
 

多子小瓜虫 PCR 和 SYBR Green 实时荧光定量 PCR
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摘要：为克服现有小瓜虫病的显微镜检和 PCR诊断等方法在该寄生虫的感染早期阶段和
环境样本检测中存在的缺陷，建立特异性强、灵敏度高的多子小瓜虫 PCR检测方法，实
验根据多子小瓜虫线粒体 COⅠ序列设计和筛选了一对引物，经过 PCR程序优化、特异性、
灵敏性验证以及临床和环境样品检测分析，分别建立了普通 PCR和荧光定量 PCR检测方
法。结果显示，本研究获得的检测引物对多子小瓜虫有较高的扩增特异性，对同属纤毛虫
类的草履虫、四膜虫和肠袋虫以及常见养殖鱼类宿主异育银鲫、草鱼、尼罗罗非鱼和团头
鲂等样本均无扩增；扩增特异性和灵敏度都优于文献报道的方法。其中，普通 PCR最低
检测的样本浓度为掠食体 2.67个/μL，荧光定量 PCR在掠食体 0.02个/μL时依然能有效检
出，荧光定量 PCR检测灵敏度高于普通 PCR。研究表明，在临床样本和养殖水环境样本
检测应用中，基于该引物的两种 PCR方法表现出很高的一致性，能有效检出潜伏感染鱼
体和养殖水环境中的多子小瓜虫。本研究所建立的多子小瓜虫的检测方法特异性强、灵敏
度高，适用于淡水养殖中小瓜虫病的早期诊断和病原体的检测。
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多子小瓜虫 (Ichthyophthirius  multifiliis)是一

种常见的淡水鱼类寄生纤毛虫 [1]，其几乎没有宿

主专一性，可以感染绝大多数淡水鱼类 [2]。当小

瓜虫感染侵入宿主皮肤等部位时，会刺激侵入部

位的周围上皮细胞增生，从而在皮肤、鳍条以及

鳃丝等部位出现大量肉眼可见的白点 [3]，因此小

瓜虫病也被称为“白点病”[2]。由于小瓜虫对宿主营

养的掠夺，病鱼常常瘦弱 [1, 4-5]；当虫体成熟离开

宿主时，会导致宿主体表、鳃丝出现大量创口，

严重破坏鱼体皮肤的屏障作用以及鳃丝的气体交

换功能，造成呼吸障碍并诱发细菌感染 [6]，最终

导致鱼类死亡[3-4]。小瓜虫病被我国农业农村部列

为水生动物三类疫病。

多子小瓜虫的生活史较为简单，大致可以分

为掠食体 (theront)期、滋养体 (trophont)期和包囊

(tomont)期。多子小瓜虫的掠食体 (虫体大小约

20~50 μm)与水体中浮游纤毛类相似，可以在水体

中自由游动，遇到鱼体后钻入鳃、皮肤或鳍条的
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上皮细胞间发育形成滋养体 [2]。滋养体摄取宿主

营养逐渐发育成熟，成虫 (大小 300~800 μm)钻出

表皮，沉入水底或附着于悬浮物上，虫体表面纤

毛逐渐消失，分泌透明胶质膜形成包囊。在适宜

水温 (15~25 °C)下包囊内虫体经多次二分裂生殖

产生数百掠食体释放到水体中，再次感染鱼体[2, 5]。

由于多子小瓜虫的掠食体与水体中浮游纤毛虫大

小和形态非常相似，常规显微镜检难以准确检测

养殖环境中的多子小瓜虫。从掠食体侵入鱼体到

出现典型的临床症状“白点”，通常需要 1周左右。

在此期间，由于滋养体个体微小，被感染鱼缺乏

典型临床症状，呈现隐性感染状态，及时准确的

显微镜检非常困难。因此，传统的显微镜检在小

瓜虫病的早期诊断和监测预警等方面存在严重不足。

PCR技术具有较高的灵敏性和特异性，被广

泛用于水生动物疾病的诊断与病原体检测。近年

来，在传统 PCR基础上又不断发展出巢式/半巢

式 PCR (nPCR)[7-8]、荧光定量 PCR (qPCR)[9-11] 和数

字 PCR (dPCR)[12-13] 等多种灵敏度高、特异性好的

检测方法。荧光定量 PCR利用荧光染料或探针与

DNA链结合后发出荧光的特性，实时检测扩增信

号，具有特异性强、灵敏度高、定量准确等优点[10]。

在开展多子小瓜虫检测过程中发现，目前文

献中的多子小瓜虫 PCR检测方法多数存在特异性

差或灵敏度低等方面缺陷。为了建立特异性强、

灵敏度高的多子小瓜虫 PCR检测方法，本研究基

于线粒体 DNA (mtDNA)上 COⅠ基因序列设计一

对新扩增引物，建立了普通 PCR和基于 SYBR染

料法的荧光定量 PCR检测方法，并验证分析了其

对临床样本和环境样本的应用效果。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

多子小瓜虫虫株来源于无锡市花鸟鱼虫市场

销售的金鱼，并通过实验室循环水养殖异育银鲫

(Carassius auratus gibelio)进行传代保存。草履虫

(Paramecium sp.)固定样本由本实验室保存。四膜

虫 (Tetrahymena sp.)和肠袋虫 (Balantidium sp.)固
定样本由中国科学院水生生物研究所馈赠。异育

银鲫、草鱼 (Ctenopharyngodon idella)、尼罗罗非

鱼 (Oreochromis  niloticus)和团头鲂 (Megalobrama
amblycephala)由中国水产科学研究院淡水渔业研

究中心南泉试验基地提供，分别解剖，剪取鳃丝

和肌肉样本，−20 °C保存备用。

刮取发病鱼的“白点”放入装有曝气自来水的

培养皿中，在体视镜 (尼康 SMZ18)下吸除黏液和

杂质，将滋养体转入 50 mL离心管，避光条件下

23 °C过夜培养，可得含小瓜虫掠食体的虫液。吸

取虫液在显微镜下计数计算掠食体的浓度。用于

提取基因组 DNA的掠食体通过 12  000  r/min离

心 5 min浓缩，调整虫液浓度至 50 μL，含有约

10 000个虫体。

多子小瓜虫感染潜伏期鱼和发病鱼的组织样

本由实验室人工感染获得。孵化出的掠食体按

5 000个/尾与健康异育银鲫在 3 L曝气自来水中共

置 3 h，转入 150 L水缸中继续养殖，24 h后采集

潜伏期鱼组织样本，7 d后体表出现大量白点时采

集发病鱼组织样本。鱼体采样时，采用 MS-222
麻醉，剪取约 5 mg鳃丝样本于 1.5 mL灭菌 EP管

中，−20 °C保存备用。

养殖水环境样本分别采集自室外养殖池塘和

室内循环水系统。选取南泉试验基地未暴发小瓜

虫病的 20口池塘 (采样前通过试验塘的鱼体显微

镜检查鉴定未有小瓜虫病发生)，使用采水器采集

池塘中下部水样 2 L，现场经 40目筛绢粗滤后装

入采样瓶，冷藏带回实验室处理。室内养殖水样

采集自小瓜虫维持传代的循环水养殖系统，量取

2 L。采集的水样使用 5 μm聚丙烯滤膜真空抽滤。

将各样本抽滤后所得的滤膜分别剪碎，放入 50
mL离心管，−20 °C保存备用。本研究根据南京

农业大学实验动物福利与伦理委员会的指导方针，

对实验方案进行了审查和批准。

 1.2    样本 DNA 提取

草履虫、四膜虫、肠袋虫、多子小瓜虫和鱼

类组织样本都采用磁珠法微量基因组 DNA抽提试

剂盒 [生工生物工程 (上海)股份有限公司 ]并参

照说明书中步骤提取基因组 DNA。养殖水环境样

本的基因组 DNA提取采用 E.Z.N.A.® Water DNA
Kit  (Omega)，提取纯化的基因组 DNA于−20 °C
保存备用。

 1.3    引物设计与合成

根据 GenBank中多子小瓜虫的 COⅠ基因序

列 KJ690553.1，使用 NCBI提供的 Primer-BLAST
工具[14] 设计和筛选出一对特异性引物。同时，将

《中华人民共和国出入境检验检疫行业标准：多
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子小瓜虫检疫技术规范 (SN/T4290—2015)》[15] 和

Howell等[16] 文献资料中所提供的引物合成用于比

较分析。所有引物 (表 1)均由生工生物工程 (上
海)股份有限公司合成。

 1.4    普通 PCR 检测

 反应体系和程序设置　　采用 25 μL反应体

系，包含 2×Taq Master  Mix  (Dye  Plus)  (Vazyme)
12.5  μL，正反引物 (10  μmol/L)各 1  μL， ddH2O
9.5  μL，模板 DNA 1 μL。本研究所设计的引物

(qIchF和 qIchR)，经过优化后反应程序确定为 95
°C预变性 3 min；35个循环的 95 °C变性 15 s，51
°C退火 15 s，72 °C延伸 10 s；最后 72 °C延伸 5
min。行业标准 [15] 中的引物 (XGCF和 XGCR)和
Howell等[16] 的引物 (667f和 765r)所采用的反应程

序分别参照文献中说明。PCR反应结束后都使用

3%琼脂糖凝胶电泳，检测拍照。

 特异性检测　　分别以草履虫、四膜虫、肠

袋虫、异育银鲫、草鱼、尼罗罗非鱼、团头鲂基

因组 DNA为模板，ddH2O为阴性对照，按上述反

应条件和程序设置对各组引物对进行特异性检测。

 灵敏度检测　　将 “样本 DNA提取”中所述

获得的多子小瓜虫掠食体基因组 DNA作为标准品，

用 ddH2O进行 5倍倍比梯度稀释，得到稀释倍数

分别为 1、5、25、125、625、3 125和 15 625倍

的 7个浓度梯度。将 30 μL基因组 DNA洗脱液中

所对应的掠食体数量推算到各稀释梯度中，每微

升DNA模板所对应的掠食体数量 (n)分别为 333.33、
66.67、13.33、2.67、0.53、0.11和 0.02。由于线

粒体 COⅠ基因在细胞内具有多拷贝[17]，尽管最高

稀释倍数的溶液中掠食体数量小于 1，但仍可能

有完整的 COⅠ基因模板。以 ddH2O为阴性对照，

以梯度稀释 DNA为模板，使用引物 XGC和 qIch
进行灵敏度检测。每个样本重复检测 3次。

 临床样本和养殖水环境样本检测　　将“样

本 DNA提取”中所述获得的健康异育银鲫、潜伏

感染异育银鲫和发病异育银鲫的样本各 20份、养

殖池塘水环境样本 20份和多子小瓜虫维持传代循

环水样本 1份所提取DNA为模板，使用引物 qIch进

行扩增检测，所有阳性环境样本同每组鱼体样本中

随机抽取的 3份阳性样本送生工生物工程 (上海)
股份有限公司测序，验证是否为多子小瓜虫。

 1.5    荧光定量 PCR

 反应体系和程序　　采用 20 μL反应体系，

包含ChamQ SYBR qPCR Master Mix (Vazyme)10 μL，
正反引物 (10  μmol/L)各 0.4  μL， ddH2O  7.2  μL，
模板DNA 2 μL。反应程序设置：95 °C预变性 30 s；
40次循环的 95 °C变性 10 s，60 °C退火和延伸 30 s，
并采集信号；最后，在 65~95 °C以 0.5 °C为增量

间隔 5 s采集熔解曲线。

 特异性检测　　与“普通 PCR检测”所述特

异性检测中样本 DNA模板相同，以 ddH2O为阴

性对照，对 qIch引物进行特异性检测。

 灵敏度和扩增效率检测　　以“普通 PCR检

测”所述灵敏度检测中的梯度稀释 DNA为模板，

以 ddH2O为阴性对照，用 qIch引物进行扩增检测，

每个样本重复 3次。结果以每微升等量掠食体数

n 的对数 lg n 为横坐标，阈值循环数 Cq 为纵坐标，

在 Excel软件中绘制标准曲线并计算扩增效率。

 临床样本和养殖水环境样本检测　　将“样
本 DNA提取”中所述获得的健康异育银鲫、潜伏

期异育银鲫和发病异育银鲫样本 DNA模板 (各
20份)、养殖池塘水环境 DNA模板 (20份)和小瓜

虫传代循环水系统的水样 DNA模板 (1份)使用引

物 qIch进行扩增和检测。

 

表 1    本研究所用的引物

Tab. 1    Primers used in this study

引物
primer

序列(5′-3′)
sequence Tm/ °C

产物/bp
product

来源
source

qIchF TTCTGCCCGTACTTTAGTTACC 54.08 131 本研究
this study

qIchR TGGTTGTACTAACACCTGCAA 53.61

XGCF GTACTTTATTTAGGAGGAGGACT 50.39 326 [15]

XGCR TGTTTAACGAGAGAAAATCATAAAT 47.98

667f AATGGGCATACGTTTGCAAACC 56.60 118 [16]

765r ATAGCCCGGATACATCAGCATG 56.91

765r# CATGCTGATGTATCCGGGCTAT 56.91
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 2    结果

 2.1    普通 PCR 检测

 特异性检测　　琼脂糖凝胶电泳结果显示，

引物 qIch对多子小瓜虫基因组 DNA的 PCR反应

产生明显扩增条带，位于 100~150 bp，与预测的

目标产物 131 bp相对应 (图 1)；以草履虫、四膜

虫、肠袋虫、异育银鲫、草鱼、尼罗罗非鱼、团

头鲂的基因组 DNA为模板的 PCR反应均未产生

扩增条带，说明引物 qIch在用于本研究的普通

PCR时具备良好特异性。

在采用 Howell等 [16] 文献中提供的引物组

667f和 765r进行的多次 PCR检测中，多子小瓜

虫基因组 DNA模板都没有产生有效扩增条带。通

过进一步检查分析，发现两条引物位于 ssr DNA
同一单链上。本研究通过将 765r引物替换为其反

向互补序列 (引物 765r#)，合成后检测分析发现，

虽然该组引物对多子小瓜虫能产生明显目的条带

扩增，但对草鱼基因组 DNA模板产生了明显的非

特异性扩增，且扩增条带小于预测目的条带；将

扩增产物回收后送生工生物工程 (上海)股份有限

公司测序，并在 GenBank中进行 Blast检索分析，

未发现匹配序列。

行业标准 [15] 提供的引物 XGC具有良好的特

异性，对多子小瓜虫基因组 DNA在预期位置产生

了明显扩增条带，对本研究中检测的其他基因组

DNA模板均未产生扩增条带。

 灵敏度检测　　琼脂糖凝胶电泳结果显示，

引物 qIch组在稀释 125倍及以下 (即 n≥2.67)的
浓度梯度模板中都产生了明显的扩增条带，在稀

释 625倍的模板中产生了微弱的扩增条带 (图 2)。
引物 XGC组在稀释 25倍及以下 (即 n≥13.33)的
模板中产生了较为明显的扩增条带，在稀释 125
倍的模板中产生了微弱的扩增条带。因此，在本

研究 PCR扩增条件下引物 qIch的 PCR检测较引

物 XGC组有更高的检测灵敏度。

 临床样本和环境样本检测　　凝胶电泳结

果统计 (表 2)显示，健康异育银鲫均未产生扩增

条带，潜伏期病鱼和发病鱼均产生了明显的扩增

条带，与实际感染情况相吻合；实验室用于多子

小瓜虫维持传代的循环水样本也检测出明显的扩

增条带。在 20个室外养殖池塘水样本中，1个样

本观察到极微弱的扩增条带，经切胶回收、克隆

测序和序列 Blast分析，与参考序列一致，鉴定确

认为多子小瓜虫。

综合灵敏度检测和应用检测的实验结果，本

研究认为使用引物 qIch进行普通 PCR法检测的阳

性判断标准应为在 131 bp产生条带，测序结果与

参考序列一致。

 2.2    荧光定量 PCR 检测

 特异性检测　　与“普通 PCR检测”中的结

果相似，对草履虫、四膜虫、肠袋虫、异育银鲫、

草鱼、尼罗罗非鱼、团头鲂的基因组 DNA和小瓜

虫基因组 DNA同时进行扩增，只有小瓜虫基因

组 DNA模板产生了完整的“S”形扩增曲线，其他

样品 DNA模板都未产生完整扩增曲线，或扩增曲
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图 1    普通 PCR 特异性检测结果

M. DL500 DNA Marker，1.草履虫，2.四膜虫，3.肠袋虫，4.异育银

鲫，5.草鱼，6.尼罗罗非鱼，7.团头鲂，PC.阳性对照，NC.阴性对

照，下同。

Fig. 1　Specificity test of PCR
M. DL500 DNA Marker, 1. Paramecium sp., 2. Tetrahymena sp., 3. Bal-
antidium  sp.,  4. C.  auratus  gibelio,  5. C.  idella,  6. O.  niloticus,  7. M.
amblycephala, PC. positive control, NC. negative control, the same below.
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图 2    引物 qIch 和 XGC 的普通 PCR 灵敏度检测

M. DL500 DNA Marker，1~7. 1、5、25、125、625、3 125、15 625
倍稀释的小瓜虫掠食体基因组 DNA模板的普通 PCR产物。

Fig. 2　Sensitivity test of PCR amplified with
primers qIch and XGC

M. DL500  DNA Marker;  1-7.  standard  PCR products  of  1,  5,  25,  125,
625, 3 125, 15 625 times diluted genomic DNA templates of I. multifiliis.
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线的 Cq>37，结合熔解曲线分析，都未产生有效

扩增。结果表明引物 qIch用于荧光定量 PCR时也

具备良好的特异性。

−
Cq

 灵敏度检测　　7个梯度稀释小瓜虫基因组

DNA均产生了典型的“S”形扩增曲线 (图 3)，扩增

产物的熔解曲线 (图 4)呈现单峰，Tm 值为 75.5 °C。
在本研究所设置的最低浓度 (n=0.02)下，依然能

产生稳定有效的阳性结果。lg n 与  (22.53~34.79)

表现出良好的线性关系 (图 5)，回归方程为 y=
–3.445x+28.876，R²=0.994，扩增效率为 95.13%。

−
Cq

−
Cq

 临床样本和环境样本检测　　与“普通 PCR
检测”中的结果相似，健康异育银鲫样本均未产生

完整有效的“S”形扩增曲线且 Cq>36，而潜伏期和

发病鱼样本均产生了明显的扩增信号，且发病鱼

组的  (24.57)小于潜伏期组的  (27.15)，与实

−
Cq

际情况相符。室外养殖池塘水样本中 3个产生了

明显的荧光信号 ( 为 33.87)，其他 17个样本均

无有效扩增。用于多子小瓜虫传代的循环水系统

样本出现了明显的扩增反应 (Cq 值为 22.36) (表 2)。

综合灵敏度检测和应用检测的实验结果，本

研究所使用引物 qIch进行荧光定量 PCR法检测时

 

表 2    本研究建立的普通 PCR 和荧光定量 PCR 方法检测临床样本和环境样本结果

Tab. 2    Results of clinical and environmental samples detected by standard PCR and real-time PCR assays established in this study

样本来源
source of samples

普通PCR检出率/% (阳性数/样本总数)
standard PCR positive rate (positives/samples)

荧光定量PCR　real-time PCR

检出率/% (阳性数/样本总数)
positive rate (positives/samples)

−
Cq

健康鱼
healthy fish 0 (0/20) 0 (0/20) -

潜伏期鱼
incubation period fish 100 (20/20) 100 (20/20) 27.15

病鱼
diseased fish 100 (20/20) 100 (20/20) 24.57

池塘水体
out-door pond 5 (1/20) 15 (3/20) 33.87

室内感染传代水体
indoor-water for maintaining ICH 100 (1/1) 100 (1/1) 22.36

注：-. 本组样本均为阴性。

Notes: -. all samples were negative in this group.
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图 3    荧光定量 PCR 灵敏性检测

1~7. 1、5、25、125、625、3 125、15 625倍稀释的小瓜虫掠食体

基因组 DNA模板的扩增曲线。

Fig. 3　Sensitivity test of real-time PCR
1-7. amplification curve of 1, 5, 25, 125, 625, 3 125, 15 625 times diluted
genomic DNA templates of I. multifiliis.
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图 4    荧光定量 PCR 扩增产物的熔解曲线

Fig. 4　Melting curve of the real-time PCR products
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图 5    荧光定量 PCR 标准曲线

Fig. 5　Standard curve of real-time PCR
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的阳性判断标准应为 Cq≤35，熔解曲线呈单峰且

Tm 值为 75.5 °C。

 3    讨论

小瓜虫病是世界淡水养殖中重要的寄生虫病

之一，被国家列为三类水生动物疫病和水产苗种

产地检疫的重要对象。当前小瓜虫病在一些养殖

模式下对一些养殖品种危害尤为严重，如山泉水

或溪水养殖草鱼、网箱养殖虹鳟 (Oncorhynchus
mykiss)、保育养殖圆口铜鱼 (Coreius  guichenoti)
(国家二级水生野生保护动物)、池塘养殖黄颡鱼

(Pelteobagrus fulvidraco)和鳜 (Siniperca chuatsi)等。

《中华人民共和国国家标准：淡水鱼类小瓜虫病

诊断规程 (GB/T 34 734—2017)》 [18] 对小瓜虫病的

流行症状和病原体显微镜检查等给出详细判定标

准，该标准适用于严重感染时患病鱼的疾病诊断。

多子小瓜虫在适宜的水环境和温度下，1~2周内

呈暴发式增殖，病情发生非常迅速，引起鱼体大

量感染和死亡。因此，针对小瓜虫病的发生早期

阶段 (病原感染数量少，显微镜检不易检出)的特

异性强、灵敏度高的检测方法对该疾病的早预防、

早控制，具有重要意义。

Jousson等 [19] 和 Miller等 [20] 也曾设计了用于

多子小瓜虫检测的荧光定量 PCR检测方法。How-
ell等[16] 研究发现前面 2种方法分别存在引物靶点

区域的序列在不同虫株间有 SNP，引物序列在其

他纤毛虫中高度一致，扩增特异性不强等问题。

本研究在对文献中检测方法进行验证时发现，

Howell等[16] 文章中新设计的引物序列，其中 1条

没有进行反向互补，2条引物位于同一 DNA单链

上；对该引物修正后，虽然能对小瓜虫进行有效

扩增，但是对质控样本中草鱼 DNA模板可产生非

特异性扩增。相较于以上研究，国内行业标准[15]

选取了核糖体 rDNA基因片段作为目的基因，具

有较好的特异性。本研究基于线粒体基因组 COⅠ

序列设计的 qIch引物，在普通 PCR和荧光定量

PCR检测中都具有良好的特异性。同时，本研究

建立的检测方法灵敏度高于行业标准[15] 的 PCR方

法，这可能是因为本研究所设计的引物 qIch的扩

增子 (131 bp)明显小于行业标准[15] 引物 XGC的扩

增子 (326 bp)，提高了对短链 DNA的结合概率，

从而提高了扩增效率。另外，由于行业标准[15] 的

扩增子过长，该方法不适用于灵敏度更高的荧光

定量 PCR。
本研究所建立的普通 PCR方法最低检测浓度

达掠食体 2.67个 /μL，荧光定量 PCR在掠食体

0.02个 /μL时依然能有效检出，表明荧光定量

PCR具备更高的灵敏性。在临床样本和环境样本

适用性检测中发现，普通 PCR和荧光定量 PCR
检测结果具有较好的一致性，并且在多子小瓜虫

丰度较低的环境样本检测中，荧光定量 PCR具有

更高的检出率 (表 2)。在本研究所检测的养殖池塘

虽并未观察到小瓜虫病发生，但 PCR检测后发现

部分样本阳性。这为养殖生产中室外池塘养殖健

康的鱼转入水质干净、缺乏浮游生物的室内循环

水养殖时，在短期内暴发严重的小瓜虫病的现象

提供了一种可能的解释。因此，本研究所建立的

普通 PCR和荧光定量 PCR方法对养殖环境中多

子小瓜虫检测都有很好的适用性，可应用于养殖

小瓜虫病临床诊断、流行病学调查和病原监测。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Establishment and application of PCR and SYBR Green
real-time fluorescence quantitative PCR assays for

detection of Ichthyophthirius multifiliis
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Abstract: Ichthyophthirius  multifiliis  is  the  causative  agent  of   “white  spot”  disease,  which  affects  numerous
freshwater fish and causes severe economic losses to worldwide aquaculture. The disease of I. multifiliis infec-
tion could develop very fast,  and there are few practical measures to treat this heavy infection. To overcome the
shortcomings of existing methods, for detecting I. multifiliis in the early stage and environmental samples, such
as low sensitivity of visual diagnosis with microscope and low specificity of PCR methods developed in the
previous studies, here we developed and validated novel PCR assays. In this study, a pair of primers (qIchF 5′-
TTCTGCCCGTACTTTAGTTACC-3′ and qIchR 5′-TGGTTGTACTAACACCTGCAA-3′) were designed and
screened to  target  the mitochondrial COⅠ gene of I. multifiliis.  The length of the amplified product is 131 bp.
After  PCR  programme  optimization,  specificity  and  sensitivity  verification,  clinical  and  environmental  samples
detection and analysis, standard PCR and real-time PCR assays were established, respectively. The standard PCR
was incubated at  95 °C for  3 min;  35 cycles of  denaturation at  95 °C for  15 s,  annealing at  51 °C for  15 s,  and
extension at 72 °C for 10 s; and final extension at 72 °C for 5 min. For real-time PCR was incubated at 95 °C for
30 s; 40 cycles of denaturation at 95 °C for 10 s, annealing and extension at 60 °C for 30 s. The results showed that
the primers obtained in this study had high amplification specificity for I. multifiliis. Ciliates Paramecium sp., Tet-
rahymena  sp.,  and Balantidium  sp.  were  not  amplified,  nor  were  common  farmed  fish  hosts Carassius  auratus
gibelio, grass carp (Ctenopharyngodon idella), Nile tilapia (Oreochromis niloticus), and Megalobrama amblyceph-
ala. Amplification specificity and sensitivity were better than existing methods. The limit of detection for standard
PCR was 2.67 theronts/μL, while real-time PCR could be detected at 0.02 theront/μL. Among them, the detection
sensitivity of real-time PCR was higher than that of standard PCR. In the detection application of clinical samples
and environmental water samples, the two PCR assays showed high consistency, and could effectively detect the
latently infected fish and I. multifiliis in the pond water samples. Therefore, the assays developed in this study were
suitable tools for early diagnosis and pathogen monitoring of I. multifiliis in freshwater aquaculture.
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