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摘　要：基于荚膜多糖ｃｐｓＡ基因设计引物，建立海豚链球菌可视化环介导等温扩增（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）技术，以快速检测鱼类养殖中的海豚链球菌。结果表明，ＬＡＭＰ最佳反应条件为６５℃反
应２０ｍｉｎ，镁离子浓度为１．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ浓度为０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ、内外引物比例为１６∶１。特异性检测结果表
明：该方法能特异性检出海豚链球菌，对无乳链球菌和其他１４种菌检测结果均呈阴性；灵敏度检测结果表明，
该ＬＡＭＰ方法灵敏度为２．１２×１０－５ｎｇ／μＬ，比ＰＣＲ检测方法灵敏度高１００倍；适用性分析结果表明，该ＬＡＭＰ
方法在模板中存在鱼类基因组干扰下也能正确完成检测。研究中建立的ＬＡＭＰ检测方法为海豚链球菌的检
测提供一种可视化、灵敏、成本低的快速检测技术。
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　　２０世纪８０年代以来，已有多个国家报道了
鱼类链球菌病的暴发，包括卵形鲳

!

（Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ
ｏｖａｔｕｓ）［１］、尼罗罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａｎｉｌｏｔｉｃａ）［２］和尖吻
鲈（Ｌａｔｅｓｃａｌｃａｒｉｆｅｒ）［３］等。２０１６年在西澳大利亚
金伯利海岸线观察到大约１７０００尾鱼受到链球
菌感染死亡，受影响的鱼包括长须狮子鱼（Ｐｔｅｒｏｉｓ
ｖｏｌｉｔａｎｓ）、鲈鱼（Ｐｓａｍｍｏｐｅｒｃａｗａｉｇｉｅｎｓｉｓ）和黄尾鱼
（Ｃａｒａｎｇｉｄａｅ）等，造成巨大的经济损失［４］。

海豚链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｉｎｉａｅ）是我国南方
鱼类养殖中链球菌的主要病原。该病原为革兰

氏阳性细菌，在ＢＨＩ固体培养基上形态呈圆形或
近圆形并呈链状或双排列，无鞭毛，不形成芽

孢［５］。研究［６］表明该病原至少能感染２７种淡水
和海水鱼，已成为水产养殖最严重的致病菌之

一。被感染的鱼类经常发生脑膜炎和败血症，死

亡率高达５０％。同时，该病原还是一种重要的人
兽共患的病原菌，人类受到细菌感染后会导致菌

血症、蜂窝织炎、脑膜炎和关节炎等，尤其原本患

有心脏病、肾病、糖尿病和关节炎的老年人更易

感染［７］。

环介导等温扩增（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）主要是利用两对特殊引物和
ＢｓｔＤＮＡ聚合酶，使反应中模板两端引物结合处
循环出现环状单链结构，从而保证引物可以在等

温条件下顺利与模板结合并进行链置换扩增反

应［８］。该技术只需将模板、引物、酶等混合后在

水浴锅（６０～６５℃）经过１ｈ反应就可将数个拷
贝的ＤＮＡ模板完成１０９个拷贝，与普通 ＰＣＲ方
法相比克服了 ＰＣＲ反应需要反复的热变性、复
性、延伸过程获得单链模板的缺点，实现了恒温

条件下的连续快速扩增，具有更高的灵敏度和扩

增效率，从而实现快速、特异、灵敏、简便的检测。

该技术反应产物可以通过常规的荧光定量和电

泳检测，也可以通过简易直观的荧光目视比色法

如 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ、钙黄绿素、羟基萘酚蓝
（ＨＮＢ）、ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ和焦磷酸镁浊度检测［９］。目

前该技术已广泛应用于病毒及其他病原体的检

测，如：袁耀武等［１０］利用 ＬＡＭＰ法检测单增李斯
特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ），纯培养的单增李斯
特菌的和细菌等病原体的检测灵敏度为 ７．３×
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１０１ｃｆｕ／ｍＬ；张伟等［１１］建立了鸭坦布苏病毒

ＬＡＭＰ检测方法，该法测定模板浓度的灵敏度为
１×１０拷贝数／μＬ，而 ＰＣＲ的灵敏度为１×１０３拷
贝数／μＬ；ＴＨＥＫＩＳＯＥ等［１２］根据布鲁氏锥虫

（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａｂｒｕｃｅｉ）的１８ＳｒＲＮＡ基因建立了锥
虫的 ＬＡＭＰ检测技术，可以检测出锥虫 ＤＮＡ的
最低限度是１ｆｇ／μＬ，为预防和控制锥虫病提供了
有效的技术方案。

有研究［１３１４］指出细菌逃避噬菌作用最有效

的方式是产生荚膜多糖（ＣＰＳ），有荚膜多糖的菌
株比非荚膜菌株的毒力更强。对 ＧｅｎＢａｎｋ中已
有的海豚链球菌菌株的全基因组序列进行分析，

发现所有测过全基因序列的菌株都有表达荚膜

多糖的 ｃｐｓＡ基因，且经 ＢＬＡＳＴＮ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）分析表明 ｃｐｓＡ的预
测氨基酸序列高度保守。本研究基于海豚链球

菌荚膜多糖ｃｐｓＡ基因设计引物，采取环介导等温
扩增技术建立海豚链球菌检测方法，经条件优化

后可通过少量的样本检测即可高效、灵敏的检测

出海豚链球菌，研究结果为海豚链球菌引发的细

菌病的快速诊断和早期检测提供更加可靠、便捷

的技术手段。

１　材料与方法

１．１　材料
海豚链球菌（ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｉｎｉａｅＺＪ０８０１）、无

乳链球菌（Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅＺＱ０９０１）、猪链球菌（Ｓ．

ｓｕｉｓＧＤ０２）、停 乳 链 球 菌 （Ｓ． ｄｙｓｇａｌａｃｔｉａｅ
ＡＴＣＣ１２３９４）、化 脓 链 球 菌 （Ｓ． ｐｙｏｇｅｎｅｓ
ＡＴＣＣ１９６１５）、哈维弧菌（ＶｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉＺＪ１６０３）、
霍乱弧菌（Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅｎｏｎＯ１ＺＪ０９１０）、创伤弧菌
（Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓＺＪ１００７）、副 溶 血 弧 菌 （Ｖ．
Ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ＺＪ１５０２）、溶 藻 弧 菌 （Ｖ．
ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓＨＹ９９０１）、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ６５３８）、地衣芽孢杆菌
（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＺＪ１９０６）、枯草芽孢杆菌（Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓＡＴＣＣ６６３３）、蜡状芽孢杆菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ１４５７９）、植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＡＴＣＣ８０１４）等１５株菌株均由广东省水产经济动
物病原生物学与流行病学重点实验室保存。

１．２　试剂
ＴＳＢ培养基、ＢＨＩ培养基购自广东环凯微生

物科技有限公司；ＭｇＳＯ４、Ｂｅｔａｉｎｅ购自上海钦诚
生物科技有限公司；ｄＮＴＰｓ、ＢｓｔＤＮＡ聚合酶、
ＤＥＰＣ处理水购自生工生物工程（上海）股份有限
公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ购自北京索莱宝科技有限公
司；细菌全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自天根生
化科技（北京）有限公司。

１．３　引物设计与合成
选择 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的海豚链球菌荚膜多

糖（ｃｐｓＡ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＡＹ１７２９３．１）基因，通
过序列比对分析后，选择高度保守的基因区段设

计特异性引物（表１），并由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成。

表１　ＬＡＭＰ扩增引物序列
Ｔａｂ．１　ＬＡＭＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物类型

Ｐｒｉｍｅｒｔｙｐｅ
长度

Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
序列 （５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ｃｐｓＡＦＩＰ 上游内引物 ５０ ＣＴＴＴＴＴＡＧＣＣＧＣＴＴＴＡＡＴＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＴＡＡＧＣＡＣＣＴＣＴＡＡＡＡＡＡＴＧＡＣＴ
ｃｐｓＡＢＩＰ 下游内引物 ４８ ＴＴＧＡＡＧＡＡＧＡＧＴＴＧＣＴＴＣＴＴＡＴＣＣＡＴＴＴＴＡＡＣＣＡＴＴＧＣＴＴＧＡＧＡＣＴＧＡ
ｃｐｓＡＦ３ 上游外引物 ２５ ＴＣＴＡＴＡＴＣＡＧＡＡＴＴＡＧＡＧＡＣＡＧＴＴＣ
ｃｐｓＡＢ３ 下游外引物 ２２ ＡＴＧＡＣＡＴＡＴＡＡＧＣＡＣＴＧＴＴＣＡＴ
βａｃｔｉｎＦ 上游引物 ２３ ＣＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡ
βａｃｔｉｎＲ 下游引物 ２３ ＡＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧＧＣ

１．４　ＬＡＭＰ反应体系建立及条件优化
１．４．１　ＬＡＭＰ反应体系的建立

固体培养基划线培养，挑取单菌落扩大培

养，用细菌全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌
基因组ＤＮＡ作为 ＬＡＭＰ特异性实验中反应体系
模板。

以海豚链球菌基因组 ＤＮＡ作为模板，建立
ＬＡＭＰ反应体系。反应体系共２５μＬ，包括１０×
ＢｓｔＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＳＯ４（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．２μＬ，
ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ，内引物各１．６μＬ，
外引物各０．２μＬ，ＢｓｔＤＮＡ聚合酶（８Ｕ）１μＬ，
ＤＮＡ模板１μＬ，ＤＥＰＣ处理水补齐［１５］。ＬＡＭＰ反

２３
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应体系在６０℃保持６０ｍｉｎ后８０℃灭活２ｍｉｎ，
２％的琼脂糖凝胶电泳判断实验结果。
１．４．２　ＬＡＭＰ反应体系优化

为优化ＬＡＭＰ方法扩增条件，设计不同的反
应温度（５０、５５、６０、６５和７０℃）［１６］、不同的反应
时间（１０、２０、３０、４０、５０和 ６０ｍｉｎ）［１７］、不同的
Ｍｇ２＋浓度（０、１．２、２．４、３．６、４．８、６．０、８．０ｍｍｏｌ／
Ｌ）、不同的ｄＮＴＰｓ浓度（０、０．３２、０．６４、１．２８、２．５６
ｍｍｏｌ／Ｌ）、不同的内外引物比例（１∶１、２∶１、４∶１、
８∶１、１６∶１）进行 ＬＡＭＰ反应，反应结束后取５μＬ
反应产物进行琼脂糖凝胶电泳，观察条带亮度，

以确定ＬＡＭＰ最佳反应时间、温度、Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、
内外引物比例。为研究本 ＬＡＭＰ方法反应体系
中是否需要添加甜菜碱，分别在 ＬＡＭＰ反应体系
中添加０、０．２５、１、１．５和２ｍｍｏｌ／Ｌ的甜菜碱，反
应结束后取 ５μＬ反应产物进行琼脂糖凝胶电
泳。

１．４．３　ＬＡＭＰ防污染体系的建立
使用 ＵＤＧｄＵＴＰ系统建立防污染 ＬＡＭＰ体

系可以有效控制假阳性结果。反应前向反应体

系中加入 １μＬ的 １００ｍｍｏｌ／ＬｄＵＴＰ和 １Ｕ的
ＵＤＧ，然后在 ３７℃预处理 ５～１０ｍｉｎ后进行
ＬＡＭＰ反应，对照组不做处理。为进一步确保实
验防污染体系可靠性用不开盖检测的钙黄绿素
锰离子方法［１５］作对照。反应结果用 ２％凝胶电
泳分析。

１．５　ＬＡＭＰ方法的特异性分析
用１．１节中不同菌株基因组ＤＮＡ为模板，进

行ＬＡＭＰ反应，产物经 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ检测；同时
利用２％的琼脂糖凝胶电泳判断实验结果，以分
析本实验中建立的 ＬＡＭＰ方法是否对海豚链球
菌具有特异性。

１．６　ＬＡＭＰ方法灵敏度分析
将海豚链球菌 ＤＮＡ初始质量浓度确定为

２１．２ｎｇ／μＬ，对其进行１０倍梯度稀释至２．１２×
１０－９ｎｇ／μＬ。以各梯度 ＤＮＡ作为模板利用优化
后的反应体系进行ＬＡＭＰ检测，取５μＬ反应产物
进行琼脂糖凝胶电泳和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ检测。

同时，取上述梯度稀释的 ＤＮＡ为模板并以
表１中引物［１８］进行ＰＣＲ反应，反应程序为９４℃
预变性５ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２
℃延伸３０ｓ，３０个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ，取５μＬ

反应产物进行琼脂糖凝胶电泳。

１．７　ＬＡＭＰ检测方法适用性分析
取罗非鱼脑、鳃、肝、脾、头肾等 ５个组织各

０．１ｇ［１９］，加入１ｍＬ无菌水，充分匀浆，加入新鲜
培养的海豚链球菌（１．８×１０９ｃｆｕ／ｍＬ），３０℃培
养然后取１ｍＬ培养液，应用细菌基因组 ＤＮＡ提
取试剂盒提取 ＤＮＡ作为模板，并用鱼的 βａｃｔｉｎ
管家基因进行 ＰＣＲ确保鱼的 ＤＮＡ质量，随后进
行ＬＡＭＰ检测，以未加海豚链球菌的鱼组织作为
对照，判断鱼基因组ＤＮＡ是否会对ＬＡＭＰ检测方
法造成污染。同时，用 ＬＡＭＰ方法对实验室收集
的１４例由海豚链球菌感染的尼罗罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａ
ｎｉｌｏｔｉｃａ）、卵形鲳

!

（Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓ）链球菌病
样、５例由无乳链球菌感染的尼罗罗非鱼链球菌
病样和２例由哈维弧菌感染的弧菌病病样进行
检测，从而验证本方法的临床应用效果。具体方

法为取鱼肝脏组织约０．１ｇ，置于采样管内研磨
至浆状，应用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取
ＤＮＡ作为模板进行ＬＡＭＰ检测，同时用细菌基因
组ＤＮＡ提取试剂盒提取健康罗非鱼和卵形鲳

!

肝脏组织作为对照组，分析应用 ＬＡＭＰ方法在临
床应用检测中的准确性［２０］。

２　结果

２．１　ＬＡＭＰ检测方法的建立和优化
应用ＬＡＭＰ技术建立海豚链球菌ＬＡＭＰ检测

方法，该检测方法结果可以通过琼脂糖凝胶电泳

或ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ显色肉眼判读结果。进一步对
ＬＡＭＰ检测方法的反应条件进行优化。结果表
明：当反应时间超过２０ｍｉｎ时，反应产物即可通
过琼脂糖凝胶电泳或ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ显色肉眼判
读（图１ａ）；当反应温度为６５℃时，琼脂糖凝胶电
泳形成的条带最亮（图１ｂ）。因此，本ＬＡＭＰ检测
方法的最佳反应条件为６５℃反应２０ｍｉｎ，并根据
条带亮度确定Ｍｇ２＋（图２ａ）和ｄＮＴＰｓ（图２ｂ）最佳
反应浓度分别为１．２ｍｍｏｌ／Ｌ和 ０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ，且
最佳内外引物比例为１６∶１（图２ｃ）。对 ＬＡＭＰ反
应体系中的甜菜碱浓度在最佳反应条件下进行

优化，实验结果表明，是否添加甜菜碱不会影响

到ＬＡＭＰ反应产物的电泳结果，说明甜菜碱不是
本ＬＡＭＰ检测方法反应必需因子［２１］（图２ｄ）。
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（ａ）泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１～３．１０ｍｉｎ；４～６．２０ｍｉｎ；７～

９．３０ｍｉｎ；１０～１２．４０ｍｉｎ；１３～１５．５０ｍｉｎ；１６～１８．６０ｍｉｎ；（ｂ）

泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１～３．５０℃；４～６．５５℃；７～９．６０℃；

１０～１２．６５℃；１３～１５．７０℃。

（ａ）ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１－３．１０ｍｉｎ；４－６．２０ｍｉｎ；７－

９．３０ｍｉｎ；１０－１２．４０ｍｉｎ；１３－１５．５０ｍｉｎ；１６－１８．６０ｍｉｎ；

（ｂ）ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１－３．５０℃；４－６．５５℃；７－９．

６０℃；１０－１２．６５℃；１３－１５．７０℃．

图１　不同反应时间、温度的ＬＡＭＰ扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＬＡＭＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２．２　ＬＡＭＰ防污染体系的建立
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ检测开盖容易造成气溶胶污

染，所以本实验使用 ＵＤＧｄＵＴＰ系统建立了防污
染ＬＡＭＰ体系，并用不开盖检测的钙黄绿素锰离
子法作对照［２２］，结果一致证明ＵＤＧｄＵＴＰ污染体
系可有效避免气溶胶污染如图３。
２．３　ＬＡＭＰ特异性结果

用上述不同菌株基因组 ＤＮＡ为模板，进行
ＬＡＭＰ反应，产物经琼脂糖凝胶电泳和 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ检测。结果表明，ＬＡＭＰ反应对无乳链球
菌、化脓链球菌、猪链球菌、停乳链球菌、哈维弧

菌、霍乱弧菌、创伤弧菌、副溶血弧菌、溶藻弧菌、

金黄色葡萄球菌、地衣芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、

蜡状芽孢杆菌和植物乳杆菌均呈现阴性，仅对海

豚链球菌呈阳性反应（图４）。
２．４　ＬＡＭＰ检测方法灵敏度分析

用不同稀释倍数的海豚链球菌基因组 ＤＮＡ
为模板进行 ＬＡＭＰ扩增和 ＰＣＲ反应，结果表明：
当模板质量浓度高于２．１２×１０－５ｎｇ／μＬ时，琼脂
糖凝胶电泳或 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ显色能检测出

ＬＡＭＰ反应产物，即本 ＬＡＭＰ检测方法的灵敏度
为２．１２×１０－５ｎｇ／μＬ（图５ａ）；而在 ＰＣＲ反应中，
模板质量浓度需达到２．１２×１０－３ｎｇ／μＬ才能利
用琼脂糖凝胶电泳在反应产物中检测到条带（图

５ｂ）。

（ａ）Ｍｇ２＋浓度：泳道 Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；２．１．２

ｍｍｏｌ／Ｌ；３．２．４ｍｍｏｌ／Ｌ；４．３．６ｍｍｏｌ／Ｌ；５．４．８ｍｍｏｌ／Ｌ；６．８

ｍｍｏｌ／Ｌ；（ｂ）ｄＮＴＰｓ浓度：泳道 Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０ｍｍｏｌ／

Ｌ；２．０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ；３．０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ；４．１．２８ｍｍｏｌ／Ｌ；５．２．５６

ｍｍｏｌ／Ｌ；（ｃ）内外引物比例：泳道 Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０

ｍｍｏｌ／Ｌ；２．０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ；３．０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ；４．１．２８ｍｍｏｌ／Ｌ；５．

２．５６ｍｍｏｌ／Ｌ；（ｄ）甜菜碱浓度：泳道 Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０

ｍｍｏｌ／Ｌ；２．０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ；３．１ｍｍｏｌ／Ｌ；４．１．５ｍｍｏｌ／Ｌ；５．２

ｍｍｏｌ／Ｌ。

（ａ）Ｍｇ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；

２．１．２ｍｍｏｌ／Ｌ；３．２．４ｍｍｏｌ／Ｌ；４．３．６ｍｍｏｌ／Ｌ；５．４．８ｍｍｏｌ／

Ｌ；６．８ｍｍｏｌ／Ｌ；（ｂ）ｄＮＴＰｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐ

ｍａｒｋｅｒ；１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；２．０．３２ｍｍｏｌ／Ｌ３．０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ；４．１．２８

ｍｍｏｌ／Ｌ；５．２．５６ｍｍｏｌ／Ｌ；（ｃ）Ｒａｔｉｏｓｏｆｉｎｔｅｒｎａｌａｎｄｅｘｔｅｒｎａｌ

ｐｒｉｍｅｒｓ）：ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０ｍｍｏｌ／Ｌ；２．０．３２

ｍｍｏｌ／Ｌ；３．０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ；４．１．２８ｍｍｏｌ／Ｌ；５．２．５６ｍｍｏｌ／Ｌ；

（ｄ）Ｂｅｔａｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．０ｍｍｏｌ／

Ｌ；２．０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ；３．１ｍｍｏｌ／Ｌ；４．１．５ｍｍｏｌ／Ｌ；５．２ｍｍｏｌ／Ｌ．

图２　不同Ｍｇ２＋、ｄＮＴＰｓ、内外引物比例、
甜菜碱浓度的ＬＡＭＰ扩增结果

Ｆｉｇ．２　ＬＡＭＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ｍｇ２＋，ｄＮＴＰｓ，ｒａｔｉｏｓｏｆｉｎｔｅｒｎａｌａｎｄｅｘｔｅｒｎａｌ
ｐｒｉｍｅｒｓ，ａｎｄｂｅｔａｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．５　ＬＡＭＰ检测方法适用性分析
取新鲜的海豚链球菌（１．８×１０９ｃｆｕ／ｍＬ）人

工污染罗非鱼脑、鳃、肝、脾和头肾组织，提取基

因组ＤＮＡ对 βａｃｔｉｎ管家基因检测和进行 ＬＡＭＰ
检测。结果表明即使模板 ＤＮＡ样品中有鱼组织
的基因组干扰，本实验建立的 ＬＡＭＰ检测方法仍
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能显示正确的实验结果，不会呈现出假阳性或假

阴性（图６）。

泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．ＵＤＧｄＵＴＰ污染体系结合 ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＩ检测（阳性）；２．钙黄绿素锰离子检测（阳性）；

３．ＵＤＧｄＵＴＰ污染体系结合 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ检测（阴性对照）；

４．钙黄绿素锰离子检测（阴性对照）。

ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．ＵＤＧｄＵＴＰｐｏｌｌｕｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）；２．Ｃａｌｃｅｉｎ

Ｍｎ２＋ｔｅｓｔ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）；３．ＵＤＧｄＵＴＰｐｏｌｌｕｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）；４．Ｃａｌｃｅｉｎ

Ｍｎ２＋ｔｅｓｔ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）．

图３　ＵＤＧｄＵＴＰ污染体系检测
Ｆｉｇ．３　ＵＤＧｄＵＴＰｐｏｌｌｕｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．海豚链球菌；２．无乳链球菌；
３．猪链球菌；４．停乳链球菌；５．化脓链球菌；６．哈维弧菌；
７．霍乱弧菌；８．创伤弧菌；９．副溶血弧菌；１０．溶藻弧菌；
１１．金黄色葡萄球菌；１２．地衣芽孢杆菌；１３．枯草芽孢杆菌；
１４．蜡状芽孢杆菌；１５．植物乳杆菌；１６．阴性对照。
ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．Ｓ．ｉｎｉａｅ；２．Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ；３．Ｓ．
ｐｙｏｇｅｎｅｓ；４．Ｓ．ｓｕｉｓ；５．Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ；６．Ｖ．ｈａｒｖｅｙｉ；７．Ｖ．
ｃｈｏｌｅｒａｅ；８．Ｖ．ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ；９．Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ；１０．Ｖ．
ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ；１１．Ｓ．ａｕｒｅｕｓ；１２．Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ；１３．Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ；
１４．Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ；１５．Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ；１６．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

图４　不同菌种的ＬＡＭＰ扩增结果
Ｆｉｇ．４　ＬＡＭＰａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．模板质量浓度为２１．２ｎｇ／μＬ；
２．模板质量浓度为２．１２ｎｇ／μＬ；３．模板质量浓度为２．１２×
１０－１ｎｇ／μＬ；４．模板质量浓度为２．１２×１０－２ｎｇ／μＬ；５．模板
质量浓度为２．１２×１０－３ｎｇ／μＬ；６．模板质量浓度为２．１２×
１０－４ｎｇ／μＬ；７．模板质量浓度为２．１２×１０－５ｎｇ／μＬ；８．模板
质量浓度为２．１２×１０－６ｎｇ／μＬ；９．模板质量浓度为２．１２×
１０－７ｎｇ／μＬ；１０．模板质量浓度为２．１２×１０－８ｎｇ／μＬ；１１．模
板质量浓度为２．１２×１０－９ｎｇ／μＬ；１２．阴性对照。
ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２１．２
ｎｇ／μＬ；２．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２ｎｇ／μＬ；３．
Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－１ｎｇ／μＬ；４．Ｔｅｍｐｌａｔｅ
ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－２ ｎｇ／μＬ；５．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－３ ｎｇ／μＬ；６．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ２．１２ ×１０－４ ｎｇ／μＬ； ７．Ｔｅｍｐｌａｔｅ ｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－５ ｎｇ／μＬ；８．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－６ ｎｇ／μＬ；９．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－７ ｎｇ／μＬ；１０．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－８ ｎｇ／μＬ；１１．Ｔｅｍｐｌａｔｅｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｓ２．１２×１０－９ｎｇ／μＬ；１２．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．
图５　不同质量浓度ＤＮＡＬＡＭＰ和ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．５　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＤＮＡＬＡＭＰ

ａｎｄＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．头肾；２．脑；３．脾；４．肝；５．鳃；
６．阴性对照。
ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．Ｈｅａｄｋｉｄｎｅｙ；２．Ｂｒａｉｎ；３．Ｓｐｌｅｅｎ；
４．Ｌｉｖｅｒ；５．Ｇｉｌｌ；６．ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ．
图６　鱼不同组织与海豚链球菌共培养后提取
ＤＮＡ作为模板的ＬＡＭＰ和ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．６　ＬＡＭＰａｎｄＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅｓ

ａｎｄＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｉｎｉａｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄａｓａｔｅｍｐｌａｔｅ
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　　用本研究中建立的 ＬＡＭＰ检测方法对临床
病例进行检测，结果表明，本 ＬＡＭＰ检测方法检
测结果与取样进行的细菌分离鉴定结果完全一

致（图７）。

泳道Ｍ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．ｄｄＨ２Ｏ；２．海豚链球菌感染的罗
非鱼链球菌病病例；３．海豚链球菌感染的卵形鲳

!

链球菌病

病例；４．哈维弧菌感染的卵形鲳
!

弧菌病病例；５．健康的卵
形鲳

!

；６．健康的罗非鱼。
ＬａｎｅＭ．２０００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．ｄｄＨ２Ｏ；２．ＴｉｌａｐｉａＩｎｆｅｃｔｅｄｂｙ
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｉｎｉａｅ；３．ＴｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｉｎｉａｅ；４．ＴｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉ；５．Ｈｅａｌｔｈｙ
Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓ；６．ＨｅａｌｔｈｙＴｉｌａｐｉａ．

图７　ＬＡＭＰ法检测临床病例结果
Ｆｉｇ．７　ＬＡＭＰｍｅｔｈｏｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｃａｓｅｓ

３　讨论

由海豚链球菌引起的链球菌病是近几年严

重危害养殖鱼类健康的一种细菌性疾病，在我国

南方水产养殖中主要危害罗非鱼和卵形鲳
!

。

目前针对海豚链球菌的检测方法主要包括传统

的细菌学方法、免疫学检测和分子生物学检测方

法［５］。传统的方法包含选择培养基筛选和生理

生化指标的测定，如：ＮＧＵＹＥＮ等［２３］设计了醋酸

铊草酸和黏菌素硫酸盐草酸两种选择性培养基
应用于牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）海豚链球菌的
分离；ＡＭＲＩ等［２４］对海豚链球菌的接触酶阴、阳

性等生理生化指标进行分析。免疫学检测方法

如ＫＬＥＳＩＵＳ等［２５］建立了一种基于针对海豚链球

菌的高度特异性单克隆抗体的间接荧光抗体技

术（ＩＦＡＴ）。分子生物学检测技术方法如ＰＣＲ法
和多重ＰＣＲ法，如：ＺＬＯＴＫＩＮ等［２６］对海豚链球菌

１６ＳｒＲＮＡ设计引物产生约３００ｂｐ的特异条带，
而无乳链球菌无扩增条带；ＰＡＲＫ等［２７］针对 ｇｙｒＢ
和１６ＳｒＲＮＡ基因设计引物，使用多重 ＰＣＲ法检
测出使牙鲆患病的迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ
ｔａｒｄａ）和海豚链球菌，最低检出限分别为 ０．０１

ｎｇ／μＬ和０．１ｎｇ／μＬ。
本研究建立的 ＬＡＭＰ检测方法与其他方法

相比，有以下优势：操作简单，ＬＡＭＰ法在普通水
浴锅或金属浴就可以完成［２８］，而 ＰＣＲ技术在操
作性、使用成本等方面都有一定的局限性［２９］；特

异性良好：ＬＡＭＰ技术应用４条引物对靶序列的６
个特异序列区进行识别，保证了扩增特异性［３０］，

本研究的结果也表明本 ＬＡＭＰ检测方法１５种菌
中仅在海豚链球菌作为模板时呈阳性结果；灵敏

度高：ＨＡＮ等［３１］建立的 ＬＡＭＰ技术检测的灵敏
度为１００ｆｇ／μＬ，ＫＬＥＳＩＵＳ等［２５］建立的间接免疫

荧光抗体方法灵敏度可达 １０ｃｅｌｌｓ／反应，本
ＬＡＭＰ体系检测的灵敏度为２．１２×１０－５ｎｇ／μＬ，
比ＰＣＲ反应高出１００倍；检测时间短：ＨＡＮ等［３１］

建立的ＬＡＭＰ技术在９０ｍｉｎ之内完成，ＫＬＥＳＩＵＳ
等［２５］建立的间接免疫荧光抗体方法需要４ｈ才
能完成，甘西等［３２］建立的ＰＣＲ检测方法中需要３
ｈ才能完成，本 ＬＡＭＰ检测方法反应时间仅需要
２０ｍｉｎ，从取样、ＤＮＡ提取到最终获得检测结果
的时间可控制在１ｈ内完成；结果易于判定：只需
向ＬＡＭＰ产物中添加ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ等核酸染料
即可肉眼观察检测结果［３３］，缩短了电泳检测所需

时间，简化了ＬＡＭＰ检测程序，建立的ＵＤＧｄＵＴＰ
防污染体系能有效避免气溶胶污染，结果可信更

能满足现场检测的需要。综上，本研究方法与前

人实验相比有检测灵敏度高，时间短的优势。

本实验针对海豚链球菌的 ｃｐｓＡ基因进行
ＬＡＭＰ反应，该体系显示包括无乳链球菌等在内
的１４株对照菌检测结果均为阴性，显示出良好
的特异性；然后对反应体系的温度、时间 Ｍｇ２＋、
ｄＮＴＰｓ、内外引物比例进行了优化，２％凝胶电泳
和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ结果都显示６５℃２０ｍｉｎ，Ｍｇ２＋

浓度为１．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ浓度为０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ、
内外引物比例为 １６∶１时条带清晰，效率较高。
随后对该方法的敏感度进行了评估，在敏感度检

测中当海豚链球菌模板质量浓度降低到２．１２×
１０－６ｎｇ／μＬ时未出现阳性条带，说明该 ＬＡＭＰ体
系检测的灵敏度为２．１２×１０－５ｎｇ／μＬ，比ＰＣＲ法
灵敏度高出两个数量级，因此该方法更适合于链

球菌感染初期的检测。有学者指出甜菜碱可以

使靶基因序列上富含 ＧＣ的区域作用力改变，键
能减弱，影响了ＤＮＡ分子结构，增强ＤＮＡ聚合酶
的稳定性，本研究对甜菜碱浓度优化发现是否添
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加不会影响到ＬＡＭＰ反应产物的电泳结果，说明
甜菜碱不是本 ＬＡＭＰ检测方法反应必需因
子［３４３５］。最后对弧菌感染样本和海豚链球菌感

染样本进行检测，可稳定的检测出海豚链球菌充

分证明引物的特异性和可行性，加之该方法操作

简单、检测成本低，不需要特殊的仪器设备和实

验条件等优势，通过少量的样本检测即可高效、

灵敏的检测出海豚链球菌，为其引发的细菌病的

快速诊断和早期检测提供更加可靠、便捷的技术

手段。
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