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摘要:溶藻弧菌是引起广西等华南沿海地区海水养殖鱼类发生细菌性鱼病的主要致病菌之一,其引起的鱼病具

有发病迅速、死亡率高、流行面广等特点,严重威胁着华南地区水产养殖业的健康可持续发展。着力发展操作

便捷、成本低、耗时短、准确度高的水产致病菌快速检测技术,对于及早发现、确定病原,进而有的放矢地制定治

疗方案来控制病原扩散、降低损失意义重大。在先前研究中,我们基于指数富集的配基系统进化技术(Sys-
tematic

 

evolution
 

of
 

ligands
 

by
 

exponential
 

enrichment
 

technology,SELEX)筛选获得特异性识别卵形鲳鲹源

溶藻弧菌的核酸适配体,本研究中我们基于核酸适配体VA8开展溶藻弧菌的快速检测诊断技术的研究,开发

出一种新型的能够快速检测溶藻弧菌的核酸适配体吸附检测技术(Aptamer
 

VA8􀆼based
 

enzyme􀆼linked
 

apta􀆼
sorbent

 

assay,VA8􀆼ELASA),并对VA8􀆼ELASA技术检测溶藻弧菌的特异性和灵敏性进行分析研究。VA8􀆼
ELASA技术可以用于溶藻弧菌的快速检测,具有特异性强、灵敏度高的特点。本研究基于核酸适配体VA8
建立的新型核酸适配体吸附技术(VA8􀆼ELASA),有望实现对广西卵形鲳鲹养殖中溶藻弧菌病的快速诊断、实
时监控和有效预防。
关键词:溶藻弧菌 卵形鲳鲹 ELASA SELEX VA8

 

 特异性 灵敏性 快速诊断
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0 引言

  广西是我国的水产养殖大省,主要养殖品种包括

卵形鲳鲹、石斑鱼、草鱼、斑点叉尾鮰、罗非鱼、对虾和

贝类等。近年来,随着市场需求量的不断增加,广西

水产养殖业进入快速发展期,养殖规模不断扩大,养
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殖效益持续增加[1􀆼2]。其中,卵形鲳鲹肉质细腻,营养

丰富,目前国内卵形鲳鲹年产量则超过10万吨,养殖

效益极为显著。然而在高密度养殖条件下,各种病害

频发暴发,造成了巨大经济损失[3􀆼4]。广西水产疫病

防控研究工作比较滞后,针对主要水产养殖品种,既
缺少详细系统的流行病学调查,更缺少高效的防控功

能产品,这些不利因素影响了广西水产养殖业的健康

可持续发展。2017年夏季,养殖于广西钦州湾海域

的近海网箱中的卵形鲳鲹暴发了溶藻弧菌病,给当地

卵形鲳鲹养殖业造成了巨大的经济损失[4]。据华南

地区的研究报道,溶藻弧菌(Vibrio
 

alginolyticus)是
严重危害包括广西北部湾海域在内的华南沿海地区

海水养殖鱼类的主要条件致病菌之一,其导致的鱼病

具有发病速度快、累计死亡率高、流行范围广的特

点[5􀆼6]。目前溶藻弧菌的检测方法主要包括菌落形态

观察结合生理生化反应指标的生物学检验,以及基于

细菌16S
 

DNA 基因测序的分子生物学检测技术

等[7]。这些方法虽然能够实现对溶藻弧菌病的检测

诊断,但是却存在技术操作繁琐、仪器试剂昂贵、检测

耗时长等诸多不足,因此仅适用于实验室条件下少量

样品检测。为满足养殖现场对溶藻弧菌病快速准确

检测的要求,本研究利用先前筛选获得的特异性识别

溶藻弧菌活菌的核酸适配体 VA8
 [8],开发出一种能

够快速检测溶藻弧菌的新型的核酸适配体吸附检测

技术(VA8􀆼based
 

enzyme􀆼linked
 

apta􀆼sorbent
 

assay,

VA8􀆼ELASA),并对VA8􀆼ELASA技术检测溶藻弧

菌的特异性和灵敏性进行了分析研究。

1 材料与方法

1.1 材料

  本实验中所使用的溶藻弧菌(Vibrio
 

alginolyti-
cus)从广西钦州湾网箱养殖的发病卵形鲳鲹中分离

得到,保存于本实验室,编号为 TOQZ01[4];哈维氏

弧菌 (Vibrio
 

harveyi)从北海铁山港网箱养殖的发

病卵形鲳鲹中分离得到,编号为BHVH01;嗜水气单

胞菌 (Aeromonas
 

hydrophila)从广西南宁池塘养

殖的发病草鱼中分离获得。TMB显色液购自碧云天

生物技术公司,链霉素标记的 HRP(Streptavidin􀆼
HRP)购自Thermo公司;生物素标记的核酸适配体

VA8(Biotin􀆼VA8)和生物素标记的非特异性单链核

酸文库(Biotin􀆼ssDNA
 

Library)由上海生工合成;本
实验使用的仪器包括多功能酶标仪,无菌操作台,Ni-
kon倒置显微镜,Nikon激光共聚焦显微镜,Thermo

 

PCR仪,生化培养箱,常温低速离心机,低温高速离

心机,水浴锅。

1.2 方法

1.2.1 VA8􀆼ELASA操作流程

  VA8􀆼ELASA的操作方法参考先前的报道,并进

行了优化改进[9􀆼10]。具体步骤是:将生物素(Biotin)
标记的核酸适配体VA8(Biotin􀆼VA8)在92℃高温水

浴变性10
 

min,然后迅速插入到冰中复性10
 

min;将

Biotin􀆼VA8
 

(300
 

nmol/L)与待测菌液在冰上结合20
 

min,然后用PBS
 

1
 

000
 

g离心清洗3次,移除上清,
将沉 淀 的 样 品 与200

 

μL
 

Streptavidin􀆼HRP(1∶
10

 

000)混匀结合20
 

min;用磷酸缓冲盐溶液PBS
 

1
 

000
 

g离心清洗5次后,将样品与200
 

μL
 

TMB显

色液混匀,避光反应15
 

min,加入50
 

μL
 

H2SO4(2
  

mol/L)终止反应;使用多功能酶标仪读取待测样品

在450
 

nm处的吸光值并记录结果。每个反应均做3
个重复。

1.2.2 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的特异性分析

  将生物素(Biotin)标记的核酸适配体VA8
 

(Bio-
tin􀆼VA8,300

 

nmol/L)经过92℃恒温水浴、冰浴处

理;试验组(Test
 

1)为Biotin􀆼VA8
 

(300
 

nmol/L)与1
 

mL溶藻弧菌菌液(1×108
 

CFU/mL)孵育结合,对照

组设置3组:对照组1(Control
 

1),Biotin􀆼VA8
 

(300
 

nmol/L)与1
 

mL哈维氏弧菌菌液(1×108
 

CFU/

mL)孵育结合;对照组2(Control
 

2),Biotin􀆼VA8
(300

 

nmol/L)与1
 

mL嗜水气单胞菌菌液(1×108
 

CFU/mL)孵育结合;对照组3(Control
 

3),Biotin􀆼ss-
DNA

 

Library与1
 

mL溶藻弧菌菌液(1×108
 

CFU/

mL)孵育结合;对照组4(Control
 

4),未作任何处理

的1
 

mL溶藻弧菌菌液(1×108
 

CFU/mL)。孵育结

合完成后,将各组样品用PBS离心清洗3次,然后富

集到的样品与200
 

μL
 

Streptavidin􀆼HRP(1∶10
 

000)
混匀结合20

 

min。后续的显色反应与检测步骤参看

1.2.1小节。每个反应均做3个重复。

1.2.3 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的数量灵敏性

分析

  将溶藻弧菌稀释至不同的浓度:5×107
 

CFU/

mL,5×106
 

CFU/mL,5×105
 

CFU/mL,1×105
 

CFU/mL,5×104
 

CFU/mL,1×104
 

CFU/mL,5×
103

 

CFU/mL,1×103
 

CFU/mL。试验组(Test)是取

1
 

mL不同浓度的菌液用PBS
 

1
 

000
 

g离心清洗3
次,然后与Biotin􀆼VA8在冰上结合30

 

min。Biotin􀆼
ssDNA

 

Library与相应浓度的溶藻弧菌的孵育实验
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作为对照组(Control)。后续具体的检测操作参看

1.2.1小节。每个反应均做3个重复。

1.2.4 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的时间灵敏性

分析

  我们随后对VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的孵育

时长灵敏性进行了分析。试验组(Test)是取1
 

mL
溶藻弧菌TOQZ01(1×108

 

CFU/mL)用PBS
 

1
 

000
 

g离心清洗3次,然后与Biotin􀆼VA8在冰上分别孵

育结合60
 

min,30
 

min,20
 

min,10
 

min,5
 

min和

1
 

min。Biotin􀆼ssDNA
 

Library与1
 

mL溶藻弧菌

(1×108
 

CFU/mL)孵育相应时长的实验作为对照组

(Control)。后续具体的检测操作参看1.2.1小节。
每个反应均做3个重复。

2 结果与分析

2.1 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的特异性高

  在先前研究中,基于前沿的指数富集的配基系统

进化技术(SELEX)筛选获得特异性识别溶藻弧菌活

菌的核酸适配体VA8,VA8的核苷酸序列如表1所

示。VA8􀆼ELASA 的操作流程如图1所示。使用

VA8􀆼ELASA技术对溶藻弧菌进行检测发现,与4个

对照组相比,VA8􀆼ELASA能够特异性地检测溶藻弧

菌,而对非靶标细菌没有明显的识别作用。由此证

明,VA8􀆼ELASA能够用于卵形鲳鲹养殖中溶藻弧菌

病的特异性检测与诊断(图2)。

表1 核酸适配体VA8的核苷酸序列

Table
 

1 The
 

nucleotide
  

sequences
 

of
 

aptamer
 

VA8

核酸适
配体
Aptamer

核苷酸序列
Nucleotide

 

Sequences

VA8
5'􀆼GACGCTTACTCAGGTGTGACTCGCGTTTT
ATTGGTGTGGGGCTGGGGCGGTGGGTGGCT
CTACTGGTTCCGTTCGAAGGACGCAGATGA
AGTCTC􀆼3'

图1 VA8􀆼ELASA操作示意图

Fig.1 Graphic
 

procedure
 

of
 

VA8􀆼ELASA

2.2 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的数量灵敏性高

  使用VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌时,对照组中

各组的吸光值均没有明显差异,实验组中溶藻弧菌的

数量越多,在450
 

nm 处的吸光值就越高,即 VA8􀆼
ELASA是以浓度梯度依赖的方式检测溶藻弧菌

TOQZ01。当溶藻弧菌的数目低至5×104
 

CFU/mL
时,VA8􀆼ELASA 仍 可 灵 敏 地 检 测 到 溶 藻 弧 菌

(图3)。
2.3 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌的时间灵敏性高

  使用VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌时,与对照组

中不同孵育结合时间条件下的吸光值均没有明显差

异的结果相比,孵育结合时间越长,实验组中待测样

品在450
 

nm处的吸光值就越高,即VA8􀆼ELASA以

孵育结合时长依赖的方式检测溶藻弧菌 TOQZ01。
当孵育结合时长短至1

 

min时,VA8􀆼ELASA仍可灵

敏地检测到溶藻弧菌(图4)。因此,VA8􀆼ELASA可

以用于溶藻弧菌的快速检测诊断。
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**P<0.01差异极显著

  **P<0.01
 

was
 

considered
 

extremely
 

different
图2 VA8􀆼ELASA特异性检测溶藻弧菌结果

  Fig.2 The
 

results
 

of
 

VA8􀆼ELASA
 

specific
 

detection
 

of
 

V.alginolyticus

  *P<0.05差异显著,**P<0.01差异极显著,NS 无

显著性差异

  *P<0.05
 

was
 

considered
 

significantly
 

different,

**P<0.01
 

was
 

considered
 

extremely
 

different,NS
 

was
 

considered
 

no
 

significant
 

difference
  图3 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌细胞的数量灵敏性

  Fig.3 The
 

quantity
 

sensitivity
 

of
 

VA8􀆼ELASA
 

for
 

de-
tection

 

of
 

V.alginolyticus
 

cells

  *P
 

<
 

0.05差异显著,**P
 

<
 

0.01差异极显著,NS
无显著性差异

  *P<0.05
 

was
 

considered
 

significantly
 

different,
**P<0.01

 

was
 

considered
 

extremely
 

different,NS
 

was
 

considered
 

no
 

significant
 

difference
图4 VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌细胞的时间灵敏性

  Fig.4 The
 

time
 

sensitivity
 

of
 

VA8􀆼ELASA
 

for
 

V.
alginolyticus

 

cells

3 讨论

  近年来,水产养殖中细菌性和病毒性疾病频发暴

发,严重影响着水生生态稳定以及水产养殖业的健康

可持续发展。其中,溶藻弧菌(Vibrio
 

alginolyticus)
是一种条件致病菌,能够感染鱼、虾、蟹、贝等众多海

水养殖品种[7,11]。溶藻弧菌通常在夏季水温高、环境

恶化时以及养殖动物免疫力下降时暴发流行,通过在

在感染和快速增殖过程中向胞外释放细胞毒素等代

谢产物来干扰并破坏养殖动物的正常新陈代谢,进而

造成严重的细胞损伤和出血性溃疡、内脏器官肿大等

组织病变,最终导致动物死亡[5,7,12]。溶藻弧菌引起

的细菌病具有发病迅速、死亡率高、流行面广等特点,
给广西等华南沿海地区海水养殖业造成了巨大的损

失。为实现广西卵形鲳鲹养殖中溶藻弧菌病的快速

诊断、实时监控和有效预防的目的,本研究中我们利

用前沿的核酸适配体技术,着力开发用于溶藻弧菌快

速检测的核酸适配体吸附检测技术。

  核酸适配体是利用指数富集的配基系统进化技

术(System
 

evolution
 

of
 

ligands
 

by
 

exponential
 

en-
richment,SELEX)筛选最终获得能够特异性识别靶

物质的单链寡核苷酸[13]。核酸适配体具有易筛选获

得、合成成本低、易修饰、稳定性强、批次间质量相同、
识别结合靶物质的特异性高等诸多优点。作为一种

新型的分子探针,核酸适配体在分析检测、临床诊断、
新药研发等领域具有广阔的应用前景[14]。目前,核
酸适配体在水生生物病原研究领域也已取得了较快

进展。据报道,已成功筛选获得高特异性核酸适配体

的水产病害包括新加坡石斑鱼虹彩病毒(Singapore
 

grouper
 

iridovirus)
 [15􀆼16],赤点石斑鱼神经坏死症病

毒(Red
 

spotted
 

grouper
 

nervous
 

necrosis
 

virus)
 [17],

卵 形 鲳 鲹 源 神 经 坏 死 病 毒 (Trachinotus
 

ovatus
 

NNV)[18],鲤 春 病 毒 血 症 病 毒(Spring
 

viremia
 

of
 

carp
 

virus)[19],牙鲆弹状病毒(Hirame
 

rhabdovirus
 

virus)[20],病毒性出血性败血症病毒(Viral
 

hemor-
rhagic

 

septicemia
 

virus)[21],中华鳖虹彩病毒(Soft􀆼
shelled

 

turtle
 

iridovirus)
 [22],溶藻弧菌(Vibrio

 

algi-
nolyticus)[8,23],哈维氏弧菌(Vibrio

 

harveyi)[24],嗜
水气单胞菌(Aeromonas

 

hydrophila)[25]和鼠伤寒沙

门氏菌(Salmonella
 

typhimurium)[26]等。基于这些

核酸适配体建立了多种新型检测技术中,包括核酸适

配体免疫吸附测定技术(Enzyme􀆼linked
 

apta􀆼sorbent
 

assay,ELASA)[9􀆼10],核酸适配体􀆼纳米金检测技术

等[27]和核酸适配体􀆼荧光分子检测探针检测技术[28]

等。例如,Zhou等[10]利用特异性结合赤点石斑鱼神

经坏死症病毒CP衣壳蛋白的核酸适配体A10,研发
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出的sandwich
 

ELASA技术,在病毒感染的细胞数

目低至4
 

000个,以及孵育时间短至10
 

min时,sand-
wich

 

ELASA技术均能检测到赤点石斑鱼神经坏死

症病毒 的 感 染,并 且sandwich
 

ELASA 技 术 检 测

RGNNV感染的灵敏度与PCR技术相当,ELASA
技术操作简便快捷、稳定性强。

  本研究中,我们基于特异性识别溶藻弧菌活菌的

核酸适配体VA8开发出一种新型的核酸适配体吸附

检测技术(VA8􀆼ELASA)用于溶藻弧菌的快速检测。
当溶藻弧菌TOQZ01的浓度低至5×104

 

CFU/mL,

VA8􀆼ELASA中Biotin􀆼VA8与溶藻弧菌 TOQZ01
孵育结合时长短至1

 

min时,VA8􀆼ELASA均能够清

楚地检测到溶藻弧菌。综上,VA8􀆼ELASA技术具有

耗时短、操作便捷、灵敏性高等优点,能够用于卵形鲳

鲹养殖中溶藻弧菌病的特异性检测与快速诊断。本

研究成果为丰富和提高水产疫病防控领域的检测技

术研究提供了新方法和新思路。

4 结论

  本研究开发出一种新型的核酸适配体吸附检测

技术(VA8􀆼ELASA)用于溶藻弧菌的快速检测。实

验结果表明,VA8􀆼ELASA能够用于溶藻弧菌病的特

异性检测;VA8􀆼ELASA检测溶藻弧菌具有耗时短、
灵敏性高等优点;VA8􀆼ELASA有望实现对溶藻弧菌

病的快速诊断、实时监控和有效预防。
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Abstract:Vibrio
 

alginolyticus
 

is
 

one
 

of
 

the
 

main
 

pathogens
 

causing
 

bacterial
 

fish
 

disease
 

in
 

marine
 

fish
 

in
 

coastal
 

area
 

of
 

South
 

China
 

including
 

Guangxi,and
 

its
 

fish
 

disease
 

has
 

the
 

characteristics
 

of
 

rapid
 

onset,high
 

mortality
 

and
 

wide
 

popularity,which
 

seriously
 

threatens
 

the
 

healthy
 

and
 

sustainable
 

development
 

of
 

aquacul-
ture

 

in
 

South
 

China.Focusing
 

on
 

developing
 

rapid
 

detection
 

techniques
 

for
 

aquatic
 

pathogens
 

with
 

convenient
 

operation,low
 

cost,short
 

time
 

and
 

high
 

accuracy
 

are
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

early
 

detection
 

and
 

identification
 

of
 

pathogens
 

and
 

then
 

targeting
 

to
 

develop
 

a
 

treatment
 

plan
 

to
 

control
 

the
 

spread
 

of
 

pathogens
 

and
 

reduce
 

losses.In
 

previous
 

studies,ssDNA
 

aptamers
 

against
 

V.alginolyticus
 

were
 

screened
 

based
 

on
 

systematic
 

evo-
lution

 

of
 

ligands
 

by
 

exponential
 

enrichment
 

technology
 

(SELEX).In
 

this
 

study,we
 

carried
 

out
 

a
 

research
 

on
 

a
 

rapid
 

detection
 

and
 

diagnosis
 

technology
 

of
 

V.alginolyticus
 

based
 

on
 

aptamer
 

VA8,and
 

developed
 

a
 

new
 

type
 

of
 

Aptamer
 

VA8􀆼based
 

enzyme􀆼linked
 

aptasorbent
 

assay
 

(VA8􀆼ELASA)
 

for
 

rapid
 

detection
 

of
 

V.
alginolyticus.The

 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

VA8􀆼ELASA
 

technology
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

V.alginolyticus
 

were
 

analyzed.VA8􀆼ELASA
 

technology
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

rapid
 

detection
 

of
 

V.alginolyticus
 

with
 

strong
 

specificity
 

and
 

high
 

sensitivity.The
 

novel
 

VA8􀆼ELASA
 

technology
 

based
 

on
 

aptamer
 

VA8
 

is
 

expected
 

to
 

real-
ize

 

rapid
 

diagnosis,real􀆼time
 

monitoring
 

and
 

effective
 

prevention
 

of
 

V.alginolyticus
 

disease
 

in
 

Trachinotus
 

ovatus
 

aquaculture
 

in
 

Guangxi.
Key

 

words:V.alginolyticus,Trachinotus
 

ovatus,ELASA,SELEX,VA8,specificity,sensitivity,rapid
 

diag-
nosis
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