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摘要: 哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)是引起海南省后水湾深水网箱养殖卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus)“烂身病”的主

要病原菌。为了能够快速诊断该病原菌, 急需建立一种耗时短、准确以及便捷的检测方法。本研究利用分离到的

致病菌株 QT520 的 ToxR 基因序列设计特异性引物和加入 SYTO-9 特异荧光染料, 建立了一种可以实时、快速检

测哈维氏弧菌的LAMP法(RT-LAMP)。该方法对哈维氏弧菌的基因组DNA及菌液灵敏度分别为 100 fg/µL和 103 cfu/mL, 

与 Real-time PCR 法检测灵敏度相当, 比普通 PCR 的检测灵敏度要分别高 1000 倍和 10 倍, 能有效区分哈维氏弧菌

与坎氏弧菌(Vibrio campbellii); 可以实时观察检测结果, 且检测时间只需要 40 min; 具有耗时短、特异性和灵敏度

高、仪器便携、操作简单且能实时观察检测结果等优点, 非常适合在生产现场进行哈维氏弧菌的检测。 
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哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)为水产养殖中常

见的条件性致病菌 , 可以感染鲑 (Centropomus 

undecimalis) [1]、居氏鲷(Acanthopagrus cuvieri)[2]、

高体 (Seriola dumerili)[3]、金头鲷 (Sparus au-

rata)、鲈(Dicentrarchus labrax)以及塞内加尔鳎

(Solea senegalensis)[4-5] 、 石 斑 鱼 (Epinephelus 

coioides)[6-9]以及大黄鱼 (Larimichthys crocea)[10]

等多种海水养殖鱼类, 对水产养殖危害较大。 

2016 年通过对海南后水湾深水网箱养殖卵形

鲳鲹(Trachinotus ovatus)“烂身病”研究发现, 哈维

氏弧菌也是引发该病的主要病原, 每年因该病暴

发对海南省养殖业造成上亿元的损失[11]。然而在

养殖生产过程中如何快速诊断该病原菌还存在一

定的困难, 虽然有时可通过外观症状进行初步判

断, 但在海水养殖鱼类疾病中, 包括溶藻弧菌(V. 

alginolyticus)和创伤弧菌 (V. vulnificus)等病原均

可引起养殖动物体表溃烂等“烂身”症状, 因此仅

凭外观症状无法准确确定病原种类。另外, 为了

有效控制疾病的传播与危害, 往往需要在疾病发

生早期典型症状尚未出现时就要快速准确诊断出

病原, 以便尽早采取针对性的防控措施。因此, 迫

切需要建立简单、快速、准确的病原检测技术。 

目前, 对养殖鱼类细菌病原的检测方法很多, 

但是各有优缺点。其中, 传统的病原分离和生理

生化鉴定方法虽然操作简单, 但是耗时较长, 而

且检测结果准确度不高, 对一些近似菌种也难以

区分; 免疫诊断技术需要制作抗体 , 成本高, 灵

敏度低; 而 16S rRNA 基因的序列分析只能鉴定

到科属水平[12-13]。就哈维氏弧菌检测而言, 虽然

多位点序列分析以及基因组测序法能有效区分哈
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维氏弧菌与其他近缘弧菌, 但操作步骤烦琐, 且

测序分析费昂贵, 对仪器设备要求也较高, 只能

适用于科研和专门检测机构, 在生产一线难以推

广应用[14-15]。近年来, 针对哈维氏弧菌特异性基

因的鉴定和筛选成为研究热点, 并建立了多种快

速检测方法, 包括多重 PCR 法、LAMP 法等[16-19], 

不过, 前者需要 PCR 仪和凝胶电泳仪等较昂贵的

检测仪器; 后者采用浊度计检测或显色法对扩增

结果进行检测, 存在灵敏度低和假阳性率高等问

题。因此, 进一步研究开发简单、快速、准确的

哈维氏弧菌检测技术已十分必要。 

本研究将根据 LAMP 技术原理, 以哈维氏弧

菌菌株 QT520 的基因序列设计特异性引物和加入

特异荧光染料, 在已有相关研究方法基础上进行

改良[16, 18], 旨在为生产一线提供一种简单、快速、

准确的哈维氏弧菌检测方法—哈维氏弧菌实时荧

光环介导等温扩增(Real-time loop-mediated iso-

thermal amplification, RT-LAMP)技术。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

大菱鲆弧菌(V. scophtalmi)、副溶血性弧菌(V. 

parahaemolyticus ATCC 33847)、哈维氏弧菌(V. 

harveyi CCTCC AB2010414)、溶藻弧菌(V. algi-

nolyticus)、霍乱弧菌(V. cholerae CCTCC AB2010414)、

拟态弧菌(V. mimicus ATCC 33653)、创伤弧菌(V. 

vulnificus ATCC 27562)和坎氏弧菌(V. campbellii 

ATCC 33863)均来自中国科学院南海海洋研究所; 

沙门 氏菌 (Salmonella sp.) 、 金黄 色 葡萄 球菌

(Staphylococcus aureus)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)、单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)、

副溶血性弧菌(V. Parahemolyticus)和创伤弧菌(V. 

vulnificus)购自广州迪澳生物科技有限公司; 哈维

氏弧菌 LG353 和哈维氏弧菌 QT520 由海南大学

和海南省海洋与渔业科学院分离自患病卵形鲳鲹

并–80℃保存(表 1)。所有以上菌株都进行了 16S 

rRNA 鉴定[20]。 

 
表 1  实验菌株信息 

Tab. 1  Experimental strain information 

细菌种类 
species 

菌株名称 
name 

菌种保 

藏号 ID 
来源 

source 

大菱鲆弧菌 Vibrio scophthalmi E352 — 中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

副溶血性弧菌 
Vibrio parahaemolyticus 

E379 ATCC 33847 中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

哈维氏弧菌 Vibrio harveyi E385 CCTCC 
AB2010414

中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

溶藻弧菌 Vibrio alginolyticus E001 — 中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

霍乱弧菌 Vibrio cholerae HN375 CCTCC 
AB2010414

中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

拟态弧菌 Vibrio mimicus 1.1969 ATCC 33653 中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

创伤弧菌 Vibrio vulnificus 1.1758 ATCC 27562 中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

坎氏弧菌 Vibrio campbellii 1.1596 ATCC 33863 中科院南海所 South China Sea Institute of Oceanology Chinese Academy of Sciences

沙门氏菌 Salmonella sp. D011 — 广州迪澳公司 Guang Zhou Deaou Biotechnology Co., Ltd 

金黄色葡萄球菌 
Staphylococcus aureus 

D009 — 广州迪澳公司 Guang Zhou Deaou Biotechnology Co., Ltd 

铜绿假单胞菌 
Pseudomonas aeruginosa 

D013 — 广州迪澳公司 Guang Zhou Deaou Biotechnology Co., Ltd 

单增李斯特菌 
Listeria monocytogenes 

D017 — 广州迪澳公司 Guang Zhou Deaou Biotechnology Co., Ltd 

副溶血性弧菌 
Vibrio Parahemolyticus 

VPL4-90 — 广州迪澳公司 Guang Zhou Deaou Biotechnology Co., Ltd 

创伤弧菌 Vibrio vulnificus D005 — 广州迪澳公司 Guang Zhou Deaou Biotechnology Co., Ltd 

哈维氏弧菌 Vibrio harveyi QT520 — 海南省海洋与渔业科学院 Hainan Academy of Ocean and Fisheries Sciences

哈维氏弧菌 Vibrio harveyi LG353 — 海南省海洋与渔业科学院 Hainan Academy of Ocean and Fisheries Sciences
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1.2  实验试剂 

Bst DNA 聚合酶大片段(New England Bio-

labs公司); 甜菜碱(Betaine)、(NH4)2SO4、Tris-HCl、

KCl、MgSO4 和 Tween-20 (Sigma 公司); Taq DNA 

聚合酶和 dNTPs(宝生物工程 (大连 )有限公司 ); 

SYTO-9 荧光染料(Life Technologies 公司); 正向

外引物 F3、正向内引物 FIP、反向内引物 BIP 和

反向外引物 B3(生工生物工程(上海)有限公司); 

细菌基因组 DNA 快速提取试剂盒(广州迪澳生物

科技有限公司); 普通 PCR 试剂盒(Takara); Su-

perReal 荧光定量预混试剂盒(天根)。 

1.3  实验仪器与设备 

–80 ℃冻 存 柜 , DAYA-024 (Thermo Fisher 

Scientific, 美 国 ); 高 速 台 式 离 心 机 , 

PICO17(Thermo Fisher Scientific, 美国); 漩涡混

合器, MS2 (IKA, 德国); 微量移液(Eppendorf, 德

国); 分析天平, AL104(梅特勒-托利多仪器有限公

司, 瑞士); 超净工作台, SW-CJ-1FD(苏州安泰空

气技术有限公司, 江苏); 实时荧光 PCR 仪(ABI, 

美国); 微量紫外分光光度计(Thermo Fisher Sci-

entific, 美国)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  细菌培养和基因组 DNA 的制备  选用的弧

菌划线接种于 TCBS 固体培养基, 30℃培养 12~16 h

后, 挑取单菌落于 2216E 培养基中震荡培养至所需

浓度; 沙门氏菌、铜绿假单胞菌、单增李斯特、金

黄色葡萄球菌划线接种于 BHI 固体培养基, 30℃或

者 37℃培养后, 挑取单菌落于BHI液体培养基中震

荡培养至所需浓度。细菌基因组的提取选用细菌基

因组 DNA 快速提取试剂盒, 操作步骤参考说明书。 

1.4.2  引物的设计  以哈维氏弧菌 QT520 ToxR 

(跨膜转录激活蛋白 )基因一段特异 DNA 序列

(GenBank: CP018680.2 Range 1: 3543839 to 3544714) 
作为哈维氏弧菌的特异靶标序列 [21], 使用软件

LAMP DESIGNER (http://www.optigene.co.uk/wp- 
content/uploads/2012/11/LAMP-Designer-flyer.pdf)
设计 TOX-1、TOX-2、TOX-3 和 TOX-4 共 4 套特

异性引物(表 2)。每套引物主要包括两个外引物和

两个内引物, 特异结合靶序列上的 6 个特异区域。

内引物 FIP 包含 F1c(与 Fl 区域互补)和 F2 序列, 

内引物 BIP 包含 B1c (与 B1 区域互补)和 B2 序列, 

外引物为 F3 和 B3 序列(图 1)[22-23]。 

表 2  引物序列 
Tab. 2  Primer sequence 

组名 group 引物名称 name 引物序列(5ʹ–3ʹ) primer sequence (5ʹ3ʹ) 

F3-1 GAAGTCGCCTGAATTTGTAAA 

B3-1 GCCAACAGGAAGTAGCAG 

FIP-1 GCTCTAAGTCAACGACTGGAGCTTCTGAAGCAGCACTCAC 

TOX-1 

BIP-1 GAGCCCACTGCTGAGACAAATTAATGGTTGAGCTGTCGG 

TOX-2 F3-2 CGCGGTTACCAACTGATT 

 B3-2 GTTGGTTAGCATTAACACGC 

 FIP-2 GTCTCAGCAGTGGGCTCTGCCGATGTTGATGCTCAAGA 

 BIP-2 AAGCAGAAACAGCCGTCGAATTGTGCAGGTGCAGATTT 

F3-3 CTACGAAGTCGCCTGAATT 

B3-3 GCCAACAGGAAGTAGCAG 

FIP-3 GCTCTAAGTCAACGACTGGAGCCACTATCTTCTGAAGCAGCA 

TOX-3 

BIP-3 GAGCCCACTGCTGAGACAAATTAATGGTTGAGCTGTCGG 

F3-4 CCGATGTTGATGCTCAAGA 

B3-4 CACTGGCACGTTGTGATAT 

FIP-4 TGGTTGAGCTGTCGGTGCGACTTAGAGCAATTCGCAGA 

TOX-4 

BIP-4 GCACCTGCACAAAAGAACACAAGCCAACAGGAAGTAGCAG 

  



1328 中国水产科学 第 25 卷 

 

 
 

图 1  引物组成及对应区域 

Fig. 1  Primer composition and corresponding regions 
 

1.4.3  RT-LAMP反应体系的建立  根据文献[16, 18]

略做修改, 确定 25 µL 的反应体系, 其成分包括: 

内引物 FIP 和 BIP 各 1.6 µmol/L, 外引物 F3 和 B3

各 0.2 µmol/L, 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.8),    

10 mmol/L KCl, 8 mmol/L MgSO4, 10 mmol/L 
(NH4)2SO4, 0.1% Tween-20, 1 mol/L 甜 菜 碱 ,     

6 mmol/L MgSO4, 1.6 mmol/L dNTP, 8 U Bst 大片

段 DNA 聚合酶, 0.2 µmol/L SYTO-9。 

1.4.4  筛选引物实验   以哈维氏弧菌标准菌株

E385 的 DNA 为模板 , 用设计的 4 套引物在

API7500 仪器上进行实时荧光扩增反应, 反应条

件为 63℃, 60 min 和 70 min, 以便筛选出无引物

自身扩增、出峰时间早、扩增曲线标准的最佳引物。 

1.4.5  特异性实验  以各菌株的 DNA 作为特异

性反应模板, 用引物 TOX-4 进行 RT-LAMP 反应, 

63℃运行 60 min, 验证反应的特异性, 利用实时

荧光仪 ABI 7500 观察反应结果。 

1.4.6  灵敏度实验  将提取的 DNA 用 Tris-HCL 

(pH 8.0)进行 10 倍梯度的稀释, 分别为 10 ng/µL、

1 ng/L、100 pg/µL、10 pg/µL、1 pg/µL、100 fg/µL、

10 fg/µL 和 1 fg/µL, 作为 DNA 灵敏度检测实验的

模板。同时, 将过夜培养的哈维氏弧菌 QT520 菌

液(浓度为 0.8×109 cfu/mL)用无菌生理盐水进行

10 倍梯度稀释, 分别为 10 cfu/mL、102 cfu/mL、

103 cfu/mL、104 cfu/mL 和 105 cfu/mL, 作为菌液

灵敏度检测实验的模板。 

哈维氏弧菌 DNA 灵敏度 

以各梯度的 DNA 作为模板, TOX-4 为引物, 

按照优化的反应体系进行 RT-LAMP 反应, 每个

梯度 2 次重复。反应程序: 63℃ 20 s; 63℃ 30 s, 

63℃ 30 s, 60 个循环。 

以各梯度的 DNA 作为模板, 选用 F3-4/B3-4

为引物, 进行普通 PCR 反应, 每个梯度 2 次重复。

反应体系为 10×PCR 缓冲液 2.5 µL; Taq 聚合酶 

(5 U/µL) 0.25 µL; dNTP(各 2.5 mmol/L) 2µL; 引

物F3-4(10 µmol/L)和引物B3-4(10 µmol/L)各 2.5 µL; 

超纯水 13.25 µL; DNA 模板 2 µL。反应程序:    

94℃预变性 5min ; 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 

72℃延伸 1 min, 30 个循环 ; 最后 , 72℃延伸     

1 min。反应产物利用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测

(100 V, 40 min)。 

同时, 以各梯度的 DNA 作为模板, 以引物

ToxR F1: CCACTGCTGAGACAAAAGCA, ToxR 
R1: GTGATTCTGCAGGGTTGGTT, ToxR P1: CA-

GCCGTCGAACAAGCACCG[24], 进行 Real-time 

PCR 反应, 每个梯度 2 次重复。反应体系为 2× 

SuperRealPreMix(Probe) 12.5 µL; 引物 ToxR F1 

(10 µmol/L) 0.8 µL; 引物 ToxR R1 (10 µmol/L) 

0.8 µL; ToxR P1 0.4 µL; 超纯水 8.5 µL 以及 DNA

模板 2 µL。反应程序: 95℃预变性 10 min, 95℃变

性 15 s, 60℃退火 1 min, 40 个循环。 

哈维氏弧菌菌液灵敏度 

以各梯度的菌液的 DNA 为模板, TOX-4 为引

物, 进行 RT-LAMP 反应, 每个梯度 2 次重复。 

同时, 以各梯度菌液的 DNA 作为模板, 选用

F3-4/B3-4 为引物, 进行普通 PCR 反应, 每个梯度

2 次重复。 

以各梯度菌液的 DNA 为模板, 以 ToxR F1、

ToxR R1 和 ToxR P1 为引物, 进行 RT-PCR 反应, 

每个梯度 2 次重复。 

1.5  实际样品检测 

将 22 个取自卵形鲳鲹鱼类组织及 24 个分离

出的菌株 (具体信息见表 3)进行哈维氏弧菌

RT-LAMP 检测。使用 DNA 提取试剂盒提取实际

样品的基因组 DNA, 以提取的 DNA 为模板, 用

引物 TOX-4 进行 RT-LAMP 反应。 

2  结果与分析 

2.1  筛选引物实验 

4 套引物均能扩增出相应产物, 但是产物出

现的时间和曲线规则程度有差异。由图 2 可知, 在
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荧光仪 ABI7500 上 63℃反应 60 min 后, 4 套引物

都没有出现引物自结合的非特异性扩增, 且引物

组 TOX-4 出峰时间最早、扩增效率最高; 由图 3

可知, 在 Deaou-308C 上 63℃运行反应 70 min 后, 

4 套引物也都没有出现引物自结合的非特异扩增, 

且引物组 TOX-4 不仅出峰时间最早、扩增效率最

高, 且扩增曲线最规则。因此, 引物组 TOX-4 为

设计的四套引物中的最佳引物, 后续分析均选用

该引物组。 
 

 
 

图 2  以哈维氏弧菌 E385 DNA 为模板利用不同引物

RT-LAMP 法扩增结果(ABI 7500) 

Fig. 2  The results of RT-LAMP using different primers and 
DNA from Vibrio harveyi E385 as the template in ABI 7500 

 

2.2  特异性实验 

哈维氏弧菌菌株 E385、LG353 和 QT520 菌

均出现比较规则的扩增曲线, 而坎氏弧菌 1.1596

菌株以及其他弧菌或细菌均没有扩增反应。由此

可见, 以引物组 TOX-4 为引物对哈维氏弧菌的扩

增特异性良好, 且能够区分哈维氏弧菌与坎氏弧

菌等其他弧菌。 

2.3  灵敏度实验 

2.3.1  哈维氏弧菌DNA灵敏度检测  以10 ng/µL、

1 ng/µL、100 pg/µL、10 pg/µL、1 pg/µL 和 100 fg/µL

的 DNA 为模板的扩增反应均有出现标准 S 形曲线, 

而以 10 fg/µL 和 1 fg/µL 的 DNA 为模板的扩增反

应均没有扩增反应(图 4A); 普通 PCR 反应检出限

为 100 pg/µL (图 4B); RT-PCR 方法对哈维氏弧菌

的 DNA 检测的灵敏度为 100 fg/µL, 当浓度为 10 

fg/µL 时检测结果为弱阳性(图 4C)。由此可见, 以

Tox-4 为引物的 RT-LAMP 法对哈维氏弧菌 DNA

的检测灵敏度与 RT-PCR 法相当, 要比普通 PCR

高 1000 倍。 

 

 
 

图 3  以 16 株弧菌 DNA 为模板检测哈维氏弧菌

RT-LAMP 法的特异性检测 

Fig. 3  The specificity of RT-LAMP was tested using DNA 
templates extracted from 16 strains of Vibrio sp. 

 

2.3.2  哈维氏弧菌菌液灵敏度  RT-LAMP 法对

菌液 DNA 检测的灵敏度可达 103 cfu/mL, 当浓度

为 102 cfu/mL 时, 2 个重复有一个检出(图 5A); 普

通 PCR 反应检测的灵敏度为 104 cfu/mL(图 5B); 

RT-PCR 反应检测的灵敏度为 103 cfu/mL(图 5C)。

由此可见, 对于哈维氏弧菌菌液, RT-LAMP 法的

检出限为 103 cfu/mL, 其灵敏度与 RT-PCR 法相当, 

要比普通 PCR 高 10 倍。 

2.4  样品检测 

对 2016 年 8—10 月采集到的 22 份卵形鲳鲹

组织样品及 24 份菌株样品进行哈维氏弧菌

RT-LAMP 检测, 结果如表 3 所示, 共检测到 25

份阳性样品, 其中阳性组织样品 17 份, 阳性菌液

8 份, 与 16S rDNA 测序鉴定结果一致[11] (华大基

因公司, 深圳)。 

3  讨论 

哈维氏弧菌是引起深水网箱养殖卵形鲳鲹 
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图 4  以 10 倍梯度稀释的哈维氏弧菌 QT520 DNA 为模板 RT-LAMP(A)、普通 PCR 法(B)以及 RT-PCR 法(C)的检测灵敏度 

M: DL2000 Marker; 1: 10 ng/µL; 2: 1 ng/µL; 3: 100 pg/µL; 4: 10 pg/µL; 5: 1 pg/µL; 6: 100 fg/µL; 7:10 fg/µL; 8: 1 fg/µL 
Fig. 4  Sensitivity test for RT-LAMP(A), general PCR(B) and RT-PCR(C) using the  

10-fold series dilutions of DNA templates from Vibrio harveyi QT520 
M: DL2000 Marker;1: 10 ng/µL; 2: 1 ng/µL; 3: 100 pg/µL; 4: 10 pg/µL; 5: 1 pg/µL; 6: 100 fg/µL; 7:10 fg/µL; 8: 1 fg/µL 

 

 
 

图 5  以 10 倍梯度稀释的哈维氏弧菌菌液 DNA 为模板 RT-LAMP(A)、普通 PCR 法(B)以及 RT-PCR 法(C)灵敏度检测 

M: DL2000 Marker, 1: 105 cfu/mL, 2: 104 cfu/mL, 3: 103 cfu/mL, 4: 102 cfu/mL, 5: 10 cfu/mL, 6: 阴性对照. 

Fig. 5  Sensitivity test for RT-LAMP(A), general PCR(B) and RT-PCR(C) using the 10-fold  
series dilutions of DNA templates from Vibrio harveyi QT520. 

M: DL2000 Marker, 1: 105 cfu/Ml, 2: 104 cfu/mL, 3: 103 CFU/mL, 4: 102 cfu/mL, 5: 101 cfu/mL, 6: negative control 
 

“烂身病”的主要病原菌, 为了能够在发病早期及

时检测出该病原菌, 以减少疾病暴发造成的损失, 

急需建立一种快速的、准确的检测方法。 

LAMP 技术是一种新的恒温扩增方法 , 自

2000 年首次报道以来, 已经在核酸研究、疾病诊

断、性别鉴定、转基因及病原检测等领域广泛应

用[25]。近年在水产养殖领域应用发展较快, 2004

年 LAMP 技术首次被应用于牙鲆病原菌爱德华氏

菌的检测[26], 此后鱼诺卡氏菌(Nocard iaseriolae)、

柱状黄杆菌(Flavobacterium columnare)、嗜水气单

胞菌(Aeromonas hydrophila)、溶藻弧菌等病原菌的

LAMP 法检测相继报道[27-30]。 

Imai 等 [31]认为环介导等温扩增技术具有比

PCR 更加高的灵敏度; Cao 等[16]提出检测哈维氏

弧菌的 LAMP 法, 根据 ToxR 基因设计了 4 条引

物, 以 SYBR GreenⅠ为荧光染料, 通过显色法对

样品哈维氏弧菌进行检测 , 灵敏度为 17.2 cfu/ 

reaction, 比普通 PCR 高 10 倍, 其缺点在于荧光

染料 SYBR GreenⅠ 会一定程度抑制 LAMP 反应

的进行, 不能提前直接加入反应体系, 需要等反

映后开盖加入荧光染料, 容易造成扩增产物污染, 

出现假阳性。LAMP 法和试纸条法结合起来, 以 
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表 3  RT-LAMP 检测与 16S rDNA 测序对不同样品中哈维氏弧菌的检测结果比较 
Tab. 3  Comparison of the test results of Vibrio harveyi in different samples using the RT-LAMP and 16S rDNA sequencing methods 

样品编号
sample 

 number 

采集地 place 
collect 

采集日期 
collect  

date 

样品类型 
sample  

type 

来源 
sources 

TCBs 上菌 

落颜色 
colony color in 

TCBs 

16S rDNA 检

测结果 16S 
rDNA test 

results 

RT-LAMP
检测结果
RT-LAMP

test results

DLG08M1 临高 Lingao 2016.8.3 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

DLG08M2 临高 Lingao 2016.8.3 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄绿色 
yellow green 

+ + 

HLG08M 临高 Lingao 2016.8.3 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 无 – – 

DHW08M 昌江 Changjiang 2016.8.3 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

DLG08GZ 临高 Lingao 2016.8.3 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

HHW08GZ 昌江 Changjiang 2016.8.3 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

QT08GZ 澄迈 Chenmai 2016.8.3 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow – – 

QT08M 澄迈 Chemai 2016.8.3 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow – – 

LG09M 临高 Lingao 2016.9.19 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

DLG09GZ 临高 Lingao  2016.9.19 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 绿色 green – – 

DLG09GZ 临高 Lingao  2016.9.19 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

DLG09BZ 临高 Lingao  2016.9.19 surface ulcers 体表溃疡 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 绿色 green + + 

HHWGZ09 昌江 Changjiang 2016.9.18 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄绿色 
yellow green 

+ + 

HHWM09 昌江 Changjiang 2016.9.18 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄绿色 
yellow green 

+ + 

DQT09BZ 澄迈 Chemai  2016.9.20 体表溃疡 surface ulcers 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

DQT09M 澄迈 Chemai  2016.9.20 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

DQT09GZ 澄迈 Chemai  2016.9.20 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 绿色 green – – 

HQT09GZ 澄迈 Chemai  2016.9.20 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

HLGGZ10 临高 Lingao  2016.10.17 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

dLGD10 临高 Lingao  2016.10.17 肠 gut 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

dLGM10 临高 Lingao  2016.10.17 肌肉 muscle 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

dLGGZ10 临高 Lingao  2016.10.17 肝 liver 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

HW08-5 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW08-6 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – + 

HW08-8 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW08-11 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow + + 

HW08-12 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW08-24 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 绿色 green – – 

HW08-25 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 绿色 green – – 

HW08-28 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

HW08-41 昌江 Changjiang 2016.8.2 菌液 bacteria solution 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 

HW091-1 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW091-4 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW091-6 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW092-5 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 绿色 green – – 

HW093-1 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 绿色 green – – 

HW093-5 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 绿色 green – – 

HW094-3 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW094-4 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

HW094-6 昌江 Changjiang 2016.9.18 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

QT092 澄迈 Chenmai 2016.9.20 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄绿色 
yellow green 

+ + 

QT094 澄迈 Chenmai 2016.9.20 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow + + 

QT097 澄迈 Chenmai 2016.9.20 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow – – 

QT0917 澄迈 Chenmai 2016.9.20 菌液 bacteria solution 海水 seawater 黄色 yellow + + 

QT0923 澄迈 Chenmai 2016.9.20 菌液 bacteria solution 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 绿色 green – – 

QT0924 澄迈 Chenmai 2016.9.20 菌液 bacteria solution 卵形鲳鲹 Trachinotus ovatus 黄色 yellow + + 
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溶血素基因序列设计引物, 可以将该方法的灵敏

度提高到 2 cfu/reaction 和 0.6 cfu/reaction[32-33]。 

本研究建立的 RT-LAMP 法, 主要以分离到

的病原菌 QT520 的 ToxR 基因序列设计引物, 灵

敏度为 103 cfu/mL 或者 20 cfu/reaction, 与 Cao 等[16]

提出哈维氏弧菌的 LAMP 法相当。不过, 本研究

建立的 RT-LAMP 法以 SYTO-9 为荧光染料, 可以

不开盖实时监测到扩增结果, 消除了 LAMP 产物

污染源 , 克服了上述提到的假阳性问题。以

SYTO-9 为荧光染料的 RT-LAMP 法应用于对创伤

弧菌的检测, 也取得良好的效果[34]。 

在检测耗时方面, Cao 等[16]、Thongkao 等[32]

和程蝶等[33]利用 LAMP 进行检测的时间分别为

50 min, 60 min 和 90 min, 而本研究建立的 RT-LAMP

法, 可实时监测到检测结果, 仅需 40 min, 就可

以知道全部检测结果。 

监测仪器选择方面, 因为 LAMP 法是基于恒

温扩增, 不仅 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪器适用, 

其他的恒温荧光检测仪 , 如 Deaou-308C、ESE 

Quant Tube Scanner 仪器同样适用于本检测方法, 

不仅价格低廉, 而且携带方便, 非常适合在基层

防疫部门和养殖生产基地推广应用。 

总之 , 本方法具有高特异性 , 高灵敏度 , 耗

时短且操作简单, 能实时观测结果等优点, 非常

适合在生产现场进行哈维氏弧菌的检测, 为其引

起的相关疾病的监控与预防奠定了良好基础。 

4  小结 

选择菌株 QT520 的一段特异性 ToxR 序列

(GenBank: CP018680.2 Range 1: 3543839 to 

3544714)进行 RT-LAMP引物设计; 经引物筛选后, 

确定引物组 TOX-4 为本研究最适用的引物。 

RT-LAMP 法检测哈维氏弧菌的基因组 DNA

及菌液灵敏度分别为 100 fg/µL 和 103 cfu/mL 或者

20 cfu/reaction, 其灵敏度与 RT-PCR 法相当, 比

普通 PCR的检测灵敏度要分别高 1000倍和 10倍。

此外, RT-LAMP 法检测哈维氏弧菌消除了 LAMP

产物污染源 , 且检测时间只需要 40 min, 少于

LAMP 法的 50~90 min, 具有耗时短、特异性和灵

敏度高、仪器简单、安全高效等优点, 非常适合

在生产现场进行哈维氏弧菌的检测。 
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Development and application of real-time fluorescence loop mediated 
isothermal amplification for detection of Vibrio harveyi 

TU Zhigang1, 2, YANG Haipeng3, CUI Jing1, YAN Genjie1, LI Danping1, ZHOU Yongcan2, QIU Mingyi1 

1. Hainan Academy of Ocean and Fisheries Sciences, Haikou 571126, China;  
2. The Ocean College, Hainan University, Haikou 570228, China;  
3. Guangzhou Deaou Bio-Tech Co., Guangzhou 510663, China 

Abstract: Vibrio harveyi is considered a major pathogen of the golden pompano (Trachinotus ovatus) causing rot 
body disease in the deep-sea cage aquaculture area in Houshui Bay, 2016. Building a more rapid, accurate, and 
convenient technical detection analysis rather than the conventional methods, for example, physiological and bio-
chemical identification, 16S rRNA gene sequence analysis, and immunodiagnostic technique, which are la-
bor-intensive and time-consuming, is of great importance to disease prevention and control. According to the 
principle of the LAMP method, real-time loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) techniques were 
developed for detection of fish pathogenic V. harveyi through designing specific primers based on ToxR genes of V. 
harveyi QT520 after adding fluorescent dye SYTO-9 to the reaction system. The results showed that this method 
could effectively distinguish the V. harveyi and V. campbellii, and the detection limit of this method for V. harveyi 
with both of pure cultures and DNA concentrations were found to be 103 CFU/reaction and 100 fg/uL, being 
equivalent to real-time PCR (RT-PCR), which was 1000 and 10 times that of general PCR, respectively. Further-
more, the detection process through this method only took 40 min and the results could be displayed on the LCD 
panel. Thus, it has high specificity, high sensitivity, and the interpretation of results is simple and objective. Fur-
thermore, it has simple operation characteristics, being suitable for application and promotion in basic levels of 
fishery technology promotion departments and fishery professional cooperatives. 
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