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摘$要!目的$建立一种准确$快速$特异地检测副溶血性弧菌"&-.!-/01!1213(/4+5-67%!d-#致病基因的荧光 -/J

方法% 方法$用 I 株已知其致病基因的 d-标准菌株和检出菌分别对 ) 种 d-致病基因荧光 -/J检测文献方法和

本文建立的方法进行验证比较!并用 ) 种常见食源性病原菌对新建方法的特异性进行检验% 结果$所建方法能够

同时检测 d-的 ! 种溶血素!其检测结果与菌株的溯源结果及普通 -/J结果完全一致!且与常见食源性病原菌无

交叉反应% 结论$本文建立的荧光 -/J体系能够准确$快速$特异地检测 d-的致病基因!具有较好的实用性%
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$$副溶血性弧菌 $&-.!-/01!1213(/4+5-67%"d-%是
一种嗜盐性细菌"主要存在于近海岸的海水(海水
沉积物和鱼虾(贝类等水产品中’ 人食用这些生(
半生或交叉污染的水产品"可能导致急性胃肠
炎 )#* (反应性关节炎 )%* "有时甚至引起原发性败血
症 )!* ’ 国家食源性疾病监测网及国家食品安全信
息监测系统数据显示&%((%!%((I 年间暴发的细菌
性食物中毒事件中"由副溶血性弧菌引起的占
#)<!="居细菌性食物中毒事件之首 )& f** ’

副溶血性弧菌的溶血素包括不耐热直接溶血
素$0WU3@X]674>UWU@X>S]5A"0.O%(耐热直接溶血素
$0WU3@X]674>UZ53Û6WU@X>S]5A"0EO%和 0EO+相关
溶血素$0EO+3U>76UZ WU@X>S]5A"0JO%’ 其中"0.O

的致病性尚不清楚"目前较多的应用为特异性检测
的靶标"而 0EO和 0JO是副溶血性弧菌最主要的
致病因子’ 0.O(0EO和 0JO分别由 542(582 和 5!2
基因编码’ 542 是种特异性基因"582 和 5!2 是副溶血
性弧菌的毒力基因 ))* ’ 海产品中分离的副溶血性
弧菌大约只有 (<!= F*= 具有致病性 )I f;* "即含有
582 和’或 5!2 基因’

目前我国国家标准$R\?0&I;"<I!%((;%中用
于副溶血性弧菌致病性检测的为神奈川实验"有文献
表明"神奈川实验与 0EO相关)"* ’ 国际上应用较为
普遍的副溶血性弧菌致病性的检测方法均为普通
-/J方法"如美国的食品药品管理局$TXXZ 7AZ E3PG
LZ@5A5]63765XA"TEL%和加拿大食品检验署 $/7A7Z7
TXXZ DA]8Û65XA LGUA Ŝ"/TDL%的方法’ 目前"荧光
-/J以其特异性强(灵敏度高(定量范围宽(全封闭反
应(无需 -/J后处理等优于普通 -/J的特点"逐步引
起科研人员的重视"并相继开展了研究工作’ 本文在
参考国内外相关荧光 -/J的技术参数条件下"初步
筛选并建立了一种特异性强(灵敏度高的副溶血性弧
菌致病性荧光 -/J检测方法’
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#$材料与方法
#<#$材料
#<#<#$试验菌株

标准菌株&金黄色葡萄球菌 %)((#"大肠埃希氏
菌 &&##("单核细胞增生李斯特氏菌 *&((#"都柏林
沙门氏菌 %#&"I"副溶血性弧菌 #<#)#*( #<#""I(
L0//#I;(%(L0//!!;&I 购自中国医学细菌保藏管

理中心"中国工业微生物保藏管理中心"中国普通
微生物菌种保藏管理中心和美国模式培养物集存
库’ 分离菌株霍乱弧菌 Jd/("((#"溶藻弧菌 a7"副
溶血性弧菌 ("(""(#(#%) 是实验室检测中保存的阳
性菌株’ 副溶血性弧菌 ("a8#(I 由中国疾病预防控
制中心营养与食品安全所惠赠’ 经 /TDL)#(*方法验
证"并经过菌株溯源"上述 d-菌株携带致病基因情
况如表 # 所示’

表 #$副溶血性弧菌携带致病基因情况
074>U#$:P@@73SX[876WXGUA5̂GUAU5A d-

致病基因 #<#""I #<#)#* L0//#I;(% L0//!!;&I ("("" #(#%) ("a8#(I

542 K K K K K K K K

582 K f K f K f K K

5!2 K K f K f f K K

注&+ K,表示阳性# + f,表示阴性

#<#<%$主要仪器与试剂
0#N# 琼脂和营养琼脂购自北京陆桥技术有限

责任公司’ 0_$035]+_E0L4P[[U3"8O;<(%购自生工
生物工程$上海%有限公司’ 引物由生工生物工程
$上海%有限公司和美国 5Aa563XGUA 生命技术公司合
成’ 07b97A " _Aa53XA@UA67>97]6U395‘%<( 试剂盒
由美国 L\公司生产’ 荧光定量 -/J仪选用美国
L\公司的 I*(( 型荧光定量 -/J仪’

#<%$方法

#<%<#$核酸的制备
取一菌环待测菌株在 0#N# 琼脂或营养琼脂上的

过夜培养物"至 %(( !>0_中"煮沸 #( @5A"#! ((( 3?@5A
离心 * @5A后取上层清液作为-/J反应模板’
#<%<%$文献中的荧光 -/J方法检测 d-菌株

选取 ) 种国内外文献方法$方法 # F)% )## f#)* "
对 #<#<# 中的 I 株已知其致病基因的 d-标准菌株
和检出菌进行检测’
#<%<!$新建立的荧光 -/J方法检测 d-菌株

用本文新建立的荧光 -/J方法检测 #<#<# 中
的I 株d-菌株’ 反应体系&总体积 %* !>"包含 % k
97]6U395‘ #%<*!>( 542’582’5!2 上 下 游 引 物 各
(<) @X>?.(542’582’5!2 探针各 (<! @X>?.(模版 # !>’
-/J扩增条件&*( B % @5A""* B预变性 #( @5A(
"* B变性 %( ](*) B退火延伸 !# ]"&* 个循环’ 引
物(探针序列见表 %’
#<%<&$新建立方法特异性的验证

选取 #<#<# 中的 ) 株常见食源性病原菌 %)((#(
&&##((*&((#(%#&"I(a7(Jd/("((# 以及副溶血性弧
菌菌株 #(#%) 对本文建立方法的特异性进行验证’
使用本文建立的方法分别对上述 I 株菌"上述 ) 种
食源性病原菌的混菌"添加副溶血性弧菌菌株的
) 种病原菌的混菌以及空白对照进行检测’

表 %$新建立方法引物(探针序列
074>U%$-35@U3]7AZ 83X4U]]UbPUA ÛX[AUc@U6WXZ

目标基因 序列名称 序列

0.O+T *s+̂G7G77̂Ĝ7G7̂7667̂G66̂+!s

542 0.O+J *s+6Ĝ6̂̂7G76̂G6G6GG66G+!s

-J2\_ *s+TL9+6̂Ĝ Ĝ̂6G7̂776̂Ĝ66̂6̂76+0L9JL+!s

0EO+T *s+G6737GG6̂6̂6G7̂6666GG7̂+!s

582 0EO+J *s+̂67̂7G776S767GG776G66G77G+!s

-J2\_ *s+TL9+766667̂G77̂7̂7Ĝ7G776G7+0L9JL+!s

0JO+T *s+̂̂ 76̂@767̂ 6̂666̂̂66̂6̂̂ +!s

5!2 0JO+J *s+7̂SG6̂76767GĜĜ6677̂+!s

-J2\_ *s+TL9+67666G6SG667G77767̂77̂776+0L9JL+!s

%$结果
%<#$文献中的荧光-/J方法对d-菌株检测的结果

) 种方法对试验菌株进行检测的结果$详见表
!%显示&只有方法 & 的检出效果最好"三个基因都
能检出#方法 % 5!2 无法全部检出"其他基因检测良
好"且检测效率较高#方法 ! 和 * 对种特异性基因
542 和致病基因 582 检测效果较好"但致病基因 5!2
全都无法检出#方法 ) 只能检出种特异性基因 542"
致病基因 582 和 5!2 全都无法检出#方法 # 不仅不能
检出致病基因 582 和 5!2"种特异性基因 542 也出现
漏检现象’
%<%$新建立的荧光-/J方法对d-菌株检测的结果

结合国内外先进方法"并经过试验优化反应程
序"建立了本文的新方法’ 所有菌株均检出了种特
异性基因 542" ("("" 未检出致病基因" #(#%) 和
("a8#(I 同时检出了 582 和 5!2 基因" #<#""I 和
L0//#I;(% 检 出 了 5!2 基 因" 而 #<#)#* 和
L0//!!;&I 检出了 582 基因$见图 #%’ I 株 d-菌
株检测结果与表 # 完全一致’
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表 !$荧光 -/J方法对副溶血性弧菌致病基因检出情况
074>U!$JU]P>6X[[>PX3U]̂UA6+-/J@U6WXZ 6XZU6Û6876WXGUA5̂GUAUX[d-

菌株编号
方法 # 方法 % 方法 ! 方法 & 方法 * 方法 )

542 582 5!2 542 582 5!2 542 582 5!2 542 582 5!2 542 582 5!2 542 582 5!2
#<#""I f f f K f f K f f K f K K f f K f f
#<#)#* K f f K K f K K f K K f K K f K f f
L0//#I;(% f f f K f f K f f K f K K f f K f f
L0//!!;&I K f f K K f K K f K K f K K f K f f
("("" K f f K f f K f f K f f K f f K f f
#(#%) K f f K K K K K f K K K K K f K f f
("a8#(I K f f K K K K K f K K K K K f K f f

注&+ K,表示阳性#+ f,表示阴性

图 #$本文建立新方法对 I 株 d-菌株的检测结果
T5GP3U#$EU6Û65XA 3U]P>6]X[AUc>S+U]674>5]WUZ @U6WXZ XA I d-]6375A]

%<!$新建立方法特异性验证的结果
新建立方法特异性验证的结果如图 % 所示"只

有副溶血性弧菌 #(#%) 以及添加 #(#%) 的 ) 种食源
性病原菌的混菌扩增出了 ! 种目的片段"而 ) 种食

源性病原菌以及它们的混菌均未扩增出任何目的
片段’ 可见"本文建立的方法特异性好"与常见的
食源性病原菌均无交叉’

图 %$特异性试验结果
T5GP3U%$JU]P>6X[]8Û5[5̂56SU‘8U35@UA67>

!$讨论
由于大约只有 (<!= F*=的副溶血性弧菌具有

致病性"在采用传统方法$如 R\?0&I;"<I!%((;%进
行检测时"会出现因检出非致病性副溶血性弧菌而
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判定为不合格的情况"特别是副溶血性弧菌带菌率
很高的水产品"将造成很大的经济损失"因此研究
并开发致病性副溶血性弧菌的检测方法是非常有
意义的’

国际对副溶血性弧菌致病基因的检测多采用
普通 -/J法’ 但是对于日益兴起的快速(简便(污
染小的荧光 -/J法"由于探针设计困难等原因"目
前研究的并不多"而且也没有出现大家所公认的(
较成熟的荧光 -/J检测方法’ 同类研究中所使用
的荧光 -/J方法$方法 # F)%"经试验证实"其效果
均不理想’ 由此可见"现有的关于检测副溶血性弧
菌致病基因的荧光 -/J方法并不成熟(效果参差不
齐(重现性低’

登陆+中国普通微生物菌株保藏管理中心,网
站"标准菌株 #<#""I 可以溯源到 L0//#I;(% )#I* "
标准菌株 #<#)#* 可以溯源到 L0//!!;&) )#;* ’ 登
陆+美国国立生物技术信息中心 N/\D,网站"可查
阅到 L0//#I;(% 携带 5!2 基因 )#"* (L0//!!;&) 携
带 582 基因 )%(* ’ 用国际通用的 /TDL方法检测 I
株副溶血性弧菌"其结果与溯源结果相符’ 以上
对标准菌株的溯源以及与 /TDL方法的比对"证明
本文所建立方法的检测结果准确(可靠’ 此外"用
除副溶血性弧菌以外的 ) 种常见的食源性病原
菌"对所建立方法的特异性进行验证"其结果也是
可信的’

本文建立的荧光 -/J方法与传统方法比较"更
加简便(快捷#与普通 -/J方法比较"污染小(安全
性高’ 在食品安全关注度日益提高的今天"无疑将
是口岸执法中的一项利器"为更好地保障人民的食
品安全"提供了有力的技术支持’
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#%* W668&??ccc’A 4̂5’A>@’A5W’GXa?AP^̂X3U?R,"I#)*!<#’


