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摘   要：【背景】嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)对水产动物、畜禽和人类均有致病性。基

因表达的溶血素、气溶素和肠毒素是重要毒力因子，在致病性嗜水气单胞菌早期检测及防治中尤

为重要。目前采用菌落直接提取 DNA 用于多重 PCR 研究的相关报道较少。【目的】基于菌落 PCR

方法建立针对嗜水气单胞菌溶血性基因、肠毒素基因和 16S rRNA 基因特异性片段(5 个基因片段)

的多重 PCR 快速检测方法。【方法】采用选择性 RS (Rimler-Shotts)培养基对样品中嗜水气单胞菌

有效富集分离和辨认，建立并优化嗜水气单胞菌 16S rRNA、ast、alt、aerA、act 这 5 个基因的多

重 PCR 方法，比较菌落 PCR 中 DNA 模板不同提取方法对多重 PCR 扩增结果的影响，并检测该方

法对维氏气单胞菌、温和气单胞菌、杀鲑气单胞菌的特异性。【结果】通过对 RS 培养基上单菌落

的 16S rRNA 基因鉴定，初步判定嗜水气单胞菌和其他可培养菌的菌落形态，对其富集程度进行可视

化辨别。多重 PCR 反应体系优化结果显示，引物浓度最优配比为 16S rRNA:ast:alt:aerA:act=1:2:2:3:4。

菌落 PCR 结果显示，新鲜菌液采用煮沸冷冻离心法和煮沸离心法均能扩增出清晰条带，采用单菌

落处理则需煮沸冷冻离心法。该多重 PCR 方法具有特异性。【结论】利用菌落多重 PCR 可以不通

过试剂盒抽提获得 DNA 模板，简便、直观地检测嗜水气单胞菌及其毒力基因，具有特异性。 

关键词：多重 PCR；嗜水气单胞菌；菌落 PCR；毒力基因  
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Abstract: [Background] Aeromonas hydrophila is pathogenic to aquatic animals, livestock, poultry, 

and human. Hemolysin, aerolysin, and enterotoxin are major virulence factors particularly important in 

the early detection and prevention of A. hydrophila. There are few reports using colony PCR to extract 

templates for multiplex PCR. [Objective] Based on colony PCR, a multiplex PCR assay was established 

for rapid detection of five genes including hemolysin gene, enterotoxin gene, and 16S rRNA gene of   

A. hydrophila. [Methods] We used the selective Rimler-Shotts (RS) medium to enrich, isolate, and 

identify A. hydrophila in the sample. Subsequently, we established and optimized the multiplex PCR 

conditions for the 16S rRNA, ast, alt, aerA, and act of A. hydrophila and compared the results of 

multiplex PCR with the DNA templates extracted by different methods in colony PCR. Finally, we 

evaluated the specificity of the established method by using A. veronii, A. sobria and A. salmonicida. 

[Results] After 16S rRNA identification of single colonies on RS plates, the colony morphology of A. 

hydrophila and other cultivable bacteria was preliminarily characterized, and the enrichment degree of 

A. hydrophila was visually identified. The optimization results of the multiplex PCR system showed that 

the optimal primer concentration ratio was 16S rRNA:ast:alt:aerA:act=1:2:2:3:4. PCR for fresh bacterial 

liquids treated with both boiling-refrigerated centrifugation method and boiling-centrifugation method 

could produce clear bands, while the PCR of single colony required the former method. The established 

multiplex PCR method was specific. [Conclusion] Colony multiplex PCR can be used to easily and 

intuitively detect A. hydrophila and its virulence genes without the need of kit extraction of DNA 

templates, and it was specific. 

Keywords: multiplex PCR; Aeromonas hydrophila; colony PCR; virulence gene 

嗜 水 气 单 胞 菌 (Aeromonas hydrophila) 是 

一种广泛存在于水环境的常见病原菌，该菌呈

全球性分布，主要出现在淡水、海洋，特别是

河口的水生环境，对水产动物、畜禽和人类均

有致病性，是一种典型的人-兽-鱼共患病病原。

该菌是引起鱼类运动性气单胞菌败血症(motile 

Aeromonas septicemia，MAS)的主要病原体，  

20 世纪 80 年代以来，我国南方各省淡水养殖

鱼类流行暴发性传染病，很多报道认为系该菌

所致[1-3]。2009 年美国东南部的 MAS 暴发，造

鮰成斑点叉尾 全行业的亏损[4-5]。这种疾病已日

益突出地制约水产养殖业快速发展。 

嗜水气单胞菌是一种条件致病菌，毒力因

子众多，存在不同的毒力基因型，有强毒株也

有弱毒株，外毒素是重要的致病因子。以往对

嗜水气单胞菌的多重 PCR 研究多围绕毒力基因

和 16S rRNA 基因特异性片段开展，但采用的

毒力基因种类和引物数量各不相同，如符贵红

等[6]对溶血素(hemolysin，hlyA)、细胞肠兴奋性

肠毒素(intestinal cells of excitatory enterotoxin，

act)、细胞毒性肠毒素(cytotoxic enterotoxin，

alt) 、 气 溶 素 (aerolysin ， aer) 和 胞 外 蛋 白 酶
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(extracellular protease，ahp)这 5 个毒力基因进行

了多重 PCR 扩增研究，余文杰[7]对 aerA、胞外溶

血素(extracellular hemolysin，ahh1)这 2 个毒力基

因和 16S rRNA 基因开展了三重 PCR 研究，韦

信 贤 等 [8] 对 丝 氨 酸 蛋 白 酶 (serine protease ，

ahpA)、aerA、hlyA 和 16S rRNA 基因进行了四

重 PCR 检测，凌空等[9]对大鲵致病性嗜水气单

胞 菌 的 外 膜 蛋 白 (outer membrane proteins ，

omps)、hlyA、丝氨酸蛋白酶 ahpA 和 16S rRNA

基因进行了四重 PCR 扩增研究，他们的研究结

果说明采用多重 PCR 是切实有效的检测手段。

本研究主要选用溶血性基因、肠毒素基因和 16S 

rRNA 基因特异性片段进行多重 PCR 扩增，利

用选择性培养基对样品中的嗜水气单胞菌进

行富集分离和辨认，采用菌落直接提取 DNA

的方法代替 DNA 试剂盒抽提，提高对嗜水气

单胞菌检测的快捷性和检出率，降低试验费

用，以期为流行病学调查提供快捷、简便的检

测手段。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
嗜 水 气 单 胞 菌 J6G03、 J2K05、 J5L09、

J1K01–J1K12 于 2019 年从铜陵、合肥地区 2 个

养殖基地的患细菌性败血症异育银鲫(Carassais 

auratus gibebio)体内分离纯化、鉴定并保存。气

单胞菌属杀鲑气单胞菌(A. salmonicida) G1I01、

Y1L07，维氏气单胞菌(A. veronii) IPR6、IPR10，

温和气单胞菌(A. sobria) Y1L01 均为本实验室

保存。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
胰胨大豆琼脂 TSA、胰酶大豆肉汤 TSB、

RS 琼脂培养基，青岛高科技工业园海博生物技

术有限公司。Taq 酶，TaKaRa 公司；引物，生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。PCR 仪，

耶拿分析仪器公司。 

1.3  菌株分离纯化和 16S rRNA 基因鉴定 
无菌操作取患细菌性败血症异育银鲫的

肝、肾、肠道、腹水和环境水样品等，取等量

分别涂布于 TSA 和 RS 培养基，肠道样品可进

行梯度稀释，置于 28 °C、120 r/min 培养过夜。

挑取 RS 培养基上单个菌落转接到 TSB 液体培

养基，28 °C、120 r/min 培养过夜至菌液浓度为

108 CFU/mL，取适量菌液作为 PCR 反应体系的

模板，用于 16S rRNA 基因鉴定。 

16S rRNA 基因鉴定方法：16S rRNA 基因

PCR 扩增的引物为 27F (5′-AGAGTTTGATCC 

TGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTACCT 

TGTTACGACTT-3′)。PCR 反应体系(50 μL)：

无菌蒸馏水 37.5 μL，10×Buffer (含 2 mmol/L 

MgCl2) 5 μL，4×dNTP Mixture (2.5 mmol/L)   

4 μL，正、反向引物(20 μmol/L)各 1 μL，Taq

酶(5 U/μL) 0.5 μL，菌液 1 μL。PCR 反应条件：

94 °C 10 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C     

2 min，35 个循环；72 °C 10 min。PCR 反应结

束后进行 1%琼脂糖凝胶电泳，将检测为阳性的

PCR 产物送生工生物工程(上海)股份有限公司

测序，将测序结果通过 NCBI 的 BLAST 检索系

统进行序列同源性比对。 

1.4  嗜水气单胞菌单个毒力基因 PCR 温度

梯度扩增 
将供试嗜水气单胞菌接种到 TSB 中培养过

夜后取菌液直接作为 DNA 模板，通过 PCR 仪

自动生成 5 个退火温度，对所有引物逐一进行

梯度温度 PCR 扩增(表 1)，以确定每个引物的

最佳退火温度。PCR 反应体系(25 μL)：无菌蒸

馏水 18.8 μL，10×Buffer (含 2 mmol/L MgCl2) 

2.5 μL，4×dNTP Mixture (各 2.5 mmol/L) 2 μL，

正、反向引物(20 μmol/L)各 0.5 μL，Taq 酶    

(5 U/μL) 0.2 μL，新鲜菌液 0.5 μL。PCR 反应条 
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表 1  引物信息 
Table 1  Primer information 

Target genes Primer sequences (5′→3′) Size (bp) Annealing temperature (°C) References 

act F: GAGAAGGTGACCACCAAGAACA  
R: AACTGACATCGGCCTTGAACTC 

232 42 [10-11] 

aerA F: AACCGAACTCTCCAT 
R: CGCCTTGTCCTTGTA 

301 54 [11-12] 

ast F: TCGTCAGCGACAGCTTCTT 
R: CTCATCCCTTGGCTTGTTGT 

504 56 [13] 

alt F: TGACCCAGTCCTGGCACGGC 
R: GGTGATCGATCACCACCAGC 

442 60 [10,11,14] 

hlyA F: GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG 
R: GGCGGCGCCGGACGAGACGGGG 

597 65 [14-17] 

16S rRNA F: GAAAGGTTGATGCCTAATACGTA 
R: CGTGCTGGCAACAAAGGACAG 

685 60 [18] 

 
件：94 °C 10 min；94 °C 1 min，分别在 5 个设

定温度下退火 1 min，72 °C 2 min，35 个循环；

72 °C 10 min。PCR 反应结束后进行 1%琼脂糖

凝胶电泳。 

1.5  多重 PCR 方法的建立与优化 
根据 1.4 结果选定嗜水气单胞菌 16S rRNA

基因特异性片段和毒素基因 ast、alt、aerA、act

进行多重 PCR，退火温度为 50 °C。多重 PCR

反应体系优化方案为：选择 25 μL 反应体系，

设计 3 组不同引物配比，使 16S rRNA:ast:alt: 

aerA:act 的浓度比分别为 1:2:2:3:4、1:2:2:2:3、

1:1:1:2:3，设定 Taq 酶为 0.3、0.4、0.5 μL，总

引物(提前将所有基因的上下游引物按比例混

匀)为 3、4、5 μL，延伸时间设定为 1、2、3 min，

循环次数设定为 30。以电泳条带最亮、不产生

非特异性扩增、引物二聚体最少为优化指标。 

1.6  菌落、菌液不同处理方式提取 DNA 

模板 
选择实验室分离嗜水气单胞菌菌株 J6G03、

J2K05、J5L09 作为供试菌株，从同一 RS 培养

基上挑取大小一致的单菌落，通过处理作为菌

落 PCR 模板，同时转接 TSB 培养基 28 °C 培养

过夜至菌液浓度为 108 CFU/mL，通过处理作为

菌液 PCR 模板。对菌落、菌液分别采取 3 种处

理方式：(1) 直接 PCR 仪加热法：挑菌落悬浮

于 60 μL 无菌水，取适量作为模板，采用 PCR

仪进行 95 °C 加热 10 min 前处理，接着进入 PCR

程序；(2) 煮沸离心法：挑菌落于 60 μL 无菌水

悬浮，沸水浴 20 min，10 000 r/min 离心 1 min，

取适量上清作为模板；(3) 煮沸冷冻离心法：挑

取菌落悬浮于 60 μL 无菌水中，沸水浴 20 min，

之 后 迅 速 放 置 于−20 °C 冰 冻 ， 室 温 融 化 后    

10 000 r/min 离心 1 min，取适量上清作为模板。 

1.7  特异性评价 
用建立的多重 PCR 方法检测维氏气单胞菌

(IPR6、IPR10)、温和气单胞菌(Y1L01)、杀鲑

气 单 胞 菌 (G1I01 、 Y1L07) 和 嗜 水 气 单 胞 菌

(J6G03、J5L09、J2K05)，以评价该方法的特异

性，扩增出 16S rRNA 基因和 4 个毒力基因中

的任意 1 个且不出现多条非特异性扩增条带即

判为阳性，否则为阴性。 

2  结果与分析 

2.1  RS 培养基鉴定结果 
通过对 RS 培养基上各种颜色形态的单菌

落进行 16S rRNA 基因鉴定，气单胞菌属常见

种类为嗜水气单胞菌和维氏气单胞菌，嗜水气

单胞菌菌落直径偏小(<1 mm)，培养到 24 h 以
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上，菌落由黄色转蓝黑色；维氏气单胞菌菌落

直径较嗜水气单胞菌大，约为 1−2 mm，在挑取

过程中出现拉丝现象，部分维氏气单胞菌呈黄

色，部分维氏气单胞菌呈黄色带黑色中心。通

过该方法还分离了在 RS 培养基上可培养的除

气单胞菌外的其他菌株，具体特征见表 2。同

时对比 TSA 和 RS 培养基菌落富集状况，可以

初步判定嗜水气单胞菌是否为优势菌。 

2.2  单个毒力基因温度梯度 PCR 结果 
对嗜水气单胞菌单个毒力基因分别进行温

度梯度 PCR，结果显示，hlyA 在 50−60 °C 均出

现非特异性条带，温度越高非特异性条带越少；

alt 在 50−60 °C 电泳条带均清晰；act 在 45−55 °C

随着温度升高条带逐渐变淡至消失；16S rRNA

基因和 aerA 进行 50−60 °C 温度梯度双重 PCR

显示，随着温度升高，aerA 条带逐渐变淡至消

失；ast 在 50−60 °C 电泳条带均清晰。因为 hlyA

在 50−60 °C 出现非特异性条带，不适宜被选用

为多重 PCR 引物，而 16S rRNA、alt、aerA、

ast、act 在 50 °C 均呈现清晰扩增条带，并且不

产生特异性扩增，因此选择 16S rRNA、alt、

aerA、ast、act 基因进行多重 PCR 检验。 

2.3  多重 PCR 条件优化结果  
多重 PCR 反应体系(25 μL)：10×Buffer (含

2.5 mmol/L Mg2+) 2.5 μL ， dNTP Mixture    

(2.5 mmol/L) 2 μL，总引物 4 μL (浓度比 16S 

rRNA:ast: alt:aerA:act=1:2:2:3:4，上下游引物按

比例提前混匀，可−20 °C 保存一段时间)，Taq

酶(5 U/μL) 0.4 μL，DNA 模板 0.5 μL，用 DEPC

水补足至 25 μL。PCR 反应条件：94 °C 2 min；

94 °C 1 min，50 °C 1 min，72 °C 2 min，30 个

循环；72 °C 10 min。多重 PCR 优化试验结果

显示，5 条目的基因条带在此反应条件下最清

晰(图 1)、均一性最好、扩增效率最高，因此为

多重 PCR 最佳反应条件。 

2.4  菌落和菌液不同模板处理方式对 PCR

结果的影响 
比较 3 株嗜水气单胞菌的菌落和菌液 3 种

不同处理方式对多重 PCR 扩增的影响，结果显

示，采用新鲜菌液和菌落进行煮沸冷冻离心法

(图 2 中 1−6)处理的 3 株嗜水气单胞菌多重 PCR

均能扩增出清晰条带；采用直接 PCR 仪加热 

(图 2 中 7−12)直接处理菌落和新鲜菌液的多重

PCR 扩增条带显示度最弱；煮沸离心法(图 2 中

13−15)中采用菌液提取模板均能扩增出清晰条

带，而采用菌落提取模板(图 2 中 16−18)扩增效

果不稳定。 

同时还对嗜水气单胞菌 RS 培养基上的单

菌落和 TSB 保存菌液在 4 °C 冷藏下保存时长进

行检验，发现 7 d 内的菌落其多重 PCR 扩增均

产生清晰的电泳条带，而保存超过 3 d 的菌液

其多重 PCR 扩增结果易出现不均一性。 

 
表 2  各革兰氏阴性菌在 RS 培养基上的菌落特征 
Table 2  Colony characteristics of Gram-negative bacteria on RS medium 

Strains Colony color characteristics 

Aeromonas, Salmonella, Pseudomonas Yellow. Some Aeromonas hydrophila will change 

from yellow to blue-black in culture for more than 

24 hours 

Citrobacter, Aeromonas veronii Yellow with black centre 

Plesiomonas shigelloides, Serratia, Enterobacter, Klebsiella, Salmonella The entire colony is pale blue 

Edwardsiella, Salmonella, Citrobacter Blue with black centre 
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图 1  多重 PCR 电泳图    
Figure 1  Multiplex PCR electropherogram. M: DNA Marker J; 1−11: J1K01−J1K12. 

 

 
 
图 2  菌液和菌落不同处理方法的多重 PCR 结果   M：DNA 标准品 Marker J；1−3：菌液煮沸冷冻离

心法；4−6：菌落煮沸冷冻离心法；7−9：菌液直接 PCR 仪加热法；10−12：菌落直接 PCR 仪加热法；

13−15：菌液煮沸离心法；16−18：菌落煮沸离心法 

Figure 2  Multiplex PCR results of different processing methods of bacterial liquid and colony. M: DNA 
Molecular Weight Standard Marker J; 1−3: Bacterial liquid boiling refrigerated centrifugation method; 4−6: 
Colony boiling refrigerated centrifugation method; 7−9: Bacterial liquid PCR instrument heating method 
directly; 10−12: Colony PCR instrument heating method directly; 13−15: Bacterial liquid boiling centrifugal 
method; 16−18: Colony boiling centrifugal method. 

 
2.5  多重 PCR 特异性分析 

特异性检测试验结果表明，只有嗜水气单

胞菌菌株 J6G03、J5L09、J2K05 的多重 PCR 扩

增结果(图 3)出现与其单基因扩增相对应片段

大小的特异性条带，而检测实验室保存的气单

胞菌属其他菌株杀鲑气单胞菌、维氏气单胞菌、 

温和气单胞菌时均未扩增出目标片段，而且出

现非特异性扩增，结果表明该多重 PCR 检测方

法具有特异性。 

3  讨论与结论 

嗜水气单胞菌不但给水产养殖业造成了巨

大的经济损失，还威胁着人类的健康，因此，

快速、准确地诊断对该病原菌的防治具有重要 
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图 3  多重 PCR 特异性结果 
Figure 3  The specificity of multiple PCR. M: 
DNA Molecular Weight Standard Marker J; 1−8: 
J6G03, J5L09, J2K05, G1I01, IPR10, Y1L01, IPR6, 
Y1L07. 
 
意义。与传统的细菌分离鉴定方法相比，分子

生物学方法具有快捷、准确等优点，适用于病

原快速诊断和流行病学定性调查。常用分子生

物 学 检 测 手 段 包 括 实 时 荧 光 定 量 PCR 、

loop-mediated isothermal amplification (LAMP)、

多重 PCR 等。实时荧光定量 PCR 对仪器要求较高，

试验费用较贵，对引物要求也较高，引物二聚体

的产生对试验结果影响较大，一般多用 2−3 对引

物进行试验，限制了多重引物使用[19]。LAMP 技

术虽然对仪器的要求低，可视觉直观检测，但其

突出的问题就是无法做多重扩增，仅限于二三个

靶点，再多难度就非常大。嗜水气单胞菌毒力

因子众多，存在多种毒力基因型，实时荧光定

量 PCR 和 LAMP 技术无法满足对其多个基因扩

增的需求，并且攻毒试验检验菌株致病力耗时

较长。本研究建立在对嗜水气单胞菌选择性富

集分离基础上，采用多重 PCR 对其多个关键毒

力基因和 16S rRNA 基因特异性引物进行扩增，

可同时做分类鉴定和毒力基因鉴定，不经过试

剂盒抽提获得目标菌株 DNA 模板，缩短了模板

提取步骤，节省了实验费用。 

首先采用 RS 培养基对嗜水气单胞菌进行

分离纯化。根据文献和项目组多次试验结果显

示，RS 培养基对嗜水气单胞菌的分离率不高，

普遍出现假单胞菌、爱德华氏菌、柠檬酸杆菌

等常见病原微生物。Jenkins 等研究发现 RS 对

除气单胞菌以外的其他细菌抑制率为 20%[20]，

但 RS 培养基更适用于严重污染病料或腹泻动

物粪便等样品中嗜水气单胞菌的分离[1]。通过

16S rRNA 基因测序比对辨认 RS 上可培养的细

菌菌落形态，鉴定结果显示，嗜水气单胞菌菌

落直径偏小呈黄色，培养 24 h 以上，菌落由黄

色转蓝黑色。RS 培养基中加入抑制剂脱氧胆酸

钠和新生霉素，以消除革兰氏阳性菌和弧菌，

菌落颜色变化主要是因为嗜水气单胞菌在 RS

培养基上发酵麦芽糖，使 pH 值显酸性，随后

将溴麝香草酚蓝变成黄色，由黄转蓝或蓝黑色

主要是因为对硫代硫酸钠或 L-半胱氨酸盐酸盐

或两者同时利用产生硫化氢，并利用柠檬酸铁

铵使该反应可视化[21]。 

嗜水气单胞菌的毒力基因研究是非常广泛

且深入的，基因表达的溶血素、气溶素、肠毒

素对宿主的破坏力非常强，所以对于毒力嗜水

气单胞菌的早期预测及防治变得尤为重要[16]。

嗜 水 气 单 胞 菌 产 生 的 毒 素 主 要 包 括 气 溶 素

AerA、细胞毒性肠毒素 Act、热稳定细胞兴奋

性肠毒素 Ast、热不稳定细胞兴奋性肠毒素 Alt、

胞外溶血素 Ahhl、溶血素 HlyA 等，目前研究

较多的有气溶素、溶血素、细胞毒性肠毒素及

细胞兴奋性肠毒素[22]。act 具有溶血性、细胞毒

性、肠毒性，活性毒素与靶细胞表面的糖蛋白

结合并寡聚化，在宿主细胞膜上形成孔，导致

细胞死亡[23]。aer 与 act 产生的毒素性质十分相

似，都具有溶血性、细胞毒性、肠毒性，该基

因编码的气溶素 Aer 是细胞通道形成毒素，两

者有 73.1%−96.9%的相似性，可能因为种间差异，

导致基因水平和毒素性质有些微小的差异 [24]。
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细胞兴奋性肠毒素分为兴奋性肠毒素 Alt 和兴

奋性肠毒素 Ast，有不同的分子量和对胆汁抗毒

素的不同反应[22]。Alt 蛋白质序列与磷脂酶 C 的

C 端有 45%−51%的相似性，纯化的 Alt 能使中

国仓鼠卵母细胞延长，引起鼠肠绊液积聚，用

同源的气溶素单克隆抗体中和细胞毒素活性

后在细菌培养滤过物中仍能检测到肠毒素活

性[16]，而 Ast 会刺激大鼠小肠中的液体分泌并

增加粘膜细胞中的 cAMP 水平[25]。储卫华等针

对嗜水气单胞菌 16S rRNA 基因保守区内的可

变区设计特异性引物，实现了对嗜水气单胞菌

特异性的扩增[18]。通过对溶血性基因、肠毒素

基因和嗜水气单胞菌 16S rRNA 基因特异性片

段进行多重 PCR 扩增，可达到同时鉴定嗜水气

单胞菌和毒素基因的目的。 

退火温度是影响 PCR 特异性的一个主要因

素，退火温度越高特异性越强，为了保证单个

毒力基因的特异性，兼顾条带扩增成功及其亮

度，最后确定最佳退火温度为 50 °C。通过预实

验分别在 5 对引物间进行三重、四重 PCR，最

终确定五重 PCR 引物配比方案。重点对 5 对引

物组合比、延伸时间、酶添加量、引物用量进

行了优化，产生了目标片段扩增效率高、均一

性好的清晰条带。通过比较发现，多重 PCR 扩

增条件中引物合理配比是关键，多重 PCR 反应

体系酶量为单管酶量的 2 倍，需保证足够的延

伸时间。 

有研究报道菌落 PCR 提取 DNA 作为模板

可用于常规单 PCR 程序[26-28]，也有用于毒素型

产气荚膜梭菌的多重 PCR[29-30]，对嗜水气单胞

菌毒素基因和 16S rRNA 基因特异性片段进行

多重 PCR 尚未见报道。为了缩短检测流程、节

省实验成本，本实验不用试剂盒抽提 DNA 模

板，直接以菌体加热、冻解和离心后的 DNA 为

模板进行多重 PCR 扩增。实验比较了煮沸冷冻

离心法、煮沸离心法和直接 PCR 仪加热法对多

重 PCR 扩增结果的影响。由于新鲜菌液培养需

分离纯化得到单菌落后再进行培养过夜，增加

了实验步骤，因此同时比较了分别从 TSB 培养

的新鲜菌液和 RS 平板培养的单菌落提取的

DNA 作为模板对多重 PCR 扩增的影响。结果

显示，新鲜菌液采用煮沸冷冻离心法和煮沸离心

法均能扩增出清晰条带，如若采用单菌落进行多

重 PCR 扩增出清晰条带则需煮沸冷冻离心法。

菌落多重 PCR 节约了时间和实验成本，降低了

对仪器设备和操作的要求，是一种可用于致病性

嗜水气单胞菌定性检测的经济快捷的好方法。 
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