
!" 卷 ! 期

#$$" 年 % 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.

/’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

基金项目：国家自然科学基金项目（0$012$3$）

"通讯作者。45(：%36#"6%!07""$1；89:：%36#"6%!07%337；;6<9=(：>??+9@,A@B9+) 5C+) D@
作者简介：蔡潭溪（27%$ E ），男，福建安溪人，硕士研究生，主要从事兽医临床病理与分子诊断研究。;6<9=(：D’’(,+F%$A -’?+) D’<
收稿日期：#$$"6$26$"，修回日期：#$$"6$!60$

用基于 !"#$"% 探针的 &’"()*+,’ -.& 技术

定量检测副溶血弧菌
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摘 要：副溶血弧菌是一种引起食源性疾病的重要病原菌，传统的鉴定方法费时费力且容易出现假阴性，建立一种

定量检测副溶血弧菌基因的方法尤为重要。根据 G5@H9@> 公布的副溶血弧菌的 !"#$ 基因序列设计一对引物和

49IJ9@探针，建立了基于 49IJ9@ 探针的 K59(6.=<5 LMK 方法。通过对 7 种细菌（2# 株菌株）的 N/* 进行扩增，结果

所有 ! 株副溶血弧菌均可产生扩增曲线，其他 % 株非副溶血弧菌均不产生扩增曲线，证明了引物和探针具有很高

的特异性。细菌纯培养物品和人工布菌的检测敏感度分别为 2 M8OP LMK 反应体系和 2$ M8OPLMK 反应体系，相关

系数均为 $Q77（ ## R $Q77），整个试验可在 2? 内完成。建立的方法可用于海产品中副溶血弧菌的快速定量检测。
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副溶血弧菌（%&’#&( )*#*+*,-(."/&012）是一种引起食源性

疾病的重要病原［2］，可导致患者出现腹泻、肠痉挛、恶心、呕

吐、发烧等典型胃肠炎反应。研究数据表明，"$U V 1$U因

食用海产品引发的腹泻病例是由副溶血弧菌引起的［# V !］。

传统的培养鉴定方法需要较长时间的培养和选择性增菌，且

容易出现假阴性，因为在营养不足或应激的情况下，副溶血

弧菌很容易进入活的不可培养状态（&=9W(5 W+. @’@6D+(.+S9W(5
-.9.5，&H/M）。目前已有很多 LMK 和 N/* 探针技术检测副溶

血弧菌的报道，49C9 等［"］建立了一种分别检测副溶血弧菌

.C? 和 .S? 基因的 LMK 方法，X=< 等［3］建立一种检测 .’:K 基因

的 LMK 方法，可在种的水平上检测副溶血弧菌。这些方法虽

然敏感性和特异性比较高，但需要进行 LMK 后处理，增加了

交叉污染的可能性，而且不能对细菌进行定量检测。49IJ9@
试验具有定量准确、快速、简便、直观的优点，已广泛应用于

其他细菌的检测［1 V 7］。H(9D>-.’@5 等［2$］建立了一种针对 .C?
基因的 49IJ9@ 检测方法，但仅能检测携带有 .C? 基因的副溶

血弧菌，而且还需要一个前增菌的过程。国内扈庆华等［22］建

立了一种快速检测副溶血弧菌的改良分子信标6 实时 LMK
方法，虽 然 敏 感 性 高，但 事 实 上 仍 是 一 种 非 定 量 的 方 法。

&5@>9.5-Y9S9@等［2#］报道，!"#$ 基因是副溶血弧菌 N/* 复制

所必需的，具有副溶血弧菌种特异性，而且为单拷贝基因，具

有设计 LMK 引物的保守区域。本试验旨在以 Z=,?.MFD(5S 为

平台，建立一种针对 !"#$ 基因的 K59(6.=<5 LMK 方法，用于定

量检测海产品中的副溶血弧菌。

/ 材料和方法

/0/ 材料

/0/0/ 菌 株：副 溶 血 弧 菌（ % ) )*#*+*,-(."/&012 #$"3#，% )
)*#*+*,-(."/&012 #$"3%， % ) )*#*+*,-(."/&012 #$"1$， % )
)*#*+*,-(."/&012 #$"1#）购于上海市疾病控制中心；创伤弧菌

（% ) 31.4&5&012 726 !）、溶藻弧菌（% ) *.!&4(."/&012 726 2）和拟态

弧菌（% ) -&-&012 726 %）购于北京药检所；非 62 群霍乱弧菌

（ %&’#&( 0+(.,#*, 4(46 $2 ）、 大 肠 杆 菌 （ 720+,#&0+&* 0(.&
*4MM#"7##）、沙门氏菌（8*.-(-,..*, *4MM2!$#%）、金黄色葡萄

球菌（ 8/*)+".(0(012 *1#,12 *4MM2#"7%）和 单 增 李 斯 特 杆 菌

（9&2/,#&* -(4(0"/(!,4,2 *4MM13!!）购于江苏省疾病控制中心。

/0/01 培养基：致病性弧 菌 增 菌 培 养 基（碱 性 蛋 白 胨 水，

*L[）、致病性弧菌的选择性分离培养基（胆盐琼脂、硫代硫

酸盐6枸橼酸盐6胆盐6蔗糖培养基，4MH\）、其他细菌的增菌培

养基（ZH）均购于北京陆桥公司；柯玛嘉弧菌显色培养基购于

德国默克公司。

/0/02 主 要 试 剂 和 仪 器：49X9K9 49I4J LMK 试 剂 盒 购 于

49X9K9 公司；细菌基因组 N/* 抽提试剂盒购于上海华舜公

司；溴化乙锭（;H）购于 LS’<5,9 公司。柯达数码凝胶成相系

统购于美国 X]N*X 公司；Z=,?.MFD(5S 定量 LMK 仪购于瑞士

K’D?5 公司；&^4;X0# 细菌鉴定仪购于生物梅里埃公司。

/01 引物和 !"#$"% 探针的设计和合成

根据 G5@H9@> 公 布 的 副 溶 血 弧 菌 !"#$ 基 因 序 列

（*DD5--=’@ @+<W5S：*_"#107$）中的保守区域用软件 ](=,’ 3Q$



设计一对引物，针对引物之间的基因片段利用 !"#$%" &’("%))
（*+,，!& -((.#%/ 0#1)2)3%$）设计 456758 探针，均交由上海生

工公司合成。探针的 9:端标记 ;-7，<:标记 4-7=-。表 * 为

引物和探针序列。

表 ! 引物和探针序列

45>.% * ?%6@%8A%) 1B ("#$%") 58/ ("1>% B1" =%5.C3#$% !D=

E5$% ?%6@%8A% F%8G3HI>( JD A183%83IK !$ L5.@%

!"#$%" M!C* 9:C4J--JJ444J-D4JDDJ44J4C<: N, OP+Q 9R+Q

!"#$%" M!CN 9:C4JJJ4444DJ-DD--J--D4D-C<: N* O9+9 9R+S

!"1>% 9:C44D4D-DDD-4DJDDJ-44D--DDJDC<: N9 S, SR+S

!"# 细菌记数方法和分离鉴定

取每个稀释度的细菌纯培养液或样品匀浆均匀涂布于

< 个 4D0? 平板（N,,!FI板），<PT培养 NOH 后进行菌落记数，

取平均值。挑取可疑的绿色菌落划线接种柯玛嘉平板，培养

后挑取粉红色的单个菌落，利用生物梅里埃公司 MU4&V<N 细

菌鉴定系统进行副溶血弧菌鉴定。

!"$ %&’()*+,& -.%
!"$"! 模板 WE- 的提取：取 *$F 细菌纯培养液或样品匀

浆，用细菌基因组 WE- 抽提试剂盒进行抽提，通过蛋白核酸

分析仪测定 WE- 的 "#NS, I"#NR,比值来确定 WE- 的纯度。

!"$"/ !D= 扩增：!D= 扩增反应在 F#GH3D2A.%"（=1AH%）上进

行，反应体系（N,!F）：不同浓度的模板 WE- N!F，*, X 456758
缓冲液 N!F，9 $$1.IF 7GD.N O!F，N9$$1.IF /E4! 7#’3@"% N!F，

,+N!$1.IF 456758 探 针 *!F，,+9!$1.IF 引 物 各 *!F，,+99Y
YEJ 酶，N+9YI!F !$% 聚合酶，超纯水 S+O!F。反应条件：Q9T
*,$#8；Q9T <)，S,T N,)，PNT *,)，O, 个循环。温度转换率为

N,TI)，在每个循环的延伸阶段收集荧光信号，荧光收集模

式设为 ;* I;N。!D= 结束后，!D= 产物用 NK的琼脂糖凝胶电

泳进行鉴定。

!"0 制作标准曲线

取 *$F 副溶血弧菌纯培养液，*, 倍梯度稀释至终浓度

*+, X *,N D;YI$F 到 *+, X *,S D;YI$F，按上述步骤提取 WE-
作为模板，然后分别取 *+,D;Y，*+, X *,* D;Y，*+, X *,N D;Y，

*+, X *,< D;Y，*+, X *,O D;Y 副溶血弧菌的基因组 WE- 进行

定量扩增，制作标准曲线。

称取 N9G 牡蛎肉加入到 NN9$F 的 -!Z 培养液，放入匀

浆机中均匀搅拌 Q,)，制成牡蛎匀浆。将已知浓度的副溶血

弧菌接种到 *,$F 的牡蛎匀浆中，以牡蛎匀浆作为稀释液，*,
倍稀释至终浓度 *+, X *,< D;YI$F 到 *+, X *,P D;YI$F。每个

稀释度各取 *$F 按上述步骤提取 WE-，然后分别取 *, D;Y，

*+, X *,N D;Y，*+, X *,< D;Y，*+, X *,O D;Y，*+, X *,9 D;Y 副溶

血弧菌的基因组 WE- 进行定量扩增，制作标准曲线。

!"1 海产品中副溶血弧菌的定量检测

从南京市场抽取 NP, 份海产品，其中牡蛎、龙虾、海带

鱼、海瓜子、文蛤、罗非鱼、小黄鱼、对虾、鲳鱼各 <, 份。样品

以生产的原始包装放在塑料袋中，保持温度 <T [ 9T左右，

于 NH 内送达实验室。无菌称取 N9G 样品加入到 NN9$F 的

-!Z 培养液中，匀浆机搅拌 Q,)，取 *$F 匀浆提取 WE-，作

=%5.C3#$% !D= 检测。

/ 结果

/"! %&’()*+,& -.% 的特异性

定量 !D= 的结果显示，所有 O 株副溶血弧菌均能产生 ?
型扩增曲线，而其他 R 株非副溶血弧菌均不能产生 ? 型扩增

曲线（图 *）。扩增产物的琼脂糖凝胶电泳分析结果与 =%5.C
3#$% !D= 一致，进一步证实了本试验的特异性。

图 ! %&’()*+,& -.% 的特异性扩增曲线

;#G\* ?(%A#B#A 5$(.#B#A53#18 A@"L% 1B & \ ’$($)$*+,-./0123
* \ & \ ’$($)$*+,-./0123 N,9SN；N\ & \ ’$($)$*+,-./0123 N,9SR；< \ & \
’$($)$*+,-./0123 N,9P,； O\ & \ ’$($)$*+,-./0123 N,9PN； 9\ & \
42-5060123；S \ & \ $-705,-./0123；P\ & \ +0+0123；R\ & \ 1),-*($* 5,5C
,*；Q \ 8 \ 1,-0；*,\ 9$-+,+*--$*；**\ 9/$’).-,1,123 $2(*23；*N\
:03/*(0$ +,5,1./,7*5*3 \

/"/ %&’()*+,& -.% 的敏感性

/"/"! 纯培养的副溶血弧菌 WE- 检测：取 *+,D;Y，*+, X
*,D;Y，*+, X *,N D;Y，*+, X *,< D;Y，*+, X *,O D;Y 纯培养的副

溶血弧菌基因组 WE- 进行定量扩增。反应结束后用 F#GH3
D2A.%" )1B3]5"%（L%")#18 <+9）进行数据分析。扩增曲线见图 NC
-，标准曲线见图 NC0。从标准曲线可看出，本试验敏感性

高，对细菌的定量检测可达到 *D;YI!D= 反应体系。循环阈

值（D3 值）和初始细胞数的对数相关性好，相关系数为 ,+QQ，

初始细胞数与 D3 值之间的线性关系表达式：D3 ^ _ <+O<, X
F1G（8@$>%" 1B A%..)）‘ <<+*<，则 D;Y ^ *,［（D3 _ <<+*<）I _ <+O<,］。=%5.C
3#$% !D= 定量结果和平板计数结果具有良好的相关性（ (N ^
,+QR）。

/"/"/ 人工布菌的牡蛎匀浆中副溶血弧菌 WE- 的检测：取

*,D;Y，*+, X *,N D;Y，*+, X *,< D;Y，*+, X *,O D;Y，*+, X *,9

D;Y 人工布菌的副溶血弧菌基因组 WE- 进行定量扩增。图

<C- 为扩增曲线，图 <C0 为标准曲线。循环阈值（D3 值）和初

始细胞数的对数相关性好，相关系数为 ,+QQ，初始细胞数与

D3 值之 间 线 性 关 系 表 达 为 D3 ^ _ <+S<, X F1G（8@$>%" 1B
A%..)）‘ NR+,S。试验的敏感度为 *, D;YI!D= 反应。=%5.C3#$%

Q<SN,,9，M1.\O9 E1\O 蔡潭溪等：用基于 456758 探针的 =%5.C3#$% !D= 技术定量检测副溶血弧菌



!"# 定量结果和平板计数具有良好的相关性（$% & ’()*）。

图 ! "# 倍梯度稀释的纯培养副溶血弧菌 $%& 的 ’()*+
,-.( /0’ 扩增结果

+,-. % #/0123,4/ !"# 0451,6,703,89 7:$;/ 86 </$,01 =’2681> >,1:3,89< 86
! . "#$#%#&’()*+,-./ ?@A
A：?@A /B3$073/> 6$84 =(’ C =’D "+E，=(’ C =’F "+E，=(’ C =’%

"+E，=’"+E 09> =(’"+E ! . "#$#%#&’()*+,-./ ,9 5:$/ 7:13:$/<，
$/<5/73,;/1G.
H：IJ/ <309>0$> 7:$;/ K0< 51833/> 89 3J/ L0<,< 86 7/11 9:4L/$ 86 L073/$,0
6$84 5:$/ 7:13:$/< ;/$<:< 3J/ 9:4L/$ 86 7G71/< $/M:,$/> 38 $/07J "3 .
NM:03,89 86 1,9/< 68$ 5:$/ 7:13:$/ ,< "3 & O F(DF’ C P8-（9:4L/$ 86 7/11）
Q FF(=F .

图 1 "# 倍梯度稀释的人工布菌的牡蛎匀浆中副溶血弧

菌 $%& 的 ’()*+,-.( /0’ 扩增结果

+,-. F #/0123,4/ !"# 0451,6,703,89 7:$;/ 86 </$,01 =’2681> >,1:3,89< 86
! . "#$#%#&’()*+,-./ ?@A
A：?@A /B3$073/> 6$84 =(’ C =’R"+E，=(’ C =’D"+E，=(’ C =’F"+E，

=(’ C =’% "+E 09> =’ "+E ! . "#$#%#&’()*+,-./ ,9 8G<3/$ J848-/903/<，
$/<5/73,;/1G.
H：S309>0$> 7:$;/ K0< 51833/> 89 3J/ L0<,< 86 7/11 9:4L/$ 86 L073/$,0 6$84
3J/ J848-/903/< ;/$<:< 3J/ 9:4L/$ 86 7G71/< $/M:,$/> 38 $/07J "3 .
NM:03,89 86 1,9/< 68$ J84/-/903/< ,< "3 & O F(*F’ C P8-（9:4L/$ 86
7/11）Q %T(’* .

!21 海产品中副溶血弧菌的定量检测结果

在用 #/0123,4/ !"# 检测 %U’ 份样品中，有 UR 份样品呈阳

性，选择性增菌后细菌计数检出 R% 份样品呈阳性。两种方

法的定量检测结果见表 %。

表 ! 用不同方法定量检测海产品中的副溶血弧菌

I0L1/ % #/<:13< 86 M:093,303,;/ >/3/73,89 86 ! . "#$#%#&’()*+,-./ ,9 </0688>

S0451/ 3G5/
!8<,3,;/ $03/VW @8. 86 7/11<V（"+EV4P）0

#/0123,4/ !"# ":13,;03,89 #/0123,4/ !"# ":13,;03,89

XG/<3/$ D*(U（=DVF’） F*(*（==VF’） D(U C =’* Y F(’ C =’F F(F C =’D Y F(’ C =’%

S5,9G P8L<3/$ D’（=%VF’） F’（)VF’） F(* C =’R Y %() C =’F R(= C =’F Y F(’ C =’=

H/13 6,<J %*(U（TVF’） %’（*VF’） D(F C =’F Y F(= C =’% %() C =’% Y F(’ C =’=

"104 =F(F（DVF’） =F(F（DVF’） %(* C =’R Y D(’ C =’F %(F C =’D Y F(’ C =’F

#:>,305/< ;0$,/-03/< =*(U（RVF’） *(U（%VF’） =() C =’D Y F(* C =’% =(* C =’F Y F(’ C =’=

S4011 G/118K 7$80Z/$ F*(U（==VF’） %*(U（UVF’） =(R C =’R Y F(’ C =’D F(T C =’D Y F(’ C =’%

"J,9/</ <J$,45 F’（)VF’） =*(U（RVF’） D() C =’D Y F(’ C =’% D(= C =’% Y F(’ C =’=

I,105,0 =F(F（DVF’） *(U（%VF’） %(T C =’R Y F(’ C =’% F(% C =’F Y F(’ C =’=

S1,;/$G 5846$/3 %F(F（UVF’） %’（*VF’） F(= C =’D Y F(’ C =’% =(F C =’% Y F(’ C =’%

04/09 Q <309>0$> >/;,03,89.

1 讨论

副溶血弧菌是引起人类食源性疾病的重要病原之一。

=))T 年以来的数据显示，副溶血弧菌性食物中毒的发生规模

及人群暴露规模呈明显上升趋势，已超过沙门氏菌食物，跃

居细菌性中毒的首位［=F］。因此，加强对副溶血弧菌的检测

力度，特别是进行定量检测，对预防和控制该菌引发的食物

中毒有重要的意义。荧光定量 !"# 技术根据荧光能量传递

原理，融合了 !"# 技术的高效扩增、探针技术的高特异性、

光谱技术的高敏感性和高精确性等优点，可直接探测 !"#
过程中荧光信号的变化获得定量结果。本研究建立了一种

基于 I0M[09 探针的快速定量检测副溶血弧菌的 #/0123,4/
!"# 方法。I0M[09 探针的 R\端和 F\端分别标记一个荧光基

团（+A[）和荧光淬灭基团（IA[#A），当探针完整时，由于两

个基团之间靠得很近，发生能量传递，荧光基团不产生荧光。

!"# 反应过程，探针与 !"# 产物退火，当引物也结合到模板

时，激活了 0#1 聚合酶的 R\端外切酶活性，荧光基团和淬灭

基团分离，两个基团之间的能量传递作用遭到破坏，从而发

出荧光。荧光量和 !"# 产物的数量成正比。因此，通过 !"#
反应液的荧光强度可推算出初始模板的数量，达到定量的目

的。整个反应过程是由 P,-J3"G71/$ !"# 定量仪自动控制并

进行结果分析，与常规 !"# 相比，避免了 !"# 后续步骤，减

少了产物污染的机会。试验快速、准确，整个反应 =J 内就可

完成。

一般认为，副溶血弧菌的主要致病因素是其产生的耐热

性溶 血 毒 素（I?]）和 耐 热 性 溶 血 毒 素 相 关 的 溶 血 毒 素
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（!"#），然而由于副溶血弧菌具有多种表型［$%］，血清型［$&］和

产毒型菌株［$’，$(］，因此针对溶血素设计的引物和探针不能同

时检测所有的致病性菌株［$)，$*］。+,-./0,12/3/- 等［$4］通过试

验表明，副溶血弧菌携带的 !"#$ 基因具有很高的种特异性，

利用 !"#$ 基因序列作为目标检测基因，可严格与其他细菌

区分开来。本试验根据 5,-6/-. 公布的 !"#$ 基因序列设计

和合 成 一 对 引 物 和 一 个 !/78/- 探 针，建 立 了 一 种 基 于

9:;<0=>?@,3 平台的快速、定量检测海产品中副溶血弧菌的方

法。通过与 5,-6/-. 中的核苷酸序列进行同源性比对，证明

本试验设计的引物和探针具有很高的特异性。利用设计的

引物和探针对 % 株副溶血弧菌和其他 ) 种细菌的 ABC 进行

D=" 扩增，所有副溶血弧菌均产生扩增曲线，而其他 ) 种细

菌则均不产生扩增曲线，证实了本试验具有高的特异性，可

用于副溶血弧菌的检测。

通过 ",/@E0:F, D=" 方法和选择性增菌后细菌计数对

CDG 纯培养液和人工布菌的牡蛎匀浆进行副溶血弧菌定量

扩增，并 分 别 制 作 标 准 曲 线，D=" 结 束 后 用 9:;<0=>?@,3
1HI02/3,（+,31:H- JK&）进行数据分析，得出 =LM 与 =0 值之间的

线性关系表达式。待测样品的 =0 值可从仪器上读取，把待

测样品的 =0 值代入表达式就可以算出它的初始拷贝值。结

果表明，本试验建立的 ",/@E0:F, D=" 方法定量是准确、可靠

的，两个标准曲线的斜率分别为 N JK%JO 和 N JK’JO，循环阈

值（=0 值）和初始细胞数的对数相关性好，相关系数均为

N OK**，且敏感性高，对 CDG 纯培养液和人工布菌的牡蛎匀

浆副溶血弧菌定量检测敏感性分别达到 $ =LMP D=" 反应体

系和 $O =LMP D=" 反应体系。虽然牡蛎体组织对 ABC 的抽

提存在一定的影响，但从本实验看，这种影响是比较小的。

通过海产品的实际检测发现，细菌培养计数与 ",/@E0:F,
D=" 定量结果的差异较大，可能是由于很大一部分细菌是死

细菌或进入 +6B= 状态，也可能是因为 !=6Q 平板对副溶血

弧菌具有部分抑制作用。研究数据表明，由于夏季温度较

高，每克牡蛎组织可携带 $OJ R $O& =LM 的细菌［4O］，其中 $OS
R &OS为副溶血弧菌，因此通过选择性增菌后，容易进行细

菌计数。但是在寒冷的环境中，副溶血弧菌的数量显著下

降，且在营养不足或受到应激时，副溶血弧菌容易进入活的

不可培养状态（+:/T@, TU0 -H-E?U@0U3/T@, 10/0,，+6B=），但这种

细菌在温度升高后又可恢复可培养性。因此，传统的培养方

法容易出现假阴性，造成检测结果的差异。

综上所述，本试验建立的基于 !/78/- 探针的 ",/@E0:F,
D="方法，可定量检测副溶血弧菌，与传统的细菌培养方法

和生化鉴定相比，具有更加省时、操作简便和定量准确等优

点，对海产品中副溶血弧菌的监控检测有着重要的价值。
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分子生物学基础实验培训班

（北京天为时代科技有限公司举办）

培训宗旨：适应科学发展需要，培养分子生物学方面初级技术人员。

培训时间：周六周日全天（上午：Y：77 E !!：̂7，下午：!C：̂7 E !N：̂7）

培训地点：北京海淀区成府路 ^D 号北陆楼 O 层 邮编：!777Y^
（北京天为时代科技有限公司）

联系方式：电话：7!7BFCDC!NFN FCDCF7NC 传真：7!7BFCDD!NN"
_B.,$>：:-/:>-‘ <UB’$/<-)&6 )/.

培训内容：分子生物学基本实验技术的原理和操作

!6 W9I（聚合酶链反应）技术（W9I 的原理，引物的设计、模板的制备、体系的建立和 W9I 反应）。

C6 K#H 片段的凝胶回收。

^6 质粒的提取（菌体的收集、裂解及质粒的纯化、鉴定）。

O6 K#H 片段的 5H 克隆（K#H 片段与 5 载体的连接、连接产物转化感受态大肠杆菌）。

D6 重组菌的鉴定（蓝白斑法鉴定重组菌、W9I 法鉴定目的片段）。
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