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摘要    变形假单胞菌(Pseudomonas plecoglossicida)是大黄鱼内脏白点病的主要致病菌。核酸适配

体, 因其亲和力高、特异性好等多个优点, 在微生物检测等多个领域都有较好的应用前景。以变形假

单胞菌为靶目标, 采用 SELEX筛选方法, 从高频序列中筛选获得了变形假单胞菌的 5个核酸适配体, 

测定了这些核酸适配体对变形假单胞菌的亲和特异性及其亲和常数(Kd)和最大亲和力(Am), 并对其

二级结构进行了分析研究。结果表明, 这 5 个核酸适配体对变形假单胞菌的亲和力是其他非目标菌

(嗜水气单胞菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、大肠杆菌、迟钝爱德华氏菌、铜绿假单胞菌)的 10倍以上, 

体现出了较好的亲和特异性。测定了 5 个核酸适配体(#1、#2、#3、#4、#5)的 Kd和 Am, 相应的 Kd

值分别为(25.77±6.11)、(7.14±1.86)、(19.59±3.01)、(83.22±22.45)、(34.31±8.76) nmol/L, Am值分别为

(789.23±38.46)、(1392.27±58.03)、(3012.50±106.19)、(1457.99±171.32)、(1070.91±70.16) nmol/L。二

级结构模拟发现核酸适配体对靶标的结合能力可能主要与其二级结构中的大中型环有关。相关研究

对于变形假单胞菌的快速检测及其病害防控都具有重要意义。 

关键词    变形假单胞菌; 核酸适配体; 亲和常数; 最大亲和力; 二级结构 

中图分类号    Q939; S917.1      doi: 10.11693/hyhz20220700194 

变形假单胞菌 (Pseudomonas plecoglossicida)属

于假单胞菌科, 假单胞菌属, 杀香鱼假单胞菌种, 是

一种直或微弯、不呈螺旋状的革兰氏阴性杆菌(陈卓

等, 2018)。该菌广泛存在于土壤环境和自然水体中, 

能感染香鱼、大黄鱼、小黄鱼、虹鳟和黑鲷等多种鱼

类, 是一种常见的条件致病菌(胡娇等, 2014)。对其进

行快速的分析检测是其病害防控的前提和基础。目前

对变形假单胞菌的检测主要是采用基于其特定基因

的 PCR检测法(Izumi et al, 2007; 袁雪梅等, 2015; 周

涛等, 2015; 崔晓莹等, 2019), 该方法对仪器要求较

高, 检测操作相对复杂, 难以实现现场的快速检测。 

核酸适配体(Aptamer)是通过指数富集配体的系

统进化技术(Systematic Evolution of Ligands by 

Exponential Enrichment), 即 SELEX 技术, 筛选出的 

对靶目标具有较高亲和特异性的寡核苷酸分子(李亚

楠等, 2017)。核酸适配体具有茎、环、凸起、发夹、

假结、三链体或四链体等复杂的三维结构, 使其可以

很好地结合细菌、糖类、肽类、抗生素和蛋白质等多

种靶目标(Reining et al, 2013; 杨歌等, 2020)。同时, 

它还具有分子量小、结构简单, 易修饰、稳定性高、

组织渗透率高等优点(Muhammad et al, 2021), 在微

生物检测、生物传感、医学诊断等多个领域得到广泛

应用(Crooks, 2014; Zheng et al, 2015b; Hu et al, 2016; 

Beloborodov et al, 2018; Cheung et al, 2018; Feng et al, 
2018; Du et al, 2022; Pandit et al, 2022)。 

本文以变形假单胞菌为靶目标, 通过 SELEX 筛

选、高通量测序、亲和特异性的验证等过程获得能特

异性结合变形假单胞菌的核酸适配体 , 并对其亲和



584 海   洋   与   湖   沼 54卷 

 

常数和最大亲和力进行了测定 , 对其二级结构进行

了模拟分析 , 相关研究将为变形假单胞菌的检测及

其病害防控奠定重要的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  随机 ssDNA文库和引物    随机 ssDNA文库

序列为 5′-TCAGTCGCTTCGCCGTCTCC TTC(N35) 

GCACAAGAGGGAGACCCCAGAGGG-3′, 中 间 的

N35是 35个随机碱基, 文库总长度为 82 nt。不对称

PCR 的上游引物 P1: 5′-TCAGTCGCTTCGCCGTCT 

CCTTC-3′; 下游引物 P2: 5′-CCCTCTGGGGTCTCC 

CTCTTGTGC-3′。随机 ssDNA 文库和引物均由上海

生工生物工程有限公司(简称上海生工)合成。 

1.1.2  实验用菌和培养基    实验中用到的变形假

单胞菌(P. plecoglossicida)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas 

aeruginosa)、大肠杆菌(Escherichia coli)、溶藻弧菌

(Vibrio alginlyticus)、哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)、迟

钝爱德华氏菌 (Edwardsiella tarda)、嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila)均来自集美大学病原微生物

实验室鉴定并提供。其中变性假单胞菌、铜绿假单胞

菌和大肠杆菌用 LB培养基培养, 其他菌则用 TSB培

养基培养。 

1.1.3  缓冲液    20×结合缓冲液(pH 7.4, 100 mL): 

将 NaCl 5.844 g、KCl 3.725 g、Tris-HCl 6.06 g、

MgCl2·6H2O 2.033 g全部溶于超纯水中, 100 mL定容, 

调节 pH至 7.4, 使用时用无菌超纯水稀释为 2×和 1×

结合缓冲液 ; TE 缓冲溶液 (pH 8.0, 100 mL): 取

1 mol/L Tris-HCl 1 mL、0.5 mol/L EDTA 0.2 mL混合

均匀, 定容至 100 mL, 调节 pH至 8.0。 

1.2  SELEX筛选 

将 100 μL、2 μmol/L的随机 ssDNA文库, 95 °C

金属浴加热 5 min, 4 °C 冰浴 10 min 后 , 与 1× 

108 CFU/mL的变形假单胞菌 100 μL混合, 在 28 °C

下 100 r/min摇床孵育结合 2 h, 然后 6 000 r/min离心

5 min, 用 200 μL的 1×结合缓冲溶液洗涤 1次, 洗去

不与目标菌变形假单胞菌结合的 ssDNA, 6 000 r/min

离心 5 min后弃上清, 用 100 μL的 1×结合缓冲溶液

重悬菌沉淀 , 此时得到的菌悬液就是含有结合

ssDNA 的变形假单胞菌。将上述菌悬液 95 °C 加热

5 min, 冷却至室温后 12 000 r/min离心 10 min, 取上

清液 , 此时上清液中就是筛选获得的能与变形假单

胞菌结合的 ssDNA。以筛选出的 ssDNA 为模板, 进

行不对称 PCR反应, 25 μL的反应体系如下: 2 μL的

引物 P1 (10 μmol/L), 2 μL 的引物 P2 (0.2 μmol/L), 

4 μL的模板(ssDNA)、12.5 μL的 2×Super Pfr Master 

Mix (PCR缓冲预混体系)、4.5 μL的 ddH2O; 反应参

数为: 98 °C预变性 3 min, 98 °C变性 10 s, 60 °C退火

30 s, 75 °C延伸 15 s, 共 30个循环, 最后 72 °C延伸

5 min, 4 °C保温。此为第一轮筛选。得到 PCR产物

即为筛选产物, 也是下一轮筛选的初始文库。 

之后按上述步骤再进行 6轮筛选。其中在第 6轮

和第 7轮依次加入 100 μL、1×108 CFU/mL的铜绿假

单胞菌、大肠杆菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、迟钝爱

德华氏菌和嗜水气单胞菌等非目标菌进行反筛, 第 6

轮非目标菌和目标菌都与筛选文库结合 1 h, 第 7 轮

时非目标菌与筛选文库要结合 2 h, 而目标菌与筛选

文库结合时间则缩短至 30 min, 反筛过程中, 保留上

清, 弃去含有非目标菌的菌沉淀。最后将总共 7轮的

PCR 产物送上海生工公司进行高通量测序, 然后对

测序序列进行统计分析 , 重点选择测序结果中出现

次数大于等于 2次的高频序列进行分析研究。 

1.3  核酸适配体亲和力的测定 

参考彭英林等(2020)方法进行测定 , 具体如下 : 

将 100 μL、2 μmol/L的核酸适配体 95 °C金属浴加热

变性 5 min, 再 4 °C冰浴 10 min, 然后和 100 μL、

5×108 CFU/mL 的变形假单胞菌混合 , 作为实验组; 

另外, 用 100 μL 的 2×结合缓冲液代替核酸适配体, 

和 100 μL、5×108 CFU/mL的变形假单胞菌混合, 作

为对照组。每组 3 个平行。实验组和对照组一同在

28 °C、100 r/min摇床孵育 30 min。然后 6 000 r/min

离心 5 min, 用 1×结合缓冲溶液洗涤菌沉淀 1次, 再

用 100 μL 1×结合缓冲溶液重悬菌沉淀。将上述实验

组和对照组均放置于金属浴中, 95 °C加热 5 min, 恢

复室温后 15 000 r/min离心 10 min, 取上清用超微量

分光光度计测定实验组和对照组的 ssDNA 值, 该核

酸适配体对变形假单胞菌的亲和力=实验组 ssDNA

值-对照组 ssDNA值。 

1.4  核酸适配体对变形假单胞菌的亲和特异性 

按 1.3 亲和力的测定方法, 分别测定不同核酸适

配体对目标菌变形假单胞菌和非目标菌(铜绿假单胞

菌、大肠杆菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、迟钝爱德华

氏菌和嗜水气单胞菌)的亲和力, 进而获得各核酸适

配体对变形假单胞菌的亲和特异性。 

1.5  核酸适配体亲和常数 Kd和最大亲和力 Am的测定 

先用 2×结合缓冲溶液将 10 μmol/L的核酸适配体 
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分别稀释至 10、20、40、60、80、100、120、140、

200、250和 300 nmol/L。各取 100 μL各个浓度的核

酸适配体于 95 °C 金属浴加热变性 5 min, 冰浴

10 min后, 与 100 μL、5×108 CFU/mL的变形假单胞

菌混合, 作为实验组; 另将 100 μL 的 2×结合缓冲液

和 100 μL、5×108 CFU/mL的变形假单胞菌混合, 作

为对照组。每组 3个平行。后续操作按照 1.3的亲和

力测定方法进行孵育结合、离心、洗涤、重悬、测定

ssDNA 值, 最后得到相应浓度的核酸适配体的亲和

力=实验组 ssDNA值-对照组 ssDNA值。根据核酸适

配体的分子量将亲和力的单位统一成 nmol/L, 然后

以核酸适配体的浓度为横坐标 , 以核酸适配体的亲

和力为纵坐标, 参考 Zheng 等(2015a)的方法, 采用

Origin 软件进行非线性拟合 , 拟合函数为双曲线函

数 hyperbl, 曲线公式为 

Y = Am * X / (Kd+X),            (1) 
式中, Y 表示亲和力, X 表示核酸适配体的摩尔浓度, 

根据拟合方程即可得到 Kd值和 Am值。 

1.6  核酸适配体的二级结构模拟 

参考许净等(2021)的方法进行核酸适配体二级

结构的模拟。通过 RNAstructure网站(http://rna.urmc. 

rochester.edu/RNAstructureWeb/)进行在线预测, 选择

核酸类型为 DNA, 其他参数为默认值, 选择最大可

能性的二级结构, 即MaxExpect二级结构作为各核酸

适配体序列的二级结构。 

1.7  统计分析 

采用 t-检验函数进行组间的差异分析 , 其中

P<0.05为显著差异, P<0.01为极显著差异。 

2  结果 

2.1  核酸适配体候选序列的选择 

如表 1所示, 7轮筛选产物经高通量测序后, 对测

序结果中出现 2次以上的高频序列进行统计, 结果表

明, 随着筛选进行, 高频序列的数量和占比都在逐步

上升, 说明具有高亲和力、高竞争力的高频序列在逐

步富集。7轮筛选共得到了 707条高频序列。表 2列

出了 7轮筛选中出现轮数最多、总的出现次数最多的

15 个高频序列。由于高频序列众多, 无法全部验证, 

因此, 研究中选择其中 5个高频序列(#1、#2、#3、#4、

#5)进行亲和特异性验证, 其中#1、#2 是全部 7 轮筛

选中都出现的高频序列, #4、#5则是出现了 6轮而且

是 6轮中出现次数最多的两个序列, #3则是序列长度

最短且是相同长度下出现次数最多的高频序列。 

表 1  筛选过程中高频序列的数量和占比 
Tab.1  Quantity and proportion of high-frequency sequences 

during selection 

筛选轮数 总序列数/个 高频序列数/个 占比/%

1 84 993 2 0.002 

2 99 493 89 0.089 

3 62 576 105 0.168 

4 85 100 111 0.130 

5 87 527 143 0.163 

6 47 211 375 0.794 

7 49 918 489 0.980 

 

表 2  出现轮数和总出现次数排前 15 的高频序列 
Tab.2  Top 15 high-frequency sequences of selection rounds and total numbers of occurrences 

顺序 名称 中间序列(5′~3′) 总出现次数 出现轮数 

1 #1 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAGTGGACT 85 763 7 

2 #2 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAGTGTACT 120 7 

3 #4 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAGTAGACT 549 6 

4 #5 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAGTGAACT 535 6 

5 #13 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAATGGACT 519 6 

6 #7 AGCGGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAGTGGACT 411 6 

7 #28 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGACCACAGTGGACT 387 6 

8 #8 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAGAGCCACAGTGGACT 370 6 

9 #16 AGCGGGATGAGGGAGTAGGAAGGCCACAGTGGACT 352 6 

10 #52 AGCGGGATGATGGAGTAGGAGGGCCACAGTGGACT 332 6 

11 #3 AGCCGGGGTGGTCAGTAGGAGCA 331 6 

12 #10 AGCGGGATGAGGGAGTAGAAGGGCCACAGTGGACT 273 6 

13 #6 AGCGGGATGAGGGAGTAAGAGGGCCACAGTGGACT 270 6 

14 #9 AAGCGGGATGAGGGAGTAGGAGGGCCACAGTGGACT 270 6 

15 #18 AGCGGGATGAGGGGAGTAGGAGGGCCACAGTGGACT 247 6 
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2.2  核酸适配体的亲和特异性研究 

五个核酸适配体(#1、#2、#3、#4、#5)对目标菌

变形假单胞菌(Pp), 以及非目标菌嗜水气单胞菌(Ah)、

溶藻弧菌(Va)、哈维氏弧菌(Vh)、大肠杆菌(Ec)、迟

钝爱德华氏菌(Et)、铜绿假单胞菌(Pa)的亲和力如图 1

所示。由图 1可以看出, 这些适配体对变形假单胞菌

的亲和力均极显著高于其他菌(P<0.01), 对变形假单

胞菌的平均亲和力都是其他菌的 10倍, 表明这些适

配体均对变形假单胞菌有较好的亲和特异性。比较

而言, #3 核酸适配体的亲和力更高, 特异性也相对

更好些。 

2.3  核酸适配体亲和常数 Kd和最大亲和力 Am的测定 

五个核酸适配体的 Kd和 Am如表 3, 相应的饱和

曲线如图 2。从中可以看出, 各适配体对变形假单胞

菌均有较好的结合能力。其中, Kd最小, 结合能力最

强的是#2 核酸适配体, 但其 Am只处于中间; Am最高

的是#3 核酸适配体, 而且其 Kd 排第二, 因此最终体

现出的是#3核酸适配体的表观亲和力最高。 

 

图 1  核酸适配体对变形假单胞菌的亲和特异性 
Fig.1  Affinity and specificity of aptamers against P. plecoglossicida 

注: Pp: 变形假单胞菌; Ah: 嗜水气单胞菌; Va: 溶藻弧菌; Vh: 哈维氏弧菌; Ec: 大肠杆菌; Et: 迟钝爱德华氏菌; Pa: 铜绿假单胞菌; 图中

**表示适配体对该菌的亲和力达到极显著水平(P<0.01) 

 
表 3  核酸适配体对变形假单胞菌的亲和常数 Kd 和最大

亲和力 Am 
Tab.3  Affinity constants and maximum affinities of aptamers 

against P. plecoglossicida 

适配体 亲和常数 Kd/(nmol/L) 最大亲和力 Am/(nmol/L) 

#1 25.77±6.11 789.23±38.46 

#2 7.14±1.86 1 392.27±58.03 

#3 19.59±3.01 3 012.50±106.19 

#4 83.22±22.45 1 457.99±171.32 

#5 34.31±8.76 1 070.91±70.16 

 

2.4  核酸适配体的二级结构 

5个核酸适配体的二级结构中均含有多个不同大

小的闭合环状结构(如图 3)。表 4 对这些闭合环进行

了总结分析, 可以发现, 每个适配体都含有 4~5 个闭

合环, 每个环由 6~26 核苷酸组成, 根据环中的核苷

酸数量可以把这些环大致分为三种: 小型环(由 8 个

以下核苷酸构成)、中型环(由 9~21 个核苷酸构成)和

大型环(由 22 个以上的核苷酸构成)。5 个适配体中, 

每个适配体都有 3 个小型环, 其次是中型环, 只有

#1、#2、#5 这三个适配体有, 大型环则只有#3、#4

适配体有。已知各适配体的亲和常数的大小依次为: 

#4>#5、#1、#3>#2, 表明各适配体对靶标的结合能力

依次增强。由于这 5个适配体都有 3个小型环, 这些

适配体对靶标结合能力的差异似乎与小型环关系不

大, 而可能主要取决于适配体中的中大型环。当然, 

这个结合能力还取决于与适配体相互作用的蛋白 , 

中大型环可能是适配体上主要参与互作的结构。 

3  讨论 

高通量测序得到的序列有成千上万条, 90%以上

的序列都是出现 1次的非高频序列, 从这些非高频序

列中挑选亲和力高的候选适配体序列需要进行大量

的验证实验, 不仅费时、费力, 验证成本也非常高。

高频序列都是在筛选进化中具有竞争优势的序列 , 

不仅数量少, 只占总序列的 10%不到, 而且大概率是

对靶目标有较好亲和力的核酸适配体序列(郑江等 , 

2014, 2022), 因此从高频序列中挑选核酸适配体的候

选序列进行验证研究, 将能大大节约时间和成本, 提

高筛选的效率。 
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图 2  变形假单胞菌各个核酸适配体的亲和常数饱和曲线 
Fig.2  Saturation curve of the affinity constant of each aptamer of P. plecoglossicida 

 
随着筛选进行 , 每轮高频序列的数量和占比不

断增加, 这很可能是因为在筛选竞争中, 在总序列中

占比 90%以上的、大量亲和力弱的非高频序列逐渐被

淘汰 , 而亲和力强的非高频序列则逐渐进化为高频

序列, 从而导致含有大量核酸适配体的、有较高亲和

力的高频序列在筛选竞争中逐渐占据优势。因此, 出

现轮数较多、出现次数较多的序列则大概率也是竞争

力较高、亲和力较高的序列, 从这些序列中挑选核酸

适配体将有较高的成功率。亲和特异性的验证结果也

表明, 出现轮数和次数较多的 5个高频序列都是亲和

特异性较好的核酸适配体。 

亲和常数 Kd和最大亲和力 Am是表征核酸适配体

亲和力的重要参数, 其他条件相同的前提下, Kd越低, 

Am 越大, 相应的表观亲和力也越大。Kd 反映的是与

靶目标的结合能力, Am 反映的是能与靶目标结合的

最大数量。从目前已有的报道看, 病原菌核酸适配体 
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图 3  核酸适配体二级结构模拟图 
Fig.3  Simulant secondary structures of the aptamers 

 

表 4  核酸适配体二级结构中环的数量、大小及其亲和

常数  
Tab.4  The numbers and sizes of the rings in secondary 

structures of aptamers and their affinity constants 

核酸适 

配体 

环的 

数量 

各个环的核苷 

酸数量 
亲和常数 

Kd/(nmol/L) 

#1 5 6、8、8、9、10 25.77±6.11 

#2 4 6、7、8、12 7.14±1.86 

#3 4 6、7、7、22 19.59±3.01 

#4 4 6、6、8、26 83.22±22.45 

#5 4 6、7、8、12 34.31±8.76 

注: 粗体数字表示中大型环 

的Kd大多介于 10~300 nmol/L之间(Savory et al, 2014; 

Soundy et al, 2017; 郑江等, 2022)。其中, 同为假单胞

菌属的铜绿假单胞菌, 其核酸适配体的 Kd 介于 10~ 

60 nmol/L, 最低为(12.5±2.4) nmol/L (Du et al, 2022)。

本研究筛选到的变形假单胞菌的核酸适配体, 其 Kd

则介于 5~110 nmol/L, 与铜绿假单胞菌的基本处于同

一数量级, 但最低的#2 核酸适配体, 其亲和常数 Kd

可达(7.14±1.86) nmol/L, 比铜绿假单胞菌的还低, 说

明本研究筛选得到的核酸适配体 , 其亲和常数还是

较为理想的。目前有关最大亲和力 Am的数据报道较

少 , 很可能是因为通常情况下同一靶目标的不同适
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配体的 Am 差异不是太大, 对表观亲和力的影响不如

Kd大, 如本研究中 Am的最大差异不到 4 倍, 而 Kd的

最大差异达到了 11 倍以上, 因此 Kd的影响是决定性

的。但有研究发现, 对于一些 Kd差异不太大的核酸适

配体, 其 Am对表观亲和力的影响是不可忽略的(郑江

等, 2022)。因此, 研究中同时考虑 Kd和 Am对表观亲

和力的影响应该是比较稳妥和全面的。 

研究中还发现, 长度最短、分子量最小的#3核酸

适配体, 其Am是 5个核酸适配体中最大的, 是其他核

酸适配体 Am的 2~4 倍, 而且其 Kd也较低, 排在第二

位, 因此最终#3核酸适配体的表观亲和力是最高的。

有研究表明, 核酸适配体被截短后, 亲和力会明显提

高(Zheng et al, 2015a), 在鳗弧菌核酸适配体的研究

中也发现, 序列最短的 H1 适配体, 其亲和常数 Kd值

也是最低的(郑江等, 2022), 因此, 序列较短、分子量

较小的核酸适配体 , 可能在与靶目标的结合中有一

定优势, 不过这一判断还需进一步研究确认。 

核酸适配体的二级结构等空间结构是其与靶目

标特异性结合的基础(汤学敏等, 2012), 因此研究核

酸适配体的二级结构特点 , 对于研究其与靶目标的

特异性结合机制具有重要意义。有研究表明, 核酸适

配体中环的大小是与其互作蛋白的空间结构域是相

匹配的(郑江等, 2022)。有研究发现适配体二级结构

中的不同环区可以联合参与靶标的识别与结合 , 两

个颈环的适配体要比一个颈环的适配体有更好的稳

定性和亲和特异性(Bhardwaj et al, 2019)。本研究则表

明, 核酸适配体二级结构中存在多个大小不同的环, 

其中的中大型环可能与适配体的结合能力密切相关。 

4  结论 

通过 SELEX 筛选获得了变形假单胞菌的 5 个核

酸适配体(#1、#2、#3、#4、#5), 这 5 个核酸适配体

对变形假单胞菌的亲和力显著高于嗜水气单胞菌、铜

绿假单胞菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、大肠杆菌、迟

钝爱德华氏菌等非目标菌 (P<0.01), 是非目标菌的

4~11倍。其中, #3核酸适配体的表观亲和力更高, 特

异性也更好。测定了 5 个核酸适配体(#1、#2、#3、

#4、#5)的亲和常数 Kd和最大亲和力 Am。并对其二级

结构进行了分析研究 , 发现二级结构含有多个大、

中、小型的闭合环, 推测其中的大、中型环可能与适

配体的结合能力密切相关。 
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SELECTION OF APTAMERS OF PSEUDOMONAS PLECOGLOSSICIDA BY SELEX 

LIN Xiao-Jun1, 2,  XU Jing1,  ZHENG Jiang1, 2,  YAN Qing-Pi1,  GAO De-Ji1,   
FAN Yun-Ting1,  HUANG Jiang-Yuan1 

(1. Fisheries College of Jimei University, Xiamen 361021, China; 2. Engineering Research Center of the Modern Technology for Eel 
Industry, Ministry of Education, Xiamen 361021, China) 

Abstract    Pseudomonas plecoglossicida is the main pathogen of visceral white spot disease in large yellow croaker. 

Aptamer shows good application prospects in microbial detection due to many advantages such as high affinity and good 

specificity. Five aptamers of P. plecoglossicida were selected from the high-frequency sequences by SELEX. The affinities 

of the five aptamers towards P. plecoglossicida were more than 10 times those of the non-target bacteria (Aeromonas 

hydrophila, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi, Escherichia coli, Edwardsiella tarda and Pseudomonas aeruginosa), 

which proved that the aptamers had good affinities and specificities. The affinity constants (Kd) and maximum affinities 

(Am) of the five aptamers (#1, #2, #3, #4, #5) were determined, and their Kd were (25.77±6.11), (7.14±1.86), (19.59±3.01), 

(83.22±22.45), (34.31±8.76) nmol/L, respectively, and their Am were (789.23±38.46), (1 392.27±58.03), (3 012.50±106.19), 

(1 457.99±171.32), and (1 070.91±70.16) nmol/L, respectively. Finally, the secondary structures of the aptamers were 

analyzed. It was found that the binding ability of aptamer with its target was related mainly to the large and medium rings 

in the secondary structure. The relative researches shall have important significance for the rapid detection of P. 

plecoglossicida and the control of disease caused by the pathogen. 

Key words    Pseudomonas plecoglossicida;  aptamer;  affinity constant;  maximum affinity;  secondary structure 

 


