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在动植物病原体的检测中，方法学历经了生物

培养、显微镜观察、生化检测、免疫学到分子生物学

几个阶段的变更，朝着更特异、更快速、更便捷、更

安全、集成化、微量化、定量化、费用低廉化的方向

发展。传统病原检测主要依据致病病原体在介质或细

胞中的培养、分析病原体表型或血清型特征，或采用

组织学检测病原体对宿主器官的影响[1]。这类方法耗

时、特异性和灵敏度低，远远不能满足日常快速检测

工作的需要。免疫学方法可以在一定程度上缩短检验

时间，就灵敏度而言，酶联免疫吸附试验（ELISA）
要高于免疫荧光、反向免疫凝胶电泳和免疫扩散，是

最常用的免疫学检测病原体方法[2]。但是许多病原体

之间存在交叉反应，从而使免疫学方法受到很大局限

性。近 10 a来，分子生物技术的快速发展极大提高了
水产养殖病害诊断水平。以核酸为基础的分子诊断技

术是基于每一种病原体含有特异性的 DNA 或 RNA
序列，当体外培养基或培养方法没有建立时，分子生

物学技术可以排除这些中间环节，直接进入检测的核

心，而且能大大地提高检测的灵敏度。根据研究范围

和目的，分子生物学技术能把病原微生物鉴定到亚

种、株。分子诊断技术主要包括聚合酶链式反应（PCR）、
探针杂交、限制性酶切和核苷酸测序等，探针杂交法

和 PCR 法是病害检测中最常用的方法。目前，分子
诊断技术已成功应用于鱼、虾、贝的细菌性、病毒性、

寄生性和真菌性病原体的检测和鉴定[3～5]。 

1  PCR检测技术 

PCR技术自 1985年问世以来，以其灵敏、特异

和快速的优点在医学和分子生物等领域得到广泛的

应用。PCR技术现已普遍应用于水产养殖动物病原体
检测中。 
1.1 常规定性 PCR检测方法  

PCR 扩增产物的有或无可以显示样品是否被特
定病原体感染。细菌性肾病（BKD）是一种感染鲑鱼，
尤其是大麻哈鱼的慢性传染病，在世界范围内广泛存

在，其病原菌为鲑鱼肾杆菌（Renibacterium salmonin- 
arum）。57 ku可溶蛋白（p57）是鲑鱼肾杆菌表面的
主要蛋白[6]，在编码 p57 的 DNA 中扩增片段，已被
成功地用来检测淋巴液、卵巢液和鱼卵中的鲑鱼肾杆

菌。Brown等[7]设计的引物 BKDR和 BKDF扩增 p57
蛋白编码基因的 501 bp 片段，有较强特异性，是国
际兽疫局《水生动物疾病诊断手册》中所推荐使用的

分子生物学诊断方法。刘荭等 [8]采用嵌套式 PCR
（nested-PCR）设计引物 BKDR2 和 BKDF2， 扩增
501 bp扩增产物中 314 bp的片段，结果显示灵敏度得
到效提高，达 1.8×102 个/mL，而且用冻融煮沸法直接
处理得到的裂解液可直接作模板使用，效果与酚抽提

法相当。多重 PCR 系一个反应体系中有多对引物，
分别扩增不同片段，适于同时进行多种病原体的检
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测。Cerro 等 [9]建立基于 16S rRNA 的多重 PCR
（multiplex PCR），同步检测出鱼病原菌杀鲑气单胞
菌 （ Aeromonas salmonicida ）、 嗜 冷 黄 杆 菌
（Flavobacterium psychrophilum）、鲁氏耶尔森氏菌
（Yersinia ruckeri）。PCR亦广泛用于病毒性病原体的
检测。例如，采用 PCR 研究和检测养殖鱼和虾中多
种虾病毒，如传染性皮下与造血组织坏死病毒

（IHHNV），传染性胰腺坏死病毒（IPNV），斑节对
虾的白斑综合症病毒（WSSV），黄头病毒（YHV），
病毒性出血性败血症病毒（VHSV），虾肝胰脏细小病
毒（HPV），脱拉综合症病毒（TSV）等[1，5，10～12]。

定性 PCR 检测病原微生物虽然快速，但以肉眼
判断阳性条带敏感性受一定限制，且 PCR 产物需要
用酶切或分子杂交验证。在对野外环境的水样、海产

品标本进行检测时，常常由于菌量少、菌株变异大，

而降低检出率。 
1.2  荧光定量 PCR技术 
荧光 PCR技术是 1995年由美国 PE公司首先研

制成功的，它是传统 PCR 技术的突破，融汇了 PCR
的灵敏性、DNA 杂交的特异性和光谱技术精确定量
的优点，电脑同步跟踪，数据自动化处理，直接探测

PCR过程中的变化以获得定量的结果，不需要做 PCR
后处理或检测，完全闭管操作。与一般 PCR 技术相
比，荧光 PCR 检测技术不仅大大提高了样品的分析
速度和灵敏度，简化了操作步骤，而且可消除扩增产

物引起的交叉污染、降低假阳性率。例如，传统方法

难以检测处于存活状态但难以培养的霍乱弧菌

（Vibrio cholerae），Lyon等[13]从该菌的 hlyA序列中
设计引物和探针，采用荧光定量 PCR 特异检测出牡
蛎及环境中的霍乱弧菌 O1，O139，Non-O1，Non-O139
型。张世英等[14]采用荧光 PCR 技术检测水、海产品
及临床病例中的霍乱弧菌，灵敏度达 1×102 CFU/mL，
比同组进行的定性 PCR 方法灵敏度提高了 3 个数量
级，且阳性检出率高。Overturf等[15]采用荧光 PCR检
测出鲑鱼中的 IHNV 病毒。荧光定量 PCR 能对检测
的 DNA进行准确定量，对患病动物的疗效观察及指
导用药具有重大意义。但是，荧光 PCR 成本较高，
目前在水产养殖动物的常规病原体检测中的应用还

不多。 
1.3  PCR-ELISA技术 

ELISA技术作为一种快速、灵敏的诊断体系，广
泛应用于病原体检测中。ELISA中的特异性抗体多由

单克隆抗体或多克隆抗体制备而成，但抗体通常难以

获得，而且在检测中较易出现交叉反应，限制了该技

术在病原诊断中的应用[16]。PCR技术与 ELISA的结
合（PCR-ELISA），极大地提高了病原诊断方法特异
性和灵敏性。例如 Laurence 等 [17]获得 Perkinsus 
marinus和 P. atlanticus的特异性扩增片段，将扩增产
物用 DIG标记， 与包被在微量滴定板中的特异探针
杂交，杂交产物被 DIG 过氧化酶标记的抗体结合，
通过过氧化物酶底物显色反应检测出扩增产物的有

无及数量。PCR-ELASA 分析比通过凝胶电泳观察
PCR 产物的灵敏度提高 100 倍，可以检测出 P. 
atlanticus中 1 pg的 DNA，其灵敏性与 Southern杂交
相当，且无交叉反应，该方法在蛤中进行了应用，并

在处理大量样品时效果理想。 
1.4  PCR检测技术所面临的问题 

PCR技术在实际应用中需不断验证、优化反应参
数，如引物设计、模板 DNA的制备、镁离子浓度、
退火温度等，以获得最大灵敏度和特异性。

Vaneechoute等[18]对 PCR技术在微生物诊断中的问题
进行了详细报道和分析。PCR的灵敏度在临床和野外
试验比在实验室研究中的结果要低，模板中高浓度宿

主 DNA和大量动物细胞会抑制 PCR扩增。在许多情
况下，优化 PCR 参数的工作往往是以纯培养物提取
的 DNA 或已被克隆的 DNA 为模板，因此优化的参
数应与直接以临床标本为模板的 PCR参数稍微不同。
PCR 反应中极微量的污染便可导致假阳性或假阴性
结果，其中产物污染是最主要因素。PCR技术对实验
环境和操作要求苛刻，防止 PCR 产物污染，以避免
假阳性和提高 PCR 诊断技术的稳定性已成为急待解
决的问题。 

2  核酸杂交检测技术 

核酸杂交是常用的分子生物学技术之一，它是利

用变性的 DNA双链能够在一定条件下以互补配对的
原则相互结合复性的原理，特异地检测目标样品中与

探针同源序列的技术。 
2.1 核酸探针 
核酸探针（probe）是指能与特定核酸序列发生

特异性互补的已知核酸片段。标记的核酸探针可以用

于待测核酸样品中特定基因序列的检测。根据核酸探

针的来源及性质可分为基因组 DNA 探针、cDNA 探
针、RNA 探针及人工合成的寡聚核苷酸探针。探针
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标记物分为放射性标记物和非放射性标记物。放射性

同位素标记物是目前应用最多的一类核酸探针标记

物，其灵敏度和特异性极高，可检测出样品中少于 1 000
个分子的核酸含量。常用的放射性标记物有 32P，H
和 35S。但放射性标记实验周期长、不稳定、不安全，
随着技术改进，非放射性标记探针因其稳定、特异性

强、简便、快速和安全等特点逐步代替了放射性标记。

这些方法主要是将探针与一些半抗原连接在一起，例

如生物素、地高辛（DIG）等，然后用带有荧光、化
学发光剂或显色剂的抗体对这些抗原——探针复合
物进行检测[19]。现在，DIG标记的基因探针多方面用
于虾病原体诊断中。例如，雷质文等[20]用 PCR 法制
备的 DIG标记的 547 bp探针检测WSSV。 
2.2 探针杂交技术 
核酸探针作为检测特异的核酸序列的标记，广泛

应用于 Southern杂交、Northern杂交、斑点杂交和原
位杂交中。核酸探针的设计、杂交和洗涤条件的选择

能够保证探针只能与待测样品基因组中的互补区域

杂交而不会与其它序列反应，从而确保探针杂交检测

技术的特异性和准确性。 
1982年 Langer首先采用了生物素标记的探针进

行染色体原位杂交，标志着非放射性同位素原位杂交

的建立[21]。原位杂交是用标记的 DNA 或 RNA 为探
针，在原位检测组织细胞内特定核酸序列的方法。用

探针对组织细胞等进行的原位杂交可以对病原体在

宿主内的位置进行定位。原位杂交技术在鱼、虾病害

快速诊断中应用很广，特别适用于病毒的检测。例如，

Gergory 等[22]采用原位杂交检测大西洋鲑鱼内脏中的

鲑鱼贫血病毒（ISAV），所用探针 S8 特异性强，与其
他病毒性病原体无杂交。Kathy等[23]采用 DIG标记的
YHV基因探针对在澳大利亚感染鳃联合病毒（GAV）
的虾进行原位杂交，在虾的淋巴组织、鳃、触角腺及

胃上皮细胞中均检测到 GAV。这证明 YHV探针可作
为 GAV 有效检测工具，并有力说明这两种病毒具有
高亲缘关系。为检测WSSV，邓敏等[24]对濒死对虾匀

浆制成的病理切片分别进行原位杂交、Southern杂交
和斑点杂交，同时对照健康虾，探针均特异地与病虾

片段强杂交，而与健康虾无杂交。斑点杂交是常用的

一种快捷基因检测方法，根据杂交膜上点样斑点的有

无或强弱推算样品是否染病，还可以半定量病原。此

法操作简便，可在一般实验室进行。例如，史成银等[25]

采用核酸斑点杂交分析对虾皮下及造血组织坏死杆

状病毒（HHNBV），在 1997 年青岛养殖场的发病虾
池对虾中，检测结果显示为强烈的 HHNBV阳性。目
前，中国水产科学院黄海水产研究所病害室已研制出

“对虾暴发性流行病原核酸探针-点杂交检测试剂
盒”[26]。探针杂交也常应用于细菌性病原体检测，例

如，Cerda-Cuellar等[27]应用特异性核酸探针 VSV3检
测鱼肠道中的大菱鲆弧菌（Vibrio scophthalmi）。目前，
多种虾病毒检测试剂盒已实现商业化，例如，用 DIG
标记探针检测 IHHNV，WSSV 检测试剂盒等。探针
杂交虽然灵敏可靠，但是其操作较为其他分子检测技

术复杂、繁琐，影响了它在常规快速检测中的应用。 

3 限制性酶消化技术 

3.1 限制性片段长度多态性 
限制性内切酶识别 DNA中特异短小序列，并在

该位点将 DNA切断。单个核苷酸序列的变化也会导
致某一酶切位点的增加或缺失，改变在 DNA消化产
生的片段数量，消化的 DNA经凝胶电泳分离呈现限
制性片段长度多态性（RFLP）。RFLP是检测 DNA在
限制性内切酶酶切后形成的特定 DNA的大小，是最
早应用于种属鉴定、分类和多样性研究的分子生物学

技术。由于限制性酶作用的对象为该生物的全基因

组，因此理论上能够覆盖生物的所有基因[28，29]。限

制性酶切作为一种实验手段，常与其他分子技术结合

使用。RFLP 能够体现不同种系甚至个体间的细小差
异。当鉴别相近亲缘的细菌性或寄生性病原体时，可

先 PCR 扩增特定序列，再对扩增产物进行限制性内
切酶酶切分析，即 PCR-RFLP。例如，Cunningham
等[30]用 PCR扩增三代虫属（Gyrodactylus）的三种寄
生虫（Gyrodactylus salaries，Gyrodactylus  derjavini
和 Gyrodactylus truttae）的 rRNA基因 ITS区域，得
到大小相似的片段，扩增子经限制性内切酶 Sau3AI
消化后，所产生的 RFLP带谱能够快速、清晰地鉴别
3种寄生虫间的差异。 
3.2 随机扩增多态性 DNA技术 
随机扩增多态性 DNA（RAPD）技术是一种研究

基因组遗传标记的方法，它采用系列 8~10 个碱基的
随机引物对基因组进行扩增， 经凝胶电泳区分不同
长度片段的条带，根据条带的有无计算样品之间基因

组的差异。同 RFLP一样，该方法理论上可以覆盖整
个基因组，能够体现多数微小的变异情况。由于该方

法应用了 PCR技术，无需专门设计引物，操作简单、
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方便，但是，RAPD分析稳定性比较差，重复性不
高[28，29，31]。RAPD技术被广泛应用于生物的遗传多
样性和流行病学的研究中。例如，Magarinos 等[32]对

79 个美人鱼发光杆菌杀鱼亚种（Photobacterium 
damselae subsp. piscicida）株系进行 RAPD分析后，
发现欧洲来源株系与日本来源的株系有显著的遗传

差别，证明两地暴发的病原 P. damselae是独立起源，
而不是横向转移传播的。RAPD方法在寻找种，血清
型特异性甚至致病因子相关基因等方面都是十分有

效的。例如， Valle 等 [33]在鱼巴斯德氏菌病

（Pasteurellosis）病原体美人鱼发光杆菌杀鱼亚种的
RAPD分析中，发现两个特异片段，经克隆、测序发
现与其它 DNA序列无显著同源性。基于这两片段建
立了 PCR 和 nested-PCR 检测该菌，斑点杂交和
Southern杂交显示扩增产物具有美人鱼发光杆菌杀鱼
亚种的高度特异性，能直接从受感染的鱼肾、脾、肝

组织中检测到该菌。证明利用 RAPD结合 PCR技术
建立病原体的基因诊断方法是行之有效的。 
3.3 扩增 AFLP技术 
扩增 AFLP技术首先由 Zabeau和 Vos在 1993年

创立，利用 RFLP 可靠性和 PCR 的高效性，对基因
组 DNA酶切片段进行选择性扩增。其实质是利用两
种或两种以上的酶切割 DNA，形成不同的酶切片段，
在所得的酶切片段上加上双链人工接头，作为 PCR
扩增的模板。AFLP 技术有高度特异性，既克服了
RFLP技术中 Southern杂交的繁琐和耗时的缺点，又
解决了 RAPD技术中非特异 PCR扩增而引起的可信
度问题。AFLP技术以其快速、高效、简便和结果稳
定可靠的特点，被推广到生物学各个研究领域，如遗

传图谱的构建、基因或基因组区域特异性标记的筛选

和定位、种及种下阶元的分类鉴定、遗传多样性和系

统发生等领域[34，35]。AFLP现已应用于水生生物遗传
结构及遗传多样性的研究[36]。例如，Aarts 等[35]在对

62个血清型的 78株 Samonella菌株进行 AFLP指纹
分析时，所有的血清型都具有独特的 AFLP指纹图，
并且 AFLP指纹技术具有较高的分辨率，AFLP指纹
技术被认定非常适合鱼细菌的诊断与鉴定工作。 

4  病原微生物快速诊断新技术的展望 

基于软件和硬件设备的发展，诊断技术发生了

惊人的变化，到 21世纪中期 DNA检测技术将全面代
替现在以蛋白质为基础的方法。 

4.1 核苷酸测序技术 
近年来，应基因组测序计划的要求，核苷酸测序

技术得到了极大的发展。核苷酸测序诊断结果在分子

诊断技术中是最精确的，它所提供样品的信息最充

分，可同时揭示突变体或变异种类的详细情况。自动

化测序技术可同时测定多个序列，可在同一个样品中

进行多种病原体的检测。但是目前，测序方法成本高、

消耗时间长，不能满足快速、经济的常规病害检测。

新的、快速、经济的测序方法的建立将使病原菌诊断

技术出现新的革命，预见测序技术将取代目前诊断中

使用的核酸杂交和 RFLP技术[3]。 
4.2 基因芯片技术 

基因芯片又称 DNA芯片（DNA chip）或 DNA
微阵列（DNA microarray），是将大量基因探针，按
特定的排列方式固定在固体载体上，它通过与被检测

基因的碱基序列进行固定互补匹配，实现核酸序列的

分子识别，是高效的大规模获取相关生物信息的重要

手段。与传统核酸印迹杂交技术相比，基因芯片具有

高效、快速和大规模平行处理的优点，是在传统生物

技术和疾病诊断等方面的创新和飞跃[37，38]。基因芯

片在 DNA测序和基因表达分析、临床诊断、药物和
疫苗研究等领域有极大应用前景。针对病原微生物基

因组的特征性片段、染色体 DNA的多态性、基因变
异的位点及特征等，设计和选择合适的核酸探针并制

成芯片，通过与样品中提取的核酸（DNA或 RNA）
杂交，一步检测就能获得病原微生物种属、亚型、毒

力、抗药、致病、同源性、多态型、变异、表达以及感

染病原微生物相对数量等相关信息，为疾病的诊断和

治疗提供了一个很好的切入点，也为平行研究病原微

生物的大量基因组和功能组提供了有利的工具[39，40]。

美国 Affymetrix公司现已有诊断用基因芯片上市，如
p53基因突变诊断芯片、艾滋病基因突变诊断芯片和
细胞色素 P450基因突变诊断芯片等[40]。Troesch等[41]

将 16S rRNA和 rpoB 2种基因高密度 DNA探针芯片
用于分枝杆菌中属的鉴定和利福平抗药性的测定，结

果 27种 70株不同的分枝杆菌的及 15株利福平抗药
性 rpoB 基因得到了正确鉴定。微阵列技术在国内也
有了较大发展。例如，陈君男等[42]将 DNA微阵列技
术用于 HLA DRB1基因分型的研究，结果准确、灵敏
（HLA 复合体人类主要组织相容复合体，是由至少
80 个以上的基因座位组成的基因复合体，其产物成
为人类白细胞抗原，DRB1基因是 HLA II类基因中多
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态性最复杂的基因之一）。肖俊华等[43]运用 cDNA微
阵列杂交技术从人睾丸 cDNA 文库中筛选出人蛋白
激酶基因 NYD-SP9，Southern印迹杂交发现，这一基
因高表达于睾丸，而低表达于卵巢，结果表明，蛋白

激酶基因 NYD-SP9 可能在男性生殖细胞分化过程中
发挥一定作用。 
基于基因组测序技术和生物信息学的极大发展，

使得探针序列在最近几年急剧增加。我们相信有一

天，一块小小的芯片上，可以集合能够检测所有鱼、

虾、贝类重要病害的探针，经过一次简单的测试就可

以准确地获得病原种类，基因特征，致病能力等等信

息。 
分子生物学检测方法已经在水产养殖动物疾病

诊断中逐步建立起来，相信随着试验方法的不断优化

和设备的日益更新，新的技术的发展必将完全改变目

前病害诊断与流行病研究的现状，并为有效控制病害

的发生提供广大前景。 
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