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改良分子信标- 实时 PCR 快速检测副溶血弧菌
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[摘要 ] 　目的: 建立改良分子信标- 实时 PCR 检测副溶血弧菌的快速方法, 应用于副溶血弧菌食物中毒的快速诊断和

海产品检验。方法: 根据 GenBank 公布副溶血弧菌的耐热直接溶血毒素基因 (TDH ) 的保守序列, 设计一对引物和改良分子

信标探针, 用 FAM 荧光剂标记探针的 5′, 并进行特异性和灵敏度分析; 同时以 11 种细菌作对照, 建立改良分子信标检测副

溶血弧菌的实时 PCR 反应体系, 应用于副溶血弧菌食物中毒快速诊断和食品微生物检测。结果: 检测 12 种细菌, 只有副溶

血弧菌有荧光信号, 与其他细菌无交叉反应, DNA 灵敏度为 16616 fgöΛl, 菌液灵敏度为 69 cfuöm l 或 6 cfuöPCR 反应体系。

改良分子信标- 实时 PCR 反应体系检测 40 株副溶血弧菌均出现特异的荧光信号, 无干扰。对 3 起细菌性食物中毒共 48 份样

品和 100 份海产品进行检测, 9 份副溶血弧菌实时 PCR 阳性, 其中 7 份副溶血弧菌细菌培养阳性, 其余样品都为阴性。检测

时间仅需 2 h。结论: 改良分子信标- 实时 PCR 检测体系快速、灵敏度高, 特异性强, 可用于副溶血弧菌食物中毒的快速诊

断, 为食源性疾病的分子流行病学调查提供新的检测手段。
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Abstract: Objective: To develop modified mo lecu lar beacon based fluo rescence PCR assay fo r the detection of V 1 para2
haemo lyticus1T he estab lished m ethod w as app liedto the rap id diagno sis of V 1 parahaemo lyticus food po ison ing and sea food

exam ination1M ethods: Tw o sets of p rim ers w ere selected from the co re sequence of TDH gene pub lishedin GenBank, and the

modified mo lecu lar beacon labeled at 5’end & 3’end w ith diffferen t fluo ropho rs w as designed1 T he mo lecu lar beacon and

p rim er set w ere tested against num erous stra ins from 12 differen t bacteria l species1 R eal2t im e PCR assay fo r

V 1parahaemo lyticus w as estab lished1 T hen th is assay w as app lied to the food po ison ing diagno sis1Results: O nly V 1 para2
haemo lyticus stra ins generated fluo rescen t signals, and no cro ss2reaction w as observed w ith o ther 11 bacterias1 T he sensit ivi2
ty ach ieved w as 69cfu öm l o r 6cfuöPCR reaction1 T he assay w as used to detect 40 V 1 parahaemo lyticus stra ins, no false sig2
nals w ere observed1Fo rty2eigh t food po ison ing samp les and 100 sea food samp les w ere tested, n ine samp les w ere found V 1

parahaemo lyticus po sit ive by real t im e PCR 1 Among the tested po sit ive samp les, seven samp les w ere detected po sit ive by tra2
dit ional cu ltu re m ethod1 T he overall test cou ld be fin ished w ith in one day start ing from samp le p reparat ion1Conclusion: T he

modified mo lecu lar beacon2based real2t im e PCR assay w as rap id, sensit ive, and specific1 It requ ired 2 hours fo r the detection1
It cou ld be app lied to the rap id diagno sis of V 1 parahaemo lyticu food po ison ing & food m icrob io logy exam ination1
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　　副溶血弧菌广泛分布于自然界, 尤其以海产品携带率最

高, 是引起细菌性食物中毒的一种重要致病菌。目前细菌性

食物中毒在食源性疾病发病率中仍占较高的比率。沿海一带

由于人们喜食海产品, 因此副溶血弧菌食物中毒发病率很

高。如何及时控制副溶血弧菌食物中毒的发生, 快速诊断是
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关键。目前副溶血弧菌检验仍以传统培养法为主, 但操作繁

琐, 耗时长, 需 5 d 时间。而且副溶血弧菌鉴定的生化指标

不稳定, 常常需重复 1～ 2 次实验, 才能最后确定是否为副溶

血弧菌, 因此影响食物中毒的快速诊断和处理。

随着分子生物学技术的发展, 人们采用 PCR 技术应用

于细菌的快速诊断。然而传统 PCR 技术易污染, 造成检测失

败。自 1995 年美国 PE 公司提出实时 PCR 检测原理后, 实

时 PCR 以其快速、定量、无需后电泳、无交叉污染等突出优

点而被广泛采用。改良分子信标是在分子信标探针基础上提

出的一种新型分子探针, 以它为基础建立的实时 PCR 技术,

可以更好地实现多重实时 PCR 检测多种致病菌。本文采用

改良分子信标技术建立副溶血弧菌的实时 PCR 方法, 并用

于副溶血弧菌食物中毒的快速诊断, 现将结果报告如下:
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1　材料和方法

111　实验用菌株　12 种细菌共 100 株菌株。包括 1 株沙门

氏菌、1 株志贺氏菌、1 株产毒性大肠杆菌、1 株金黄色葡萄

球菌、1 株蜡样芽胞杆菌、1 株李斯特氏菌、1 株溶藻弧菌、

1 株河弧菌、1 株创伤弧菌、1 株变形杆菌、40 株副溶血弧菌

和 50 株霍乱弧菌。副溶血弧菌和霍乱弧菌都是从深圳市历

年食物中毒或霍乱爆发流行中分离出的, 溶藻弧菌和创伤弧

菌由广东省疾病预防控制中心微生物检验所提供, 其余菌株

均购自中国药品生物制品检定所。

112　菌株的分离和鉴定　细菌的分离和鉴定均按照中华人

民共和国颁布的《食品微生物学》国家检验标准操作。

113　模板提取　 (1) DNA 提取: 菌株经LB 增菌培养过夜

后, 菌体用 500ulT E buffer 悬浮, 加入终浓度为 50ugöul 溶

菌酶, 37℃作用 1h r, 然后再加入终浓度为 1% SD S 和 012ugö

ul 的蛋白酶 K, 55℃作用 1h r 后, 用酚- 氯仿抽提DNA。

(2) 取 1m l 菌液, 离心沉淀, 制备菌悬液, 煮沸, 取上清液

5ul 即可用于实时 PCR 反应。

114　引物和探针设计　根据 GenBank 公布的副溶血弧菌

耐热直接溶血素基因 (TDH ) 的序列并比较分析, 自行设计

一 对 引 物 和 探 针。 TDH - F: 5’ - AAA CA TCT 2
GCT T T T GA GCT TCCA - 3’, TDH - L : 5’ - CTC GAA 2
CAA CAAA CAA TA TCTCA TCA G - 3’, TDH 探针: FAM 5’

- CCGGGGT GTCCCT T T TCCT GCCCCCGG- D abcyl , 扩

增片段为 75bp。引物和探针均由上海 Sangon 公司合成。

115　PCR 反应条件　反应总体积为 25Λl, 内含 5Λl 模板,

215ul10×PCR 缓冲液, 115mmo lM gC l2, 01 25mmo löL d2
N T P, 1U T aq 酶, 25pmo l 引物, 25pmo l 探针: 实时 PCR 反

应参数为: 94℃预变性 5m in, 40 个循环中 94℃ 变性 45s,

62℃退火 1m in, 72℃延伸 1m in。用 icycle 荧光 PCR 扩增仪

(B io- R ad) 检测退火的荧光。

116　特异性检测　用上述 11 种细菌的DNA 作对照, 对副

溶血弧菌进行 TDH 改良分子信标实时 PCR 扩增。灵敏度分

析: 选一株副溶血弧菌 (编号为V P54) 作为灵敏度分析的

代表株。包括DNA 灵敏度分析和菌液灵敏度分析。DNA 灵

敏度分析: 按常规DNA 提取方法提取模板DNA。用U ltro2
spec2000 紫外可见光蛋白核酸分析仪 (Pharm acia 公司) 测

DNA 的浓度。然后进行 5 倍稀释, 每个稀释度取 1Λl 用于实

时 PCR 反应。菌液灵敏度分析: V P54 菌株经碱性蛋白胨水

(A PW ) 增菌过夜后, 进行 10 倍稀释, 共做 10 个稀释度, 然

后依次取 10 个稀释度的 1m l 菌液进行实时 PCR 反应。同时

按中华人民共和国颁布的《食品微生物检验标准》做细菌总

数计数。

117　应用　对 40 株副溶血弧菌进行 TDH 实时 PCR 检测。

并用于 3 起细菌性食物中毒 48 份样品和 100 份海产品的检

测。

2　结果

211　样品模板DNA 提取　 (1) 大便、呕吐物标本: 用生

理盐水悬浮, 煮沸, 10000rpm 离心 2m in, 取 5Λl 上清液即可

用于实时 PCR 反应。(2) 食品样品: 用碱性蛋白胨水增菌 6

～ 8 小时后, 取 1m l 菌液富集, 煮沸, 再取 5Λl 上清液即可

用于实时 PCR 反应。上述方法不需酚- 氯仿抽提, 快速简便

有效, 适于大批样品的模板提取。

212　特异性分析　12 种细菌经改良分子信标体系检测, 只

有副溶血弧菌有荧光信号, 其他细菌无荧光信号。见表 1。

213　灵敏度结果　DNA 灵敏度为 16614 fgöΛl, 菌液灵敏度

为 6 cfuöPCR 反应体系, 对原始样品而言, 菌液灵敏度为 69

cfuöm l。见表 2 和表 3。

214　应用　40 株副溶血弧菌改良分子信标实时 PCR 都为

阳性。48 份食物中毒样品中 9 份副溶血弧菌实时 PCR 阳性,

相对应的有 6 份样品副溶血弧菌培养阳性。100 份海产品霍

乱弧菌实时 PCR 阴性, 相对应的细菌培养全部为阴性。

表 1　副溶血弧菌实时 PCR 特异性分析

细菌 实验用菌株 实时 PCR 阳性数

大肠杆菌 1 0

蜡样芽胞杆菌 1 0

单增李斯特氏菌 1 0

志贺氏菌 1 0

沙门氏菌 1 0

金黄色葡萄球菌 1 0

变形杆菌 1 0

河弧菌 1 0

创伤弧菌 1 0

溶藻弧菌 1 0

副溶血弧菌 40 40

霍乱弧菌 50 0

表 2　副溶血弧菌实时 PCR 检测体系DNA 灵敏度

DNA 325ng 65ng 13ng 216ng 520pg 104pg 2018pg 4116pg 832fg 16614fg 3515fg

域值 1319 1516 1716 1919 2212 2414 2617 29 3117 3417 N öA

表 3　副溶血弧菌实时 PCR 检测体系灵敏度

cfuöm l 619×108 619×107 619×106 619×105 619×104 619×103 619×102 69 5 0

cfuöPCR 反应体系 619×107 619×106 619×105 619×104 619×103 619×102 69 6 0 0

域值 1218 1412 1519 1918 2318 2612 3112 3812 N öA N öA
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图 1　分子信标- 实时 PCR 检测副溶血弧菌

左图: 空白和阴性对照　　右图: 副溶血弧菌PCR 扩增阳性

3　讨论

本文在改良分子信标技术的基础上, 建立了实时 PCR

快速检测副溶血弧菌的方法。研究表明: (1) 此方法灵敏度

高, 每m g 或每m l 样品含 69 个细菌, 即可检出。 (2) 特异

性强, 与对照组 11 种细菌无交叉反应。(3) 操作简单, 结果

观察直观明了, 可一次检测 96 份标本 (含阴阳性对照)。

(4) 适用于副溶血弧菌食物中毒的快速诊断和大量样品的检

测, 无交叉污染。对于大便和呕吐物标本, 从样品处理到检

测结果仅需 2 h 检测时间, 对食品标本仅需 1 d 时间 (包括

样品的前期处理)。在建立单一实时 PCR 快速检测细菌的基

础上, 最终实现多重实时 PCR 同时诊断 10 种食源性致病

菌, 满足常见细菌性食物中毒快速诊断的要求。

改良分子信标探针是为了提高杂交效率, 在原来分子信

标原理基础上提出的。改良分子信标的突出特点是将分子信

标的臂部分也作为靶识别序列, 而不仅仅是用于形成发夹结

构的无关添加序列。对于同样长度的检测靶序列, 改良分子

信标比分子信标更短, 而且由于臂序列不再悬空, 因而与靶

序列的结合更趋紧密。已经证明, 改良分子信标比分子信标

更易设计且成功率更高, 同时对扩增条件要求不严。本文采

用改良分子信标的设计思路, 副溶血弧菌的引物和探针设计

一次成功, 而且与弧菌属的其他弧菌和革兰氏阴性杆菌以及

革兰氏阳性球菌均无交叉反应, 进一步说明了改良分子信标

的优势。

溶血毒素是副溶血弧菌的致病因子, 主要包括不耐热溶

血毒素 (TL H )、直接耐热溶血毒素 (TDH ) 和相对耐热直

接溶血毒素。其中 TDH 作为生物标志物广泛应用于副溶血

弧菌的诊断。目前国外采用实时 PCR 技术快速检测副溶血

弧菌, 国内未见实时 PCR 检测副溶血弧菌的文献报道, 本文

所建立的副溶血弧菌实时荧光 PCR 检测方法, 可用于细菌

性食物中毒的快速诊断和食品微生物的检验。随着生态环境

的变化和抗生素的滥用, 许多致病菌引起的临床症状越来越

不典型, 常常需要同时检测多种细菌才能确定病原。另外在

食品微生物检验中, 如果只采用单一分子信标体系检测单一

细菌, 就会出现成本高的缺点。这就对快速诊断技术提出了

更高的要求: 又快又能同时检测多种病原微生物。因此多重

实时 PCR 技术同时检测多种细菌是未来发展的趋势。
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(上接第 440 页) 　　是碘缺乏病监测的一个重要项目。我市儿

童尿碘中位数从 1995 年的 86120 提高到 2002 年的

157146%。从 1997 年起连续 6 年均大于 100 ΛgöL , 2000～

2002 年连续 3 年尿碘中位数在 100 ΛgöL 以上的人数达到了

90% 以上。证明通过以上防治措施的落实, 儿童尿碘含量稳

定在较高水平。

碘盐的质量直接影响碘缺乏病的防治效果, 过高或过低

都会危害人体的身体健康。全市碘盐合格率由 1995 年的

49135% 上升到 2002 年的 88132% , 非碘盐、不合格碘盐的

检出率逐年下降, 到 2002 年已降至 11168%。但与消除碘缺

乏病标准碘盐合格率大于 90% 还有一定差距。由于我市邻

近产盐地区, 受走私的非碘盐和不合格碘盐, 甚至假冒伪劣

盐的冲击较大, 致使碘盐质量难以保证。因此, 加大碘盐执

法力度, 对流入市场的非碘盐等不合格碘盐给予严厉打击,

才能使国家计划供应的主渠道得以畅通, 使我市碘缺乏病防

治措施得到更好的落实。
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