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摘　要：应用２对特异性引物，通过对反应条件和体系的优化，成功建立了能快速检测维氏气单胞菌

和鲍曼不动杆菌两种病原的双重ＰＣＲ方法。研究结果表明，该方法特异性强，仅对龟鳖维氏气单胞菌

和鲍曼不动杆菌有扩增，而对其他龟鳖常见病原无扩增；该方法对维氏气单胞菌最低检测核酸质量浓

度为１．７５×１０－３　ｎｇ／μＬ，对鲍曼不动杆菌最低检测核酸质量浓度为３．９６×１０
－３　ｎｇ／μＬ，检出率较传统

检测方法高。该研究所建立的双重ＰＣＲ方法灵敏度高、特异性好，可为临床龟鳖维氏气单胞菌和鲍曼

不动杆菌感染的诊断和流行病学调查等提供帮助。
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　　维氏气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｖｅｒｏｎｉｉ）属于弧菌
科、气单胞菌属中近年来发现的新种，可以引起人
的胃肠炎、脑膜炎、腹泻、菌血症等疾病［１－２］。近年
来，越来越多的报道表明，其可感染水生动物并引
发疾病，国内学者已从框镜鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ　ｃａｒｐｉｏ）、
中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ）、日本沼虾（Ｍａｃｒｏ－
ｂｒａｃｈｉｕｍ　ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）和泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ　ａｎｇｕｉｌｌｉ－
ｃａｕｄａｔｕｓ）等水生动物体内分离到具有较强致病性
的维氏气单胞菌［３－７］。鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｂａｕｍａｎｎｉｉ）是奈瑟氏球菌科、不动杆菌属中的一种
革兰阴性球杆菌，该菌能通过多种方式感染人和其
他动物［８－９］，目前研究发现，不动杆菌也存在于患病
的水生动物体内［１０－１３］。笔者自患病龟体内同时分
离出维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌，通过动物回归
试验证实这两种菌对龟鳖有较强的致病性。两种
病原菌在龟鳖发病症状、剖检变化等方面有较多的
共同点，表现为腹甲和背甲有明显的溃烂，颈部和
四肢有大小不一的白点；剖检腹腔有恶臭，肝脾肿
大，有瘀血，质脆易碎，呈紫黑色［１４］。该病原常呈混
合感染，传统的检测技术很难准确、快速地作出判
断。因此建立一种鉴别维氏气单胞菌和鲍曼不动
杆菌及两种病原混合感染的ＰＣＲ检测方法十分必

要。该研究选择维氏气单胞菌ｇｒｙＢ基因及鲍曼不
动杆菌ｒｐｏＢ基因保守序列为靶基因设计了２对特
异性引物，建立了快速鉴别诊断维氏气单胞菌和鲍
曼不动杆菌及其混合感染的双重ＰＣＲ诊断方法。

１　材料与方法

１．１　供试菌株　
龟源维氏气单胞菌、鲍曼不动杆菌、松鼠葡萄

球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｃｉｕｒｉ）、摩氏摩根菌（Ｍｏｒ－
ｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ）、假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）
均为实验室分离、鉴定并保存。

１．２　主要试剂　
琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒；ＥｘＴａｑ酶（５Ｕ／

μＬ）、ｐＭＤ１８－Ｔ载体为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；感受态
细胞购自上海润成生物科技有限公司；ｄＮＴＰ、

ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ等购自大连宝生物工程有限
公司；琼脂糖为Ｓｉｇｍａ公司产品。

１．３　引物设计
根据ＧｅｎＢａｎｋ中登录的维氏气单胞菌ｇｒｙＢ基

因及鲍曼不动杆菌ｒｐｏＢ基因保守序列设计两对特
异性引物（表１），由上海生物工程技术服务有限公
司合成。



表１　ＰＣＲ引物的核苷酸序列、扩增长度及登录号

引物 核苷酸序列 扩增长度／ｂｐ 登录号

ｇｙｒＢ－Ｆ
ｇｙｒＢ－Ｒ

５′－ＣＡＧＧＡＴＧＧＴＡＴＣＧＧＣＧＴＴＧＡ－３′
５′－ＴＧＡＣＣＡＣＧＡＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣＧ－３′

３７９ ＡＢ８２９１６４

ｒｐｏＢ－Ｆ
ｒｐｏＢ－Ｒ

５′－ＧＡＡＴＴＣＧＴＡＣＧＴＡＴＧＣＣＧＣＣ－３′
５′－ＣＴＴＴＧＴＣＧＣＣＣＡＡＧＴＴＣＡＣＧ－３′

７５２ ＦＪ７１５４７４

１．４　ＤＮＡ模板的制备
将维氏气单胞菌、鲍曼不动杆菌在普通营养琼

脂平板上划线培养，取单个菌落接种于ＬＢ液体培
养基中，２８℃震荡培养２４ｈ，取菌液２ｍＬ按照细
菌ＤＮＡ提取试剂盒的说明书提取ＤＮＡ，待检病料
组织ＤＮＡ的提取步骤按照说明书进行。

１．５　ＰＣＲ扩增及双重反应条件的优化
分别针对维氏气单胞菌ｇｒｙＢ基因及鲍曼不动

杆菌ｒｐｏＢ基因２对特异性引物进行ＰＣＲ反应，反
应条件与体系参照ＥｘＴａｑ酶试剂推荐，１．０％琼脂
糖凝胶电泳进行检测，目的片段进行凝胶回收与

ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，转化，挑取单个阳性菌落并进
行重组质粒（ｐＭＤ－ｇｒｙＢ和ｐＭＤ－ｒｐｏＢ）的提取，质
粒经ＰＣＲ鉴定后由上海生物工程技术服务有限公
司进行序列测定。采用２对特异性引物，对反应的
退火温度、ｄＮＴＰ浓度、Ｍｇ２＋浓度、引物浓度等条件
进行优化，以确定最佳反应体系。按２５μＬ反应体
系：退火温度分别为５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０℃和

６１℃，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）分别为１、１．５、２、２．５

μＬ，Ｍｇ
２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）分别为１、１．５、２μＬ和２．５

μＬ，引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）分别为０．５、１．０、１．５μＬ和

２．０μＬ进行双重ＰＣＲ反应条件的优化，优化一项
时保持其他项参数不变。

１．６　特异性试验
分别用龟源维氏气单胞菌、鲍曼不动杆菌、松

鼠葡萄球菌、摩氏摩根菌、假单胞菌基因组ＤＮＡ 作
为模板，按优化好的反应体系和反应条件进行ＰＣＲ
扩增，１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳分析特异性结果。

１．７　敏感性试验
提取维氏气单胞菌、鲍曼不动杆菌的ＤＮＡ，经核

酸蛋白定量仪测定质量浓度。将２种菌的ＤＮＡ等
量混匀作为模板，并做１０倍比稀释，用建立的双重

ＰＣＲ方法进行扩增，以获得双重ＰＣＲ反应的敏感性。

１．８　ＰＣＲ检测方法的应用
采集来自海南省海口、东方市等地区不同养龟

场发病龟的肝脏组织参照１．４方法进行ＤＮＡ模板
的制备并进行双重和单重ＰＣＲ检测，并与传统方法
的鉴定结果进行比较。

１．９　临床病料的常规检测方法
无菌采取疑似病料，低温条件下研磨后，用无

菌生理盐水进行稀释，无菌接种于普通营养琼脂平
板，置于２８℃恒温箱中培养１８～２４ｈ，再挑取单个
菌落在无菌条件下进行划线分离、培养，重复以上
步骤，直至菌落特征相同时，再挑取单个菌落涂片，
进行革兰氏染色并镜检，观察菌落形态及染色特
点，并将分离菌纯培养物进行生化试验鉴定。

２　结　果

２．１　ＰＣＲ扩增及双重ＰＣＲ反应条件的优化结果
通过用２对特异性引物分别扩增维氏气单胞

菌ｇｒｙＢ基因及鲍曼不动杆菌ｒｐｏＢ基因，出现３７９、

７５２ｂｐ大小的片段，与预期结果一致（图１）。目的
片段测序结果进行比对分析，结果显示，测序结果
与ＮＣＢＩ中维氏气单胞菌ｇｒｙＢ基因及鲍曼不动杆
菌ｒｐｏＢ基因序列的同源性分别为９６％和９５％ 。
分别对ｇｒｙＢ基因和ｒｐｏＢ基因的引物浓度、

Ｍｇ２＋浓度、ｄＮＴＰ浓度、退火温度进行优化，结果
为：１０ｘＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｇ

２＋ ２

μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰ　２μＬ，５Ｕ／μＬ的 Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶０．２５μＬ，ｇｒｙＢ基因上、下游引物（１０
ｐｍｏｌ／Ｌ）各０．７５μＬ，ｒｐｏＢ基因上、下游引物（１０
ｐｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补至２５μＬ。
反应条件为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃４５ｓ，７２
℃３０ｓ，共３４个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经

１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳鉴定，出现２条清晰的条
带，大小分别约３７９ｂｐ和７５２ｂｐ（图１）。

图１　ｇｙｒＢ、ｒｐｏＢ基因单独和双重ＰＣＲ扩增结果

２．２　特异性试验
特异性试验结果显示，维氏气单胞菌ｇｒｙＢ基

因及鲍曼不动杆菌ｒｐｏＢ基因出现２条清晰条带，
大小分别约３７９ｂｐ和７５２ｂｐ，而龟源假单胞菌、摩
氏摩根菌、松鼠葡萄球菌及阴性对照均未扩增出目
的片段（图２）。
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图２　双重ＰＣＲ的特异性试验结果

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，鲍曼不动杆菌；２，维

氏气单胞菌；３，鲍曼不动杆菌和维氏气单胞菌；４，假

单胞菌；５，摩氏摩根菌；６，松鼠葡萄球菌；７，阴性对

照．

２．３　敏感性试验
分别对维氏气单胞菌ＤＮＡ（１７．５ｎｇ／μＬ）和鲍曼

不动杆菌的ＤＮＡ（３９．６ｎｇ／μＬ）进行１０
０～１０６倍比稀

释作为扩增模板，模板混合物双重ＰＣＲ产物经电泳
分析表明，双重ＰＣＲ对维氏气单胞菌最低检测核酸
质量浓度为１．７５×１０－３　ｎｇ／μＬ，鲍曼不动杆菌最低检
测核酸质量浓度为３．９６×１０－３　ｎｇ／μＬ（图３）。

图３　双重ＰＣＲ的敏感性试验

注：Ｍ，ＤＮＡ标准ＤＬ２０００；１～７，模板ＤＮＡ依次稀释１００～１０６倍．

２．４　临床样本检测结果
对临床疑似病料进行常规细菌分离培养和

ＰＣＲ方法检测，３６份病料，采用常规细菌分离培养
方法检出维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌分别为１１
份和１４份，检出率分别为３０．５％和３８．９％；双重

ＰＣＲ方法检测到维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌感
染样品分别为１３份和１５份，阳性检出率分别为

３６．１％和４１．７％，混合感染阳性样品６份，阳性检
出率为１６．７％（表２）。这与单一ＰＣＲ的阳性检出
率一致，且敏感度高于常规检测方法。

表２　送检样品的检测结果

检测方法 检测项目 阳性数 阳性率／％
常规方法 维氏气单胞菌

鲍曼不动杆菌
１１
１４

３０．５
３８．９

双重ＰＣＲ 维氏气单胞菌

鲍曼不动杆菌

混合感染

１３
１５
６

３６．１
４１．７
１６．７

３　讨　论

鲍曼不动杆菌作为重要条件致病菌可引发多

种动物感染［９］，也有发现不动杆菌存在于患病的水
生动物体内［１０－１２］。目前研究发现维氏气单胞菌除
感染人外，还可引起多种水生动物患病［３－５］，本研究
发现龟维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌是严重危害

我国龟鳖养殖业的两种细菌性传染病，在临床上症
状接近且经常呈现混合感染，给我国龟鳖养殖业造
成重大损失。
维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌传统的检验方

法包括形态学检测、生理生化特征检测和血清学鉴
定等，这些检测手段不仅工作量大，且耗时较长。
目前也有针对维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌建立

的双重ＰＣＲ检测方法［１５－１６］，但建立的方法均是针
对单一菌的检测。维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌
引发龟鳖发病的研究几乎未见，对疾病的快速诊断
增加了难度，并且作为主要病原菌往往混合感染，
导致龟鳖发病。传统的检测方法已不能满足水产
养殖生产上的诊断要求［１７］。研究特异性强、灵敏度
高的快速诊断技术和方法应用于水产养殖已十分

必要。与传统检测方法相比，该研究针对龟维氏气
单胞菌和鲍曼不动杆菌所建立的双重ＰＣＲ检测方
法操作简单，具有较好的特异性、稳定性和较高的
敏感性和准确性，能够实现对上述两种病原的同步
快速检测和区分诊断，为临床诊断提供参考。
本次研究检测引物是参照维氏气单胞菌的

ｇｙｒＢ和鲍曼不动杆菌ｒｐｏＢ基因序列设计的。近年
来，ｇｙｒＢ基因和ｒｐｏＢ基因常分别被应用于气单胞
菌属和不动杆菌属菌种分类鉴定［１８－１９］。该研究所
设计的２对特异性引物在优化的试验条件下分别
能从维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌中扩增出３７９
ｂｐ和７５２ｂｐ的２个ＤＮＡ片段，而龟源松鼠葡萄球
菌、摩氏摩根菌、假单胞菌及阴性对照均未扩增出
目的条带，说明建立的双重ＰＣＲ方法具有较高的种
特异性。
本次研究对建立的双重ＰＣＲ诊断方法的敏感

性、临床实用性进行了分析。结果显示，所建立的
双重ＰＣＲ对维氏气单胞菌最低检测核酸质量浓度
为１．７５×１０－３　ｎｇ／μＬ，鲍曼不动杆菌最低检测核酸
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质量浓度为３．９６×１０－３　ｎｇ／μＬ。相较于传统检测
方法，本试验建立的检测方法对两种菌的检出率
高。这说明本试验所建立的双重ＰＣＲ检测方法可
为龟鳖维氏气单胞菌和鲍曼不动杆菌感染的临床

诊断和流行病学调查提供帮助。
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