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两种副溶血性弧菌检测方法的比对 

罗心怡, 丁清龙, 周  露* 
(广东省食品检验所, 广州  510435) 

摘  要: 目的  比较国家标准中的定性检测法与快速检测法中的普通PCR法在检测食源性副溶血性弧菌上的

区别与优劣, 为今后针对副溶血性弧菌的检测方法的改进依据及应对突发食品安全事件时快速检测提供参

考。 方法  采用 GB 4789.7-2013《食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验》与 SN/T 

1869-2007《食品中多种致病菌快速检测方法 PCR 法》对经阳性菌株污染的市售墨鱼干样品进行副溶血性弧

菌的检测, 并对 2 种方法进行对比。结果  2 种方法在针对食源性副溶血性弧菌的检验上的比对结果均为检

出。在实验耗时方面, 国家标准法确认检出阳性需耗时 4 d, 快速检测法仅需耗时 26 h。结论  国家标准中的

定性检测法与快速检测方法均能检出副溶血性弧菌, 国标法在应对日常检验上标准且能够广泛应用, 快速检

测方法在快速、准确地应对食品安全突发事件方面具有优势。 
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Comparison of 2 detection methods for Vibrio parahaemolyticus 

LUO Xin-Yi, DING Qing-Long, ZHOU Lu* 
(Guangdong Institute of Food Inspection, Guangzhou 510435, China) 

ABSTRACT: Objective  To compare the differences, advantages and disadvantages of ordinary PCR methods 

between the qualitative and rapid detection methodin the national standard for the detection of foodborne Vibrio 

parahaemolyticus, in order to provide a reference for the future improvement of the detection method for Vibrio 

parahaemolyticus and rapid detection in response to food safety emergencies. Methods  GB 4789.7-2013 National 

foods safety standard-Food microbiological examination-Vibrio parahaemolyticus test and SN/T 1869-2007 Rapid 

detection methods for pathogens in foods-PCR method were used for the detection of Vibrio parahaemolyticus and 

the 2 methods were compared. Results  The comparative results of 2 methods on the test for Vibrio 

parahaemolyticus of food origin were both detectable. In terms of the experimental time, it took 4 d for the national 

standard method to confirm the positive detection, and only 26 h for the rapid detection method. Conclusion  Vibrio 

parahaemolyticus can be detected by both qualitative and rapid tests in the national standards. National standard 

method is standard and can be widely used for routine testing. Rapid detection method has advantages in responding 

quickly and accurately to food safety emergencies. 
KEY WORDS: Vibrio parahaemolyticus; comparison of methods; national standards; rapid detection 
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1  前  言 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus, VP)是一种革

兰氏阴性弧菌, 属弧菌科弧菌属, 是一种能引起海产性细

菌性胃肠炎的食源性致病菌。其嗜盐, 因此广泛分布于近

岸海水、海底沉积物和鱼贝类中, 海产品(如海鱼、海虾等) 
以及含盐分较高的腌制食品(如腌菜、酱肉等) 是传播副溶

血性弧菌的最常见载体[1], 系沿海地区引起突发食品安全

事件的首要致病菌。副溶血性弧菌最早发现于上世纪 50
年代日本发生的一次食物中毒事件中[2], 20世纪 90年代末, 
越南中部因其感染爆发了一场大规模的肠道疾病, 共报告

了 523 例[3]。我国每年因副溶血性弧菌导致食源性疾病发

病 495.1 万人次[4], 食源性疾病监测网及国家食品安全信

息监测系统统计数据显示: 2002~2007 年暴发的细菌性食

物中毒事件中, 副溶血性弧菌位居病原菌之首[5], 可见副

溶血性弧菌对人类的生产生活造成的影响, 因此在食品检

测中副溶血性弧菌的检测是实验室的重点关注对象之一。 
根据 ISO17025《检测和校准实验室能力认可准则》[6]

与 CNAS-CL01-A001:2018《检测和校准实验室能力认可准

则在微生物检测领域的应用说明》[7]的规定, 实验室应有

监控结果有效性的程序, 其中包括实验室内部比对。实验

室内部比对是寻求比对因素对检测结果的影响, 根据所选

比对因素的不同, 比对形式主要有人员比对、方法比对、

仪器比对和留样再测等[8]。为证明本实验室人员具备检测

副溶血性弧菌的能力, 本研究以内部质量监控的形式进行

比对, 分别采用 GB 4789.7-2013《食品安全国家标准 食品

微生物学检验 副溶血性弧菌检验》[9]和 SN/T 1869-2007
《食品中多种致病菌快速检测方法 PCR 法》[10]中的方法, 
对经阳性菌株污染的市售墨鱼干样品进行副溶血性弧菌的

检测, 以期为今后针对副溶血性弧菌的检测方法的改进提

供依据及应对突发食品安全事件时的快速检测提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  样  品 

市售墨鱼干, 下样号为内部质控 19Q2200213。 
对照阳性菌株: ATCC 17802-4-20190218 副溶血性弧

菌(美国菌种保藏中心)。  

2.2  仪器与试剂 

PL6001E 电子天平(梅特勒-托利多仪器(上海)有限公

司); Masticator 均质器(西班牙 IUL 公司); SW-CJ-2F 超净工

作台(苏州安泰空气技术有限公司); LRH-250F 生化培养箱

(上海一恒科学仪器有限公司); DensiCHEK-plus 比浊仪(法
国梅里埃公司); T100PCR 仪(美国伯乐公司); Sorvall™ 
LYNX 高速离心机(美国 Thermo 公司)。 

3%氯化钠碱性蛋白胨水、3%氯化钠胰蛋白胨大豆琼

脂 ( 北京陆桥公司 ); 硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖

(thiosulfate citrate bile salts sucrose, TCBS)琼脂培养基、副

溶血性弧菌生化鉴定盒、革兰氏染色液(广东环凯公司); 弧
菌显色培养基(法国科马嘉公司); 细菌基因组 DNA 提取试

剂盒(离心柱型)(天根生化科技(北京)公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  GB 4789.7-2013 定性检测法 
样品制备、阳性污染与増菌: 样品属于头足类水产品, 

以无菌操作均匀取样品共 25 g, 加入 3%氯化钠碱性蛋白

胨水 225 mL, 用拍击式均质器拍击 2 min, 制备成 10-1的样

品匀液。以阳性菌株(ATCC 17802-4-20190218)对样品均液

进行阳性污染。用接种环沾取少量对照阳性菌株添加入  
3 mL 3%氯化钠碱性蛋白胨水, 以比浊仪比浊制备成 0.5麦

氏浊度的阳性菌悬液, 再用 10 μL 接种环取一环(菌数约为

1.5106)入样品均液, 混匀后于 36 ℃培养 18 h。 
分离: 分别用接种环在距离液面以下 1 cm 内沾取一

环增菌液, 于 TCBS 琼脂培养基平板与弧菌显色培养基平

板上划线分离, 36 ℃培养 24 h。 
纯化: 挑取 3 个可疑菌落, 划线接种 3%氯化钠胰蛋

白胨大豆琼脂平板, 36 ℃培养 24 h。 
初步鉴定: 挑取纯培养的单个菌落进行氧化酶试验、

三糖铁琼脂穿刺及嗜盐性试验。嗜盐性试验是挑取纯培养

的单个可疑菌落 , 分别接种不同氯化钠浓度的胰胨水 , 
36 ℃培养 24 h, 观察液体浑浊情况。 

确定鉴定: 从分离平板挑取纯培的单个菌落制成菌

悬液, 按生化试剂盒操作说明书操作。 
2.3.2  SN/T 1869-2007 普通 PCR 法 

样品制备、阳性污染与増菌按照 GB 4789.7-2013 进

行。挑取可疑菌落, 加入 50 μL DNA 提取液, 8000 r/min 离

心 5 min, 尽量吸弃上清; 再加入 50 μL DNA 提取液, 混匀

后沸水浴 5 min, 12000 r/min 离心 5 min, 取上清保存制备

模板 DNA 以待检测。 
PCR 反应: 预变性: 95 ℃ 1 min; 扩增: 95 ℃ 5 min, 

60 ℃ 1 min, 72 ℃ 5 min; 循环数: 35, 后延伸: 72 ℃ 2 min, 
电泳步骤按标准 SN/T 1869-2007 进行。 

3  结果与分析 

3.1  实验结果 

样品 19Q2200213 在 TCBS 上呈 2~3 mm, 圆形、半透

明、表面光滑的绿色菌落, 在弧菌显色培养基上呈淡紫色

圆形菌落; 挑取分纯后的可疑菌落进行革兰氏染色, 染色

结果为革兰氏阴性菌, 呈棒状、弧状等形态, 无芽孢。初

步鉴定结果: 嗜盐性试验结果为在无盐胨水及 10% NaCl
胨水中不生长, 在 3%、6%和 8% NaCl 胨水中生长(表 1)。
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氧化酶试验结果为阳性, 在 3%氯化钠三糖铁琼脂上斜面

产碱, 底层产酸, 不产气及硫化氢, 有动力。副溶血性弧菌

生化鉴定盒鉴定结果为检出副溶血性弧菌(表 2)。PCR 鉴

定结果为检出副溶血性弧菌(图 1)。 
 

表 1  嗜盐性试验结果 
Table 1  Results of salinity growth test 

 无盐胨水 3%NaCl 胨水 6%NaCl 胨水 8%NaCl 胨水 10%NaCl 胨水 

ATCC17802-4-20190218 - + + + - 

19Q2200213 - + + + - 

注: + 为阳性结果, － 为阴性结果。 
 
 

表 2  生化试剂盒鉴定结果 
Table 2  Results of the bacterial biochemical identification kit 

 氧化酶 H2S 半固体 甘露醇 蔗糖 乳糖 葡萄糖 
赖氨酸 
脱羧酶 

VP ONPG 

ATCC 
17802-4-20190218 + - + + - - + + - - 

19Q2200213 + - + + - - + + - - 

注: + 为阳性结果, － 为阴性结果。 
 
 

 
 

注: PC 为阳性对照(ATCC17802-4-20190218), NC 为阴性对照。 
图 1  19Q2200213 样品 PCR 扩增产物电泳图 

Fig.1  19Q2200213 electrophoresis of PCR-amplified samples 
 
 

3.2  结果分析 

采用 2 种方法对经阳性菌株污染的市售墨鱼干样品

进行副溶血性弧菌的检测, 结果均为检出副溶血性弧菌。

在检测结果准确性方面, 2 种方法都可以达到要求; 在实验

耗时方面, 国家标准法确认检出阳性需耗时 4 d, 快速检测

法仅需耗时 26 h; 在检测步骤方面, 国标方法需要分离纯

化及初步鉴定, 步骤较多, 且使用试剂耗材耗费大; 快速

检测法操作简单, 灵敏度高, 但样品内有可能残留死亡菌

的 DNA 片段, 造成假阳性的结果。 

4  结论与讨论  

当某个检测项目可由多种方法进行操作时, 实验室

可采用方法比对试验的方式进行内部质量控制[11]。本研究

比 对 以 内 部 质 量 监 控 的 形 式 进 行 , 分 别 采 用 GB 
4789.7-2013 和 SN/T 1869-2007 中的方法对阳性污染的样

品进行副溶血性弧菌的检测。两种方法的检测结果均为副

溶血性弧菌检出, 检测结果与实际情况一致, 说明本实验

室人员具备GB 4789.7-2013和SN/T 1869-2007检测副溶血

性弧菌的能力。 
经过此次方法比对发现, 2 种方法检测结果一致。快

速检测法缩短了检测周期, 适合针对食品安全突发事件迅

速高效地进行检测。国家标准法步骤繁多, 较快速检测法

而言人为因素影响较大[12], 考验实验人员的整体能力; 但
其在国际上被广泛承认, 是鉴定副溶血性弧菌的基准方法, 
如出现争议应以此法为基准[13]。因此可将快速检测法作为

初筛, 再使用国标法对可疑样品进行确证实验, 可大大减

少人力物力的损耗。 
综上所述, 在对样品进行检验的过程中, 应灵活掌握

普通 PCR 法等快速检测方法的运用, 并与国标方法结合进

行综合判断。如果在检测工作中能及时发现可疑菌, 对及

时发现食品安全监测中的风险点, 提高政府监管效率, 以
及流行病学溯源性研究均具有深远意义[14]。 
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