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摘要: 溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)分布广, 数量多, 发病率高, 是水产养殖中常见的条件致病菌, 而对溶藻弧菌

进行快速准确的识别鉴定是其病害防治的前提和基础。核酸适配体, 因为具有较高的亲和特异性, 在微生物的识别

鉴定方面展现出了巨大的优势。本文利用核酸适配体和适配体筛选产物, 通过结合、洗涤、加热分离、PCR 扩增

以及电泳检测等步骤, 对溶藻弧菌进行了检测鉴定。结果表明, 适配体和筛选产物都能对溶藻弧菌及其灭活菌进行

较好的识别鉴定, 适配体筛选产物对溶藻弧菌的检测下限为 103 cfu/mL, 而对其灭活菌的检测下限为 102 cfu/mL, 
适配体对溶藻弧菌及其灭活菌的检测下限都可达到 10 cfu/mL。该方法对溶藻弧菌有较好的亲和特异性, 并能较好

地区分溶藻弧菌与哈维氏弧菌等水产常见病原菌, 在水产病害的检测中显示了较好的应用前景。 
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溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)是一种条件致

病菌, 其数量居海洋弧菌之首, 是弧菌中危害最

大的病原菌之一[1-3]。它主要通过食物和水传播, 
是一种人和水生动物共患病原菌[4]。它不仅对水

产养殖业造成巨大的经济损失, 对公共安全也构

成了严重的威胁[5-6]。近年来由溶藻弧菌引起的人

类腹泻和食物中毒屡见报道, 因此, 世界各国食品

卫生法规中均将溶藻弧菌列入法定检测项目[7-8]。

然而, 由于弧菌种类多、变异快、基因相似度也

很高 , 不同弧菌引发的早期临床症状非常相似 , 
因此, 传统的一些检测方法对溶藻弧菌的检测鉴

定效果并不理想[9-10]。 
适配体是利用 SELEX (systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment)技术, 即指数富

集配体的系统进化技术, 筛选出的对靶目标具有

较高亲和特异性的寡核苷酸分子[11-13]。其识别能

力达到、甚至超过了抗体的识别水平, 而制备技

术则比抗体简单、快速[14-15]。因此, 有关适配体

的应用检测研究目前已有不少报道。但不少检测

方法都是先对寡核苷酸适配体进行标记后, 再对

相关标记进行检测[16-17]。由于标记基团的引入会

导致核酸适配体空间结构的改变, 因此其检测效

果受相关标记的影响较大, 同时, 对核酸适配体

进行标记也大大增加了检测成本, 使其应用受到

限制。 
本文研究建立了一种基于核酸适配体的无需

标记的检测技术, 该技术将适配体的高亲和特异

性与 PCR 的高灵敏性相结合, 通过适配体的特异 
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结合锁定靶目标, 再利用 PCR 技术对适配体进行

扩增, 放大适配体的识别信号, 最后通过电泳来

检测这些放大的信号, 从而实现对靶目标——溶

藻弧菌的快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  菌种及其灭活处理 
溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)、哈维氏弧菌

(Vibrio harveryi)、嗜水气单胞菌(Aeromonas hy-
drophila)、迟钝爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)由
集美大学病原生物实验室提供。 

灭活菌的制备 : 取活菌菌液于离心管中 , 
6000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 再加入含 6%甲

醛的生理盐水于 62.5℃水浴 1 h, 离心后生理盐水

洗涤 3 次, 再用 2×结合缓冲液(pH 7.4, 含 0.1 mol/L 
NaCl, 5 mmol/L KCl, 50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L 
MgCl2)悬浮菌沉淀, 然后将灭活菌稀释至相应浓

度备用。 
1.2  适配体及其筛选产物和引物 

适配体筛选产物是前期以灭活溶藻弧菌为靶

目标, 经过 15 轮 SELEX 筛选获得的 PCR 产物, 
它是多种核酸适配体的混合物, 其中的适配体长

度为 66~107 个单链寡核苷酸序列[18]。本研究采

用的核酸适配体是对上述适配体筛选产物进行克

隆 测 序 和 验 证 后 获 得 的 一 条 寡 核 苷 酸 序 列

(82nt)[18], 其序列为: 5-TCAGTCGCTTCGCCGT 
CTCCTTCTGCAGGGCCAGAACAGGGGGAAGG 
CACAAGAGGGAGCACAAGAGGGAGACCCCA 
GAGGG-3, 两端带下划线的是与引物结合的固

定序列。 
引物 P1: 5-TCAGTCGCTTCGCCGTCTCCT  

TC-3 
引物 P2: 5-CCCTCTGGGGTCTCCCTCTTG  

TGC-3 
适配体和引物序列均由上海生工生物公司合

成。PCR 中的 DreamTaq DNA 聚合酶购自 Fermentas
公司, dNTP 购自 Generay Biotech 公司, DNA marker
购自天根生化科技有限公司, 琼脂糖购自厦门太

阳马生物工程有限公司。 
1.3  适配体或适配体筛选产物对水体中溶藻弧

菌的识别检测 
结合: 取浓度为 10 μmol/L 适配体 5 μL 或取

适配体筛选产物 5 μL, 用 2×结合缓冲液稀释至

100 μL, 95℃变性 5 min, 冰浴 10 min 后, 分别加

入待测样品 100 μL 或不同浓度的菌悬液 100 μL
中, 于转速 100 r/min 摇床中结合 30 min。同时做

一空白, 即用 5 μL ddH2O 代替适配体, 重复上述

过程。 
洗涤: 结合完毕以后, 6000 r/min 离心 5 min, 

弃上清 , 沉淀部分为菌沉淀及其结合的适配体 , 
然后洗涤菌沉淀 6 次。每次洗涤, 菌沉淀加入 1×
结合缓冲液 500 μL, 充分混匀后, 将菌悬液转移

到新的离心管中, 以除去与管壁有亲和力的适配

体, 然后离心、弃上清、取菌沉淀。 
分离: 沉淀中加入 1×结合缓冲液 100 μL, 95℃

加热 5 min, 使那些与菌结合的适配体变性, 空间

结构改变, 从而与弧菌分离, 然后 15000 r/min 离
心 10 min, 取上清液, 则可分离到能与菌结合的

适配体, 然后每管 20 μL 分装至 200 μL 的 PCR 管

中, 保存在‒20℃备用。 
PCR 扩增: 以分离出的上清液(内含与菌结合

的适配体)为模版, 进行 PCR 扩增, PCR 反应体系

为: 总体积 25 μL, 其中模板 2 μL, DreamTaq DNA
聚合酶(5 U/μL) 0.2 μL, 引物 P1 (10 μmol/L)1 μL, 
引物 P2 (10 μmol/L)1 μL, dNTP (10 mmol/L) 0.4 μL, 
10×PCR 缓冲液 2 μL, ddH2O 补充体积至 25 μL。

PCR 扩增条件为: 94℃预变性 4 min, 然后进行 35
个循环(94℃变性30 s, 58℃退火30 s, 72℃延伸20 s), 
最后 72℃延伸 7 min。 

电泳检测: 取 PCR 产物 5 μL, 用 2.5%琼脂糖

电泳进行检测拍照。 
1.4  适配体对鱼血清中溶藻弧菌的识别检测 

感染实验: 将溶藻弧菌接种于 TSB 液体培养

基中, 于 30℃下 100 r/min 摇床培养 6~8 h 后, 用
无菌生理盐水洗涤 2 次后重悬, 测定菌浓度, 再
用无菌生理盐水将菌浓度稀释为 5.0×106 cfu/mL。

设计 2 个平行实验组和 1 个阴性对照组, 选择 250 g
左右的罗非鱼为实验用鱼(购于集美菜市场), 每
组 2 尾鱼, 进行人工感染。对实验组每尾鱼静脉

注射 0.1 mL 的溶藻弧菌的菌悬液, 给对照组每尾

鱼注射 0.1 mL 无菌生理盐水, 连续饲养 2 d。 
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取血: 分别选取被溶藻弧菌感染的鱼和未感

染的鱼进行取血。先用 1%肝素钠浸润注射器和离

心管, 然后用无菌注射器抽取鱼血 2 mL, 离心后, 
吸取血清备用。 

结合: 取浓度为 10 μmol/L 适配体 5 μL, 用
2×结合缓冲液稀释至 100 μL, 95℃变性 5 min, 冰
浴 10 min 后, 分别加入浓度 103 cfu/mL 的灭活菌

悬液(阳性对照)、未感染的血清(阴性对照或空白)
和被感染的待测血清各 100 μL, 于转速 100 r/min
摇床结合 30 min。 

后续按照与 1.3 相同的方法进行洗涤、分离、

PCR 扩增和电泳检测。 

2  结果与分析 

2.1  适配体筛选产物对水体中溶藻弧菌的识别

检测 
利用适配体筛选产物分别对活菌与灭活菌 , 

混合菌与单一菌的样品进行了检测 , 结果发现 , 
对于嗜水气单胞菌、哈唯氏弧菌和迟钝爱德华菌, 
不管是活菌还是灭活菌, 检测电泳图中均未显现

出较明亮的条带(如图 1 的泳道 1~6), 说明适配体

筛选产物对这三种菌的亲和力都较低。对于灭活

的溶藻弧菌, 适配体筛选产物可检测出 102 cfu/mL、

103 cfu/mL 的浓度(如图 1 的泳道 8、9), 但浓度为

103 cfu/mL 的检测效果较好; 而对于正常培养的

活的溶藻弧菌, 适配体筛选产物可检测出 103 cfu/mL
的浓度(如图 1 的泳道 12), 说明适配体筛选产物

不仅对灭活的溶藻弧菌有较好的亲和特异性, 对
活的溶藻弧菌也有一定的识别作用。对于混合菌

样品, 适配体筛选产物的识别效果与前面的也类

似 , 对灭活溶藻弧菌可检测出 102 cfu/mL 、     
103 cfu/mL 的浓度(如图 1 的泳道 15、16), 但对菌

浓度在 103 cfu/mL 以上的识别效果较好, 这表明

即使有其他杂菌的干扰, 适配体筛选产物对灭活

溶藻弧菌依然有较好的识别效果。 
2.2  适配体对水体中溶藻弧菌的识别检测  

对于水体中的溶藻弧菌, 不论是灭活菌还是

活菌, 适配体最低都能检测到 10 cfu/mL、102 cfu/mL 
(如图 2 中的泳道 5、6、8、9), 但在浓度 102 cfu/mL
以上的电泳条带明显较为明亮(如图 2 的泳道 6、7、 

 
 

图 1  适配体筛选产物对溶藻弧菌的检测 
M: marker; 1、2、3: 适配体筛选产物对三种灭活菌 

(嗜水气单胞菌、哈唯氏弧菌和迟钝爱德华菌)的检测结果;  
4、5、6: 适配体筛选产物对三种活菌(嗜水气单胞菌、哈唯

氏弧菌和迟钝爱德华菌)的检测结果, 三种菌的浓度依次为

1.7×104 cfu/mL、6.6×103 cfu/mL、1.3×104 cfu/mL; 7、8、9: 适配体

筛选产物对三个浓度梯度(10 cfu/mL、102 cfu/mL、103 cfu/mL)
的灭活溶藻弧菌的检测结果; 10、11、12: 适配体筛选产物对

三个浓度梯度(10 cfu/mL、102 cfu/mL、103 cfu/mL)的活的溶

藻弧菌的检测结果; 13~16: 适配体筛选产物对灭活混合菌

(溶藻弧菌、嗜水气单胞菌、哈唯氏弧菌菌和迟钝爱德华菌的

混合菌液)中的溶藻弧菌的检测结果, 混合菌中灭活溶藻弧

菌的浓度依次为 0 cfu/mL、10 cfu/mL、102 cfu/mL 和 103 
cfu/mL, 其他 3 种菌浓度均为 104 cfu/mL. 

Fig. 1  Detection of Vibrio alginolyticus by the SELEX product 
M: marker; 1, 2, 3: the detections of 1.7×104 cfu/mL  

inactivated A. hydrophila, 6.6×103 cfu/mL inactivated V. 
harveryi, and 1.3×104 cfu/mL inactivated E. tarda respectively; 

4, 5, 6: the detections of 1.7×104 cfu/mL live A. hydrophila, 
6.6×103 cfu/mL live V. harveryi, and 1.3×104 cfu/mL live E. 

tarda respectively; 7, 8, 9: the detections of inactivated V. 
alginolyticus at the concentration of 10 cfu/mL, 102 cfu/mL,  
103 cfu/mL respectively; 10, 11, 12: the detections of live V. 
alginolyticus at the concentration of 10 cfu/mL, 102 cfu/mL,  
103 cfu/mL respectively; 1316: the detections of the inacti-

vated V. alginolyticus at the concentration of 0 cfu/mL, 10 
cfu/mL, 102 cfu/mL, 103 cfu/mL in the mixed bacterial suspension 

and other three bacterial concentration was 104 cfu/mL each. 
 

9、10), 检测效果更好; 而该适配体对其他三种灭

活菌(嗜水气单胞菌、迟钝爱德华菌、哈维氏弧菌)
的电泳条带的亮度都较弱(如图 2 的泳道 2、3、4), 
其中灭活哈维氏弧菌的电泳条带有一定的亮度

(图 2 的泳道 4), 亮度其次的为灭活的迟钝爱德华

氏菌(图 2 的泳道 3), 而嗜水气单胞菌的电泳条带

几乎没有亮度(图 2 的泳道 2), 说明该适配体对灭

活的哈维氏弧菌和迟钝爱德华氏菌有一定的交叉

反应, 但比较而言, 这些电泳条带的亮度都明显

弱于溶藻弧菌, 表明该适配体对溶藻弧菌有较好

的亲和特异性和识别效果。与前面筛选产物相比, 
单一适配体的检测灵敏度提高了一个数量级。 
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图 2  适配体对溶藻弧菌的检测 
M: marker; 1: 空白, 即适配体对 ddH2O 的检测结果; 2、3、
4: 适配体对三种灭活菌(嗜水气单胞菌、迟钝爱德华菌和哈

唯氏弧菌)的检测, 三种菌的浓度依次为 1.7×104 cfu/mL、

1.3×104 cfu/mL、6.6×103 cfu/mL; 5、6、7: 适配体对菌浓度

为 10 cfu/mL、102 cfu/mL、103 cfu/mL 的灭活溶藻弧菌的检

测; 8、9、10: 适配体对浓度为 10 cfu/mL、102 cfu/mL、      
103 cfu/mL 的活的溶藻弧菌的检测. 

Fig. 2  Detection of Vibrio alginolyticus by aptamer 
M: marker; 1: blank, the detection of ddH2O; 2, 3, 4: the detec-

tions of 1.7×104 cfu/mL inactivated A. hydrophila, 1.3×104 
cfu/mL inactivated E. tarda and 6.6×103 cfu/mL inactivated V. 
harveryi respectively; 5, 6, 7: the detections of inactivated V. 
alginolyticus at the concentration of 10 cfu/mL, 102 cfu/mL,  

103 cfu/mL respectively; 8, 9, 10: the detections of live V. algi-
nolyticus at the concentration of 10 cfu/mL, 102 cfu/mL,     

103 cfu/mL respectively. 
 

2.3  适配体对血清中溶藻弧菌的识别检测  
以未感染的鱼血清为阴性对照, 以灭活溶藻

弧菌作为阳性对照 , 检测鱼血清中的溶藻弧菌 , 
结果显示, 阴性对照的电泳条带亮度较弱(图 3 的

泳道 B), 含有 103 cfu/mL 的灭活溶藻弧菌的阳性

对照有较明亮的电泳条带(图 3 的泳道 93), 感染

溶藻弧菌的血清也有较明亮的电泳条带, 其亮度

与阳性对照的灭活溶藻弧菌的亮度相近(图 3 的泳

道 9), 且明显比阴性对照的电泳条带亮, 说明该

适配体对血清中的溶藻弧菌也能较好地识别检测, 
而对血清中其他物质的亲和力较弱, 即血清本底

对检测结果的影响不大。 

3  讨论 

有关核酸适配体在弧菌检测中的应用研究已

有一些报道。Duan 等[19-20]利用双适配体构建的传

感器, 最低能检测出 14 cfu/mL 的副溶血弧菌; 
而将适配体与纳米颗粒相结合, 则可同时检测副

溶血弧菌和鼠伤寒沙门氏菌, 并且最低能检测出 

 
 

图 3  适配体对血清中溶藻弧菌的检测 
M: marker; B: 阴性对照; 93: 适配体对浓度为 103 cfu/mL 

的阳性对照菌——灭活溶藻弧菌的检测; 9: 适配体对血清中 
溶藻弧菌的 2 个平行检测结果. 

Fig. 3  Detection of Vibrio alginolyticus in serum by aptamer 
M: marker; B: negative control; 93: the detection of  

103 cfu/mL inactivated V. alginolyticus (positive control);  
9: the detections of V. alginolyticus in serum. 

 
25 cfu/mL 的副溶血弧菌。Zhao 等[21]的研究则表明, 
将适配体与纳米磁珠、膜电极相结合, 最低可以检

测到 10 cfu/mL 的溶藻弧菌。本研究则表明, 将适

配体与PCR相结合, 最低也可检出 10 cfu/mL 的溶

藻弧菌。 
溶藻弧菌是一种人和水生动物共患病原菌 , 

对其进行灭活处理后再进行检测, 能有效降低人

感染的风险。不过目前的检测, 主要还是针对活

菌, 其中最常用的就是传统的微生物培养法。该

方法通过检测微生物在生长过程中产生的代谢物

来实现对溶藻弧菌的检测。目前绝大部分的市售

试剂盒就是采用这种方法。不过对于溶藻弧菌而

言, 微生物培养法的灵敏度较低, 无法检出浓度

低于 103 cfu/mL 的溶藻弧菌, 对不同种类弧菌的

区分度也较差, 而且该方法只对活菌有效, 对灭

活菌无效。另有一些方法是利用溶藻弧菌的特殊

基因 , 通过 PCR 扩增技术, 可以检测出最低为

102 cfu/mL 数量级的溶藻弧菌[22-23]。本研究结果
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则显示, 将核酸适配体与 PCR 技术相结合, 最低

可检出 10 cfu/mL 的溶藻弧菌, 对 102 cfu/mL 以上

的溶藻弧菌则有较好的检测效果。而且该方法对

溶藻弧菌的活菌和灭活菌都同样有效, 并能有效

区分溶藻弧菌和哈维氏弧菌等水产常见病原菌 , 
展现出了较好的亲和特异性及应用前景。 

非特异性结合是分析检测中经常碰到的问

题。在本研究中也发现, 核酸适配体与灭活哈维

氏弧菌、灭活迟钝爱德华氏菌以及鱼血清等非靶

目标之间都有一定的交叉反应, 存在少量较弱的

非特异性结合, 不过这种非特异性结合的亲和力

较弱, 可以通过增加洗涤次数和洗涤液用量等方

法来降低其影响。本研究结果表明, 洗涤 6 次后, 
这些非特异性结合明显减少, 相应电泳条带的亮

度要显著弱于溶藻弧菌的目标实验组, 说明本研

究采用的这种基于适配体的PCR法能够较好地实

现对溶藻弧菌的检测。 
适配体筛选产物, 是经过多轮 SELEX 筛选获

得的 PCR 产物, 它是多种适配体的混合物, 含有

多种对靶目标有较好亲和特异性的适配体。采用

适配体筛选产物来检测目标菌, 不仅可以省去筛

选后期的一些步骤, 如克隆测序、亲和特异性验

证等步骤, 还可以降低采用单一适配体进行检测

的成本。从本研究的检测效果看, 采用适配体筛

选产物进行检测, 虽然比单一适配体的检测灵敏

度有所降低, 但仍然比传统微生物培养法的灵敏

度要高。因此, 对于灵敏度要求不太高的一些检

测项目, 用适配体筛选产物来进行检测也不失为

一种较为经济的备选方案。 
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Detection of Vibrio alginolyticus and its inactivated form based on ap-
tamers and polymerase chain reaction 
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Abstract: Vibrio alginolyticus is a common conditional pathogen in aquaculture, which is widely distributed in the 
world. Rapid detection of the pathogen is necessary for the prevention and control of the diseases caused by the 
bacterium. Aptamers exhibit great advantages in the detection of microorganisms owing to their high affinities and 
specificities. In the present study, Vibrio alginolyticus was detected based on its aptamer and its selection products 
following various steps, such as binding, washing, separation, amplification, and electrophoresis. The results 
showed that the aptamer and the selection products could superiorly detect V. alginolyticus and its inactivated form. 
The lowest detection limits were 10 cfu/mL of V. alginolyticus or its inactivated form by the aptamer, and      
102 cfu/mL of inactivated V. alginolyticus and 103 cfu/mL of V. alginolyticus by the selection products. The system 
of detection had better affinity and specificity for V. alginolyticus and could distinguish V. alginolyticus from other 
aquatic pathogens such as V. harveyi, and therefore shows good application potential in the detection of pathogens 
in aquaculture. 
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