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摘$要!目的$建立水产品中溶藻弧菌微滴式数字聚合酶链式反应 & EEd5H’快速定量检测方法# 方法$采用
F8/M#+%",&"#,$出口食品中食源性致病菌检测方法 实时荧光 d5H法%中溶藻弧菌的引物探针"建立优化 EEd5H

反应体系"梯度稀释溶藻弧菌纯培养液"确定 EEd5H方法的检出限&ZT[’和定量限&ZTf’(通过人工添加试验"比

较 EEd5H与实时荧光定量聚合酶链式反应&Wd5H’方法定量的准确性"以验证 EEd5H方法用于检测水产品中溶藻

弧菌的可行性# 结果$所建立的水产品中溶藻弧菌 EEd5H检测方法经过溶藻弧菌标准菌株!分离菌株以及其他近

源菌株验证"具有良好的特异性(纯培养的 ZT[和 ZTf一致"均为 &.& 拷贝/反应"相当于 ##" 5DY/JA纯菌液"定值

结果与传统平板计数方法相差 ".") 个对数值# 在人工污染模拟试验中 EEd5H的定量结果较 Wd5H更接近理论添加

值"检测重复性以及对低浓度样品的检出情况也均优于 Wd5H# EEd5H对人工污染样品的 ZTf可达 #&" 拷贝/L#

结论$溶藻弧菌 EEd5H定量检测方法特异性好!灵敏度高!结果准确"可为快速定量检测溶藻弧菌提供参考#
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$$溶藻弧菌#P’15’"+2&’)"2%/’034$是一种革兰阴性
嗜盐菌&广泛存在于海洋和江河入海口的水域中&
是海水类弧菌中的优势菌种+ 摄入或接触被溶藻
弧菌感染的食品可能会引起胃肠炎或伤口感
染 . #*&/ !中耳炎 . !/等&我国近年来多个城市陆续报道
了溶藻弧菌引起的食源性疾病事件 . )*%/ + 同时&它
也是鱼!虾!贝等海水养殖水产品的一种条件致病
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菌+ 当环境恶化时&水生动物机体免疫力下降&容
易引起弧菌病的暴发 . +/ &给水产养殖业造成巨大经
济损失+

目前&溶藻弧菌的检测仍以传统培养法为主&

如美国食品药品监督管理局#D[($和北欧食品分
析委员会方法 . -*#"/ &需要经过夜培养!选择性平板分
离!生化鉴定等复杂的过程&不仅耗时费力&而且样
品中潜在的其他杂菌有可能会因过度增殖而给目
标菌分离造成干扰+ 我国国家标准中对溶藻弧菌
的检测方法还没有具体规定&出入境检验检疫行业
标准 F8/M#+%""&"#,,出口食品中食源性致病菌
检测方法 实时荧光 d5H法- . ##/提供了溶藻弧菌可
疑菌落的实时荧光聚合酶链式反应#d5H$检测方
法+ 然而&当前针对溶藻弧菌的检测仍多以定性为
主&缺少简便而有效的定量检测方法+

微滴式数字 d5H# EEd5H$被认为是第三代核
酸扩增技术&其原理是通过把稀释到一定浓度的
[8(分子分布到 #" """j&" """ 个微滴中&使大部
分微滴中 [8(分子的数量为 # 或 "&然后通过 d5H
扩增和阳性信号的累积读取阳性反应单元数&再根
据泊松分布计算出样品中的 [8(分子数&从而实现
对 [8(分子的绝对定量 . #&*#!/ + 目前该技术已被用
于部分微生物的定量检测&例如针对临床标本中耐
甲氧西林的金黄色葡萄球菌 . #)/ !牛粪便标本中产志
贺毒素的大肠埃希菌 . #’/ &以及食品中的单核细胞增
生李斯特菌!副溶血性弧菌!金黄色葡萄球菌!沙门
菌!大肠埃希菌 T#’% n6%!阴沟肠杆菌等 . #,*&#/ &尚未
见到可用于水产品中溶藻弧菌定量检测的相关
报道+

本研究建立了适用于水产样品中溶藻弧菌的
EEd5H精准定量检测方法&为开展水产品风险监控
和水产品脱毒净化处理有效性评估提供了技术
支撑+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$菌株

标准菌株共 #" 株&购自美国典型培养物保藏中
心#(M55$!中国工业微生物菌种保藏管理中心
#5U55$!中国一般微生物典藏中心#5SR55$’’ 株
溶藻弧菌和 # 株非 T#!非 T#!- 群霍乱弧菌来源于
北京海关技术中心 #K95M5$&分离自水产品&见
表 #+
#.#.&$主要仪器与试剂

8>;@EC@P &""" 超微量紫外分光光度计#美国赛
默 飞 世 尔 $& qBC=?=d5H 仪 # 美 国 (PPA=BE K=@

$$$$ 表 #$试验用菌株列表

M>QAB#$Z=<?@3BVPBC=JB;?>A<?C>=;<
菌株名称 菌株来源及编号 菌株数

溶藻弧菌

副溶血性弧菌

创伤弧菌

拟态弧菌

河流弧菌
弗氏弧菌
非 T#!非 T#!- 群霍乱弧菌
嗜水气单胞菌

5U55#"++- #
K95M5""#j""’ ’
(M55#%+"& #
(M55&%’,& #
5SR55#%’+ #
(M55!!,’! #
5SR55#.#-,- #
5U55#")%) #

5SR55#.#,## #
5SR55#.#,#& #
K95M5"", #
5U55#"+,+ #

FG<?BJ<$&fc#"" 微滴生成仪!微滴读取仪均购自美
国 K=@*H>E+

EEd5H定量试剂盒 #美国 K=@*H>E$&细菌基因
组 [8(提取试剂盒.天根生化科技#北京$有限公
司/&dB?C=3=AJMR,)") 菌落总数测试片 #德国 ! R$&

引物!探针由生工生物工程 #上海$股份有限公司
合成+
#.&$方法
#.&.#$[8(提取及平板计数

利用 !^氯化钠碱性蛋白胨水对溶藻弧菌
#5U55#"++-$的过夜培养物进行 #" 倍梯度稀释+

采用细菌基因组 [8(提取试剂盒提取各稀释度菌
液 [8(&提取步骤按照试剂盒说明书进行&最终将
核酸溶解在 #"" !AM7缓冲液中+ 同时用 ! R细菌
总数测试纸片计数不同梯度纯菌液浓度&每个稀释
度做 & 个平行检测+
#.&.&$超微量紫外分光光度计测定

取溶藻弧菌#5U55#"++-$在 !^氯化钠碱性蛋
白胨水中的过夜培养物 # JA&提取其核酸并用超微
量紫外分光光度计进行浓度和纯度的测定&确保提
取核酸在 &," 和 &+" ;J处吸光度的比值 #(&,"/
(&+"$在 #.+j&." 之间&并按公式##$ . #"/计算提取
溶藻弧菌基因组 [8(的拷贝浓度%

0V
=W#"X-

) W#."-, W#"X&#
##$

其中 0代表提取的细菌基因组浓度#拷贝/!A$’=代
表超 微 量 紫 外 分 光 光 度 计 测 得 的 核 酸 浓 度
#;L/!A$’) 代表细菌基因组的长度 # QP$+ 根据美
国生物技术信息中心#85KU$已经发布的溶藻弧菌
基因组的测序数据&其平均长度为 ’.!m#", QP+
#.&.!$引物探针及实时荧光 d5H试验

为了便于 EEd5H与实时荧光定量 d5H#Wd5H$

的方法比较&本研究选取 F8/M#+%""&"#,. ##/中依
据 溶 藻 弧 菌 单 拷 贝 &5"(2基 因 # SB;K>;I%
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5d"",%#+.#$所设计的引物探针 #见表 &$&同时用
于 EEd5H和 Wd5H的扩增反应+

表 &$溶藻弧菌 Wd5H/EEd5H扩增引物探针序列
M>QAB&$dC=JBC>;E PC@QB<BW:B;2B3@CP’15’"+2&’)"2%/’034

Wd5H/EEd5H

引物/探针 序列#’l*!l$ 产物长
度/QP

正向引物 S(S5MMM5MSMMS((MSM((5S(5(5

反向引物 (555(5(5S5M55(MMS5 #&&

探针 M5M5MS5(((5M5(S(5S5((S5SM(SS

$$ Wd5H的反应体系和条件参照 F8/M#+%""
&"#,. ##/ + 在对水产品进行 Wd5H检测时&以 #" 倍
梯度稀释的溶藻弧菌基因组核酸拷贝浓度为横坐
标&以对应循环阈值 #5?值$为纵坐标&绘制 Wd5H
标准曲线&根据回归公式和 Wd5H检测水产品 5?值
计算其中包含的靶基因拷贝数+
#.&.)$EEd5H试验

反应体系#&" !A$%#" !AEEd5HR><?BCR=V3@C
dC@QB<#;@EYMd$&上!下游引物各 #.’ !A#终浓度
%’" ;J@A/Z$&探针 ".’ !A#终浓度 &’" ;J@A/Z$&
[8(模板 & !A&用双蒸水补足总体积+ 将 &" !A的
EEd5H反应预混液和 %" !A微滴生成油分别加入到
+ 孔微滴生成卡中&置于微滴生成仪中生成微滴+
将生成的油包水的微滴#)" !A$缓慢转移至 -, 孔板
中&封膜后置于 d5H仪上进行扩增反应+ 扩增反应
条件%-’ k预变性 #" J=;’-) k变性 !" <&’+ k退
火 # J=;&)" 个循环’-+ k固化微滴 #" J=;+ 将扩增
后的 -, 孔板置于微滴读取仪中&利用 f:>;?>F@3?软
件进行结果读取和分析&得到 EEd5H测定结果与对
应纯菌液浓度的换算公式%

RVHW
P#

P& WP!
#&$

其中 R为对应纯菌液浓度 #5DY/JA$’H为 &" !A
EEd5H反应体系中测得的核酸拷贝数 #拷贝/
&" !A$’P# 为提取核酸的最终定容体积#!A$’P& 为
EEd5H反应体系中加入的核酸模板体积#!A$’P! 为
提取的菌悬液体积#JA$+
#.&.’$EEd5H退火温度的优化

以溶藻弧菌基因组 [8(作为模板&分别在 ’,!
’+!,"!,& k四个退火温度下进行 EEd5H扩增反
应&根据扩增结果筛选出最佳退火温度+
#.&.,$EEd5H特异性验证

分别提取表 # 中所列菌株的过夜培养物基因组
[8(&并稀释到 #"o!稀释度后照优化的条件进行
EEd5H检测&以验证其特异性+
#.&.%$实际样品添加

选择经传统方法 . ,/及 Wd5H方法验证无溶藻弧

菌的市售鱿鱼圈样品作为添加基质+ 对溶藻弧菌
过夜培养纯菌液进行 #" 倍梯度稀释并平板计数&同
时取 #"o)! #"o’! #"o,! #"o%! #"o+ 稀释度纯菌液各
&’ JA分别添加到盛有 &’ L鱿鱼圈样品的均质袋中&

各添加浓度分别设 ! 个样品重复&另取 # 份 &’ L鱿
鱼圈样品加入 !^氯化钠碱性蛋白胨水代替添加纯
菌液作为阴性对照&上述样品用拍击式均质器拍击
& J=;&制成系列 # n#含有不同浓度溶藻弧菌的鱿鱼
圈污染样品+ 取各样品匀液 & JA分别利用试剂盒
法提取细菌基因组 [8(&最终将核酸溶解在#"" !A
M7缓冲液中&进行 EEd5H和 Wd5H检测&比较两者
的定值效果+

&$结果
&.#$EEd5H扩增体系的建立与优化

EEd5H对溶藻弧菌 [8(扩增的一维散点图和
直方图见图 #+ 溶藻 [8(扩增效果良好&一维散点
图中阳性微滴和阴性微滴明显分成两簇&并且中间
弥散微滴数目少#图 #>$’直方图中阳性峰和阴性峰
明显分开&中间无任何干扰#图 #Q$&表明溶藻弧菌
的 Wd5H扩增引物和探针可以直接应用到 EEd5H

的扩增体系中+

图 #$EEd5H方法扩增溶藻弧菌的散点图#>$和直方图#Q$

D=L:CB#$T;B*E=JB;<=@;>A<2>??BCPA@?@3<BAB2?BE OBAA</

<>JPAB<#>$ >;E 4=<?@LC>J<@3<BAB2?BE OBAA</<>JPAB<

3A:@CB<2B;?EC@PAB?>JPA=?:EB<#Q$ 3@CW:>;?=3G=;LP’15’"

+2&’)"2%/’034LB;@J=2[8(QGEEd5H
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在 ’,!’+!,"!,& k四个温度条件下&EEd5H的
定量结果并没有明显差异&但 ," 和 ,& k条件下
EEd5H扩增的荧光信号强度却呈现一定的下降趋
势#见图 &$&因此将 ’+ k作为最终退火温度+

图 &$不同退火温度下 EEd5H的扩增结果
D=L:CB&$(JPA=3=2>?=@; CB<:A?<@3EEd5H>?E=33BCB;?

>;;B>A=;L?BJPBC>?:CB

&.&$EEd5H特异性分析
EEd5H对 , 株溶藻弧菌均呈现阳性扩增信号

#图 !$&而 - 株其他弧菌和 # 株嗜水气单胞菌的检
测均呈阴性#图 !$&表明建立的溶藻弧菌 EEd5H检
测方法特异性强+

注%# 为溶藻弧菌#5U55#"++-$ ’&j, 为溶藻弧菌自分离株
#K95M5""#j""’$ ’% 为创伤弧菌#(M55&%’,&$ ’+ 为创伤弧菌
#5SR55#%’+$ ’- 为拟态弧菌#(M55!!,’!$ ’#" 为拟态弧菌

#5SR55#.#-,-$ ’## 为拟态弧菌#5U55#")%)$ ’#& 为河流弧菌
#5SR55#.#,##$ ’#! 为弗氏弧菌#5SR55#.#,#&$ ’#) 为副溶

血性弧菌#(M55#%+"&$ ’#’ 为霍乱弧菌自分离株#K95M5"",$ ’

#, 为嗜水气单胞菌#5U55#"+,+$

图 !$EEd5H对溶藻弧菌及其他近缘菌株 [8(的检测结果
D=L:CB!$FPB2=3=2=?GEB?B2?=@; @3P’15’"+2&’)"2%/’034

QGEEd5H

&.!$EEd5H方法测定溶藻弧菌基因组[8(的最低
检出限#ZT[$和定量限#ZTf$

对纯菌液 Wd5H与 EEd5H最低均可检测到
#"o%稀释度#图 )$+ #"o% j#"o!稀释度纯菌液#-.+m
#"# j-.+m#"’ 5DY/JA$经 EEd5H测得的基因组浓
度呈现良好的线性关系&相关系数 ?& 为 ".---&#"o%

稀释度三次重复试验均能检出&且检测变异系数
#5q值$为 #’.%’^#小于 &"^$&所以 ZT[和 ZTf
均为 &.& 拷贝/反应&其对应纯菌液浓度为 #.#m#"&

5DY/JA&见表 !+

图 )$溶藻弧菌纯菌液的 Wd5H扩增曲线#>$

和 EEd5H扩增微滴分布图#Q$

D=L:CB)$Wd5H>JPA=3=2>?=@; 2:CNB#>$ >;E EEd5H

>JPA=3=2>?=@; EC@PAB?J>P @3P’15’"+2&’)"2%/’034#Q$

&.)$EEd5H与平板计数!超微量紫外分光光度计
测定结果的比较

溶藻弧菌#5U55#"++-$在 !^氯化钠碱性蛋白
胨水中的过夜培养物经过平板计数测得其浓度为
-.+m#"+ 5DY/JA&其对数值为 +.--’超微量分光光
度计测定基因组 [8(浓度&经计算所对应菌液浓度
为 #.-%m#"- 5DY/JA&其对数值为 -.&-’在 #"o% j
#"o!定值范围内 EEd5H测得纯菌液浓度分别乘以
对应稀释因子计算出原纯菌液浓度为 #.#m#"- j
-.,m#"+ 5DY/JA&对数值在 +.+, j-.") 范围内&其
平均值为 +.-’&比平板计数法和超微量紫外分光光度
计法测得值分别低 ".") 和 ".!) 个对数值#图 ’$+
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$$$ 表 !$梯度稀释的溶藻弧菌纯菌液 EEd5H定量检测结果
M>QAB!$SC>E=B;?E=A:?=@; @3EEd5HW:>;?=?>?=NBEB?B2?=@; CB<:A?<@3P’15’"+2&’)"2%/’034

稀释因子
EEd5H检测结果/#拷贝/&" !A$

平行 # 平行 & 平行 ! 平均值
对应纯菌液浓度
/#5DY/JA$

5q/̂
平板计数结果
/#5DY/JA$

分光光度计结果
/#5DY/JA$>

#"o! &" """ #+ ,," #- #&" #- &," -.,m#"’ !.’! -.+m#"’ #.-%m#",

#"o) # %") # ,,, # ,-" # ,+, +.)m#") #.#) -.+m#") #.-%m#"’

#"o’ #)+ #)) #), #), %.!m#"! #.!% -.+m#"! #.-%m#")

#"o, #- #! #% #, +.&m#"& #%.’" -.+m#"& #.-%m#"!

#"o% & & & & #.#m#"& #’.%’ -.+m#"# #.-%m#"&

注%>%根据公式##$计算出分光光度计测定的提取细菌基因组浓度#拷贝/!A$ &乘以提取基因组核酸定容体积# #"" !A$ &再除以提取的纯菌液
体积## JA$ &即得到对应稀释度纯菌液浓度#5DY/JA$

图 ’$溶藻弧菌纯菌液中基因组浓度定值结果比较
D=L:CB’$5@JP>C=<@; @3LB;@J=22@;2B;?C>?=@; EB?BCJ=;>?=@;

CB<:A?<@3P’15’"+2&’)"2%/’034

EEd5H的定量结果同平板计数的预计值间存在良
好的相关性&相关系数 ?& 为 ".--%+
&.’$实际样品检测

根据添加纯菌液的平板计数结果&预计人工污
染的鱿鱼圈样品中溶藻弧菌的理论添加值为 #.&#m
#"# j#.&# m#"’ 5DY/JA+ 提取人工添加样品中
[8(&同时进行 EEd5H和 Wd5H检测&结果发现
EEd5H对 #"o+ 稀释度仍能检出& Wd5H仅检测到
#"o%稀释度’而且&对于 #"o% j#"o)稀释度&EEd5H的
定值结果与理论添加值非常接近&检测的 5q值均
小于 &!.’^&明显小于 Wd5H&EEd5H对该人工污染
样品的 ZTf可达 #&" 拷贝/L#见表 )$+

!$讨论
当前针对食源性致病菌的定量检测方法仍主

要分为传统培养法和分子生物学方法两大类&前
者主要包括平板计数和最大可能数 #Rd8$法&而
后者的主要为 Wd5H法+ 新兴的 EEd5H技术可以
直接对核酸进行绝对定量&因此有望为食源性致
病菌的定量检测提供更加精准的手段+ 本研究选
取 F8/M#+%""&"#, 中溶藻弧菌的引物探针&通
过反应体系和条件优化建立溶藻弧菌 EEd5H定量
检测技术&证明了 Wd5H扩增反应转化为 EEd5H
的可行性+

表 )$EEd5H与 Wd5H对人工污染鱿鱼圈样品中溶藻弧

菌的定量检测结果
M>QAB)$f:>;?=?>?=NBEB?B2?=@; CB<:A?<@3P’15’"+2&’)"2%/’034

=; >C?=3=2=>AAG2@;?>J=;>?BE <W:=E <>JPAB<QGEEd5H>;E Wd5H
检测
方法

添加纯菌
液稀释度

定量检测结果/#拷贝/L$
# & ! 平均值

5q/̂

EEd5H

Wd5H

#"o) #)# """ #)- """ #!+ """ #)! """ !.--

#"o’ #& -"" #! ’"" #) !"" #! ,"" ’.#+

#"o, # ’," # ’)" # )+" # ’"" &.%&

#"o% #)" -" #)" #&" &!.)#

#"o+ ," " +" )% +-.&#

#"o) &!# """ !"# """ !## """ &+# """ #’.’#

#"o’ && +"" !! ,"" &# ’"" &, """ &’.’+

#"o, & ’"" & #)" & )+" & )"" +.’&

#"o% !&& #+# )#’ !#" !+.’"

#"o+ " " " " "

注%"表示未检出

$$利用梯度稀释的溶藻弧菌纯菌液评价 EEd5H
方法的检测性能+ 能被可靠检测到的最低靶基因
水平即为 ZT[. #)/ &而测定结果的 5q值!&’^时的
最低靶基因浓度即为 ZTf. &&/ ’因此&EEd5H方法对
溶藻弧菌的 ZT[和 ZTf均为 &.& 拷贝/反应&相当
于 ##" 5DY/JA&且 EEd5H定值结果与平板计数结
果非常接近+

在人工污染鱿鱼圈样品试验中&将 EEd5H与
Wd5H定值结果进行比较&进一步评价所建立
EEd5H方法的有效性+ 结果表明&EEd5H对溶藻弧
菌的定量结果更为接近理论添加值&而 Wd5H的定
值结果均明显偏高’而且 EEd5H的检测重复性以及
对低浓度样品的检出情况也均优于 Wd5H+ Wd5H
方法属于相对定量&结果的准确性和重复性在很大
程度上依赖于所绘制的标准曲线质量及扩增效率&
并且需要具备已知浓度的核酸标准品 . ##/ + 本研究
采用梯度稀释的溶藻弧菌纯菌液中提取的基因组
[8(作为 Wd5H检测标准品&并通过紫外分光光度
法测定标准品 [8(的浓度&实际得到的是 &," ;J
处所有核酸分子的吸光度值&无法区分其他非目标
[8(或 H8(分子以及蛋白等杂质成分&标准品浓
度偏高&必然导致最终 Wd5H定值结果偏高+ 此外&
样品中存在不同程度的核酸扩增抑制成分干扰导
致扩增效率的差异&因此&不同实验室!不同人员间
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Wd5H的定量检测结果缺少可比性+ 而 EEd5H作为
一种根据传统 d5H原理和泊松统计分布设计的新
型 d5H技术&既不依赖于扩增曲线的 5?值&也不依
赖于标准曲线&其微滴反应能极大程度分散反应体
系&有效消除抑制因子的作用 . ##/ &保证检测过程中
的扩增效率&因此 EEd5H对低浓度 [8(的检测灵
敏度优于 Wd5H+

综上所述&本试验建立的 EEd5H方法灵敏!稳
定!特异性好&能够满足水产品中溶藻弧菌的定量
检测需求&且不需要增菌及后续复杂的生化鉴定步
骤&大幅缩短检测时间&为溶藻弧菌的快速定量检
测提供了新的手段+
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市场监管总局关于发布,食品中匹可硫酸钠的测定-
食品补充检验方法的公告

!&"#- 年第 !" 号#

$$按照$食品补充检验方法工作规定%有关要求"$食品中匹可硫酸钠的测定%食品补充检验方法已经国家
市场监督管理总局批准"现予发布#

特此公告#
附件)食品中匹可硫酸钠的测定

市场监管总局

二〇一九年六月十九日
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