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摘要：【目的】建立珊瑚病原菌株 XSBZ03 和 XSBZ14 的双重 PCR 检测方法。【方法】以 XSBZ03 和

XSBZ14 的特异靶序列为对象，开展引物设计和双重 PCR 检测方法的构建，并确定该双重 PCR 方法的

特异性、敏感性及可靠性。【结果】该检测方法可特异识别菌株 XSBZ03 和 XSBZ14，对 XSBZ03 和

XSBZ14 基因组 DNA 样品的检测极限分别为 1.7 pg/μL 和 2.0 pg/μL；对 XSBZ03 和 XSBZ14 在海水样

品中的检测极限分别为 6×103 CFU/mL 和 8×103 CFU/mL。【结论】该方法具有特异性强、灵敏度高等优

点，可对由菌株 XSBZ03 和 XSBZ14 引起的珊瑚疾病进行准确快速的诊断，为今后开展珊瑚疾病防控

和无特定病原的珊瑚移植提供了可靠手段。 
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处于热带海洋的珊瑚礁具有丰富的生物多样

性和重要的生态服务功能，是最重要的生态系统

之一[1–2]，享有“蓝色沙漠中的绿洲”、“海洋中的

热带雨林”等美誉[3]。然而，近 20 余年来，由于

气候和环境变化造成了世界各地的珊瑚礁正以

惊人的速度减少，现已有三分之二的珊瑚礁处于

灭绝的危险之中 [4–7]。珊瑚的白化将直接导致珊

瑚礁生态系统结构的瓦解，因此珊瑚白化死亡的

原因一直深受人们的关注，其中细菌感染是导致

珊瑚白化的重要原因之一[8–10]。研究表明由病原

微生物引起的珊瑚疾病已成为全球珊瑚礁的主

要威胁[11]，当前共有 54 个国家和地区报道了各

类珊瑚疾病 3200 余例，涉及患病珊瑚达 113 种，

其中 80%以上为细菌性病原引起 [12–13]。但是有

关珊瑚细菌性病原准确快速的检测方法报道较

少，仅溶珊瑚弧菌(Vibrio coralliilyticus)、施罗

氏弧菌(V. shilonii)等少量珊瑚病原建立了快速

检测方法[10,14–16]。 

本 研 究 对 象 是 溶 藻 弧 菌 菌 株 XSBZ03 和

XSBZ14，它们是从白化的扁枝滨珊瑚中分离得
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到，并且经过科赫法则验证为扁枝滨珊瑚白化的

病原，XSBZ03 和 XSBZ14 对扁枝滨珊瑚的致病

性是其他分离菌株所不具备的[17]。扁枝滨珊瑚作

为南中国海诸多海域的优势珊瑚种，也是南中国

海珊瑚礁人工生态修复最重要的移植物种之一，

要预防细菌性病原所导致的南中国海扁枝滨珊瑚

白化综合征的发生，首先要对病原进行准确的诊

断。本研究从两株病原菌的全基因组序列中分别

筛选到的一段特异性高的靶序列，并以之为对象

设计合理的引物，拟建立可同时检测 XSBZ03 和

XSBZ14 的双重 PCR 方法，为丰富我国珊瑚疾病

快速诊断方法奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株 

珊瑚病原溶藻弧菌(V. alginolyticus) XSBZ03 和

XSBZ14；溶藻弧菌 ATCC17749，副溶血弧菌(V. 

Parahaemolyticus) ATCC17802，创伤弧菌(V. vulnificus) 

ATCC27562，需钠弧菌(V. natriegens) ATCC33788，

河流弧菌(V. fluvialis) ATCC33810 均购自美国菌种

保藏中心；其余 37 株溶藻弧菌，15 株哈维氏弧菌

(V. harveyi)，2 株副溶血弧菌，1 株轮虫弧菌(V. 

rotiferianus)，主要由自然海水、养殖海水、病亡的水

生生物中分离得到，并已进行 16S rRNA 菌种鉴定以

及各项生理生化指标检测，现由本实验室保存(表 1)。 

表 1.  供试菌株 

Table 1.  Bacterial strains tested 
No. Strains No. Strains 
1 V. alginolyticus XSBZ03 32 V. alginolyticus HN07010 
2 V. alginolyticus XSBZ14 33 V. alginolyticus HN13001 
3 V. alginolyticus HN07011 34 V. alginolyticus PBVAY40119 
4 V. alginolyticus HN08809 35 V. alginolyticus HN08202 
5 V. alginolyticus HN08304 36 V. alginolyticus PBVAY41120 
6 V. alginolyticus HN08307 37 V. alginolyticus PBVAY38117 
7 V. alginolyticus HN08805 38 V. alginolyticus PBVAY39118 
8 V. alginolyticus HN07005 39 V. alginolyticus PBVAY12023 
9 V. alginolyticus XSE381 40 V. alginolyticus PBVAY42121 

10 V. alginolyticus HN08803 41 V. harveyi NS131241 
11 V. alginolyticus HN08801 42 V. harveyi NS131751 
12 V. alginolyticus HN08201 43 V. harveyi NS131651 
13 V. alginolyticus PBVAY30031 44 V. harveyi NS131451 
14 V. alginolyticus HN08203 45 V. harveyi NS131632 
15 V. alginolyticus HN07006 46 V. harveyi NS131631 
16 V. alginolyticus HN08811 47 V. harveyi WC13D121 
17 V. alginolyticus HN08155 48 V. harveyi HNH11011 
18 V. alginolyticus HN07002 49 V. harveyi HNH11001 
19 V. alginolyticus TG06003 50 V. harveyi WC13DH21 
20 V. alginolyticus HN08306 51 V. harveyi WC13H252 
21 V. alginolyticus HN07009 52 V. harveyi HNH11009 
22 V. alginolyticus HN08813 53 V. harveyi HNH11013 
23 V. alginolyticus E001 54 V. harveyi WC13DH52 
24 V. alginolyticus HN08335 55 V. harveyi PBVH78461 
25 V. alginolyticus HN08303 56 V. Parahaemolyticus PBVPY07150 
26 V. alginolyticus HN07014 57 V. Parahaemolyticus PBVPY06106 
27 V. alginolyticus HN08806 58 V. Parahaemolyticus ATCC 17802 
28 V. alginolyticus E167 59 V. rotiferianus HN076 
29 V. alginolyticus HN08305 60 V. vulnificus ATCC 27562 
30 V. alginolyticus HN08156 61 V. natriegens ATCC 33788 
31 V. alginolyticus ATCC17749 62 V. fluvialis ATCC 33810 



1268 Siyue Yang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(7) 

actamicro@im.ac.cn 

 

1.2  主要试剂和仪器 

TCBS 培养基(Solarbio)，细菌基因组提取试剂

盒(TaKaRa)，DNA Marker (TaKaRa)、2×AceTaq 

Master Mix (Vazyme)，Multiplex PCR Kit (Vazyme)，

pMD-19-T 载体试剂盒(TaKaRa)，PCR 仪(Applied 

Biosystems)，DYY-6D 型电泳仪(北京六一)，全自

动凝胶成像系统(Tanon 3500R)。 

1.3  引物设计 

利用 Hcluster-sg、Muscle 软件对 XSBZ03 和

XSBZ14 全基因组序列(注：XSBZ03 全基因组序

列已在 NCBI 数据库公布，XSBZ14 全基因组序列

未公布)进行基因家族的 TreeFam 聚类分析，结果

显示两株菌基因家族共 3497 个。利用 perl 脚本对

两株菌的单拷贝基因家族的基因序列进行筛选以

用于特异引物的设计，其中 XSBZ03 单拷贝基因

序列 145 条，XSBZ14 单拷贝基因序列 131 条。然

后利用 NCBI 的 BLAST 功能对每条序列进行特异

性分析，结果显示 XSBZ03 序列 S1 (GenBank 序列

号：CP019959.1；位置：796711–797418)和 XSBZ14

序列 S2 (GenBank 序列号：MH702378)具有较高特

异性，与其他菌株最高相似性分别为 96%和 95%。

然后针对这两条序列分别设计特异引物(表 2)。 

1.4  细菌培养及其基因组 DNA 提取 

使用 TCBS 培养基对各菌株纯化培养，挑取

单克隆于 2216E 液体培养基中 30 °C、180 r/min 

 

表 2.  双重 PCR 检测引物 

Table 2.  Primers used for the duplex PCR 
Primer 
names 

Primer sequences (5ʹ→3ʹ) 
Product 
sizes/bp 

Z03F1 TGTCGGCGTTAAGCTCGAAT 
123 

Z03R1 TCAACAAAGGCATTGCCACG 

Z14F1 CTGAGCAGACGCTAGGACT 
244 

Z14R1 TGCGTATTCTCACGAACGAGG 

培养 18 h。取 1.5 mL 菌液于 2 mL 离心管中，采

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书进行基因

组 DNA 的提取。 

1.5  引物特异性验证 

单 重 PCR 反 应 体 系 为 50 μL： 2×AceTaq 

Master Mix 25 μL，上下游引物各 2 μL，超纯水

19 μL，模板 2 μL，反应程序为：94 °C 5 min；94 °C 

30 s，58 °C 30 s，72 °C 60 s，30 个循环；最后 72 °C

延伸 5 min。产物电泳检测后在凝胶成像系统上拍

照。使用引物 XSBZ03 和 XSBZ14 分别扩增各参

试菌株，对 PCR 产物用 2.5%琼脂糖凝胶(含万分之

一 goldview)电泳进行检测，电泳时间为 30 min，

电压 120 V。 

1.6  双重 PCR 反应条件优化 

参考单重 PCR 反应条件，利用正交实验对影

响 PCR 反应的主要因素温度、循环数、引物浓度

进行优化(表 3)。 

1.7  双重 PCR 特异性检测 

以供试菌株的基因组 DNA 为模板，利用已建

立的双重 PCR 反应体系，检测双重 PCR 反应体系

的特异性。同时以 XSBZ03 和 XSBZ14 混合 DNA

为模板，进行双重 PCR 检测，产物电泳检测后在 

 

表 3.  双重 PCR 反应条件优化 

Table 3.  The optimization of duplex PCR condition 

T/C Cycle 
Final concentration of 
Z03F1/Z03R1/ 
(μmol/L) 

Final concentration of 
Z14F2/Z14R2/ 
(μmol/L) 

56 30 0.16/0.16 0.16/0.16 

58 32 0.20/0.20 0.20/0.20 

60 34 0.24/0.24 0.24/0.24 

62 36 0.28/0.28 0.28/0.28 

64 38 0.32/0.32 0.32/0.32 

66 40 0.36/0.36 0.36/0.36 
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凝胶成像系统上拍照。产物回收、纯化后进行连

接转化，然后送到华大基因进行测序。 

1.8  双重 PCR 敏感性试验  

使用 NanoDrop 2000 超微量分光光度计测定

XSBZ03 和 XSBZ14 基因组 DNA 浓度，使用超

纯水对它们进行 10 倍稀释，分别取 3 μL 作为模

板进行双重 PCR，检测双重 PCR 方法的 DNA 敏

感性。 

1.9  海水样品检测 

采 集 珊 瑚 养 殖 缸 中 的 人 工 海 水 。 将 菌 株

XSBZ03 和 XSBZ14 分别接种至 2216E 液体培养

基中培养过夜，再用所采集的人工海水对菌株

XSBZ03 和 XSBZ14 进行不同浓度的稀释：(1) 将

稀释后的各稀释液取 100 μL 分别涂布于 TCBS

平板上进行菌落计数；(2) 同时将各稀释液分别

取 3 μL 作为双重 PCR 的扩增模板。 

2  结果和分析 

2.1  单重 PCR 引物的特异性检测 

使 用 上 述 单 重 PCR 反 应 体 系 验 证

Z03F1/Z03R1、Z14F2/Z14R2 的特异性，XSBZ03

引物 Z03F1/Z03R1 特异性验证结果如图 1，仅有

XSBZ03 扩增出了 123 bp 的预期产物。XSBZ14

引物 Z14F2/Z14R2 特异性验证结果如图 2，仅有

XSBZ14 扩增出了 244 bp 的预期产物。 

2.2  双重 PCR 方法的建立  

设计不同的退火温度、引物量、循环次数，

对双重 PCR 反应条件进行优化，综合考虑检测时

间、非特异性条带和引物二聚体、检测成本，经

过筛选，最佳反应体系：2 × Multiplex Buffer 25 μL；

Multiplex DNA Polymerase 1 μL；Z03F1/Z03R1 

1 μL (10 μmol /L)；Z14F1/Z14R1 1.6 μL (10 μmol/L)；

模板 3 μL；ddH2O 添加至 50 μL。最佳反应程  

 

 
 

图 1.  引物 Z03F1/Z03R1 特异性检测结果 

Figure 1.  Specificity of PCR with specific primers Z03F1/Z03R1 for detection of coral pathogenic strain XSBZ03. 
M: Marker DL500; lane 1–62: the strains of 1 to 62 can be known in Table 1; lane 63: Negative control. 
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图 2.  引物 Z14F1/Z14R1 特异性检测结果 

Figure 2.  Specificity of PCR with specific primers Z14F1/Z14R1 for detection of coral pathogenic strain XSBZ14. 
M: Marker DL500; lane 1–62: the strains of 1 to 62 can be known in Table 1; lane 63: Negative control. 

 
序：94 °C 5 min；94 °C 30 s，60 °C 30 s，72 °C 

60 s，36 个循环；72 °C 5 min。利用优化的双

重 PCR 体系对目标菌株进行扩增可特异性扩增

出目的条带，且与预期扩增基因片段大小一致

(图 3)。 

 

 
 

图 3.  双重 PCR 方法的建立 

Figure 3.  Development of duplex PCR assay. M: 
Marker DL500; lane 1: Products of duplex PCR; lane 2: 
XSBZ03; lane 3: XSBZ14; lane 4: Negative control. 

2.3  双重 PCR 的特异性检测 

结果显示阳性菌株 XSBZ03 和 XSBZ14 均

扩增出单一目的条带，连接转化 后 测 序 结 果 显

示 为 目 标 序 列 。 而 阴 性 菌 株 均 未 扩 增 出 目的

片段(图 4)，表明双重 PCR 方法具有较好的特

异性。 

2.4  双重 PCR 敏感性检测 

分别以稀释的阳性菌株基因组 DNA 为模板

进行双重 PCR 扩增，结果显示该方法对 XSBZ03

基因组 DNA 检测限为 1.7 pg/μL，对 XSBZ14 基

因组 DNA 检测限为 2.0 pg/μL (图 5)。 

2.5  海水样品检测 

于海水样品中分别添加 XSBZ03 和 XSBZ14

以制备模拟样品。经平板计数，XSBZ03 和 XSBZ14

初始浓度分别为 6×108 CFU/mL、8×108 CFU/mL，

然后分别进行 10 倍梯度稀释，再以不同稀释度
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作为模板进行双重 PCR。凝胶电泳结果显示，

在模拟海水样品中，该方法对 XSBZ03 检测限为

6×103 CFU/mL，对 XSBZ14 检测限为 8×103 CFU/mL 

(图 6)。 

 

 
 

图 4.  双重 PCR 特异性 

Figure 4.  Specificity of duplex PCR assay. M: Marker DL500; lane 1–62: the strains of 1 to 62 can be known 
in Table 1. 

 

 
 

图 5.  双重 PCR 敏感性试验 

Figure 5.  Sensitivity of duplex PCR assay. M: Marker 
DL500; lane 1–8: 1 to 8 represent the mixed genomic 
DNA concentration of XSBZ03 and XSBZ14 (The 
order of XSBZ03 genomic DNA is 1.7 ng/μL, 170 pg/μL, 
17 pg/μL, 1.7 pg/μL, 170 fg/μL, 17 fg/μL, 1.7 fg/μL, 
170 ag/μL. The order of XSBZ14 genomic DNA 
concentration is 2 ng/μL, 200 pg/μL, 20 pg/μL, 2 pg/μL, 
200 fg/μL, 2 fg/μL, 2 fg/μL, 200 ag/μL); lane 9: 
Negative control.  

 
 

图 6.  双重 PCR 对海水样品的检测极限 

Figure 6.  The detection limit of duplex PCR assay 
from sea water. M: Marker DL500; lane 1–8: 1 to 8 
represent the mixed bacterial concentration of XSBZ03 
and XSBZ14 (The order of XSBZ03 bacterial 
concentration is 6×107 , 6×106, 6×105, 6×104, 6×103, 
6×102, 6×101, 6×100 CFU/mL. The order of XSBZ14 
bacterial concentration is 8×107 , 8×106, 8×105, 8×104, 
8×103, 8×102, 8×101, 8×100 CFU/mL); lane 9: 
Negative control.  
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3  讨论和结论 

珊瑚白化对全球珊瑚礁的健康产生严重威

胁，严重影响了珊瑚礁生态系统的平衡。其中，由

细菌性病原引发的白色综合症(White Syndrome，

WT)等疾病的大面积流行已成为导致全球珊瑚白

化的主要原因之一 [18–20]。溶藻弧菌 XSBZ03 和

XSBZ14 作为新发现的珊瑚病原，其感染的宿主范

围、流行病学和诊断技术的研究十分有限，因此

建立这两株菌的快速检测方法，对于该疾病的诊

断以及预防珊瑚白化具有重要意义。 

传统的 PCR 检测方法其设计引物的靶序列多

是具有种间特异性的基因片段[10,13–15]，该方法适

用于检测遗传型稳定的物种。而溶藻弧菌存在多

种不同遗传型，不同遗传型溶藻弧菌菌株间毒力差

异较大[20–22]，菌株 XSBZ03 和 XSBZ14 可使扁枝滨

珊瑚白化的能力是其他无毒菌株所不具备的[17]。 

本研究利用生物信息学技术结合 NCBI 数据

库对珊瑚病原菌株 XSBZ03 和 XSBZ14 的全基因组

序列进行比较分析，各筛选出一段具有较高种间及

种内特异的靶序列，根据靶序列设计合适引物，对

设计的引物进行进一步的筛选组合以便适用于双

重 PCR，从而利用该方法可同时检测和鉴定珊瑚病

原菌株 XSBZ03 和 XSBZ14。该方法可特异识别菌株

XSBZ03 和 XSBZ14，对 XSBZ03 和 XSBZ14 基因组

DNA 的检测极限分别为 1.7 pg/μL 和 2.0 pg/μL。在

海水样品模拟检测中，该方法对 XSBZ03 和

XSBZ14 的检测极限分别为 6×103 CFU/mL 和

8×103 CFU/mL。  

本研究建立的双重 PCR 方法可检测菌株

XSBZ03 和 XSBZ14，并区分常见的海洋菌株，具

有快速简便、特异性强、敏感性高等优点，可用

于 XSBZ03 和 XSBZ14 特异性快速检测及其分子

流行病学调查，在珊瑚疾病诊断领域尚属首例，

对珊瑚疾病的诊断和预防有重要意义。 
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Duplex PCR assay for detection of coral pathogenic strains 
XSBZ03 and XSBZ14 
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Abstract: [Objective] To establish a duplex PCR assay for detection of the strains XSBZ03 and XSBZ14. 

[Methods] Strain-specific primers were designed according to the target sequence of XSBZ03 and XSBZ14. 

Subsequently, duplex PCR assay based on the primers was successfully established. [Results] The duplex PCR 

assay could detect accurately strains XSBZ03 and XSBZ14. The detection limit for XSBZ03 and XSBZ14 genomic 

DNA concentration was 1.7 pg/μL and 2.0 pg/μL. In artificial seawater samples, the detection limit for XSBZ03 and 

XSBZ14 strain concentration was 6×103 CFU/mL and 8×103 CFU/mL, respectively. [Conclusion] This assay 

provides a reliable method for the rapid diagnosis of Porites andrewsi White Syndrome (PAWS) and the Specific 

Pathogen Free (SPF) coral transplantation caused by these two pathogens. 

Keywords: coral pathogen, duplex PCR, diagnosis 
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