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副溶血弧菌 PCR检测方法研究进展 
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控制工程技术研究中心”辽宁省高校重大科技平台, 锦州  121013) 

摘  要: 副溶血弧菌是引起包括我国在内的世界各地沿海地区食物中毒的重要食源性致病菌, 患者有典型的

肠胃炎症状。及时准确地对食品中的副溶血弧菌进行检测是预防该菌引起的食物中毒的关键。分子生物学检

测方法在副溶血弧菌检测中具有许多优势, 现已得到广泛的应用。本文对 PCR 检测方法中的多重 PCR、有扩

增内标的 PCR、实时荧光 PCR(包括荧光染料法和荧光探针法)、基于 DNA染料叠氮溴化乙锭和叠氮溴化丙锭

的 PCR、纳米粒子 PCR、免疫捕获 PCR、PCR-变性高效液相色谱、PCR-酶联免疫吸附等方法的国内外研究情

况进行了综述, 并对其检测效率、灵敏度、优点和缺点等进行了分析比较, 环介导等温扩增(loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP)——包括常规 LAMP和原位 LAMP因与 PCR方法有相似之处，故一并进行了

综述，为副溶血弧菌 PCR检测方法的应用与开发提供参考。 
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Research progress on polymerase chain reaction detection method for 
Vibrio parahaemolyticus 

ZHANG De-Fu, FU Xu-Lei, FAN Xiao-Lin, LIU Xue-Fei, TANG Yi-Wei, GAO Xue, 
SUN Jia-Ying, LI Jian-Rong* 

(Engineering and Technology Research Center of Food Preservation, Processing and Safety Control of Liaoning Province, 
Liaoning Provincial Key Laboratory of Food Quality Safety and Functional Food, College of Chemistry, 

Chemical Engineering and Food Safety, Bohai University, Jinzhou 121013, China) 

ABSTRACT: Vibrio paraheamolyticus is a leading cause of foodborn disease in the littoral areas worldwide, 
including China. The key to prevent foodborn disease caused by V. paraheamolyticus is rapid and accurate de-
tection of this bacterium. The molecular biology method is commonly used now for its abundant advantages. 
The recent research progress both domestic and overseas was summarized in this paper and the detecting effi-
ciency, sensitivity and the relative merits among multiplex PCR, internal amplification control PCR, real-time 
PCR, ethidium monoazide bromide PCR or propidium monoazide PCR, nanoparticle-based assisted PCR, im-
munocapture PCR, PCR-denaturing high performance liquid chromatography and PCR-enzyme-linked immu-
nosorbent assay were also compared and analyzed for the purpose of providing reference for the further re-
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searches and development. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), including conventional LAMP 
and in situ LAMP, similar to PCR, also is summarized.  
KEY WORDS: Vibrio parahaemolyticus; polymerase chain reaction (PCR); detection method; research 
progress; food safety 
 
 

 
 

1  引  言 

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus, VP)是弧菌科弧
菌属的一种革兰氏阴性菌, 俗称嗜盐菌, 1951 年日本学者
Tsunesaburo Fujino[1]在食物中毒患者食用的青鱼干中首次

分离得到, 此后在世界各地陆续有该菌引起的食物中毒
的报道。VP 广泛存在于海洋环境和海产品中, 是一种重
要的食源性致病菌。人类食用了 VP污染的食物会引起恶
心、呕吐、腹泻、肠痉挛等典型胃肠炎症状。据我国食源

性疾病监测网的数据显示, 在中国由 VP引发的食物中毒
已经高居微生物食源性疾病爆发的首位[2], 在日本、欧洲
和北美地区也多次爆发过 VP食物中毒事件[3,4]。因此, 快
速而准确的检测方法是预防 VP 感染和保障食品安全的
重要手段。 

VP 的常规检测方法操作比较繁琐, 包括细菌分离培
养、革兰氏染色镜检、生化鉴定、动力试验、血清学分型、

溶血及毒力实验等步骤, 完成鉴定工作一般需要 7∼10 d, 
严重影响了检测鉴定周期。相对于常规方法，PCR检测方
法因操作较简便、结果可靠性好等优点而成为研究的热点。

目前研究较多的 PCR 法主要包括多重 PCR(multiplex 
PCR)、有扩增内标(internal amplification control, IAC)的
PCR、实时荧光 PCR(Real-time PCR)、基于 DNA染料叠氮
溴化乙锭(ethidium monoazide bromide, EMA)和叠氮溴化
丙锭(propidium monoazide, PMA)的 PCR、纳米粒子 PCR、
免疫捕获 PCR、PCR-变性高效液相色谱(denaturing high 
performance liquid chromatography, DHPLC)、PCR-酶联免
疫吸附(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)等，下
面对逐一对研究进展情况进行简要综述。因环介导等温扩

增技术(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)——
包括常规 LAMP和原位 LAMP，因与 PCR法有相近之处，
故一并进行综述。 

2  LAMP 

2.1  常规 LAMP 

LAMP是由 Notomi等[5]在 2000年发明的一种新颖的
快速检测方法, 因其具有可定量分析、快速灵敏、操作简
便、对实验设备要求较低等优点, 已在流行细菌和病毒的
定性定量检测中得到广泛的应用[6-9]。徐芊等[10]针对 VP不
耐热溶血毒素基因(tlh)设计了 4 条特异的引物, 首次建立

了 VP 的 LAMP 检测方法。实验表明, 该方法对基因组
DNA、纯培养物和模拟食品的检测最低限分别为 90 fg、24 
cfu/mL、89 cfu/g, 敏感性明显高于传统培养方法。自此之
后, 研究人员分别针对 VP的 tdh、trh1、trh2、gyrB、rpoD、
toxR等基因建立了 LAMP检测方法, 结果表明 LAMP检测
方法的灵敏度远高于普通 PCR检测方法[11-16]。 

2.2  原位 LAMP 

原位 LAMP 是由 Maruyama 等[17]建立的一种将原位

PCR和普通 LAMP技术结合起来的一种检测方法。相对于
原位 PCR和普通 LAMP, 原位 LAMP具有特异性好、敏感
度高、不需对细胞进行破碎提取 DNA或 RNA、能对细胞
中的基因进行定位、只使用恒定且较低的温度(63 ℃)等优
点[18]。Wang等[19]建立了原位 LAMP 方法对食源性 VP进
行快速检测, 敏感性可达到每反应管 10 cfu, 对 48株阳性
菌分别用原位 LAMP、常规 LAMP和 PCR进行检测, 检出
率分别为 100%、93.8%和 70.8%, 原位 LAMP方法敏感性
高于常规 LAMP和 PCR。王丽等[20]针对 tlh的保守区设计
引物建立了高特异性和灵敏度的原位荧光恒温核酸扩增方

法, 检测限可达到单个细胞的水平, 不仅能够准确地识别
混合菌中的 VP, 而且可以利用荧光显微镜观察到单个细
胞, 这对研究处于非可培养状态的 VP具有重要意义。 

3  多重 PCR 

多重 PCR是在常规 PCR基础上加以改进而来的一种
PCR 技术, 是在一个反应体系中加入多对特异引物, 针对
单个或多个模板扩增多个目的片段的方法。采用这一技术

不仅可以避免检测过程中的假阳性现象, 还可以同时检验
多种病原微生物。多重 PCR 这一技术的应用是由

Chamberian[21]于 1988年率先提出的, 因其能同时扩增多个
目的片段[22], 具有节省时间、节约样品、降低成本、提高
效率等优点, 目前已成为一种成熟而重要的微生物检测手
段。Yu[23]和 No 等[24]分别根据 irgB、H-NS 结合 tdh 和 trh
建立了可以检测总的 VP及毒力株 VP的多重 PCR方法。
Wang等[25]以 tlh、tdh和 fla为靶基因建立了 VP快速精确
的多重 PCR 检测方法, 并把引物固定于基因芯片上, 使生
物素标记的 PCR产物与之杂交, 然后用亲和素标记的碱性
磷酸酶与之反应, 检测化学发光。用已知的 VP 毒力株和
无毒力株及其他相关弧菌检测结果表明, 该方法能够检测
到 VP, 且无非特异性杂交和交叉杂交。Hossain[26]、
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Vinothkumar[27]和 Bhattacharyya[28]等建立了多重 PCR方法, 
可以同时检测弧菌属的副溶血弧菌、霍乱弧菌、创伤弧菌、

河流弧菌等多种弧菌, 有的能够区分毒力株和非毒力株。 

4  有扩增内标的 PCR 

PCR 反应过程中如果出现仪器故障、DNA 聚合酶失
活或 PCR体系中含有 DNA聚合酶抑制剂等因素就容易导
致 PCR结果出现假阴性。为了防止这种假阴性现象, 提高
检测结果的准确性, 可以向 PCR 反应体系中添加扩增内
标。在 PCR体系中扩增内标与目的序列共同扩增, 如果反
应体系中存在抑制因素, 则目的序列和扩增内标序列的扩
增反应都将受到抑制, 从而可以达到指示反应假阴性的目
的。何晓华等[29]构建了有扩增内标的 PCR 检测体系, 对
296 株 VP 和 33 株非 VP 的检测结果表明, 所有以 VP 的
DNA 为模板的扩增产物均有一条 343 bp 的特异片段, 而
以非 VP为模板的则只能扩增到一条 499 bp的扩增内标片
段, 其检测限可达 1.6×102 cfu/mL, 能有效地排除假阴性结
果。吕淑霞等[30]以细菌 16S rDNA片段为扩增内标, 以 tlh
和 trh 为检测基因建立了具有极好特异性的副溶血弧菌多
重 PCR检测体系, 该法对纯培养物时 tlh和 trh基因的灵敏
度分别为 1.3×102 cfu/mL和 1.3×103 cfu/mL, 对人工污染样
品经 6 h富集培养后的检测限均能达到 2.6×102 cfu/mL。 

最大可能数法(Most Probable Number, MPN)是国家标
准中推荐的一种定量方法, 可以对不可培养的微生物进行
计数, 但是其耗时比较长, DNA提取和 PCR过程中存在的
偏差会对结果产生影响。Copin等[31]在利用 MPN法富集培
养菌液的基础上根据 R72H、tdh 和 trh 设计引物和扩增内
标, 建立了冻虾中总 VP 和致病性 VP 的有扩增内标的
MPN-PCR 定量检测方法, 该方法的检测最低限可达每克
样品 1个细菌, 耗时减少到 2 d。 

5  Real-time PCR 

Real-time PCR是在常规 PCR的反应体系中加入荧光
基团, 通过荧光信号积累实现对 PCR 反应的实时监控。
Kang 等[32]建立了两步法超快实时 PCR 结合微芯片的 VP
快速检测方法, 该方法反应体系为 6 μL, 每个循环不多
于 10 s, 经过 35个循环, 不到 6 min即可完成检测, 检测
最低限为 100 fg, 相当于 18拷贝的基因组 DNA。Liu等[33]

根据新的特异性靶基因设计引物和竞争性扩增内标建立

了 VP 的实时荧光 PCR 检测方法。通过对 390 株细菌的
检测发现该方法的灵敏度达到每反应管 4.8 fg 纯化的基
因组 DNA, 即使有大量的其他细菌干扰也不会影响检测
结果, 而且扩增内标还可以显示假阳性的扩增结果。根据
实时荧光 PCR所使用的荧光发光方法可分为两种: 荧光染
料和荧光探针。 

5.1  荧光染料法 real-time PCR 

在 PCR 反应体系中加入过量的荧光染料, 荧光染料
非特异性地掺入DNA双链后, 能发射荧光信号, 而不掺入
链中的染料分子不会发射荧光信号, 从而保证荧光信号的
增加与 PCR产物的增加完全同步。张晓君等[34, 35]分别根据

VP的 gyrB基因和 toxR基因保守序列设计特异性引物, 建
立了 2种 SYBR GreenⅠ实时定量 PCR检测 VP的方法。
该法从核酸抽提到结果分析仅需 4~5 h, 具有较好的特异
性, 比传统方法更加敏感且操作更加简单快捷, 可用于对
VP的检测和定量分析。卢昕等[36]根据 VP的 tlh、trh和 tdh
基因设计引物, 建立了检测 VP 及其毒力基因的单重和双
重 SYBR Green Ⅰ荧光 PCR检测方法。结果表明, 根据 tlh
基因建立的方法可以检出全部 VP, 最低检测限为 50 拷贝
/μL, 而根据毒力基因 trh 和 tdh 建立的单重和双重荧光定
量 PCR方法均能特异性地检出两个毒力基因, 其检测下限
分别为 50、500拷贝/μL。 

5.2  荧光探针法 Real-time PCR 

分子信标探针、TaqMan探针和MGB探针是 Real-time 
PCR常用的三种探针。扈庆华[37]根据 GenBank公布的 VP
的 tdh基因的保守序列设计了 1对引物并用 FAM荧光剂标
记了 5′端的改良分子信标探针, 建立了检测 VP 的改良分
子信标实时 PCR 反应体系, 应用该体系对 12 种细菌检测
表明, 只有 VP 有荧光信号并表现出较好的灵敏性, 但无
法进行定量检测。Robert-Pillot等[38]根据 VP的 R72H、tdh、
trh设计荧光水解探针, 探针的 5′端和 3′端分别用报告染料
6-羧基荧光素 (FAM)和淬灭染料 6-羧基四甲基罗丹明
(TAMRA)标记, 建立了 VP 的荧光定量 PCR 方法, 经过对
多株细菌的检测及与 MPN-PCR 方法的比较表明, 该法最
低检测限为 103∼104 cfu/g, 而且特异性良好, 不仅可以定
量样品中的总 VP, 而且还可以定量致病性的 VP。林强等
[39]根据 VP 毒素调控基因 toxR 作为目的基因设计了特异
性的引物及 TaqMan探针, 建立了 VP的荧光定量 PCR检
测方法, 并应用于牡蛎中 VP 的检测。结果发现, 对纯培
养的VP和添加VP的牡蛎的检测灵敏度分别为 18 cfu/mL
和 180 cfu/mL, 重复性好, 可用于水产品中 VP的定量检
测。麻丽丹等[40]根据 GenBank公布的 VP的 ToxR基因的
保守序列 , 设计了一对引物和 Taqman MGB 探针的

Real-time PCR的 VP快速检测方法。通过对 20种细菌进
行扩增, 结果有 6 株 VP 可产生特异性扩增, 且与其他细
菌无交叉反应。对纯菌检测得到菌液灵敏度为 13 cfu/mL, 
DNA浓度为 130 pg。 

6  基于 DNA 染料 EMA 和 PMA 的 PCR 

传统的 PCR 技术无法区分样品中的死细菌与活细菌, 
死细菌不会导致食源性疾病的发生, 但其基因组 DNA 残
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留于样品中也能获得特异性的扩增结果, 从而使检测结果
出现较高的假阳性。EMA 和 PMA 是两种对 DNA 具有高
度亲和力的光敏染料, 这两种染料均不能透过完整的细胞
膜, 只能选择性地修饰细胞死亡后暴露出来的 DNA分子。
当用 EMA和 PMA处理后的样品暴露于强光下时, EMA和
PMA 通过一定的生化反应会导致 DNA 分子的永久修饰, 
这种修饰会阻断 DNA 分子的 PCR 扩增[41]。祝儒刚等[42]

将 EMA 选择渗透性与传统的 PCR 技术相结合, 建立了一
种能有效检测纯培养条件下 VP 死活菌细胞的新方法
(EMA-PCR)。结果表明, 将 EMA渗透处理的 VP死细胞菌
悬液经曝光处理后, 其 PCR 结果呈阴性, 而不经 EMA 处
理的对照组, 其 PCR结果呈阳性; 而且经 EMA处理后, 混
合液中活的 VP能够通过 PCR被选择性地定量。由于 EMA
具有一定的细胞毒性[42], 其应用受到较大限制。Zhu 等[43]

利用 PMA 与 PCR 技术结合, 同样能达到检测样品中 VP
死活细胞的目的, 并对细胞表现出较低的毒性。  

7  纳米粒子 PCR 

纳米粒子 PCR 是通过把引物连接在纳米粒子表面, 

把 PCR 反应体系从均相反应体系扩展到纳米粒子表面的

一项新技术, 能显著提高常规 PCR 的灵敏度和特异性, 尤

其是可以提高低拷贝基因的扩增灵敏度[44]。刘阳等[45]根据

VP的 toxR基因序列设计特异性引物建立了纳米金 PCR方

法, 该方法与溶藻弧菌、霍乱弧菌、麦氏弧菌、沙门氏菌、

枸橼酸杆菌均没有交叉反应, 纯培养细菌检测灵敏度为 3 

cfu/反应体系, 灵敏度高于常规 PCR方法。 

8  免疫捕获 PCR 

免疫捕获 PCR就是将免疫捕获和 PCR扩增结合起来

的一种检测方法, 该方法首先是要制备目的病原菌的特异
性抗体, 然后将其固化到 Eppendorf管、微量滴定板、琼脂

糖凝胶颗粒或磁珠等固相载体上, 再将样品与固化抗体进
行孵育, 利用抗原-抗体的特异性结合而捕获特定的微生

物, 再利用其基因组序列特异的引物进行 PCR扩增并分析, 
这样不仅提高了特异性, 而且检测样本的体积也可增大, 

从而提高了检测的灵敏度。王报贵等[46]制备并纯化了 VP
的多克隆抗体, 将其偶联于羧基化修饰的纳米磁珠表面, 
建立了 VP的磁珠捕获 PCR检测方法, 制备的免疫磁珠捕

获率在 55%~70%之间, 且稳定性较好, 盐离子浓度对捕获
率的影响不大。该方法具有很高的灵敏度和特异性, 对纯
培养物和鱼肉糜样本的最低检测限分别为 102 cfu/mL 和
103 cfu/mL, 且样品中高浓度杂菌的存在不影响检测灵敏
度, 具有较好的应用前景。为了在临床诊断及食品卫生监
管中能够快速检测 VP 等 4 种感染性腹泻病原菌, 何长龙

等[47]利用 VP的 tlh等基因设计特异性引物, 利用商品化的

抗体包被磁珠, 通过优化免疫磁珠分离过程及多重 PCR

扩增中的各个环节, 建立了 4 种病原菌的免疫磁珠-多重
PCR同步快速检测体系。该体系特异性及敏感性高, 操作

过程简单 , 结果稳定 , 对四种病原菌的检测最低限为
27∼76 cfu/mL。 

9  PCR-变性高效液相色谱 

变性高效液相色谱(denaturing high performance liquid 
chromatography, DHPLC)是上个世纪 90年中期发展起来的
一种新的核酸片段分析技术, 现在已广泛应用于微生物鉴
定和分型等研究。王玉平等[48]针对 VP等 5种食源性致病
菌的特异毒力基因设计引物, 进行多重 PCR 扩增, 扩增产
物用高效变性液相色谱仪检测, 5 种致病菌 PCR 扩增产物
可充分分离, 并分别呈现特异 DHPLC 色谱图, 该法检测
灵敏度小于 5 cfu/mL, 对目标分离株的正确检出率大于
98%。廖亮等[49]设计针对 VP的特异性引物, PCR扩增产物
进行变性高效液相色谱分析, 发现该法具有良好的特异性, 
检测的弧菌中只有 VP 具有特征峰型图谱, 其他弧菌在相
应位置均无任何峰存在。 

10  PCR-ELISA 

PCR-ELISA技术是利用了 PCR技术的高敏感性和特
异性、探针的特异性、酶标仪直接读取结果的客观性等优

点创建的一项技术[50]。常规 PCR技术主要是利用凝胶电泳
荧光显色法和放射性同位素标记法对扩增产物进行分析。

其中, 凝胶电泳荧光显色法可定性地检测 PCR 扩增产物, 
但极易产生假阴性和假阳性结果。放射性同位素标记法可

以定量检测 PCR产物, 但在实际操作中由于需要特殊的设
备和安全防护 , 限制了它在实际过程中的应用。
PCR-ELISA技术能弥补上述检测技术的不足。Di Pinto等
[51]发明了一种 PCR-ELISA 方法检测贝类中的 VP, 其过程
是根据 VP 的特异性序列设计引物进行扩增, 然后用生物
素标记的寡核苷酸探针捕获地高辛标记的 PCR 产物并杂
交, 转入链霉亲和素包被的微孔板中, 通过生物素和亲和
素的结合使探针固化, 再加入酶标抗体和底物, 显色后测
OD 值, 该方法的优点是敏感性高, 比基于凝胶的方法敏
感性高 100倍。 

11  总结与展望 

与传统 VP 的检测方法相比, 这些新的分子生物学检
测技术具有明显的优势, 且不同的检测技术具有不同的适
用范围, 可以满足差异化的检测需求。但是部分分子生物
学检测技术还存在不少问题: ①有些方法需要价格昂贵的
仪器设备, 成本太高; ②有些方法引物设计复杂; ③部分探
针、染料价格较高, 不适宜于大量样品检测的应用; ④实验
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操作过程中容易因样品交叉污染、试剂污染、电泳检测结

果时 PCR扩增产物形成气溶胶污染样品、试剂等原因而造
成假阳性结果。当然, 随着研究的深入, 各种检测技术正在
得到不断发展与完善, 预期今后分子生物学检测技术研究
的主要内容有: ①添加新的技术元素提高和拓宽分子生物
学检测技术的效能; ②将不同的分子生物学检测技术进行
融合, 取长补短, 以更有利于 VP的检测。总之, 具有高效、
高灵敏度、可操作性强等特点的分子生物学检测方法将成

为未来 VP 检测的总体发展趋势与需求, 也必将成为今后
的研究热点。 
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 “粮油产品质量安全”专题征稿 
 
 
小麦、水稻、大豆等粮油产品是我国人民广泛食用的主要农产品，在人们日常饮食中占据着非常重要的

主导地位，具有无可替代的作用。因此，粮油产品质量安全关系到每个人的日常生活，具有十分重要的意义。 

鉴于此，本刊特别策划了“粮油产品质量安全”专题，由中国农业科学院油料作物研究所李培武研究员担

任专题主编。李培武研究员现任农业部生物毒素检测重点实验室和农业部油料产品质量安全风险评估实验室

（武汉）主任，农业部油料及制品质量监督检验测试中心常务副主任，兼任农业部农产品质量安全生物毒素

专家组组长、食品安全国家标准审评委员会污染物分委员会副主任、中国仪器仪表学会农业仪器应用技术分

会副理事长、GCIRC、FAO/WHO食品添加剂与污染物联合专家委员会委员。长期从事粮油食品质量安全检

测研究与风险评估工作。本专题主要围绕粮油产品质量安全，紧紧围绕粮油产品质量安全关键安全因子与质

量指标检测，快速检测与设备研制，食用油保真与掺伪技术，质量安全风险评估，粮油食品管理法律法规、

监管现状及问题等或本领域其它有意义的问题进行论述， 计划在 2014年 8月出版。 

本刊编辑部及李教授诚邀各位专家为本专题撰写稿件，以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。

综述、实验报告、研究论文均可，请在 2014年 7月 30日前通过网站或 Email投稿。我们将快速处理并优

先发表。 

投稿方式： 

网站：www.chinafoodj.com 

Email：tougao@chinafoodj.com 

《食品安全质量检测学报》编辑部 


