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《罗非鱼无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR检测方法》 

编制说明 

一、立项来由 

《罗非鱼无乳链球菌和海豚链球菌的双重荧光 PCR 检测方法》是

东莞市动物疫病预防控制中心承担的 2021 年省乡村振兴战略专项资

金（“大专项+任务清单”）项目——《东莞市淡水鱼主要疫病流行情

况调查及防控措施研究》（20211800400112）的研究内容之一，在项

目实施过程中，发现目前尚无有关于罗非鱼无乳链球菌和海豚链球菌

的双重荧光 PCR检测方法的标准。因此，根据团体标准的要求，特制

定本标准。 

二、立项的必要性，拟解决的问题 

无乳链球菌和海豚链球菌是罗非鱼的主要致病菌，所引发的罗非

鱼链球菌病死亡率可达 50%。同时无乳链球菌和海豚链球菌也会危害

人类及 20 多种易感动物，给全球养殖业带来巨大经济损失。目前，

针对罗非鱼链球菌的控制策略和人兽共患风险不同，且临床体征相

似，准确及时检测两种链球菌，对于预警和解决水产养殖中的链球菌

病至关重要。 

传统上，无乳链球菌和海豚链球菌的检测是基于病原分离和生理

生化特征鉴定，然而使用快速生化鉴定盒和自动化设备时，因两者之

间表型相似可能导致被错误识别，且检测时间长，至少需要 2 天。随

着研究进展，基于分子生物学和血清学检测的新方法也在不断被提出

及应用。为解决罗非鱼感染无乳链球菌和海豚链球菌临床体征相似，



且通常存在于同一地理区域，但防控策略又不同的问题，建立可同时

检测罗非鱼无乳链球菌、海豚链球菌，且敏感性高、可定量的双重荧

光 PCR 检测方法尤为重要。 

三、标准框架的确定和编写原则 

（一）框架的确定 

根据罗非鱼无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR 检测方法的

技术经验，结合标准撰写格式确定标准的框架为适用范围、规范性引

用文件、术语和定义、缩略语、仪器设备、试剂和耗材、采样与前处

理、样品及细菌核酸的提取、荧光 PCR 检测、结果判定。 

（二）标准的编写原则 

1. 标准引用 

检测样品的采集和用水方面引用了已经发布的国家标准 GB/T 66

82 《分析实验室用水规格和试验方法》、GB 19489《实验室生物安全

通用要求》、水产行业标准 SC/T 7014-2006《水生动物检疫实验技术

规范》、SC/T 7013-2008《水生动物产地检疫采样技术规范》。 

2. 实际科研和检测工作经验 

标准编写人员为东莞市动物疫病预防控制中心、广东加和检测技

术服务有限公司、广东加和生物技术有限公司、广东海大畜牧兽医研

究院有限公司、东莞市石排镇农业技术服务中心，多年来一直从事罗

非鱼的流行病学研究和疫病防控工作，在本标准的编写过程中，结合

实验室的实际工作经验，对实验操作的具体细节进行编写。 

四、主要试验或验证的分析 



1．引物、探针的设计 

根据 GenBank 收录的众多鱼源无乳链球菌菌株全基因组和鱼源

海豚链球菌菌株，利用 NCBI 网站分别筛选保守基因序列，即无乳链

球菌 LysM 肽聚糖结合结构域蛋白质编码基因组中 Sip 基因序列片段

和海豚链球菌 LysR 家族转录调节基因序列片段，使用 Primer 

Premier6.0软件分别设计特异性引物和探针，详见表 1。 

表 1  海豚链球菌和无乳链球菌的引物、探针序列 

海豚链球菌 

引物、探针名称 序列 工作浓度（µmol/L） 

F1 GTGTAGCCGTCTAAACCAATCA 50 

R1 AGAAGAGATGAAAGCACAGATG 50 

P1 CGCACGGTCACTAACGACAATGGAT 50 

无乳链球菌 

引物、探针名称 序列  

F2 AGTTTCTCTCAATACAATTTCGGA 50 

R2 AGAAGAATATGTCTTCATTGGCG 50 

P2 AGCTAAAGTAGCACCGGT 50 

注：海豚链球菌为探针 5’端标记报告荧光基团 HEX，3’端标记淬灭荧光

基团 BHQ1；无乳链球菌为探针 5’端标记报告荧光基团 FAM，3’端标记淬灭荧

光基团 BHQ1。 

2．标准菌株的来源、制备 

2.1 标准菌株的来源 

2.1.1 罗非鱼无乳链球菌菌株，编号 DG210721，由东莞市动物

疫病预防控制中心分离鉴定。 

2.1.2 罗非鱼海豚链球菌标准菌株，编号 ATCC29178，来源于美

国模式培养物集存库。 

2.2 标准菌株的制备 

    将无乳链球菌和海豚链球菌的标准菌株接种于灭菌的 BHI、



THB 液体培养基，210 r/min、36 ℃摇床培养 20 h 后进行细菌平板

计数。用体积分数为 0.5%的甲醛溶液于 28 ℃条件下灭活 48 h，用

磷酸盐缓冲液（PBS）将菌液洗涤 3 次，混匀，分装至 1 mL 冻存管保

存，于-80 ℃冰箱保存备用。 

3．罗非鱼组织样品和细菌核酸提取 

按照广州达安基因股份有限公司《核酸提取或纯化说明书》（磁

珠法）操作提取核酸。依次取 200μL菌液或样品和 20μL 蛋白酶 K，

加入提取板，放入核酸提取仪，程序运行结束后，将核酸转移至灭菌

的离心管中，于-80℃冰箱保存备用。 

4．反应条件优化 

根据荧光强度、荧光曲线及 Ct 值筛选最优引物、探针浓度及退

火温度。 

4.1 反应条件的优化方案、结果 

详见图 1. 

 
图 1. 反应条件的优化方案、优化结果 



4.2 反应体系和反应程序 

详见表 2. 

表 2 罗非鱼无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR的反应体系和反应程序 

反应体系 反应程序 

组份 用量（μL） 

95℃，3 min；95℃、15 s，

退火温度，30 s（荧光信

号采集），45 个循环 

5×PCR buffer 5.0  

dNTP 2.0  

TaqDNA 聚合酶 0.6  

无乳链球菌 

上游引物 0.1 

下游引物 0.1 

探针 0.08 

海豚链球菌 

上游引物 0.1 

下游引物 0.1 

探针 0.16 

模板 5.0 

ddH2O 
将反应体系调整

至 25.0 μL 

5．标准曲线的建立及敏感性试验 

用 ddH2O分别对提取的无乳链球菌和海豚链球菌 DNA按照 10倍梯

度稀释，共设 8 个梯度（10-1-10-8），进行双重荧光 PCR检测，每个梯

度做 3 次重复，根据所得 Ct 值制作标准曲线，获得扩增效率（E）、

相关系数（R2）和检测下限。 

以细菌数量的对数值为横坐标，荧光 PCR 反应过程中样品扩增达

到阈值循环数即 Ct 值为纵坐标,绘制海豚链球菌及无乳链球菌荧光

PCR 反应标准曲线（图 1）。无乳链球菌细胞数为 2.96×106-2.96×103 

CFU/mL 时，得到标准曲线方程为 y=-3.48x+42.66，E=93.8%，R2= 

0.9998；海豚链球菌细胞数为 1.07×106-1.07×103 CFU/mL 时，得到

标准曲线方程为 y =-3.343x+38.228，E=99.1%，R2=0.9999。两者均

有良好线性关系，且扩增效率均符合要求（90%-110%）。详见图 2. 



 

 

图 2 无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR检测方法标准曲线 

 

两者 DNA 模板稀释倍数为 107，无乳链球菌菌液浓度为 29.6 

CFU/mL，海豚链球菌菌液浓度为 10.7 CFU/mL 时，可被稳定检出；稀

释倍数为 108，无乳链球菌菌液浓度为 2.96 CFU/mL，海豚链球菌菌

液浓度为 1.07 CFU/mL 时，仍可被检出，但不稳定。所以本标准建立

的双重荧光 PCR 检测方法的无乳链球菌和海豚链球菌最低检测限分

别为 29.6CFU/mL 和 10.7CFU/mL。根据最低检测限对应的 Ct 值确定

临床样品阴、阳性判断标准：无乳链球菌 Ct≤37，且有标准扩增曲

线，为阳性；无 Ct 值或 Ct>37，判为阴性。海豚链球菌 Ct≤34，且

有标准扩增曲线，判为阳性；无 Ct 值或 Ct >34，判为阴性。 

表 3 无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR方法敏感性试验结果 

样品稀释倍

数 

无乳链球菌 海豚链球菌 

菌液浓度/ 

（CFU/mL） 
Ct 值 

平均数  ± 

标准差 

菌液浓度/ 

（CFU/mL） 
Ct 值 

平均数  ± 

标准差 

10
1
 2.96×10

7
 

17.21 
17.36 ± 

0.27 
1.07×10

7
 

15.53 
15.60 ± 

0.14 
17.68 15.76 

17.2 15.51 

10
2
 2.96×10

6
 

20.28 
20.09 ± 

0.20 
1.07×10

6
 

18.14 
18.05 ± 

0.09 
19.89 17.96 

20.11 18.04 

10
3
 2.96×10

5
 24.03 23.71 ± 1.07×10

5
 21.58 21.44 ± 



23.65 0.29 21.63 0.29 

23.46 21.11 

10
4
 2.96×10

4
 

27.05 
27.05 ± 

0.09 
1.07×10

4
 

25.03 
24.81 ± 

0.19 
26.97 24.69 

27.14 24.71 

10
5
 2.96×10

3
 

30.56 
30.58 ± 

0.06 
1.07×10

3
 

27.77 
28.07 ± 

0.29 
30.65 28.34 

30.53 28.09 

10
6
 2.96×10

2
 

34.06 
33.97 ± 

0.11 
1.07×10

2
 

32.08 
32.13 ± 

0.13 
34 32.03 

33.85 32.28 

10
7
 2.96×10

1
 

37.27 
37.40 ± 

0.89 
1.07×10

1
 

35.35 
34.78 ± 

0.50 
36.58 34.41 

38.34 34.58 

10
8
 2.96×10

0
 

— 

— 1.07×10
0
 

— 

— 39.49 38.09 

— — 

 

 

A. 无乳链球菌 FAM通道；B. 海豚链球菌 HEX通道。 

1-8，为无乳链球菌和海豚链球菌 10
1-108倍稀释样品的实时荧光强度曲线。 

图 3无乳链球菌和海豚链球菌 DNA梯度稀释双重荧光 PCR荧光强度曲线 

6．特异性试验 

同时检测海豚链球菌、无乳链球菌，结果海豚链球菌（HEX通道）、

无乳链球菌（FAM 通道）均有特异性扩增曲线（图 3），猪链球菌 2型、

嗜水气单胞菌株、铜绿假单胞菌株、迟钝爱德华氏菌株、罗非鱼湖病

毒、锦鲤疱疹病毒、鲤浮肿病毒、蛙虹彩病毒、草鱼出血病病毒的核

酸检测结果均为阴性，未出现特异性扩增曲线，无非特异性扩增的交



叉反应。使用 NCBI 引物 BLAST 工具对所选两组引物进行多种链球菌

比对，匹配结果均为目标菌种。 

 

图 4 无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR方法特异性试验结果 

 
图 5 双重荧光 PCR方法无乳链球菌 BLAST 工具特异性验证部分结果 

 

图 6 双重荧光 PCR方法海豚链球菌 BLAST 工具特异性验证部分结果 

7．重复性试验 

按照优化的检测方法，分别对 104-106倍稀释的 3 个浓度核酸进

行批内与批间重复试验，重复检测 3次，计算标准偏差（SD）及变异

系数（CV）。试验结果显示：无乳链球菌 3 个浓度核酸检测结果的批

内重复试验变异系数均小于 0.32%，批间重复试验变异系数均小于



1.14%；海豚链球菌 3 个浓度核酸检测结果的批内重复试验变异系数

均小于 1.02%，批间重复试验变异系数均小于 1.76%。变异系数均小

于 5%。 

表 4无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR方法重复性试验结果 

稀 释

倍数 

无乳链球菌 

 

海豚链球菌 

批内重复试验  批间重复试验 批内重复试验  批间重复试验 

Ct 值 

变异

系数

/% 

 Ct 值 

变异

系数

/% 

Ct 值 

变异

系数

/% 

 Ct 值 

变异

系数

/% 

10
4
 

27.05 ± 

0.09 
0.31  

27.11 ± 

0.29 
1.09  

24.81 ± 

0.19 
0.77  

25.40 ± 

0.45 
1.76 

10
5
 

30.58 ± 

0.06 
0.20  

30.23 ± 

0.35 
1.14  

28.07 ± 

0.29 
1.02  

28.34 ± 

0.49 
1.74 

10
6
 

33.97 ± 

0.11 
0.32  

33.78 ± 

0.31 
0.93  

32.13 ± 

0.13 
0.41  

32.44 ± 

0.46 
1.43 

 

8．临床样品检测 

应用建立的双重荧光 PCR 方法，对东莞市罗非鱼养殖场采集的

51 份临床样品（罗非鱼内脏 45份、罗非鱼鱼苗 5 份、池塘水 1 份）

和 10 份人工污染样品进行检测，结果检出无乳链球菌阳性样品 8 份

（临床样品 3 份、人工样品 5 份）、海豚链球菌阳性样品 5 份（临床

样品 0 份，人工污染样品 5 份）。双重荧光 PCR 方法检测结果与细菌

分离鉴定方法分离结果完全一致，符合率为 100%（表 5），表明建立

的方法可用于无乳链球菌和海豚链球菌的临床检测。 

表 5无乳链球菌和海豚链球菌双重荧光 PCR 方法临床诊断结果    单位：份 

样品

种类 
总数 

无乳链球菌  海豚链球菌 

双重荧光 PCR 方法  细菌分离鉴定  
双重荧光 PCR 方

法 
 细菌分离鉴定 

阳性数 阴性数  阳性数 阴性数  阳性数 阴性数  
阳性

数 
阴性数 

临床

样品 
51 3 48  3 48  0 51  0 51 

人工 10 5 5  5 5  5 5  5 5 



污染

样品 

五、与现行法律法规、强制性标准等上位标准关系 

    与现行法律法规、强制性标准等上位标准关系没有冲突。 

六、标准有何先进性或特色性 

无乳链球菌和海豚链球菌是罗非鱼的主要致病菌，所引发的罗非

鱼链球菌病死亡率可达 50%，同时无乳链球菌和海豚链球菌也会危害

人类及二十多种易感动物，给全球养殖业带来巨大经济损失两种链球

菌。无乳链球菌和海豚链球菌可以分布于同一区域甚至是同一鱼塘，

因此研究一种灵敏、快速、特异性高的双重检测方法，对于同时准确

的区分和诊断两种链球菌，从而预警和解决水产养殖中的链球菌病至

关重要。本标准可同时检测罗非鱼无乳链球菌和海豚链球菌，且敏感

性高、特异性强、重复性好，为罗非鱼链球菌病的临床诊断和研究提

供了技术指引，促进罗非鱼养殖业的可持续发展。 

七、贯彻标准的要求和措施建议 

    本标准发布后，可以通过相关部门组织宣贯，推荐给有相应检测

设施和检测项目的实验室使用，也可以委托项目起草单位或其他相关

单位组织技术培训的方式推广应用本检测标准。 


