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实验技术与方法
多重荧光定量 a?*法检测海产品中副溶血性弧菌’

沙门菌和单增李斯特菌

胡兴娟%!沈飚%!余辉&!周秀锦%!张静%!邵宏宏%

!%4舟山出入境检验检疫局"浙江 舟山$1%/"&%$ &4浙江海洋学院"浙江 舟山$1%/"&%#

摘$要!目的$建立检测海产品中副溶血性弧菌%沙门菌和单增李斯特菌的多重荧光定量 a?*体系$ 方法$针

对副溶血性弧菌 $&5 基因!沙门菌 N4"*基因和单增李斯特菌 5&G基因设计引物和 D#F_@= 探针!建立多重荧光定量
a?*体系!进行特异性与敏感性研究&利用该体系检测海产品中的副溶血性弧菌%沙门菌和单增李斯特菌$ 结果$

副溶血性弧菌%沙门菌和单增李斯特菌可得到特异性扩增!而共存于海产品中的其他细菌均未见扩增曲线$ 敏感

性试验显示!该体系对副溶血性弧菌%沙门菌和单增李斯特菌的最低检测限分别为 U&%!"%." 56>2MD$ 对舟山采集

的 %+" 份样品进行检测!检出 1& 份副溶血性弧菌%%% 份沙门菌%+ 份单增李斯特菌!与国标法检测结果一致$ 结论
$本研究建立的基于 D#F_@= 探针的多重荧光定量 a?*检测方法可以特异%灵敏%简单快速地实现对海产品中副

溶血性弧菌%沙门菌和单增李斯特菌的检测$

关键词!海产品& 副溶血性弧菌& 沙门菌& 单增李斯特菌& D#F_@= 探针& 多重荧光 a?*& 食源性致病菌
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$$海产品原料本身’生产加工过程以及包装’运
输’销售的各个环节都存在被细菌污染的风险"其
中的一些致病菌往往带来严重的后果"它危害人们
的生命安全"同时造成重大经济损失( 目前"单重
荧光定量 a?*技术在食品和疾控检测中已经非常

成熟"相对于传统的检测方法有着快速’特异’灵敏
等绝对的优越性 )%* ( 多重荧光 a?*将这一技术推

向更高的台阶"它是在荧光定量 a?*的基础上"通
过使用多对引物和相应的探针"实现在同一个反应

体系中对多个目标序列进行同时检测 )&* ( 这就意

味着应用多重荧光 a?*能够同时对食品中多种细
菌进行检测"检测过程更加简便’快速’高效’经济(

副溶血性弧菌#?%@(%)"#(#5#+4)&G$%*3,"‘O$"沙
门菌 # !#&4)/+&&#" )@D$ 和单增李斯特菌 # 1%,$+(%#
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MC=C5HBCJ:=:P"\MC$是海产品中的重要致病菌"对于
这 1 种致病菌的检验"虽然已有多种快速检测方法
如实时荧光定量 a?*)1-!* ’]A,芯片技术 )+* ’多重
a?*检测技术 )/* ’环介导等温扩增技术#\,_a$ )U* ’
核酸序列依赖性扩增法 #A,)I,$ ).* ’悬浮芯片技
术 )#*等"食品监督部门仍然普遍采用传统微生物检
验方法"耗时较长"难以满足水产企业"特别是出口
厂家检测期较短的需求( 本研究旨在建立一种快
速’准确’特异’灵敏’经济的副溶血性弧菌’沙门菌
和单增李斯特菌的多重荧光定量 a?*检测方法"以
应用于市场上海产品的检验"有效地解决传统分离
鉴定法中存在的费时’费力等问题及其他快速检测
方法中存在的检测成本高’漏检等诸多问题(

%$材料与方法
%0%$材料
%0%0%$菌株

本研究共用到 &! 株参考菌株"见表 %(
%0%0&$主要仪器与试剂

U+"" 荧光定量 a?*仪#美国 ,I($’离心机’荧
光定量 a?*八连管 #美国 ,;HJ:=$&细菌基因组
]A,提取试剂盒#美国 (=R<BE<J:=$’KY[A]W*I(*]
aECN:fa?*_<;试剂盒#日本 K9̂ 9I9$’a?*反应
板#美国 ,I($(
%0&$方法
%0&0%$引物与 D#F_@= 探针设计与合成

使用 A?I(的 aE<M:EID@PB功能"筛选 ’:=I@=S
中登录的副溶血性弧菌 $&5 基因’沙门菌 N4"*基因
$$$

表 %$试验所用参考菌株
K@ND:%$*:6:E:=5:N@5B:E<@DPBE@<=P>P:G <= B7<PPB>GH

序号 菌株 拉丁学名 菌株编号
% 副溶血性弧菌 ?H"#(#5#+4)&G$%*3, ,K??%U."&
& 沙门菌 !#&4)/+&&# ?_??+"%%+
1 单增李斯特菌 1H4)/)*G$)<+/+, ,K??%#%%+
! 大肠杆菌 6H*)&% ,K??&+#&&
+ 金黄色葡萄球菌 !$#"5G&)*)**3,#3(+3,,K??/+1.
/ 霍乱弧菌 ?H*5)&+(# Y!-1
U 创伤弧菌 ?H;3&/%A%*3, d)&""#"#
. 志贺菌 !5%<+&&# ,K??+%+#U
# 大肠杆菌 9%+UtYU 6H*)&%9%+UtYU ,K??!1..#
%" 溶藻弧菌 ?H#&<%/)&G$%*3, ,K??%UU!#
%% 威尔斯李斯特菌 1H7+&,5%4+(% ,K??1+.#U
%& 英诺克李斯特菌 1H%//)*3# ,K??11"#"
%1 塞氏李斯特菌 1H,++&%<+(% \)d/
%! 格氏李斯特菌 1H<(#G% \’̂ ""/
%+ 伊氏李斯特菌 1H%;#/);%% \T ]̂
%/ 弗氏柠檬酸杆菌 =%$()@#*$+(A(+3.%% ?F""%
%U 肠球菌 6/$+()*)**3, ,K??11%./
%. 拟态弧菌 ?H4%/%*3, ‘_
%# 阪歧杆菌 6/$+()@#$+(,#R#S#R%% ,K??+%1&#
&" 河弧菌 ?HA&3;%#&%, ‘F\[
&% 美人鱼弧菌 ?H.#4,+& ‘],_
&& 哈维弧菌 ?H5#(;+G% ‘Y
&1 产气荚膜梭菌 =&),$(%.%34"+(A(%/<+/,,K??%1%&!
&! 枯草芽胞杆菌 >#*%&&3,*+(+3, ?_??#I$ &.""%

和单增李斯特菌 5&G基因的保守序列"选用美国 (]K
]A,公司网上设计软件"根据 $&5’N4"*和 5&G设计
引物和探针"控制互补和发卡结构的产生"特别避
免其产生在 1n端( 再通过 ’:=I@=S 中的 ID@PB检测
引物和探针的特异性"引物和 D#F_@= 探针由上海
英潍捷基生物公司合成和荧光标记"序列见表 &"
ID@PB结果见表 1(

表 &$本研究所用的引物与 D#F_@= 探针
K@ND:&$aE<M:EP@=G D#F_@= OECN:PL:E:>P:G <= B7:PB>GH

菌株 引物2探针 $$序列#+n-1n$ 长度2NO 荧光标记探针

‘O

)@D

\MC

$&5-F ’K’?’,,,’K’?KK’,’,K’
$&5-* ,’,,’KK,’?’K?K?’,,?,,’
$&5-OECN: ?’,’KK?,K?,,’’?,?,,’?’,
N4"*-F ’?’,,K’?’’?K’,,,KKK,K
N4"*-* ’??KKK’K?’K?,’,’,,’K,’
N4"*-OECN: ,??K’KK?’’K,,,’KK’,K’’??K
5&G-F KK,’?KK’’’,,K’’K’’,’
5&G-* KK?’’,K,,,’?’K,’K’??
5&G-OECN: KK’,K’,??’’,,?KK,??,?KK’K’,

%%&
+nF,_
1nIYg%

#1
+nK,_*,
1nIYg1

%&%
+nKW8,) *W]
1nIYg&

%0&0&$细菌培养及模板 ]A,的提取
取 % MD细菌纯培养液或样品增菌液"用细菌基

因组抽提试剂盒提取基因组 ]A,"建立菌株 ]A,

模板库"保存于 q&" h(
%0&01$多重荧光 a?*扩增

多重荧光定量 a?*反应体系为 &" "D"体系组
成%%" kaECN:fa?*M<;%" "D"上下游两个引物
#%" "MCD2\$ 各 "0/ "D"探针 "0! "D"模板 ]A,

& "D"加水至 &" "D( U+"" 实时荧光定量 a?*仪反
应参数%#+ h预变性 % M<=& #+ h变性 %+ P"/" h退
火并延伸 !+ P"!" 个循环"在每个循环的 /" h退火
并在延伸阶段收集荧光信号(
%0&0!$特异性试验

按 %0&01 中的反应体系"对与副溶血性弧菌’沙
门菌和单增李斯特菌及其他细菌进行多重荧光定
量 a?*检测( 同时"将副溶血性弧菌’沙门菌和单
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$$$$ 表 1$引物和探针同源性 I\,)K分析
K@ND:1$aE<M:EP@=G OECN:P@=@DHP<PNHB7:I\,)K7CMCDCJHOECJE@M

引物2探针 菌株 登录号 相似度2b W值
$&5-F P)4%$%")(%# 4+.%$+((#/+# 8_s""U&/.!U!0% %"" "0%.
$&5-F ?%@(%)$3@%#,5%% Z8&/&#U#0% %"" "0%.
$&5-F >#*%&&3,*+(+3, ?a"%&!.10% %"" &0.
$&5-* ?%@(%).%#@)&%*3, Z8&/&#./0% Z8&/&#.!0% %"" "0%.
$&5-* N*+#/%4)/#,PO4 ,̂ +U.%!U0% %"" "0"%.
$&5-OECN: ’5)$)@#*$+(%34.#4,+&#+ Z8&/&#."0% %"" "0""!
$&5-OECN: ?%@(%)#&<%/)&G$%*3, ?a"%1!.+0% ?a""/U%#0% #/ %0%
$&5-OECN: ?%@(%);3&/%A%*3, ?a""##.+0% #+ !01
N4"*-F 1+*&+(*%# #.+*#(@)9G&#$# ?a"%1##"0% %"" "0"!/
N4"*-F O#)3&$+&&# )(/%$5%/)&G$%*# ?a"%111.0% %"" "0"!/
N4"*-F =%$()@#*$+(A(+3/.%% ?a"%&++!0% ?a"%%/+U0% %"" "0"!/
N4"*-* ! ! ! !
N4"*-OECN: =%$()@#*$+(R),+(% \V#1%11/0% #/ "0%&
5&G-F 1%,$+(%# %;#/);%% V?.".+1U0% %"" !:q"+

5&G-* 1%,$+(%# %//)*3# V?.".+!!0% %"" !:q"+

5&G-OECN: 1%,$+(%# %//)*3# ’[.%"#&&0% %"" !:q"+

注%!表明未发现与其相似的非目标菌

增李斯特菌混合"取混合 ]A,进行多重荧光定量
a?*检测(
%0&0+$敏感性试验

将菌株过夜增菌培养"提取 ]A,模板"同时用
菌落总数计数方法测定细菌浓度( 将 ]A,模板
做 %" 倍系列稀释"分别进行多重荧光 a?*试验(
选取 + c/ 个适当 ]A,浓度"以其对应的初始细菌
浓度对数值与 =$值制作标准曲线#由仪器配套软
件自动生成$ (
%0&0/$多重荧光 a?*重复性分析

将同一浓度的混合模板进行 1 次分析"比较结
果的重复性(
%0&0U$海产品中副溶血性弧菌’沙门菌和单增李斯
特菌的检测

&"%+ 年 U c. 月"将本研究所建立的多重荧光
定量 a?*方法对采集自舟山菜场’工厂的 %+" 份水
产样品进行检测"按常规方法将样品制成 %t%" 匀
浆"置于#1/ l%$ h培养 / 7 后提取 ]A,"用多重荧
光 a?*方法同步检测副溶血性弧菌’沙门菌和单增
李斯特菌"均同时采用相关国家标准#’I!U.#0U!
&"%1-食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶
血性弧菌检验. )%"* ’’I!U.#0!!&"%" -食品安全国
家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验. )%%* ’’I
!U.#01"!&"%"-食品安全国家标准 食品微生物学
检验 单核细胞增生李斯特氏菌检验. )%&* $进行检测
结果比对"验证该检测方法的可靠性和实用性(

&$结果
&0%$特异性试验结果

多重荧光 a?*方法对 &! 株标准菌株和参考菌
株的检测结果见表 & 和图 %( 只有相对应的所要检

测的菌株出现阳性扩增反应"其他非对应菌株均为
阴性反应( 说明针对这 1 种致病菌建立的多重荧光
a?*方法特异性良好"可以用来检测海产品中副溶
血性弧菌’沙门菌和单增李斯特菌(

图 %$多重荧光定量 a?*检测副溶血性弧菌’沙门菌和

单增李斯特菌的特异性试验
F<J>E:%$)O:5<6<BHC6G:B:5B<C= C6?H"#(#5#+4)&G$%*3,"

!#&4)/+&&# @=G 1H4)/)*G$)<+/+,>P<=JM>DB<OD:;

E:@D-B<M:a?*L<B7 D#F_@= OECN:P

&0&$敏感性试验结果
副溶血性弧菌’沙门菌和单增李斯特菌的基因

组 ]A,经梯度稀释后"按 %0&01 反应体系进行多重
荧光定量 a?*检测(

在本试验建立的多重荧光定量 a?*体系中"当
1 种细菌 ]A,浓度比例相当时"]A,最低检测限分
别为 U& 56>2MD#‘O$’ !" 56>2MD# )@D$’ ." 56>2MD
#\MC$"见图 &( 标准曲线的 (& 分别为 "0###’
"0###’"0##."表明 =$值与被测 ]A,浓度的对数值
的线性关系良好"本试验中所建立的多重荧光定量
a?*检测体系试验过程与结果准确可靠"见图 1(
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图 &$副溶血性弧菌’沙门菌和单增李斯特菌

多重荧光定量 a?*反应的敏感性试验
F<J>E:&$):=P<B<R<BH6CEG:B:5B<C= C6?H"#(#5#+4)&G$%*3,"

!#&4)/+&&# @=G 1H4)/)*G$)<+/+,>P<=JM>DB<OD:;E:@D-B<M:

a?*L<B7 D#F_@= OECN:PC= P:E<@DG<D>B<C=PC6

:;BE@5B:G N@5B:E<@D]A,

图 1$副溶血性弧菌’沙门菌和单增李斯特菌
]A,浓度与基因 =$值的标准曲线

F<J>E:1$)B@=G@EG 5>ER:P6CE@MC>=BPC6O>E<6<:G ]A,C6

?H"#(#5#+4)&G%*3," !#&4)/+&&# @=G 1H4)/)*G$)<+/+,

R:EP>P=$R@D>:PC6B7:6D>CE:P5:=BP<J=@DP

&01$重复性试验结果
采用已建立的方法重复 1 次测定同一浓度的模

板 ]A,"测定的扩增曲线基本吻合( 因此"所建立
的荧光定量 a?*方法有很好的可重复性"测试结果
稳定可靠"见图 !(
&0!$海产品实际样品的检测

利用建立的多重荧光定量 a?*检测方法对采
自舟山水产品加工厂和舟山市场的 %+" 份水产品进
行检测"同时采用国家标准方法进行验证( 结果见
表 !"共检出副溶血性弧菌 1& 株"沙门菌 %% 株"单
增李斯特菌 + 株"多重荧光定量 a?*与国家标准检
出结果一致"但所需检测时间较国家标准大大缩
短( 这表明所建立的检测方法切实可行"可以灵
敏’特异’快速简单地实现对海产品中副溶血性弧

图 !$多重荧光定量 a?*重复性
F<J>E:!$*:O:@B@N<D<BHC6M>DB<OD:;6D>CE:P5:=5:

f>@=B<B@B<R:a?*

菌’沙门菌和单增李斯特菌的检测(

表 !$两种方法同时检测海产品中的副溶血性弧菌’

沙门菌和单增李斯特菌
K@ND:!$KLCM:B7CGPL:E:P<M>DB@=:C>PDH>P:G BCG:B:5B

?H"#(#5#+4)&G%*3," !#&4)/+&&# @=G 1H4)/)*G$)<+/+,<= P:@6CCGP

检测方法
检出率2b

‘O )@D \MC
时间@

实时荧光a?* &%01#1&2%+"$ U01#%%2%+"$ 101#+2%+"$ . 7

国标方法 &%01#1&2%+"$ U01#%%2%+"$ 101#+2%+"$ & c1 G

注%@为从样品处理到结果所需的最少时间

1$讨论
为解决传统方法中由于反复增菌’菌落分离和

多种生化’血清型鉴定而导致的检测周期长"不宜
大批量检测及成本高等问题"海产品中致病菌的快
速检测技术不断得到发展"多重荧光定量 a?*正是
克服了许多不足而得到了发展与应用( 实时荧光
定量 a?*技术 #E:@D-B<M:f>@=B<B<R:a?*" fa?*$是
采用荧光染料或探针技术进行目的基因的特异性
扩增"同时所采取的荧光信号的强弱程度和扩增产
物之间成正比关系"从而能够实现对目的基因的精
确定量( 由于可使用多对引物和相应的探针"多重
荧光定量 a?*能实现在同一个反应体系中对多个
目标序列进行同时检测 )%1* (

国内外已有针对致病菌的多重荧光定量 a?*
研究 )%!-%+* "但还没有针对副溶血性弧菌’沙门菌和
单增李斯特菌的多重荧光定量 a?*报道( 本研究
以副溶血性弧菌’沙门菌和单增李斯特菌为代表"
探讨应用多重荧光定量 a?*技术检测海产品中致
病菌( 通过对副溶血性弧菌 $&5’沙门菌 N4"*和单
增李斯特菌 5&G基因的分析"设计特异性的引物与
探针"建立海产品中副溶血性弧菌’沙门菌和单增
李斯特菌的多重荧光定量 a?*快速检测方法( 结
果表明"多重荧光定量 a?*具有很好的稳定性"且
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在不同浓度的 ]A,检测中 $&5’N4"*和 5&G基因扩
增效率基本相同"且 1 种荧光信号的收集不会相互
干扰"且方法针对目标致病菌具有良好的特异性"
检测限可达 U& 56>2MD#‘O$’!" 56>2MD#)@D$’." 56>2
MD#\MC$(

也有文献报道"多重荧光定量 a?*技术在大
量样品的应用过程中"会产生一定数量的假阳
性 )%/* "有可能是样品干扰成分复杂或有大量死菌
存在"导致假阳性的发生( 因此对于 a?*阳性的
样品还需要分离培养法来验证"即使这样利用多
重荧光定量 a?*方法也已经节省了绝大多数样品
需要转种’划线接种等常规分离步骤的时间"将
a?*初筛结果为阴性的直接略过"使得检测目标
更明确"针对性更强( 因此"应用多重荧光定量
a?*同时对海产品中多种污染菌进行检测是可行
的( 而且相对于常规的单重荧光 a?*来说"多重
荧光定量 a?*是在同一反应体系下进行的"不仅
大大节约试剂’材料"而且使试验操作程序更加精
简’便捷(
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欧盟食品安全局评估孔雀石绿用于水产品的安全性
$$U 月 &U 日欧盟食品安全局评估了孔雀石绿(_’)用于水产品中的安全性问题$ 研究了鱼%甲壳类水产
品中孔雀石绿与其主要代谢物隐色孔雀绿(\_’)的限量问题$ 经过评估!欧盟食品安全局得出结论认为!
孔雀石绿与其主要代谢物隐色孔雀绿(\_’)在水产品限量 & "J2SJ不存在健康问题$ (来源’食品伙伴网)

(相关链接’7BBO’22=:LP46CCGM@B:4=:B2&"%/2".21.#/"U47BMD)


