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实验技术与方法
基于内参的副溶血性弧菌实时荧光定量 )*+快速检测方法的建立

王建昌!王金凤!李静!孙晓霞!陈瑞春
!河北出入境检验检疫局检验检疫技术中心"河北 石家庄("#""#$#

摘(要!目的(建立基于内参的副溶血性弧菌实时荧光定量 )*+方法!快速检测样品中的副溶血性弧菌$ 方法(根
据 >NB‘GB^ 已公布的副溶血性弧菌基因组序列!筛选特异性靶基因!设计特异性引物探针!优化反应体系!并在体系
中加入内参"R(*#!通过标记不同荧光基团的/G],GB 探针来监测R(*!进而实时监控整个)*+反应$ 按照 # b#" ;<P4
!# C的细菌量人工污染样品!以评价所建立反应的体系$ 结果(以副溶血性弧菌基因组 RD7为模板!最低检测限为
$ \C4!V’以 $" 倍梯度稀释的菌液经水煮法提取的 RD7为模板!最低检测限为 & o$"!;<P4ZV’以含有 72%)的质粒为模
板!最低检测极限可以达到 $"" ;A\FNU4!V’建立 72%)和 72%)BR(*标准曲线!*/值与模板拷贝数均呈良好线性关系
"%! i"0’’’#’人工污染初始菌量为 3 ;<P4!# C时!样品中副溶血性弧菌增菌 5 = 即可检出$ 结论(本研究所建立的
72%)BR(*实时荧光定量 )*+方法!既能有效检测食品中副溶血性弧菌!又能实时监测 )*+反应过程!有效防止,假阴
性-的发生!结果可靠!有利于实现海产品中副溶血性弧菌实时荧光定量 )*+检测方法的标准化$
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((副溶血性弧菌$=:,%:40#%#1#&8432/:-$’%是一种革
兰阴性嗜盐菌"主要存在于近海岸的海水’海水沉积
物和鱼虾’贝类等海产品中"其中"牡蛎中含量最
高)$8!* ( 人类食用生的或未煮熟的被该菌污染的海产
品后会导致急性肠胃炎’反应性关节炎等疾病"严重
时还可引起败血症( 国家食源性疾病监测网数据表
明我国近年来副溶血性弧菌中毒事件发生数呈上升
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趋势"已成为我国最严重的食源性公共卫生问题之
一( 目前"在中国沿海地区的食物中毒病例中"副溶
血性弧菌已成为微生物性食物中毒的首要病原菌)%* (

目前"我国对副溶血性弧菌检测的国家标准为
>‘&31’03!!"$%+食品微生物学检验 副溶血性弧
菌检验, )&* "整个检测过程需要 # b3 W"工作量大且
操作复杂"副溶血性弧菌特异性检测能力不强"因
而不适合大量样品快速检测的需求( 现已建立的
副溶血性弧菌的免疫学检测方法主要有酶联免疫
吸附$I-c.7%法’免疫荧光抗体技术’胶体金技术"
这些方法的优点是检测时间短’操作简单’便于推
广"但其灵敏性不高"只适用于大量样品的初筛#与
普通 )*+法相比"实时荧光定量 )*+法具有更高
的敏感性和特异性"目前已成为病原检测的重要方
法( 目前国内外学者已经建立了以副溶血性弧菌
/31’/.1’/4@A基因为检测靶点的 )*+法和荧光定量
)*+方法"但大都未对增菌后的样品提取核酸进行
研究评估 )#8$"* ( 在 )*+检测方法的实际应用中"部
分样品基质复杂"存在大量未知的复杂成分"可能
会存在影响 )*+扩增的物质"同时核酸提取过程中
残留的物质也可能导致 )*+扩增的抑制"从而出现
定量值较低或-假阴性.结果(

本研究所建立的副溶血性弧菌检测方法是一种
基于内参$R(*%的实时荧光定量 )*+方法"在反应体
系中添加 R(*以对整个反应过程进行实时监测"从而
有效的防止-假阴性.结果的产生"并通过水煮法和
商业化试剂盒法对增菌后样品提取的核酸进行靶基
因检测"有助于取得理想的检测结果"同时推动了副
溶血性弧菌实时荧光定量 )*+检测方法的标准化(

$(材料与方法
$0$(材料
$0$0$(试验菌株

本试验所用菌株来源见表 $(
$0$0!(主要试剂和仪器

核酸蛋白分析仪$德国 I\\NBWAT<%’)*+仪$意
大利 /N;=BN%’7‘c3#"" 实时荧光定量 )*+仪 $美
国 7‘c%(

碱性蛋白胨水$7)j%’硫代硫酸钠’柠檬酸钠’

胆盐蔗糖$/*‘.%琼脂培养基均购自北京陆桥公司"
基因组 RD7提取试剂盒’! o5#6)*+ZGUSNTZFY均
购自天根生化科技 $北京 % 公司")TNZFYIY5#6’
\,R% $’8/UFZ\VNXN;SAT均购自日本 /GeG+G(
$0!(方法
$0!0$(RD7提取

水煮法&将 $ ZV增菌液样品转入 $0# ZV离心管

((( 表 $(试验菌株来源

/GQVN$(.STGFBUFB S=FUUSPWM

菌种名称 菌种来源
扩增内参
引物探针
)*+结果

靶基因扩
增 )*+
结果

副溶血性孤菌 *c**!$5$3 n 6

创伤弧菌 7/**!3#5! n n

霍乱弧菌 7/**$&"%# n n

拟态弧菌 7/**%%5#% n n

哈维弧菌 7/**%%1&! n n

溶藻弧菌 7/**$33&’ n n

鳗弧菌 7/**$’"$’ n n

大肠埃希菌 ?$#3m@3 *c**!$#%" n n

单核细胞增生李斯特菌 7/**$’$$& n n

鼠伤寒沙门菌 *c**!!’#5 n n

阪崎肠杆菌 7/**!’#&& n n

空肠弯曲杆菌 7/**%%!’$ n n

溶血性曼杆菌 本实验室分离 n n

地衣芽胞杆菌 本实验室分离 n n

蜡样芽胞杆菌 *c**$"&51 n n

志贺菌 *c**!$53’ n n

金黄色葡萄球菌 7/**5#%1 n n

阴沟肠杆菌 本实验室分离 n n

注& n表示阴性结果# 6表示阳性结果

中 # """ b1 """ T4ZFB 离心 # ZFB"弃上清收集菌
体#加入 !"" !V无菌去离子水"振荡混匀"$"" g水
浴 $" ZFB"$! """ T4ZFB 离心 $" ZFB"上清为 RD7模
板" n!" g保存备用(

水洗法加提取试剂盒法&取 $ ZV增菌液样品转
入 $0# ZV离心管中"1"" T4ZFB 离心 # ZFB 或静置
# b$" ZFB#取上清液"1 """ T4ZFB 离心 # ZFB"收集
菌体#倒去上清液后"用无菌双蒸水重悬浮菌体"离
心洗涤 % 次#将沉淀用试剂盒进行 RD7提取(
$0!0!(引物和探针设计

根据文献)$$8$!*"选择 72%)作为副溶血性弧
菌检测靶基因( 从 >NBN‘GB^ 中下载 72%)靶序列"
应用 RD7USGT软件对下载的多个靶序列进行比对"
查找保守序列( 用 )TFZNTIY\TNUU%0" 软件设计引
物和探针"用 ‘-7./工具进行比对"分析其特异性"
将探针的 #f端标记 _7,"%f端标记 I;VF\UN"见表 !(

表 !(引物探针序列

/GQVN!(cB<ATZGSFAB GQAPSS=N\TFZNTUGBW \TAQN

引物
探针

引物序列$#f8%f%
片段大
小4Q\

72%)

探针

R(*

探针

_&*>>/7>/777*>*7*/>/*7>77
+&7*>>/77>///>*>/>/>>7/
_7,8/>>/7*/77**7/**7/*>/>>*>>/*8I;VF\UN
_&77/>>7>777>****/>/>77>
+&/*7*>/>77**/>>77///>7*
*O#8*7*/>*>*7/*/7>/***>*/>77*8‘@E%

33

$!%

$0!0%(扩增内参的建立
采用复合引物法 )$!*构建扩增内参$R(*%"选择

乳仓鼠肾细胞 $‘@e8!$ %的 N8:基因作为内参基
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因"使用 )TFZNTIY\TNUU%0" 软件设计扩增内参引物
和探针$见表 !%"将内参探针标记*\Z 荧光基团"在
内参引物 #f末端分别连接上 72%)检测引物"形成一
对内参引物和目标引物的长引物"经长引物扩增后
得到扩增内参( 内参片段连接载体 0L+?]B5"转化
感受态细胞"测序验证#提取质粒"测定浓度"
n!" g保存备用"菌液于甘油中 n1" g保存(
$0!0#(实时荧光定量 )*+反应及条件优化

反应体系的建立&以副溶血性弧菌基因组 RD7

作为模板"取不同浓度的引物和探针组合"以最低
*/值和最高荧光强度的组合为最佳组合( 反应体
系$!# !V%&$!0#!V! o5#6)*+ZGUSNTZFY"上下游
引物设定终浓度为 "0!’"0&’"05’"01 !ZAV4-"探针
设定终浓度为 "0$!’"0$&’"0$5’"0$1 !ZAV4-"+?K

, "0# !V"模板 RD7#" b$"" BC"用 WW@!?定容至
!# !V( 反应条件&’# g预变性 %" U#’# g变性 # U"
5" g复性 %# U"&" 个循环"5" g时收集荧光(

条件优化&在确定的靶基因最佳引物探针浓度
基础上"对反应体系中内参探针浓度进行优化( 探
针终浓度分别设 "0$!’"0$&’"0$5’"0$1 !ZAV4-"反
应体系中包含 $"5;A\FNUR(*"反应条件同前"以能给
出最低 */值和最高荧光强度的最小 R(*探针浓度
为最佳浓度(

R(*添加量过多会抑制靶基因的扩增"需要对
R(*添加量进行优化( 在其他条件已确定的基础
上"在反应体系中添加 $"!’$"%’$"&’$"#’$"5 ;A\FNU
R(*"选取能获得 R(*扩增阳性信号"同时又不影响
靶基因扩增的添加量作为 R(*最佳添加量(
$0!0#(特异性试验

根据试验优化后最终的引物探针浓度和反应
条件"水作为空白对照"提取表 $ 中副溶血性弧菌和
其他菌株的基因组 RD7进行实时荧光 )*+扩增"

通过观察扩增曲线验证所建立的副溶血性弧菌实
时荧光 )*+方法的特异性(

根据 R(*最佳探针浓度和添加量"建立加入
R(*后的副溶血性弧菌实时荧光定量 )*+$ 72%)B
R(*%反应体系( 对表 $ 中菌株提取基因组 RD7"进
行实时荧光 )*+扩增"确定 R(*添加后对本研究建
立的副溶血性弧菌检测体系的特异性影响(
$0!05(72%)BR(*实时荧光定量 )*+方法的灵敏性
和定量范围

将已知浓度的副溶血性弧菌标准菌株基因组
RD7做 $" 倍梯度稀释"每个稀释度各取 $ !V为模
板"按照 72%)BR(*实时荧光定量 )*+方法"进行
)*+扩增"能得到扩增曲线的最低浓度即为该反应
体系检测的最高灵敏度(

将副溶血性弧菌标准菌株经过夜培养后"用灭
菌 )‘. 作 $" 倍梯度稀释"并选择 $"#’$"5’$"3 倍
% 个稀释度进行平板计数"以此计算原始菌落数(

同时每个稀释度各取 $ ZV菌液"用水煮法提取基因
组 RD7"用 #" !V灭菌水溶解 RD7"取 $ !V为模板"

进行 )*+扩增(
$0!03(副溶血性弧菌实时荧光定量 )*+检测标准
曲线的构建

将 72%)靶基因连接到 0L+?]B5载体上"转化
大肠杆菌 R@#-感受态细胞"挑取阳性克隆"将鉴定
正确的菌液提取质粒"并测定浓度"计算对应的拷
贝数"做 $" 倍列稀释"最终稀释至 $ ;A\FNU4!V"制成
标准模板溶液"分别取 $ !V作为模板进行 72%)和
72%)BR(*实时荧光定量 )*+反应"通过不同 */值
和浓度"分别建立标准曲线( 最终得到线性方程"

确认 R(*对副溶血性弧菌检测精确度的影响(
$0!01(模拟样品检测

将副溶血性弧菌标准菌株经过夜纯培养后"用灭
菌 )‘. 做 $" 倍列稀释"选取 $"#’$"5’$"3 倍稀释度作
平板计数"计算纯培养的初浓度( 经稀释后"选取# b
#" ;<P 的初始菌量分别添加到 !# C鳕鱼饼’生鱼肉’

虾肉 % 种不同基质样品$经 >‘4/&31’03!!"$% 法检
测均为副溶血性弧菌阴性%中"再添加到 !!# ZV7)j
中"同时做空白对照$加 $ ZV生理盐水%( 人工污染
样品在 %3 g $#" T4ZFB 条件下摇床振荡培养( 前增
菌后 5’1’$" ="分别取培养液 $ ZV"采用 $0!0$ 中的
! 种方法进行细菌基因组 RD7提取"取 % !V作为模
板进行检测"试验重复 % 次(

!(结果与分析
!0$(72%)实时荧光定量 )*+体系中引物’探针浓
度优化结果

选择荧光信号最强"且曲线出现最早的引物探
针组合为最佳引物探针浓度( 如图 $ 所示"确定引
物为 "01 !ZAV4-"探针为 "0$5 !ZAV4-时为 72%)反
应体系最佳浓度(
!0!(72%)实时荧光定量 )*+方法的特异性试验
结果

对副溶血性弧菌标准菌株和其他细菌基因组
RD7进行检测"结果 72%)引物探针仅对副溶血性
弧菌基因组 RD7为阳性扩增"呈现典型的扩增曲
线"对其他菌株均无扩增曲线"显示较好的特异性"
结果见图 !(
!0%(72%)实时荧光定量 )*+反应体系中 R(*探针
浓度和添加量的优化

当 R(*探针浓度为 "0$1 !ZAV4-时"荧光信号
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图 $(72%)实时荧光定量 )*+体系中引物探针浓度

优化结果
_FCPTN$()TFZNTGBW \TAQN;AB;NBSTGSFAB A\SFZFhGSFAB TNUPVSU

A<TNGV8SFZN)*+UMUSNZ<AT72%)

最强"曲线出现最早"确定为最佳工作浓度( 当 R(*
的添加量为 $"# ;A\FNU时"既能出现明显的 *O# 信
号$*/值 p!#%"又不会对 72%)的检测有明显影响(
最终选择每 !# !V反应体系添加 $"# ;A\FNU的 R(*
为最佳添加量"即对 72%)靶基因扩增影响最小(

图 !(72%)实时荧光定量 )*+特异性试验
_FCPTN!(.\N;F<F;SNUSA<TNGV8SFZN)*+<AT72%)

!0&(72%)BR(*实时荧光定量 )*+特异性结果
如图 % 所示"添加 R(*后 72%)实时荧光定量

)*+仅对副溶血性弧菌为阳性扩增"其余菌株未扩
增#同时所有反应中 R(*均扩增良好( 结果说明在
反应体系中添加 $"# ;A\FNUR(*对 72%)靶基因扩增
的特异性以及整个反应体系均没有任何影响"R(*
可以有效地指示假阴性"同时保证结果的可靠性(

注&7为不添加 R(*实时荧光定量 )*+结果#‘为添加 R(*实时荧光定量 )*+结果

图 %(72%)BR(*实时荧光定量 )*+特异性试验
_FCPTN%(.\N;F<F;SNUSA<72%)BR(*TNGV8SFZN)*+

!0#( 72%)BR(*实时荧光定量 )*+的灵敏性试验
结果

分别以 $" 倍梯度稀释的副溶血性弧菌基因组
RD7为模板进行实时荧光定量)*+反应"结果显示
无论反应体系中是否加入 R(*"对靶基因的扩增均
没有任何影响"灵敏度结果未发生改变"%# 个循环
之内"检测灵敏度为 $ \C"见图 &(

通过梯度稀释平板计数"以水煮法提取各梯度基
因组 RD7"通过 72%)BR(*实时荧光定量 )*+检测靶
基因"在添加 R(*的情况下"各个梯度基因组 RD7均
有扩增曲线"表明本文建立的方法对于水煮 RD7提
取方法提取的核酸均可检测( %# 个循环时"该方法
对副溶血性弧菌的检测限为 & o$"! ;<P4ZV"见图 #(
!05(质粒 RD7标准曲线的建立

72%)实时荧光定量 )*+反应所建立的标准曲
线"斜率为 n%0!#1"反应效率为 $0"!3"%! i"0’’’"线

图 &(R(*对副溶血性弧菌检测灵敏性的影响
_FCPTN&(R(*WNSN;SFAB UNBUFSFXFSMN<<N;SUAB =:,%:4

0#%#1#&8432/:-$’

性方程为 2in%0!#1VAC@6&!0$’1#72%)BR(*实时荧
光定 量 )*+反 应 所 建 立 的 标 准 曲 线"斜 率 为
n%0$5!" 反 应 效 率 为 $0"!%" %! i"0’’’" 2i

n%0$5!VAC@6&$0"51( 结果表明无论是否添加 R(*"

不同浓度模板拷贝数的对数与 */值均呈良好的线性
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图 #(72%)BR(*实时荧光定量 )*+对副溶血性弧菌的

定量检测结果
_FCPTN#(EPGBSFSGSFXNTNUPVSUA<72%)BR(*TNGV8SFZN

)*+<AT=:,%:40#%#1#&8432/:-$’

关系"R(*的添加不影响整个反应的精确度"最低检
测极限可以达到 $"" ;A\FNU4!V(

!03(72%)BR(*实时荧光定量 )*+方法对副溶血性
弧菌人工污染样品的检测

所有样品空白对照均未检出副溶血性弧菌"而
人工污染样品无论采取何种基因组 RD7提取方法"
当样品中接菌量为 3 ;<P4!# C"增菌时间为 5 = 时"
反应体系中 R(*扩增均为阳性"副溶血性弧菌即可
检出(

本研究建立的 72%)BR(*实时荧光定量 )*+法"
在样品经 5 = 增菌后"经 % 次重复试验"无论采取水
煮法和试剂盒方法"均可以从副溶血性弧菌起始菌
量为 "0!1 ;<P4C海产品及其加工产品中检测到副溶
血性弧菌"但水煮法扩增 */值较试剂盒法靠后 $ b
# 个循环"尤其在 5 = 表现明显( 结果见表 %"*/值
均为 % 次重复试验的平均值(

表 %(% 种样品在不同条件中副溶血性弧菌检测 */值结果
/GQVN%(+NUPVS<ATWNSN;SFAB A<=:,%:40#%#1#&8432/:-$’FB UNG<AAW

样品类别
5 = 1 = $" =

$ ! % $ ! % $ ! %

鳕鱼饼

鱼肉

虾肉

!30"#
$%!0$#%

!#0%$
$%$0%$%

!&015
$!10%#%

!$0%%
$!#033%

!"0&#
$!&0%1%

$’0##
$!$0#%%

$5053
$$’0#&%

$50#&
$$301’%

$#0’!
$$#0%3%

!301’
$%%0!#%

!#0$!
$%$053%

!%03’
$!’0#’%

!$0"#
$!50%%%

!"0&%
$!&0!5%

$’0$%
$!!0%&%

$50#5
$!"0&%%

$50$$
$$10#5%

$#01%
$$505%%

!10%!
$%!0&’%

!3053
$%"0’3%

!50#5
$!1053%

!%053
$!50!&%

!!0#%
$!&0"%%

!"01’
$!$01’%

$’03’
$!"0!’%

$’0$&
$$10!%

$103’
$$30’1%

注&$’!’% 分别代表接菌量为 3’$#’%" ;<P4!# C#括号外的数值是由试剂盒法所测得"括号内的数值是由水煮法所测得

%(讨论
荧光定量 )*+技术具有灵敏度高’重复性好’

反应高效’准确性高等优点"已广泛应用于生物学
和医学领域研究( 本研究选取副溶血性弧菌 72%)

靶基因设计探针和引物"通过在反应体系中添加
R(*"利用靶基因和 R(*的同时扩增来防止假阴性结
果的产生( R(*在反应体系中可以监控 )*+抑制’

试验操作的错误等"如果实际样品检测过程中出现
靶基因检测为阴性"而 R(*也没有扩增信号"说明整
个试验不成立")*+反应是无效的"存在 )*+抑制
反应等"需要查找原因重新进行检测"以保证检测
结果的准确性和可靠性( 本研究为快速’大批量的
进行实际样品检测"因而设置 %# 个循环数"在保证
检测结果的基础上进一步减少检测时间"以满足监
管部门快速检测需求(

72%)BR(*实时荧光定量 )*+的 %! 与扩增效率

S决定荧光定量的检测能力 )$%* ( 试验结果表明"本

研究建立的 72%)BR(*标准曲线 */值与拷贝数的对
数呈良好的线性关系"在循环数为 %# 时"最低能检
测到 $"" ;A\FNU4!# !V反应体系( 灵敏性和定量范

围的结果显示"无论反应中是否加入 $"# ;A\FNUR(*"

模板浓度与 */值均呈现良好的线性关系"灵敏度和
定量均不受影响"最低能检测到 $ \C4!V的模板
RD7( 系列梯度稀释副溶血性弧菌液进行水煮法核

酸提取后"检测限为 & o$"! ;<P4ZV(

本研究对海产品中两种副溶血性弧菌基因组
RD7提取方法对实时荧光 )*+检出限的影响分析
表明"无论采取何种基因组 RD7提取方法"在初始
菌量为 3 ;<P4!# C时"样品经前增菌 5 = 后均能检测
到靶基因"结果可靠( 何晓华等 )$&*建立的副溶血性

弧菌 )*+检测方法在初始染菌量为 $0!& ;<P4!# C

样品时"经 1 = 增菌后采用水煮法提取基因组 RD7

可检测到副溶血性弧菌( 因此"可以以水煮法提取
增菌后样品中细菌 RD7作为模板"通过荧光定量
)*+方法检测到海产品中的副溶血性弧菌( 本研
究中 % 种基质在 $" = 增菌后"两种提取方法对副溶
血性弧菌检测的 */值没有明显差异"因此增菌 $" =

后进行副溶血性弧菌检测可以不用考虑样品复杂
成分对检测结果的影响( 本研究根据两种提取方
法的检测结果并结合 >‘&31’03!!"$% 的要求"将
所有检测样品的时间定为 $" =( 本研究结果表明建
立的 72%)BR(*实时荧光定量 )*+方法具有结果准
确可靠’特异性强’灵敏度高’时间短等优点( 水煮
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法和试剂盒方法均能在前增菌 5 = 时检出副溶血性
弧菌"R(*均扩出"表明两种方法均可采用( 对于两
种不同的细菌基因组 RD7提取方法"水煮法更简
便"费用低"试剂盒方法提取的核酸纯度较水煮法
高"杂质少"因而在实际检测中"建议根据不同基质
样品和食品检测需求选择提取方法(

综上所述"本研究所建立的基于内参的副溶血
性弧菌实时荧光定量 )*+方法"既能快速检测样品
中的副溶血性弧菌"又能实时监控 )*+体系以防止
假阴性结果的发生"在进行大量食品样品的检测工
作时"是一种可靠’有效的初筛方法(
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实验技术与方法
离子色谱法测定辣椒粉中的二氧化硫

徐慧!沈文雯!王柯!刘畅
!上海市食品药品检验所"上海(!"$!"%#

摘(要!目的(建立一种快速准确的离子色谱法测定辣椒粉中二氧化硫残留量$ 方法(样品在酸性条件下加热

蒸馏!二氧化硫被 @!?! 吸收氧化为硫酸根!通过离子色谱法测定$ 结果(二氧化硫含量在 " b5530" ZC4̂C范围

内线性良好!回归方程 2i$0"$1"’@n"0"333’!相关系数 %i"0’’’ ’’加标浓度为 $0"&$"&$"" ZC4̂C时!回收率为

1!03’2 b$"1032!相对标准偏差"A!+#均 p#2" M i5#’检出限为 "0$ ZC4̂C$ 结论(本方法前处理简单!干扰

少!准确度&灵敏度高!适合辣椒粉中二氧化硫残留检测$
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