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摘 要: 为快速分析组织样本中的海豚链球菌(Streptococcus
 

iniae)载量,本研究选取海豚链球菌特异性基因SimA 作为

目的基因,建立了海豚链球菌的实时荧光绝对定量检测方法。该方法最低检测值为1.93×102
 

拷贝数/μL,在1.93×102~
1.93×109拷贝数/μL间有良好的区分度,同时重复实验的变异系数低于1%,具有较高的重现性。该方法可特异性地检

测海豚链球菌,与坎氏弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、副溶血弧菌等10种病原菌不发生交叉反应。用建立的绝对定量方法

检测卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)浸泡感染海豚链球菌后组织菌体的载量,结果显示,随着感染时间的延长肝、脾、心、肾、
脑、鳃、肠等组织的海豚链球菌载量呈上升趋势。但组织间也存在较大差异。在感染后的12~24

 

h,脑为菌体载量最高的

组织,肠为菌体载量最低的组织;在感染后的48~72
 

h,肾为菌体载量最高的组织,鳃为菌体载量最低的组织。由此推断,
浸泡感染的海豚链球菌对卵形鲳鲹的脑、肾组织嗜性最强,对脾、肝、心、肠和鳃组织嗜性相对较弱。研究结果表明,本研究

建立的海豚链球菌绝对定量检测方法可以应用于海豚链球菌感染卵形鲳鲹的动态监测,为防治海豚链球菌提供了依据。
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  海豚链球菌(Streptococcus
 

iniae)是一种主要的鱼

类病原体,最初分离自亚马逊海豚“高尔夫球”样的皮

下脓肿病灶,目前已危害我国的鲟鱼(Acipenser
 

stu-
rio)、斑点叉尾鮰(Ictalurus

 

punctatus)、卵形鲳鲹

(Trachinotus
 

ovatus)、银鼓鱼(Selenosis
 

multifascia-
ta)、罗非鱼(Oreochromis

 

niloticus)等多种养殖鱼

类[1-4]。海豚链球菌感染一般发生于7~9月高温时期,
有研究表明当水温在25~28

 

℃时,海豚链球菌造成的

死亡率达到峰值[5],养殖环境污染、网箱养殖密度过

大、饲料残余量大以及鱼体自身免疫力下降等都极易

引发该病的爆发[6-7]。此外,海豚链球菌具有人畜共患

的风险,人类感染病例通常与处理受感染鱼类有关,海
豚链球菌已危及世界各地的水产养殖和食品安全[8]。
研究者们运用分子生物学技术对海豚链球菌进行了深

入的研究,目前已鉴定到10余种与致病性密切相关的

毒力因子:M样蛋白和C5a肽酶有助于细胞黏附[9],葡
萄糖磷酸变位酶与糖代谢有关[10],溶血素S用于合成

SLS结构肽和SLS修饰蛋白[11],CAMP因子阻断补体

级联的结合和激活[12],α-烯醇化酶与纤溶酶原形成复

合体,协助微生物在宿主体内播散[13]。PCR技术在鉴

定海豚链球菌中得到了良好的应用,Berridge
 

B
 

R
等[14]建立的PCR方法可特异性扩增海豚链球菌的

16S—23S
 

rRNA 转录间隔区片段,Goh
 

S
 

H等[15]使用

Cpn60基因特异性PCR引物确定分离株为海豚链球菌,
但PCR技术需通过凝胶电泳或基因测序对结果进行检

测和验证,同时无法对组织样本中的海豚链球菌进行定

量分析。
卵形鲳鲹(Trachinotus

 

ovatus)俗称金鲳,在中国

主要养殖区域为海南、广东、广西和福建,养殖模式主

要以深水网箱养殖和池塘养殖为主,具有生长快、肉质

鲜美等优点。由于其宝贵的营养和经济价值,卵形鲳

鲹被列为海南省“三鱼一螺一虾”热带苗种发展产业之

一。然而病害问题一直困扰着该物种产量的增长,有
许多关于卵形鲳鲹病害的研究报道,例如:由诺卡氏菌



5期 李姿懿,
 

等:
 

卵形鲳鲹源海豚链球菌检测方法的建立及应用

(Nocardia
 

seriolae)、发光杆菌属(Photobacterium)、
弧菌属(Vibrio)、链球菌属(Streptococcus)等引起的细

菌性疾病,由车轮虫(Trichodina)、刺激隐核虫(Cryp-
tocaryon

 

irritans)、淀 粉 卵 涡 鞭 虫(Amyloodinium
 

ocellatum)等引起的寄生虫病,病毒性神经坏死病和肝

胆综合征等[16]。其中,感染海豚链球菌的卵形鲳鲹常

出现脊椎弯曲、体表发黑、尾鳍出血等症状,并伴有大

规模死亡[17];该菌能够进入卵形鲳鲹的中枢神经系统

造成神经性损伤,而药物难以通过血脑屏障杀灭组织

中的病原体,从而大大降低了治疗效果[18]。当前尚不

清楚海豚链球菌在卵形鲳鲹各组织的分布情况和动态

变化,因此,建立一种能够快速确定病原体类型和菌体

载量的海豚链球菌绝对定量方法,对在引起卵形鲳鲹

大规模感染前检测出海豚链球菌并采取相应的防治措

施具有重要意义。
本研究以卵形鲳鲹源的海豚链球菌特异性SimA

基因作为目的基因,建立准确、灵敏的实时荧光绝对定

量方法,检测海豚链球菌的拷贝数,并基于该方法研究

海豚链球菌浸泡感染卵形鲳鲹后不同时间点鱼体各组

织的菌体载量和分布变化,为有效防控海豚链球菌提

供技术和理论依据。

1
 

 材料与方法

1.1
 

实验菌株

海豚链球菌TO-2021GX由本实验室从患病卵形

鲳鲹中分离鉴定并保存。坎氏弧菌(Vibrio
 

campbel-
lii)、溶藻弧菌(Vibrio

 

alginolyticus)、哈维氏弧菌

(Vibrio
 

harveyi)、副溶血弧菌(Vibrio
 

parahaemolyti-
cus)、轮虫弧菌(Vibrio

 

rotiferianus)、表皮葡萄球菌

(Vibrio
 

rotiferianus)、金黄色葡萄球菌(Staphylococ-
cus

 

aureus)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella
 

pneumoniae)、
格式 乳 球 菌(Lactococcus

 

garvieae)、停 乳 链 球 菌

(Streptococcus
 

dysgalactiae)由中国海洋大学三亚海

洋研究院莫照兰教授课题组馈赠。
1.2

 

实验动物及取样

本实验所用的卵形鲳鲹体长为(14.0±0.9)
 

cm,
体质量为(45.1±7.0)g,由广西精工海洋科技有限公

司负责养殖,鱼体在养殖池内饲养2周后,将鱼体表面

划伤后转移到300
 

L的养殖桶内,浸泡于海豚链球菌浓

度为1×109
 

CFU/mL的海水中,海水温度为25
 

℃,3
 

h
后更换为无菌海水。在浸泡感染后12、24、48和72

 

h
各随机选取3尾鱼,使用麻醉剂MS-222麻醉后进行解

剖,解剖后采集心、肝
 

、脾、肾、脑、鳃、肠样品,并将样品

迅速投入到液氮中保存。
1.3

 

引物设计

根据 NCBI中公布的海豚链球菌 SimA 序列

(GenBank:
 

JF330100.1),使用Primer
 

Premier
 

6软件

设计荧光定量引物,通过NCBI中blast工具验证引物

的 特 异 性, 引 物 设 计 为:SimA-F:5
 

’-
GCACGAGAATTAGATACGCTTCA-3’

 

、SimA-R:
5’-CAAGTTCCGCAATCTTAGCATCT-3’,用于扩

增SimA 序列766~871位点之间105
 

bp的片段,引物

交由生工生物工程(广州)有限公司合成。
1.4

 

制备质粒标准品

按照细菌DNA提取试剂盒的说明提取海豚链球

菌的基因组DNA,以DNA为模板,采用引物SimA-F、
SimA-R扩增 SimA 基因片段,PCR 反 应 体 系 为

95
 

℃、5
 

min;95
 

℃、30
 

s,55
 

℃、30
 

s,72
 

℃、1
 

min,共
30个循环;72

 

℃、10
 

min。PCR产物纯化后连接到

Blunt-zero载体,转化到大肠杆菌Trans
 

T1中,使用通

用引物M13(M13-F:5
 

’-GTAAAACGACGGCCAGT-3
 

’、
M13-R:5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’)鉴定并扩

大培养阳性克隆Blunt-SimA。用Not
 

Ⅰ进行Blunt-
SimA 质粒单酶切,根据酶切产物胶回收产物浓度

(C0)和质粒相对分子量(M)计算质粒的拷贝数,计算

公式为C(拷贝数)=(C0×6.03×1023)/M。
1.5

 

绝对定量方法建立及标准曲线绘制

将质粒标准品以10倍比例梯度连续稀释用作标

准曲线的模板,按照ChamQ
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,模板2
 

μL,正反引物(10
 

mmol/L)
各0.4

 

μL,双蒸水7.2
 

μL配制共20
 

μL的荧光定量

PCR反应体系。反应程序为:95
 

℃、5
 

min;95
 

℃、10
 

s,
60

 

℃、30
 

s,进行30个循环;60~90
 

℃温度梯度生成熔

断曲线,每组设置三个重复和阴性对照。根据熔断曲

线检验引物特异性和产物纯度,以实时荧光定量数据

的Ct值(Y)和各浓度拷贝数的对数值(X)绘制标准曲

线。计算三次重复实验各组Ct值的变异系数来确定

此绝对定量方法的重复性。
1.6

 

绝对定量方法特异性检测

以海豚链球菌和坎氏弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧

菌、副溶血弧菌、轮虫弧菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄

球菌、肺炎克雷伯菌、格式乳球菌、停乳链球菌的基因

组DNA作为模板,按照绝对定量的反应体系和程序进

行荧光定量PCR,每组设置三个重复和阴性对照,检验

此方法是否特异性检测海豚链球菌。
1.7

 

海豚链球菌感染卵形鲳鲹后组织菌体载量检测

用平衡酚-氯仿方法分别提取海豚链球菌浸泡感染

卵形鲳鲹后心、肝、脾、肾、脑、鳃、肠组织的DNA,使用

蛋白酶K和RNA酶(RNaseA)去除DNA中残留的蛋

白质和RNA,使用紫外分光光度计测量DNA浓度,通
过1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA质量,将提取的DNA
浓度调整至100

 

ng/μL。按照已建立的绝对定量方法

54
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2
 

4
 

年

检测各组织中的菌体载量,分析海豚链球菌的动态分

布,每组设置三个重复和阴性对照。
1.8

 

数据处理

使用SPSS
 

20软件对实验数据进行统计学分析,
采用单因素方差分析来分析统计学差异,p<0.05认为

差异显著并具有统计学意义,使用GraphPad
 

Prism
 

9软

件作图。

2 实验结果

2.1
 

质粒标准品的构建

  以海豚链球菌基因组为模板进行SimA 基因片段

的PCR扩增,产物纯化后连接到Blunt-zero载体中并

验证阳性克隆,结果如图1
 

A所示,经
 

M13引物PCR
扩增的条带大小在250~500

 

bp之间,与预期大小一

致,测序结果的Blast比对显示质粒序列与海豚链球菌

SimA 基因序列同源性达100%,表明Blunt-SimA 质

粒构建成功。使用Not
 

Ⅰ对Blunt-SimA 进行单酶切,
呈现单一条带(见图1

 

B),产物回收后,根据拷贝数计

算公式,得到1.93×109
 

拷贝数/μL的线性化质粒,其
可作为绘制标准曲线的质粒标准品。

(A:
 

阳性克隆质粒鉴定,
  

1—4:
 

M13引物PCR产物检测;
 

B:
 

阳性质粒Blunt-SimA 线性化,
  

1:
 

质粒Blunt-SimA 单酶切产物检测。
 

M:
 

DL2000
 

DNA
标记。

 

A:
 

Identification
 

of
 

positive
 

cloning
 

plasmid,
 

1—4:
 

Identification
 

of
 

M13
 

primer
 

PCR
 

product;
 

B:
 

Linearization
 

of
 

positive
 

plasmid
 

Blunt-SimA,
 

1:
 

Single
 

enzyme
 

digestion
 

product
 

detection
 

of
 

plasmid
 

Blunt-SimA.
 

M:
 

DL2000
 

DNA
 

marker.)

图1 质粒Blunt-SimA
 

PCR鉴定及线性化

Fig.1 PCR
 

identification
 

and
 

linearization
 

of
 

plasmid
 

Blunt-SimA

2.2
 

绝对定量方法建立及标准曲线绘制

将质粒标准品依次稀释成1.93×102~1.93×109

拷贝数/μL共8个拷贝数梯度,作为荧光定量PCR的

模板进行扩增,结果如图2
 

A所示,各质粒拷贝数对数

值与循环数(Ct值)之间成反比例关系,如图2
 

B所示,
回归方程为Y=-3.289X+39.921,线性关系R2=
0.999,扩增效率E=101.4%,这表示标准曲线中各拷

贝数梯度与Ct值的相关性较好,扩增效率高,该方法

可以用于海豚链球菌TO-2021GX的绝对定量检测。
该绝对定量方法最低检测1.93×102 拷贝数/μL的

SimA 基因。
根据荧光定量PCR产物的熔断曲线(见图2

 

C)
确定扩增产物Tm 值为80

 

℃,曲线仅有单一峰,未出

现其他杂峰,说明没有引物二聚体产生,引物SimA-F、
SimA-R符合荧光定量PCR的引物要求,且能够特异

性地扩增目的片段。
根据建立的绝对定量方法对1.93×102~1.93×

109拷贝数/μL的稀释质粒进行三次重复实验,结果

表明,重复实验的标准差为0.05~0.19,变异系数为

0.13%~0.84%,变异系数值小于1%,具体如表1

所示,说明该绝对定量方法重复性较好,实验数据稳

定。

2.3
 

绝对定量方法特异性检测

以海豚链球菌和坎氏弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧

菌、副溶血弧菌、轮虫弧菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄

球菌、肺炎克雷伯菌、格式乳球菌、停乳链球菌的基因

组DNA为模板,按照已建立的绝对定量方法进行荧光

定量PCR,图3的扩增曲线显示仅海豚链球菌DNA发

生扩增,扩增曲线到达了平台期,其他10种菌株DNA
未被扩增,说明该方法能够特异性地检测海豚链球菌。

2.4
 

海豚链球菌感染卵形鲳鲹后组织菌体载量动态分析

以感染海豚链球菌不同时间点的卵形鲳鲹各组织

DNA为模板进行绝对定量PCR检测,计算每微克

DNA样品中含有的菌体拷贝数,以此判断海豚链球菌

对组织嗜性的强弱以及动态变化。
结果如图4所示:感染后12

 

h(见图4
 

A),脑中的

菌体载量显著高于其他组织(p<0.01),每微克DNA
中菌体拷贝数为(7.99±0.54)×103,心和肠的菌体载

量最少,菌体载量达到102水平,脾、肝、肾、鳃的菌体载

量达到较高水平。感染24
 

h后(见图4
 

B),脑中的菌体
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载量仍显著高于其他组织(p<0.05),肠的菌体载量显

著低于其他组织(p<0.05),脾和心的菌体载量的涨幅

最大,每微克DNA中菌体拷贝数分别为(2.77±0.84)×
103、(1.11±0.20)×104,是12

 

h菌体载量的3.43和

3.05倍,脑和脾的菌体载量达到104 水平,而心、肝、
肾、鳃、肠的菌体载量达到103 水平。感染48

 

h后(见
图4

 

C),各组织的菌体载量均有所增加,肾中菌体载量

最高,达到(1.67±0.22)×104 拷贝数,菌体载量是

24
 

h的20.32倍,显著高于脾、心、肝、鳃、肠的菌体载

量(p<0.05),其次肠的菌体载量是24
 

h时的15.55
倍,每微克DNA中菌体拷贝数达到(1.80±0.10)×

(A:荧光定量PCR扩增曲线,红色数字代表不同质粒浓度:1:1.93×109

拷贝数/μL;
 

2:1.93×108
 

拷贝数/μL;3:1.93×107
 

拷贝数/μL;4:1.93×
106

 

拷贝数/μL;5:1.93×105
 

拷贝数/μL;6:1.93×104
 

拷贝数/μL;7:

1.93×103
 

拷贝数/μL;8:1.93×102
 

拷贝数/μL。B:荧光定量PCR标准

曲线。C:荧光定量PCR熔断曲线,
 

-d(RFU)/dT 表示相对荧光单位

随温度变化的变化率。A:
 

Amplification
 

curve
 

of
 

fluorescence
 

quantita-
tive

 

PCR,
 

the
 

red
 

number
 

represents
 

different
 

plasmid
 

concentrations:
 

1.93×109
 

copies/μL;
 

2:1.93×108
 

copies/μL;
 

3:1.93×107
 

copies/μL;
 

4:1.93×106
 

copies/μL;
 

5:1.93×105
 

copies/μL;
 

6:1.93×104
 

copies/μL;
 

7:1.93×103
 

copies/μL;
 

8:1.93×102
 

copies/μL.
 

B:
 

Standard
 

curve
 

of
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.
 

C:
 

Melting
 

curve
 

of
 

fluorescent
 

quantita-
tive

 

PCR,
 

-d(RFU)/dT
 

indicates
 

the
 

rate
 

of
 

change
 

of
 

the
 

relative
 

flu-
orescence

 

unit
 

as
 

a
 

function
 

of
 

temperature.)

图2 质粒Blunt-SimA 荧光定量PCR标准曲线的建立

Fig.2 Establishment
 

of
 

plasmid
 

Blunt-SimA
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

standard
 

curve

104,脾、肝、肠、肾、脑的菌体载量达到104 水平,而心、
鳃的菌体载量达到103水平。感染72

 

h后(见图4
 

D),
肾为菌体载量最高的组织,脑和肾的菌体载量显著高

于鳃(p<0.05),心的菌体载量是48
 

h的3.30倍,各
组织的菌体载量均达到104 水平,鳃中每毫克DNA的

菌体载量为(1.68±0.17)×104 拷贝,是菌体载量最低

的组织。
在检测的组织中,菌体载量随着感染时间的推移

而呈现上升趋势。脑为感染后12、24
 

h菌体载量最高

的组织,肾为感染后48、72
 

h菌体载量最高的组织。肠

为感染后12、24
 

h菌体载量最低的组织,鳃的菌体载量

在感染后12
 

h高于心和肠,鳃是感染后48、72
 

h菌体

载量最低的组织。在感染后12~72
 

h期间,其他组织

中菌体载量拷贝数的从高到低依次为脾、肝、心。综

上,海豚链球菌对脑和肾的嗜性最强,对脾、肝、心、肠
和鳃的嗜性相对较弱。

表1 质粒Blunt-SimA 荧光定量PCR重复性检验

Table
 

1 Repeatability
 

test
 

of
 

plasmid
 

Blunt-SimA
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR

质粒Blunt-SimA
拷贝数①/(拷贝数/μL)

荧光定量

PCR
 

Ct值②
变异系数③/%

1.93×109 8.74±0.07 0.84

1.93×108 11.60±0.09 0.81

1.93×107 15.17±0.09 0.60

1.93×106 18.37±0.04 0.22

1.93×105 21.73±0.09 0.44

1.93×104 24.43±0.19 0.80

1.93×103 28.13±0.05 0.20

1.93×102 32.47±0.14 0.13

注:n=3,
 

x-±SE。①Copy
 

number
 

of
 

plasmid
 

Blunt-SimA;
 

②Ct
 

value
 

of
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR;
 

③Coefficient
 

of
 

variation.

图3 海豚链球菌绝对定量检测方法的特异性验证

Fig.3 Specificity
 

verification
 

of
 

absolute
 

quantitative
 

method
 

for
 

S.
 

iniae
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(A:
 

感染后12
 

h菌体载量;
 

B:
 

感染后24
 

h菌体载量;
 

C:
 

感染后48
 

h菌体载量;
 

D:
 

感染后72
 

h菌体载量;
 

、 、 表示差异显著,:
 

p<0.05,
 

:
 

p<0.01,
 

:
  

p<0.001。A:
 

Bacterial
 

load
 

for
 

12
 

h
 

after
 

infected;
 

B:
 

Bacterial
 

load
 

for
 

24
 

h
 

after
 

infected;
 

C:
 

Bacterial
 

load
 

for
 

48
 

h
 

after
 

infected;
 

D:
 

Bacterial
 

load
 

for
 

72
 

h
 

after
 

infected;
 

、 、
 

indicates
 

significant
 

difference;
  

:
 

p<0.05,
 

:
 

p<0.01,
 

:
 

p<0.001.)

图4 海豚链球菌浸泡感染卵形鲳鲹后各组织菌体载量拷贝数

Fig.4 Copy
 

number
 

of
 

bacterial
 

load
 

in
 

each
 

tissue
 

of
 

T.
 

ovatus
 

after
 

immersion
 

infected
 

by
 

S.
 

iniae

3 讨论

在全球范围内,海豚链球菌严重影响养殖鱼类的

健康,经常导致高发病率和高死亡率,并对人类健康构

成潜在风险。因此,快速准确地检测海豚链球菌是实

施防控措施的关键一步。定量PCR具有高灵敏度、高
特异性和高重现性等优点,是目前核酸检测和定量分

析各种微生物病原体的首选方法[19]。为了使用荧光定

量PCR测定样本中微生物病原体的绝对数量,需要根

据含有已知拷贝数或浓度的质粒、基因组DNA或其他

携带靶基因的核酸分子的系列稀释定量标准品建立标

准曲线[20]。研究证明环状质粒的分子结构与线性质粒

存在差异,这可能影响到目的基因的扩增效率,李丽

等[21]验证使用内切酶单酶切质粒后,线状质粒定量

PCR的Ct值显著降低,达到检测阈值时间更短。目前

检测海豚链球菌的方法大多是基于16S
 

rRNA 基

因[22]、16S—23S
 

rDNA 基因转录间隔区[14]、伴侣蛋

白60基因(Cpn60)[15]的常规PCR技术。由于海豚链

球菌与无乳链球菌、副乳房链球菌之间的遗传相似性

较高,基于这些基因设计的引物无法根据PCR扩增条

带进行特异性鉴定,通常需要与基因测序技术结合使

用[23]。由emm 基因编码的M蛋白是一种A族链球菌

的主要毒力因子,Baiano
 

J
 

C等[24]根据多种链球菌 M
蛋白编码序列,确定了海豚链球菌中emm 样基因

SimA 和SimB 编码与纤维蛋白原结合的 M样蛋白。
本文作者建立的荧光定量PCR技术,使用绝对定量方

法计算海豚链球菌的拷贝数,根据海豚链球菌特异性

基因SimA 的保守序列片段设计引物,以线性化的含

有SimA 基因片段重组质粒作为标准品系列稀释后绘

制标准曲线,一个拷贝的基因对应到一个细菌。所得

回归方程为Y=-3.289X+39.921,Ct值与拷贝数lg
值的线性关系较好,扩增效率为101.4%介于90%~
110%之间,检测最低限值为1.93×102

 

拷贝数/μL,在
1.93×102~1.93×109 拷贝数/μL之间有良好的区
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分。此绝对定量技术三次重复实验的标准差和变异系

数均小于1,可以特异性扩增海豚链球菌的SimA 基

因,且与坎氏弧菌等10种常见病原菌不发生交叉反

应,该方法重复性与特异性较好,能够作为一种快速检

测海豚链球菌拷贝数的定量方法。
海豚链球菌的致病机制尚不明确,前期研究认为

海豚链球菌的感染是一种多级进程,感染起始于海豚

链球菌在鱼体外和体内的定植和增殖,随后侵入内部

组织和血液,导致全身性菌血症,并由细菌毒素引起败

血症[18]。海豚链球菌通过血液循环系统或者侵入单核

细胞和巨噬细胞后进入中枢神经系统(CNS)引起脑膜

炎,CNS感染率与细菌浓度和菌血症的持续时间相

关[25]。Evans
 

J
 

J等[26]使用菌落平板计数法检测海豚

链球菌鼻孔注射感染鲈鱼后的组织分布,海豚链球菌

在鳃、心、肾、小脑、大脑中的含量较高,这证明海豚链

球菌可以穿过血脑屏障传递给其他组织。本文作者发

现使用海豚链球菌浸泡感染卵形鲳鲹后在不同组织中

菌体载量随着感染进程而持续增长,同时不同组织中

的菌体载量存在较大差异,该菌能够在鱼体内定值和

繁殖,且对各组织的嗜性存在差异。海豚链球菌TO-
2021GX对卵形鲳鲹脑和肾的嗜性最强,对脾、肝、肠、
心和鳃组织的嗜性相对较弱。

结合海豚链球菌在卵形鲳鲹中的组织分布和动态

变化,海豚链球菌对脑具有较高的嗜性,并在感染早期

定植于卵形鲳鲹脑中,这可能与脑炎、脑膜炎及食欲不

振等典型症状相关。鳃中的菌体载量在感染后12
 

h高

于心和肠,在感染后期成为菌体载量最低的组织,这可

能与采用浸泡感染的方式有关,环境中高浓度的海豚

链球菌大量附着到鳃上。硬骨鱼的先天免疫反应主要

发生在淋巴器官,如肾、肝和脾,以及各种黏膜相关部

位[27],肾是高等脊椎动物应激反应的中枢器官,能够进

行体液免疫和细胞免疫应答[28];脾是鱼类中与免疫应

答相关的淋巴造血器官,含有多种免疫细胞,在应对病

原菌感染时产生趋化因子和细胞因子[29];肝不仅参与

宿主防御机制,还与应对病原感染的代谢调节密切相

关。肾中的菌体载量在48
 

h大幅增长,成为菌体载量

最高的组织,此时脾和肝的菌体载量与肾的水平相当,
推测肾、脾和肝在感染早期通过调节免疫应答抵御病

原菌的感染,而海豚链球菌逐步产生效应因子以适应

宿主环境,凭借自身的毒力因子侵染细胞,实现免疫逃

逸后在鱼体各组织内大量繁殖,致使鱼体表现出临床

症状或死亡。
本文建立了针对海豚链球菌SimA 基因的实时荧

光绝对定量PCR检测技术,以绝对定量的方法确定海

豚链球菌的拷贝数,该方法灵敏度高、重复性好,可以

有效地检测卵形鲳鲹组织中海豚链球菌的载量和分布

变化,为后续开发海豚链球菌防控技术和研究海豚链

球菌感染卵形鲳鲹的分子机制奠定基础。
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Establishment
 

and
 

Application
 

of
 

Detection
 

Method
 

of
 

Streptococcus
 

iniae
 

from
 

Trachinotus
 

ovatus

Li
 

Ziyi1,
 

Sun
 

Minmin1,
 

Wang
 

Yifen1,
 

Wang
 

Zhuoyu1,
 

Niu
 

Jingjing2,
 

Song
 

Jianqiang3,
 

He
 

Yan1,2,
 

Qi
 

Jie1,2
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and
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Qingdao
 

266003,
 

China;
 

3.
 

Guangxi
 

Jinggong
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Company,
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536000,
 

China)

Abstract: For
 

analyzing
 

the
 

Streptococcus
 

iniae
 

load
 

of
 

tissue
 

simple
 

rapidly,
 

the
 

specific
 

gene
 

SimA
 

of
 

S.
 

iniae
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

target
 

in
 

this
 

study,
 

and
 

a
 

real-time
 

fluorescence
 

absolute
 

quantitative
 

method
 

detecting
 

S.iniae
 

was
 

established.
 

The
 

minimal
 

detection
 

value
 

of
 

this
 

method
 

was
 

1.93×102
 

copies/μL
 

with
 

excellent
 

discrimination
 

between
 

1.93×102
 

and
 

1.93×109
 

copies/μL.
 

The
 

coefficient
 

of
 

variance
 

of
 

repeated
 

experiments
 

was
 

less
 

than
 

1%,
 

thus
 

the
 

method
 

was
 

highly
 

reproducible.
 

This
 

method
 

can
 

specifically
 

detect
 

S.iniae
 

without
 

interference
 

of
 

ten
 

pathogenic
 

bacteria
 

including
 

V.
 

canadensis,
 

V.alginolyticus,
 

V.harveyi,
 

V.parahaemolyticus
 

among
 

others.
 

According
 

to
 

the
 

absolute
 

quantitative
 

method,
 

the
 

bacterial
 

load
 

of
 

S.iniae
 

in
 

the
 

tissues
 

was
 

analyzed
 

after
 

immersion
 

infected
 

T.ovatus.
 

The
 

load
 

of
 

S.iniae
 

displayed
 

an
 

increasing
 

trend
 

with
 

the
 

extension
 

of
 

infection
 

time
 

in
 

liver,
 

spleen,
 

heart,
 

kidney,
 

brain,
 

gill,
 

and
 

intestine
 

of
 

T.ovatus.
 

Meanwhile,
 

the
 

bacterial
 

load
 

each
 

tissue
 

was
 

quite
 

different.
 

At
 

12
 

to
 

24
 

h
 

after
 

infection,
 

the
 

tissue
 

with
 

the
 

highest
 

bacterial
 

load
 

was
 

brain,
 

and
 

that
 

with
 

the
 

lowest
 

was
 

intestine.
 

At
 

48
 

to
 

72
 

h
 

after
 

infection,
 

the
 

tissue
 

with
 

the
 

highest
 

bacterial
 

load
 

was
 

kidney,
 

and
 

that
 

with
 

the
 

lowest
 

was
 

gill.
 

According
 

to
 

the
 

analysis
 

of
 

bacterial
 

load
 

each
 

tissue,
 

S.iniae
 

had
 

the
 

strongest
 

tropism
 

to
 

the
 

brain
 

and
 

kidney
 

of
 

T.ovatus,
 

and
 

relatively
 

weak
 

tropism
 

to
 

the
 

spleen,
 

liver,
 

intestine,
 

heart
 

and
 

gills.
 

In
 

summary,
 

the
 

detection
 

method
 

established
 

in
 

this
 

study
 

was
 

applicable
 

for
 

the
 

dynamic
 

monitoring
 

of
 

infected
 

S.iniae
 

on
 

T.
ovatus,

 

which
 

provided
 

a
 

reliable
 

basis
 

for
 

the
 

prevention
 

of
 

S.iniae.
Key

 

words: Streptococcus
 

iniae;
 

Trachinotus
 

ovatus;
 

absolute
 

quantitation;
 

detection;
 

tissue
 

tropism
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