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食品中副溶血性弧菌 PCR快速检测方法的研究

钟　凯　田　静　李业鹏　刘秀梅　计　融

(中国疾控中心营养与食品安全所 ,北京　100021)

摘　要 :为建立食品中副溶血性弧菌 (VP)的 PCR检测方法 ,选取 tl 基因作为靶序列设计一对引

物 ,用该引物对 14株从国内食品中分离的副溶血性弧菌 (经传统方法验证)和 30株非副溶血性弧

菌进行 PCR扩增 ,并用此方法对人工污染食品进行检测。扩增片段表现出极好的特异性 ,对人工

污染的冷冻虾仁、沙丁鱼的检出限为 10 CFUΠg ,且与传统方法结果吻合。该方法适宜于食品中副溶

血性弧菌的检测。
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Faster detection of Vibrio parahaemolyticus in foods by PCR technique
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Abstract : The purpose of this study is to establish a new technique for detection Vibrio perahaemolyticus (VP)

faster and validate its practicability. The new technique involves designing a primer pair targeting tl gene and

using the primer pair for PCR amplification The technique was tried in 14 VP strains and 30 non - VP strains ,

and also in factitiously contaminated food samples. The results showed that the technique offered excellent dif2
ferentiation and lower detection limit (10 CFUΠg) . The full course of assay could be completed in 13 hours ,

which was significantly shorter than the time needed by conventional techniques. It is concluded that the tech2
nique is practical with advantages of simple operation , higher specificity , less time2consuming and lower detec2
tion limit . Nevertheless , more trial is needed because the technique was validated in only 2 kinds of actual

food samples.
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　　传统的副溶血性弧菌鉴定方法 ( GB 4789. 7—

1994)是分离培养、氯化钠三糖铁反应、格兰氏染色

镜检、嗜盐性试验、生化鉴定和动物实验 ,不仅需要

近 6 d时间 ,而且操作复杂 ,灵敏度有限。随着人民

生活水平的提高 ,对外经贸的发展 ,迫切需要一种更

灵敏、更快捷的检测方法以适应新的需求。我国学

者也已对副溶血性弧菌的分子生物学检测进行了研

究和应用。[2 ,3 ]本研究以 PCR技术为基础 ,建立一套

食品中副溶血性弧菌检测方法 ,该方法能大大缩短

检测周期 ,提高检测灵敏度。

1　材料与方法

111　材料

1. 1. 1　仪器与设备 　PTC - 200 核酸扩增仪 (美国

MJ 公司) 、5415D微量台式离心机 (德国 eppendorf 公

司) 、BIO - RAD300电泳仪 (美国伯乐公司) 、SW22恒

温摇床 (JμLABO 公司) 、微波炉 ( Galanz 公司) 、VD2

5132凝胶成像系统 (法国 VL公司) 、微量进样器 (法

国吉尔森公司) 、PL5243 纯水仪 (美国 PALL 公司) 、

QF100制冰机 (斯科特罗公司) 、MS - 2 涡旋振荡器

(德国 IKA公司) 、PYX - DHS - 50×65 - 1隔水式电

热恒温培养箱 (上海跃进医疗器械厂) 、CC1 水浴锅

(HUBER公司) 。

1. 1. 2　试剂　RNA酶、DNA提取试剂盒、PCR反应

试剂盒均为 Promega公司产品。

1. 1. 3　引物合成　根据文献报道的引物序列 ,委托

上海生物工程技术服务有限公司合成副溶血性弧菌

特异性引物 tl基因[4 ]其序列如下 :

上游引物 5′- AAAGCGGATTATGCAGAAGCACTG- 3′
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下游引物 5′- GCTACTTTCTAGCATTTTCTCTGC - 3′

1. 1. 4　菌种　菌种均来自于实验室分离菌株。其

中 14株副溶血性弧菌分别来自浙江和福建省疾病

预防控制中心的食品检样 ,其它 30株非副溶血性弧

菌来自北京市临床药理研究所。

1. 1. 5　样品　冷冻虾仁、沙丁鱼罐头均购于北京某

超市。

112　方法

1. 2. 1　模板提取方法　选择浙江省疾控中心提供

的一株副溶血性弧菌为代表菌。用嗜盐菌选择性琼

脂和氯化钠结晶紫增菌液对菌株进行分离培养和

37℃过夜振摇培养。过夜液体培养物 1 mL ,8 000 rΠ
min离心 3 min ,弃上清液 ,加 600μL DNA 裂解液 ,

80℃孵育 8 min ,加 RNA酶 37℃孵育 30 min ,加 200

μL蛋白沉淀液 ,涡旋 20 s ,冰浴 10 min ,12 000 rΠmin

离心 10 min ,取上清液于另一管 ,加等体积异丙醇 ,

12 000 rΠmin 离心 5 min ,弃上清液 ,加 70 %乙醇沉

淀 ,12 000 rΠmin 离心 5 min ,干燥 10 min ,加 200μL

重旋液后置 4℃过夜。

1. 2. 2　基因扩增条件 　总体积 20μL 的反应体系

中 ,10μmolΠL的上下游引物各 0. 5μL ,模板DNA 0. 5

μL ,25 mmolΠL MgCl2 2. 0μL ,2 mmolΠL dNTP 2. 0μL ,

2. 5 uΠμL Taq酶 0. 2μL ,10×buffer缓冲液 2. 0μL ,去

离子水 12. 3μL。PCR 反应条件为 :预变性 94℃ 5

min ,变性 94℃60 s ,退火 58℃60 s ,延长 72℃60 s ,

30个循环 ,再延长 72℃7 min。

1. 2. 3　PCR结果的电泳检测　用 0. 5×TBE缓冲液

配制 1. 2 %琼脂糖凝胶 ,将 PCR扩增产物与溴化乙

锭 ( EB ,终浓度为 0. 5μgΠmL)混合物及 100 bp mark2

er ,分别点样 5μL , 100 V电泳 60 min。用凝胶成像

系统观察电泳结果 ,并对其进行分析。

1. 2. 4　菌种准备　副溶血性弧菌的分离培养与鉴

定按 GB 4789. 7—1994
[5 ]进行。非副溶血性弧菌菌

株经传统方法鉴定后平板划线 ,37℃培养 24 h ,挑取

单个菌落接种于普通营养肉汤中 ,37℃过夜振荡培

养。

1. 2. 5　样品及其前处理　冷冻虾仁及沙丁鱼均从

某超市购买。根据 GB 4789. 7—1994 ,以无菌操作将

待检样品 25 g放于含有 225 mL 氯化钠结晶紫肉汤

的无菌均质袋中均质成 1∶10的均匀稀释液作为副

溶血性弧菌的培养基备用。

1. 2. 6　特异性检测　选用经本实验室已经过传统

方法验证的 14株副溶血性弧菌和 30株非副溶血性

弧菌进行 PCR特异性验证。

1. 2. 7　灵敏性检测　以无菌操作将副溶血性弧菌

代表菌株的过夜培养液按 10 倍递增稀释 10
- 1～

10 - 8 ,提取 DNA ,进行 PCR检测。

1. 2. 8　人工染菌　以无菌操作将副溶血性弧菌菌

株的过夜培养液按 10倍递增稀释 10
- 1～10

- 8
,并选

择 10
- 4、10

- 5、10
- 6

3 个稀释度作细菌菌落计数 ,同

时 10倍稀释于待检试样均质液中 ,37℃振荡培养 ,

分别于培养后不同时间段取 1 mL 菌液 ,提取模板

DNA ,设空白对照。

2　结果与讨论

211　方法的特异性　对从食品中分离确认的 14株

副溶血性弧菌进行 PCR检测 ,阳性率为 100 % ,其他

30株菌均为阴性 ,见图 1 ,图 2。

1 ,2　副溶血性弧菌 ;3　明斯特沙门氏菌 ; 4～15　副溶血性弧菌 ;16　痢疾 1型志贺氏菌 ; 17　奇异变形杆菌 ; 18　小肠结

肠炎耶尔森氏菌 ;19　阴沟肠杆菌 ; 20　蜂房哈夫尼亚菌 ; 21　臭鼻克雷伯氏菌 ;22　粘质沙雷氏菌 ;23　阳性对照 ; 24　

阴性对照 ; 25　100 bp Marker。

图 1　副溶血性弧菌 PCR的引物特异性 (1)

1　弗劳地枸橼酸杆菌 ; 2　雷极氏变形杆菌 ; 3　肠炎沙门氏菌 ; 4　肿瘤克雷伯氏菌 ; 5　乙型副伤寒沙门氏菌 ; 6～12　

大肠杆菌 ;13　宋内氏志贺氏菌 ; 14　鲍氏Ⅳ型志贺氏菌 ; 15　蜡样芽胞杆菌 ;16～18　单增李斯特氏菌 ; 19～22　金黄色

葡萄球菌 ;23　阴性对照 ; 24　阳性对照 ; 25　100 bp Marker。

图 2　副溶血性弧菌 PCR的引物特异性 (2)
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212　方法的灵敏性

图3 结果表明对于副溶血性弧菌的纯培养 ,

PCR的检出限为 106 CFUΠmL。

1　108 CFUΠmL ;2　107 CFUΠmL ; 3　106 CFUΠmL ; 4　105 CFUΠ

mL ;5　104 CFUΠmL ; 6　103 CFUΠmL ; 7　阳性对照 ; 8　阴性

对照 ; 9　100 bp Marker。

图 3　副溶血性弧菌 PCR的灵敏性

213　人工污染副溶血性弧菌的沙丁鱼罐头 PCR检

验方法　经氯化钠结晶紫增菌液过夜振荡培养的副

溶血性弧菌的起始菌量为 7. 4×107 CFUΠmL ,沙丁鱼

匀浆液 (10 mL匀浆液相当于 1 g试样的量)中含副

　　

溶血性弧菌分别为 1 CFUΠmL、10 CFUΠmL、10
2

CFUΠmL。10 h后 ,菌量分别增至 5. 8×10
8、5. 8×10

8、

6. 4×108 CFUΠmL。结果表明该 PCR检测系统在 102

CFUΠmL增菌 4 h ,1、10 CFUΠmL增菌 6 h后可检出副

溶血性弧菌。即沙丁鱼罐头中副溶血性弧菌菌量达

10 CFUΠg时 ,该检验方法可以检出 ,见图 4。

214　人工污染副溶血性弧菌的冻虾仁 PCR检验方

法　经氯化钠结晶紫增菌液过夜振荡培养的副溶血

性弧菌的起始菌量为 7. 4×107 CFUΠmL ,冻虾仁匀浆

液 (10 mL匀浆液相当于 1 g试样的量)中含副溶血

性弧菌分别为 1 CFUΠmL、10 CFUΠmL、10
2

CFUΠmL。

在 10 h 后副溶血性弧菌菌量分别增至 4. 8 ×10
8

CFUΠmL、3. 4×108 CFUΠmL、8. 2×108 CFUΠmL。结果

表明 ,该 PCR检测系统在 10 CFUΠmL、102 CFUΠmL增

菌 4 h 后可检出 ,在 1 CFUΠmL 增菌 6 h 后可检出。

即虾仁中副溶血性弧菌菌量达 10 CFUΠg时 ,该检验

方法可以检出 ,见图 5。

1　起始菌液 ;2　起始菌液 10倍稀释 ;3　起始菌液 100倍稀释 ;4　起始菌液 1 000倍稀释 ;5　102 CFUΠmL增菌 4 h ;6　10

CFUΠmL增菌 4 h ;7　1 CFUΠmL增菌 4 h ;8　增菌液空白对照 ;9　102 CFUΠmL增菌 6 h ;10　10 CFUΠmL增菌 6 h ;11　1 CFUΠ

mL增菌 6 h ;12　增菌液空白对照 ;13　102 CFUΠmL增菌 8 h ;14　10 CFUΠmL增菌 8 h ;　15　1 CFUΠmL增菌 8 h ;16　增菌液

空白对照 ;17　102 CFUΠmL增菌 10 h ;18　10 CFUΠmL增菌 10 h ;19　1 CFUΠmL增菌 10 h ;20　增菌液空白对照 ;21　阳性对 ;

22　阴性对照 ;23　100 bp Marker。

图 4　人工污染副溶血性弧菌的沙丁鱼罐头 PCR检验结果

1　起始菌液 ;2　起始菌液 10倍稀释 ;3　起始菌液 100倍稀释 ;4　起始菌液 1 000倍稀释 ;5　102 CFUΠmL增菌 4 h ;6　10

CFUΠmL增菌 4 h ;7　1 CFUΠmL增菌 4 h ;8　增菌液空白对照 ;9　102 CFUΠmL增菌 6 h ;10　10 CFUΠmL增菌 6 h ;11　1 CFUΠ

mL增菌 6 h ;12　增菌液空白对照 ;13　102 CFUΠmL增菌 8 h ;14　10 CFUΠmL增菌 8 h ;15　1 CFUΠmL增菌 8 h ;16　增菌液空

白对照 ;17　102 CFUΠmL增菌 10 h ;18　10 CFUΠmL增菌 10 h ;19　1 CFUΠmL增菌 10 h ;20　增菌液空白对照 ;21　阳性对照 ;

22　阴性对照 ;23　100 bp Marker。

图 5　人工污染副溶血性弧菌的冻虾仁 PCR检验结果

215　结论　食品匀浆液中含有副溶血性弧菌 1、10、

102 CFUΠmL ,在氯化钠结晶紫增菌液中增菌 10 h后

副溶血性弧菌菌量均可增至 10
8

CFUΠmL。在增菌液

中副溶血性弧菌量达 106 CFUΠmL时 ,该 PCR检测系

统可以检出。增菌 6 h后 ,可以达到最低检出要求。

在对经分离确认的 14份副溶血性弧菌样品和 30份
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其他菌样品的检测中 ,符合率为 100 % ,且该反应体

系能很好地排除杂菌干扰 ,显示出很高的特异性和

灵敏度。

3　讨论　实际工作中 ,多数学者选取副溶血性弧菌

的耐热溶血素基因 tdh 和耐热相关溶血素基因 trh

用于检测 ,也有研究者使用其它基因 ,如 gyrB 基因、

Fla基因、toxR 基因、核糖体 RNA 基因等。[3 ,6 ,7 ]然

而 ,值得注意的是 tdh和 trh基因是和副溶血性弧菌

致病性密切相关的 ,但并非所有的副溶血性弧菌都

携带 tdh或 trh基因。同时 , tdh基因与 trh基因都不

是单一基因 ,其中 tdh基因族的同源性达到 80 %以

上 ,而 thr基因与 tdh基因的同源性为 68 % ,因此一

对引物无法检测所有的 tdh 和 trh 基因。[1 ]同时 ,

tdh
-

trh
- 脲酶阳性副溶血性弧菌的致病因素也不能

忽视。因此 ,为进行预防性检测 ,我们针对属特异性

基因 tl 设计引物用于 PCR。

在本研究中 ,我们选取冻虾仁和沙丁鱼作为海

产品代表尝试建立 PCR快速检测方法。通过设计

特异性引物 ,优化 PCR反应条件 ,对 14株副溶血性

弧菌和 30株其他细菌进行扩增检测。结果表明 ,该

方法有很好的种属特异性 ,检出限达到 10 CFUΠg ,且

与传统鉴定方法的结果吻合。通过选择性增菌 ,使

该方法具有较强的抗杂菌干扰能力。从试样检测开

始到获得结果仅需要 13 h (增菌 6 h ,DNA提取 4 h ,

PCR反应 2 h ,电泳 1 h) ,大大缩短了报告周期 ,可以

为疾病暴发的诊断与控制赢得宝贵时间。

本实验建立的食品中副溶血性弧菌的 PCR检

测方法与传统方法相比 ,操作简便 ,特异性好 ,报告

周期短 ,检出限低 ,检测结果准确、稳定。另外 ,由于

有很好的重复性 ,有利于检测程序的标准化 ,和实验

室之间的比对。该方法适应食品微生物检验发展的

需要 ,具有较高的使用推广价值。但由于本研究所

涉及的食品种类有限 ,所以此方法还需在实践中进

行进一步的验证。
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