ－ＣＬ） ／ ＫＬ ， 相对带菌量 ＝ ＮＰ ／ ＮＬ 。

２　 结果
２􀆰 １　 引物的特异性验证
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说明： Ｍ—２０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ２、 ６、 ７—健康大黄

鱼肌肉 ＤＮＡ 模板； ３、 ４、 ８、 ９—变形假单胞菌 ＤＮＡ
模板； ５、 １０—不加 ＤＮＡ 模板的阴性对照。
Ｎｏｔｅｓ： Ｍ⁃２０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ； １， ２， ６， ａｎｄ ７ ｒｅｐｒｅｓｅｎ⁃
ｔｅｄ ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ
ｃｒｏａｋｅｒ； ３， ４， ７， ａｎｄ ８ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｏｆ
Ｐ． ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄ； ５ ａｎｄ １０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌｓ
ｗｉｔｈｏｕｔ ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ．

图 １　 ｇｄｆ －８ Ｆ ／ Ｒ和 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ引物扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ
ｇｄｆ －８ Ｆ ／ Ｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ

常规 ＰＣＲ 扩增结果显示 ２ 对引物都只扩增出大小

与预期相符的单一条带 （见图 １）， 表明所设计的 ２ 对

引物的专一性和扩增效果良好。 分别以 １２ 种不同细菌

的 ＤＮＡ 作为模板检验变形假单胞菌 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 引物的

特异性。 实验结果显示， 只有以变形假单胞菌为模板

进行的扩增反应有目标条带出现， 而以其他细菌为模

板的扩增反应却无 （见图 ２）， 说明 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 引物对

检测变形假单胞菌有良好的特异性。
２􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增效果和标准曲线制作

２ 对引物的实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增验证结果如图

３ 所示。 从图 ３ａ、 ｂ 可见， ｇｄｆ － ８ Ｆ ／ Ｒ 和 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 的

相关系数分别为 ０􀆰 ９９０ １ 和 ０􀆰 ９９９ ７， 扩增效率分别为

９３％ 和 ９５％ ， 说明引物扩增有效性良好。 由图 ３ｃ 可

知， 扩增曲线拟合度比较高， 说明实时荧光定量 ＰＣＲ
技术的重复性良好。 图 ３ｄ 显示， ２ 对引物的扩增产物

均为单一峰， 说明该 ２ 对引物没有引物二聚体和非特

异性扩增， 引物设计效果良好。

·１３３·
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说明： Ｍ—１０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ； １—恶臭假单胞菌； ２—铜绿假单胞菌； ３—ＮＺＢＤ９； ４—副溶血弧菌； ５—溶藻弧菌； ６—创
伤弧菌； ７—哈维氏弧菌； ８—嗜水气单胞菌； ９—维氏气单胞菌； １０—明亮发光杆菌； １１—大肠杆菌； １２—迟钝爱德
华氏菌； １３—阴性对照。
Ｎｏｔｅｓ： Ｍ⁃１０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ， １⁃Ｐ􀆰 ｐｕｔｉｄａ， ２⁃Ｐ􀆰 ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ， ３⁃ＮＺＢＤ９， ４⁃Ｖ􀆰 Ｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ， ５⁃Ｖ􀆰 ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ， ６⁃
Ｖ􀆰 ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ， ７⁃Ｖ􀆰 ｈａｒｖｅｙｉ， ８⁃Ａ􀆰 ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ， ９⁃Ａ􀆰 ｖｅｒｏｎｉｉ， １０⁃Ｐ􀆰 ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｕｍ， １１⁃Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ， １２⁃Ｅ􀆰 ｔａｒｄａ， １３⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ２　 ｇｙｒＢ － Ｆ ／ Ｒ引物的特异性检测结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ ｐｒｉｍｅｒｓ
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２􀆰 ３　 大黄鱼脾脏的相对带菌量

用所设计的两对引物和优化的扩增条件， 用本研究建立的实时定量 ＰＣＲ 方法， 测定 ４００ 尾人工感染

变形假单胞菌的大黄鱼幼鱼脾脏的相对带菌量。 结果显示， 不同个体脾脏中变形假单胞菌的相对带菌量

差异甚大， 相对带菌量最高的个体达 ０􀆰 ４８２， 最低的为 ５􀆰 ０４ × １０ －７。 将相对带菌量的结果按照不同数量

级分组， 绘制相对带菌量的频数分布图， 结果如图 ４ 所示。 ４００ 尾大黄鱼中， 有 ６ 尾相对带菌量位于

１０ －６数量级， １１ 尾位于 １０ －１数量级， 其余个体相对带菌量分布在 １０ －６ ～１０ －２数量级之间。 用 ＳＰＳＳ 软件

对 ４００ 尾实验鱼脾脏的相对带菌量与鱼体重作相关性分析， 得到的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性为 －０􀆰 ０３５， Ｐ 值为

０􀆰 ４８７， 说明本研究中大黄鱼个体大小 （体重） 与脾脏中相对带菌量之间没有相关性。

·２３３·
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Fig.4 The frequency distribution of the relative pathogen load in the
spleen of 400 juvenile large yellow croakers with artificial challenge

３　 讨论
近年来， 内脏白点病在浙江和福建

的大黄鱼网箱养殖中流行， 给大黄鱼养

殖业造成了严重的经济损失［８］ 。 由于患

内脏白点病的大黄鱼体表没有明显症状，
难以在感染早期发现和诊断， 因而也难

以及时采取有效的措施进行预防和治

疗［１３］ 。 建立病原体的定量快速检测技

术， 将有利于对该病进行测报和防控，
对于开展抗病育种研究也有应用价值。

大黄鱼内脏白点病的病原体是变形

假单胞菌， 分类上隶属于假单胞菌属恶

臭假单胞菌组。 假单胞属细菌种类繁多、
分类复杂， 其基因序列和生理生化特征

相似， 很难根据常规的生理生化指标鉴

定近亲菌种［１４］ 。 变形假单胞菌与恶臭假单胞菌的形态、 理化特性、 遗传特性都非常相似， 其 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 序列相似度高达 ９９ ％ ， 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列也很难辨别［１５］ 。 ｇｙｒＢ 和 ｒｐｏＤ 序列进化速度相对较

快［１６］ ， 本研究选择变形假单胞菌的 ｇｙｒＢ 基因作为检测的目标基因， 设计的引物 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 经检验对

变形假单胞菌检测具有良好的特异性， 所建立的 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法可以应用于对

大黄鱼内脏组织中感染的变形假单胞菌准确、 定量地检测， 从而为变形假单胞菌引发的鱼病诊断与测

报， 提供了一种准确和灵敏的检测方法。
在利用基因组选择技术进行抗病育种的研究中， 需要对不同个体的抗病力进行测定， 比较经常使

用的方法是记录攻毒后宿主的发病死亡时间， 以此作为个体抗病力的表型值。 尽管该方法比较简单易

行， 但却无法通过对不同抗病力的个体基因表达情况进行同步检测来研究其抗病力差异的分子遗传机

理。 在病原体攻毒后适当时间的同一个时点采样， 并测定所有个体的被感染组织中病原体的含量， 理

论上抗病力弱的个体在病灶部位得到繁殖的病原体将多于抗病力强的个体， 这也是一种评价受试个体

抗病力的有效方法［１７］ 。 然而， 在进行人工攻毒感染时， 仅仅利用病原体的特异性引物通过定量 ＰＣＲ
技术进行病原体含量测定， 难以准确反映不同个体的抗病力情况； 而另一方面， ＤＮＡ 模板浓度的细

小差异也会对结果的准确性带来巨大影响。 因此， 本研究以从感染变形假单胞菌大黄鱼脾脏匀浆中提

取的总 ＤＮＡ 为模板， 大黄鱼的单拷贝基因 ｇｄｆ － ８ 作为内参基因， 设计出特异性引物 ｇｄｆ － ８ Ｆ ／ Ｒ， 与

病原体的特异性引物 ｇｙｒＢ Ｆ ／ Ｒ 同步进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增， 建立了 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ
检测大黄鱼人工感染变形假单胞菌数量的新方法。 这种方法可以校正因提取 ＤＮＡ 的病鱼组织的定量

不准确和 ＤＮＡ 模板浓度差异带来的影响， 从而实现对受试鱼抗病力比较准确的测定与评价， 并且有

利于通过转录组测序等技术研究宿主的抗病免疫机理， 挖掘抗病相关基因。
据本研究观察， 自然发病以及人工攻毒感染致病的患内脏白点病的大黄鱼， 通常是脾脏最先受到

感染， 出现白色结节 （白点） 的数量最多， 所以本研究选择用从脾脏提取的 ＤＮＡ 进行带菌量检测。
本研究对 ４００ 尾人工感染变形假单胞菌的大黄鱼幼鱼脾脏中相对带菌量的检测结果可看出， 不同大黄

鱼个体之间脾脏中变形假单胞菌的数量差异很大， 说明不同大黄鱼个体对变形假单胞菌感染的抵抗力

存在明显的差异， 因此， 通过选择抗病力强的个体作为亲本繁育后代， 培育出抗病力强的品系是完全

可能的， 这将为解决养殖大黄鱼遭受内脏白点病严重危害的问题提供一条绿色有效的途径。
综上所述， 本研究设计了对变形假单胞菌检测具有良好特异性的 ＰＣＲ 引物一对， 并建立了实时

荧光定量 ＰＣＲ 检测方法， 可以用于变形假单胞菌的定性与定量的检测， 同时建立了大黄鱼内脏组织

·３３３·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ２４ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

中变形假单胞菌的相对含量的检测方法。 研究结果对于变形假单胞菌引发的鱼病的诊断和测报， 以及

大黄鱼抗内脏白点病的抗病育种研究， 具有实际应用价值。
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ａｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｉｎ ａ ｗｉｌｄ ｔｒｏｕｔ ［Ｊ］． Ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｎａｔｕｒａｌｉｓｔ， ２０１７， １９０（２）： ２４４⁃２６５．

（责任编辑　 朱雪莲　 英文审校　 黄力行）
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