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摘要: 鲁氏耶尔森菌(Yersinia ruckeri)是导致虹鳟(Oncorhynchus mykiss)肠炎红嘴病的病原。本研究以鲁氏耶尔森菌

毒力因子 rupA 基因为靶标设计 1 对特异性引物, 以含有 rupA 基因部分序列的重组质粒为标准品构建标准曲线, 优

化建立检测鲁氏耶尔森菌的 SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 检测方法, 并对腹腔注射鲁氏耶尔森菌菌悬液的虹鳟

肝、肾、脾、血液样品进行检测。结果显示 , 设计的引物具有良好的种间特异性 , 标准曲线线性方程为 y= 

–3.3766x+40.012(R²=0.9958); 最低检测限为 57 copy/μL, 较常规 PCR 的灵敏度高出约 100 倍。应用检测结果表明, 

本方法可准确检测被鲁氏耶尔森菌感染的虹鳟样品。研究表明, 所建立的 qPCR 方法具有特异、灵敏、快速、定量

的优点, 可用于快速诊断虹鳟肠炎红嘴病早期病症及定量检测鲁氏耶尔森菌。 
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鲁氏耶尔森菌(Yersinia ruckeri)是革兰氏阴性

肠杆菌, 最初分离自美国爱达荷州哈格曼山谷的

患病虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[1], 目前在北美、

南美洲、欧洲、澳大利亚、南非、中东和中国等

地都有报道[2–3]。鲁氏耶尔森菌可感染多种鱼类, 

鲑科鱼类影响特别明显, 是造成鲑科鱼类肠炎红

嘴病(enteric redmouth diseases, ERM)的主要病原

菌[1–2, 4]。被感染的鱼可以观察到异常的行为变化, 

包括在水面附近游动、食欲不振和异常游动(如竖

游、旋游、倒游等); 患病鱼还表现出其他体征如: 

眼球突出、皮肤变黑、口腔和咽喉及其周围皮下出

血、肛门红肿有异物流出等。鲁氏耶尔森菌侵染

初期出现患病典型症状的鱼较少, 感染后短时间

内疾病大规模暴发[2, 5–6], 死亡严重。 

鲁氏耶尔森菌传统检测方法需经细菌分离纯

化、革兰氏染色、形态学观察、生理生化指标测

定和血清鉴定等一系列实验实验, 耗时长且效率

低。随着分子生物学技术的发展, 新的细菌快速

检测方法已广泛应用到病原微生物的鉴定, 包括

RFLP[7–8]、ELISA 快速检测法[9–10]、16S rRNA 检

测法[7, 11]、LAMP 检测方法[12]、RAPD 方法[13]、

TaqMan 探针法[14-15]等。但上述方法均存在操作

复杂、实验条件要求严苛、易出现假阳性等问题, 

在实际应用中难以推广。对病原菌进行准确快速

鉴定, 可以起到预防和及时发现病情的目的。因

此, 建立快速的定性、定量检测方法对由鲁氏耶

尔森菌感染引发肠炎红嘴病的防控和早期诊断具

有重要的现实意义。本实验以鲁氏耶尔森菌毒力

因子 rupA 基因[16]为靶基因, 建立目标菌的 SYRB 

Green I 实时定量 PCR 检测方法, 为鲁氏耶尔森菌

引起的虹鳟肠炎红嘴病的早期、快速诊断及定量

检测提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

非免疫、健康供试虹鳟, 体重(12±1) g, 购自
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辽宁省本溪市某养殖场。 

供试菌 9 种(12 株), 其中 4 株为本实验室分离

保存株, 其余均购自美国模式培养物集库(Ameri-

can Type Culture Collection, ATCC)及中国典型培

养物保藏中心(China Center for Type Culture Coll-

ection, CCTCC), 菌株信息详见表 1。 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒、凝胶回收试剂盒

和血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒及质粒提

取试剂盒购自天根生化科技有限公司; thunderbird 

SYBR®qPCR mix 试剂盒购自日本 TOYOBO 公司; 

PCR 相关试剂、DH5α 感受态细胞、pMD18T 载体

购自宝生物工程(大连)有限公司; 培养基、氨苄青

霉素(Ampicillin, Amp)等常规微生物学试剂购自哈

尔滨伊事达生物工程有限责任公司, 核酸测序及

引物合成由苏州金唯智生物科技有限公司完成。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计  根据 GenBank上鲁氏耶尔森菌

毒力因子基因 rupA(登录号 : AY576529.1)序列 , 

经 Primer Premier 5.0 软件设计一对特异性引物

(YRI-F/R), 引物序列 : YRI-F 5′-GGCGGTTGGT 

ATTTGAC-3′, YRI-R 5′-ACTGACCCAGCAGGA 

TG-3′。 

1.2.2  引物特异性检测  使用细菌基因组 DNA

提取试剂盒提取表 1 中 12 株细菌 DNA, 利用 

 

1.2.1 设计好的引物 YRI-F/R, 以 12 株细菌基因组

DNA 为模板进行 PCR 扩增, 同时设立阴性对照。 

PCR 反应体系: 2×PCR premix 10 μL, 10 μmol/L

的引物各 1 μL, DNA 模板 1 μL, 超纯水补足至

20 μL; PCR 反应条件为 95℃预变性 3 min; 95℃变

性 30 s, 53℃退火 20 s, 72℃延伸 5 s, 共 35个循环; 

72℃延伸 5 min。PCR 产物取 5 μL 经 1%琼脂糖

凝胶电泳检测后, 经凝胶成像系统成像保存。 

1.2.3  制备质粒标准品  以鲁氏耶尔森菌基因组

DNA 为模板, 利用 YRI-F/R 引物扩增 rupA 基因

目的片段, 将扩增所得 PCR 产物切胶回收纯化后, 

与 pMD18-T 载体于 16℃连接 3 h 后转化到 DH5α

感受态细胞中, 涂布在含 100 μg/mL 氨苄青霉素

(Amp) LB 固体培养基上, 37℃培养 24 h; 挑取单

菌落接种于 10 mL 含 100 μg/mL 氨苄青霉素(Amp) 

LB 液体培养基, 37℃震荡培养 10~12 h, 使用质粒

提取试剂盒提取质粒。通过测序及 PCR 扩增鉴定

阳性克隆, 获得重组质粒 pMD18T-rupA。用微量

紫外可见分光光度计测定质粒浓度和纯度, 并根

据摩尔定律计算出单位体积质粒所含的 DNA 拷

贝数, 质粒拷贝数计算公式如下:  

质粒拷贝数(copy/μL)=质粒浓度(ng/mL)质粒

体积(μL)(6.0231023)/质粒长度(bp)660(g/mol) 

质粒长度(bp)=载体长度(bp)+片段长度(bp) 

 

表 1  供试菌信息 
Tab. 1  Bacterial strains used in this study 

菌株名 bacterial strain 拉丁名 scientific name 编号 code 来源 source 

鲁氏耶尔森菌 Yersinia ruckeri BH1206[3] * 

迟缓爱德华氏菌 Edwardsiella tarda ATCC®15947 ATCC  

嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila ATCC®7966 ATCC  

豚鼠气单胞菌 A. caviae CCTCC AB98034 CCTCC 

温和气单胞菌 A. sobria CCTCC AB98043 CCTCC 

杀鲑气单胞菌无色亚种 A. salmonicida subsp. achromogenes ATCC®33659 ATCC  

杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种 A. salmonicida subsp. masoucida ATCC®27013 ATCC  

荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens RT-PF-01 * 

维氏气单胞菌① A. veronii ATCC®35624 ATCC  

维氏气单胞菌② A. veronii VER204 * 

柱状黄杆菌 Flavobacterium columnare G3R19 * 

嗜冷黄杆菌 F. pschrophilum G3R20 * 

注: “*”本实验室分离. 

Note: “*”means the strain was produced by our laboratory. 
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1.2.4  荧光定量 PCR 扩增条件优化和引物特异

性检测  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

59~65 , ℃ 根据预实验结果 , 选取最佳退火温度 , 

以获得最小的 Ct 值和较高的荧光强度增加值。 

利用优化过的体系和条件对表 1 中 12 株细菌

的 DNA 使用 SYBR Green I real-time PCR 方法进

行检测。 

1.2.5  标准曲线构建及重复性检测  以构建好的

pMD18T-rupA 重组质粒作为本实验的标准品, 进

行 10 倍浓度梯度稀释, 共稀释 9 个梯度, 利用优

化过的荧光定量PCR反应条件进行荧光定量反应, 

建立以质粒拷贝数对数值为 x 轴和以 Ct 值为 y 轴

的 qPCR 标准曲线。 

标准曲线重复性检测: 选取构建好的 pMD18T- 

rupA 重组质粒稀释 6 个梯度, 每个梯度设 3 个重

复, 比较在同一次实验中 3 个重复间的均一性, 

再以相同标准的质粒为模板, 在不同时间段进行

3 次独立重复实验; 通过 Ct 值变异系数(标准偏差

/重复值平均数)评价该方法的重复性。 

1.2.6  灵敏性检测  各取 101~108 copy/μL 鲁氏

耶尔森菌的标准品 1 μL 作为 PCR 模板, 同时进行

qPCR 和常规 PCR 扩增, 常规 PCR 扩增产物使用

1%的琼脂糖凝胶电泳检测并凝胶成像, 计算 2 种

方法所能检测出的最低模板浓度, 比较分析出 2

种方法的灵敏性。 

1.2.7  qPCR 检测方法的应用   利用菌浓度为

2×107 cfu/mL 的鲁氏耶尔森菌悬液 100 μL/尾人工腹

腔注射健康虹鳟, 分别于攻毒后 12 h、24 h 和 36 h

采集供试鱼血液、肾、肝和脾组织, 提取样品基

因组 DNA, 进行 qPCR 检测。同时, 取感染鱼各

组织进行常规细菌分离、培养和纯化, 并鉴定其

理化特性和测定 16S rRNA 基因序列。 

2  结果与分析 

2.1  引物特异性及通用性检测 

普通 PCR 检测结果表明, YRI-F/R 引物有很

好的特异性, 可以特异性扩增鲁氏耶尔森菌 192 bp

的 rupA 基因目的片段, 而供试的其他 11 株病原

菌均无阳性扩增(图 1)。 
 

 
 

图 1  引物特异性检测结果 

M: 分子量标准 DL2000; 1: 鲁氏耶尔森菌; 2: 迟缓爱德华

氏菌; 3: 嗜水气单胞菌; 4: 豚鼠气单胞菌; 5: 温和气单胞菌; 

6: 杀鲑气单胞菌无色亚种; 7: 杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种; 

8: 荧光假单胞菌; 9: 维氏气单胞菌 ; 10: ① 维氏气单胞 

菌 ; 11: ② 柱状黄杆菌; 12: 嗜冷黄杆菌; 13: 阴性对照. 

Fig. 1  Detection of primers specificity 
Note: M: molecular weight marker DL2000; 1: Y. ruckeri; 2: E. 

tarda; 3: A. hydrophila; 4: A. caviae; 5: A. sobria; 6: A. sal-
monicida subsp. Achromogenes; 7: A. salmonicida subsp. 

Masoucida; 8: P. fluorescens; 9: A. veronii ; 10: ① A. veronii ;②  
11: F. columnare; 12: F. pschrophilum; 13: negative control. 

 
2.2  标准品的制作 

重组质粒 pMD18T-rupA经紫外分光光度计测

定, 浓度为 78.92 ng/μL, 经质粒拷贝数计算公式

换算为 5.7×1010 copy/μL, 以此作为定量标准品。 

2.3  qPCR 条件优化 

经实验优化, 确定荧光定量 PCR 反应体系为

thunderbird SYBR qPCR mix 10 μL, 50×ROX 0.5 μL, 

YRI-F/R(10 μmol/L)各 0.5 μL, 模板 1 μL, 补充超

纯水至 20 μL。反应条件为 95℃预变性 30 s; 95℃

变性 10 s, 60℃退火 20 s, 72℃延伸 10 s, 共 40 个

循环。 

2.4  标准曲线的构建及重复性 

利用优化的反应体系, 对 9 个 10 倍梯度稀释

的定量标准品(5.7×100~5.7×108 copy/μL)进行检测, 

建立质粒拷贝数对数值与 Ct值对应关系的定量标

准曲线。由图 2 标准曲线可知, 所得标准曲线在

5.7×101~5.7×108 拷贝数对数之间 Ct 值线性良好。

本实验所得标准曲线方程为 y= –3.3766x+40.012, 

R2=0.9958。 
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图 2  用 pMD18T-rupA 构建的 qPCR 标准曲线 

Fig. 2  Standard curve of qPCR developed by using the  
plasmid of pMD18T-rupA 

 

2.5  qPCR 稳定性分析 

选取 5.7×102~5.7×107 copy/μL 的 7 个浓度梯

度进行组内重复性分析, 每个浓度梯度设 3 个重

复; 计算 Ct 平均值、方差与变异系数(表 2)。结果

表明标准品 3 个重复的 Ct 基本一致, 标准差(SD)

在 0.058~0.883, 变异系数(CV)在 0.410%~3.364%。

实验结果显示, 所建立的 qPCR 检测方法重复性

好, 可进行稳定、可靠的检测。 
 

表 2  以 pMD18T-rupA 重组质粒为标准模板的 

qPCR 重复实验 
Tab. 2  Reproducibility of pMD18T-rupA standard  

template in qPCR assay 

标准品 
/(copy·μL–1) 

standard 

标准品 Ct  
Ct for the following  
number of standard 

标准差 
SD 

变异系数/%
CV 

5.7×108 11.03 11.12 10.99 0.068 0.620 

5.7×107 14.22 14.12 14.13 0.058 0.410 

5.7×106 16.30 16.30 15.95 0.174 1.079 

5.7×105 20.94 20.14 19.84 0.457 2.260 

5.7×104 24.95 24.54 23.25 0.883 3.364 

5.7×103 26.99 27.74 26.67 0.550 2.026 

5.7×102 31.79 31.00 30.60 0.605 1.942 

 
2.6  荧光定量 PCR 灵敏度检测 

由 5.7×108 copy/μL 浓度起始的 9 个 10 倍梯

度系数的定量标准重组质粒 pMD18T-rupA 扩增

曲线可以看出(图 3), 本方法对重组质粒的最低检

测限为 57 copy/μL。 

由常规 PCR 检测结果可知(图 4), 模板浓度

为 5.7×103 copy/μL 以上时可见模糊目的条带, 模

板浓度为 5.7×102 copy/μL 时不可见。 

2.7  qPCR 检测方法应用结果 

攻毒 14 h 后供试虹鳟开始出现鳍条充血及肛

门红肿症状, 24 h 开始出现死亡。对感染虹鳟肝、 

 
 

图 3  SYBR Green I qPCR 灵敏度检测结果 

1~8: 质粒稀释为: 108 copy/μL、107 copy/μL、106 copy/μL、

105 copy/μL、104 copy/μL、103 copy/μL、102 copy/μL、 

101 copy/μL. 
Fig. 3  Sensitivity of SYBR Green I qPCR for detection of 

Yersinia ruckeri 
1–8: Plasmid diluted to 108 copy/μL,107 copy/μL,  

106 copy/μL,105 copy/μL,104 copy/μL,103 copy/μL, 
102 copy/μL,101 copy/μL. 

 

 
 

图 4  常规 PCR 灵敏度检测结果 

M: 分子量标准 DL2000; 1~8: 质粒稀释为 108 copy/μL、 

107 copy/μL、106 copy/μL、105 copy/μL、104 copy/μL、 

103 copy/μL、102 copy/μL、101 copy/μL. 
Fig. 4  Sensitivity of conventional PCR 

M: molecular weight marker DL2000; 1–8: plasmid diluted to 
108 copy/μL, 107 copy/μL, 106 copy/μL, 105 copy/μL,  
104 copy/μL, 103 copy/μL, 102 copy/μL, 101 copy/μL. 

 
脾及肾中的致病菌进行分离、培养、纯化, 形态

学观察、特异性引物 PCR 结果均表明供试虹鳟感

染的致病菌为鲁氏耶尔森菌。为了验证本实验建

立方法的实用性, 确定不同时间段死亡虹鳟各组

织中的病原菌浓度, 对人工感染后 12 h、24 h 和
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36 h 的虹鳟肝、脾、肾及血液进行 qPCR 检测。

结果显示, 3 种组织分离出细菌纯培养后检测结

果均呈阳性(图 5)。 
 

 
 

图 5  虹鳟攻毒后 3 个组织分离鲁氏 

耶尔森菌株的 PCR 检测 

M: 分子量标准 DL2000; 1: 肝组织分离细菌; 2: 脾组织分

离细菌; 3: 肾组织分离细菌; 4: 阴性对照. 

Fig. 5  Detection of Yersinia ruckeri challenge strains 
M: DNA Marker DL2000; 1: strain isolated of liver; 2: strain 

isolated of spleen; 3: strain isolated of kidney; 4: negative control. 
 

肝、脾、肾及血液进行荧光定量 PCR 反应得

出的基因拷贝数见表 3。  

3  讨论 

近年来, 欧美等鲑鳟养殖大国不断筛选研发

鲁氏耶尔森菌的检测方法。2008 年, Saleh 等[12]

基于鲁氏耶尔森菌的 yruI/yruR 基因使用 LAMP

方法检测虹鳟肠炎红嘴病病原菌。2012 年, Bas-

tardo 等[14]采用 TapMan 方法对虹鳟血液、肝、脾、

肾等组织中的鲁氏耶尔森菌进行了快速检测; 同

年, Keeling等[15]依据鲁氏耶尔森菌 glnA基因建立

了该菌在虹鳟肾组织样品的TaqMan探针法 qPCR

检测方法。然而中国对鲁氏耶尔森菌的研究起步

较晚, 仅见范方玲等[17]、李绍戊等[3]和杨移斌等
[18]在分离鉴定及生物学特性分析等方面的一些

相关研究报道。qPCR 具有操作简便、快速高效、

高通量、高敏感性、高重复性、高特异性和易定

量等优点[19–21], 常用的方法主要有 TaqMan 探针

法和 SYBR Green I 荧光染料法。与 TaqMan 法相

比, SYBR Green I 法操作简单, 不需要设计合成

昂贵的探针, 可用于相同引物不同基因的检测[19], 

因此本实验基于此建立了鲁氏耶尔森菌 SYBR 

Green I 法实时荧光检测方法。 

本实验参考 GenBank 中已发表的鲁氏耶尔森

菌基因序列, 选取保守区 rupA 基因[16]一段序列

并对此序列在网上进行 BLAST 未出现与该序列

匹配的片段, 表明该基因只存在于鲁氏耶尔森菌

种, 具有高特异性。以此为靶基因设计一对引物

YRI-F/R, 并对多种水产生物病原菌的标准株以

及多个不同来源的菌株进行常规 PCR 和 qPCR 检

测, 结果表明仅有鲁氏耶尔森菌呈现阳性, 且仅

鲁氏耶尔森菌在 qPCR 反应有单一的产物吸收峰

出现, 对鲁氏耶尔森菌检测结果与常规 PCR 相比

皆呈现较好的一致性, 因此该引物适用于鲁氏耶

尔森菌检测。实验所建立 rupA 基因重组质粒拷贝

数对数与 C t 值所建立的标准曲线, 曲线斜率为

–3.3766, 相关系数 R2=0.9958, 表示质粒拷贝数

对数与 Ct 值之间相关性较高; 对标准品重复实

验结果 , 标准差(SD)为 0.058~0.883, 变异系数

(CV)小于 3.364%, 进一步验证所建立的检测方 
 

表 3  待检虹鳟样品目的基因拷贝数 
Tab. 3  Target gene copies detected in rainbow trout samples 

copy/μL  

人工感染后时间/h  time after artificial infection 待检样品
sample 12 24 36 

肝 liver 5.0×103 5.7×102 8.4×103 3.6×106 5.1×105 2.3×108 9.4×107 4.4×107 1.3×108 

脾 spleen 4.1×105 6.8×103 4.4×104 7.9×106 1.1×107 1.5×108 9.2×107 1.2×108 2.5×109 

肾 kidney 1.4×105 3.6×106 1.2×106 6.7×106 2.3×106 1.6×108 5.3×107 1.6×108 2.3×108 

血液 blood 3.5×106 8.7×105 6.3×105 9.1×106 2.5×107 N 5.2×107 9.8×106 N 

注: N 表示鱼在取样前已经死亡. 

Note: N indicates that the fish was dead before sampling. 
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法重复性好并且结果可靠稳定。本实验对重组质

粒检测灵敏度达 57 copy/μL, 较 Saleh 等[12]使用

LAMP 方法检测研究结果高出约 1 个数量级, 与

Bastardo 等[14]设计的 TapMan 探针法检测鲁氏耶

尔森菌灵敏度相当, 均可在较低浓度下检测出鲁

氏耶尔森菌; 与常规 PCR 灵敏度对比, qPCR 检测

灵敏度是常规 PCR 的 100 倍。对人工感染的虹鳟

组织样品进行检测, 实际应用结果显示该方法可

以在生产中具有较好的适用性。相关研究表明鲁

氏耶尔森菌存在群体感应系统, 其致病性不但与

菌株特性有关外, 还与种群密度相关[1, 22–23] 。因

此, 建立鲁氏耶尔森菌快速定量检测技术对于监

测和早期诊断鲁氏耶尔森菌引起的虹鳟肠炎红嘴

病显得尤为重要。本研究所得出荧光定量 Ct 值可

换算成核酸拷贝数, 借以监测被感染鱼体内的鲁

氏耶尔森菌种群密度, 从而实现对 ERM 的防控。 

本研究建立鲁氏耶尔森菌 SYBR Green I 实时

定量 PCR 检测方法, 可直接用于肝、肾、脾、血

液样品 DNA 测定, 而无需在分子水平确认之前

对细菌进行富集培养。实际应用效果显示, 该方

法从 DNA 的提取到 qPCR 反应完成约 4 h, 并且

可以进行活鱼取血检测, 因此在实际生产中具有

较好的适用性。综上, 本检测方法对水产养殖过

程中虹鳟肠炎红嘴病的调查和监测具有重要的生

产意义。 
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Development and application of a rapid qPCR assay for detecting 
Yersinia ruckeri 

ZHANG Xiao1, 2, LI Shaowu1, WANG Di1, CAO Yongsheng1, LU Tongyan1 

1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China; 
2. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China 

Abstract: Enteric redmouth disease (ERM) is an emerging problem in aquaculture all over the world. ERM is 
caused by the gram-negative bacterial pathogen Yersinia ruckeri, which can infect salmonids and several other fish 
taxa and cause clinical signs of hemorrhaging on the body surface and in the intestine. Fish suffering from ERM 
exhibit exophthalmos, darkening skin, subcutaneous hemorrhage of the mouth and throat, perianal swelling with 
yellow fluid, and other deleterious outcomes up to and including death. When ERM appears in an aquaculture fa-
cility, a large number of fish may be affected over a short period of time. Various antibiotics are available for the 
treatment of ERM and vaccines can also be used in the treatment and prevention of this disease. Several methods 
such as ultrastructural examination and LAMP have been developed for ERM detection. However, these assays are 
generally laborious and time-consuming, and are not sufficiently sensitive. To establish a rapid and quantitative 
method for the detection of Y. ruckeri, a pair of specific primers was designed and synthesized based on the viru-
lent gene rupA. A recombinant plasmid containing part of the rupA gene was used as a standard to construct a 
standard curve. SYBR Green I real-time quantitative PCR assay was established for the detection of Y. ruckeri by 
optimizing experimental conditions. The established qPCR method was also applied to the detection of Y. ruckeri 
in tissues of artificially-infected rainbow trout. Our results showed that the designed primers had good interspeci-
fic specificity. The quantitative linear equation was y =–3.3766x+40.012 (R²=0.9958). The detection limit of qPCR 
method was 57 copies/μL, which is approximately 100-fold greater than conventional PCR. This qPCR method 
can accurately detect Y. ruckeri in rainbow trout. These results suggest that our qPCR method has the advantages 
of specificity, sensitivity, rapidity, and quantification, and can be used for rapid diagnosis of early-stage disease 
and quantitative detection of Y. ruckeri. 
Key words: Yersinia ruckeri; rupA gene; real-time quantitative PCR; enteric redmouth diseases; Salmonidae; On-
corhynchus mykiss 
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