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基于vhhP2基因的SYBR Green I实时定量PCR检测哈维氏弧菌方法的建立
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摘要: 根据哈维氏弧菌(Vibro harveyi)溶血素基因vhhP2的保守序列设计特异性引物, 建立了SYBR Green I实时定量PCR检测哈维氏弧菌的方法。构建含vhhP2基因的重组质粒作为标准品, 进行SYBR Green I实时定量PCR, 在Tm为60℃时, 扩增产物的熔解曲线仅有一个特异峰, 扩增所得标准曲线为y= –3.331x+37.48, 相关系数为0.998, 扩增效率为1, 最低可检测到7个拷贝。实验结果表明该检测技术具有较高的特异性、敏感性和重复性, 对哈维氏弧菌病的快速诊断和流行病学调查有重要意义。
关键词: vhhP2基因; 哈维氏弧菌; 实时定量PCR; SYBR Green I
中图分类号: S942      文献标志码: A           文章编号: 1005(8737((2014)03(0611(10
哈维氏弧菌(Vibrio harveyi), 又称哈氏弧菌, 是弧菌属的一种革兰氏阴性菌, 杆状或短杆状, 可运动, 该菌广泛存在于海洋及盐湖环境, 在温暖环境暴发率高, 在低温寡营养环境易进入非可培养状态。哈维氏弧菌是一种常见的条件致病菌, 它具有广泛的寄主, 可以感染多种鱼类、虾类、贝类、海参等, 曾引起在世界范围的海水养殖虾类疾病[1−2], 也曾引起鲈[3]、大黄鱼[4]、石斑鱼[5]、鲆鲽鱼类[6−7]等海水养殖鱼类的流行性疾病暴发, 给海水养殖业造成了巨大的经济损失。因此, 为了满足水产养殖生产对该菌快速诊断的要求, 选择合适的分子靶标, 开发灵敏度高、特异性强的哈维氏弧菌快速检测方法具有重要的现实意义。传统的哈维氏弧菌检测方法需经富集培养、形态特征观察、革兰氏染色、生理生化反应、血清学鉴定等一系列过程, 耗时长且效率不高。随着分子生物学技术和免疫学技术的发展, 一些研究者基于哈维氏弧菌的16S rDNA序列[8−9]、toxR基因序列[10−11]和vhh溶血素[12]基因序列, 研发了快速检测哈维氏弧菌的多种PCR方法。国外学者也陆续建立了间接ELISA[13]和Western印记[14]的哈维氏弧菌免疫检测技术, 可以特异性地检测出哈维氏弧菌。细菌具有密度感应(quorum sensing)机制, 即病原菌的致病性与种群密度有关, 在大多数情况下, 密度感应都与独立因子的表达相关[15], 目前已发现3个平行的密度感应系统[16]。因此, 在水产疾病诊断过程中, 除了定性判别技术以外, 建立哈维氏弧菌的定量检测方法对该菌所引发疾病的防控具有重要的现实意义。孙鲲[17]在哈维氏弧菌中新发现了vhhP2基因, 且证明该基因只存在于哈维氏弧菌中, 具有高特异性, 利用该基因能在环境、组织中快速检测出哈维氏弧菌。本研究在上述研究基础上, 以vhhP2基因为靶基因, 建立了SYBR Green I 实时定量PCR检测哈维氏弧菌的方法, 为建立特异性强、灵敏度高的定量检测方法提供技术支撑。
1  材料与方法
1.1  菌株及其来源
实验用菌种包括哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)、

鳗弧菌(Vibrio anguillarum)、灿烂弧菌(Vibrio splendidus)、迟缓爱德华菌(Edwardsiella tarda)、副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、溶藻弧菌(Vib​rio alginolyticus)、大菱鲆弧菌(Vibrio scopht​almi)、费氏弧菌(Vibrio fischeri)、大肠杆菌(​Esc​h​erichia coli)等9种共12株。各菌株的编号和来源见表1, 其中VHBZ 0001、VABZ 0002、VABZ​0007、VSBZ 0003、VPBZ 0004、VABZ 0005、VABZ 0006为购自中国科学院微生物研究所的标准菌株, 其余菌株为本实验室分离保存的水产疾病病原株。
表1  实验用菌株及其来源
Tab.1  Bacterial strains used in this study with its resource

	序号no.
	菌株bacteria strain
	拉丁名scientific name
	编号sacteria number
	来源source

	1
	哈维氏弧菌
	Vibrio harveyi
	VHBZ 0001
	中国科学院微生物研究所

	2
	哈维氏弧菌
	Vibrio harveyi
	Sm02082901A
	本实验室分离

	3
	哈维氏弧菌
	Vibrio harveyi
	Lj10090101A
	本实验室分离

	4
	鳗弧菌
	Vibrio anguillarum
	VABZ 0002
	中国科学院微生物研究所

	5
	鳗弧菌
	Vibrio anguillarum
	VABZ0007
	中国科学院微生物研究所

	6
	灿烂弧菌
	Vibrio splendidus
	VSBZ 0003
	中国科学院微生物研究所

	7
	迟缓爱德华菌
	Edwardsiellatarda
	Sm05091301A
	本实验室分离

	8
	副溶血弧菌
	Vibrio parahaemolyticus
	VPBZ 0004
	中国科学院微生物研究所

	9
	溶藻弧菌
	Vibrio alginolyticus
	VABZ 0005
	中国科学院微生物研究所

	10
	大菱鲆弧菌
	Vibrio scophtalmi
	Sm02112702A
	本实验室分离

	11
	费氏弧菌
	Vibrio fischeri
	VFBZ0006
	中国科学院微生物研究所

	12
	大肠杆菌
	Escherichia coli
	Trans1-T1
	北京全式金生物技术有限公司


 

1.2  引物设计
在GenBank数据库中下载vhhP2基因(FJ025787.1), 然后经Blast比对, 发现此序列只与编号为ATCC BAA-1116的哈维氏弧菌基因组有较高匹配。用Clustal W在线软件(http://w​ww.​ebi. ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)进行同源性分析, 然后根据比对结果在两个序列的保守区设计引物, 利用Primer premier 5.0软件设计特异性引物Vh-F和Vh-R, 并由上海生工生物技术有限公司合成。
1.3  引物特异性检测
将表1中的菌株活化, 利用北京TIANGEN细菌基因组DNA提取试剂盒提取菌体的基因组DNA, 分光光度计测定基因组DNA的浓度并定量至约100 ng/µL。以Vh-F和Vh-R为引物, 分别以哈维氏弧菌(VHBZ 0001)、鳗弧菌(VABZ 0002)、鳗弧菌(VABZ0007)、灿烂弧菌(VSBZ 0003)、迟缓爱德华(Sm05091301A)、副溶血弧菌(VPBZ 0004)、溶藻胶弧菌(VABZ 0005)、大菱鲆弧菌(Sm02112702A)、费氏弧菌(VFBZ 0006)、大肠杆菌(Trans1-T1)的基因组DNA为模板进行常规PCR扩增, 验证本研究哈维氏弧菌引物的特异性。PCR反应体系为: 超纯水18.5 µL, 10×PCR buffer 2.5 µL, dNTP Mixture (2.5 mmol/L)2 µL, 10 µmol/L的引物各0.5 µL, DNA模板(约100 ng/µL) 1 µL, TaKaRa rTaq(5 U/µL)0.2 µL; PCR反应条件为: 94℃预变性5 min, 接着94℃变性30 s, 60℃复性30 s, 72℃延伸40 s, 共30个循环, 最后72℃延伸10 min。电泳检测所设计引物在不同菌种之间的特异性。
此外, 利用Vh-F和Vh-R为引物, 以上述10个菌株的DNA为模板, 以超纯水为阴性对照, 进行荧光定量PCR扩增, 收集荧光信号, 检测所设计引物在不同菌种之间的特异性。
1.4  引物通用性检测
以不同来源的3株哈维氏弧菌(VHBZ 0001、Sm02082901A、Lj10090101A)基因组DNA为模板, 以所设计的Vh-F和Vh-R为引物进行常规PCR扩增, PCR体系和程序与引物特异性检测时相同, 电泳检测所设计引物在哈维氏弧菌不同株(系)之间的通用性。
1.5  标准品的构建
以Vh-F和Vh-R为引物, 以3株哈维氏弧菌DNA为模板扩增该菌vhhP2基因的部分序列。对扩增所得到的条带进行切胶回收、连接、转化等实验步骤构建pMD18-vhhP2重组质粒。重组质粒送出测序, 验证其序列匹配度和同源性。选取阳性克隆进行质粒提取, 用核酸蛋白分析仪测定质粒浓度, 利用下述公式计算出每µL质粒中的DNA的拷贝数, 将该质粒作为标准品。
质粒拷贝数(copies/µL)=
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其中M表示每个碱基的平均分子质量, X表示重组质粒大小。
1.6  SYBR Green I 荧光定量PCR检测
1.6.1  荧光定量PCR扩增条件优化  设立引物终浓度梯度为0.2~1.0 µmol/L, 以确定反应的最佳引物浓度; 设立温度梯度为59~62℃, 根据PCR扩增结果, 选取最佳退火温度。
1.6.2  标准曲线的构建及其重复性  以构建好的pMD18-vhhP2重组质粒作为哈维氏弧菌定量标准品, 用EASY Dilution对定量标准品进行10倍梯度稀释, 共稀释9个梯度, 每个梯度做3个重复, 利用优化好的PCR反应条件, 进行荧光定量反应, 建立质粒起始浓度与Ct值对应关系的标准曲线。分析标准曲线的相关系数和扩增效率, 判断标准曲线的优劣。
标准曲线的重复性检测分为组内重复性实验和组间重复性实验两部分。选取构建好的pMD18-vhhP2重组质粒稀释5个梯度, 组内重复属性试验设3个重复管, 主要考察在同一次试验中, 3个重复间的均一性, 用均值和方差来分析, 计算其组内变异系数; 组间重复性实验主要考察样品在不同批次的实验、不同的储存时间对标准品稳定性的影响。把标准品放于20℃, 分别在1 d、20 d、40 d时取出做标准曲线, 用excel对Ct值进行方差分析, 用F检验进行显著性检验。
1.7  荧光定量PCR与普通PCR的敏感性比较
取不同浓度梯度哈维氏弧菌的标准品1 µL作为普通PCR的模板, 用所设计的引物进行普通PCR扩增。扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳, 观察并判读实验结果, 确定普通PCR的检测灵敏度, 比较荧光定量PCR与普通PCR的敏感性。
2  结果与分析
2.1  引物设计结果
将GenBank中下载的vhhP2基因(登录号FJ025787.1)与编号为ATCC BAA-1116的哈维氏弧菌基因组的同源片段进行同源性分析(图1), 选取哈维氏弧菌保守性序列区域设计引物Vh-F和Vh-R, 具体引物序列为: 上游引物Vh-F: 5′−GTG GTGGCGAACTGGATGTAA−3′, 下游引物Vh-R: 5′− GAGTATTCGTTGCCGAGTAAAGC−3′, 扩增片段大小为151 bp。
2.2  引物特异性及通用性检测结果
以哈维氏弧菌Vh-F/Vh-R为引物, 对哈维氏弧菌(VHBZ 0001)、鳗弧菌(VABZ 0002)、鳗弧菌(VABZ0007)、灿烂弧菌(VSBZ 0003)、迟缓爱德华(Sm05091301A)、副溶血弧菌(VPBZ 0004)、溶藻胶弧菌(VABZ 0005)、大菱鲆弧菌(Sm0211​2702A)、费氏弧菌(VFBZ 0006)、大肠杆菌(Trans1-T1)模板DNA进行常规PCR扩增, 由电泳检测结果(图2)可知, 仅哈维氏弧菌扩增出大小约为150 bp的目的基因片段, 而其他9株非哈维氏弧菌均没有扩增产物, 为阴性结果, 说明该实验所设计的引物具有很强的种间特异性。

根据荧光定量PCR方法检测所设计引物在不
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图1  vhhP2基因比对结果及哈维氏弧菌vhhP2基因引物设计(横线标出)

Fig. 1  The blasting result of two vhhP2 gene sequences and the design of Vibrio harveyi’s vhhP2 gene primer(upper line)
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图2  哈维氏弧菌Vh-F/Vh-R引物的特异性检测结果
M. DL2000; 1. 哈维氏弧菌; 2. 鳗弧菌; 3. 鳗弧菌; 4. 灿烂弧菌; 5. 迟缓爱德华; 6. 副溶血弧菌; 7. 溶藻胶弧菌; 8. 大

菱鲆弧菌; 9. 费氏弧菌; 10. 大肠杆菌.

Fig. 2  Specific detection of Vibro harveyi Vh-F/Vh-R primers

M. DL2000; 1. Vibrio harveyi; 2. Vibrio anguillarum; 3. Vibrio anguillarum; 4. Vibrio splendidus; 5. Edwardsiella tarda; 6. Vi​brio parahaemolyticus; 7.Vibrio alginolyticus; 8.Vibrio scopht​almi; 
9.Vibrio fischeri; 10.Escherichia coli.
 

同细菌间扩增的结果表明, 除了在哈维氏弧菌中有扩增外, 其余菌株及阴性对照均未检测到荧光信号。再次证明本研究所设计哈维氏弧菌Vh-F/ Vh-R引物具有很强的特异性。
以哈维氏弧菌Vh-F/Vh-R为引物, 对分离自海参(Apostichopus japonicus)和大菱鲆(Scoph​tha​tmu smaximus)的哈维氏弧菌菌株以及购自中国科学院微生物研究所的哈维氏弧菌标准菌株模板DNA进行常规PCR扩增, 由电泳检测结果(图3)
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图3  本研究所设计哈维氏弧菌Vh-F/Vh-R引物的通用性检测结果
M. DL2000; 1. 分离自大菱鲆的哈维氏弧菌(Sm02082901A); 2. 分离自刺参的哈维氏弧菌(Lj10090101A); 3. 购自中国科

学院微生物研究所的哈维氏弧菌标准菌株.(VHBZ 0001)

Fig. 3  Universal detection of Vibro harveyi Vh-F/Vh-R primers

M. DL2000; 1. Vibrio harveyi separated from Scophthalmu​s maximus(Sm02082901A); 2. Vibrio harveyi separated from Ap​os​tic​hopus japonicus(Lj10090101A); 3. Standard Vibrio harveyi purchased from Institute of Microbiology of the Chinese academy of
Sciences(VSBZ 0001).

 
可知, 3株哈维氏弧菌均能扩增出大小约为150 bp的目的基因片段, 说明本实验所设计的引物具有很强的种内通用性。

2.3  标准品的构建
利用哈维氏弧菌的特异性引物Vh-F/Vh-R扩增3株哈维氏弧菌vhhP2基因部分片段, 测序结果与GenBank里的vhhP2基因(FJ025787.1)比对匹配度为100%, 说明测序菌液中含有所需质粒, 另一方面可以看出, 哈维氏弧菌的vhhP2基因相对保守, 变异度低, 从侧面反映了该引物在理论上通用性较好。将含有哈维氏弧菌标准菌株vhhP2阳性克隆的菌液活化后提取重组质粒pMD18-vhhP2, 经分光光度计测定其浓度为203.7 ng/µL, 载体碱基数为2 843 bp, 目的片段碱基数为151 bp, 然后利用公式换算出拷贝数为7×1010 copies/µL, 将该重组质粒稀释成7×109 copies/µL后作为定量标准品原液保存。
2.4  荧光定量扩增条件优化
经过实验优化确定进行实时定量PCR扩增体系中引物终浓度为0.25 µmol/L, 即20 µL的荧光定量PCR反应体系: SYBR Premix Ex TaqⅡ(2×)10 µL, Vh-F(10 µmol/L)0.5 µL, Vh-R(10 µmol/L) 0.5 µL, DNA模板1 µl, 补超纯水至20 µL。
对退火温度进行优化结果见图4, 由图可知60℃为最适退火温度, 此时扩增效率和引物特异性最佳, 荧光定量PCR反应条件为程序: 95℃ 30 s; 95℃ 10 s, 60℃ 20 s, 72℃ 20 s, 40个循环; 熔解曲线分析(Eff​e​n​dorf默认程序): 95℃ 15 s, 60℃ 15 s, 95℃ 15 s, 此过程不断收集荧光信号, 形成熔解曲线。
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图4  哈维氏弧菌vhhP2基因荧光定量扩增的退火温度优化
M. DL2000; 1.59℃; 2.60℃; 3.61℃; 4. 62℃.
Fig. 4  Optimization of annealing temperature for the real-time PCR of Vibrio harveyi’s vhhP2 gene

M. DL2000; 1.59℃; 2.60℃; 3.61℃; 4. 62℃.
2.5  标准曲线的构建及其重复性
利用优化好的哈维氏弧菌实时定量PCR反应体系对10个10倍梯度稀释的定量标准品进行检测, 建立质粒拷贝浓度的对数值与Ct值对应关系的定量标准曲线。由扩增曲线(图5)可以看出,  pMD18-vhhP2重组质粒在7~7×109 copies/µL范围内的定量PCR扩增曲线反映了PCR的指数增长阶段和平台阶段。由熔解曲线(图6)可知, 9个浓度梯度的扩增熔解曲线均只有1个熔解峰, Tm值为85~86℃, 表明反应过程中未出现非特异性扩增和引物二聚体。由标准曲线可以看出(图7), 除7×100未达到平台阶段, 所制作的标准曲线在7×101~7×109拷贝数之间的Ct相差比较均匀, 符合定量PCR的Ct值与其实拷贝数之间的线性关系。本实验所得到的质粒拷贝浓度的对数值(x)与Ct值(y)对应关系的标准曲线方程为y= –3.331x+37.48, 相关系数R2=0.998, 扩增效率为1.00。

2.6  荧光定量PCR的重复性分析
组内重复性分析选取7×108~7×104 copies/µL的5个浓度梯度, 每个梯度选取3个重复管进行组内荧光RT-PCR重复性分析, 计算其Ct均值、方差和变异系数, 结果见表2。由表2的数据得出, 标准品浓度在7×104~7×108 copies/µL的3个重复的Ct值基本一致, 标准差在0.000 2~0.053 4, 变异系数在0~0.70%。组间重复性实验中(表3), 除了浓度为7×104 copies/µL的标准品的F值大于Fcrit值外, 其余4个标准品的F值均小于Fcrit值, 且P＞0.05。说明大部分标准品储存在20 ℃下1~40 d, 均一性良好, 能获得较稳定结果, 所建立的实时定量PCR有良好的重复性。

2.7  荧光定量PCR与普通PCR的灵敏度比较
由10个10倍梯度稀释的定量标准品重组质粒的扩增曲线可以看出, 7×101~7×109 copies/µL均有较强的荧光信号, 且其扩增曲线有指数增长阶段和平台阶段。在7个拷贝浓度下虽然在40次循环过程中没有达到平台阶段, 但也可以检测到指数增长阶段的荧光信号, 因此可以确定该检测方法可以至少能检测到7个DNA拷贝数, 具有较高的灵
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图5  哈维氏弧菌标准品的SYBR Green I实时定量PCR扩增曲线图
Fig. 5  Amplification curve of SYBR Green I real-time PCR for strand plasmid of Vibrio harveyi
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图6  哈维氏弧菌标准品的SYBR Green I实时定量PCR扩增熔解曲线
Fig. 6  Melting curve of SYBR Green I real-time PCR for strand plasmid of Vibrio harveyi
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图7 哈维氏弧菌SYBR Green I实时定量PCR扩增标准曲线
Fig. 7  The standard curve of SYBR Green I real-time PCR of Vibrio harveyi

敏度。为了比较荧光定量PCR与普通PCR的灵敏度差异, 取标准品(7~7×109 copies/µL)作为普通PCR的模板, 由电泳结果(图8)可知, Vh-F/ Vh-R作为哈维氏弧菌的特异性引物, 普通PCR能检测到7×104 copies, 且在拷贝数为7×104时的条带很弱, 较模糊, 由此可以看出荧光定量PCR的灵敏度比常规PCR高10 000倍。

3  讨论
荧光定量PCR克服了普通PCR只能定性不能定量的缺点, 使PCR技术应用领域更为广泛, 目前已被广泛地应用于病原诊断过程。常用的荧

 表2  哈维氏弧菌荧光定量PCR检测(组内重复性实验)

Tab. 2  Intra-assay variability of real-time PCR for Vibrio harveyi detection

	标准品(拷贝)standard(copies)
	组别group
	组内重复均值mean
	标准差SD
	变异系数/% CV

	7×108
	1
	7.42
	0.0097
	0.13

	
	2
	7.79
	0.0016
	0.02

	
	3
	7.66
	0.0534
	0.70

	7×107
	1
	11.19
	0.0229
	0.20

	
	2
	11.31
	0.0020
	0.02

	
	3
	11.17
	0.0002
	0.00

	7×106
	1
	14.34
	0.0264
	0.18

	
	2
	14.49
	0.0025
	0.02

	
	3
	14.52
	0.0021
	0.01

	7×105
	1
	18.06
	0.0111
	0.06

	
	2
	18.13
	0.0025
	0.01

	
	3
	18.11
	0.0022
	0.01

	7×104
	1
	20.83
	0.0084
	0.04

	
	2
	21.65
	0.0012
	0.01

	
	3
	21.45
	0.0280
	0.13


 
表3  哈维氏弧菌荧光定量PCR检测(组间重复性实验)

Tab. 3  Inter-assay variability of real-time PCR for Vibrio harveyi dectection

	标准品(拷贝)

standard(copies)
	F值
F value
	P值
P value
	F临界值
Fcrit

	7×108
	4.786413
	0.057194
	5.143253

	7×107
	2.221192
	0.189695
	5.143253

	7×106
	2.591837
	0.154419
	5.143253

	7×105
	0.663866
	0.548966
	5.143253

	7×104
	43.82905
	0.000263
	5.143253
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图8  普通PCR检测哈维氏弧菌的灵敏度
M. DL2000; 1. 7×109 拷贝; 7. 7×108 拷贝; 3. 7×107 拷贝; 4. 7×106 拷贝; 5. 7×105 拷贝; 6. 7×104 拷贝; 7. 7×103 拷

贝; 8. 7×102 拷贝; 9. 7×101 拷贝; 10. 7×100 拷贝.

Fig. 8  Sensitivity detection of Vibrio harveyi using normal PCR

M. DL2000; 1. 7×109 copies; 2. 7×108 copies; 3. 7×107 copies; 4. 7×106 copies; 5. 7×105 copies; 6. 7×104 copies; 7. 7×103 copies;
8. 7×102copies; 9. 7×101 copies; 10. 7×100 copies.

 

光定量PCR方法主要包括TaqMan探针法和SYBR Green I荧光染料法。黄世旺等[18]建立了依据霍乱毒素基因序列的荧光定量探针检测霍乱弧菌(Vibrio cholera)的方法, 最低能检测到10 CFU/mL; 覃倚莹等[19]同样利用荧光定量探针法快速检测副溶血弧菌, 检测灵敏度可达25个拷贝。与TaqMan荧光探针法PCR相比, SYBR Green I荧光染料检测具有成本低、简便易行的优点, 可用于不同核酸的检测。张晓君等[20−22]根据副溶血弧菌的gyrB基因和toxR基因以及霍乱弧菌的lolB基因序列建立了副溶血弧菌和霍乱弧菌的SYBR Green I实时定量检测方法; Zhou等[23]利用荧光定量染料法快速检测溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)。此外, 荧光定量PCR还可以与多重PCR结合使用, 达到定量检测多种细菌或者同一菌种中不同菌株的目的[24−26], 但目前鲜有对哈维氏弧菌荧光定量检测的报道, 基于此, 本研究建立了哈维氏弧菌的荧光定量检测技术。
哈维氏弧菌是一种常见的条件致病菌, 有关哈维氏弧菌的特异性检测技术已陆续见到报道。Oakey等[8]基于哈维氏弧菌16S rDNA基因序列建立了哈维氏弧菌检测技术, 但是在一些溶藻胶菌株中出现假阳性。Conejero等[10]基于toxR基因检测哈维氏弧菌时, 一些哈维氏弧菌菌株出现假阴性结果。Conejero等[12]依据哈维氏弧菌vhh溶血素基因序列建立了哈维氏弧菌的特异性检测技术。Pang等[11]根据toxR基因序列重新设计得到了可以特异检测哈维氏弧菌的引物, 其检测灵敏度达到4×103CFU/mL。随着LAMP(环介导等温扩增)技术发展, 张静等[27]利用该技术对哈维氏弧菌进行检测, 最低能检测到1 fg, 该技术与荧光定量技术相比最大的缺点就是容易出现假阳性而且不能定量。这些方法为哈维氏弧菌的定性检测技术提供了参考。鉴于哈维氏弧菌的致病性除了与其株系有关外, 还与其种群密度密切相关, 因此, 建立哈维氏弧菌的快速定量检测技术对于监测和预防哈维氏弧菌引起的病害显得尤为重要。Fukui等[9]依据哈维氏弧菌16S rDNA基因序列设计TaqMan探针, 建立了其探针法实时定量PCR检测技术, 检测灵敏度达到1.7×102CFU/mL。孙鲲在哈维氏弧菌中新发现了vhhP2基因, 其结果表明该基因只存在于哈维氏弧菌中, 具有高特异性[17], 该基因的发现为建立哈维氏弧菌快速检测技术提供了新的出路。本研究依据哈维氏弧菌vhhP2基因序列, 设计了其实时定量PCR检测引物, 利用这对引物对多种弧菌或细菌的标准菌株及多个不同来源的哈维氏弧菌菌株进行PCR检测, 发现所有哈维氏弧菌菌株都能出现阳性结果, 而其他弧菌或细菌菌株均出现阴性结果, 表明这对引物可特异性检测哈维氏弧菌。以这对引物为基础, 构建了含有哈维氏弧菌vhhP2基因的标准品, 并进行了实时定量PCR条件优化, 构建了标准曲线, 建立了哈维氏弧菌的SYBR Green I实时定量PCR检测方法。标准曲线线性关系和扩增效率都接近1, 标准品性质稳定, 标准曲线重复性较好, 是理想的标准曲线。其灵敏度检测结果表明, 建立的哈维氏弧菌的荧光定量PCR技术最低可检测到7个拷贝vhhP2基因, 可稳定检出7×101个拷贝, 其灵敏度与Fukui等[9]所建立的TaqMan探针差异不大, 是普通PCR的10 000倍。
本研究建立的哈维氏弧菌的SYBR Green I实时定量PCR检测方法与普通PCR方法相比, 具有灵敏度高且可以达到定量检测的优点, 与Taq​Man探针方法相比, 操作简单, 不需要设计合成昂贵的探针, 只需要在SYBR Green I反应混合液中加入引物和待测样品的DNA。且其重复性检测结果表明, 该方法可重复性好。本检测方法对水产养殖过程中的病原性哈维氏弧菌的检测和疾病预防具有重要的意义。
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Development of a SYBR Green I real-time PCR for detection of Vibrio harveyi based on the vhhP2 gene 
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Abstract: Vibrio harveyi is an important pathogenic bacterium of most marine aquaculture animals that has caused significant losses within the aquaculture industry. The pathogenicity of V. harveyi is influenced by quorum sensing, meaning that population density plays a role in determining the outcome of an infection. Thus, there is a need to develop a method to detect the density of Vibrio harveyi. We designed a pair of specific primers based on the V. harveyi species-specific vhhP2 gene to establish a SYBR Green I real-time fluorescence quantitative PCR detection method. A 151 bp gene fragment was amplified from the chromosomal DNA of V.harveyi from different sources. The primers did not cross react with nine other bacteria species using conventional PCR, suggesting the primer pair has good intra-species specificity and inter-species commonality. A recombinant plasmid containing the vhhP2 gene of V. harveyi was constructed and used to construct the standard curve. The standard curve for the Ct values and initial template was represented by the formula: y= –3.331x+37.48. The correlation coefficient was 0.998 and the amplification efficiency was 1.00, indicating that there was a good linear relationship between initial templates and Ct values. The melting curve had only one specific peak at an annealing temperature of 60℃. The detection limit of the assay was seven copies per reaction, which is 10 000 times more sensitive than that of conventional polymerase chain reaction (PCR). The results of intra- and inter-assay variability tests demonstrated that the method was highly reproducible. Our results suggest that this SYBR Green I real-time PCR assay may be used for the rapid and accurate detection of V. harveyi from infected aquaculture species. This will allow early diagnosis of V. harveyi infection and improve the efficacy of disease prevention and surveillance programs.
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