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［摘要］ 为防控大黄鱼苗种期盾纤毛虫病的发生， 保证无虫鱼苗投放网箱， 基于贪食迈阿密虫和海洋尾

丝虫的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列设计特异性引物， 建立一种盾纤毛虫病的复合 ＰＣＲ 检测方法。 通过引物特异

性验证、 灵敏度测试和实际样品检测， 综合评估该检测方法的灵敏度和准确性。 结果表明， 该方法可特异

性扩增贪食迈阿密虫与海洋尾丝虫的 ＤＮＡ， 而对锥体虫、 变形假单胞菌、 虹彩病毒等非目标病原及健康大

黄鱼组织 ＤＮＡ 均无非特异性扩增， 具有良好的特异性。 灵敏度检测显示， 该方法检测贪食迈阿密虫和海

洋尾丝虫的最低浓度分别为 ４􀆰 ８２ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （２􀆰 ４ ｎｇ ／ Ｌ） 和 １􀆰 ６７ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （１􀆰 ３ ｎｇ ／ Ｌ）， 检测灵

敏度较高。 利用该方法对 １０ 份自然感染大黄鱼样本进行检测， ＰＣＲ 方法共检出 ６ 份阳性样品， 优于传统

镜检方法的检出率 （５ 份）， 进一步验证了该方法在实际样品检测中的准确性与敏感性。
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０　 引言
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 是我国东南地区重要的经济鱼类， 为我国传统四大海

产渔业种类之一， 有 “海水国鱼” 之称［１］ 。 ２０２３ 年， 我国大黄鱼年产量为 ２８􀆰 １０ 万 ｔ，
仅次于卵形鲳鲹 （ Ｐｏｍｆｒｅｔ ｏｖａｔａ） 的 ２９􀆰 ２２ 万 ｔ， 在海水养殖鱼类中位居第二［２］ 。 近年

来， 大黄鱼种质资源退化和养殖环境恶化问题日益严重， 病害暴发的风险提高。 盾纤毛

虫病对大黄鱼鱼苗期的危害最为严重， 可导致鱼体消瘦、 体表溃烂、 继发感染， 继而引

发大黄鱼鱼苗的大规模死亡， 近几年每年因该病死亡的大黄鱼苗种超 １０ 亿尾［３］ 。 盾纤

毛虫是一类兼性寄生的纤毛虫， 在鱼体免疫力低下或环境恶化时可快速转入致病状态，
引发体表溃烂、 细菌继发感染， 甚至造成大规模死亡［４ － ５］ 。 目前已报道的感染大黄鱼的

盾纤毛虫主要为贪食迈阿密虫 （ Ｍｉａｍｉｅｎｓｉｓ ａｖｉｄｕｓ） 和海洋尾丝虫 （ Ｕｒｏｎｅｍａ ｍａｒｉｎｕｍ）
等［６］ 。 此外， 其他海水养殖动物均会感染盾纤毛虫， 包括大菱鲆 （ Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ ｍａｘｉ⁃
ｍｕｓ） ［７］ 、 牙 鲆 （ Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ ） ［８］ 、 真 鲷 （ Ｐａｇｒｕｓ ｍａｊｏｒ ） ［９］ 、 红 鳍 东 方 鲀

（Ｔａｋｉｆｕｇｕ ｒｕｂｒｉｐｅｓ） ［１０］ 、 海参 （Ｓｅａ ｃｕｃｕｍｂｅｒ） ［１１］和海胆 （Ｅｃｈｉｎｏｉｄｅａ） ［３］等。
早期、 快速且准确的病原学检测对于盾纤毛虫病的有效防控具有重要意义。 目前，

传统的检测手段主要包括刮取鱼体表黏液、 病灶部位涂片， 以及剪取鳍条和鳃组织制作

水浸片等， 通过光学显微镜观察盾纤毛虫形态以进行诊断［１２］ 。 然而， 当感染虫体数量较

少时， 该方法的检出率明显下降， 难以满足早期诊断的需求。 此外， 这些传统检测方法

在种属鉴定方面亦存在明显局限。 随着分子生物学技术的发展， ＰＣＲ 等检测方法因其灵

敏度高、 特异性强已在多种寄生虫快速检测中得到广泛应用。 核糖体小亚基 ＲＮＡ （１８Ｓ
ｒＲＮＡ） 基因由于在寄生虫基因组中丰度高、 序列中兼具保守区和可变区， 已成为寄生虫

分子鉴定和系统发育分析的重要标记［１３］ 。 以 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因为靶标的分子检测策略已被

成功应用于多种原生动物寄生虫的检测， 包括小林三叶虫 （ Ｇｙｒｏｄａｃｔｙｌｕｓ ｋｏｂａｙａｓｈｉ） ［１４］ 、
碘泡虫 （Ｍｙｘｏｂｏｌｕｓ ｈｏｎｇｈｕｅｎｓｉｓ） ［１５］ 、 澳洲异尾涡虫 （ Ｈｅｔｅｒｏｃｈａｅｒｕｓ ａｕｓｔｒａｌｉｓ） ［１６］ 、 胎毛滴

虫 （Ｔｒｉｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ ｆｏｅｔｕｓ） ［１７］等。 因此， 本研究针对盾纤毛虫 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列设计特异性

引物， 建立适用于大黄鱼盾纤毛虫病的 ＰＣＲ 检测方法， 实现盾纤毛虫病原的快速准确识

别， 也为其流行病学调查与早期防控提供技术支持。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

１） 实验用鱼。 大黄鱼样品 １ ～ ３ 采自福建宁德白称潭鱼排， 样品 ４ ～ １０ 采自福建福

州连江一个暴发盾纤毛虫病的大黄鱼育苗公司。 样品 １ ～ ５ 经显微镜检查确定有盾纤毛

·５６２·
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虫后保存于 ７５％ 乙醇中； 样品 ６ ～ １０ 则来自盾纤毛虫发病群体， 但个体外观及行为表现

正常， 镜检无寄生虫。 样品 １ ～ １０ 的具体信息见表 １。

表 １　 大黄鱼样品信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号 样品长度 ／ ｃｍ 采样时间 采样地点 临床症状与镜检情况

１ ５ ～ ６ ２０２４ － ０５ 宁德蕉城
摄食减少， 游动异常， 体表溃烂， 取体表溃烂

部位和鳃镜检有盾纤毛虫

２ ５ ～ ６ ２０２４ － ０５ 宁德蕉城
摄食减少， 游动异常， 体表溃烂， 取体表溃烂

部位和鳃镜检有盾纤毛虫

３ ５ ～ ６ ２０２４ － ０５ 宁德蕉城
摄食减少， 游动异常， 体表溃烂， 取体表溃烂

部位和鳃镜检有盾纤毛虫

４ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 头部发红， 鳃和脑镜检后有盾纤毛虫

５ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 头部发红， 鳃和脑镜检后有盾纤毛虫

６ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 黏液和鳃均未观察到盾纤毛虫

７ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 黏液和鳃均未观察到盾纤毛虫

８ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 黏液和鳃均未观察到盾纤毛虫

９ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 黏液和鳃均未观察到盾纤毛虫

１０ ３ ～ ４ ２０２５ － ０３ 福州连江 体表正常， 黏液和鳃均未观察到盾纤毛虫

２） 主要试剂。 组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ） 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司； ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 １０ × Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ、
２ × ＡｐｅｘＨＦ ＨＳ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ＦＳ 购自湖南艾科瑞生物工程有限公司； 琼脂糖购自厦门

兰博利德生物技术有限公司； 胶回收试剂盒购自北京天漠科技开发有限公司； 重组质粒

购自上海百赛生物技术股份有限公司； ＤＨ５α 细胞购自北京擎科生物科技股份有限公司；
胰蛋白胨、 酵母粉购自赛默飞世尔科技公司； 氯化钠、 无水乙醇购自西陇化工有限公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 盾纤毛虫的形态观察

取 ２０ μＬ 培养的虫液滴置于洁净载玻片中央， 轻轻覆盖盖玻片， 避免产生气泡。 采

用光学显微镜从低倍逐级转换至高倍进行观察， 并对盾纤毛虫的形态特征进行拍照记录。
１􀆰 ２􀆰 ２　 大黄鱼基因组 ＤＮＡ 提取

虹彩病毒 ＤＮＡ 由集美大学水产学院邹鹏飞老师赠送。 健康的鱼整尾研磨成匀浆液，
病鱼取发病溃烂部分进行 ＤＮＡ 提取。 ＤＮＡ 提取按照组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （Ｆａｓｔ⁃
Ｐｕｒｅ Ｃｅｌｌ ／ Ｔｉｓｓｕｅ ＤＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ） 的说明书步骤进行操作。
１􀆰 ２􀆰 ３　 特异性引物的设计及合成

对 ＧｅｎＢａｎｋ 已登录的贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序列 （ ＫＸ３５７１４４􀆰 １、
ＫＸ２５９２６０􀆰 １、 ＭＦ４１８５９１􀆰 １、 ＧＱ４６５４６６􀆰 １） 进行多序列比对， 比对结果显示， Ｒ１ 为贪食

迈阿密虫特异引物， 结合区段在海洋尾丝虫中存在多个错配碱基； Ｆ２ 与 Ｒ２ 为海洋尾丝
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虫特异性引物， 在贪食迈阿密虫中未发现完全匹配区段， 结合区域位于 １８Ｓ ｒＲＮＡ 的可

变区 （见图 １）。 引物序列如表 ２ 所示， 所用引物由上海生工生物工程股份有限公司合成。

图 1 2 种盾纤毛虫及引物结合区段的 18S rRNA 多序列比对图
Fig.1 Multiple sequence alignment of 18S rRNA for scuticociliate and primer binding regions

表 ２　 贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫的 ＰＣＲ 扩增引物

Ｔａｂ􀆰 ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｍ． ａｖｉｄｕｓ ａｎｄ Ｕ． ｍａｒｉｎｕｍ

引物名称 引物序列 产物大小 ／ ｂｐ

１８Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｆ１ ＴＣＡＴＴＣＡＡＧＴＴＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣ ４５４

１８Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｒ１ ＣＡＡＧＧＴＡＡＡＧＡＧＣＣＴＡＣＴＣＣＡＣＴＡ ４５４

１８Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｆ２ ＣＡＧＴＣＴＣＡＧＴＴＣＴＧＧＣＴＴＡＧＧＴ ７１２

１８Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｒ２ ＴＧＣＣＧＡＴＴＡＡＡＧＡＴＣＡＡＣＡＴＡＣ ７１２

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增及检测

以实验室体外培养的贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫 ＤＮＡ 为模板， 使用上述引物进行

ＰＣＲ 扩增， 以检测引物对两类盾纤毛虫的种属特异性识别能力。 ＰＣＲ 反应体系如下：
ＤＮＡ 聚合酶为 １０ μＬ， 正向引物为 ０􀆰 ８ μＬ， 反向引物为 ０􀆰 ８ μＬ， ｄｄＨ２ Ｏ 为 ７􀆰 ４ μＬ， ＤＮＡ
模板为 １ μＬ， 总体积为 ２０ μＬ。

反应程序为： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５８ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ５０ ｓ，
扩增 ３５ 个循环， ７２ ℃总延伸 １０ ｍｉｎ。 随后使用 １％ 凝胶电泳分析 ＰＣＲ 产物。
１􀆰 ２􀆰 ５　 特异性验证

为提高检测方法的适用性， 将 Ｆ１ 和 Ｆ２ 引物等比例混合构建复合扩增体系， 以验证

其对大黄鱼盾纤毛虫不同种属的同步检测。 在复合引物扩增体系中， Ｆ１ ／ Ｒ１ 与 Ｆ２ ／ Ｒ２ 两
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对引物按物质的量比为 １∶ １ 混合， 每条引物的最终浓度为 ０􀆰 ４ μｍｏｌ ／ Ｌ， 混合后引物总浓

度为 １􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ。 其中， Ｆ１、 Ｒ１、 Ｆ２、 Ｒ２ 各取 ０􀆰 ８ μＬ （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 加入 ２０ μＬ 总反

应体系中， 确保各引物浓度均衡， 便于两种盾纤毛虫的同时扩增检测。 同时， 为评估引

物的特异性， 本文选择在大黄鱼盾纤毛虫病流行季节可能并发且临床症状易混淆的代表

性病原， 包括锥体虫 （ Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ）、 虹彩病毒 （ Ｉｒｉｄｏｖｉｒｕｓ）、 变形假单胞菌 （ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ｐｌｅｃｏｇｌｏｓｓｉｃｉｄａ） 等。

为保证 ＰＣＲ 体系的一致性， 上述病原及健康大黄鱼组织样本的核酸均采用相同的提

取方法进行处理。 其中， 锥体虫、 变形假单胞菌及健康组织样本的 ＤＮＡ 均使用统一的

组织 ＤＮＡ 提取试剂盒提取。 考虑到虹彩病毒为典型 ＤＮＡ 病毒， 结构特殊， 故使用病毒

ＤＮＡ 提取试剂盒， 以确保提取效率与下游检测的灵敏度。 以各病原提取的 ＤＮＡ 为模板，
大黄鱼基因组 ＤＮＡ 作为空白对照， 参照节 １􀆰 ２􀆰 ４ 所述反应体系与扩增程序进行 ＰＣＲ 反

应， 并通过 １％ 琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测。
１􀆰 ２􀆰 ６　 重组质粒标准品的构建

以贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫的 ＤＮＡ 为模板， 使用筛选得到的特异性引物进行扩

增， ＰＣＲ 反应体系包括 Ｔａｑ 酶 １５ μＬ、 正向引物 １􀆰 ２ μＬ、 反向引物 １􀆰 ２ μＬ、 ｄｄＨ２ Ｏ ９􀆰 ２
μＬ、 ＤＮＡ 模板 １ μＬ， 总反应体积为 ３０ μＬ， ＰＣＲ 反应程序同节 １􀆰 ２􀆰 ４。 扩增产物经 １％
琼脂糖凝胶电泳检测后， 回收目的条带并纯化。 随后， 将纯化获得的 ＤＮＡ 片段与 １９⁃Ｔ
载体进行连接反应， 构建重组质粒。 将 １０ μＬ 重组产物转入 ＤＨ５α， 并涂布于含有氨苄

青霉素的 ＬＢ 固体平板上， ３７ ℃培养 １２ ～ １５ ｈ。 挑选平板上生长良好的单菌落， 并对其进

行阳性克隆鉴定。 筛选获得的阳性菌株送至上海生工生物工程股份有限公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测

序。 测序后的阳性质粒使用 Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯＴＭ 分光光度计测定其浓度， 并借助在线工具

ＤＮＡ ／ ＲＮＡ Ｃｏｐｙ Ｎｕｍｂｅｒ Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｎｄｍｅｍｏ． ｃｏｍ ／ ｂｉｏ ／ ｄｎａｃｏｐｙｎｕｍ． ｐｈｐ）计算

其拷贝数。
１􀆰 ２􀆰 ７　 引物灵敏性检测

将目标片段克隆至 １９⁃Ｔ 载体后， 筛选阳性克隆并通过测序验证正确性。 提取验证菌

株的质粒并测定其浓度， 采用 １０ 倍梯度稀释法制备系列浓度质粒模板， 分别取各梯度

稀释液作为模板进行 ＰＣＲ 扩增， 反应体系及扩增程序参照节 １􀆰 ２􀆰 ４ 所述条件执行。
１􀆰 ２􀆰 ８　 样品灵敏度检测

对大黄鱼样品进行 ＰＣＲ 检测， 并与显微镜检查结果进行对比， 以评估 ＰＣＲ 体系的

灵敏性和检测结果的可靠性。 将 ＰＣＲ 检测呈阳性的样品扩增产物送至上海生工生物工程

股份有限公司进行测序， 并在 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 数据库中进行在线比对， 以分析序列同源性。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 盾纤毛虫的形态学观察

光学显微镜观察显示， 贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫整体形态相似， 均呈水滴形或椭

圆形， 表面布满纤毛。 贪食迈阿密虫体型较短圆， 中央可见大核 （ ｍａｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ， ＭＡ）
（见图 ２ａ）； 海洋尾丝虫体型稍修长， 后端渐尖， 体内可见聚集的食物泡 （ ｆｏｏｄ ｖａｃｕｏｌｅ，
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ＦＶ） （见图 ２ｂ）。 两者在不同饱食度条件下的形态存在一定变异， 形态特征重叠， 仅依

靠形态难以准确区分， 因此本研究设计了特异性引物以辅助鉴定。

图 2 贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫的形态学观察
Fig.2 Morphological observation of the M. avidus and U. marinum

a） 贪食迈阿密虫 b) 海洋尾丝虫

２􀆰 ２　 大黄鱼盾纤毛虫 ＰＣＲ 检测体系的构建

ＰＣＲ 扩增结果如图 ３ 所示， 可见， Ｆ１ ／ Ｒ１ 和 Ｆ２ ／ Ｒ２ ２ 对引物均能扩增出目标片段，
扩增产物大小与预期结果一致。 Ｆ１ ／ Ｒ１ 特异性扩增出贪食迈阿密虫， Ｆ２ ／ Ｒ２ 特异性扩增

出海洋尾丝虫。 为提高检测虫体的覆盖范围， 将 ２ 对引物等比例混合使用， 以确保能同

时检测出 ２ 种盾纤毛虫。

图 3 PCR 扩增产物电泳图
Fig.3 PCR amplification product electrophoresis image

注： 1~6 为引物 F1/R1 扩增结果； 7~12 为引物 F2/R2 扩增结果； 1~3 和 7~9 是以贪食迈阿密虫基因组 DNA 为模板；
4~6 和 10~12 是以海洋尾丝虫基因组 DNA 为模板。

２􀆰 ３　 特异性检测

以盾纤毛虫 ＤＮＡ 和各类病原基因组为模板， 采用引物 Ｆ１ ／ Ｒ１ 和 Ｆ２ ／ Ｒ２ 等比例混合

进行 ＰＣＲ 扩增， 结果如图 ４ 所示。 可见， 除贪食迈阿密虫、 海洋尾丝虫和 ２ 种盾纤毛虫

混合 ＤＮＡ 具有特性行扩增条带外， 其余锥体虫、 变形假单胞菌、 虹彩病毒、 大黄鱼

ＤＮＡ 和空白 ｄｄＨ２ Ｏ 均未检测到扩增条带， 表明设计的 ＰＣＲ 引物体系对盾纤毛虫具有较

好的特异性。
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图 4 PCR 特异性检测结果
Fig.4 PCR specific detection results

注：M—2000 Marker；1—贪食迈阿密虫；2—海洋尾丝虫；3—贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫；4—锥体虫；5—变形假单胞
菌；6—大黄鱼虹彩病毒；7—大黄鱼；8—ddH2O。

２􀆰 ４　 引物灵敏度检测

以贪食迈阿密虫为模板构建的质粒质量浓度为 ２４ ｍｇ ／ Ｌ， 以海洋尾丝虫为模板构建

的质粒质量浓度为 １３ ｍｇ ／ Ｌ。 利用建立的 ＰＣＲ 方法分别对 １６ 个不同梯度的灵敏度样本进

行检测， 结果显示， 对于贪食迈阿密虫， 当其质粒模板的浓度在 ４􀆰 ８２ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
（２􀆰 ４ ｎｇ ／ Ｌ） 时， 扩增条带清晰； 当模板浓度低于 ４􀆰 ８２ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （０􀆰 ２４ ｎｇ ／ Ｌ） 时，
扩增条带模糊 （见图 ５）。 表明该方法能检测到的贪食迈阿密虫的最低浓度为 ４􀆰 ８２ × １０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （２􀆰 ４ ｎｇ ／ Ｌ）。 对于海洋尾丝虫， 当其质粒模板浓度在 １􀆰 ６７ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
（１􀆰 ３ ｎｇ ／ Ｌ） 时， 扩增条带清晰； 当模板浓度低于 １􀆰 ６７ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （０􀆰 １３ ｎｇ ／ Ｌ） 时，
扩增条带模糊 （见图 ６）。 表明该方法能检测到的海洋尾丝虫的最低浓度为 １􀆰 ６７ × １０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （１􀆰 ３ ｎｇ ／ Ｌ）。

图 5 贪食迈阿密虫 PCR 灵敏度检测结果
Fig.5 PCR sensitivity detection results of M. avidus

注： M 为 2000 Marker； 1~16 为模板拷贝数 4.82×1010~4.82×10-5 copies/μL

图 6 海洋尾丝虫 PCR 灵敏度检测结果
Fig.6 PCR sensitivity detection results of U. marinum

注： M 为 2000 Marker； 1~16 为模板拷贝数 1.67×1010~1.67×10-5 copies/μL
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２􀆰 ５　 样品灵敏度检测

对 １０ 尾大黄鱼样品进行 ＰＣＲ 检测， 扩增结果如图 ７ 所示。 可见， 显微镜检出盾纤

毛虫的样品 １—５ 均成功扩增出阳性片段。 此外， 镜检未检出盾纤毛虫的样品 ９ 也成功扩

增出阳性片段。 测序比对结果表明， 样品 １—５ 及样品 ９ 的序列与贪食迈阿密虫 （ Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 登录号 ＫＸ２５９２６０􀆰 １） 一致性均超过 ９９％ 。 本方法扩增的产物均为盾纤毛虫 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因片段， 相较于传统显微镜检查， 该方法更可靠， 可用于大黄鱼寄生性盾纤毛

虫的分子鉴定。

注： M 为 2000 Marker； 1 为 M.avidus 阳性对照； 2 为 U.marinum 阳性对照； 3 为 ddH2O 阴性对照； 4~13 为 10 个大黄
鱼样品。

图 7 大黄鱼样本的 PCR 检测结果
Fig.7 PCR detection results of large yellow croaker sample

３　 讨论
近年来， 盾纤毛虫病已成为大黄鱼幼苗培育阶段的高发疾病， 给水产养殖业造成严

重的经济损失。 该病原涉及多个盾纤毛虫种属， 目前已报道的主要包括贪食迈阿密虫、
海洋尾丝虫等［１８］ 。 由于缺乏针对盾纤毛虫感染的特效药物， 早期精准诊断成为疾病防控

的关键环节。 因此， 建立灵敏、 特异的早期检测技术成为防控该病的关键。
１８Ｓ ｒＲＮＡ 基因作为一种保守且具有一定变异性的分子标记， 已被广泛应用于多种寄

生虫的种属鉴定与系统发育研究［３，１９］ 。 本研究基于贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫的 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列设计了特异性引物， 能够有效检测大黄鱼组织中的贪食迈阿密虫和海洋

尾丝虫。 引物的高度特异性表明， ２ 种盾纤毛虫 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因区域的种间差异显著， 成

功避免了交叉反应。 混合引物的策略扩大了检测范围， 适用于 ２ 种盾纤毛虫的同步筛

查， 尤其对混合感染样本的快速诊断具有实用价值。 此外， 本文构建的 ＰＣＲ 检测体系对

贪食迈阿密虫的最低检测限为 ４􀆰 ８２ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （２􀆰 ４ ｎｇ ／ Ｌ）， 对海洋尾丝虫的最低检

测限为 １􀆰 ６７ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （１􀆰 ３ ｎｇ ／ Ｌ）。 两者存在一定程度的灵敏度差异， 该差异可能

源于引物与各自模板的结合效率不同， 例如 ＧＣ 含量、 二级结构及退火匹配性等因素均

可能影响扩增效率。 此外， 还需考虑 ２ 种盾纤毛虫在基因组中 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数的

差异， 原生动物 ｒＲＮＡ 基因常以多拷贝重复存在， 若海洋尾丝虫的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 拷贝数更

高， 则在等量模板中目标序列更丰富， 从而更容易被检测到。 尽管存在差异， 但 ２ 种引

物体系的检测灵敏度均显著优于传统显微镜检查， 足以识别早期或低载量感染， 为盾纤

毛虫病的及时防控提供了技术保障。 需要指出的是， 本研究所建立的 ＰＣＲ 方法虽然具有

良好的特异性与灵敏度， 能够有效识别盾纤毛虫病原 ＤＮＡ， 但由于扩增靶标为 １８Ｓ

·１７２·
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ｒＲＮＡ 基因， 该方法仅能判断病原是否存在， 尚无法区分其是否具备活性， 因而不能直

接用于判定是否为活动性感染。 在实际应用中， 尤其是在药物处理后， 若病原虫已失活

但其 ＤＮＡ 仍残留于组织中， 可能导致 ＰＣＲ 仍呈阳性， 存在出现 “假阳性” 的风险。 因

此， 该方法更适用于发病早期的病原快速筛查与确诊， 而在疗效评估或康复监测阶段，
建议结合临床症状、 组织镜检等综合指标进行判定。

大黄鱼盾纤毛虫病的流行高峰期为每年 ３—６ 月， 其暴发与水温条件密切相关， 最

适流行水温范围通常为 １７ ～ ２２ ℃ ［３，１９］ 。 值得注意的是， 该流行期内养殖海区常同时存在

其他病原如锥体虫、 虹彩病毒及变形假单胞菌等， 可能与盾纤毛虫形成混合感染， 导致

临床症状复杂化， 增加诊断难度。 本研究通过交叉反应验证表明， 建立的 ＰＣＲ 方法对上

述病原基因组均未产生非特异性扩增， 表明其具有良好的特异性。 在实际应用方面， 对

１０ 个自然感染的大黄鱼样本进行 ＰＣＲ 检测， 结果显示， 镜检阳性样本 １ ～ ５ 的 ＰＣＲ 均扩

增出特异性条带， 测序比对 证 实， 其 与 贪 食 迈 阿 密 虫 序 列 （ ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号：
ＫＸ２５９２６０􀆰 １） 相似性达 ９９％ 以上。 样本 ９ 的镜检漏检可能因虫体数量低或分布不均，
而 ＰＣＲ 方法通过对核酸的高效扩增， 突破了传统形态学检测在灵敏度方面的限制。

４　 结论
基于贪食迈阿密虫和海洋尾丝虫的 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列设计特异性引物， 本文建立

一种盾纤毛虫病的复合 ＰＣＲ 检测方法， 并通过引物特异性验证、 灵敏度测试和实际样品

检测， 综合评估该检测方法的灵敏度和准确性。 结果表明， 该方法可特异性扩增贪食迈

阿密虫与海洋尾丝虫的 ＤＮＡ， 而对锥体虫、 变形假单胞菌、 虹彩病毒等非目标病原及健

康大黄鱼组织 ＤＮＡ 均无非特异性扩增， 具有良好的特异性。 本研究建立的 ＰＣＲ 检测方

法兼具快速性、 特异性与高灵敏度， 适用于大黄鱼盾纤毛虫病的早期诊断和流行病学调

查， 为该病的科学防控提供了重要的技术支撑。 未来研究可进一步结合荧光探针 ＰＣＲ 或

数字 ＰＣＲ 技术， 实现病原负荷的定量分析， 有助于更精确地监测盾纤毛虫的感染动态与

传播风险。
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４１（８）：１３０３⁃１３０７．
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