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研究报告
双重聚合酶链式反应快速筛查副溶血性弧菌流行株方法应用与评价

宋元君 #"&"陈洪友 #"陈涌 #"罗嘉远 #"张曦 #"陈敏 #

!#1上海市疾病预防控制中心"上海$&""!!,$ &1复旦大学公共卫生学院"上海$&"""!&#

摘$要!目的$基于种属特异性 /2K 基因和典型毒力基因 &/#KFMANO 特异性位点 ’建立双重聚合酶链式反应
& E:PABVd5H"[d5H’检测副溶血性弧菌&qd’体系并评价# 方法$对建立的 [d5H检测体系"用单盲法评估特异性
和灵敏度"用人工模拟样品!腹泻标本和水产品进行现场方法学评估# 结果$该法具有高特异性&#""^’和灵敏度
&$#.’ ;L/!A’"用所建立的方法和培养法平行检测腹泻标本!市售水产品中的 qd"阳性率差异无统计学意义"对
qd流行株的正确判断率为 -!.’^&&-/!#’(对腹泻标本 &) 4 内!模拟样品增菌后 )j+ 4 内检测并报告 qd大流行
株# 结论$[d5H结合常规样品增菌能加快样品中 qd的检测和报告"为及时处理疫情提供技术支持#
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$$副溶血性弧菌#qd$在过去 &" 多年里一直是国
内沿海各省首位细菌性食物中毒病原菌&多见于
鱼!虾!蟹和贝类等海水鱼介 . #*&/ + 近年&随着经济
发展!人民消费水平能力提高&对养殖水产品的规

模和消费量不断增加&由 qd所致散发和暴发病例
在肠道腹泻病流行季节常形成典型的流行曲线+
因而&针对高毒力 qd流行克隆的快速甄别具有重
要公共卫生意义+ 本研究基于 qd典型毒力基因
qd*/#K 结合种属特异性基因&建立可同步检测并鉴
别 qd流行株的双重聚合酶链式反应 #qd*[d5H$
快速检测方法&可直接用于原始样品或标本#食品!
粪便$中副溶血性弧菌大流行株的筛查+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$主要仪器与试剂

核酸浓度检测仪#美国赛默飞$ !d5H扩增仪
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#美国伯乐 $ + 碱性蛋白胨水 #(d]$ !哥伦比亚
血琼脂平板!硫代硫酸钠枸橼酸盐胆盐蔗糖琼脂
平板#M5KF$ !弧菌显色琼脂平板!!^8>5A营养
琼脂平板均购自上海市疾病预防控制中心&琼脂
糖#日本 M>I>C>$ &qd分型血清 #日本生研 $ &含
高保真酶 d5H预混液和相关引物 #上海生工生
物工程股份有限公司 $ &所有试剂均在有效期内
使用+
#.#.&$试验菌株

本次研究 qd*[d5H利用的 !" 株 qd菌株均购
自上海市疾病预防控制中心菌毒种保藏中心&qd
菌株背景见表 #+ 按照文献定义副溶血性弧菌高毒

力流行克隆条件%满足 /#K 与群特异性 d5H#LC@:P
<PB2=3=2d5H&SF*d5H$同时阳性 . !/ + 实验室方法评
估的阴性菌株 # #’ 株$%溶藻弧菌 #总 #&*-"$!嗜水
气单 胞 菌 # 5SR55 ##+"# $! 拟 态 弧 菌 # (M55
!!,’!$!T# 群埃尔托霍乱弧菌 # F5[5&"#,*+$!阴
沟肠杆菌#总 &#)*++$!大肠埃希菌 #5U55#"-"%$!
克罗诺杆菌 #(M55’#!&-$!蜡样芽胞杆菌 #5R55
,!!"!$!类志贺邻单胞菌#(M55#)"&-$!鼠伤寒沙
门菌#(M55#)"&+!9FFR #,#’)$!单核细胞增生李
斯特菌#(M55#-##’$!空肠弯曲菌#(M55!!&-#$!
金黄色葡萄球菌#(M55,’!+$!痢疾志贺菌#5R55
’##"’$+

表 #$[d5H检测方法实验室评估所用 qd菌株背景信息
M>QAB#$K>2ILC@:;E =;3@CJ>?=@; @3qd<?C>=;<:<BE 3@CA>Q@C>?@CGBN>A:>?=@; @3[d5H><<>G

序号 菌株 年代 地区 血清型 /#K /5K SF*d5H 流行株

# #&%*-, #--, 上海卢湾 T!ni, z o z 是
& 肛 ++ &"#& 上海浦东 T!ni, z o z 是
! "!-’-/! &"#& 上海闵行 T!ni% z o z 是
) D’)& &"## 上海嘉定 T#" ni," z o z 是
’ D!), &"#& 上海嘉定 T#ni!, z o z 是
, #%#% &"#& 上海黄浦 T#ni&’ z o z 是
% #&""#’) &"#& 上海普陀 T#niYM z o z 是
+ WPNP#&""&! &"#& 上海青浦 T!niYM z o z 是
- #&"#)#& &"#& 上海普陀 T)ni,+ z o z 是
#" qd#)"+-% &"#) 上海普陀 T)niYM z o z 是
## qd#)"-++ &"#) 上海杨浦 T+ni)# z o z 是
#& qd#)"-+% &"#) 上海杨浦 T!ni, z o z 是
#! qd#)#&+’ &"#) 上海闸北 T#" ni," z o z 是
#) qd#,"##) &"#, 上海青浦 T#ni!, z o z 是
#’ qd#,"##’ &"#, 上海青浦 T!ni, z o z 是
#, (f)"!% #-+’ 日本 T!ni, o z o 否
#% )&*++ #-+% 辽宁营口 T!ni, o z o 否
#+ #,!*+, #-+, 上海虹口 T#ni&’ z o o 否
#- 虹 !’! #-+! 上海虹口 T)ni+ z o o 否
&" &&-*-# #--# 上海卢湾 T!ni, o o z 否
&# +&+*# &"#& 上海崇明 T)ni- z o o 否
&& 肠 ##&" &"## 上海嘉定 T)ni#& z z o 否
&! d[)#% &"#& 上海浦东 T!ni&- z o o 否
&) D&%" &"## 上海嘉定 T#ni!! o o o 否
&’ qd#)###) &"#) 上海青浦 T)ni#& z z o 否
&, qd#)##,% &"#) 上海松江 T&ni! z o o 否
&% qd#)"#," &"#) 上海奉贤 T&ni&+ o o o 否
&+ qd#,"&’’ &"#, 上海松江 T)ni+ z o o 否
&- qd#,"&’" &"#, 上海宝山 T#ni,) o o z 否
!" (M55#%+"& #-’" 日本 T#ni# z o o 否

#.&$方法
#.&.#$qd*[d5H体系优化和方法建立

选择qd特异性编码基因/2K 序列 . )/和qd大流

行株编码基因 /#KFMANO . ’/ + 引物序列通过 KZ(FM

在线与 SB;K>;I 数据库比对&未发现与其他物种核
酸序列存在非特异结合&且验证 [d5H体系可识别
大流行菌群 /#KFMANO 和非大流行的 qd序列+ /2K

和 /#KFMANO 扩增产物分别为 )’" 和 &"+ QP&所有引
物以灭菌去离子水配成 #" !J@A/Z的使用浓度+ 通

过 dC=JBFM(HR>V[8(d@AGJBC><B高保真酶和普
通 C+D酶进行体系比较与优化&反应体系中退火
温度#’’!’+!,&!,) k$ !引物浓度组合等因素进
行试验优化+ 本次研究涉及引物和相关参数&见
表 &+ qd*[d5H操作流程%菌株培养和 [8(提取
#菌株接种于哥伦比亚血琼脂平板&!, k培养 #+j
&) 4&挑取 &j! 个单个菌落于 #"" !A灭菌去离子
水混匀&密封置 -’ k #" J=; 后于 #& """ C/J=; 离
心’ J=;&上 清 液 为 [8(模 板 $ ’电 泳%取 ’ !A
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[d5H产物和 & !A加样缓冲液充分混匀&加入 #^
琼脂糖凝胶#".# !L/JA溴化乙锭$ &电泳缓冲液为

".’mMK7&电压为 , q/2J&电泳时间 !" J=;&取胶
块置紫外灯观察+

表 &$d5H引物及其使用参数
M>QAB&$dC=JBCP>=C<>;E ?4B=CP>C>JB?BC<

引物 序列#’l*!l$ 产物/QP 文献

/#K

/5K

/"E?L-

/#KFMANO 本研究

/2K 本研究

D% SM(((SSM5M5MS(5MMMMSS(5
H% MSS((M(S((55MM5(M5MM5(55
D% MMSS5MM5S(M(MMMM5(SM(M5M
H% 5(M((5(((5(M(MS555(MMM55
D% M((MS(SSM(S(((5(
H% (5SM((5SSS55M(5(
D% SM5(MM5MS5MSMSMM5SM((((M5SMS
H% (((((5S(MM5MMMSMMSS(M(M(5(5(MM(55((
D% (((S5SS(MM(MS5(S((S5(5MS
H% S5M(5MMM5M(S5(MMMM5M5MS5

&%" .)/

)+, .)/

,’# .,/

&"+ .’/

)’" .)/

#.&.&$[d5H的实验室评价
使用参考菌株评价 [d5H的特异性和灵敏度+

特异性验证%使用 !" 株 qd和 #’ 株非 qd菌株&采
用单盲法将所有参考菌株重新编号&以灭菌蒸馏水
为阴性对照&按照 [d5H优化后流程进行’灵敏度验
证%挑取 qd大流行株 #qd#,"##’$&复苏后用灭菌
双蒸水制成悬液&-’ k处理 #" J=;&#& """ C/J=; 离
心 ’ J=;&取上清液作为核酸模板进行连续梯度稀
释&用核酸浓度检测仪测试并确认核酸浓度呈 #" 倍
梯度稀释&以灭菌蒸馏水为阴性对照&按照 [d5H优
化后流程进行+
#.&.!$[d5H的模拟加标样品回收与评价

挑选 qd大流行株#qd#,"##’$经 !^8>5A营养
琼脂平板 #+ 4 培养&以灭菌磷酸缓冲盐溶液作#" 倍
梯度稀释&选取 #"o)!#"o’!#"o,倍稀释液进行双平板
计数&计算平均细菌菌落总数+ 吸取菌液浓度分别
为 #"#!#"&!#"!5DY/JA的 qd菌液各 # JA&分别加

入 &’ L生鱼肉!青口贝的预处理模拟样品#样品经
SK)%+-.%"&"#!,食品安全国家标准 食品微生物
学检验 副溶血性弧菌检验- . %/确认为 qd阴性$&倒
入 &&’ JA的 (d]&以生理盐水作为空白对照+ 人
工染菌样品置#!,p#$k!#’" C/J=; 摇床振荡培养+
增菌 )!,!+!#"!#+ 4&各取培养液 # JA&进行菌液
[8(提取&取 #.’ !A进行 [d5H检测&试验重复
! 次+
#.&.)$[d5H的临床腹泻标本检测

&"#, 年 ,j- 月&选择上海地区 , 家腹泻监测点
医院&腹泻监测病例标本 &,, 例&单盲法比较 [d5H
和常规分离方法%粪便拭子于 !^8>5A的 (d]中置
#!,p#$k培养 , 4 后取 #"" !A增菌液提取核酸进
行 [d5H&同时划线分离 M5KF 和弧菌显色平板&于
#!,p#$k培养 #+j&) 4&挑取可疑菌落进行生化初
筛和鉴定&对符合 qd表型特征者进行 /#K!SF*
d5H!/5K 毒力基因等大流行株的确认&见图 #+

图 #$[d5H和常规培养法检测腹泻标本和市售水产品的技术完成路线图
D=L:CB#$MB24;=2>A2@JPAB?=@; C@>EJ>P @3[d5H>;E 2@;NB;?=@;>A2:A?:CB

3@CEB?B2?=;LE=>CC4B><PB2=JB;<>;E J>CIB?=;L>W:>?=2PC@E:2?<
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#.&.’$[d5H的市售水产品样品检测
&"#, 年腹泻病流行季节&选择 & 家超市和农贸

市场主动采集 !" 份海水鱼介产品&单独包装当天送
实验室&取贝类内容物&包括贝肉和体液’鱼类取表
面组织!肠或鳃’甲壳类取动物的中心部分&包括肠
和鳃+ 处理样品 &’ L#JA$&加 !^8>5A的 (d]
&&’ JA制成 # n#" 混匀液&#!,p#$k培养 #+ 4 后挑
取增菌液接种选择性平板划线!分离!培养+ 另取
增菌液 # JA&#" """ C/J=; 离心 ’ J=; 后弃上清&沉
淀加入 #"" !A灭菌去离子水振荡混匀&-’ k热裂解
#" J=;&#& """ C/J=; 离心 ’ J=;&上清液为 [8(模
板进行 [d5H检测&见图 #+

&$结果
&.#$[d5H终体系

选取 #’ 株 qd大流行株进行 [d5H体系优化
试验+ 在比较两种 [8(聚合酶体系后选择含高保
真酶的 d5H预混液&其反应条件% -’ k ! J=;
# -’ k 变性 !" <’ ,& k 退火 # J=;’ %& k 延伸
# J=;$!热循环 !" 次&%& k延伸 ’ J=;&) k维持+
&’ !A反应体系%含高保真酶 d5H预混液 #&.’ !A!
/2K 和/#KFMANO 上下游引物各 # !A&[8(模板 #.’ !A&
以灭菌去离子水补足体系至 &’ !A+ #’ 株 qd大流行
株在最终的 [d5H反应体系#包括引物浓度![8(聚
合酶!退火温度$优化效果见图 &+

注%(%高保真酶’K%普通 C+D酶’#j#’ 分别对应表 # 中的 #’ 株 qd大流行株

图 &$[d5H体系中使用高保真酶和普通 C+D酶的电泳图谱
D=L:CB&$7AB2?C@P4@CB?=2J>PP=;L@34=L4 3=EBA=?GB;aGJB>;E 2@JJ@; C+DB;aGJB=; [d5H<G<?BJ

&.&$[d5H的特异性和灵敏度
单盲法验证 !" 株 qd和 #’ 株非 qd菌株的特

异性&!" 株 qd!#’ 株非 qd菌株结果无异议+ !" 株
qd中的 #’ 株 qd流行株的 /2K 和 /#KFMANO 均呈阳
性!#’ 株 qd非流行株均为 /2K 阳性&其余 #’ 株非
qd菌株的模板验证也均为阴性&即[d5H方法的特
异性为 #""^’未发现假阳性和假阴性结果+ [d5H
的灵敏度选择 qd大流行株#qd#,"##’$&模板浓度
在 #’"!#’!#.’ ;L/!A均有较好扩增条带&模板浓度
为 ".#’ ;L/!A时未出现完整扩增条带&判定 [d5H
对 qd大流行株最低检出为 #.’ ;L/!A+
&.!$[d5H的模拟加标样品的回收检测

#份青口贝和 # 份生鱼肉经 (d]增菌培养&当
qd大流行株初浓度为 #"! 5DY/JA时&增菌 ) 4 后
[d5H即可证实流行株#/#KFMANO$!增菌 , 4 后培养
法证实 qd菌落’当初始菌为 #"& 和 #"# 5DY/JA时&
增菌 + 4 后[d5H可证实流行株#/#KFMANO$并通过培
养法证实 qd菌落+
&.)$[d5H在临床粪便标本的应用评价

&"#, 年 ,j- 月 , 家哨点医院的腹泻病例标本

共 &,, 份&粪便拭子经增菌在 &) 4 内 [d5H证实
!# 份标本为 /2K 阳性&其中 &- 份为大流行株#/#KFM
ANO 阳性$’常规培养法 ! E 后确认 !# 份标本 qd阳
性并检出菌株&阳性率均为 ##.%^+ qd菌株经 /5K!
/#K!SF*d5H验证%其中的 &- 株为 qd大流行株&占
-!.’^&病原学结果与 [d5H诊断一致’!# 株 qd涵
盖 ) 种血清型%T! ni,#&& 株$和 T) ni,+# % 株$符
合国内已知 qd流行株表型&T) niYM# # 株 $ 和
T!ni’## 株$为 qd不常见非流行株&见表 !+

表 !$[d5H和常规分离方法在临床腹泻标本的单盲
比较和评价

M>QAB!$(PPA=2>?=@; @3[d5H=; 2A=;=2>A<PB2=JB;<>;E
<BC@A@LG=EB;?=3=2>?=@;

[d5H
SF*d5Hz SF*d5H*
/#Kz//5K*/#K*//5K*/#Kz//5K*

血清型

/#KFMANOzQ/2Kz &- " " T! ni,#&&$ &T)ni,+#%$
/#KFMANOLQ/2Kz " # # T)niYM##$ &T!ni’##$

&.’$[d5H在市售水产品的应用评价
!" 份市售水产品经增菌后 [d5H和培养法检

测+ [d5H在 &) 4 内检出 &" 份样品为 qd阳性&
# 份扇贝样品检出为大流行株 #/#KFMANO$’培养法



"!!)$$ "
中国食品卫生杂志

56U87F79TYH8(ZTDDTT[6\SU787 &"#- 年第 !# 卷第 ) 期

’ E 后证实 &" 株均为 qd非流行株&未从扇贝中分
离到 qd大流行株+ 虽然两者的病原学结果一致&
但 [d5H提示扇贝样品存在 qd大流行株污染的潜
在可能+

!$讨论
传统 SF*d5H法甄别 qd大流行株的前提是首

先分离到 qd菌株&是建立在病原学之上的毒力鉴
别&缺少实际案例的诊断意义 . +/ + 虽能满足 qd在
血清型与毒力型间的标准化分型共识&始终在 qd
食源性暴发调查中缺少有效作用+ 有学者在
SF*d5H基础上调整耐热直接溶血素#M[6$基因建
立的双重 d5H定义 qd流行株&即 SF*d5H和 M[6
同时阳性即可定义为流行株 . ’&-/ + 本次研究的技术
路线是基于 /#KFMANO 的 qd大流行株靶点 . ’/ &增加
识别诊断 qd的种特异性靶点而形成满足样品中
qd诊断需要&同步识别 qd流行株#包括大流行株$
的 [d5H+ 经实验室保存菌株#特异性和灵敏度$!
模拟加标样品回收!腹泻标本和水产品样品的方法
比对等&较全面完成 [d5H的应用评价+ 目的是通
过更简便的快速方法解决 qd大流行菌群在精准监
测和应急事件中的实验室应用+

经过参考菌株#qd种内外$验证 [d5H提示本
次所用引物和酶的 [d5H反应体系具有很好的预期
一致性&初步达到诊断 qd和识别大流行株效果+
检测周期为 ! 4&适用于基层单位开展对临床和食品
样品的 qd检测工作+ 不足之处在于本研究所用参
考菌株和数量存在一定局限性&同时只是针对核酸
的定性检测+

本次的 [d5H体系应用在腹泻病例的增菌样品
可排除杂菌干扰&替代多个 qd毒力基因检测&达到
同步诊断和识别 qd#流行群$的效果&相对常规分
离方法的检测周期&更加简便有效+ 该体系如应对
暴发病例 . #"*#)/ &结合常规病原学培养和血清学分型
技术及分子分型等手段便于发现 qd新流行克隆&
更可以快速处置由 qd引起的公共卫生事件+ 本次
[d5H从 # 份扇贝样品中检出 qd大流行株而培养
法未能证实 qd病原的现象显示%[d5H作为快速有
效的诊断方法&提示潜在的 qd流行克隆的污染&加
强针对流行克隆的培养!分离!筛选需要进一步研
究+ 此外&研发 [d5H定量检测&结合数字 d5H能
够应用于风险评估和风险预警等领域&拓展非培养
技术的可推广和应用范围+

本次研究证实&上海市流行季节 qd导致的腹
泻病例 -"^以上仍和其大流行株有关&上海市流通
的贝壳水产品中有潜在大流行株污染的食品安全

风险+ 和常规方法检测 qd比较&[d5H具有快速!
准确识别 qd流行和非流行株的重要公共卫生作
用+ 对于沿海地区识别和溯源食源性暴发案例中
可疑污染源具有更为精准的防控技术和储备应用&
可弥补常规经典培养方法的不足+
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