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　　摘要：根据ＧｅｎＢａｎｋ中弗氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ基因序列，设计１对特异性引物，ＰＣＲ扩增弗氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ基
因片段，Ｔ克隆到ｐＭＤ－１８Ｔ载体上构建标准阳性质粒。通过ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ反应条件优化，建立弗氏
柠檬酸杆菌ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ诊断方法，结果显示重复性好、特异性高，灵敏度可达１．０×１０１拷贝／μＬ，说
明建立的弗氏柠檬酸杆菌ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ方法适合于弗氏柠檬酸杆菌病临床疑似病料样品的快速诊
断。对分离得到的８３株弗氏柠檬酸杆菌进行药敏试验，结果表明冷水鱼养殖中耐药性问题日益严重。
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　　弗氏柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｎｄｉｉ）是革兰氏阴性菌、
短杆菌，该菌在水体、土壤中广泛存在，是一种条件致病菌，可

引起人、畜、鱼类的败血症［１－３］。近几年，贵州省冷水鱼的养

殖发展迅速，主要品种有虹鳟、金鳟、斑点鳟鲑、鲟鱼、大鲵。

随着冷水鱼养殖场（户）集约化程度不断提高，苗种流通交换

量不断加大，病害逐渐增多，病情不断愈趋复杂。目前，弗氏

柠檬酸杆菌感染的病害报道主要集中在鲟鱼、虾、中华鳖，而

鳟鲑鱼、大鲵报道较少。感染该菌的鲟鱼、虾、中华鳖、鳟鲑鱼

和大鲵出现消化不良或拒食，头部、腹部肿大，轻度腹水，皮下

有出血点等症状［４－７］。传统的细菌分离鉴定耗时较长，不能

快速、准确地得到鉴定结果。荧光定量ＰＣＲ技术进行疾病病
原菌的鉴定和诊断，较普通ＰＣＲ反应程序快、特异性强、灵敏
度高、重复性好、结果简单可视。本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ中弗
氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ序列，设计１对特异性引物，ＰＣＲ扩增出
ｏｍｐＡ基因片段，克隆到ｐＭＤ－１８Ｔ载体上，构建阳性标准品。
通过对荧光定量ＰＣＲ反应条件的优化，建立弗氏柠檬酸杆菌
的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量 ＰＣＲ诊断方法，以期对弗氏柠檬
酸杆菌临床疑似病样进行快速检测和诊断。同时，对冷水鱼

养殖场分离得到的弗氏柠檬酸杆菌进行耐药性分析，为探讨

防治弗氏柠檬酸杆菌病提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验菌株包括弗氏柠檬酸杆菌、致病性嗜水气单胞菌、荧

光假单胞菌、黄杆菌、迟缓爱德华菌，由贵州重大疫病监测防

制重点实验室保存。
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主要试剂包括普通 ＰＣＲ酶、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量
ＰＣＲ酶、核酸染料 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ、１×ＴＡＥ电泳缓冲液、ＤＬ２０００、
ＤＨ５α感受态细胞、细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、ＰＢＳ缓冲
液等、ｐＭＤ－１８Ｔ连接载体，均购自生工生物工程（上海）股份
有限公司；药敏试纸片，购自杭州微生物试剂有限公司；其他

为国产分析纯试剂。

１．２　试验方法
１．２．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中弗氏柠檬酸杆菌 ｏｍｐＡ
序列，设计 １对引物，上游引物为 ５′－ＣＴＴＧＣＴＣＣＴＴＧＧＧＴ
ＧＡＣＧＡＧＴＧＧ－３′，下游引物为 ５′－ＴＣＴＧＧＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＧ
ＴＡＡＡＴＧＣ－３′，预计扩增产物大小为１１７ｂｐ，引物为生工生
物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２．２　核酸的提取
１．２．２．１　组织样品　取患病冷水鱼肝脏组织约２．０ｇ，加入
０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液５ｍＬ进行研磨，然后置于－７０℃低温
冰箱中反复冻融 ３次，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清液
９７０μＬ加入 １０％ ＳＤＳ２０μＬ，２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ１０μＬ，
５５℃ 孵育３０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液２００μＬ，
用细菌基因组ＤＮＡ试剂盒提取基因组。
１．２．２．２　细菌样品　细菌样品ＤＮＡ的提取参照细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行。
１．２．３　ｐＭＤ－１８Ｔ－ｆｒｅ阳性标准品的制备　通过ＰＣＲ扩增
获得弗氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ基因片段，ＰＣＲ反应程序为：９４℃
５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，退火温度５５℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循
环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。将扩增的 ＰＣＲ产物用琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒回收 ＤＮＡ片段，与 ｐＭＤ－１８Ｔ克隆载体连
接，转化感受态细胞ＤＨ５α，重组体命名为ｐＭＤ－１８Ｔ－ｆｒｅ，同
时送往生工生物工程（上海）股份有限公司测序。用紫外分

光光度计测定测序正确的重组质粒 ｐＭＤ－１８Ｔ－ｆｒｅ在２６０、
２８０ｎｍ处的吸光度，得到重组质粒的浓度和纯度，进行１０倍
梯度倍比稀释。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ反应条件的优化　荧光定量ＰＣＲ反应
体系为２５μＬ，对退火温度在５０、５５、６０℃等３个温度上进行
优化，引物浓度在５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ等３个浓度上进行优化，
以确定最佳反应条件。反应体系为：上下游引物各 １μＬ，
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１２．５μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．５μＬ，模板
１μＬ，用超纯水补足至２５μＬ，同时以超纯水作为空白对照。
反应条件为：９４℃１０ｓ；９４℃ １０ｓ，退火温度（５０、５５、６０℃）
１０ｓ，７２℃ １０ｓ，４０个循环。
１．２．５　荧光定量ＰＣＲ反应标准曲线的构建　用紫外分光光
度计测定ｐＭＤ－１８Ｔ－ｆｒｅ质粒，计算出浓度、纯度和 ＤＮＡ拷
贝数，将标准阳性质粒进行１０倍倍比稀释，以“１．２．４”节下
优化好的条件进行扩增，每个稀释倍数进行３次重复，以核酸
拷贝数为横坐标，以Ｃｔ值为纵坐标建立标准曲线。
１．２．６　敏感性试验　将１０倍倍比稀释后的ｐＭＤ－１８Ｔ－ｆｒｅ
质粒分别进行荧光定量 ＰＣＲ反应，每个稀释倍数３次重复，
以研究建立的荧光定量ＰＣＲ诊断的敏感性。
１．２．７　特异性试验　分别以弗氏柠檬酸杆菌、致病性嗜水气
单胞菌、荧光假单胞菌、黄杆菌、迟缓爱德华菌ＤＮＡ进行荧光
定量ＰＣＲ反应，每种细菌ＤＮＡ３次重复，以研究建立的荧光
定量ＰＣＲ诊断方法的特异性。

１．２．８　重复性试验　应用建立的荧光定量ＰＣＲ方法重复检
测弗氏柠檬酸杆菌ＤＮＡ标准阳性样品３次，以研究检验结果
的可靠性。

１．２．９　建立的荧光定量 ＰＣＲ对临床样品的检测　对２０１３
年１月至２０１５年５月贵州省贵阳市、黔西南、铜仁地区几个
规模化鳟鲑鱼、大鲵养殖场以及散养户采集的３５６份疑似鳟
鲑鱼、大鲵病料（肝脏），１３５份大鲵饵料鱼病料，１８４份发病
鳟鲑鱼、大鲵养殖场水样，应用建立的荧光定量 ＰＣＲ方法进
行检测，同时应用传统的细菌分离鉴定进行检测比对。

１．２．１０　弗氏柠檬酸杆菌的耐药性分析　对２０１３年１月至
２０１５年５月贵州省贵阳市、黔西南、铜仁地区几个规模化冷
水鱼养殖场分离得到的弗氏柠檬酸杆菌运用药敏纸片法检测

分离菌对１８种抗生素药物的敏感性，药敏试纸片包括青霉
素、氨苄西林、头孢噻吩、头孢拉定、头孢唑林、链霉素、庆大霉

素、诺氟沙星、恩诺沙星、氟苯尼考、强力霉素、红霉素、利福

平、呋喃唑酮、卡那霉素、土霉素、林可霉素、磺胺二甲嘧啶钠。

２　结果与分析

２．１　ｐＭＤ－１８Ｔ－ｆｒｅ阳性标准品的制备
扩增的弗氏柠檬酸杆菌ｏｍｐＡ片段大小为１１７ｂｐ，无非特

异性片段产生（图１）。将生工生物工程（上海）股份有限公
司测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中的 ｏｍｐＡ基因序列进行比对，核苷
酸相似度为９８．９％～１００．０％。

２．２　荧光定量ＰＣＲ反应条件的优化
通过荧光定量ＰＣＲ反应条件的优化，在２５μＬ反应体系

中，最佳反应条件为 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１２．５μＬ、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｄｙｅ０．５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各１μＬ、模板２μＬ、超纯
水８μＬ，反应条件为：９４℃ １０ｓ；９４℃ １０ｓ，退火温度５５℃
１０ｓ，７２℃１０ｓ，４０个循环。
２．３　荧光定量ＰＣＲ反应标准曲线的构建

将标准样品进行１０倍倍比稀释，分别取１．０×１０１、１．０×
１０２、１．０×１０３、１．０×１０４、１．０×１０５拷贝／μＬ的重组质粒为模
板，进行荧光定量ＰＣＲ扩增反应，得到扩增反应的标准曲线
（图２），线性回归方程为 Ｃｔ＝－２．９８０×ｌｇ（核酸拷贝数）＋

９．２７（ｒ２＝０．９９９）。
２．４　熔解曲线分析

扩增产物的熔解温度Ｔｍ为８４．６～８５．４℃，无引物二聚

体和非特异性产物等峰值出现（图３）。
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２．５　敏感性试验
将标准样品进行１０倍倍比稀释，分别取１．０×１００、１．０×

１０１、１．０×１０２、１．０×１０３、１．０×１０４、１．０×１０５拷贝／μＬ重组质
粒作为模板，进行荧光定量 ＰＣＲ扩增，结果（图４）显示其灵
敏度为１．０×１０１拷贝／μＬ。
２．６　特异性试验

以弗氏柠檬酸杆菌、致病性嗜水气单胞菌、荧光假单胞

菌、黄杆菌、迟缓爱德华菌 ＤＮＡ进行荧光定量 ＰＣＲ反应，每
个菌株进行３次重复，结果显示弗氏柠檬酸杆菌为阳性，而致
病性嗜水气单胞菌、荧光假单胞菌、黄杆菌、迟缓爱德华菌为

阴性（图５）。
２．７　重复性试验

应用建立的荧光定量 ＰＣＲ方法检测弗氏柠檬酸杆菌
ＤＮＡ，样品重复３次，以检验结果的重复性，结果均一致。

２．８　临床样品的检测结果
应用建立的荧光定量 ＰＣＲ方法进行检测采集的３５６份

鳟鲑鱼、大鲵病料（肝脏）弗氏柠檬酸杆菌阳性率为２６．４％
（９４／３５６），１３５份 大 鲵 饵 料 鱼 病 料 阳 性 率 为 １１．１％
（１５／１３５），６４份发病鳟鲑鱼、大鲵养殖场水样阳性率２０．３％
（１３／６４）。传统的细菌分离鉴定３５６份鳟鲑鱼、大鲵病料（肝
脏）弗氏柠檬酸杆菌阳性率为１９．１％（６８／３５６），１３５份大鲵
饵料鱼病料阳性率为７．４％（１０／１３５），６４份发病鳟鲑鱼、大
鲵养殖场水样阳性率７．８％（５／６４）。荧光定量 ＰＣＲ方法敏
感性均高于传统的细菌分离鉴定。

２．９　弗氏柠檬酸杆菌的耐药性分析

将２０１３年１月至２０１５年５月贵州省贵阳市、黔西南、铜
仁地区几个规模化冷水鱼养殖场分离得到８３株弗氏柠檬酸
杆菌进行药敏试验，结果见表１。

３　结论与讨论

目前，临床常用的病原菌鉴定方法主要有传统平板分离

培养及生化鉴定。随着生物技术的快速发展，与传统鉴定方

法相比，基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ的实时荧光定量ＰＣＲ技术具有快
速、准确的优势，适合于临床样品的快速诊断。余波等利用传

统鉴定方法结合ＰＣＲ测序对大鲵细菌性败血症病原进行分
离鉴定，从对病原菌分离、培养、纯化，到生化鉴定整个过程最
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表１　８３株弗氏柠檬酸杆菌对１８种抗生素药敏试验结果

抗生素 耐药株数 中度敏感株数 敏感株数

青霉素 ８０ ３ ０
氨苄西林 ７６ ７ ０
头孢噻吩 ５０ １０ ２３
头孢拉定 ２３ １８ ４２
头孢唑林 ３３ ２１ ２９
链霉素 ７９ ３ １
庆大霉素 ５７ １８ ８
诺氟沙星 ５９ １６ ８
恩诺沙星 ６２ １３ ８
氟苯尼考 １７ １７ ４９
强力霉素 ７８ ５ ０
强力霉素 ８０ ３ ０
红霉素 ８１ ２ ０
利福平 ７９ ３ １
呋喃唑酮 ７３ ７ ３
卡那霉素 ７０ ９ ４
土霉素 ８０ ３ ０
林可霉素 ６５ １３ ５
磺胺二甲嘧啶钠 ８０ ３ ０

快需要１周［８］。胡秀彩等采用弗氏柠檬酸杆菌１６ＳｒＤＮＡＶ３
区的ＰＣＲ－ＳＳＣＰ图谱进行菌株鉴别效果良好［９］。余波等研

制的致病性嗜水气单胞菌 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒具有特异、灵敏、快速等特点，敏感度达到１．０×１０１拷
贝／μＬ［１０］。本研究根据ＧｅｎＢａｎｋ中弗氏柠檬酸杆菌 ｏｍｐＡ基
因序列，设计１对引物，ＰＣＲ扩增获得 ｏｍｐＡ基因片段，将其
克隆到ｐＭＤ－１８Ｔ载体上构建标准品阳性质粒。通过 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ反应条件的优化，建立弗氏柠檬酸杆
菌ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量ＰＣＲ诊断方法，灵敏度可达１．０×
１０１拷贝／μＬ。传统细菌分离和荧光定量均能检测到养殖用
水和饵料鱼中存在弗氏柠檬酸杆菌，表明该菌是在冷水鱼养

殖中广泛存在的，当养殖密度提高以及鳟鲑鱼、大鲵大鲵免疫

力下降时就容易发病。因此，控制好水质、饵料，提高冷水鱼

自身的免疫力，对弗氏柠檬酸杆菌的防治至关重要。

目前，弗氏柠檬酸杆菌的耐药性报道较少，Ｃｈｕａｎｇ等报

道了弗氏柠檬酸杆菌对头孢噻肟耐药性［１１］，Ｎａｗａｚ等报道了
耐四环素的弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定［１２］。本研究药敏试

验结果表明，分离得到的８３株弗氏柠檬酸杆菌对目前应用较
为广泛的青霉素、链霉素、土霉素等产生了较强的耐药性，仅

头孢类和氟苯尼考敏感，说明目前在冷水鱼养殖中耐药性问

题也较严重，抗生素的滥用在冷水鱼上要引起重视。
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