
第 2 8卷 第 5期

1997 年 9月

海 洋 与 湖 沼

C哎 E :A N O L OG 】A E T L IM N O L OG A IS N I I CA

V ol
.

2 8
,

N o
.

5

S e P t
. ,

19 9 7

用 1 6 5 r R N A 基因的内切酶图谱快速
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提要 坎普氏弧菌是青岛海洋大学生物系微生物实验室于 19 8 9一 1 990 年 自对虾养殖场中

国对虾红腿病虾心脏及血淋巴中分离并鉴定的菌株
,

副溶血弧菌和溶藻胶弧菌两菌株于 1 994

年 9 月得自中国科学院微生物研究所
。

为建立快速
、

准确的中国对虾病原菌的诊断技术
,

根

据几种细菌的 16 5 r
R N A 基因的序列

,

设计并合成该基因 的多聚酶链反 应的引物 P LI 和

P L Z
。

并用该对引物分别从坎普氏弧菌
、

副溶血弧菌和溶藻胶弧菌的 D N A 样品中扩增出分子

量与原设计相同的 D N A 片段
,

然后用 lA
“ I 内切酶对 3种细菌的多聚酶链反应产物进行酶切

,

形成 3 种不同的限制性内切酶图谱
。

研究结果证明
,

用 165
r R N A 基因的限制性内切酶图谱

,

可快速
、

准确地鉴别 3 种对虾病原菌
。

关键词 弧菌 1 6 5 r R N A 多聚酶链反应 限制性内切酶图谱

在对虾的养殖生产中
,

已报道多种弧菌引起对虾疾病
,

如溶藻胶弧菌
、

副溶血
、

河

口 弧 菌 (姗
r i o 7j u v i a l is ) 和鳗 弧 菌 (犷 a n g u i l la r u m )等 (块 I v e s一 B or

u g h to n , e t al
. ,

19 7 6 :

K w ie iL n ,

1 98 ;9 iL hg ut er
,

19 8 8)
。

弧菌会引起对虾幼体乃至养殖池 中对虾的大量死亡

( L a v il l--a R ot g o , e t al
. ,

19 9 0 : S o n g
, e t a l

. ,

19 9 0 )
。

细菌性疾病危害面大
,

传播速度快
,

为此
,

快速
、

准确 的病 原鉴别技 术便成 为疾病 防治 的基础
。

多 聚酶链反 应 ( po ly m e

asr
e

ch ia n er ac it o n ,

P C )R
,

由于技术操作简捷
、

快速
、

灵敏度高而发展成为疾病诊断的主要方

法
。

本 文 根 据 细 菌 编 码 16 5 r RN A 基 因 的 序 列
,

首 次 用 P C R 和 限 制 性 内切 酶 图谱

(ir s tir c it o n f r a g m e n t l e n g ht p o l y m o pr hi s m s ,

R F L )P 技术对对虾的几种病原菌进行分析
,

以

期建立对虾病原菌快速
、

灵敏的鉴别技术
。

1 材料和方法

1
.

1 菌株

坎普 氏弧菌 (厂 t’a m b ,,l iil )是青岛海洋大学海洋生物系微生物实验室于 198 9一 19 90

`

国家 自然科学基金资助项 目
,

3 9 37 0 5 45 号
。

孔杰
,

男
,

出生于 19 6 3年 5月
,

博士
,

副研究员

收稿 日期 : 19 9 5年 7月 2 5 日
,

接受 日期 : 199 7年 6月 1 1日



4 50 海 洋 与 湖 沼 2 8卷

两年 中 自青岛沿海对虾养殖场 中国对虾红腿病虾心脏及血淋巴 中分离并鉴定的菌株
,

编

号为 2一 S B
。

副溶血弧菌 (卜 p ar ah ae 用。妙附 us )和溶藻胶弧菌 ( 贬 a 份ln 口妙瓜 us )试验菌株于

19 9 4 年 9 月取 自中国科学院微生物研究所
,

菌株编 号分别为 1
.

16 14 和 1
.

1 58 7
。

1
.

2 PC R 引物设计

3 种弧菌 16 5 r R N A 序列从 EM B L ( E u r o eP a n M o l e e u l a r B i o l o g y L a
加

r a t o 叮 )查取
,

序

列 的 存取 号 为坎 普 氏弧菌
,

X 5 6 5 75 ; 副溶 血 弧菌
,

X 5 6 5 8 0 ; 溶 藻胶 弧 菌
,

X 5 6 5 7 6
。

经

M A C A W (M u l it p l e A li g n m e n t e o n s t ur
e t i o n a n d A n a l y s i s W

o r k be n c h )计算机 软件进行多

序列同源性分析和 比较
,

选择完全同源的碱基序列
。

用 P C R 引物 自动设计及分析系统
,

从 3 种细菌的同源序列中设计引物
。

引物 P LI 的碱基序列为 5 ’ 一1 , TC G A A A C G A T G G ( …

T A A T A C C (兀二一 3 ’ ,

P L Z 为 5 ’ 一〔K〕 T T A C C I丁C T T A C G A C I
,

1
,

一 3 ’ ,

分别对应于大肠杆

菌 ( E 、〔
】

h e r i c h i a 〔 0 11) 16 5 r R N A 基因上的第 16 6 至 18 9 碱基和 1 3 8 5 至 14 0 9 碱基
。

设计的

P C R 扩增片段长度为 12 2 0 碱基
。

1
.

3 16 5 r R N A 基 因片段的 P C R 扩增

3 种 弧菌 均 用 Z o B ell 2 2 16 E 液 体培 养基 培 养
,

收集 细菌
,

提取 1) N A 后进 行 PC R

扩 增
。

建 立 5 0协l 的 p C R 反 应 体 积
,

其 中 包 括 T ir s一 H C I (p H = 9
.

0
,

2 5℃ )
,

s o m m o l / L

M g a
。 ,

1
.

s m m ol / ;L 4 种脱 氧核昔酸
,

d A PT
,

d T T p
,

d G T p 和 d c仰 各 0
.

2m m ol / L ;各种引

物为 50 p m ol ; T aq l ) 卜A 聚合酶 1单位
。

反应混和液加盖 50 闪矿物油以后
,

置 PC R 仪上循

环 3 0 次
。

循环参数为
: 9 4 oC

,

l m i n ; 5 5℃ l m i n ; 7 2 oC
,

l
.

s m i n
.

P e R 反应完毕
,

取 s协l反应产物

于 1% 的琼脂糖凝胶电泳检查
。

1
.

4 P C R 产物酶切及电泳

P c R 反应产物经酚
、

酚 / 氯仿
、

氯仿抽提后
,

用酒精沉淀
。

将沉淀干燥
,

重溶于 18闪 无

菌蒸馏水 中
。

建立 20 闪酶切反应体积
,

加人 2 单位 刀
“ I 内切酶 (8 一 10u / 闪)后

,

置 37 ℃

水浴中 2一 h3
。

取 10闪上述酶切 P c R 产物
,

点样于 2
.

5% 琼脂糖凝胶进行电泳
、

摄影
。

2 结果

.2 1 P C R 扩增及 P C R 产物特征

根据细菌 16 5 r R N A 基因序列设计的引物 P LI
,

P L Z
,

能从 3 种不同的菌株 中扩增 出

D N A 片段 (图版 L l )
。

在上述的反应系统和反应条件下
,

P C R 产生清晰的单一条带
。

从 3

种菌株的 D N A 中扩增 的 PC R 产物在电泳图中的迁移距离相 同
,

说明 3者长度近等
。

标准

分子量的 D N A 标记显示 3 个 P C R 产物的分子量与实验设计相 同
。

.2 2 三种弧菌 16 5 r R N A 基 因的 R L F’P 分析与 比较

从 PC R 产物的电泳图谱中不能区别 3 种细菌
,

但产物经 刀
u l 内切酶酶切后

,

3 种不同

菌株的酶切图谱互不相同
,

为此根据内切酶的酶切图谱很容易区分 3 种细菌 (图版 I : 2)
。

小

分子量 ( < 2 00 bP )的 I ) N A 片段不易读取
,

但较大分子量 ( > Zoo bP )的图谱足以清楚地显示

出菌种之间的差别
。

坎普 氏弧菌缺少分子量为 6 0 0 左右的条带 ; 其次副溶血弧菌缺少 3 50

左右 的条带 ;溶藻胶弧菌的酶切带数最多
,

包括上述两菌种酶切图谱中的所有条带
。

3 讨论与结语

P C R 和 R F L P 技术的关键在于两个方面
,

首先是 PC R 能够准确
、

特异性地扩增出所

期望 的 D N A 片段 ;其次是选用的内切酶将靶 D N A 片段切开后
,

电泳图谱能够区分所要检
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测的种类
。

实验结果表明
,

无论是 PC R 扩增
,

还是 lA u l 内切酶对 3 种不同弧菌 P C R 扩增

产物的酶切图谱
,

均符合上述两个条件
。

影响酶切图谱的另一个 因素是酶切程度
,

不完全

酶切会产生多余的条带
,

从而导致失真图谱以及图谱的重复性差等
。

在本研究中
,

刀u l 内

切 酶对 3 种 165
r R N A 的 P LI / P L Z 扩增产物 的酶切

,

曾进 行过多次 的重 复
,

降低酶切

D N A 总量
、

加大酶量和充分延长酶切时间等 : 不同批次的实验结果均产生相同的酶切图

谱
。

在理论上
,

酶切产生各片段的分子量之和与酶切前完整 1) 卜A 的分子量应 当相同
。

但

是
,

16 5 r R N A PLI / P L Z 扩增片段经 刀u l 酶切后
,

在坎普氏弧菌和副溶血弧菌的电泳图

谱中不能建立这种对应关系
。

主要的原因是
,

在 2
.

5% 的琼脂糖 电泳 中
,

分子量较小 的带

分辨率不够高
,

难以读出小分子量的 N D A 片段 ;其次
,

酶切可能会产生相近或相同长度的

D N A 片段
,

两个分子量相 同或相近的 D N A 片段在 电泳凝胶 中形成一条带而直接造成电

泳带数 目的减少
,

从而造成总分子量偏低
。

因为菌种 (株 )鉴别依赖于 P C R 扩增片段酶切

后形成的特定图谱
,

所以
,

上述 问题对检测结果的稳定性无影响
。

与经典的细菌检测方法相 比较
,

P C R 和 RFL P 技术具有灵敏度高
、

检测速度快
、

特异

性强等优点
。

因此在病原检测中有较广阔的应用 前景
。

但 P C R 和 R凡P 技术 的进一步的

完善
,

还需在几个方面进行更深入的研究
,

如内切酶的酶切图谱的研究 (单酶酶切或混合

酶酶切 )
,

引物的选择及待扩增 D N A 片段的变异程度等
。

PC R 的灵敏度 已成为该技术的

优越性能之一
。

因此
,

提高 P C R 和 R FL P 技术的分辨精度是今后应努力的方向
。
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