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摘　要:从浙江宁波的发病鲈鱼(Lateolabraxjaponicus)分离到 1株致病性哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)LY-1。从

该菌的 DNA样本中成功扩增出大小为 873 bp的 ToxR基因片段。 DNA序列分析表明:该序列与已登录哈维

氏弧菌(Vibrioharveyi)ToxR基因同源性为 96.57%, 与副溶血弧菌 (V.parahaemolyticus)、鳗弧菌 (V.

anguilarum)、创伤弧菌(V.vulnificus)、费氏弧菌(V.fisheri)、溶藻胶弧菌(V.alginolyticus)、霍利斯弧菌(V.

hollisae)、拟态弧菌(V.mimicus)、河弧菌(V.fluvialis)的 ToxR基因相似性为 27.62% ～ 72.49%。 选择哈维氏

弧菌 ToxR基因种内保守区段 ,设计 1套环介导等温扩增(loop-mediatedisothermalamplification, LAMP)技术的

特异引物 ,对扩增条件进行优化实验 ,在 65 ℃孵育 45 min的条件下即可完成哈维氏弧菌特异性扩增 ,成功建

立了海水致病菌 -哈维氏弧菌的 LAMP快速检测方法。结果分析表明:该方法对哈维氏弧菌 DNA的最小检

出量为 1fg,比 PCR法灵敏度高 3个数量级。利用 LAMP方法快速检测哈维氏弧菌 , 目前在国内外还未见报

道。
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Abstract:ApathogenicVibrioharveyistrainLY-1 wasoriginallyisolatedfromdiseasedLateolabraxjaponicus

culturedinNingbo, ZhejiangProvince.873 bp-lengthfragmentofToxRgeneclonedfromtheDNAofV.

harveyistrainLY-1 wassequencedandshowedthatitsharedhighidentityof99% tothoseofV.harveyiin

GenBank, andhadlowersimilaritiestothoseofV.parahaemolyticus, V.anguilarum, V.vulnificus, V.fisheri,

V.alginolyticus, V.hollisaeandV.mimicus, withonly27.62% ～ 72.49% identity.Asetofloop-mediated

isothermalamplification(LAMP)primersweredesignedandsynthesizedbasedontheconservativesectionsof

V.harveyiToxRgene, andtheLAMPfordetectionofV.harveyiwasdevelopedafteroptimizingthefactors.

LAMPrequiredonlyaincubationat65℃ for45min, anditsdetectionlimitforV.harveyiDNAwas1 fg,
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whichwasfoundtobemoresensitivethanthecommonlyusedPCRmethod.Todate, thisisfirstreportthat

LAMPmethodisusedtodetectV.harveyirapidly.

Keywords:Vibrioharveyi;ToxR;LAMP;rapiddetection

　　哈维氏弧菌病是鱼 、虾等海水养殖动物的主

要细菌性疾病之一 ,由于其流行范围广 ,死亡率

高 ,给海水养殖业带来了极大的威胁 ,并造成巨

大损失
[ 1]
,建立病原的快速诊断技术对于疾病的

防控意义重大。有关病原细菌的诊断方法通常

包括常规生理生化鉴定 、PCR、免疫诊断技术

等
[ 2]
,但是这些检测方法操作相对较为烦琐 、耗

时较长 ,而且需要昂贵的仪器 、试剂和具有丰富

操作经验的专业人员等 ,大多局限于一些科研和

专门检测机构 ,难以在基层和生产单位推广应

用 ,因此建立一种更快速 、更准确 、更简便的检测

方法 ,以满足基层水产养殖疾病防控的需求成为

迫切需要 。

　　LAMP技术是一种新的恒温扩增方法。由于

LAMP技术特异性强 、灵敏度高 、快速及操作简单

等优点 ,自 2000年首次报道
[ 3]
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
[ 4-7]

。近年在水产养殖领域应用也

迅速发展 , 2004年 LAMP技术首次被应用于牙鲆

病原菌 ———爱德华氏菌 (Edweardsiellatarda)
[ 8]
的检测 ,此后 鱼诺卡氏菌 (Nocardiaseriolae)

[ 9]
、柱状黄杆菌 (Flavobacteriumcolumnare)

[ 10]
、嗜

水气单胞菌 (Aeromonashydrophila)
[ 11]
、溶藻弧

菌
[ 12]
等病原菌的 LAMP法检测相继报道 。有关

哈维氏弧菌的 LAMP检测方法 ,目前国内外还未

见文献报道 。本研究通过对哈维氏弧菌毒力调

控基因 ToxR基因序列分析 , 选择哈维氏弧菌

ToxR基因保守片段设计特异性引物 ,首次建立了

LAMP检测哈维氏弧菌的快速检测方法。

1　材料与方法

1.1　实验菌株

　　菌株 LY-1分离自宁波象山网箱养殖发病鲈

鱼 ,经生理生化及分子生物学鉴定为哈维氏弧

菌
[ 13]
,其他病原菌株分离自浙江宁波 、舟山和佛

度等沿海养殖场发病的鲈鱼 、黒鲷等海水养殖动

物 ,副溶血弧菌标准菌株由舟山市疾病预防控制

中心惠赠 。哈维氏弧菌 、鳗弧菌 、费氏弧菌 、创伤

弧菌 、溶藻弧菌标准菌株由中国海洋大学惠赠。

1.2　主要试剂和仪器

　　TaqDNA聚合酶 、dNTP、 T4DNA连接酶 ,

X-gal、IPTG等购自上海生物工程技术有限公司 ,

BstDNA聚合酶 , XbaI内切酶购于 NewEngland生

物实验室 , pGEM-TEasy载体 (Promega公司),

Betaine(Sigma-Aldrich), Agarose(BBI公司);PCR、

LAMP引物合成均在上海生物工程技术有限公司。

　　BIO-RADPCR仪(PTC0200), BIO-RAD凝胶

成像系统 , BIO-RAD电泳仪 。

1.3　哈维氏弧菌 ToxR基因克隆及序列分析

　　哈维氏弧菌 LY-1染色体 DNA提取 、PCR扩

增 、克隆等分子生物学操作按分子克隆试验指南

进行 。参考从 GenBank下载的已登录哈维氏弧

菌及其他弧菌 ToxR基因全长序列 , 设计一对引

物:上游引物 ToxRFl:5-ATCGGCACCAAAT

TTCTGCT-3, 下 游 引 物 ToxR R2:5-TCAGCC

CCTAATGCAAATG-3,扩增片段大小为 873 bp(图

1)。 PCR反应体系为 25 μL:10 ×PCR缓冲液

2.5 μL、dNTP(2.5 mmol/L)2μL、引物(5 umol/

L)各 0.5 μL、TaqDNA聚合酶 (5 U/uL)0.25

μL、DNA模板 1μL、双蒸水补足反应体系。 PCR

扩增程序为 94℃ 5min;94℃ 45s, 54℃ 30s, 72

℃ 1min,进行 30个循环;72℃延伸 10 min。

　　将目的 PCR产物电泳分离 、纯化后 , 连接

pGEM-TEasy载体 , CaCl2法转化 JM109大肠杆

菌感受态细胞 ,选择阳性转化子 ,由上海生物工

程技术有限公司进行序列测定。

1.4　模板制备 、特异性引物设计与合成

1.4.1　模板制备

　　以 1.3操作中获得的阳性质粒克隆作为以

下 LAMP反应模板 。

1.4.2　引物设计与合成

　　根据所测哈维氏弧菌 ToxR基因序列 ,并与

其他的 ToxR基因进行序列同源性比较 ,选择一

段种内保守区段采用 LAMP引物在线设计软件

PrimerExplorer3设计一套 LAMP特异性引物 。

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。各引物的序列见表 1。
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图 1　用于 LAMP外部引物(FIP和 BIP)与内部引物(F3和 B3)设计的部分 ToxR基因序列
Fig.1　NucleotidesequenceofpartialToxRgeneanditsinner(FIPandBIP)andouter(F3 andB3)primersforLAMP

表 1　LAMP所用引物

Tab.1　OligonucleotideprimerforLAMP

引物 引物序列(5' -3' )

F3 TTCTGAAGCAGCACTCAC

B3 GTGTTCTTTTGTGCAGGTG

FIP TCTGCGAATTGCTCTAGATCAAC-TTTT-CGATGTTGATGCTCAAGAG

BIP CCACTGCTGAGACAAAAGCA-TTTT-ATTTTAATGG

TTGAGCTGTCG

1.5　LAMP反应及条件优化

1.5.1　LAMP扩增

　　LAMP反应体系 25 μL:10 xThermoPol

buffer2.5 μL、dNTP(10 mmol/L)2.5 μL、

MgSO4(0.15 mol/L)1 μL、Betaine(8 mol/L)5

μL、内引物 (10 μmol/L)各 4 μL、外引物 (10

μmol/L)各 0.5 μL、模板 1 μL、ddH2O3 μL,混

匀 , 95 ℃ 5 min, 然后冰浴 2 ～ 3 min,加入 8 U

BstDNApolymerase, 65 ℃孵育 60 min, 80 ℃终

止反应 10 min。产物肉眼观察反应情况 ,同时于

1.5 %琼脂糖凝胶电泳分析 。

1.5.2　条件优化实验

　　分别改变反应时间 、MgSO4 浓度 、dNTP浓

度 、Betaine浓度 、内外引物浓度等 LAMP扩增条

件 ,电泳观察扩增产物的质和量。

1.6　PCR扩增

　　PCR扩增引物为:ToxRF2:5-ATCTTCTGAA

GCAGCACTCACC-3;ToxRR2:5-ACTGGTGAAGAC

TCAGCAGCA-3;反应体系 25 μL:10×PCR缓冲

液 2.5 μL、dNTP(2.5 mmol/L)2 μL、ToxRF2 /R2

引物(5umol/L)各 0.5μL、TaqDNA聚合酶(5 U/

uL)0.25 μL、模板 1 μL、双蒸水补足反应体系 。

PCR扩增程序为 94 ℃ 5 min;94 ℃ 45 s, 58 ℃

45 s,进行 30个循环;72 ℃延伸 10 min。产物于

1.0%琼脂糖凝胶电泳分析。

1.7　特异性实验

　　用 1.5建立的 LAMP方法分别对哈维氏弧菌

LY-1及哈维氏弧菌 ,副溶血弧菌 ,费氏弧菌 ,创伤

弧菌 ,溶藻胶弧菌和鳗弧菌 6株标准菌株进行扩

增 ,验证方法特异性 。

1.8　灵敏度验证

　　将实验用 DNA模板原始浓度(10 ng/μL)进

行 10倍梯度稀释 ,分别作为模板 ,进行 LAMP和

常规 PCR扩增 ,比较两者灵敏度差异 。PCR反应

条件和体系见 1.6, LAMP反应条件和体系见1.5。

1.9　LAMP产物的酶切鉴定

　　利用限制性内切酶 XbaI对 LAMP扩增产物

进行酶切鉴定。反应体系为 20 μL,包括:10 ×

NEBBuffer2μL、100×BSA0.2 μL、XbaI内切酶

0.5 μL、LAMP扩增产物 1 μL、ddH2O16.3 μL,

37 ℃反应条件下作用1.5h,电泳观察酶切结果 。

2　结果

2.1　哈维氏弧菌 ToxR基因克隆及序列分析

　　将阳性克隆进行序列测定。用 DNAStar软

件进行分析 ,得到序列长度为 873 bp的 ToxR基

因片段。将所得 ToxR基因序列与基因库中已登

录的哈维氏弧菌及其他弧菌 ToxR基因序列进行

同源性分析 ,结果显示 ,其 ToxR基因编码序列与
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已登录哈维氏弧菌(V.harveyi)ToxR基因同源性

为 96.57%,与副溶血弧菌(V.parahaemolyticus)

的 ToxR基因同源性为 72.49%, 与鳗弧菌 (V.

anguilarum)ToxR基因同源性为 60%,与创伤弧

菌(V.vulnificus)的 ToxR基因同源性为 59%,与

费氏 弧 菌 (V.fisheri)、溶 藻 胶 弧 菌 (V.

alginolyticus)、霍利斯弧菌(V.hollisae)、拟态弧

菌(V.mimicus)、河弧菌(V.fluvialis)的 ToxR基

因相似性相对较低 ,仅为 27.62% ～ 58.55%(表

2)

表 2　哈维氏弧菌 LY-1ToxR基因与 GenBank中 9种弧菌相应基因序列的同源性

Tab.2　HomologyinToxRgenebetweenV.harveyiLY-1 andthoseof9VibrioinGenBank %

菌株 溶藻弧菌 鳗弧菌 费氏弧菌 河弧菌 霍利斯弧菌 拟态弧菌 副溶血弧菌 创伤弧菌 哈维氏弧菌

哈维氏弧菌 LY-1 58.55 60.07 27.62 56.15 49.10 38.30 72.49 59.03 96.57

　　使用 DNAMAN软件对哈维氏弧菌 LY-1ToxR

氨基酸序列与 8种其他弧菌的 ToxR氨基酸序列

进行序列比对 ,结果显示(0-60)位 , (110-180)

位 , (275-310)位氨基酸序列呈现种间高度变异

性(图 2)。该结论为特异性引物的设计提供了依

据。

图 2　哈维氏弧菌 LY-1与 8种弧菌 ToxR氨基酸序列分析

Fig.2　AnalysisofToxRaminoacidsequencebetweenV.harveyiLY-1 andtheother8 Vibrio

2.2　LAMP检测方法的建立

　　根据哈维氏弧菌 ToxR基因的保守区段 168

bp(345 ～ 512bp)的核苷酸序列 ,设计特异性引

物 , LAMP扩增结果肉眼观察 ,以哈维氏弧菌LY-1

基因组 DNA为模板的反应体系见白色沉淀 ,加

入 SYBRGreenI后呈绿色;以水作为模板的阴性

对照组无白色沉淀产生 ,加入 SYBRGreenI后呈

橙色 ,表明无扩增。分别取 5 μL反应产物进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳结果显示:哈维氏弧菌LY-1

基因组 DNA泳道产生梯状条带 ,以水作为模板

的阴性对照未产生条带 ,表明此套 LAMP引物能

够有效地扩增哈维氏弧菌 ToxR基因 (图 3)。

　　在不同的内外引物浓度 、反应时间 、镁离子

浓度 、dNTP浓度 、Betaine浓度下扩增(图 4),最
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终确定 LAMP反应条件为:25 μL反应体系 ,包

括:10×ThermoPolbuffer2.5μL、dNTP(10mmol/

L)2.5 μL、MgSO4(0.15 mol/L)0.5 μL、Betaine

(8 mol/L)3.8 μL、内引物(10 μmol/L)各 4 μL、

外引物(10μmol/L)各 0.5μL、模板 1μL、ddH2O

4.7 μL,混匀 , 95℃ 5 min,然后冰浴 2 ～ 3 min,

加入 8 UBstDNA酶 , 65℃孵育 45 min, 80℃, 10

min终止反应 。

2.3　特异性结果

　　选择哈维氏弧菌 ,副溶血弧菌 ,费氏弧菌 ,创伤

弧菌 ,溶藻胶弧菌和鳗弧菌 , 6种 ToxR基因同源性

较高的常见海水致病弧菌标准菌株来验证 LAMP

反应的特异性 。结果表明 , 哈维氏弧菌 LY-1、哈

维氏弧菌标准菌株 LAMP反应结果均呈阳性 ,其

他弧菌标准株均无扩增(图 5)。

图 3　LAMP检测结果
Fig.3　ThedetectedresultofLAMP

M.100bpMarker;1.阴性对照;2.哈维氏弧菌 LY-1

图 4　LAMP扩增条件优化

Fig.4　OptimizationoftheLAMPamplification

M.100bpMarker;0.阴性对照;A.Mg2+浓度对 LAMP扩增的影响;1-6镁离子终浓度分别为 0mmol/L, 1.5mmol/L, 3 mmol/L,

4.5mmol/L, 6.0mmol/L, 7.5 mmol/L;B.反应时间对 LAMP扩增的影响;1-4扩增时间分别为 30min, 45min, 60min, 90min;

C.内外引物浓度比对 LAMP扩增的影响;1-6外内引物浓度比分别为(1∶1), (1∶2), (1∶4), (1∶6), (1∶8), (1∶10);D.甜菜碱浓

度对 LAMP扩增的影响;1-8甜菜碱分别为 0mol/L, 0.6mol/L, 0.8mol/L, 1.0mol/L, 1.2mol/L, 1.4mol/L, 1.6mol/L, 1.8 mol/

L;E.dNTP对LAMP扩增的影响;1-7dNTP分别为 0.4mmol/L, 0.6mmol/L, 0.8mmol/L, 1.0 mmol/L, 1.2mmol/L, 1.4mmol/L,

1.6mmol/L。

2.4　灵敏度结果

　　在 25 μL反应体系中 ,模板 DNA量分别为

10 ng、1 ng、100 pg、10pg、1pg、100fg、10 fg、1fg、

100ag和 10ag。由图可知 , PCR的最小检出量为

1pg,以该 PCR产物为模板进行二次 PCR反应 ,

反应体系与条件同前。结果显示 ,二次 PCR最小

检出量为 100 fg(图 6-7)。LAMP产物电泳结果

显示 , LAMP检测哈维氏弧菌的最小检出量为 1

fg(图 8),为 PCR检测灵敏度的 1 000倍 。

2.5　酶切鉴定

　　为了确定所得产物为目的扩增产物 ,我们采

用限制性内切酶 XbaI进行酶切鉴定 。 XbaI内切
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酶位于引物 F1c上(图 1),根据 Notomi等
[ 3]
已报

道的计算方法 ,经 XbaI酶切后可得到大小为 63

bp、97bp、102bp、121 bp片段。酶切产物电泳后

得到与预期相同的片段 (图 8), 表明建立的

LAMP扩增为目的扩增。

图 5　LAMP特异性试验结果
Fig.5　TheresultsofspecificitytestonLAMP

M.100bpmarker;1-7分别为哈维氏弧菌 LY-1、哈维氏弧

菌 、创伤弧菌 、鳗弧菌 、费氏弧菌 、溶藻弧菌和副溶血弧菌。

3　讨论

　　ToxR基因是弧菌属细菌的一种调控基因 ,目

前已发现存有 ToxR基因的弧菌除哈维氏弧菌之

外 ,还有副溶血弧菌 ,费氏弧菌 ,创伤弧菌 ,溶藻

胶弧菌 ,霍利斯弧菌 ,拟态弧菌 ,河弧菌 、鳗弧菌

和一种深海中的光合细菌等
[ 14]
。Kim等

[ 15]
发现

ToxR基因在弧菌种间高度保守 ,其种间同源性远

远低于 rRNA,因此能够被有效用于弧菌的种间

鉴定 。之后 , Vuddhakul
[ 16]
、Conejero

[ 17]
等分别利

用 ToxR基因设计 PCR引物 ,成功建立了霍利斯

弧菌 、哈维氏弧菌快速检测方法。本研究将克隆

得到的哈维氏弧菌 LY-1ToxR基因序列与 GenBank

中已发表的其他弧菌 ToxR基因进行序列比对 ,

发现其在(0-60), (110-180), (275-310)位氨

基酸序列呈现种间高度变异性。利用(110-180)

图 6　A与 B分别为 PCR与二重 PCR法灵敏度实验结果

Fig.6　AandBresultsofdetectionlimitofPCRandduplexPCRrespectively

图 7　LAMP法灵敏度实验结果

Fig.7　ResultsofdetectionlimitofLAMPamplification

位保守序列设计一套 LAMP引物进行特异性扩

增 ,结果从哈维氏弧菌中扩增出特异性片段 , 而

从其他的弧菌标准菌株中扩增不出该片段 ,再次

证明 ToxR基因作为弧菌种间鉴定依据的可行性。

　　LAMP技术作为一种新的恒温扩增方法 ,近

图 8　LAMP产物的 XbaI酶切分析

Fig.8　AnalysisofLAMPproductsdigestedwithXbaI
M.100bpmarker;1.LAMP产物;2.XbaI酶切产物。

年在水产养殖领域应用迅速发展 。利用 LAMP
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技术检测爱德华氏菌
[ 8]
、 鱼诺卡氏菌

[ 9]
、柱状

黄杆菌
[ 10]
、嗜水气单胞菌

[ 11]
、溶藻弧菌

[ 12]
等病

原菌的文献相继报道。本文利用哈维氏弧菌

ToxR基因保守片段设计一套 LAMP引物 ,首次建

立了哈维氏弧菌的 LAMP检测方法 。经验证:本

方法具有操作简单 ,仪器设备要求低 ,灵敏度高

等特点。实验仅需恒温水浴装置 65 ℃恒温作用

45 min即可完成扩增 ,结果可直接通过肉眼观察

沉淀有无情况或加入 SYBRGreenI后观察反应

体系颜色变化判断 ,实现反应及产物检测一步完

成 ,哈维氏弧菌的最小检出量为 1fg,为常规 PCR

检测灵敏度的 1 000倍 ,与常规哈维氏弧菌检测

方法
[ 18]
相比大大提高了检出效率 ,缩短了检出时

间与检测成本 ,更适用于水生动物疾病即时 、现

场 、快速检测。

　　LAMP技术在具有众多优点的同时 ,也有自

身的局限性 ,如 LAMP扩增体系易污染;反应体

系构成较复杂 ,建立难度较大等。本研究在哈维

氏弧菌 LAMP检测方法的建立过程中得出:实验

过程中需要确保操作的严谨性 ,尽量做到加样和

反应在不同的空间区域进行 , LAMP反应更适用

于基层或养殖场等野外较大空间条件下的疾病

现场快速检测;LAMP反应体系中 Mg
2+
、dNTP的

浓度以及内外引物浓度比都对 LAMP反应影响

较大 ,浓度过高或过低都不利于反应的进行 ,甚

至会终止反应 ,认真优化各实验条件是成功建立

LAMP检测方法的关键。总之 ,只要引物设计合

理 、实验操作严谨 , 反应条件合理 , 就能避免

LAMP反应过程中出现体系易污染和扩增体系难

建立等问题 ,得到理想的实验目标 。
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