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摘 要: 水产行业是国民经济重要产业之一, 水产养殖过程中病原微生物造成鱼类病害频发, 人鱼共患病原菌

会对人类健康构成威胁, 水产品安全问题日益突出。人鱼共患病原菌检测方法对于病害的发现、预防及水产

行业的健康可持续发展具有重要意义。人鱼共患病原菌包括人鱼共患细菌性病原和人鱼共患寄生虫病原等。

本文对水产品中常见的人鱼共患细菌性病原的种类及其危害性、细菌性病原分子生物学检测方法的原理和应

用及成簇的规律间隔的短回文重复序列(clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)基因

编辑技术在病原菌检测方面的最新研究进展进行了综述, 为研发易携带且简便快速的新型核酸检测方法及产

品及水产品中人鱼共患病原菌的检测和防治提供参考和借鉴。 
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Research progress on molecular biological detection methods for bacterial 
pathogen common to humans and fish in aquatic products 
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ABSTRACT: The aquatic industry is one of the important industries in the national economy. In the process of 

aquaculture, pathogenic microorganisms cause frequent fish diseases, and the bacterial pathogen common to humans and 

fish also pose a threat to human health. The safety of aquatic products is becoming increasingly prominent. The detection 

methods of bacterial pathogen common to humans and fish is of great significance for the discovery and prevention of 

diseases and the healthy and sustainable development of the aquatic industry. The pathogenic bacteria common to 

humans and fish include symbiotic bacterial pathogens and symbiotic parasitic pathogens. This paper reviewed the 

species and harmfulness of common fish and human bacterial diseases in aquatic products, the principle and application  

of molecular biology detection methods for bacterial pathogen, and the latest research progress of clustered regularly 
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interspaced short palindromic repeats (CRISPR) gene editing technology in pathogenic bacteria detection, so as to 

provide references for the research and development of portable, simple and rapid new nucleic acid detection methods, 

products and the detection and prevention of bacterial pathogen common to humans and fish in aquatic products. 

KEY WORDS: aquatic products; bacterial pathogen common to humans and fish; molecular biology; clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats 
 
 

0  引  言 

我国水域资源辽阔, 水产养殖生产加工业发展迅速, 

颇具规模的集中化高产量养殖方式具有节约资源与空间的

优势, 在一定程度上提高了水产品的产量。但高密度、高数

量的养殖模式破坏了水体的微生态平衡, 各种病原微生物

的迅速繁衍导致水产品患病概率增加, 养殖病害频繁暴发。

从我国全国水产养殖行业病害情况来看, 每年约有 200多种

水产品病害是由病原菌引起的, 造成 50%以上的发病率, 导

致 20%的经济损失[1]。据联合国粮食与农业组织 2020 年《世

界渔业和水产养殖现状》报告, 预计 2030 年鱼类总产量将

增至 2.04 亿 t, 较 2018 年增长 15%, 人均鱼类消费量预计为

21.5 kg[2], 鱼类产品需求逐年增加。鱼类的大部分病害是由

人鱼共患病原菌引起, 人鱼共患病原菌对人类健康也存在

严重危胁[3]。因此, 加强水产养殖过程中鱼病监测, 及早发

现病害并采取预防措施, 防止疫病扩散流行, 确保水产养殖

卫生和水产品质量安全尤为重要。 

常见感染水产品的病原微生物主要有 3 种类型, 第一

种是弧菌、爱德华氏菌、假单胞菌等细菌性病原, 第二种

是绦虫、车轮虫等寄生虫类病原, 第三种是鲤春病毒等病

毒性病原[4]。其中细菌性鱼病的发病率和致死率都接近或

超过 50%, 并且随着高密度、集约化程度的提高而呈上升

势头, 水产病害已成为我国水产业持续、健康发展的制约

因素[5]。病原菌的早期检测对于保障水产品质量安全具有

重要意义, 常见细菌性病原检测方法包括微生物培养鉴定

的生化方法、以抗原抗体特异性反应为基础的免疫学方法

和发展迅速的分子生物学方法等。本文重点介绍水产品

中主要的人鱼共患病原菌种类及其危害性, 分子生物学

检测方法及应用, 以及最新的基因编辑技术簇的规律间

隔的短回文重复序列(clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats, CRISPR)在病原菌检测中的应用等, 为

水产品中人鱼共患病原菌的检测和防治提供参考和借鉴。 

1  人鱼共患病原菌种类及危害性 

1.1  假单胞菌 

假单胞菌(Pseudomonas spp.)作为一种专性需氧的革

兰氏阴性杆菌, 在空气、水、土壤环境、食物中分布广泛, 

包括铜绿假单胞菌、荧光假单胞菌、丁香假单胞菌、恶臭

假单胞菌、施氏假单胞菌等。荧光假单胞菌是典型的条件

致病菌, 可引发草鱼、鲤鱼等淡水鱼类和热带鱼、真鲷和

石斑鱼、鲑科鱼类的赤皮病[6]。水型点状假单胞菌是能引

起金鱼、鲤、鲫等多种鱼类患有竖鳞病的条件致病菌, 常

在静水养鱼池和高密度养殖条件下引发疾病。其他假单胞

菌也会引起鲫鱼、银鱼、虹鳟等鱼类出现严重的败血症症

状[4]。假单胞菌同样能够感染人类, 其中以铜绿假单胞菌

感染居多, 当人体出现免疫力严重下降、长期使用广谱抗

生素或者大面积外伤等状况时, 该菌可导致皮肤、呼吸道、

消化道、泌尿道和骨髓等部位的感染[7]。 

1.2  气单胞菌 

气单胞菌(Aeromonas spp.)属气单胞菌科, 是广泛分布

于水环境中的革兰氏阴性菌群, 可以从淡水、海水、污水、

患病鱼类、食品及动物粪便中分离, 是典型的人鱼共患病原

菌, 易引起人类偶发性感染, 引发肠道疾病或食物中毒等。

危害较大的气单胞菌有豚鼠气单胞菌、达克气单胞菌、维氏

气单胞菌、嗜水气单胞菌、简氏气单胞菌、舒氏气单胞菌和

水生气单胞菌等[8]。嗜水气单胞菌和温和气单胞菌会引起罗

非鱼、加州鲈、乌鳢、草鱼及青鱼等多种海淡水鱼类患上体

表溃疡病和气单胞菌败血症; 点状气单胞菌会引起团头鲂、

斑点叉尾鮰和大口鲇等鱼患腐皮病; 其他气单胞菌也会导

致鱼类出现肠炎病及烂鳃病等细菌性疾病[9]。 

1.3  爱德华氏菌 

爱德华氏菌(Edwardsiella ictaluri)属于肠杆菌科, 易

引起鱼类感染爱德华氏菌病, 迟缓爱德华氏菌、鲇鱼爱德

华氏菌和保科爱德华氏菌是主要致病菌[10]。迟缓爱德华氏

菌在水环境中分布广泛, 是一种具有高发病率和致死率的

人鱼兽共患条件致病菌, 可引起人体肠炎、腹泻、脑膜炎、

蜂窝组织炎、肝脓肿及败血症等症状[11]。可感染斑马鱼、

日本鳗鲡、牙鲆、鳜鱼等多种鱼类, 导致鱼类出现腹部积

水肿胀、体表出血、肠内出现黏液等病症, 造成鱼类大量

死亡[12]。鮰爱德华氏菌能引起叉尾鮰、黄颡鱼、六须鲶等

鱼类患上败血症, 水质差、养殖密度过高、水中有机质多等

都是该病的诱因[9]。刘春等[13]采用迟缓爱德华氏菌的分离菌

株 Z1 感染 鲃透明四带无须 和斑马鱼的研究表明, 当菌液浓

度达到 1×106 CFU/mL 时, 其致死率可达到 80%和 90%。 

1.4  弧  菌 

弧菌属(Vibrio)细菌广泛存在于水环境中, 是引起鱼

类和贝类病害最常见的条件致病菌之一, 其数量与鱼类弧

菌病的发生密切相关。在有关石斑鱼病害的报告中, 有三

分之二都是由弧菌引起的, 致死率高达 50%[14‒15]。目前已

报道的感染水产品的病原性弧菌超过 120 种, 包括霍乱弧

菌、溶藻弧菌、费氏弧菌、创伤弧菌、哈维弧菌、鳗弧菌

和副溶血性弧菌等[16]。 
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弧菌病的症状和病变因病原体与患病鱼的种类不同

而有所差异, 鳗弧菌的感染主要特征是体表皮肤溃疡; 溶

藻弧菌感染可使病鱼胃囊特别膨大, 出现“腹胀满症”; 创

伤弧菌、副溶血弧菌等的感染可引起鱼类的体表溃疡、出

血等[7]。哈维弧菌也是一种较为严重的感染海水鱼类和无

脊椎动物的病原体, 可导致鱼类出现失明、胃肠炎、皮肤

溃疡和尾腐病等疾病[17]。人类感染弧菌的临床表现主要有

三种, 胃肠炎、伤口感染和败血症, 其中最常见的是自限

性胃肠炎[18]。 

1.5  美人鱼发光杆菌 

美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselae)包括美人

鱼亚种和杀鱼亚种。其中美人鱼亚种能够在人类中引起致

命性感染, 能导致鱼类发生细菌性败血症, 引起鱼类表皮

形成溃疡, 也是导致埃及、西班牙和突尼斯及土耳其黑海

地区的鲈鱼和鲷鱼死亡的主要细菌病原体[19]。美人鱼发光

杆菌杀鱼亚种主要引发鱼类假性结核疾病, 是一种非常严

重的细菌性败血症, 主要危害真鲷、黄带鲹和海鲈等, 因

为它的宿主范围广, 受感染鱼类死亡率高, 抗生素耐药性

广泛, 成为最具威胁的感染病原菌之一[20]。 

1.6  链球菌 

链球菌(Streptococcus)是一种人畜共患的条件致病菌, 

能长期生存在富营养化或养殖污染严重的水体中, 包括海

豚链球菌, 无乳链球菌和副乳房链球菌等, 海豚链球菌和无

乳链球菌是引起鱼类链球菌病的主要致病菌[21]。该病流行

范围广, 发病率高, 主要分布在温带和热带养殖区域, 全年

均可发病, 能够感染石斑鱼、花鲈、油鲱等多种鱼类, 病鱼

会出现眼球突出、出血、肛门红肿和腹水等症状, 造成鱼类

死亡[22]。人类感染链球菌能够引发化脓性扁桃体炎[23]、猩

红热[24]等疾病, 并可能诱发肾病综合征等并发症[25]。 

1.7  诺卡氏菌 

诺卡氏菌(Nocardiasp)是一种丝状革兰氏阳性细菌, 也

是一种人畜共患的条件致病菌。包括鰤鱼诺卡氏菌、星状诺

卡氏菌、杀鲑诺卡氏菌和粗形诺卡氏菌, 其中以鰤鱼诺卡氏

菌和星状诺卡氏菌引起的鱼类诺卡氏菌病居多[26‒27]。主要危

害鰤、鲳、大黄鱼、罗非鱼和石斑鱼等, 自然发病率可达

到 15%~30%, 严重的达到 60%, 人工感染的病死率可高达

90%~100%, 发病时呈现肛门红肿、体表损伤溃烂及腹部膨

胀等症状[28‒29]。诺卡氏菌通常是机会感染, 在患有慢性肺

病、糖尿病、恶性肿瘤、艾滋病患者以及移植患者中较为

常见, 可通过呼吸道或者直接污染伤口等方式侵入人的

肺、皮肤、软组织、中枢神经系统及心脏等, 导致病变部

位的化脓性炎症及脓肿形成[30]。 

1.8  分枝杆菌 

分枝杆菌(Mycobacterium)是一类革兰氏阳性需氧杆

菌, 能引发鱼类患有分枝杆菌疾病, 常见的病原体有海洋

分枝杆菌、偶发分枝杆菌和龟分枝杆菌, 其他的如脓肿分

枝杆菌、切萨皮克分枝杆菌、中间分枝杆菌、肖特西分枝

杆菌和苏尔盖分枝杆菌等多种非结核分枝杆菌也从海鱼中

被分离出来[31]。分枝杆菌病流行广泛, 是一种人鱼共患病原

菌。目前已经在 150 多种海水和淡水鱼类中发现该病, 主要

危害鲑科鱼类[32]。感染分枝杆菌的鱼有眼球突出、嗜睡、

游泳行为异常、生长不良、腹水、皮肤病变以及肉芽肿性炎

症等症状[31]。结核分枝杆菌主要通过呼吸道传播感染人类, 

非结核分枝杆菌可通过呼吸道吸入、皮肤和软组织创伤后直

接感染, 最典型的疾病就是肺结核、结核性胸膜炎、结核性

脑膜炎、肠结核、淋巴结结核、骨关节结核等[33]。 

2  人鱼共患病原菌分子生物学检测方法 

近年来, 分子生物学方法在人鱼共患细菌性病害检

测领域发展迅速, 通过捕捉鉴定目标病原菌的核酸分子快

速准确地证实病原。其中聚合酶链反应、等温扩增方法、

基因芯片、基因测序以及生物传感器等分子生物学技术应

用较为广泛。 

2.1  聚合酶链反应方法 

聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)通过体

外扩增特异性靶基因序列检测致病菌, 包括常规 PCR、套

式 PCR、反转录 PCR、多重 PCR、巢氏 PCR、实时荧光

PCR、数字 PCR 等多种反应形式。 

2.1.1  普通 PCR 
普通 PCR 是依靠 DNA 半保留复制的技术原理, 在耐

高温 DNA 聚合酶的作用下, 双链 DNA 变性成单链 DNA; 

重复循环变性-退火-延伸 3 个步骤, 得到更多的“半保留复

制链”, 扩增得到大量的模板 DNA。CHRISTY 等[34]采用

PCR 方法证实了嗜水气单胞菌中存在导致鱼类患病的气

溶蛋白毒力基因。YEN 等[35]用 PCR 方法鉴定出患有出血

性疾病红鼓鱼上有蓝色弧菌、溶藻弧菌、东方弧菌和河流

弧菌 4 种致病菌, 并测定出这 4 种弧菌的毒素基因是主要

致病基因。陈国权等[36]针对鰤鱼诺卡氏菌种内保守、种间

变异的特异性基因组片段设计特异性引物, 成功建立了鰤

鱼诺卡氏菌特异性 PCR 检测方法, 检测灵敏度核酸浓度达

80 pg/μL, 菌液浓度达 8.6 CFU/μL。常规 PCR 技术操作简

单, 可特异性地快速检测细菌, 但标本或核酸纯化过程中

易出现扩增反应抑制物, 且核酸提取中的随机误差会导致

假阳性或假阴性结果的出现; 而且常规 PCR 需要电泳分离

扩增产物, 操作烦琐, 易引起实验室污染; 为满足多层次、

快速、精准的检测需求, 又衍生出多种新型 PCR 技术[37]。 

2.1.2  多重 PCR 
多重 PCR 又称复合 PCR, 其反应原理、反应试剂和

操作过程与普通 PCR 相同, 在同一反应体系中加入两对或

以上引物, 分别扩增不同目的基因, 得到不同扩增产物; 

在保留普通 PCR 特异性、敏感性基础上减少了操作步骤及

试剂用量, 提高检测效率, 节省反应成本[38]。ZAHER 等[39]

采用多重 PCR 筛查了副溶血弧菌和嗜水气单胞菌分离株

的耐药性及部分毒力基因。XU 等[40]采用双引物寡核苷酸

(dual priming oligonucleotide, DPO)体系设计特异性 DPO

引物, 采用多重 PCR 同时检测溶藻弧菌、副溶血弧菌、霍
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乱弧菌和创伤弧菌。XU 等[41]还将多重 PCR 与实时荧光

PCR 相结合, 利用 tdh 和 trh 两个毒力基因设计 3 组引物和

探针, 建立了副溶血弧菌多重实时荧光 PCR 快检方法。多

重 PCR 技术具有较常规 PCR 省时、简便、高效且试剂消

耗少等优点, 可实现一次 PCR 扩增同时检测多个靶标基

因。但多对引物同时扩增需要优化多重反应条件, 保证多

个靶基因的扩增效率, 容易出现引物之间互相干扰, 出现

非特异性扩增和假阴性结果等, 应注意控制试验条件, 避

免外源性 DNA 污染[37]。 

2.1.3  实时荧光 PCR 
实时荧光 PCR 技术应用广泛, 是通过设计特异性的

荧光标记核酸探针, 进行 PCR 扩增来检测荧光探针发光基

团的荧光强度, 达到对 PCR 产物准确鉴定目的的技术[35]。

实时荧光 PCR 反应特异性主要在于荧光探针的设计, 目前

已经开发出 TaqMan、Molecular Beacon、LightCycler、

Single-labeled probe, ResonSense 及双链探针等探针标记技

术[42]。ANUPAMA 等[43]针对副溶血弧菌的 tdh 和 trh 基因

进行普通 PCR、实时荧光 PCR 与环介导等温扩增(loop 

mediated isothermal amplification, LAMP)检测, 结果显示, 

LAMP 与实时荧光 PCR 灵敏度相当, 灵敏度高于普通 PCR 

(P<0.05)。MOUGIN 等[44]建立哈维弧菌 SYBR Green I 荧光

测试方法, 检测水平低至 5 个基因组拷贝, 检测灵敏度高, 

有助于评估水产养殖中哈维弧菌的动态生长状态, 调整用

药方案, 避免大量使用抗生素出现耐药性。实时荧光 PCR

方法具有特异性良好、灵敏度较高、速度快等特点, 已经

成为分子生物检测的“金标准”, 但存在成本较高, 需要特

殊的热循环仪和试剂, 操作过程较为复杂等问题, 不能满

足现场及时检测的需求[37]。 

2.1.4  数字 PCR 
数字 PCR (digital PCR, dPCR)是在普通 PCR和实时荧

光 PCR 基础上发展起来的第三代 PCR 技术, 是一种将

PCR 反应物进行有限稀释后在大量不同的反应单元中进

行独立的 PCR 扩增, 根据泊松分布原理及阳性微滴的个数

与比例, 经过统计学分析对核酸分子进行绝对定量, 有微

流体式数字 PCR (microfluidic digital PCR, mdPCR)、微滴

式数字 PCR (droplet digital PCR, ddPCR)和芯片式数字

PCR (chip digital PCR, cdPCR)等多种形式[45]。LEWIN 等[46]

针对循环水产养殖系统水中的嗜冷黄杆菌和鲁氏耶尔森菌

建立了多重 ddPCR 检测方法, 对嗜冷黄杆菌和鲁氏耶尔森

菌的灵敏度分别为 0.0011 和 1.24 ng, 该方法具有良好的特

异性并能够降低鱼类死亡率, 减少生产损失。LI 等[47]建立

了 cdPCR 用于分析罗非鱼不同组织样本中的无乳链球菌

DNA, 并与平板计数和 qPCR 结果进行比较, cdPCR 方法

相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 5%, 平板

计数和 qPCR 的 RSD 分别为 15%和 10%, 可见 cdPCR 方

法更精确, 为细菌性病害的定量检测提供了有效方法。数

字 PCR 能实现灵敏、准确的绝对定量, 能有效避免常规

PCR 抑制剂的影响, 但其耗材成本高、试验通量少, 不能

实现操作智能化, 仪器定价高也成为该技术推广使用的一

大难题[37]。 

2.2  等温扩增方法 

基于核酸等温扩增的环介导等温扩增(loop mediated 

isothermal amplification, LAMP) 、重组酶聚合酶扩增

(recombinase polymerase amplification, RPA)和重组酶介导

等温扩增(recombinase aided amplification, RAA)等新兴技

术不需要设置普通 PCR 扩增的变性、退火、延伸等不同温

度的热循环步骤, 可实现核酸的等温扩增[48]。 

2.2.1  LAMP 扩增 
LAMP 是一种新型核酸扩增方法, 在等温条件下通过

使用具有高置换活性的 bstDNA 聚合酶, 设计一组 4~6 条

引物, 在 63~65℃等温扩增目的基因, 结果判读有荧光信

号和显色可视两种方式[49]。LAMP 可视法检测流程如图 1

所示, 基于实验室条件, 可以选择水浴锅、金属浴或实时

荧光 PCR 仪进行等温扩增反应; 显色法可以用肉眼直接判

读结果, 阳性样品显绿色, 阴性样品显橙色; 荧光反应可

以用目视仪直接判读荧光结果。LEE 等[50]利用辣根过氧化

物酶(horse radish peroxidase, HRP)分子信标开发了一种副

溶血性弧菌比色可视 LAMP 方法, 58.8℃扩增检出限达到

1×100 CFU/mL, 引进 HRP 分子信标可以改进 LAMP 易出 

 
 

 
 

图 1  LAMP 等温扩增方法检测流程图 

Fig.1  Detection flow chart of LAMP isothermal amplification method 
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现假阳性结果的问题。ZHANG 等[51]建立了沙门氏菌免疫

捕 获 环 介 导 等 温 扩 增 (immunocapture loop-mediated 

isothermal amplification, IC-LAMP)方法, 50 min 内出现绿

色荧光和梯形条带的阳性结果, 提高了检测灵敏度和特异

性。姚学良等[52]针对美人鱼发光杆菌杀鱼亚种 IGS2 基因

建立 LAMP 检测方法, 灵敏度为 2.6×102 CFU/mL, 具有较

好特异性和稳定性, 可用于该菌的野外现场快速检测。

LAMP 方法具有灵敏度高、特异性好、反应恒温及结果可视

化等优点, 可以在短时间内扩增少量基因; LAMP 扩增中使

用的是 Bst 聚合酶, 对核酸抑制剂具有高耐受性, 当样品被

污染或无法获得高纯度核酸样品时也能够进行检测, 可用

于临床环境中的基因检测及食品和环境样品的快速检测等,

不足之处在于 LAMP 需要设计 4~6 对引物, 高扩增效率及

其高敏感度易导致假阳性结果, 影响特异性和准确性, 在操

作过程中需注意避免外源性 DNA 的引入[53]。 

2.2.2  RPA 扩增 
RPA是TwistDx公司发明的一种模仿T4噬菌体内核酸

复制机制, 依赖重组酶和单链结合蛋白在体外恒温条件下

实现 DNA 特异性识别与结合, 通过链置换 DNA 聚合酶实

现模板 DNA 扩增的恒温核酸扩增新技术[54]。GENG 等[55]

通过设计溶血性基因的特异性引物和探针, 建立了基于

RPA 的副溶血性弧菌检测方法, 38℃、20 min 获得结果, 检

出限达到 1.02×102 copies。RPA 可与横向流动试纸条(lateral 

flow dipstick, LFD)结合, 开发出一种集重组酶聚合酶扩

增、胶体金标记、分子杂交和侧向流层析等方法为一体的

RPA-LFD 技术, 实现扩增产物的可视化监测[56]。MABROK

等[57]报告了一种基于 RPA 和 LFD 组合检测柱状黄杆菌的

方法, 37°C 重组酶聚合酶等温扩增 30 min, 在环境温度下

测流试纸反应 2 min, 检出限达到 0.4 CFU, 具有很好的特

异性和准确性。LI 等[58]针对斑点叉尾鮰爱德华氏菌 serC

基因的保守序列开发了 RPA、实时 RPA 和 RPA-LFD 3 种

检测方法, RPA-LFD 和实时 RPA 可在 38℃下 30 min 内完

成检测, 这 3 种方法都具有较高灵敏度(102 copies/μL)和特

异性, 灵敏度是普通 PCR 的 10 倍。 

2.2.3  RAA 扩增 
RAA 也是一种新型的恒温核酸快速扩增技术, 在较

低温度下(一般为 37℃)就可以实现 DNA 或 RNA 的快速扩

增[59]。该技术原理与 RPA 类似, RAA 利用细菌或真菌中获

得的重组酶来替代 RPA 中较难获得的噬菌体重组酶[60]。

ZHANG 等[61]建立了基于 RAA 快速检测沙门氏菌的方法, 

利用便携设备在 39℃、20 min 完成反应。王金凤等[62]基于

铜绿假单胞菌 ecfX基因设计特异性 exo探针, 建立了快速检

测铜绿假单胞菌的实时荧光 RAA 方法, 39℃、20 min 得到

阳性结果, 检出限分别为 3.0×103 fg/反应和 1.0×103 CFU/反

应, 可用于不同来源的铜绿假单胞菌的快速检测和鉴定。葛

以跃等[63]将 RAA 与 CRISPR-Cas13a 检测系统相结合, 建立

了副溶血性弧菌快速检测方法, 灵敏度为 10 copies/反应, 且

与其他病原体之间无交叉反应, 所建立的 RAA-Cas13a 方法

为副溶血性弧菌的快速检测提供了新的工具。 

RAA 和 RPA 两种等温扩增方法, 只需要恒温设备, 反

应不需要在较高温度下进行, 5~30 min 内完成整个反应; 对

设备要求低, 且不受场地限制, 在野外缺少设备时可以利用

人体腋窝保温进行检测; 与此同时, 反应试剂以冻干形式提

供, 增加了稳定性, 运输和储藏过程不需要冷藏, 为野外检

测与现场诊断提供了极大的便利[64]。但存在结果假阳性, 非

特异性扩增以及形成引物二聚体等问题[59], 也因缺乏专门

设计引物的软件存在成本和时间消耗大等问题, 在引物探

针的主动设计上，还有待进一步深入研究[64]。 

2.3  生物芯片方法 

生物芯片为“人类基因组计划”基础上发展起来的新

型技术, 包括蛋白质芯片、基因芯片、组织芯片、芯片实

验室等, 具有高度多样化、并行性、微型化、自动化特点, 

在病原微生物检测中, 具有显著优势, 能够实现一张芯片

上, 同时对多种病原微生物展开快速检测, 样品用量少, 

减少了试剂消耗, 具有较高的特异性与灵敏度; 但在实际

应用中也会出现假阳性、假阴性等问题, 同时芯片或微阵

列的重复使用, 会导致检测灵敏度降低, 高昂的价格及烦

琐的步骤限制了芯片的普及应用[65]。尽管生物芯片技术存

在一些问题, 但并不能阻碍其发展步伐, 随着生命科学、

信息技术以及分子生物学技术的发展, 生物芯片技术也会

日趋完善, 并逐渐应用到日常生活中[66]。 

2.3.1  基因芯片 
基因芯片技术始于上个世纪 90 年代, 因其具有高通

量的特点, 在病原菌高通量筛查中发挥了重要作用。利用

点样技术将寡核苷酸或者 cDNA 按照预先设定好的核酸分

子杂交衍生列进行高密度集成, 然后固定在支持载体表面, 

载体表面与探针进行杂交后, 杂交反应信号被传感器捕捉

到, 分析载体样本的基因功能与基因表性特征, 对致病菌

进行鉴定[67]。CHEN 等[68]建立了多重 PCR 与基于载玻片

上单碱基延伸标签阵列(single base extension-tag array on 

glass slides, SBE-TAGS)的 DNA 微阵列杂交相结合的芯片

方法, 可以同时检测副溶血性弧菌、霍乱弧菌、创伤弧菌

和哈维弧菌等 7种致病菌, 该微阵列芯片检测特异性 100%, 

灵敏度达到 200 fg~2 pg, 可确保快速准确地检测海鲜中的

致病性弧菌物种, 同时为水产养殖业带来低经济负担。SHI

等[69]采用基因芯片对病鱼体内的哈维弧菌、溶藻弧菌、副

溶血性弧菌、嗜水气单胞菌进行检测, 芯片检测灵敏度≥

100 CFU/mL, 与 16s rRNA 基因测序的结果一致。 

2.3.2  微流体芯片 
微流体芯片也因具有高灵敏度、高通量和大规模并行

化测试性能优势, 而被应用于病原体通量筛查。SALMAN

等[70]设计了一种包括聚碳酸酯微流体 PCR 芯片、分流热

循环器和荧光检测器在内的分流 PCR 微流控装置, 实现低

成本和便携式核酸扩增检测传染性病原菌。OU 等 [71]将

LAMP 和微流体芯片相结合建立了大肠杆菌、肺炎克雷伯

菌、志贺氏菌等 6 种病原菌的快速微流体检测系统, 尤其

适用于感染点、基层医院及灾区救援等设备和人员有限的

环境进行快速检测。ZHAO 等[72]成功开发了新型水凝胶微

流体芯片并应用于病原体分析, 该芯片包含齿形结构的富
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集层和带显色培养基的检测层, 大肠杆菌捕获试验证实了

富集层能够提高捕获效率, 显色培养基能够特异性鉴定病

原体, 达到结果可视化目的, 为芯片与其他功能模块结合

实现多种病原体检测提供参考。SUN 等[73]将微流体与荧光

检测平台相结合设计了一种新型的浓度梯度微流体芯片, 

测试沙门氏菌对青霉素类和喹诺酮类抗生素的耐药性, 提

供了一种灵敏快速的抗生素敏感性测试方法, 有助于抗生

素耐药菌株及细菌耐药性突变的检测。 

2.4  基因测序方法 

传统的人鱼共患细菌性病原监控和鉴定方法, 检测中

期长且操作烦琐, 不能满足快速检测需求, 对于近源种也不

能精准分辨。应用基因测序技术, 能够有效了解细菌性病原

的致病机制等, 实现高度覆盖和高灵敏度目标, 降低技术成

本, 提高致病菌分型能力, 实现对相同序列菌株的分型, 检

测结果准确性高, 达到了高通量和高分辨目的[74]。 

2.4.1  基因组测序 
基因测序为测定 DNA 或 RNA 碱基排列顺序的技术, 

最早在 20 世纪 70 年代由 Frederick Sanger 提出, 也称

Sanger 技术, 又称一代测序技术。目前以二代和三代测序

技术为主的全基因组测序发展迅速。其中“边合成边测序”

的 Solexa 测序技术、Roche 454 测序技术、“边连接边测序”

的 SOLi D 测序技术是比较具有代表性的二代测序技术。

与一代测序技术相比, 二代测序技术在保持高准确性和降

低成本的同时还提升了测试效率[75]。第三代测序技术则是

以单分子荧光、纳米孔实时记录为技术核心, 在原有的化

学间接性测试基础上融入显微镜观察的直接性实时物理测

试, 测序效率提升了 2 万倍, 精确率高达 99.9999%, 并且

测序过程无需进行 PCR 来增强检测的荧光信号, 有效避免

了 PCR 扩增引起的误差[76]。DENG 等[77]从我国深圳水产

养殖的患病鱼体中分离到一株多重耐药、感染石斑鱼的哈

维氏菌株, 分析整个基因组序列的 5678 个基因, 发现 487

个有助于细菌发病机制的毒力基因和 25 个抗生素耐药性

基因(antibiotic resistance genes, ARGs)。对 31 个哈维氏菌

株的比较基因组进行分析, 发现了 217 个基因和 7 个基因

家族, 包括一个 C 类 β-内酰胺酶基因、一个毒力相关蛋白

D 基因和一个 OmpA 家族蛋白基因, 研究结果有助于进一

步分析哈维弧菌的致病机制和耐药性。OKADA等[78]对 341

株霍乱弧菌及其近缘种的 MS6_A0927 基因测序结果显示, 

携带基因可分为 M 和 LH 两大类, 并且发现了 79 株 M 基

因和 46 株 LH 基因的序列变异及基因位点多态性, 证实霍

乱弧菌具有高度的遗传多样性, 为其基因序列分析及菌种

鉴定提供了研究基础。 

2.4.2  16S rDNA 测序 
目前基于 16S rDNA或 16S rRNA扩增及序列分析构建

系统发育树的方法进行菌种鉴定和耐药性检测应用广泛。

AZWAI 等[79]利用 PCR 和 16S rDNA 测序对利比亚不同区域

93 份海鲜、肉类样品进行弧菌属计数和分离, 其中 48 份

(51.6%)分离出可疑菌落; 通过基因测序, 48 份可疑样品中

有 11 份(22.9%)鉴定为弧菌属。SI 等[80]对患病大菱鲆的肠、

肝脏和脾脏等组织进行 16s rRNA 测序, 结果显示, 致病菌

在肠道中的多样性高于其他感染组织, 证实了爱德华氏菌

是感染大菱鲆的主要致病菌。陈彦希等[81]采用 16S rRNA 基

因序列分析方法证实了黄颡鱼中的分离菌株为拟态弧菌, 

与弧菌科弧菌属同源性高达 92.8%~99.9%, 进化树分析结

果表明, 分离株与霍乱弧菌、易北河弧菌、溶藻弧菌、拟态

弧菌等自成一个分支, 并且在这分支下又与中国分离的拟

态弧菌 SCCF04 (KC503059.1)、拟态弧菌 XQ (KJ604709.1)

另成一个小分支, 为黄颡鱼拟态弧菌病的防控提供了参考。

PUK 等[82]利用 16S rRNA、Hsp65 基因测序及基质辅助激光

解吸电离飞行时间质谱法成功鉴定出观赏鱼中海洋分枝杆

菌、偶发分枝杆菌、嗜血分枝杆菌和脓肿分枝杆菌。 

2.5  生物传感器方法 

生物传感器因具有高灵敏度、低成本、使用便捷和实

时分析等优点而被应用于致病菌检测。生物传感器包含与

检测目标感应识别的生物受体, 将目标生物物质的浓度转

化为可测量信号的传感器[83], 包括光学生物传感器、电化

学生物传感器、荧光生物传感器以及比色生物传感器等。

NORDIN 等[84]开发了一种以 DNA 杂交为原理, 使用聚乳

酸金纳米颗粒(polylactic acid-stabilized goldnanoparticles, 

PLA-AuNPs) 修 饰 的 丝 网 印 刷 碳 电 极 (screen-printed 

carbonelectrode, SPCE), 使用亚甲基蓝作为氧化还原指示

剂的电化学生物传感器方法, 快速检测副溶血性弧菌。

LOW 等[85]设计了基于双比色/电化学方法的新型酶/纳米

颗粒 DNA 生物传感器, 用于霍乱弧菌的特异性检测, 该

测定平台耐贮存和即用型试剂的使用, 大大简化了生物

分析程序, 使其更易于现场应用。MALHOTRA 等[86]介绍

了一种经济高效的便携式 3D打印设备电化学生物传感器, 

可在 15 min内使用 500 µL样品快速检测某些大肠杆菌(E. 

coli)菌株(DH5α、BL21、TOP10 和 JM109), 检出限高达

53 CFU, 定量限为 270 CFU, 非常适合进行现场快速筛查

检测。生物传感器与微流体技术联用, 可达到减少预处理

步骤、快速灵敏、设备便携和操作简单的目的, 实现食源

性致病菌的快速检测[87]。BAI 等[88]将醛标记的探针列阵共

价连接到联氨衍生的芯片表面, 将 PCR 扩增产物与探针杂

交, 成功开发了检测 11种食源性病原体的硅基光学薄膜生

物传感器芯片。相比其他技术, 生物传感器技术的灵敏度

更高, 专一性更强; 样品检出限更低, 一般可达到 ng 数量

级; 分析样品速度更快, 一般几秒钟即可完成检测; 操作

更简单、便捷, 解决了效率低、速度慢等技术性问题。但

生物传感器检测的可重复性需要研究, 现阶段多限于实验

室研究, 还无法实现商业化, 实现该技术的广泛应用还需

要一段时间[89]。 

3  人鱼共患病原菌检测方法最新研究进展 

2020 年诺贝尔化学奖授予了对新一代基因编辑技术

CRISPR 有特殊贡献的两位女科学家。目前能在体外“定点”

切割 DNA 的 CRISPR 技术已成为全球生物技术发展热点, 

在肿瘤、新冠病毒等诊断和检测领域发展迅速。基因编辑
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技术所研发构建的一种基于簇状规则间隔短回文重复序

列 CRISPR 和相关蛋白 CAS 的新检测平台, 是自然界中

细菌和考古细菌抵御噬菌体感染和质粒转移的一种防御

机制 [90], 依赖于 CRISPR RNA (CrRNA)引导的 Cas12a 

(DNA)或 Cas13 (RNA)在识别靶核酸后与 ssDNA 或 ssRNA

报告分子的切割能力, 可与荧光探针、胶体金试纸条等方

法联合应用。基于不同特性的 Cas 蛋白 , 目前报道的

CRISPR 效应器可分为 Cas9、Cas12、Cas13 等 3 类[91]。由

于 CRISPR/CAS 系统特异性好、灵敏度高、检测便捷等优

点和 CAS12a 的 DNA 靶向性, CRISPR/CAS12a 系统在细菌

的早期诊断和现场快速检测领域应用广泛, 其检测原理如

图 2 所示[92]。XIAO 等[93]以编码致病性溶血素的 vvha 基因

为目的基因, 设计了 RAA 引物和 crRNA 序列, 开发了一种

不需要特殊仪器, 只需要 40 min 就可快速检测副溶血弧菌

的 RAA-CRISPR/Cas12a 检测方法。WU 等[94]采用一种结构

简单, 成本低的可逆阀辅助芯片耦合 CRISPR/Cas12a 技术, 

通过优化裂解缓冲液、环介导等温扩增试剂和 CRISPR 试剂, 

在 50 min 内得到可视化的阳性绿色荧光信号, 对副溶血性

弧菌检出限可达到 30 copies。ZHANG 等[95]基于 CRISPR/ 

Cas12a 系统, 在低成本的热循环仪上建立了一种特异性强、

可视化的 PCR 方法, 肉眼观察产生绿色荧光的阳性结果, 

对副溶血性弧菌检出限为 1.02×102 copies/µL, 为 CRISPR

技术在鱼类病原体检测中的应用提供了新策略。 
 

 
 

图 2  CRISPR/CAS 12 技术检测原理图 

Fig.2  Schematic diagram of CRISPR/CAS 12 technology detection 
 

4  总结与展望 

我国是水产养殖大国, 水产品养殖生产加工行业为

国民经济和人民生活带来了丰富的利益和资源。为了更好

促进水产养殖业发展, 提高水产品质量安全, 预防人鱼共

患病的发生, 保护人类消费和健康安全, 发展和推广人鱼

共患病害菌灵敏快速的早期检测方法尤为重要。而且由于

养殖过程中抗生素的使用造成水产养殖病原菌耐药性增强, 

耐药菌株增多、耐药性发生突变也是影响水产品质量安全

的突出问题; 有关寄生虫鉴定和病原菌耐药性检测的方法

也有待进一步研发。水产品养殖及生产加工现场需要操作

简便、对专业性要求低、样品经简单前处理后即可测试、

分析方法简单快速准确、在短时间内可出结果的快检方法。 

分子生物学技术在诊断人鱼共患细菌性病害方面有

着形态学等传统诊断技术无法比拟的优势, 能在水产动物

感染病原菌但又未出现明显症状或大规模暴发前给予准确

的预测和预报, 以便及时采取防控措施。PCR 操作简单, 

实现病原菌的分子生物学快速检测; 多重 PCR 满足了同时

检测多种病原菌的需求; 实时荧光 PCR 能够准确检测目标

菌; 数字 PCR 能够实现病原菌的精准定量, 但存在成本高

等问题。为了简化操作步骤和降低成本, 以 LAMP、RPA、

RAA为代表的等温扩增技术发展起来, 这些方法具备反应

恒温、速度快、结果可视化等优点, 满足现场即时检测的

需求, 却也存在结果假阳性及非特异性扩增等问题。随着

分子生物学技术的不断发展和成熟, 基因测序、生物芯片

以及生物传感器等新兴技术也应用到细菌性病原检测中并

发挥了重要作用, 多种技术联合应用, 实现病原菌的快速

精准检测。 

近年来快速发展的核酸可视化技术和基因编辑技术为

开发新型快检方法提供了新思路, 未来可以研发易携带且

操作简便的新型核酸检测方法及产品, 对测试设备设施和

检测人员的专业性要求低, 方便基层实验室或养殖人员对

病原菌进行现场快速监测, 使检测从专业实验室发展到水

产品养殖生产加工第一线。保证在水产品养殖感染病害发生

早期快速确诊病原体, 及时采取防护措施, 科学合理使用渔

药, 保护水产品安全, 降低水产养殖中因病害所造成的损失, 

推动水产品养殖和生产加工行业健康可持续发展。 
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