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前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部渔业渔政管理局提出.
本文件由全国水产标准化技术委员会水产养殖病害防治分技术委员会(SAC/TC１５６/SC１１)归口.
本文件起草单位:北京市水产技术推广站、全国水产技术推广总站.
本文件主要起草人:王静波、张文、潘勇、张翔、徐立蒲、王小亮、曹欢、王姝、吕晓楠、蔡晨旭、江育林.
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细菌性肾病诊断方法

１　范围

本文件描述了细菌性肾病(bacterialkidneydisease)诊断的试剂和材料、仪器设备、临床症状、样品,以
及组织印片检查、套式PCR检测和综合判定的方法.

本文件适用于鲑肾杆菌(Renibacteriumsalmoninarum)引起的鲑科鱼类细菌性肾病的流行病学调

查、诊断、检疫和监测.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

SC/T７０１１􀆰１　水生动物疾病术语与命名规则　第１部分:水生动物疾病术语

SC/T７１０３　水生动物产地检疫采样技术规范

３　术语和定义

SC/T７０１１􀆰１界定的以及下列术语和定义适用于本文件.

３􀆰１
细菌性肾病　bacterialkidneydisease
由鲑肾杆菌感染引起的鲑科鱼类疾病.

４　缩略语

下列缩略语适用于本文件.

BKD:细菌性肾病(bacterialkidneydisease)

bp:碱基对(basepair)

CTAB:十六烷基三甲基溴化铵(hexadecyltrimethyammoniumbromide)

DNA:脱氧核糖核酸(deoxyribonucleicacid)

dNTPs:脱氧核糖核苷三磷酸混合物(deoxyＧribonucleosidetriphosphatemixture)

EDTA:乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraaceticacid)

PCR:聚合酶链式反应(polymerasechainreaction)

Taq:水生栖热菌(Thermusaquaticus)

TE:Tris盐酸和EDTA缓冲溶液(EDTATris􀅰HCl)

Tris:三羟甲基氨基甲烷(trishydroxymethylaminomethane)

５　试剂和材料

除非另有说明,在分析中仅使用确认为分析纯的试剂和蒸馏水或去离子水或相当纯度的水.

５􀆰１　dNTPs(A、T、G、C四种碱基各１０mmol/L):－２０℃保存.

５􀆰２　DNA分子量标准溶液:－２０℃保存.

５􀆰３　核酸染料:４℃保存.

５􀆰４　琼脂糖:电泳级.

５􀆰５　TaqDNA 聚合酶(５U/μL):－２０℃保存.
１
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５􀆰６　香柏油:常温保存.

５􀆰７　无水乙醇:常温保存.

５􀆰８　１０×PCR 缓冲液(含 Mg２＋ ,２５mmol/L):－２０℃保存.

５􀆰９　革兰氏染色液:按 A􀆰１配制.

５􀆰１０　CTAB溶液:按 A􀆰２配制.

５􀆰１１　抽提液Ⅰ:按 A􀆰３配制.

５􀆰１２　抽提液Ⅱ:按 A􀆰４配制.

５􀆰１３　TE缓冲液:按 A􀆰５配置.

５􀆰１４　５×电泳缓冲液:按 A􀆰６配制.

５􀆰１５　６×上样缓冲液:按 A􀆰７配制.

５􀆰１６　阳性对照:已知感染鲑肾杆菌的鲑科鱼类组织样品,－２０℃~－８０℃保存.

５􀆰１７　阴性对照:已知未感染鲑肾杆菌的鲑科鱼类组织样品,－２０℃~－８０℃保存.

５􀆰１８　空白对照:蒸馏水.

５􀆰１９　第一轮PCR引物,－２０℃保存,引物序列如下:
引物F１:５′ＧAGCTTCGCAAGGTGAAGGGＧ３′;
引物R１:５′ＧGCAACAGGTTTATTTGCCGGGＧ３′.

５􀆰２０　第二轮PCR引物,－２０℃保存,引物序列如下:
引物F２:５′ＧATTCTTCCACTTCAACAGTACAAGGＧ３′;
引物R２:５′ＧCATTATCGTTACACCCGAAACCＧ３′.

６　仪器设备

６􀆰１　普通冰箱.

６􀆰２　超低温冰箱:－８０℃及以下.

６􀆰３　显微镜.

６􀆰４　电子天平.

６􀆰５　微量组织研磨仪(器).

６􀆰６　水浴锅.

６􀆰７　高速冷冻离心机:最高转速１２０００r/min及以上,温度４℃.

６􀆰８　微量移液器.

６􀆰９　普通PCR仪.

６􀆰１０　水平电泳仪.

６􀆰１１　凝胶成像仪.

７　临床症状

患病鱼体色发黑,眼球突出.解剖后,肾脏出现直径２mm~４mm 白色肉芽肿,见附录 B中的图

B􀆰１;严重时肝脏、脾脏中也出现白色肉芽肿,见图B􀆰２和图B􀆰３.

８　样品

８􀆰１　采样对象

鲑科鱼类.

８􀆰２　采样部位

８􀆰２􀆰１　体长≥６cm 的鱼,取肾脏、肝脏和脾脏.
２
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８􀆰２􀆰２　体长４cm~６cm 的鱼,取所有内脏.

８􀆰２􀆰３　体长≤４cm 的鱼,取整条鱼;带卵黄囊的鱼去掉卵黄囊.

８􀆰３　采样数量

有临床症状的鱼采集１０尾~２０尾,无临床症状的鱼采集数量按SC/T７１０３的规定执行.

８􀆰４　保存及运送

采样应加贴标签,标签上清楚标明样品编号、采样时间、采样地点.做组织印片检查的样品应鲜活(濒
死)送达实验室,立即取样检测;不做组织印片的样品,冰鲜(冻)送达实验室.

９　组织印片检查

９􀆰１　制片、染色与观察

取出有临床症状鲜活(濒死)鱼的肾(肝、脾)脏的病变组织,用解剖刀切开一个断面,用镊子夹着切开

后的组织,将断面置于洁净的载玻片上轻轻印一下,制成组织印片,自然晾干,革兰氏染色,晾干后,置于显

微镜载物台,滴加香柏油于印片,１００×物镜下观察.

９􀆰２　结果判定

观察到大量形态一致的革兰氏阳性小短杆菌,判定为疑似BKD.
革兰氏染色后,菌体呈紫色,判定为革兰氏阳性菌;革兰氏染色后,菌体呈红色,判定为革兰氏阴性菌.

染色后鲑肾杆菌菌体形态见图B􀆰４.

１０　套式PCR检测

１０􀆰１　第一轮PCR

１０􀆰１􀆰１　DNA提取

１０􀆰１􀆰１􀆰１　电子天平称取２５mg~１００mg组织样品,加入１５０μLCTAB溶液,用微量组织研磨仪(器)将
样品匀浆成糊状,转入１􀆰５mL灭菌离心管中.提取过程同时设置阳性对照、阴性对照和空白对照.

１０􀆰１􀆰１􀆰２　加入CTAB溶液至９００μL,上下颠倒混匀后置于２５℃水浴锅中水浴２h~２􀆰５h.

１０􀆰１􀆰１􀆰３　加入６００μL抽提液Ⅰ(５􀆰１１),充分混匀３０s.置于高速冷冻离心机中,４℃１２０００r/min离心

５min.

１０􀆰１􀆰１􀆰４　吸取上层水相转移至新的１􀆰５mL灭菌离心管中,加入７００μL抽提液Ⅱ(５􀆰１２),充分混匀

３０s.置于高速冷冻离心机中,４℃１２０００r/min离心５min.

１０􀆰１􀆰１􀆰５　吸取上层水相转移至新的１􀆰５mL灭菌离心管中,加入１􀆰５倍体积的无水乙醇(－２０℃预冷)
倒置数次混匀,置于－２０℃冰箱放置８h.

１０􀆰１􀆰１􀆰６　采用高速冷冻离心机,４℃１２０００r/min离心３０min,沉淀DNA,倾去上清液,室温晾干.

１０􀆰１􀆰１􀆰７　向DNA沉淀中加 TE缓冲液１００μL,待沉淀溶解,－２０℃冰箱保存备用.

１０􀆰１􀆰１􀆰８　可采用同等抽提效果的其他方法或商品化DNA提取试剂盒.

１０􀆰１􀆰２　反应体系

反应体系的配制应在洁净区完成.根据检测工作量需要配置１００份~１０００份反应预混液,１００份体

系组成见表１.加入除TaqDNA 聚合酶和模板以外的各项试剂,在冰盒上配制成套式 PCR 中第一轮

PCR的无酶大体积预混物,充分混匀,分装保存于－２０℃.临用前,加入相应体积的TaqDNA聚合酶,混
匀,按１份/支分装到０􀆰２mLPCR管中.反应前,加入相应体积的模板量,混匀.其中,２５μL体系加模

板量２􀆰５μL/反应管;５０μL体系加模板量５􀆰０μL/反应管;１００μL体系加模板量１０􀆰０μL/反应管.

表１　第一轮PCR反应预混液所需试剂组成

成分 ２５μL体系 ５０μL体系 １００μL体系 试剂终浓度

１０×PCR缓冲液(Mg２＋ ) ２５０􀆰０μL ５００􀆰０μL １０００􀆰０μL １×

３
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表１ (续)

成分 ２５μL体系 ５０μL体系 １００μL体系 试剂终浓度

dNTPs(各１０mmol/L) ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ２００􀆰０μL ０􀆰２mmol/L
引物F１(１０μmol/L) ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ２００􀆰０μL ０􀆰２μmol/L
引物 R１(１０μmol/L) ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ２００􀆰０μL ０􀆰２μmol/L

蒸馏水 １８２５μL ３６５０μL ７３００μL —

TaqDNA聚合酶(５U/μL) ２５􀆰０μL ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ０􀆰０５U/μL
１００份反应预混物总体积 ２２５０μL ４５００μL ９０００μL —

１０􀆰１􀆰３　扩增程序

利用普通PCR仪进行PCR扩增,设置扩增程序如下:９４℃预变性４min;９４℃变性３０s,６０℃退火

３０s,７２℃延伸１min,３０次循环;７２℃延伸１０min,４℃保温.

１０􀆰１􀆰４　琼脂糖电泳

配制１％~２％的琼脂糖凝胶并加入核酸染料,待胶凝固后置于含有１×电泳缓冲液的水平电泳仪中,
取５μLPCR扩增产物与１μL６×上样缓冲液混匀后加入加样孔中,同时取５μLDNA分子质量标准溶液

加入加样孔中,５V/cm 电压下电泳约０􀆰５h,电泳结束,在凝胶成像仪下观察.

１０􀆰２　第二轮PCR
在凝胶成像仪下,若看不到特异的 DNA 条带,取５μL产物做模板;若看到特异的 DNA 条带,将

DNA扩增产物按１∶(１００~１０００)稀释,取５μL稀释后产物做模板;反应体系按１０􀆰１􀆰２规定的步骤配

制,１００份体系组成见表２;按１０􀆰１􀆰３规定的程序进行扩增;按１０􀆰１􀆰４规定的步骤进行琼脂糖电泳.反应

前,加入相应体积的模板量,混匀.其中,２５μL体系加模板量２􀆰５μL/反应管;５０μL体系加模板量５􀆰０

μL/反应管;１００μL体系加模板量１０􀆰０μL/反应管.

表２　第二轮PCR反应预混液所需试剂组成

成分 ２５μL体系 ５０μL体系 １００μL体系 试剂终浓度

１０×PCR缓冲液(Mg２＋ ) ２５０􀆰０μL ５００􀆰０μL １０００􀆰０μL １×
dNTPs(各１０mmol/L) ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ２００􀆰０μL ０􀆰２mmol/L
引物F２(１０μmol/L) ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ２００􀆰０μL ０􀆰２μmol/L
引物 R２(１０μmol/L) ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ２００􀆰０μL ０􀆰２μmol/L

蒸馏水 １８２５μL ３６５０μL ７３００μL —

TaqDNA聚合酶(５U/μL) ２５􀆰０μL ５０􀆰０μL １００􀆰０μL ０􀆰０５U/μL
１００份反应预混物总体积 ２２５０μL ４５００μL ９０００μL —

１０􀆰３　套式PCR检测结果判定

１０􀆰３􀆰１　检测成立的条件

若阳性对照第一轮PCR后在３８３bp处有扩增条带,且第二轮PCR后在３２０bp处有扩增条带,阴性对照

第一轮PCR后在３８３bp和第二轮PCR后在３２０bp处均无扩增条带,空白对照无任何条带,则检测有效.

１０􀆰３􀆰２　结果判定

若待检测样品第一轮PCR后在３８３bp处有条带;或第一轮PCR后在３８３bp处无条带,但第二轮

PCR后在３２３bp处有条带,则判定为套式PCR检测核酸阳性.
若待检测样品第一轮PCR后在３８３bp处无条带,且第二轮PCR后在３２３bp处无扩增条带,则判定

为套式PCR检测核酸阴性.

１０􀆰３􀆰３　序列分析

对核酸阳性样品的PCR产物进行测序,测序结果与C􀆰１参考序列一致性＞９８％,则判断套式PCR检

测结果为鲑肾杆菌核酸阳性.

１１　综合判定

１１􀆰１　疑似判定

４
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符合以下任何一项,判定为疑似病例:
———表现出典型的临床症状;
———组织印片检查为疑似;
———套式PCR检测核酸阳性.

１１􀆰２　阳性判定

套式PCR检测为鲑肾杆菌核酸阳性,且符合以下任何一项,判定为确诊病例:
———表现出典型的临床症状;
———组织印片检查为疑似.

１１􀆰３　阴性判定

未表现出典型的临床症状,且套式PCR检测为鲑肾杆菌核酸阴性的,判定为BKD阴性.

５
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附　录　A
(规范性)

试剂及其配制

A􀆰１　革兰氏染色液

A􀆰１􀆰１　结晶紫溶液

结晶紫 ２g
９５％乙醇　 ２０mL
将二者混合,充分溶解后装入试剂瓶内备用.

A􀆰１􀆰２　草酸铵溶液

草酸铵　　　　 ０􀆰８g
蒸馏水　　　　　　　 ８０mL
将二者混合,充分溶解后装入试剂瓶内备用.
结晶紫和草酸铵分别配制,在使用前２４h将二者混合,过滤后装入试剂瓶内备用.

A􀆰１􀆰３　碘液

碘　　 １g
碘化钾　　　 ２g
蒸馏水　　 ３００mL
将碘与碘化钾混合并研磨,加入少量蒸馏水,使其逐渐溶解,然后研磨,继续滴加蒸馏水至完全溶解,

最后补足水量.

A􀆰１􀆰４　脱色液

９５％乙醇

A􀆰１􀆰５　复染液(储存液)
番红　 ２􀆰５g
９５％乙醇　　 １００mL
复染液应用液:取１０mL储存液,加入９０mL蒸馏水.

A􀆰２　CTAB溶液

NaCl　 ８􀆰１９g
EDTA　　　　 ０􀆰７４４g
Tris　　　　 １􀆰２１g
浓 HCl　　　 ０􀆰２５mL~０􀆰３mL
配制时在６０mL水中依次加入上述试剂,调整pH 为７􀆰５~８􀆰０,再加入CTAB２􀆰０g,搅拌待完全溶

解后,定容至１００mL.
使用前,加巯基乙醇至终浓度为０􀆰２５％.

A􀆰３　抽提液Ⅰ

１mol/LTris饱和酚∶氯仿∶异戊醇按体积比２５∶２４∶１的比例混合,密闭避光保存.

A􀆰４　抽提液Ⅱ

氯仿∶异戊醇按体积比２４∶１的比例混合,密闭避光保存.
６
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A􀆰５　TE缓冲液(pH８􀆰０)

１mol/LTris􀅰HCl(pH８􀆰０)　　１０mL
０􀆰５mol/LEDTA(pH８􀆰０)　　 ２mL
加水定容至　 １０００mL
高压灭菌(１２１℃,１５min),４℃储存.

A􀆰６　５×电泳缓冲液

Tris ５４g
硼酸　　　 ２７􀆰５g
EDTA　　 ２􀆰９２２g
水　　　　 １０００mL
用５mol/L的 HCl调到pH 为８􀆰０.

A􀆰７　６×上样缓冲液

蔗糖 ４０g
加水溶解,定容至　　　　　 １００mL
溴酚蓝　 ０􀆰２５g
溶解后,４℃保存.

７



SC/T７２４５—２０２５

附　录　B
(资料性)

细菌性肾病(BKD)

B􀆰１　疾病描述

细菌性肾病(BKD)是由鲑肾杆菌(Renibacteriumsalmoninarum)引起的鲑科鱼类疾病,是一种典型

的慢性传染病.因其危害性较大,曾被列入世界动物卫生组织必须申报疫病.２０２２年,被农业农村部列

入«一、二、三类动物疫病病种名录»中的三类水生动物疫病.

B􀆰２　病原

鲑肾杆菌,是革兰氏阳性杆菌中肾杆菌属的唯一种,属细胞内寄生菌.肾杆菌为形状规则的短杆菌,
菌体大小在(０􀆰３μm~１􀆰０μm)×(１􀆰０μm~１􀆰５μm),常成双排列,有时呈短链状;无荚膜;是鲑科鱼类的

专性病原菌.

B􀆰３　流行特点

该病多呈较长的潜伏期,从感染到死亡需要较长的时间.水温在４℃~２０℃均可发病,但７℃以下

不易发病,１８℃以上时的死亡率明显降低.病原可感染鲑科鱼类,尤其是大麻哈鱼(Oncorhynchusketa).
可通过精、卵垂直传播.

B􀆰４　地理分布

２０世纪３０年代,美国首次报道褐鳟(Salmotrutta)、虹鳟(Oncorhynchusmykiss)和红点鲑(SalveliＧ
nusleucomaenis)中发生BKD.此后,在加拿大、智利、英国、法国、德国、冰岛、意大利、西班牙、南斯拉夫

等地养殖的１４种鲑科鱼类均发生了BKD,给当地鲑科鱼类养殖业造成了巨大的损失.我国于２０１５年首

次报道.

B􀆰５　解剖后临床症状

患病鱼肾脏出现直径２mm~４mm 白色肉芽肿,见图B􀆰１;严重时,肝脏、脾脏中也出现白色肉芽肿,
见图B􀆰２和图B􀆰３.

标引序号说明:

１———白色肉芽肿.

图B􀆰１　患病鱼肾脏白色肉芽肿

８
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标引序号说明:

１———白色肉芽肿.

图B􀆰２　患病鱼肝脏白色肉芽肿

标引序号说明:

１———白色肉芽肿.

图B􀆰３　患病鱼脾脏白色肉芽肿

９
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B􀆰６　组织印片检查

取患病鱼病变肾脏组织印片,革兰氏染色,观察到大量革兰氏阳性小短杆菌,且常成对或短链状排列

并能呈现出多形性的特点,见图B􀆰４.

标引序号说明:

１———革兰氏阳性小短杆菌.

图B􀆰４　肾脏组织印片中大量革兰氏阳性小短杆菌

０１
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附　录　C
(资料性)

套氏PCR扩增序列及引物位置

C􀆰１　套式PCR扩增序列及引物位置(含有第一轮PCR３８３bp,第二轮３２０bp)

１　　 AGCTTCGCAAGGTGAAGGGAATTCTTCCACTTCAACAGTACAAGGCTTCAGCA GTGTTAA

　　　　　　　　　F１　　　　　　　　　
→

　　　　　　　　　　　F２　　　　　　　　　　　
→

６１ CATTTTTCAACAGGGTGGTTATTCTGCTTCTTTCACGAGTTAAGGCCTGACGGGACCTCC
１２１ AGCGCCGCAGGAGGACCAGTTGCAGCTGGTGGCTCTTATAGTTCTGGTGATTTAGGTAAA
１８１ AAGGGCTTCGAAGACGGAGATCTTGTTGTTCCCGTAGTAAACGCGGTTTTTGGAAATGAG
２４１ CAAAAAGGAAGCTCCTTTGTTTATAACAAAGATGGTCCTGCCAAGGAACTGAAAGTCTGG

３０１ GGGACGACTCTAAACGTAGGT TTCGGGTGTAACGATAATGCGCCATCCCCAATGGGATGT

　　　　　　　　　　　R２　　　　　　　　　　
→

３６１GGCCCGGCAAATAAACCTGTTGC
　　　

　　　　　　　　R１　　　　　　　　
→

注:划线处为引物位置,依次是F１、F２、R２、R１.

１１


