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１　 OPQR8
１ １　 STOPQUV
１ １ １　 :;oj

kHlmno Ｂ１１ eþ^J4·¸，�÷ Ｂｉｏｌｏｇ )kE�lmnü （ＧｅｎｅⅢ）lm1kHlm
no［１２］。¢£¤op:;q�ojrs)tuvwSxEzy�z （ＣＥＴＣ）。
１ １ ２　 ýÌ{|

ôo-u} ＤＮＡMa{|~ （ＧＫ４００３ － １００）�)v���E�²Æ����；Ｔ４ ＤＮＡ ��
�、Ｂｓｔ ＤＮＡ �6�、Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅰ、Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅲ、ｄＮＴＰｓ�)µ6 Ｂｉｏｌａｂｓ��；_`ab��
�Xv�E²E�²Æ��6ö。
１ １ ３　 ýÌÍ5

ＨＨ·Ｓ２１ －４ － ＳÈÉHYZ�)v�����；ＧｅｌＤｏｃ － Ｉｔ２ ３１０��ö�Í�)µ6 ＵＶＰ��。
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�awxkHlmno��c ＡＥＲ-u|}（ＮＣ＿００８５７０）［１３］，�� Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ ０ ® Ｏｌｉｇｏ �
�~�ab，ab9:cGH|}N�L0;|}�;<=［１４］ （Ã� １，_`ab�c1���|}），
ab��c��|}��NkHlmno|}]��1c�� ＭＳＴＮ�cwx¢£¤|}U1��|}
���ijc^6|} （Ã� １，_`ab�c����|}）。�� ＴｈｅＭＦｏｌｄ（ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｕｎａｆｏｌｄ．
ｏｒｇ ／ ｈｙｂｒｉｄ２． ｐｈｐ）�Mabc^�，¡�z ¡^�à¢£�，O¤¿¥^�cIE，çèabc ５′:
½¾¦8�§¨，[^h��ab ３′� ５′:c©:ª6。b�ab~�w�S��� Ｐ１� Ｐ２�^ab
cij。
１ ２ ２　 ＤＮＡMa

st-u} ＤＮＡMa{|~«�¬½¾­U。
１ ２ ３　 ����

１０ μＬc����®n：１０ × Ｔ４ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ （５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ、０ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、
１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ、５０％¯°）１ μＬ，４００ Ｕ ／ μＬ Ｔ４ ＤＮＡ ��� １ μＬ，２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ab １ μＬ、ＤＮＡ ±²
２ ５ μＬ、�³o´µH=¶ １０ μＬ。®n� １６ ℃��� １ ｈ，*� ６５ ℃É4 ２０ ｍｉｎ�·¤��。

·４９１·



　 ! ３ # ?@A，U：defghijrLMµ¶·¸kHlmno

W １　 XYZ[\M]
Ｔａｂ． １　 Ｐａｄｌｏｃｋ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

¸¹
Ｎａｍｅ

|}（５′ －３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ －３′）

&«
Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

_`ab
Ｐａｄｌｏｃｋ ｐｒｏｂｅ

ＴＴＴＣＡＡＣＧＡＣＴＧＧＡＡＣＴＡＣＣＧＧｔｇｇｃｔｃａｃａａａｇｔｃｃｔｇｃｔｔａｔａｃｃｔｔｇａｃｃａｔｇｇｔａｃｔａＣＴＴＣＧＴＧＧＣ
ＴＡＧＴＣＴＧＴＧＡＣＡＧＴＣＣＣＡＧＧＴＣＣＡＡＣＡＴＡＣＧ １０２

�� Ｐｒｉｍｅｒ Ｐ１ ＴＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡＧＴＣＣＴＧＣ １８
�� Ｐｒｉｍｅｒ Ｐ２ ＡＡＧＣＡＧＧＡＣＴＴＴＧＴＧＡＧＣ １８

１ ２ ４　 Ïº�ÐÑ
����®n�»�¼â´½�m½ ＤＮＡ，ò�ijcÅÆ�IE¾¿TB， àÀæÁÂ¤c^

b［１５］，�� ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ� Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅲ�I�½¾ÐÑ，ÃÄ��I��Åöhcab� ＤＮＡ ±
²［１６］。２０ μＬ�º®n：��I� １０ μＬ，２０ Ｕ ／ μＬ ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅠ１ μＬ，１００ Ｕ ／ μＬ ＥｘｏｎｕｃｌｅａｓｅⅢ １ μＬ，
１０ × ｂｕｆｆｅｒ （６７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｇｌｙｃｉｎｅ － ＫＯＨ、１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ、６ ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２）２ μＬ，�³o´µH=¶
２０ μＬ。�º®n ３７ ℃�� ２ ｈ，*� ８５ ℃É4 ２０ ｍｉｎ�·¤�º。
１ ２ ５　 ＨＲＣＡij��

ＨＲＣＡ��c ２５ μＬ ij®n：÷Ïº�ÐÑ�c��I� ４ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐ１ １ ２５ μＬ，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐ２ １ ２５ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ０ ７５ μＬ，４ Ｕ ／ μＬ Ｂｓｔ ＤＮＡ�6�１ μＬ，１０ × Ｂｓｔ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４）２ ＳＯ４、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４、０ １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ －１００）２ ５ μＬ，�³o´µH=¶ ２５ μＬ。� ６３ ℃�ij�� １ ｈ。
１ ２ ６　 ijI�����

a５ μＬ ＨＲＣＡI��２％ （ÆÇeÈ）ÉÊË��LM，Ì�ÍÎ´Ï，ÐÏ��ö�nüÑ]eÒ。
１ ２ ７　 ＨＲＣＡLMc¢£¤

e?�a]ÓÔëÕo（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、Ö×ØÙÚÛo（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ｔａｒｄａ）、ÜÛ
lmno（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｉｃｋｅｒｓ）、ÔÝÕo（Ｖｉｂｒｉｏ ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）、ÞÜÛÕo（Ｖｉｂｒｉｏ ｈａｒｖｅｙ）、I8
ßàáÛo（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ）、âãÕo（Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ）７ 5oj，äåæo�Åçÿ�，÷è
²�Èr�mé«�，êë1 １ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬcoì。*�，Ma ＤＮＡ，íÑvîhi½¾��、�
º、ij，½¾ ＨＲＣＡLM，çè¡kHlmnooj Ｂ１１ U1Â¤�Ñ、³o´µHU1ïð�
Ñ，I�� ２％ （ÆÇeÈ）ÉÊË����LM。
１ ２ ８　 ＨＲＣＡLMc©ª«

��kHlmno Ｂ１１U1Â¤o，Ü�oj，ñUö １ ×１０６ ｃｆｕ ／ ｍＬcoòì。� ０ ９％ （®óe
È）c³oEÑôH�kHlmnocoì½¾ １０õö«êë，êë� １ ×１０２ ｃｆｕ ／ ｍＬ，�Êçêë«c
oìMa ＤＮＡU1±²，� １ ×１０２ ～１ ×１０６ ｃｆｕ ／ ｍＬÝÞ÷½¾ ＨＲＣＡLM，¡�m ＨＲＣＡLM®nc©
ª«。
１ ２ ９　 ＨＲＣＡ:g»¼LM

f�øcµ¶·¸（Ａｎｇｕｉｌｌａ ｒｏｓｔｒａｔａ）÷ùúÐÑ ３ ｄ�，fkHlmno� ０ ９％ （®óeÈ）
³oEÑôHêë1 ２ × １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ，ûü�·¸ýþ÷，çè~\ １ }�ûü ０ ９％³oEÑô
H［１７］cU1�Ñ}。７ ｄ��ÿ³��¿Jc·¸，a� ０ ５ ｇ ¹º}!，"#�$H%&１０ ｍｉｎ，
avÁì ２ ５ μＬ�^LM［１１］。

２　 ^_
２ １　 ?@ABCD ＨＲＣＡ9:`abcdefg
２ １ １　 _`abé«c�m

íÑ １ ２ ３qîc_`ab������，~' ６ (_`abé«e?1 ２５ ｐｍｏｌ ／ Ｌ、２５０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ、
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２ ５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ� ２ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，�����Et １ ２ ４ � １ ２ ５ hi½¾�ºN
ＨＲＣＡij��，I�c��^bÃ) １。*abé«1^+U^ ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ è，��,«]-�¦
ÁÂ；-.^Îé«，����-c/Ê�。uÎ�ÿ ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ U1��®ncabé«。ÎÏ，
����^b01ö@e2，��c1�Ee1 １０２ ｂｐ c3Èõ，"4���c^bNÑ5¢Çw
æc。
２ １ ２　 ＨＲＣＡijÉ«c�m

ＨＲＣＡ���ÊçijÉ«c^bÃ) ２。É«1 ５１ ℃� ５４ ℃è，6���；５７ ℃è，=7�
��IE，!Ê8ÁÂ；６０ ℃� ６３ ℃è，��£1ÁÂ；６６ ℃è，��±9ÊÁ，6�1ö@��
IE。:�ÿ ６３ ℃U1ijcÉ«。
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M—DL2000 分子标记;1~6 探针浓度分别为
25 pmol/L、250 pmol/L、2.5 nmol/L、25 nmol/L、
250 nmol/L、2.5 mmol/L
M—DL2000 Molecular marker;probe concentrations for 1
to 6 were 25 pmol/L，250 pmol/L，2.5 nmol/L，25 nmol/L，
250 nmol/L and 5 mmol/L，respectively

图 1 探针浓度优化结果

Fig.1 Optimization of the probe concentration

M—DL2000 分子标记 ；1~6 反应温度分别为
51，54，57，60，63，66 ℃
M—DL2000 Molecular marker;temperature set for
reaction 1 to 6 were 51,54,57,60,63,66℃，respectively

图 2 扩增反应温度优化结果

Fig.2 Optimization of temperature for
amplification reaction

bp

２ ２　 ＨＲＣＡp:bhij^_
ＨＲＣＡ¢£¤LM^bÃ) ３。８ j:;oj�，��kHlmno Ｂ１１  ¡LM¥，�; ７ j

�ÑojrÊàL¥。"��，ＨＲＣＡLM®n ¡¢£¤<LM¥kHlmno，¢£¤§¨，á
�^kHlmnocLM。
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M—DL2000 分子标记 Molecular marker；1—嗜水气单胞菌 Aeromonas
hydrophila；2—副溶血弧菌 Vibrio Parahemolyticus；3—迟缓爱德华氏菌
Edwardsiella tarda；4—维氏气单胞菌 Aeromonas vickers；5—溶藻弧菌
Vibrio alginolyticus；6—哈维氏弧菌 Vibrio harvey；7—产酸克雷伯氏菌
Klebsiella oxytoca；8—霍乱弧菌 Vibrio cholerae；9—双蒸水 ddH2O

图 3 HRCA 法的特异性验证

Fig.3 The specificity of HRCA

M—DL2000 分子标记 Molecular marker；1—1×
102 cfu/mL；2—1×103 cfu/mL；3—1×104 cfu/mL；
4—1×105cfu/mL；5—1×106 cfu/mL

图 4 HRCA 法的灵敏度验证

Fig.4 The sensitivity of HRCA

·６９１·
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M—DL2000 分子标记；1—感染的美洲鳗鲡样品；
2—健康的美洲鳗鲡样品
M—DL2000 Molecular marker；1—sample of infected Anguilla ros鄄
trata；2—practical sample of healthy Anguilla rostrata

图 5 实际样品的 HCRA 检测结果

Fig.5 The HRCA assay result of practical sample

２ ３　 ＨＲＣＡe:bklm^_
ＨＲＣＡLMc©ª«:;^bÃ) ４。�£

.LMé«1 １ × １０３ ｃｆｕ ／ ｍＬ，�Äé«è ¡
LM��，!��%x=；�^Äé«è��O
÷Ê Ã；é«� １ × １０４ ～ １ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ è，
��ÁÂ Ã。-¯°c ＰＣＲ LM/x�àL
M� ３ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ［１８］。
２ ４　 ＨＲＣＡSnope:^_

kHlmno³´µ¶·¸cLM:;^b
（Ã) ５）��，³´cµ¶·¸»¼��ÁÂ
 Ã，ûü³oEÑôHc>?·¸»¼³��
¥À。"4� ＨＲＣＡ rà8F³´c·¸»¼
�LM¥kHlmno，Är �^HIE�J
�o³´cLM。

３　 qr
ghijLMCDEF^_`ab�0;

ＤＮＡc¢£¤^6［１９］，��ab9:cGH|
}N�Lc0;|}IJ<=^6［２０］，Ｔ４ ＤＮＡ
���Nàf_`ab��h�，@�w(A-BK，abc��C³r½¾［２１］，F-z4]LM
c¢£¤。ÎÏ，ＨＲＣＡLMc:ÆÇ���öhcab½¾ij［２２］，�D�0; ＤＮＡ |}½¾i
j［２３］，EFG]opH´，ñ£1�«<FG]:g»¼�Iñu.�LMcJK［２４］，F->1]
TB¢，�L^LM©ª«cMy。

X^ ＨＲＣＡrijcÇh@ab，uÎ6�öhcå¤ab�0; ＤＮＡ ò�ijIE¾¿T
B，JK©ª«，1ÎcQR%M] Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅰ� Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅲ，¢£¤<NOP]Åöhc
m½ab［２５］�Å��c ＤＮＡ±²［２６］，Qb§¨。_`abcé«� ＨＲＣＡ LM¶R8Ì。é«
Å.，öhcabG，Àæ ＨＲＣＡcLMTB.，Êà0:�SkHlmnocT:UÇ；é«
Åy，� àNOÊIJ，V�¾¿TBj1。cLMc£Aé«1 ２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。ＨＲＣＡ c��É
«WU_`ab��É«�ij��É«。��É«ÇX Ｔ４ ＤＮＡ ���Xm。Ｔ４ ＤＮＡ ����
£á��É«，st{|~«�¬，�£á��É«1 １６ ℃。-ij��É«ÇX Ｂｓｔ ＤＮＡ �6
�c£á��É«Xmc。:;4�，� ６０ ℃� ６３ ℃è，��£1ÁÂ，-d¥]ÎÉ«ÝÞ，
Y6���+V��ÊÁÂ，Ô ６０ ～ ６３ ℃1 Ｂｓｔ ＤＮＡ �6�c£áÉ«。uÎ，cQR��６３ ℃
1 ＨＲＣＡ��cijÉ«。

�e.E�,/xLMkHlmno，]%^ûücôoÿ��¬­r，Z�[¥c�9———©
ª«y、¢£¤,，!�\9ñ�-]Ã———ËÌ%123c4ÉÍ5。�^ ＰＣＲqr［２７］，0bÌ
^ÊçocySÇLM，ËÌ~�Êçc��½¾â8 ＰＣＲ，"Ê _¬<IEâ8 ＰＣＲ ÁÂ¤�
Êç��]<JKijQ`cab。-�� ＨＲＣＡrLMkHlmno，�©ª«1 １ × １０３ ｃｆｕ ／ ｍＬ，
y^¬­rc ４ ０ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ［３］� ＰＣＲrc ３ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ［１８］；�¦ÊËÌ ＰＣＲÍ，��ÈÉHY
ZÔ ½¾ij，11Ò�]ÐÑhi；ÎÏ，]%^ ＰＣＲ qr，_`abc~��z4����
|}Ê4cLM�，b�Êç0;|}~�ÊçcGH|}，Ô �w���ijâ5ab［２８］， 
ySÇ［２９］、â�;LM［３０］，ßc]â8 ＰＣＲ½¾â5JoLMècÊdJK。
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４　 ^r
cede�� ＨＲＣＡr½¾]kHlmnocLM。Är©ª«y、¢£¤,，»¼ÐÑÒm，

ÊËÌ23cÍ5，� à�HI��ÀfLM���gß��。-^_`abc¢9，�hQR 
¡st����|}~�w�S���，b�Êçoc0;|}~�ÊçcGH|}，:Àâ5HI
J�ocySÇLM，1HIJKclm®ñmPiqjMklÒm、)*、yQcLMqr。

［s t - u］

［１］ＭＥＮＧ Ｓ，ＷＡＮＧ Ｙ，ＬＩＵ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｒｏｓｓｐｒｉｍｉｎｇ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ［Ｊ］． Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１５，６１（２）：１７１１７８．

［２］ＣＨＡＵＲＥＴ Ｃ，ＶＯＬＫ Ｃ，ＣＲＥＡＳＯＮ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ｉｎ ａ ｄｒｉｎｋｉｎｇｗａｔｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ：
ａ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｐｉｌｏｔ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］． Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００１，４７（８）：７８２７８６．

［３］n1o，pq，ra，U． kHlmno ＢＡＥＬＩＳＡc'\®��J�LM�c�� ［Ｊ］． Ú�ST1,,Ö，
２００８，２７（１）：８０８５．

［４］ＨＵＳＳＡＩＮＩ Ａ，ＪＥＹＡＳＥＫＡＲＡＮ Ｇ，ＳＨＡＫＩＬＡ Ｒ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ａｎｄ
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ｔｉｏｎ （ＥＲＣＡ）ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅｌｉｇａｔｉｏｎ ＥＲＣＡ ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈｙｃｏｌｏｇｙ，２０１９，３１（１）：５０５５１８．

［７］?st，?uv，wÑx，U． d�ghijCD)*LM^7eyzo ｒｐｏＢ-umA-[4 ［Ｊ］． !{|Q
1,,Ö，２０１３，３５（２０）：２１５５２１５８．

［８］}~�，��，���． deyghijCD^6{\rLMR¼�â5�-u}e ［Ｊ］． R¼+,，２０１０，
３１（６）：２６３２６６． ．

［９］���，��e，�'|，U． -^_`abCDc���­JoLMCDQR ［Ｊ］． ��L­，２０１６，３０（２）：
６３６８．

［１０］2��，rx，$��． -^ghijCDc\-�Ïû³5�^æJo)*LM ［Ｊ］． ��E�,Ö，２０１７，
２６（６）：５２７５３３．

［１１］��，R��，��W，U． ÊçqrMa·¸J�o ＤＮＡ ±²c�£eÒ ［Ｊ］． Õµ1,,Ö （)*+,
×），２０１２，１７（３）：１６１１６６．
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