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摘　 要:目的 　 建立一种同时检测副溶血性弧菌两种毒力基因 tdh 和 trh 的双重荧光聚合酶链式反应 ( PCR) 方

法,并对我国 2
 

771 株食源性副溶血性弧菌携带的毒力基因进行全面检测。 方法 　 针对副溶血性弧菌 tdh 和 trh 毒

力基因分别设计荧光 PCR 引物和探针,优化荧光 PCR 反应体系及反应程序,建立可同时检测两种毒力基因的双重

荧光 PCR 检测方法。 应用所建方法对我国 2015 年和 2016 年分离的 2
 

771 株食源性副溶血性弧菌携带的毒力基因

进行检测,并与 PCR 方法检测结果进行比对,评价方法的灵敏性、准确性和特异性。 结果 　 建立的双重荧光 PCR
方法可同时检测 tdh 和 trh 两种毒力基因,其灵敏度达 1. 5× 10- 4

 

ng / μL,准确性和特异性均为 100%。 我国 2015 年

食源性副溶血性弧菌中 tdh 和 trh 基因携带率分别为(0. 26%,3 / 1
 

137;1. 67%,19 / 1
 

137),2016 年食源性副溶血性

弧菌中 tdh 和 trh 基因携带率分别为(0. 24%,4 / 1
 

634;0. 43%,7 / 1
 

634)。 结论 　 本研究建立了一种同时检测副溶

血性弧菌 tdh 和 trh 毒力基因的双重荧光定量 PCR 方法,能够快速、准确地筛查副溶血性弧菌毒力基因;我国食品

来源副溶血性弧菌分离株 tdh 和 trh 毒力基因携带率较低;双重荧光 PCR 方法可应用于食品中副溶血性弧菌致病

性研究,为我国居民膳食暴露副溶血性弧菌的风险评估工作提供科学数据。
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Abstract:
  

Objective　 A
 

dual
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( PCR)
 

method
  

for
 

simultaneous
 

detection
 

of
 

two
 

virulence
 

genes
 

tdh
 

and
 

trh
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

was
 

established,
 

and
 

the
 

virulence
 

genes
 

carried
 

by
 

2
 

771
 

strains
 

of
 

foodborne
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

in
 

China
 

were
 

comprehensively
 

detected.
 

Methods 　 According
 

to
 

the
 

tdh
 

and
 

trh
 

virulence
 

genes
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus,
 

PCR
 

primers
 

and
 

fluorescent
 

probes
 

were
 

designed
 

respectively,
 

the
 

real-time
 

PCR
 

reaction
 

system
 

and
 

reaction
 

procedure
 

were
 

optimized,
 

and
 

a
 

dual
 

real-time
 

PCR
 

detection
 

method
  

which
 

can
 

detect
 

the
 

two
 

virulence
 

genes
 

at
 

the
 

same
 

time
 

was
 

established.
 

The
 

virulence
 

genes
 

carried
 

by
 

2
 

771
 

strains
 

of
 

foodborne
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

isolated
 

in
 

2015
 

and
 

2016
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

established
 

method,
 

and
 

compared
 

with
 

the
 

result
  

of
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PCR
 

method
  

to
 

evaluate
 

the
 

sensitivity,
 

accuracy
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

method.
 

Results 　 The
 

established
 

dual
 

fluorescence
 

PCR
 

method
  

could
 

detect
 

both
 

tdh
 

and
 

trh
 

virulence
 

genes
 

at
 

the
 

same
 

time,
 

and
 

its
 

sensitivity
 

was
 

1. 5× 10 - 4
 

ng / μL.
 

The
 

accuracy
 

and
 

specificity
 

were
 

100% .
 

In
 

2015,
 

the
 

carrying
 

rates
 

of
 

tdh
 

and
 

trh
 

genes
 

in
 

foodborne
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

in
 

China
 

were
 

0. 26%
 

( 3 / 1
 

137 )
 

and
 

1. 67% ( 19 / 1
 

137 )
 

respectively,
 

and
 

were
 

0. 24%
(4 / 1

 

634)
 

and
 

0. 43% ( 7 / 1
 

634)
 

in
 

2016
 

respectively.
 

Conclusion 　 In
 

this
 

study,
 

a
 

dual
 

real-time
 

PCR
 

method
  

for
 

simultaneous
 

detection
 

of
 

tdh
 

and
 

trh
 

virulence
 

genes
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

was
 

established,
 

which
 

could
 

quickly
 

and
 

accurately
 

screen
 

the
 

virulence
 

genes
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus.
 

The
 

carrying
 

rate
 

of
 

tdh
 

and
 

trh
 

virulence
 

genes
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

isolated
 

from
 

food
 

in
 

China
 

was
 

low.
 

The
 

dual
 

real-time
 

PCR
 

method
  

can
 

be
 

applied
 

to
 

the
 

study
 

of
 

the
 

pathogenicity
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

in
 

food,
 

and
 

provide
 

scientific
 

data
 

for
 

the
 

risk
 

assessment
 

of
 

dietary
 

exposure
 

to
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

in
 

China.
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　 　 副溶血性弧菌(Vibrio
 

parahaemolyticus)属于革兰

氏阴性嗜盐性弧菌,广泛分布于海水、盐湖、沿海环

境、海产品和腌制食品中,是一种重要的食源性致病

菌。 副溶血性弧菌可在水生动物的肠道内黏附、聚集

和繁殖,引发水生动物疾病,给海水养殖业带来巨大

损失,亦可引起人类胃肠炎等疾病,严重者可引发伤

口感染和败血症等[ 1] 。 近年来,副溶血性弧菌引发的

食源性疾病暴发事件呈明显上升趋势,高居我国微生

物性食源性疾病榜首[ 2] 。 副溶血性弧菌的致病因子

包括溶血素、Ⅲ型分泌系统、尿素酶和荚膜多糖等[ 3] ,
其中溶血素是最主要的致病因子,包括直接耐热溶血

素( Thermostable
 

direct
 

hemolysin,TDH) 和直接耐热

溶血素相关溶血素( TDH
 

related
 

hemolysin,TRH) 两

种,分别由 tdh 和 trh 毒力基因编码,TDH 具有细胞毒

性、致死毒性和肠毒性,能溶解血红细胞,TRH 具有

肠毒性等生物学活性[ 4-5] 。 TDH 和 TRH 两种毒素与

副溶血性弧菌的致病性密切相关,是区分致病性和非

致病性菌株的重要标志[ 3,6] 。
实时荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 ( Polymerase

 

chain
 

reaction,
 

PCR ) 以其灵敏、 快速、 定量、 无需

DNA 电泳检测 PCR 产物等突出优点被广泛应用到

致病菌检测中,本研究通过设计针对 tdh 和 trh 两种

毒力基因的双重荧光 PCR 引物和探针,优化荧光

PCR 反应程序,建立同时检测副溶血性弧菌 tdh 和

trh 两种毒力基因的双重实时荧光 PCR 方法,分别

采用所建荧光 PCR 和参考文献中 PCR [ 7] 两种方法

检测我国 2015 年和 2016 年分离的 2
 

771 株食源性

副溶血性弧菌中 tdh 和 trh 两种毒力基因携带率,为
我国居民膳食暴露副溶血性弧菌的健康影响风险

评估工作提供科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株

弧菌属标准菌株 11 株,大肠埃希氏菌标准菌株

1 株,菌株信息详见表 1。 经全基因组测序分析鉴定

为 tdh 和 trh 基因双阳性的副溶血性弧菌分离株

1 株 ( 编 号 为 VP177 ) 。 副 溶 血 性 弧 菌 分 离 株

2
 

771 株,其中 2015 年分离株 1
 

137 株,2016 年分离

株 1
 

634 株,菌株源自国家食品污染和有害因素风

险监测网采集的食品样品,采样地区覆盖全国 29 个

省、自治区和直辖市,菌株信息见表 2。

表 1　 副溶血性弧菌双重荧光 PCR 检测方法的建立所需

标准菌株信息表

Table
 

1　 Information
 

of
 

standard
 

strains
 

required
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

dual
 

real-time
 

PCR
 

detection
 

method
 

for
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
菌种名称 中文名称 菌株编号 菌株数量 / 株

Vibrio
 

parahaemolyticus 副溶血性弧菌 CICC
 

21528 1

Vibrio
 

parahaemolyticus 副溶血性弧菌 CICC
 

21617 1

Vibrio
 

parahaemolyticus 副溶血性弧菌 ATCC
 

17802 1

Vibrio
 

alginolysis 溶藻弧菌 CICC
 

10484 1

Vibrio
 

alginolysis 溶藻弧菌 CICC
 

10889 1

Vibrio
 

vulnificus 创伤弧菌 CICC
 

10383 1

Vibrio
 

vulnificus 创伤弧菌 CICC
 

21615 1

Vibrio
 

cholerae 霍乱弧菌 CICC
 

23794 1

Vibrio
 

cholerae 霍乱弧菌 CICC
 

23795 1

Vibrio
 

fluvialis 河流弧菌 CICC
 

21612 1

Vibrio
 

mimicus 拟态弧菌 CICC
 

10474 1

Escherichia
 

coli 大肠埃希氏菌
 

ATCC
 

25922 1

表 2　 2
 

771 株食源性副溶血性弧菌分离株信息表

Table
 

2　 Information
 

of
 

2
 

771
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

isolated
 

from
 

food
食品来源 2015 年菌株数 / 株 2016 年菌株数 / 株

甲壳类 330 387

鱼类 449 688

软体动物类 267 401

预制水产品类 33 102

其他水产品类 58 56

合计 1
 

137 1
 

634

1. 1. 2　 主要仪器与试剂

生物安全柜 ( 新加坡 Esco) ,高压蒸汽灭菌器

(日本 Sanyo) ,纯水仪(美国 Millipore) ,隔水式恒温
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培养箱(德国 MMM) ,涡旋混匀仪(德国 IKA) ,恒温

金属浴装置 ( 杭州佑宁) ,台式高速离心机 ( 德国

Sartorius) , 荧 光 定 量 仪 ( 美 国 Thermofisher
 

qubit
 

4. 0) ,基因扩增仪及荧光定量 PCR 仪 ( 美国 Bio
 

Rad) ,毛细管电泳仪、毛细管电泳卡夹及缓冲液(德

国 Qiagen) ,细菌全自动生化分析仪、细菌浊度计、
革兰氏阴性细菌鉴定卡 ( 法国 Bio

 

Mérieux, Vitek
 

2) ,弧菌显色培养基(法国 CHROMagar) ,胰蛋白胨

大豆琼脂( Tryptic
 

Soy
 

Agar,TSA,美国 BD) 。 细菌基

因组 DNA 提取试剂盒(北京天根) ,荧光定量 PCR
试剂 Probe

 

master
 

mix ( 北 京 天 根 ) , PCR 试 剂

2×PCR
 

Master
 

Mix(北京全式金) ,氯化钠等化学试

剂均为分析纯。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 菌株纯化

使用 10
 

μL 一次性无菌接种环,将 11 株弧菌

属标准菌株和 2
 

771 株副溶血性弧菌分离株分别

接种在弧菌显色平板上,37
 

℃ 培养 24
 

h。 依据弧

菌显色培养基说明书,挑取疑似目标菌株单个菌

落,再次划线接种于含 3%
 

NaCl 的 TSA 平板培养

24
 

h。 挑取新鲜菌落至 3
 

mL 无菌生理盐水中充分

混匀,比浊至 0. 5 麦氏浊度后,使用全自动生化鉴

定系统 进 行 菌 种 生 化 鉴 定, 确 定 其 为 副 溶 血 性

弧菌。
1. 2. 2　 细菌基因组 DNA 提取

采用商品化细菌基因组 DNA 提取试剂盒,依据

试剂盒说明书,提取 11 株弧菌属标准菌株和 1 株

tdh、trh 基因双阳性的副溶血性弧菌参考菌株基因

组 DNA。 使用荧光定量仪分别测定提取的 DNA 浓

度后,保存于-20
 

℃ 备用。
采用水煮裂解法提取副溶血性弧菌分离株基

因组 DNA:用无菌棉拭子挑取适量新鲜菌落,均匀

悬浮于 1
 

mL 无菌超纯水中,制成浓度为 1. 0 麦氏浊

度的菌悬液,置于金属浴中 100
 

℃ 加热 10
 

min 后,
于冰浴中迅速冷却,9

 

000
 

g 离心 2
 

min,取上清液移

至 1. 5
 

mL 无菌离心管中作为分子实验的 DNA 模

板,保存于-20
 

℃ 备用。
1. 2. 3　 PCR 方法灵敏度检测

依据副溶血性弧菌 PCR 检测经典引用文献的

引物序列 [ 7] ,由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成

tdh 和 trh 基因引物。 使用超纯水将 tdh 和 trh 基因

双阳性的副溶血性弧菌参考菌株 DNA 做 10 倍梯度

稀释,依次稀释 8 个梯度后,分别取 DNA 原液和

8 个梯度的稀释液,按照文献所列 PCR 反应条件进

行扩增,随后将 PCR 扩增产物用毛细管电泳仪进行

电泳检测。

1. 2. 4　 荧光定量 PCR 方法建立

1. 2. 4. 1　 引物设计

根据 tdh 和 trh 基因保守区序列,分别设计引

物和探针,序列见表 3。 其中 tdh 探针 5′端标记

FAM 荧光基团,3′端标记 BHQ1 淬灭基团;trh 探针

5′端标记 HEX 荧光基团,3′端标记 -BHQ1 淬灭基

团。 引物和探针均由英潍捷基( 上海) 贸易有限公

司合成。
1. 2. 4. 2　 反应体系

单个荧光 PCR 反应体系为 25. 00
 

μL,组分包

括: Probe
 

master
 

mix
 

12. 50
 

μL; 上、 下 游 引 物 各

0. 80
 

μL;探针 0. 50
 

μL;去除 DNA 酶和 RNA 酶的无

菌水 5. 40
 

μL; DNA 模板 5. 00
 

μL。 反应条件为:
95

 

℃ ,15
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,
40 个循环。
1. 2. 4. 3　 判定标准

当 Ct 值小于 35 时,判定副溶血性弧菌毒力基

因 tdh 或 trh 为阳性。 当 Ct 值大于或等于 40 时,判
定该基因为阴性。 当 Ct 值大于或等于 35 且小于 40
时,需要重复检测,重复检测结果 Ct 值仍然在 35 至

40 之间,判定该基因为弱阳性。
1. 2. 4. 4　 设置对照

本实验室保藏的 1 株经全基因组测序分析鉴定

为 tdh 和 trh 双阳性的副溶血性弧菌分离株基因组

DNA 为 PCR 反应的阳性对照,大肠埃希氏菌 ATCC
 

25922 的基因组 DNA 为阴性对照,去除 RNA 酶和

DNA 酶的水为空白对照。

表 3　 副溶血性弧菌 tdh 和 trh 三种毒力基因检测的

引物和探针序列

Table
 

3　 Primers
 

and
 

probes
 

of
 

tdh
 

and
 

trh
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus
 

using
 

in
 

real-time
 

PCR
 

method
基因 引物和探针 序列( 5′-3′)

tdh 上游引物 TCACAACGTCAGGTACTAAATGG

下游引物 AGCAGAATGACCGTGCTTATAG

tdh 探针 FAM-ACTATACAATGGCAGCGGTGTCTGG-BHQ1

trh 上游引物 GGGTCGGCTGAACTGTTATT

下游引物 AACCGATTGACCGTATACATCTT

trh 探针 HEX-CCCGGTTAAGGCAATTGTGGAGGA-BHQ1

注:∗ 所有引物和探针均使用超纯水配置成 10
 

μmol / L 浓度的工作

液后使用

1. 2. 4. 5　 特异性及灵敏度检测

按照上述 1. 2. 4 步骤的反应体系和反应条件,
使用 1. 2. 2 步骤制作的 11 株弧菌属标准菌株的

DNA 作为荧光 PCR 反应的模板, 分别进行荧光

PCR 检测, 确定荧光 PCR 检测 的 特 异 性。 使 用

1. 2. 3 步骤制作的 tdh 和 trh 基因双阳性副溶血性弧

菌参考菌株 DNA 的 10 倍梯度稀释液作为荧光 PCR
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反应的模板,分别进行荧光 PCR 检测, 确定荧光

PCR 检测的灵敏度和检出限。
1. 3　 数据处理与方法评价

依据副溶血性弧菌 PCR 检测经典引用文献,用
PCR 方法检测 2

 

771 株副溶血性弧菌分离株中 tdh
和 trh 毒力基因携带率,使用毛细管电泳法检测目

的基因扩增产物。 应用本实验建立的双重荧光

PCR 方法,同时进行 tdh 和 trh 基因检测。 将两种方

法检测结果进行比对,评价本研究建立的双重荧光

PCR 方法与 PCR 方法对副溶血性弧菌毒力基因检

测结果的一致性。

2　 结果

2. 1　 PCR 灵敏度检测

经 Qubit 荧光定量仪测定,使用商品化细菌基

因组提取试剂盒提取的 tdh 和 trh 基因双阳性副溶

血性弧菌参考菌株 DNA 浓度为 15
 

ng / μL,使用超

纯水对其进行 10 倍梯度稀释后,DNA 浓度依次为:
1. 5、1. 5×10- 1 、1. 5 × 10- 2 、1. 5 × 10- 3 、1. 5 × 10- 4 、1. 5 ×
10- 5 、1. 5×10- 6 、1. 5 × 10- 7

 

ng / μL,按照 PCR 方法进

行扩增后,使用高分辨率的毛细管电泳卡夹进行

电泳检测,电泳图谱显示:DNA 大小的分子标记泳

道图谱清晰( A12 泳道) ;当 DNA 浓度为 15、1. 5、
1. 5×10 - 1

 

ng / μL 时,目的基因 PCR 扩增条带清晰

可见( A01-03 泳道) ;DNA 浓度为 1. 5 × 10 - 2
 

ng / μL
时,目的基因扩增条带虽可识别但信号较弱 ( A04
泳道) ; DNA 浓 度 为 1. 5 × 10 - 3

 

ng / μL 时 ( A05 泳

道) ,目的基因 trh 的片段大小为 500
 

bp,条带极

弱,肉眼几乎不可识别,目的基因 tdh 的片段大小

为 269
 

bp 肉 眼 已 无 法 识 别; DNA 浓 度 低 于

1. 5×10 - 3
 

ng / μL 时,未检测到目的基因 PCR 扩增

条带 ( A06-09 泳道) 。 该反应体系中阴性对照和

空白对照均无目的基因条带, PCR 检测体系正常

( A10、A11 泳道) 。 详见图 1。

注:A01 ~ A09 泳道 PCR 的副溶血性弧菌 DNA 模板浓度依次为:15、1. 5、1. 5×10- 1 、1. 5×10- 2 、1. 5×10- 3 、1. 5×10- 4 、1. 5×10- 5 、

1. 5×10- 6 、1. 5×10- 7
 

ng / μL,A10 泳道 PCR 的 DNA 模板为 ATCC25922,A11 泳道为空白对照,A12 泳道为 Size
 

Marker.

图 1　 副溶血性弧菌 tdh 和 trh 基因 PCR 产物的电泳图

Figure
 

1　 The
 

electrophoretogram
 

of
 

tdh
 

and
 

trh
 

PCR
 

amplification
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus

2. 2　 荧光 PCR 方法的特异性和灵敏性实验

使用本研究建立的荧光 PCR 方法,将除副溶

血性弧菌之外的常见弧菌标准菌株 DNA 分别进

行扩增,均未检测到荧光信号。 在对副溶血性弧

菌 tdh 和 trh 基因同时进行检测时,无交叉反应出

现(绿色和蓝色曲线分别为副溶血性弧菌 tdh 和

trh 基因的扩增曲线) ,即本研究建立的荧光 PCR
方法对副溶血性弧菌 tdh 和 trh 毒力基因检测时特

异性良好。 该荧光 PCR 方法对副溶血性弧菌 tdh
和 trh 基因进行检测时,DNA 模板浓度越高,其扩

增 曲 线 的 Ct 值 越 小, 当 DNA 模 板 浓 度 为

1. 5
 

ng / μL 时, tdh 和 trh 基因的 Ct 值小于 20(图 2
从左往右,首次出现的绿色和蓝色扩增曲线) ,随着

DNA 模板浓度的 10 倍梯度稀释,其 Ct 值逐渐增大,
直到 DNA 模板浓度为 1. 5×10- 4

 

ng / μL 时,tdh 和 trh
两个基因 Ct 值仍小于 35,PCR 荧光信号强度高,而
DNA 模板浓度稀释至 1. 5 × 10- 5

 

ng / μL 时,其 Ct 值

为 37,因 此, 双 重 荧 光 PCR 方 法 检 测 副 溶 血 性

弧菌 tdh 和 trh 基 因 的 灵 敏 度 为 1. 5 × 10-4
 

ng / μL
(图 2) 。
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注:绿色和蓝色分别为副溶血性弧菌 tdh 和 trh 基因的扩增曲线;

副溶血性弧菌荧光 PCR 扩增曲线从左往右,对应 DNA 模板浓度依

次为:1. 5、1. 5×10-1 、1. 5×10-2 、1. 5×10-3 、1. 5×10-4 、1. 5×10-5
 

ng / μL

图 2　 副溶血性弧菌 tdh 和 trh 毒力基因荧光 PCR 扩增曲线

Figure
 

2　 Fluorescence
 

PCR
 

amplification
 

curve
 

of
 

tdh
 

and
 

trh
 

virulence
 

genes
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus

2. 3　 方法评价与应用

使用 PCR 方法和荧光定量 PCR 方法,对我国

2015—2016 年 29 个省份分离的 2
 

771 株副溶血性

弧菌基因组 DNA 分别进行检测,双重荧光 PCR 检

测结果:2015 年从我国食品中分离的 1
 

137 株副溶

血性弧菌中,3 株检出携带 tdh 基因,19 株检出携带

trh 基因,其中 2 株同时携带 tdh 和 trh 基因。 2016
年从我国食品中分离的 1

 

634 株中,4 株检出携带

tdh 基因,有 7 株检出携带 trh 基因。 PCR 检测结果

与荧光 PCR 检测结果高度一致。
结合两种 PCR 方法分别对 2

 

771 株副溶血性

弧菌分离株 tdh 和 trh 毒力基因的检测结果,对两种

PCR 方法分别进行评价,本研究建立的双重荧光定

量 PCR 方法具有检测时间短、灵敏度显著提高为

1. 5×10- 4
 

ng / μL 等优势,评价指标详见表 4。

表 4　 PCR 与荧光定量 PCR 检测副溶血性弧菌 tdh 和

trh 毒力基因方法评价与应用

Table
 

4　 Evaluation
 

and
 

application
 

of
 

PCR
 

and
 

real-time
 

PCR
 

in
 

detecting
 

tdh
 

and
 

trh
 

virulence
 

genes
 

of
 

Vibrio
 

parahaemolyticus

评价指标
评价方法

PCR 荧光定量 PCR
检测时长 约 2. 5

 

h 约 1. 5
 

h
便捷性 需要电泳 无需电泳

特异性 无交叉反应 无交叉反应

一致性 一致 一致

是否定量检测 否 是

检测 tdh 基因灵敏度 1. 5×10- 2
 

ng / μL 1. 5×10- 4
 

ng / μL
检测 trh 基因灵敏度 1. 5×10- 2

 

ng / μL 1. 5×10- 4
 

ng / μL
2015 年菌株 tdh 检测 0. 26% ( 3 / 1137) 0. 26% ( 3 / 1137)
2015 年菌株 trh 检测 1. 67% ( 19 / 1137) 1. 67% ( 19 / 1137)

2016 年菌株 tdh 检测 0. 24% ( 4 / 1634) 0. 24% ( 4 / 1634)
2016 年菌株 trh 检测 0. 43% ( 7 / 1634) 0. 43% ( 7 / 1634)

3　 讨论

实时荧光定量 PCR 方法具有特异性好、灵敏度

高、省时高效、数据定量的优点,从经济、时间、人

工、精准度等方面均适合大批量样本的科学研究。
虽有前人建立了副溶血性弧菌毒力基因的 PCR 检

测方 法, 但 其 灵 敏 度 有 待 进 一 步 提 高, 如:
MUHAMMAD

 

等 [ 8] 对
 

groEL、 tdh
 

和
 

trh
 

建立三重

PCR 方法检测副溶血性弧菌致病因子,检出限为

200
 

pg
 

DNA;张捷等 [ 9] 对副溶血性弧菌毒力基因
 

tdh、trh 进行检测的检测限为 10
 

pg / 反应,但需逐个

基因进行检测;林佳琪等 [ 10] 建立的四重 PCR 同时

检测副溶血性弧菌
 

toxR、tdh、trh 和 tlh
 

四种基因,其
检测限为 50

 

μg / L
 

DNA;HE 等 [ 11] 针对
 

toxR、tdh、trh
 

基因建立的副溶血性弧菌三重荧光定量
 

PCR 方法

检出限为 1. 4
 

pg / 反应。 本研究针对 tdh、trh 靶基因

序列设计了高特异性和高灵敏度的引物及探针,建
立的双重荧光定量 PCR 方法对 tdh、trh

 

基因检测的

灵敏度均为 1. 5 × 10- 4
 

ng / μL,优于之前同类荧光

PCR 研究方法 1 个数量级,大幅提高了对致病性副

溶血性弧菌的检出限。 利用双重荧光 PCR 检测 tdh
和 trh 毒力基因具有定量分析的特点,可对食源性

疾病患者的致病剂量和致病菌毒力基因的携带水

平进行定量研究,为副溶血性弧菌的定量风险评估

提供技术与数据支撑。
近年来,副溶血性弧菌引发的食源性疾病暴发

事件呈上升趋势,水产品中副溶血性弧菌的检出率

较高。 分子流行病学研究表明,tdh、trh 毒力基因阳

性的菌株与人类食源性疾病暴发密切相关,致病性

副溶血性弧菌通常携 tdh 和 trh 毒力基因的 1 种或 2
种 [ 12-13] 。 本研究同时采用实时荧光定量 PCR 和普

通 PCR 方法,对我国 2
 

771 株副溶血性弧菌 tdh 和

trh 基因进行检测,结果发现 tdh 和 trh 基因的阳性

率分别为 0. 25%和 0. 94%。 本研究所用 2
 

771 株食

源性副溶血性弧菌分离株的样品种类齐全,采样地

区广泛,监测周期完善,全面反映出我国食源性副

溶血性弧菌毒力基因携带情况。 两种 PCR 检测结

果高度吻合,与国内外文献报道中食品来源的副溶

血性弧菌毒力基因携带率基本一致 [ 14-17] ,但远低于

临床来 源 菌 株 中 tdh 及 trh 毒 力 基 因 的 高 携 带

率 [ 16-19] ,推测其原因可能为增菌培养过程中部分菌

株的毒力基因发生移位或丢失,亦有可能存在部分

活而不可培养状态的致病性菌株,使得传统培养过

程中致病性菌株检出率降低等,进一步研究中可利

用荧光定量 PCR 方法快速筛查产生 tdh 和 trh 两种

重要毒素的致病性副溶血性弧菌,对比分析食品样
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品培养前后毒力基因 tdh 及 trh 携带率的差异,有助

于副溶血性弧菌引发食源性疾病的临床快速诊断,
比单纯检出副溶血性弧菌具有更重要的应用价值。
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