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荧光定量 PCR检测异尖线虫类病原体
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揖摘要铱 目的 运用荧光定量 PCR法检测异尖线虫类病原体遥 方法 于鱼类内脏中检获 6种异尖线虫类幼虫院 抹
香鲸异尖线虫尧 简单异尖线虫尧 内弯对盲囊线虫尧 带鱼针蛔线虫尧 灰海鳗对盲囊线虫和台湾海峡鱼类中一优势种对盲囊
线虫遥 提取各虫体 DNA袁 PCR扩增 ITS鄄2序列袁 测序并进行数据库比对遥 依据测序结果设计特异引物袁 常规 PCR检验
引物特异性遥 将 ITS鄄2序列扩增产物回收尧 纯化后经 T克隆转入大肠埃希菌 DH5琢袁 提取重组质粒袁 鉴定后作为标准品
模板建立荧光定量 PCR标准曲线袁 并做敏感性和重复性试验遥 结果 构建的荧光定量 PCR标准曲线循环阈值与模板
浓度呈良好的线性关系袁 相关系数均在 0.998以上遥 重复性实验中袁 6种虫体对应的变异系数渊cv冤最小值为 0.18%袁 最大
值为 2.80%袁 试验间平均 cv 最小值为 0.55%袁 最大值为 1.94%袁 无非特异性扩增袁 溶解曲线的特异性和重复性良好遥 灵
敏度实验中袁 可检出的最低模板浓度为 1伊102拷贝/滋l袁 比常规 PCR灵敏度高 100倍遥 结论 初步建立了 SYBR Green 玉
荧光定量 PCR检测异尖线虫类病原体的方法遥
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异尖线虫病是一种重要的食源性人兽共患寄生虫 病咱1鄄3暂遥 每年全球约有 14 000例感染病例袁 其中日本
约 2 000余例袁 韩国 100余例袁 欧美国家 500多例咱4暂遥
异尖线虫病的病原体有简单异尖线虫 渊Anisakis sim鄄
plex冤尧 典型异尖线虫渊A. typica冤尧 抹香鲸异尖线虫
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揖Abstract铱 Objective To establish an SYBR Green 玉 real鄄time quantitative PCR method for the detection of

anisakid nematodes with zoonotic potential from Taiwan Strait. Methods Anisakid larvae of six species 渊Anisakis sim鄄
plex, A . physeteris, Raphidascaris trichiuri, Contracaecum aduncum, C. muraenesoxi, and Contracaecum sp., a predominant
species in fishes in the strait冤 were obtained from the guts of marine fishes and identified chiefly based on the morphol鄄
ogical features. The ITS鄄2 rDNA sequences from the larvae were amplified by PCR using universal primers, then cloned
and bidirectionally sequenced. According to these sequences, six specific forward primers were designed and synthesized.
Specificity was determined by a series of conventional PCR respectively, the ITS鄄2 sequences amplified above were cloned
into T vector which was subsequently transformed into E. coli DH5琢. Following extraction and identification, the positive
recombinant plasmid was used as quantitative template to generate standard curve and melt curve. Sensitivity and reprod鄄
ucibility were determined. Results All the 6 standard curves established by the recombinant plasmids showed adequate
linear relationship between threshold cycle渊Ct冤 and template concentration. Melt curves were specific and all the 6 corr鄄
elation coefficients were above 0.998. In the reproducibility test, the coefficients of variation 渊cv冤 of Ct values for detection
of the 6 nematodes ranged between 0.18% and 2.80%, and the cv of the inter鄄assay ranged between 0.55% and 1.94%.
The sensitivity of the real鄄time PCR was 1伊102 copies/滋l, about 100 times higher than the conventional PCR assays. The
real鄄time quantitative PCR detection needed only 3.5 hours from the sample treatment to result report. Conclusion An
SYBR Green 玉 fluorescent quantitative PCR has been developed for detecting anisakid nematodes with adequate
sensitivity and specificity.
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渊A . physeteris冤尧 伪新地蛔线虫渊Pseudoterranova decip鄄
iens冤尧 内弯对盲囊线虫渊Contracaecum aduncum冤和带
鱼针蛔线虫渊Raphidascaris trichiuri冤等咱2,5,6暂遥 随着三文
鱼尧 鳕鱼等逐步进入大中城市市民的生食菜谱袁 该病
有可能在我国人群中出现袁 应引起高度重视遥 依据形
态学对异尖线虫的检验检疫易受检验者的专业知识背

景及个人主观因素的影响袁 在检验检疫中造成误检尧
漏检遥 Umehara等咱7暂建立了用于异尖线虫类病原体检
测的 PCR方法袁 然而当检测靶标增多时易出现引物
交叉反应等弊端遥 此外袁 常规 PCR会产生环境污染
且不能定量检测遥 荧光定量 PCR除了具备常规 PCR
优点外袁 还具有可定量和无需后续操作等优点咱8鄄10暂袁
是目前广泛应用的病原检测手段遥 本研究应用荧光
染料 SYBR Green 玉建立一种用于异尖线虫病原线虫
幼虫的定性和定量检测的荧光定量 PCR方法遥

材料与方法

1 线虫来源

于台湾海峡浅滩渔场捕获的鱼内脏中剖检异尖科

线虫芋期幼虫袁 镜检分类袁 初步确定检获的线虫幼虫
有 6种院 抹香鲸异尖线虫渊Anisakis physeteris冤尧 简单
异尖线虫渊Anisakis simplex冤尧 内弯对盲囊线虫渊Contr鄄
acaecum aduncum冤尧 带鱼针蛔线虫渊Raphidascaris tri鄄
chiuri冤尧 灰海鳗对盲囊线虫渊C. muraenesoxi冤和台湾海
峡鱼类中一优势种对盲囊线虫渊Contracaecum sp.冤咱11鄄16暂遥

2 主要试剂和仪器

WizardTM DNA 纯化试剂盒购自美国 Promega公
司袁 Taq DNA聚合酶尧 DNA标记物尧 pGEM鄄T载体和凝
胶回收剂盒购自日本 Takara公司遥 质粒小量抽提试
剂盒和荧光反应预混系统 RealMasterMix 渊SYBR
Green冤荧光定量 PCR试剂盒购自上海天根生化科技
有限公司曰 水平电泳仪尧 凝胶成像系统和常规 PCR
仪均购自德国 Biorad公司袁 微量紫外可见分光光度
计渊ND鄄1000冤购自美国 Nanodrop公司袁 荧光定量 PCR
仪 渊Rotor Gene 3000冤购自澳大利亚 Corbett Research
公司遥

3 DNA提取和 ITS鄄2克隆测序
采用十二烷基硫酸钠渊SDS冤/蛋白酶 K法提取 6种

线虫 DNA遥 经 55 益处理 1.5 h后袁 使用 DNA纯化试
剂盒纯化 DNA袁 -20 益保存备用遥 用通用引物 ITS2
渊5忆 鄄GGTGGATCACTGGGCTCGTG鄄3忆 冤和 BD2渊5忆 鄄TA鄄
TGCTTAAATTCAGCGGGT鄄3忆冤扩增 ITS鄄2 序列咱17暂遥 反
应体系为院 10伊PCR 缓冲液 5 滋l尧 DNA 模板 3 滋l尧

25 mmol/L MgCl2 3滋l尧 2.5mmol/L dNTPs 4滋l尧 10滋mol/L
上尧 下游引物各 1.5滋l尧 5 U/滋l Taq DNA聚合酶 0.25滋l袁
加灭菌双蒸水至 50 滋l遥 扩增条件为院 95 益 5 min曰
95益 30 s袁 55益 30 s袁 72益 40 s袁 共 30个循环曰 72 益
7 min遥 PCR扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检验遥
对 550 bp左右的条带进行切胶回收遥 回收片段连入
pMD18鄄T载体袁 转入大肠埃希菌 DH5琢感受态细菌遥
用含有氨苄青霉素 渊Amp冤 的 LB固体平板培养过夜遥
挑取单菌落袁 PCR 检测袁 阳性克隆送上海英俊生物
技术有限公司测序遥

4 引物设计

测序结果与 GenBank相关序列进行比对袁 将序
列比对结果与形态学鉴定结果相核对袁 确定完全相符
后袁 根据测序结果设计荧光定量PCR特异引物 渊表 1冤袁
通用反义引物BD2渊5忆鄄TATGCTTAAATTCAGCGGGT鄄3忆冤遥

5 引物特异性检验及扩增溶解曲线分析

依次以 6种线虫 DNA为模板袁 分别加入上述引
物进行 PCR扩增袁 扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳
检验遥 溶解曲线分析分别以 6种线虫 DNA 为模板袁
加入相应特异引物参照荧光定量 PCR试剂盒说明进
行荧光定量 PCR袁 每个样品设置一个重复袁 经荧光
定量 PCR后由仪器自带软件输出溶解曲线袁 输出温
度范围为 70 益耀95 益遥

6 荧光定量 PCR标准曲线的建立
将含有 ITS鄄2序列的阳性单菌落袁 加入 3 ml 含

Amp的 LB液体培养基中袁 37 益 180 r/min摇床过夜遥
用质粒提取试剂盒提取重组质粒袁 经 PCR鉴定后用

表 1 所用引物
Table 1 Oligonucleotide primers used in this study

虫种
Name

简单异尖线虫
Anisakis simplex
抹香鲸异尖线虫
Anisakis physeteris
内弯对盲囊线虫
Contracaecum
aduncum
带鱼针蛔线虫
Raphidascaris
trichiuri
灰海鳗对盲囊线虫
C. muraenesoxi
海峡鱼类中一优势
种对盲囊线虫
Contracaecum sp.

序列来源渊GenBank
登录号冤Sequence origin渊GenBank accession no.冤

AB277823
AB277821

AB277826

FJ009682
EU828749

FJ009683

引物渊5忆鄄3忆冤Oligonucleotide primer
AP (ACGGCTCCTT鄄GCTTAGTTG)
ACP (TCTATCTTGG鄄ACAATATGACGAG)
EF (CTTTTCAGGAG鄄AGGTCACTTC)
CF (GGTTGTTGTGT鄄GTGTACTCTTGT)
GF (TACCTTGCTAA鄄GTCTTTGCTATG)
HF (CGGCTGGGTC鄄ACCTCTTA)
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微量紫外可见分光光度计测吸光度 渊A 260和 A 280值冤袁
并根据摩尔定律袁 计算质粒中的 DNA拷贝数遥 然后
以标准质粒 10倍梯度稀释溶液为模板袁 进行荧光定
量 PCR遥 荧光定量预混系统 渊2.5伊Real Master Mix/
20伊 SYBR solution冤 9 滋l袁 正尧 反引物各 0.5 滋l渊浓度
为 10 滋mol/L冤袁 模板 2滋l袁 加无菌水至 20滋l遥 反应条
件为 95益 40 s曰 95 益 15 s袁 55 益 15 s袁 72 益 18 s袁
共 40个循环曰 72 益荧光信号采集遥 同时设阴性对照
和阳性对照 渊高浓度质粒冤袁 荧光定量 PCR反应结束
后制作溶解曲线遥 阈值的设置选择曲线指数扩增的线
性阶段且精度最大尧 敏感性最大的区域遥

7 荧光定量 PCR的敏感性与可重复性
将上述已知拷贝数的标准质粒稀释至 1伊10n渊拷

贝/滋l冤袁 然后按 10倍梯度稀释袁 以各梯度稀释液为
模板进行荧光定量 PCR反应遥 线性范围内的最低起
始模板浓度即为荧光定量 PCR反应的敏感性遥 同时
对各模板进行普通 PCR检验袁 比较两种方法的灵敏
度遥 7 d后重新提取质粒模板袁 选取模板浓度为 105拷
贝/滋l和 106拷贝/滋l的重组质粒为模板袁 分别设 4个
平行管进行实验袁 评价该方法的准确性和稳定性遥 对
初始循环数渊Ct冤进行标准差分析袁 以渊x依s冤表示袁 计算
变异系数渊cv冤院 cv=s/x袁 s为标准差袁 x为 Ct平均值咱18暂遥

结 果

1 引物特异性及荧光定量 PCR溶解曲线分析
获得的 6种线虫 ITS鄄2序列经数据库比对后发现

与形态学初步鉴定的结果完全一致咱19暂遥 常规 PCR特异
性检验显示袁 只有当加入的模板与特异引物严格对应
时才有条带扩增袁 未出现非特异条带遥 6种引物之间
的特异性良好遥 引物扩增产物长度均在 300 bp以内
渊图 1冤遥 溶解曲线分析结果显示各溶解曲线均为单一
吸收峰袁 产物专一袁 未形成引物二聚体袁 可进行下一
步荧光定量 PCR反应咱20暂遥

2 荧光定量 PCR标准曲线的建立
稀释的质粒标准品经荧光定量 PCR后袁 根据标

准曲线法设定最佳阈值袁 只保留线性关系良好的加样
孔由仪器自带软件绘制标准曲线遥 SYBR Green 玉 荧

光定量 PCR标准曲线循环阈值与模板浓度呈良好的
线性关系袁 6条曲线中 R2值均在 0.998以上袁 说明
标准曲线建立成功 渊图 2冤遥

3 荧光定量 PCR灵敏性与可重复性
本实验荧光定量 PCR 检测的灵敏度为 1伊102

拷贝/滋l遥 在与常规 PCR灵敏度对比实验中袁 以抹香
鲸异尖线虫 渊Anisakis physeteris冤为代表袁 常规 PCR
在模板稀释至 104拷贝/滋l后袁 琼脂糖凝胶电泳检测
只有微弱的条带检出袁 而荧光定量 PCR在模板浓度
为 102 拷贝/滋l时仍能检测出荧光信号遥 所以袁 荧光
定量 PCR比常规 PCR检测的灵敏度高约 100倍 渊图
3冤遥 重复性试验采用 cv 进行方法重现性评价袁 各个
特异引物荧光定量 PCR扩增结果的误差很小袁 变异
系数最小的仅为 0.18%袁 表明荧光 PCR 检测方法具

M院 DNA标志物 渊DL 2 000冤曰 图 A袁 1耀6院 模板 DNA均为 A. simplex袁 正义引物依次为 ACP尧 AP尧 CF尧 EF尧 HF和 GF曰 7耀12院 模板 DNA均为
A. physeteris袁 正义引物依次为 AP尧 ACP尧 CF尧 EF尧 HF和 GF曰 13耀18院 模板 DNA均为 R. trichiuri袁 正义引物依次为 CF尧 AP尧 ACP尧 EF尧 HF和
GF曰 19耀24院 模板 DNA均为 C. aduncum袁 正义引物依次为 EF尧 AP尧 ACP尧 CF尧 HF和 GF遥 图 B袁 1耀6院 模板 DNA均为 Contracaecum sp.袁 正义
引物依次为 HF袁 AP袁 ACP袁 CF袁 EF袁 GF曰 7耀12院 模板 DNA均为 C. muraenesoxi袁 正义引物依次为 GF袁 ACP袁 AP袁 CF袁 EF袁 HF遥
M院 DNA marker 渊DL 2 000冤曰 fig. A袁 1-6院 All templates are A. simplex袁 forward primers are in order of ACP袁 AP袁 CF袁 EF袁 HF and GF曰 7-
12: All templates are A. physeteris袁 forward primers are in order of AP袁 ACP袁 CF袁 EF袁 HF and GF曰 13-18院 All templates are R. trichiuri袁 for鄄
ward primers are in order of CF袁 AP袁 ACP袁 EF袁 HF and GF曰 19-24院 All templates are C. aduncum袁 forward primers are in order of EF袁 AP袁
ACP袁 CF袁 HF and GF. fig. B袁 1-6院 All templates are Contracaecum sp.袁 forward primers are in order of HF袁 AP袁 ACP袁 CF袁 EF and GF曰 7-
12院 All templates are C. muraenesoxi袁 forward primers are in order of GF袁 ACP袁 AP袁 CF袁 EF and HF.

图 1 PCR检验引物特异性
Fig.1 Test of specificity by conventional PCR
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注院 纵坐标为 Ct值袁 横坐标为标准品浓度的对数遥 R院 相关系数曰 R2院 决定系数曰 M院 斜率曰 B院 截距曰 E院 反应效率遥 a模板为 A. simplex袁 正义
引物为 ACP曰 b模板为 A. physeteris袁 正义引物为 AP曰 c模板为 R. trichiuri袁 正义引物为 CP曰 d模板为 C. aduncum袁 正义引物为 EP曰 e模板为 Con鄄
tracaecum sp.袁 正义引物为HP曰 f模板为 C. muraenesoxi袁 正义引物为 GP遥
Note院 Vertical ordinate院 Ct 渊cycle threshold冤 value袁 Horizontal ordinate院 The original copies曰 R院 Correlation coefficient曰 R2院 Coefficient of deter
mination曰 M院 Sope曰 B院 Intercept曰 E: Efficiency. a DNA template院 A. simplex袁 forward primer院 ACP曰 b DNA template院 A. physeteris袁 forward
primer院 AP曰 c DNA template院 R. trichiuri袁 forward primer院 CP曰 d DNA template院 C. aduncum袁 forward primer院 EP曰 e DNA template院
Contracaecum sp.袁 forward primer院 HP曰 f DNA template院 C. muraenesoxi袁 forward primer院 GP.

图 2 由重组质粒构建的标准曲线
Fig.2 Standard curve of the real鄄time PCR established by recombinant plasmid

有较高的可重复性袁 从而保证了不同样品间检测结果
的可靠性和稳定性遥 图 4列举了重复性实验中采用特

异引物 ACP荧光定量 PCR扩增 A . simplex的动力曲
线袁 直观的反映了荧光定量 PCR良好的重复性遥

1耀7院 重组质粒模板浓度 渊拷贝/滋l冤院 分别为 1伊108尧 1伊107尧 1 伊106尧
1伊105尧 1伊104尧 1伊103和 1伊102曰 NTC院 阴性对照遥
1-7: Concentration of the recombinant plasmid 渊copies/滋l冤袁 1伊108袁 1伊
107袁 1伊106袁 1伊105袁 1伊104袁 1伊103袁 and 1伊102袁 respectively曰 NTC:
Negative control.

图 3 常规 PCR与荧光定量 PCR灵敏度比较
Fig.3 Comparison of sensitivity for A. physeteris detection between

the real鄄time PCR and the conventional PCR

1耀6院 重组质粒模板浓度 渊拷贝/微升冤袁 分别为 6.91伊108尧 6.91伊107尧
6.91伊106尧 6.91伊105尧 6.91伊104和 6.91伊103曰 P院 阳性对照曰 NTC院 阴性
对照遥
1-6: Concentration of the recombinant plasmid 渊copies/滋l冤袁 6.91伊108袁
6.91伊107袁 6.91伊106袁 6.91伊105袁 6.91伊104袁 and 6.91伊103袁 respectively曰
P院 Positive control曰 NTC院 Negative control.

图 4 A. simplex的动力曲线
Fig.4 Dynamic curve of the real鄄time PCR for A. simplex
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讨 论

在我国袁 简单异尖线虫被列为国家禁止入境的二
类动物寄生虫袁 我国各地海关相继报道进口鱼类中检
出异尖线虫类病原体咱4暂遥 然而袁 我国当前的异尖线虫
类病原体检验主要依靠形态学袁 敏感性低且对检验者
背景知识要求高遥 为建立简单尧 快速尧 操作方便的分
类及检测方法袁 Lee等咱21暂建立了 PCR鄄限制性酶切的方
法曰 Umehara等咱7暂建立了 PCR扩增尧 测序的方法曰 曹
庭盛等咱22暂建立了只针对简单异尖线虫的PCR检测方法遥
荧光定量 PCR较常规 PCR具有更高的敏感性和特异
性袁 且具有无污染尧 可定量尧 耗时短等优点袁 将该方
法应用于检测寄生虫是一种发展趋势咱9,18暂遥 本研究将荧
光定量 PCR的方法应用于异尖线虫病类病原体的检
验袁 不仅可以高特异性的检测出微量的病原线虫袁 还
可以对病原线虫初始模板含量进行准确定量遥 实验在
以 10倍稀释梯度情况下可检测出的初始模板最低拷
贝数在 1伊102耀1伊103渊拷贝/滋l冤之间袁 具有很高的敏
感性遥 由于不需要凝胶电泳等 PCR后续操作袁 荧光
定量 PCR较常规 PCR还具有省时的优点袁 本实验从
材料处理到获得检测报告仅需 3.5 h遥 实验中材料的
匀浆尧 DNA提取效率尧 琼脂糖的选择及实验环境等
都会影响实验结果咱23暂遥
生物学中常用的遗传标记基因有线粒体细胞色素

C氧化酶 1 渊COX 1冤基因尧 18S rRNA基因和 rDNA的
转录间隔区渊internal transcribed spacer袁 简称 ITS冤序
列等遥 COX 1基因演化快于渊或等于冤核 DNA咱18,24暂袁 可
能会造成同种虫体内出现遗传差遥 荧光定量 PCR具
有很高的敏感性袁 这种遗传差异会影响荧光定量 PCR
检测的敏感性以及适用范围遥 18S rRNA基因是一种

持家基因 渊house鄄keeping gene冤袁 其进化速率在核糖
体DNA中最慢咱18暂袁 十分保守袁 不适于本实验遥 ITS既
具有保守性袁 又在属尧 种水平具有特异性咱19暂袁 应用ITS
作为分子标记进行物种鉴别得到了广泛应用咱25鄄28暂袁 并
且 ITS序列在基因组中拷贝数相当大袁 以串联多拷贝
的形式组成庞大的多基因家族袁 可大大提高检测的敏
感性遥 ITS 序列含两个插入间隔序列袁 即 ITS鄄1 和
ITS鄄2遥 较之 ITS鄄1袁 ITS鄄2间隔区集中了更多的信息
位点袁 这类信息可以更好的反映系统发育关系咱19暂袁 更
有利于设计具有种间特异性的引物遥 因此袁 本研究设
计的特异引物全部位于 rDNA的 ITS鄄2部分袁 成功构
建了具有高特异性的荧光定量 PCR检测方法袁 为异
尖线虫病病原线虫的鉴别及快速尧 灵敏尧 定量检测提
供了技术支撑遥
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Table 2 Reproducibility of the real鄄time PCR
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初始循环数 No. Ct
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