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摘要:【目的】比较分析基于反转录实时荧光定量 PCR (Real-time Reverse-Transcriptase PCR，Real-time RT-
PCR)技术建立的 3 种标准曲线定量样品中活副溶血性弧菌数量的差异性。【方法】体外转录合成带有目的
片段( tlh 基因)的 RNA 标准品，提取纯培养副溶血性弧菌(108 CFU /mL)RNA 样品，提取接种于虾上副溶血
性弧菌(106CFU / g)RNA 样品，将 3 种 RNA 样品分别反转录得到 cDNA，10 倍梯度稀释，进行 Real-time PCR
扩增，建立标准曲线 A、B、C(其中标准曲线 A 和 C 为本研究首次建立)。用标准曲线 A、B、C 分别定量 6 个
样品(2 个纯培养副溶血性弧菌样品、2 个人工污染煮熟南美白对虾样品和 2 个人工污染生南美白对虾样
品)中活副溶血性弧菌数量，并与传统涂布计数法进行比较，分析定量结果的差异性。【结果】3 种标准曲线
均具有较好的线性关系(R2 ＞ 0. 99);3 种标准曲线定量 6 个样品中活副溶血性弧菌结果均显著( p ＜ 0. 05)低
于涂布定量结果，与涂布定量结果的相对误差大小顺序为:标准曲线 A(30. 0% ) ＞标准曲线 C(18. 8% ) ＞标
准曲线 B(6. 9% );标准曲线 A 对 6 个样品定量结果与标准曲线 B、C 定量结果的差值平均值分别为 － 2. 25
Lg CFU /mL 和 － 0. 75 Lg CFU /mL，相对误差平均值为 48. 2%和 15. 9%，标准曲线 B 与 C 对 6 个样品定量结
果的差值在(1. 47 － 1. 53) Lg CFU /mL 之间，相对误差在 19. 0% － 23. 8%之间。【结论】标准曲线 B 可以广
泛应用于 Real-time RT-PCR 准确定量样品中微生物数量。
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目前实时荧光定量 PCR(Real-time PCR)技术
已被广泛用于环境及食品等样品中微生物数量的定
量检测［1 － 2］。在食品微生物检测中广泛应用基于
DNA 水平的 Real-time PCR 技术［3 － 4］，虽然检测速
度快、特异性强、灵敏度高，但由于 DNA 能够稳定存

在于活菌和死菌中，因此易导致假阳性［5］的产生。
相比于 DNA，RNA 只存在于活细胞中，因此基于
RNA 水 平 的 Real-time Reverse-Transcriptase PCR
(Real-time RT-PCR) 可以准确定量样品中的活菌
数［6 － 7］，已成为目前利用分子生物学方法检测活菌
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数的研究热点。
目前一般利用 Real-time PCR 标准曲线法定量

样品中微生物数量［8 － 9］，其中基于 DNA 水平的
Real-time PCR 技术检测样品中微生物数量时，建立
标准曲线的方法有 3 种:(1) 将目的基因连接到质
粒载体，提取含目的基因质粒，计算浓度后梯度稀释
进行 Real-time PCR 扩增，建立质粒拷贝数与 CT值

的标准曲线，检测样品中细菌数量［10 － 11］;(2) 提取
已知浓度的纯培养细菌 DNA，梯度稀释后进行
Real-time PCR 扩增，建立 Log 值与 CT值的标准曲

线，检测样品中细菌数量［11 － 13］;(3) 提取接种于食
品基质中已知浓度的细菌 DNA，梯度稀释后进行
Real-time PCR 扩增，建立 Log 值与 CT值的标准曲

线，检测样品中细菌数量［11，14 － 15］。目前，由于研究
热点集中于样品中活菌数定量，而 Real-time RT-
PCR 标准曲线的建立方法并不成熟，因此，部分研
究者利用上述基于 DNA 水平的 Real-time PCR 标准
曲线建立方法，选用梯度稀释的 DNA 扩增，建立标
准曲线进行定量样品中活菌数。如包秋华等［16］利
用含有目的基因的质粒建立标准曲线，定量检测发
酵乳中植物乳杆菌及嗜酸乳杆菌的活菌数; Bui
等［1］提取接种于鸡粪上的空肠弯曲杆菌 DNA 建立
标准曲线，定量检测鸡粪中活空肠弯曲杆菌数量。
这两种方法都是是基于 DNA 水平的标准曲线，而检
测样品时，却提取样品的 RNA 进行定量，由于 DNA
与 RNA 的提取方法不同，导致提取效率不同，从而
致使定量结果不一致。因此，需要建立基于 RNA 水
平的标准曲线［2］，定量检测样品中活菌数，降低因
提取效率差异而引起的误差。

本研究参照病毒体外转录合成 RNA 标准品，反
转录为 cDNA 梯度稀释进行 Real-time PCR 扩增，建
立标准曲线的方法［17］，首次利用体外转录合成带有
副溶血性弧菌 tlh 基因的 RNA 作为标准品，建立标准
曲线 A;根据 Ye 等［2］建立 RNA 标准曲线的方法，提
取菌数已知的纯培养副溶血性弧菌 RNA，反转录得
到 cDNA，梯度稀释进行 Real-time PCR 扩增，建立标
准曲线 B;参照基于 DNA 水平的第 3 种标准曲线建
立方法，首次提取接种于虾上菌数已知的副溶血性弧
菌 RNA，反转录，梯度稀释后扩增，建立标准曲线 C。

另外，标准曲线的建立方法不同可能会导致定
量结果的差异，已有研究者比较分析基于 DNA 水平
的 Real-time PCR 技术的标准曲线定量样品中微生

物数量时的差异性［12 － 13 ，18］。但尚未有研究比较基
于 RNA 水平的 Real-time RT-PCR 技术标准曲线定
量样品中微生物数量时的差异性。本研究首次比较
了 3 种标准曲线定量样品中副溶血性弧菌结果之间
的差异性，得到适于 Real-time RT-PCR 检测样品中
活菌的最适标准曲线，为后续研究者利用 Real-time
RT-PCR 准确定量活菌数奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要仪器和试剂:高精度恒温培养箱，日本
Sanyan 公司;离心机，德国 eppendorf 公司;7500fast
荧光定量仪，美国 ABI 公司;Biotek 多功能酶标仪，
gene 公司;2'SYBR Green Master，罗氏公司;TCBS 培
养基，北京陆桥技术有限责任公司; Trizol 试剂，
Invitrogen 公司;氯仿 /异戊醇(24 ∶ 1，V /V)、异丙醇、
无水乙醇、氯仿、焦碳酸二乙酯 (DEPC)，上海生工
生物工程有限公司;PrimeScript RT reagent Kit with
gDNA Eraser，大连 TaKaRa 公司。
1. 1. 2 实验材料:本实验所用的副溶血弧菌
(ATCC33847)购自中国科学院微生物研究所;南美
白对虾购自上海南汇农贸市场;Real-time PCR 所用
的引物( tlh-F 5'- agctggttcttaggtcacttctcc-3'，tlh-R 5'-
ggtttgtagttcttcgccagtttt-3')由上海生工生物工程有限
公司合成。
1. 2 荧光定量 PCR 体系及反应参数

荧光定量 PCR 的反应体系为 20 μL，各组份为
2 ＇SYBR Green Master 10 μL、正向引物 ( 10 μmol /
μL) 1. 5 μL、反向引物(10 μmol / μL) 1. 5 μL、DNA
模板 2 μL 及 ddH2O 5 μL。PCR 反应参数为:95℃
20 s;95℃ 3 s，60℃ 30 s，40 个循环中。在延伸阶段
收集荧光信号，反应结束后，对获得的信号数据进行
处理。
1. 3 灵敏度分析

将公司合成的 RNA 标准品进行反转录，将反转
录得到的 cDNA 10 倍稀释［(10 － 109 )拷贝数 /mL］
后进行 Real-time RT-PCR 扩增，分析检测灵敏度。
1. 4 特异性检测

为验证所设计出的 tlh 基因的 Real-time PCR 引
物的特异性，选取了不同种属的共 22 株菌株(Vibrio
Cholerae 2 株，Vibrio Alginolyticus 1 株，Vibrio
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netriegens 1 株，Listeria monocytogenes 7 株，Listeria
innocua 1 株，Pseudomonas 3 株，Yersinia 1 株，
Escherichia coli 1 株，Staphylococcus aureus 1 株，
Salmonella 1 株，Macrococcus caseolyticus 1 株，
Pseudomonas fluorescens1 株，Pseudomonas putida 1
株)进行引物特异性分析，分别提取所有菌株的
DNA 进行 PCR 扩增，PCR 结果进行琼脂糖凝胶电
泳观察，分析所设计的引物特异性。
1. 5 RNA 提取及 cDNA 合成

RNA 提 取 采 用 Trizol 法，Trizol 试 剂 购 自
Invitrogen 公司，按说明书所示方法提取。处理后虾
样品总 RNA 的提取参考 Sirsat ( 2011 ) 采用的方
法［19］。基因组 DNA 的去除及反转录合成 cDNA 均
根据 PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser 试
剂盒说明书进行，反转录后 cDNA 于 － 20℃保存。
1. 6 标准曲线的建立
1. 6. 1 标准曲线 A:副溶血性弧菌 tlh 基因的 RNA
标准品的体外转录合成过程委托大连宝生物公司完
成。转录完成后的 RNA 标准品经 DNase I 处理两
次后进行样品精制，最后测定标准品 OD 值，推算出
纯度与拷贝数。

按照 1. 5 反转录方法将得到的已知浓度 RNA
标准品进行反转录。将 cDNA 进行 10 倍稀释为
109 － 103拷贝数 /mL 浓度梯度，置于 Real-time PCR
扩增仪上进行扩增，获得标准曲线 A。
1. 6. 2 标准曲线 B:取活化后的副溶血性弧菌菌液
100 μL 于 TSB 液体培养基中，37℃过夜培养使其达
到对数期(约 108 CFU /mL)。菌液进行 10 倍梯度稀
释，取 100 μL 涂布 TCBS 平板，37℃ 过夜培养，计
数。同时取 1 mL 菌液于 1. 5 mL 离心管中 12000 r /
min 离心 5 min，去上清，菌体用于提取 RNA。RNA
提取及 cDNA 合成按 1. 5 所述进行合成的 cDNA 10
倍稀释后进行 Real-time PCR 扩增。根据得到的 CT

值与 Log10 CFU 值制作标准曲线。
1. 6. 3 标准曲线 C:取对数期副溶血性弧菌菌液
(约 107CFU /mL) 100 μL 点接种于冲洗后的南美白
对虾(约 10 g)腹部，将接种后的虾放入均质袋，加
入 30 mL 无菌生理盐水，均质袋置于震荡培养箱中
震荡 10 min，震荡结束后取 1 mL 均质液进行 10 倍
稀释，取合适稀释梯度涂布 TCBS 平板，37℃过夜培
养，计数。将剩余菌液(约 29 mL)收集于 50 mL 离
心管中 10000 × g、离心 10 min (4℃ )，去上清，收集

菌体，用于提取 RNA。RNA 提取及 cDNA 合成按
1. 5 所述进行，合成的 cDNA 10 倍稀释后进行 Real-
time PCR 扩增。根据得到的 CT值与 Log10 CFU 值制
作标准曲线。
1. 7 人工模拟污染样品中副溶血性弧菌 RNA 的
制备

取活化后的副溶血性弧菌( ATCC33847 ) 100
μL 分别接于 TSB，37℃过夜培养使其处于对数期，
分别收集 2 管菌体，标记为纯培养样品 1、纯培养样
品 2;取处于对数期的副溶血性弧菌菌液按照 1. 6. 3
的接种方式分别接种于 2 只煮熟和 2 只生的南美白
对虾腹部，按照 1. 6. 3 的方法收集菌体，标记为熟虾
样品 1、熟虾样品 2、生虾样品 1、生虾样品 2。按 1. 5
所述方法提取 6 个样品的 RNA 及合成 cDNA，合成
的 cDNA 于 － 20℃保存。同时取以上 6 个样品菌液
进行 10 倍梯度稀释后取合适稀释梯度涂布 TCBS
平板，37℃过夜培养，计数。
1. 8 Real- time PCR 扩增

将 6 个样品的 cDNA 与 3 种标准曲线 cDNA 同
时进行 Real-time PCR 扩增，根据标准曲线定量样品
中副溶血性弧菌数量。
1. 9 数据分析

实验结果采用 SPSS17. 0 软件对获得的数据进
行显著性分析( p = 0. 05)。

2 结果和分析

2. 1 普通琼脂糖电泳检测提取的总 RNA 质量
普通琼脂糖凝胶电泳图表明 Trizol 法提取的样

品总 RNA 完整性较好，样品 RNA 的 OD260 /OD280比
值均在 1. 9 － 2. 1 之间，表明提取出的总 RNA 浓度
纯度较好，可以用于后续 RT-PCR 检测。
2. 2 荧光定量 PCR 灵敏度及特异性分析

对梯度稀释菌液的总 RNA 进行定量检测结
果显示，当标准品拷贝数低于 10 2拷贝数 /mL 时，
荧光定量 PCR 扩增无“S”形的荧光曲线生成。
即此方法检测限可达到 100 拷贝数 /mL，灵敏度
较高，可用于实际样品的检测。采用设计所得到
的 tlh 基因引物对 22 株菌株的 DNA 进行 PCR 扩
增，22 株菌株 DNA 经 PCR 扩增后，凝胶电泳图
均未出现条带，证明该引物特异性良好，可以用
于样品检测。
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2. 3 三种标准曲线的建立
建立的 3 种标准曲线如图 1 所示。建立的标准

曲线相关系数均大于 0. 99，具有较好的线性关系，
PCR 反应体系的扩增效率均在最优扩增效率 80%
－ 120%之间，表明已建立的荧光定量 PCR 方法误
差较小，3 种标准曲线可以用于后续样品的检测。

图 1． 3 种标准曲线
Figure 1． Three standard curves

2. 4 Real-time RT-PCR 定量样品中活副溶血性弧
菌数量

利用 3 种标准曲线及传统涂布方法定量 6 个样
品中副溶血性弧菌菌数，结果如表 1 所示，除熟虾样
品 1 涂布定量结果与标准曲线 B 定量结果无显著
性差异( p ＞ 0. 05)外，3 种标准曲与涂布对 6 个样品
定量结果之间均具有显著性差异( p ＜ 0. 05)。

不同定量方法定量副溶血性弧菌结果的差值如
表 2 所示，涂布结果与标准曲线 A 及标准曲线 C 定
量结果差值较大［范围分别为 ( 1. 41 － 2. 60 ) Lg
CFU /mL，(0. 61 － 1. 81) Lg CFU /mL］，相对误差平
均值为 30. 0%及 18. 8%，但与标准曲线 B 定量结果
差值较小，范围为(0. 04 － 0. 88) Lg CFU /mL，相对
误差平均值为 6. 9% ;标准曲线 A 与标准曲线 B 定
量结果之间的差值较大，差值平均数为 － 2. 25 Lg
CFU /mL，相对误差平均值达到 48. 2%，与标准曲线
C 定量结果之间的差值平均数为 － 0. 75 Lg CFU /
mL，相对误差平均值为 15. 9% ;标准曲线 B 与 C 定
量结果的差值在(1. 47 － 1. 53) Lg CFU /mL 之间，相
对误差平均值为 21. 7%。

表 1． 不同定量方法定量副溶血性弧菌结果
Table 1． The results of different quantification methods in quantifying the concentration of V． parahaemolyticus in samples

sample
quantitative results (Lg CFU /mL) e

TCBS count standard curve A standard curve B standard curve C
pure culture1 5. 60 ± 0. 10b 4. 19 ± 0. 04d 6. 44 ± 0. 04a 4. 91 ± 0. 04c
pure culture2 8. 09 ± 0. 04a 5. 49 ± 0. 05d 7. 75 ± 0. 05b 6. 28 ± 0. 05c
cooked shrimp1 7. 07 ± 0. 06a 4. 77 ± 0. 04c 7. 02 ± 0. 04a 5. 52 ± 0. 04b
cooked shrimp2 6. 27 ± 0. 09b 4. 89 ± 0. 04d 7. 15 ± 0. 04a 5. 65 ± 0. 04c
raw shrimp1 7. 17 ± 0. 09a 4. 58 ± 0. 03d 6. 83 ± 0. 03b 5. 32 ± 0. 03c
raw shrimp2 6. 38 ± 0. 02b 4. 32 ± 0. 04d 6. 57 ± 0. 04a 5. 04 ± 0. 04c

abcd: Different quantitative results within the same sample indicate the significant differences ( p ＜ 0. 05)

e: Mean ± standard errors

表 2． 不同定量方法定量副溶血性弧菌结果的差值
Table 2． The difference of different quantification methods in quantifying the concentration of V． parahaemolyticus samples

sample
difference value( relative error%)［Lg CFU /mL( g)］

TCBS counta standard curve Ab standard curve Bc

standard curve A standard curve B standard curve C standard curve B standard curve C standard curve C
pure culture1 1. 41(25. 2% ) － 0. 84(15. 0% ) 0. 68(12. 2% ) － 2. 25(53. 7% ) － 0. 72(17. 2% ) 1. 53(23. 8% )
pure culture2 2. 60(32. 1% ) 0. 34(4. 2% ) 1. 81(22. 4% ) － 2. 26(41. 2% ) － 0. 79(14. 4% ) 1. 47(19. 0% )
cooked shrimp1 2. 29(32. 4% ) 0. 04(0. 5% ) 1. 54(21. 8% ) － 2. 25(47. 2% ) － 0. 75(15. 7% ) 1. 50(21. 4% )
cooked shrimp2 1. 37(21. 9% ) － 0. 88(14. 0% ) 0. 61(9. 7% ) － 2. 25(46. 0% ) － 0. 76(15. 5% ) 1. 49(20. 8% )
raw shrimp1 2. 58(36. 0% ) 0. 33(4. 6% ) 1. 84(25. 7% ) － 2. 25(49. 1% ) － 0. 74(16. 2% ) 1. 51(22. 1% )
raw shrimp2 2. 06(32. 3% ) － 0. 19(3. 0% ) 1. 33(20. 8% ) － 2. 25(52. 1% ) － 0. 72(16. 7% ) 1. 52(23. 2% )
average 2. 05(30. 0% ) － 0. 20(6. 9% ) 1. 31(18. 8% ) － 2. 25(48. 2% ) － 0. 75(15. 9% ) 1. 50(21. 7% )

a: The difference of plate count and three standard curves in quantitative results; b: The difference of standard curve A and standard curve B and C in

quantitative results; c: The difference of standard curve B and standard curve C in quantitative results．
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3 讨论

副溶血性弧菌是一种较常见的食源性致病菌，
由该菌引起的食物中毒事件占细菌性食物中毒事件
的 60%以上［20］，因此选择较为快速准确的定量副
溶血性弧菌的检测方法，可以为副溶血性弧菌的定
量风险评估提供基础［21］。

传统平板菌落计数法耗时耗力，需 4d 才能完
成，操作复杂，检出率低。而 Real-time RT-PCR 检测
全过程只需 12 － 16 h，具有特异性强、灵敏度高、速
度快等优点［22］，且当背景菌存在时，Real-time RT-
PCR 可以准确检测和定量样品中特定菌的数量［11］。

目前，国内外已有大量研究利用 Real-time PCR
检测牡蛎、虾等食品样品中副溶血性弧菌［10 － 11，15］，
Real-time PCR 已被广泛用于食品中副溶血性弧菌
的检测［23］。而已有相关研究应用 Real-time RT-
PCR 检测鸡粪中的活空肠弯曲杆菌菌数［1］及猪肉
中活单增李斯特菌菌数［2］等，但是该方法并未广泛
应用于食品中活副溶血性弧菌的检测。因此，Real-
time RT-PCR 用于检测食品中活副溶血性弧菌的前
景广阔，具有推广使用价值。

本研究采用基于 RNA 的 Real-time RT-PCR 定
量副溶血性弧菌活菌数［16］，此方法可以避免假阳性
的出现［24］。Real-time RT-PCR 对 RNA 的质量要求
极为严格［25］，因此高质量的 RNA 是后续 RT-PCR
检测的关键［26］。本实验采用 Trizol 法提取副溶血
性弧菌的 RNA［27］，这种方法样本裂解较充分，蛋白
质消化较完全，提取出的总 RNA 浓度较高，纯度好，
可以用于后续 RT-PCR 检测。

Real-time PCR 的重要参数是灵敏性、特异性及
线性关系等［24］。本研究设计的副溶血性弧菌的 tlh
基因引物特异性较好，利用 PCR 对供试菌株进行扩
增均无阳性扩增，引物可以用于副溶血性弧菌的特
异性检测。本研究得到的最低检测限为 100 拷贝
数 /mL，该值与周丽民等［28］得到的检测限 100 拷贝
数 /mL 一致，检测灵敏度较高，可用于样品的检测。
线性回归方程相关系数(R2 )是标准曲线构建是否
成功的重要参数，一般认为 R2 ＞ 0. 995 为各个梯度
间相关性较好［29］。本研究建立的 3 种标准曲线相
关系数均在 0. 995 以上，说明 3 种标准曲线的稳定
性及可靠性较好，可用于后续样品的检测。

标准曲线的建立是 Real-time PCR 定量中的一
个关键步骤，但标准曲线的建立方法不同，可能会导
致定量结果的差异［12］，因此本研究首次比较分析了
基于 RNA 水平的 Real-time PCR 技术的 3 种标准曲
线定量样品中活副溶血性弧菌数量的差异性，其中
标准曲线 A 与 C 为本研究首次建立并用于活菌的
检测。标准曲线 A 和标准曲线 C 的定量结果显著
( p ＜ 0. 05)低于涂布定量结果，差值较大，相对误差
平均值分别为 30. 0% 和 18. 8%。Bui 等［1］利用标
准曲线 C 的建立方法建立标准曲线定量鸡粪样品
中空肠弯曲杆菌的数量，结果显示引物不同会导致
标准曲线定量结果与涂布结果差值不同，可以解释
本研究。标准曲线 B 的定量结果显著( p ＜ 0. 05)低
于涂布定量结果但差值较小，差值范围为(0. 04 －
0. 88) Lg CFU /mL，相对误差平均值为 6. 9% (表 1
和 2)。Ye 等［2］利用标准曲线 B 的建立方法建立单
增李斯特菌标准曲线，定量结果与涂布定量结果差
值较小，差值范围在(0. 4 － 0. 93) Lg CFU /mL，与本
研究得到结果较为一致。

标准曲线 A 定量结果显著( p ＜ 0. 05)低于标准
曲线 B、C 定量结果，差值较大(相对误差平均值在
15. 9%以上)，出现这种现象的原因可能是由于标
准曲线 A 的建立过程中不需要从样品提取 RNA，标
准品 RNA 在操作过程中损失少，而用于构建标准曲
线 B、C 的 RNA 是从纯培养细菌或接种于样品中细
菌提取，在提取过程中 RNA 会有所损失［30］，同时由
于提取过程中有机试剂等 PCR 抑制剂的残留会抑
制 Real-time PCR 反应的进行［23］，导致 CT值升高，但
建立标准曲线设定 X 轴的值( Lg CFU /mL)时并没
有考虑损失的情况，仍按照涂板的定量结果设
定［2，24］，因此会导致标准曲线的上移，从而导致标准
曲线 B、C 的定量结果显著高于( p ＜ 0. 05)标准曲线
A 的定量结果。标准曲线 B 的定量结果显著高于
( p ＜ 0. 05)标准曲线 C 的定量结果，且差值较大，相
对误差平均值达到 21. 7%，原因可能是在不同的提
取机制中 RNA 的提取效率不同，从而导致定量结果
的差异［11］。

4 结论

本研究中 3 种标准曲线定量结果显著低于涂布
定量结果，其中本研究首次建立的标准曲线 A 定量
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结果与涂布结果差值较大，导致定量结果的不准确
性，已被应用的标准曲线 B 定量结果更接近于传统
涂布结果，可以广泛用于 Real-time RT-PCR 定量。
虽然本研究结果显示 Real-time RT-PCR 定量结果与
涂布结果存在一定差值，但 Real-time PCR 较传统涂
布更方便、省时、省力，且可以较为准确定量复杂样
品中的某种特定菌，因此本研究对利用 Real-time
RT-PCR 定量时选用标准曲线提供一定的依据，为
后续研究奠定了基础。
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Difference of three standard curves of real-time reverse-
transcriptase PCR in viable Vibrio parahaemolyticus
quantification

Mengtong Jin，Wenshuo Sun，Qin Li，Xiaohong Sun，Yingjie Pan，Yong Zhao*

College of Food Science and Technology，Shanghai Ocean University Laboratory of Quality ＆ Safety Risk Assessment for
Aquatic Products on Storage and Preservation (Shanghai)，Ministry of Agriculture，Shanghai Engineering Research Center
of Aquatic-Product Processing ＆ Preservation，Shanghai 201306，China

Abstract:［Objective］We evaluated the difference of three standard curves in quantifying viable Vibrio parahaemolyticus
in samples by real-time reverse-transcriptase PCR ( Real-time RT-PCR ) ． ［Methods］ The standard curve A was
established by 10-fold diluted cDNA． The cDNA was reverse transcripted after RNA synthesized in vitro． The standard
curve B and C were established by 10-fold diluted cDNA． The cDNA was synthesized after RNA isolated from Vibrio
parahaemolyticus in pure cultures ( 108 CFU /mL) and shrimp samples ( 106 CFU / g) ( Standard curve A and C were
proposed for the first time) ． Three standard curves were performed to quantitatively detect V． parahaemolyticus in six
samples，respectively (Two pure cultured V． parahaemolyticus samples，two artificially contaminated cooked Litopenaeus
vannamei samples and two artificially contaminated Litopenaeus vannamei samples) ． Then we evaluated the quantitative
results of standard curve and the plate counting results and then analysed the differences． ［Results］ The three standard
curves all show a strong linear relationship between the fractional cycle number and V． parahaemolyticus concentration (R2

＞ 0. 99 ); The quantitative results of Real-time PCR were significantly ( p ＜ 0. 05 ) lower than the results of plate
counting． The relative errors compared with the results of plate counting ranked standard curve A (30. 0% ) ＞ standard
curve C (18. 8% ) ＞ standard curve B (6. 9% ); The average differences between standard curve A and standard curve B
and C were － 2. 25 Lg CFU /mL and － 0. 75 Lg CFU /mL，respectively，and the mean relative errors were 48. 2% and
15. 9%，respectively; The average difference between standard curve B and C was among (1. 47 － 1. 53) Lg CFU /mL
and the average relative errors were among 19. 0% － 23. 8% ． ［Conclusion］ Standard curve B could be applied to Real-
time RT-PCR when quantify the number of viable microorganisms in samples．
Keywords: real-time RT-PCR，standard curve，Vibrio parahaemolyticus
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