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摘要 目的　鳗弧菌（Vibrio anguillarum）可引起鲑鱼、鳗鲡、鲈鱼和牙鲆等多种水产养殖动物的疾病，是水产养殖中的一

种重要病原菌，对其进行快速检测是确保水产养殖安全和食品安全所必需的。方法　本文利用鳗弧菌与其核酸适配体之间

较强的亲和力，通过鳗弧菌夺取胶体金颗粒表面的核酸适配体，使胶体金溶液的吸光度发生变化，从而建立一种可定量检

测鳗弧菌的方法。结果　该方法对鳗弧菌的吸光度值显著高于对溶藻弧菌、铜绿假单胞菌、变形假单胞菌、嗜水气单胞菌

和迟钝爱德华氏菌等非目标菌的吸光度值（P<0.01），并在1~105 CFU/ml的检测范围内呈现较好的线性关系。用该方法对不

同盐度和鱼体组织样品进行加标回收检测，结果显示回收率和相对标准偏差等指标都符合相应检测标准。结论　该检测方

法对鳗弧菌有较好的特异性，可用于水产品或食品中鳗弧菌的定量检测。
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鳗弧菌（Vibrio anguillarum）是水产养殖中的

重要条件致病菌，当养殖环境恶化或机体受创时，

鱼类等养殖品种极易感染鳗弧菌等病原菌，出现体

表溃烂出血、肠黏膜脱落、肝脏坏死，甚至出现全

身性组织病变等症状，给水产养殖业造成巨大的经

济损失［1-5］。对鳗弧菌进行快速的检测鉴定是其病

害防治的前提和基础。目前对弧菌的检测方法主要

有微生物培养法、分子生物学等方法。微生物培养

法存在耗时耗力、难以定量等问题［6］，分子生物

学法则成本较高、不能对结果进行直观判定、存在

不同程度的假阳性问题［7］。因此，开发更为理想

的鳗弧菌检测技术就显得十分必要。

核酸适配体（aptamer）是通过指数富集的配

体 系 统 进 化 （systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment，SELEX）技术筛选出的一

类能与靶目标特异性结合的寡核苷酸分子［8-9］。与

传统抗体相比，核酸适配体具有高特异性、高亲和

力、易合成、易修饰和稳定性好等优点［10-11］，在疾

病诊断与治疗、食品安全检测、细菌检测和环境监

测等领域都得到广泛的应用［12-15］。

本文将鳗弧菌的核酸适配体与胶体金结合形成

相应的检测复合物，利用鳗弧菌可特异性地结合竞

争检测复合物中的核酸适配体，从而释放出有特定

颜色的胶体金颗粒，建立了一种可快速检测鳗弧菌

的比色法。文中对该方法的原理、检测特异性、检

测复合物的制备条件、定量检测效果等方面进行了

研究和探讨，相关成果对于鳗弧菌的病害防治以及

核酸适配体的应用开发都具有重要意义。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

粒径为20 nm胶体金溶液，湖州英创生物科技

有限公司；核酸适配体 H1 （5'-TCAGTCGCT-

TCGCCGTCTCCTTCTGCTCCTACTGACCACCCC

GGCTGCACAAGAGGGAGACCCCAGAGGG-3'），

为实验室前期筛选获得的鳗弧菌核酸适配体［1］，

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，用超
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纯水配制成浓度为 10 µmol/L 的贮存液，于-20℃

冰箱保存备用；针式过滤器50 mm，上海新亚微孔

滤膜公司；滤膜，上海新亚微孔滤膜公司，直径

50 mm，孔径 0.22 µm；海水晶，江西盐通科技有

限公司，盐度30‰，可用于配制不同盐度的海水。

金属浴TU-10，海一恒科技有限公司；纯水机

Smart-RO15，上海和泰仪器有限公司；高速台式

离心机 TGL-16C，上海安亭科学仪器厂；全波长

酶标仪ReadMax2100P，上海闪耀生物科技有限公

司；可调式混匀仪MX-S，北京大龙兴创实验仪器

股份有限公司。

1.2　细菌和培养基

鳗弧菌、溶藻弧菌（Vibrio alginolyticus）、迟

钝爱德华氏菌（Edwardsiella tarda）、铜绿假单胞

菌 （Pseudomonas aeruginosa）、 变 形 假 单 胞 菌        

（Pseudomonas plecoglossicida） 和嗜水气单胞菌

（Aeromonas hydrophila）均由集美大学病原微生物

实验室提供。

胰蛋白胨大豆肉汤培养基（TSB培养基），用

于鳗弧菌、溶藻弧菌、迟钝爱德华氏菌和嗜水气单

胞菌的培养；LB 培养基，用于铜绿假单胞菌和变

形假单胞菌的培养。

1.3　实验方法

1.3.1　NaCl浓度对检测吸光度的影响

取浓度为 2.4 µmol/L适配体 20 µl与 60 µl胶体

金溶液结合，在 25℃下、 200 r/min 摇床孵育       

60 min，将所得复合物与 20 µl 用超纯水悬浮的  

105 CFU/ml的鳗弧菌混合，再在25℃下、200 r/min

摇床孵育结合 70 min，然后分别与 60 µl 浓度为

100、150、200、250、300、350、400、450、500、

550、600 mmol/L的NaCl溶液混合反应，测定混合

液在 520 nm 处的吸光度值（A520），获得吸光度与

NaCl浓度的关系曲线，以确定NaCl的浓度。

1.3.2　检测过程中吸收光谱的变化

整个检测过程经历了如下 4 个阶段：胶体金

（Au）→胶体金+核酸适配体 （Au+Apt）→胶体

金+核酸适配体+鳗弧菌（Au+Apt+Va）→胶体金+

核酸适配体+鳗弧菌+NaCl （Au+Apt+Va+NaCl），

分别对这4个阶段的吸收光谱进行分析检测。具体

如下所述。取60 µl胶体金作为样品1（Au）。60 µl

胶体金与 20 µl 浓度为 2.4 µmol/L 的适配体 H1 在

25℃下、200 r/min摇床孵育结合60 min，作为样品

2（Au+Apt）。样品2中加入20 µl浓度为104 CFU/ml

的鳗弧菌，在 25℃下、200 r/min摇床孵育 70 min，

得到样品 3 （Au+Apt+Va）。样品 3 中加入 60 µl 浓

度为 400 mmol/L的NaCl得到样品 4 （Au+Apt+Va+

NaCl）。用超纯水分别将样品 1~3稀释到总体积为

160 µl，与样品 4的总体积一样，以排除体积不同

导致的干扰，然后用酶标仪在波长 320~700 nm范

围内扫描这4个样品获得相应的吸收光谱图。

1.3.3　特异性分析

将2.4 µmol/L的核酸适配体于95℃金属浴中加

热 5 min，再冰浴 10 min。然后取 20 µl 适配体与 

60 µl胶体金结合，配制成80 µl适配体-胶体金复合

物。再用超纯水将6种细菌（鳗弧菌、嗜水气单胞

菌、变形假单胞菌、铜绿假单胞菌、迟钝爱德华氏

菌和溶藻弧菌）分别稀释至 10~107 CFU/ml，制成

菌悬液，然后各取20 μl与80 μl的胶体金-适配体复

合物结合，作为实验组；另取 20 μl的超纯水代替

菌悬液，与80 μl的胶体金-适配体结合，作为对照

组。实验组和对照组一同在 25℃、200 r/min 摇床

孵育结合 70 min，随后离心取上清液，与 60 µl、

400 mmol/L的NaCl溶液混合反应，然后测定混合

液在 520 nm处的吸光度值。由于实验组复合物中

的适配体会被鳗弧菌夺取，导致胶体金暴露，加入

NaCl后，暴露的胶体金颗粒就会在NaCl的作用下

发生聚集作用，导致溶液的吸光度值发生变化，而

对照组没有菌，也没有相应的聚集作用，因此鳗弧

菌对应的吸光度值=实验组的吸光度值－对照组的

吸光度值。

1.3.4　胶体金-适配体复合物的制备条件优化

适配体与胶体金结合时间的优化：2.4 µmol/L

的核酸适配体于 95℃金属浴中加热 5 min，再冰浴

10 min，然后取 20 µl该适配体与 60 µl的胶体金混

合，于 25℃下 200 r/min摇床结合不同时间，之后

分别加入 60 µl 400 mmol/L的NaCl溶液混合反应，

再在 520 nm处检测溶液的吸光度值，绘制吸光度

和结合时间的关系曲线，根据这个曲线确定相应的

结合时间。

适配体与胶体金结合比例的研究：将10 µmol/L

的核酸适配体于 95℃金属浴中加热 5 min，再冰浴

10 min，然后分别稀释为如下浓度梯度：1.6、1.8、

2.0、2.2、2.4、2.6、2.8 µmol/L。取60 µl胶体金溶

液分别与 20 µl上述浓度的适配体混合，在 25℃下

200 r/min 摇床结合 60 min，随后每个样品加入    

60 µl 400 mmol/L 的 NaCl 溶液混合反应，测定   

520 nm处的吸光度值，获得吸光度与适配体浓度

的关系曲线，根据这个曲线确定相应的结合比例。
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1.3.5　鳗弧菌与胶体金-适配体复合物的结合时间

研究

取 80 µl 适配体-胶体金复合物与 20 µl 浓度分

别为 10、102、103、104、105 CFU/ml 鳗弧菌结合，

于 25℃下 200 r/min摇床孵育结合不同时间，然后

加入60 µl 400 mmol/L的NaCl溶液混合反应，测定

混合液在 520 nm处的吸光度值，获得吸光度与结

合时间的关系曲线，根据该曲线确定相应的结合

时间。

1.3.6　定量检测研究

将目标菌鳗弧菌用超纯水分别稀释为 1、10、

50、 102、 5×102、 103、 5×103、 104、 5×104 和 105 

CFU/ml，然后取80 μl适配体-胶体金复合物分别与

20 μl 上述各浓度的鳗弧菌悬液结合，于 25℃下

200 r/min摇床孵育结合70 min，作为实验组。另取

上述 20 µl超纯水代替菌悬液作为对照组，与实验

组执行相同操作。然后每个样品中各加入 60 µl 

400 mmol/L 的 NaCl 溶液混合反应，混合液在    

520 nm处测定吸光度值，则鳗弧菌对应的吸光度

值=实验组的吸光度值－对照组的吸光度值。以鳗

弧菌浓度的对数（10为底）为横坐标，以其吸光

度值为纵坐标，作图并进行线性拟合，可得到相应

的定量曲线及其拟合方程。

1.3.7　海水样品加标回收检测的研究

胶体金对盐溶液敏感，少量盐溶液就会导致胶

体金的聚集变色，干扰实验结果。而鳗弧菌可在海

水环境下生存，样品中经常含有海水成分，因此海

水盐度对检测结果有较大干扰，需要对样品进行前

处理。本研究先用能截留细菌的滤膜对海水样品进

行过滤，再用超纯水将滤膜上的菌洗涤下来，经此

前处理后再进行检测，以消除海水盐度的干扰，并

通过加标回收实验进行验证。具体方法如下：

a. 加标样品的配制。用超纯水将 30‰海水晶

配制为盐度分别为0‰、40‰、60‰、70‰和80‰

的海水，再用超纯水将鳗弧菌稀释至 20、2×102、

2×103、2×104 CFU/ml。分别取上述菌悬液各 2 ml

与 2 ml上述海水样品混合配制成加标样品，此时

加标样品中的盐度分别为 0‰、20‰、30‰、35‰

和 40‰，鳗弧菌的浓度分别为 10、 102、 103、    

104 CFU/ml。

b. 样品的前处理。取 1 ml 加标样品用针式过

滤器过滤，让加标样品中的菌被截留在滤膜上，然

后将滤膜浸泡于4 ml超纯水中用混匀仪振荡5 min，

使 滤 膜 上 的 鳗 弧 菌 脱 落 ， 取 出 滤 膜 ， 溶 液            

13 000 r/min离心，去上清，菌沉淀再加入超纯水

4 ml 洗涤 1 次，然后 13 000 r/min 离心，去上清，

最后加入超纯水1 ml重悬菌沉淀。

c. 检测。按 1.3.6中超纯水中菌浓度的测定方

法，对前处理后的菌悬液进行检测，获得海水加标

样品对应的吸光度值。即实验组取 20 μl步骤 b前

处理后的菌悬液与80 µl胶体金-适配体复合物混合

结合，之后加入60 µl、400 mmol/L NaCl使胶体金

聚集变色；对照组取 20 μl超纯水代替实验组中的

菌悬液，与实验组同样操作。实验组和对照组都各

3 个平行。样品对应的吸光度值=实验组吸光度

值－对照组吸光度值，回收率=回收量/加入量×

100%。

1.3.8　鱼体样品加标回收检测的研究

a. 加标样品的配制。将鳗鲡的鳃、胃、肾、表

皮、血液和肌肉等组织器官取出并剪碎，分别称取

0.5 g，浸泡于 5 ml的超纯水中 1 h，然后离心取上

清制成相应的组织悬液。分别取 2 ml上述组织悬

液，与2 ml浓度为20、2×102、2×103、2×104 CFU/ml

菌悬液混合，形成菌浓度分别为 10、102、103、

104 CFU/ml的加标样品。

b. 样品的前处理。取 1 ml 上述组织的加标样

品用针式过滤器过滤，按 1.3.7 的步骤 b 进行前处

理， 最后获得1 ml菌悬液。

c. 检测。按1.3.7中步骤c的方法对前处理后的

菌悬液进行检测，获得鱼体组织加标样品对应的吸

光度值。实验组和对照组都各3个平行。样品对应

的吸光度值=实验组吸光度值－对照组吸光度值，

回收率=回收量/加入量×100%

1.3.9　统计分析

所有实验均至少 3组平行，用 t检验函数对实

验数据进行组间差异分析，P<0.05 为显著差异，   

P<0.01为极显著差异。

2　结果与讨论

2.1　检测原理

核酸适配体能通过静电吸附作用附着到胶体金

（Au）颗粒表面，将胶体金包裹保护起来，从而使

得胶体金在高盐环境下不会发生聚集（图 1）。本

研究采用对鳗弧菌有特异亲和力的核酸适配体来包

裹胶体金颗粒，当环境中存在鳗弧菌时，鳗弧菌会

从胶体金表面夺走适配体，使胶体金颗粒裸露出
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来，从而在高盐环境下发生聚集，溶液出现颜色变

化和吸光度值的变化，而且溶液在特定波长       

520 nm下的吸光度值与鳗弧菌的浓度在一定范围

内呈现出较好的线性关系，从而可以通过测定A520

来实现对鳗弧菌的定量检测。

2.2　NaCl浓度对检测吸光度的影响

吸光度值随着NaCl浓度的增加逐渐降低，在

400 mmol/L 以上后，吸光度值趋于平稳 （图 2）。

说明高浓度的NaCl溶液会使胶体金颗粒聚集变色，

吸光度值下降，但浓度达到一定阈值后，胶体金颗

粒已完全聚集，再增加NaCl浓度，吸光度值也基

本不再变动，因此后续都采用 400 mmol/L的NaCl

浓度。

2.3　检测过程中吸收光谱的变化

胶体金（Au）、胶体金与适配体结合形成复合

物（Au+Apt）、胶体金-适配体复合物与鳗弧菌结

合后（Au+Apt+Va），以及最后加入NaCl聚集变色

后（Au+Apt+Va+NaCl）的 4 个阶段，吸收光谱都

较为相似，均在 520 nm处出现相应的吸收峰（图

3），说明适配体、菌、NaCl的加入并没有改变胶

体金的吸收峰位置，这与刘中成等［16］、刘长勇

等［17］的研究结论是一致的。另外，从图中还可以

发现，适配体的加入，保护了胶体金颗粒，使溶液

的A520增加，细菌的加入则夺取了胶体金表面的适

配体，使胶体金颗粒暴露，导致A520下降，而NaCl

的加入则导致胶体金颗粒的聚集变色，导致A520的

大幅下降。

2.4　特异性分析

如图 4所示，菌浓度为 0的是空白对照，在菌

浓度为 10~107 CFU/ml区间，鳗弧菌的吸光度值都

显著高于其他 5种菌（P＜0.01），说明该方法对鳗

弧菌有较好的特异性。不过，鳗弧菌的吸光度值在

10~105 CFU/ml 区间是随菌浓度升高而升高，在

105~107 CFU/ml区间则随菌浓度升高而下降，且在

105~107 CFU/ml区间鳗弧菌的吸光度值与其他 5种

菌的差异变小，因此，对鳗弧菌相对较好的检测范

围应该是在105 CFU/ml以内。另外，图5显示，随

着鳗弧菌浓度的增加，胶体金溶液的颜色呈现出由

红变蓝，再变红的特性。在菌浓度 10~102 CFU/ml

Fig. 1　Schematic illustration of colorimetric assay of Vibrio anguillarum based on AuNP and aptamer

Fig. 2　Effect of NaCl concentration

Fig. 3　Absorption spectra
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区间，胶体金溶液呈红色，当菌浓度增加到 103~

105 CFU/ml区间，胶体金溶液变为蓝色，且颜色逐

渐加深，当菌浓度增加到106~107 CFU/ml区间，胶

体金溶液又变成浅红色。说明胶体金的聚集变色作

用在菌浓度 10~105 CFU/ml范围中是随菌浓度的增

加逐步增强的，但在 106 CFU/ml 以上这种聚集变

色效果却反而降低了。

鳗弧菌能特异性识别并吸附胶体金-适配体复

合物中的适配体，使胶体金颗粒裸露，并在NaCl

作用下聚集变蓝色，菌浓度越大，吸附的适配体越

多，胶体金颗粒裸露的越多，聚集变色作用越明

显。在鳗弧菌菌浓度为 10~102 CFU/ml，由于菌浓

度较低，聚集变色作用并不明显，溶液还是呈现胶

体金的红色；当菌浓度达到103~105 CFU/ml，聚集变

色作用显著，胶体金溶液变成蓝色并随菌浓度的增

加而逐渐加深；当菌浓度增加到 106~107 CFU/ml，

复合物中的适配体已完全被菌吸附，所有的胶体金

颗粒已完全裸露，此时过量的鳗弧菌已不能起到聚

集变色的效果，反而由于其具有的菌体蛋白质和核

酸，这些物质反而会对胶体金颗粒起到一定保护作

用，减弱胶体金颗粒的聚集变色作用，因此胶体金

溶液的颜色又变成浅红色。这种对胶体金的过量保

护作用在一些蛋白质的检测中也有所报道［16，18］。

2.5　胶体金-适配体复合物制备条件的优化

本文重点研究了复合物制备过程中胶体金与适

配体的结合时间和结合比例。随着胶体金与适配体

结合时间的延长，吸光度值逐渐增大，在结合    

60 min后趋于平稳，不再明显增加（图6）。因此，

后续选择60 min 作为二者结合反应的时间。

图7则显示，随适配体浓度升高，相应的吸光

度值也显著上升，在适配体浓度到达2.4 µmol/L之

后趋于平稳，不再显著增加，说明此时胶体金颗粒

已完全被适配体包裹，再增加适配体浓度已无显著

效果，因此后续胶体金-适配体复合物的制备采用

60 µl的胶体金与 20 µl 2.4µmol/L的适配体H1作为

二者的结合比例。

Fig. 4　Absorbance at 520 nm of V. anguillarum (Va), A. hydrophila ( Ah), Pseudomonas plecoglossicida (Pp), 
P. aeruginosa (Pa), E. tarda (Et), V. alginolyticus (Val) at different concentrations

Fig. 5　Color changes of detection solution with the concentraitons of V. anguillarum from 10 to 107 CFU/ml
(a-g) 10,102,103,104,105,106,107 CFU/ml of V. anguillarum.
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2.6　鳗弧菌与胶体金-适配体复合物的结合时间

研究

不同浓度的鳗弧菌与胶体金-适配体复合物混

合后，随着结合时间的增加，吸光度值均逐渐减

小，并且都在 70 min后趋于平稳（图 8），说明鳗

弧菌与复合物的反应在 70 min 时已反应完全，因

此后续都选择 70 min 作为鳗弧菌与复合物的结合

反应时间。

另外，随着菌浓度的增加，溶液最终的吸光度

值也是逐渐增加的。这可能是因为菌浓度越高，吸

附的适配体也越多，裸露的胶体金颗粒也越多，加

NaCl后的聚集变色作用也越强，因此溶液最终的

吸光度值与菌浓度呈现正相关性。

2.7　鳗弧菌的定量分析

如图 9 所示，鳗弧菌与胶体金-适配体复合物

结合后，随着鳗弧菌浓度增大，吸光度值也逐渐增

大，且在浓度为 1~105 CFU/ml 区间呈现出良好的

的线性关系，线性拟合系数达到 0.991 3，说明该

检测方法在 1~105 CFU/ml 范围可实现对鳗弧菌的

定量检测，最低检测限为1 CFU/ml。

2.8　海水样品的检测

对不同盐度的海水样品进行检测，盐度为0的

空白对照组，相对标准偏差为1.31%~2.11%，回收

率为117.30%~126.08%，而有盐度的实验组，相对

标 准 偏 差 为 0.62%~3.05%， 回 收 率 为 92.68%~

130.47%（表1）。实验组的波动略大。但该方法总

体相对标准偏差均小于12%，符合相应的检测体系

标准［19］。同时，根据 2020年的《中华人民共和国

药典》 中对微生物计数的要求，回收率要处于

50%~200% 范围内［20］，采用该方法进行检测的回

收率均达到要求。因此该方法在实际检测中是可行

的，可用于海水等样品中鳗弧菌的检测。Fig. 8　Effect of binding time of V. anguillarum and 
Au-aptamer complex

Fig. 7　Effect of concentration of aptamer

Fig. 9　Quantitative analysis of V. anguillarum

Fig. 6　Effect of binding time of ampter and colloidal gold
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2.9　鱼体组织样品的检测

不同盐度的样品，添加量为10 CFU/ml时，加

标回收率是101.53%~148.46%，添加量为102 CFU/ml

时，加标回收率是 129.48%~145.12%，添加量为

103 CFU/ml 时，加标回收率是 83.33%~136.56%，

添加量为 104 CFU/ml 时，加标回收率是 133.48%~

149.60%（表2）。根据2020年的《中华人民共和国

药典》 中对微生物计数的要求，回收率要处于

50%~200% 范围内，上述回收率均符合要求［19］。

同时，该方法检测海水样品获得的相对标准偏差均

小于 12%，符合检测体系标准［20］。综上所述，该

检测方法准确可靠，可用于水产品或食品中鳗弧菌

的检测。

Table 2　Experimental results of labeling recovery of V. anguillarum from eel tissues

Gill

Stomach

Kidney

10

102

103

104

10

102

103

104

10

102

103

104

0.021 0±0.003

0.041 8±0.004

0.061 0±0.003

0.082 9±0.002

0.023 0±0.002

0.041 0±0.004

0.060 2±0.002

0.083 0±0.002

0.021 9±0.003

0.041 2±0.004

0.060 5±0.004

0.080 4±0.005

1.96

2.29

1.59

1.01

1.42

2.13

1.13

1.02

1.78

2.04

1.89

2.41

137.60

147.90

130.97

159.58

172.18

133.99

119.55

160.79

151.89

137.08

124.65

119.55

Fish tissue Added amount/(CFU·ml-1) A520 Relative standard deviation/% Rate of recovery/%

Table 1　Detection of V. anguillarum of seawater samples in recovery experiment

Seawater salinity/‰

0

20

30

35

40

Added amount/(CFU·ml-1)

10

102

103

104

10

102

103

104

10

102

103

104

10

102

103

104

10

102

103

104

A520

0.020 2±0.002

0.039 8±0.001

0.060 2±0.005

0.080 7±0.003

0.019 4±0.003

0.040 3±0.004

0.060 5±0.003

0.080 9±0.002

0.019 3±0.004

0.039 8±0.004

0.060 1±0.002

0.080 7±0.004

0.017 5±0.004

0.038 6±0.006

0.060 9±0.004

0.081 0±0.005

0.020 1±0.004

0.040 5±0.004

0.059 5±0.001

0.080 4±0.006

Relative standard deviation/%

2.11

2.00

1.58

1.31

1.47

1.71

1.13

1.41

0.83

1.55

0.81

2.32

3.05

1.87

1.45

2.20

1.45

1.31

1.49

0.62

Rate of recovery/%

126.08

117.30

119.55

123.71

114.66

124.75

124.18

127.05

113.79

117.30

119.10

123.71

92.68

101.92

130.47

128.99

124.18

126.56

111.23

119.55
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Epidermis

Muscle

Blood

10

102

103

104

10

102

103

104

10

102

103

104

0.018 6±0.004

0.037 7±0.002

0.060 0±0.005

0.080 9±0.004

0.020 8±0.004

0.042 3±0.004

0.060 7±0.001

0.082 8±0.003

0.018 3±0.004

0.039 4±0.002

0.058 0±0.006

0.082 1±0.004

2.42

0.93

2.52

1.56

2.36

2.29

0.71

1.25

2.42

1.32

3.03

1.87

105.06

92.68

117.30

127.05

135.01

155.39

126.56

158.37

101.53

112.50

93.74

145.12

Continued to Table 2

Fish tissue Added amount/(CFU·ml-1) A520 Relative standard deviation/% Rate of recovery/%

3　结 论

利用鳗弧菌与其适配体有较高的亲和特异性，

鳗弧菌会将吸附在胶体金颗粒表面的适配体夺走，

使胶体金颗粒裸露出来，并在高盐条件下发生聚集

变色，而且胶体金溶液在 520 nm处的吸光度值与

菌浓度呈现较好线性关系。本文基于此原理，对

NaCl浓度、适配体与胶体金的结合时间、结合比

例等关键因素进行了研究优化，建立了比色法快速

检测鳗弧菌的方法。该方法特异性好、稳定性高、

检测过程简单快捷，在 1~105 CFU/ml 范围内可实

现对鳗弧菌的定量检测，最低检测限为1 CFU/ml，

体现出了较好的应用前景。
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Detection of Vibrio anguillarum by Colorimetry Based on 
Colloidal Gold and Aptamer*

HUANG Jiang-Yuan1,2), ZHENG Jiang1,2)**, BO Jun3), XU Xiao-Jin1,2), TAN Ying1)
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2)Engineering Research Center of the Modern Technology for Eel Industry, Ministry of Education, Xiamen 361021, China; 

3)Third Institute of Oceanology, Ministry of Natural Resources, Xiamen 361005, China)

Graphical abstract

Abstract　Objective  Vibrio anguillarum is an important pathogen in aquaculture, which can infect salmon, eel, 
perch and flounder. Rapid detection is necessary to ensure aquaculture and food safety. Methods  Based on the 
strong affinity between V. anguillarum and its aptamers, the bacterium can capture its aptamer from the surface of 
colloidal gold particles and change the absorbance of the colloidal gold solution. Thus, a colorimetric method for 
the quantitative detection of V. anguillarum was established. Results  The optical density for V. anguillarum by 
the present method was much higher than those of non-target bacteria such as Vibrio alginolyticus, Pseudomonas 
aeruginosa, Pseudomonas plecoglossicida, Aeromonas hydrophila and Edwardsiella tarda (P<0.01). The 
detection method had good linear relationship in the range of 1-105 CFU/ml. The seawater samples with different 
salinities and fish body tissue samples were detected for the application, and the results showed that the recoveries 
and relative standard deviations of these samples were in line with the corresponding detection standards. 
Conclusion  The present detection method has good specificity for V. anguillarum and can be used for the 
quantitative detection of the bacterium in aquatic products or food.
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