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恒温荧光核酸检测与国标法在副溶血性弧菌检验
能力验证中的应用与分析 

符天晓*, 吴育忠, 高土玲 

(海南省食品药品检验所三亚分所, 三亚  572000) 

摘  要: 目的  通过参加中国食品药品检定研究院组织的副溶血性弧菌检验能力验证活动, 提高实验室检测

副溶血性弧菌的准确率。方法  对能力验证标号为 CODE1~CODE3 的 3 组鱼蛋白粉样品, 使用恒温荧光核酸

技术与国标 GB 4789.7-2013食品安全国家标准 食品微生物学检验 副溶血性弧菌检验进行副溶血性弧菌的检

测。结果  使用恒温荧光核酸检出 CODE2 为阳性结果, 与 GB 4789.7-2013 国家标准方法检出的阳性结果一

致, 证明 CODE2 为副溶血性弧菌。结论  通过此次能力验证, 使得实验室副溶血性弧菌的检测能力得到了有

效提高, 为快速检测副溶血性弧菌提供参考。 
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Application and analysis of thermostatic fluorescence nucleic acid detection 
and national standard method in the proficiency testing of 

Vibrio parahaemolyticus 
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ABSTRACT: Objective  To improve the accuracy of laboratory detection of Vibrio parahaemolyticus by participating 

in the proficiency testing organized by National Institutes for Food and Drug Control. Methods  Vibrio 

parahaemolyticus was detected by thermostatic fluorescence nucleic acid technology and national standard GB 

4789.7-2013 National food safety standard-Food microbiological analysis-Vibrio parahaemolyticus test in 3 groups of 

fish protein powder samples with CODE1-CODE3 for proficiency testing. Results  CODE2 was detected as a 

positive result by thermostatic fluorescence nucleic acid, which was consistent with the positive result detected by 

GB 4789.7-2013 national standard method, proving that CODE2 was Vibrio parahaemolyticus. Conclusion  

Through this proficiency testing, the detection ability of Vibrio parahaemolyticus in the laboratory has been 

effectively improved, providing a reference for rapid detection of Vibrio parahaemolyticus. 
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1  引  言 

副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是一种嗜盐性

细菌, 食用含有该菌的食物会引起食物中毒[1]。含有此类

细菌的食物主要为海产品, 如贝壳类、墨鱼、海鱼、海虾、

海蟹、海蜇等, 以及含盐分较高的腌制食品, 如咸菜、腌
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菜等[2]。此菌的存活能力强, 在抹布和砧板上能存活一个

月以上, 海水中可存活 47 d, 临床上以急性起病、腹痛、

呕吐、腹泻及水样便为主要症状[3]。副溶血性弧菌引起食

物中毒及急性肠胃炎已成为全球重要公共卫生问题之一
[4]。所以对副溶血性弧菌的检验应加强重视。 

恒温荧光核酸检测是利用环介导等温核酸扩增
[5](loop-mediated isothermal amplification, LAMP)和实时荧

光技术相结合, 通过收集荧光信号来判断样品是否发生扩

增并判断扩增量, 与普通 LAMP 技术相比较, 所建立的检

测方法具有可实时监控反应过程, 反应时间更短, 灵敏度

和特异性更高, 操作更为简单等优点[6]。 

为了提高对食品中副溶血性弧菌的检测能力和水平, 

本实验室报名参加 2017 年由中国食品药品检定研究院计

划的副溶血性弧菌检验能力验证, 通过使用恒温荧光核酸

技术[7]与国标 GB 4789.7-2013[8]的结果进行对比分析, 使

得实验室的管理水平和检验技术得到有效的提高, 为相关

实验室的检测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

2.1.1  样品来源 

中国食品药品检定研究院发放的编号为 CODE1～

CODE3 的鱼蛋白粉和冻干菌珠。 

2.1.2  检测试剂、仪器 

3%氯化钠碱性蛋白胨水、硫代硫酸盐-柠檬酸盐-胆盐

-蔗糖琼脂弧菌显色培养基、3%氯化钠胰蛋白胨大豆琼脂、

3%氯化钠三糖铁琼脂、副溶血性弧菌生化鉴定试剂盒(广

州环凯微生物有限公司); DNA 提取液、A-VP-I 试剂、B-I

试剂、C-I 石蜡、NG-I 阴性对照液、PG-VP-I 阳性对照液、

扩增引物序列(广州双螺旋基因技术有限公司)。所有试剂

经过验证并在有效期内。 

MLS-3781L-PC 高压蒸汽灭菌锅 (日本松下公司 ); 

KB240 生化培养箱(德国 BINDER 公司); BHC-1300ⅡA2 生

物安全柜(苏州安泰空气计数有限公司); Deaou-308C 恒温

荧光检测仪(广州迪奥公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  国标检验方法 

参照 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》[8]进行检测。 

2.2.2  恒温荧光 PCR 筛选技术检验方法及原理 

参照广州双螺旋基因技术有限公司试剂盒的方法进

行模板制备、试剂配制、添加模板、扩增反应。具体如下:  

(1)模板制备   

将增菌液摇匀静止, 取增菌液 100 μL 至 900 μLDNA

提取液 , 涡旋振荡混匀, 100 ℃条件下加热 5～10 min,  

1000 r/min离心 2 min, 所得上清液为提取核酸基因组(2 μL)

作为 PCR 扩增模板。 

(2)试剂配制   

将试剂解冻、混匀, 离心 30 s, 将 A-VP-I 试剂和 B-I

试剂置于 1.5 mL 离心管中, 涡旋混匀, 离心 30 s, 分装到

N 个 0.2 mL PCR 管中, 每管加入 23 μL 混合反应液, 向每

管加入 1 滴 C-I 试剂(N 个待测样+1 个阴性对照+1 个阳性

对照)。 

(3)添加模板  

在步骤 2 中已含反应液的 PCR 管中加入 2 μL 模板, 

顺序为 NG-1, 待测样品模板、PG-VP-I, 涡旋混匀 30 s, 离

心 1 min, 立即进行扩增反应。 

(4)扩增反应   

63 ℃条件下反应 45 min, 使用 Deaou-308C恒温荧光

检测仪进行检测, 仪器自动判定结果, 如若有“S”型扩增曲

线, 则判断为阳性; 如无“S”型扩增曲线, 则判为阴性。 

3  结果与分析 

3.1  国标检验结果 

3.1.1  菌落形态 

分别将 CODE1～CODE3 的鱼蛋白粉样品加入 225 

mL 3%氯化钠碱性蛋白胨水中混匀, 放置于 36 ℃培养 14 h,

对增菌液分别用接种环沾取一环, 于 TCBS 平板或弧菌显

色培养基平板上划线分离。于 36 ℃培养 18、24 h。3 份样

品分别在平板上的菌落特征形态如表 1。分别在 18、24 h

观察菌落形态, 发现培养时间过长, 会导致杂菌生长速度

过快, 使可疑菌落被覆盖。 

3.1.2  生化实验 

分别将 3 份样品挑起 5 个可疑菌落划线接种 3%氯化

钠胰蛋白胨大豆琼脂, 36 ℃培养 24 h。结果如表 2, CODE2

为副溶血性弧菌, CODE1、CODE3 未检出副溶血性弧菌。 

3.2  恒温荧光检测结果 

如图 1 所示, CODE2 样品与阳性对照副溶血性弧菌的

荧光对数值相近, 而 CODE1、CODE3 的荧光对数值低。 

3.3  恒温荧光法与国标法对 3 组样品验证结果的比较 

能力验证样品的恒温荧光法与国标方法检测结果比

较见下表 3。由表 3 可知, 恒温荧光法与国标方法相比, 灵

敏 度 (P+)=A/(A+B)×100%=1/(1+0)×100%=100%; 特 异 性

(P-)=D/(B+D)×100%=2/(0+2)×100%=100%; 准 确 度 =(A+ 

C)/N×100%=(1+2)/3×100%=100%。 

式中, A-待确认方法和参考方法均确认为阳性的数量, B-参

考方法为阳性, 待确认方法为阴性的数量, C-待确认方法

和参考方法均确认为阴性的数量, D-待确定方法和参考方

法均确定为阴性的数量, N=A+B+C。 
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表 1  不同时间在选择性培养基上的菌落特征 
Table 1  Characteristic of colonies on selective media at different time 

编号 选择性平板 
菌落特征 

18 h 24 h 

CODE1 弧菌显色培养基 有可疑紫红色菌落 紫红色菌落被杂菌覆盖 

 TCBS 琼脂 有可疑绿色菌落 绿色菌落被杂菌覆盖 

CODE2 弧菌显色培养基 有可疑紫红色菌落 紫红色菌落被杂菌覆盖 

 TCBS 琼脂 有可疑绿色菌落 绿色菌落被杂菌覆盖 

CODE3 弧菌显色培养基 有可疑紫红色菌落 紫红色菌落被杂菌覆盖 

 TCBS 琼脂 有可疑绿色菌落 绿色菌落被杂菌覆盖 

阳性对照 弧菌显色培养基 典型紫红色菌落 典型紫红色菌落 

 TCBS 琼脂 典型绿色菌落 典型绿色菌落 

 
 

表 2  可疑菌落在生化试剂盒中的鉴定 
Table 2  Indentification of suspected colony in biochemical kit 

编号/生化 CODE1 CODE2 CODE3 
阳性

对照

氧化酶 ＋ ＋ ＋ ＋ 

革兰氏染色 G- G- G- G- 

3%氯化钠

三糖铁 

斜面 K K K K 

底层 A A A A 

产气 - - - - 

硫化氢 - - - - 

 
嗜盐性实验 

0% - - - - 

6% + + + + 

8% + + + + 

10% + - + - 

3%氯化钠甘露醇 + + + + 

3%氯化钠半固体 + + + + 

3%氯化钠蔗糖 + - + - 

3%氯化钠葡萄糖 + + + + 

3%氯化钠葡萄糖产气 - - - - 

3%氯化钠赖氨酸脱 

羧酶 
+ + + + 

V-P 实验 + - + - 

ONPG - - - - 

注: K 代表产碱; A 代表产酸; +代表阳性或有动力; -代表阴性或无

动力。 

 
 

图 1  3 组样品检测结果 

Fig.1  Test results of 3 groups of samples 
 

表 3  恒温荧光法与国标方法检测结果比较 
Table 3  Comparison of detection results between constant 

temperature fluorescence method and national standard method 

样品 恒温荧光法 国标方法最终结果 

CODE1 - - 

CODE2 + + 

CODE3 - - 

注: +代表阳性; -代表阴性。 
 

4  结论与讨论 

此次能力验证的结果为: CODE2 为副溶血性弧菌, 

CODE1、CODE3 未检出副溶血性弧菌。此次参加副溶血

性弧菌能力验证难度较以往较大, 中检院在制备样品时, 

阳性样本中副溶血性弧菌和各种背景菌的浓度都为 104 

CFU/mL, 阴性样本的背景菌浓度为 104 CFU/mL。其中 1

种背景菌溶藻弧菌, 该菌的生长速度明显快于副溶血性弧

菌, 且所需的培养基与副溶血性弧菌生长培养基相同。挑

取的初期增菌液较多或者培养时间较长时, 溶藻弧菌极有

可能连成片覆盖副溶血性弧菌造成假阴性[9,10]。如果只用

国标法检测可能会漏检导致能力验证不满意。与国标方法
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相比, 恒温荧光核酸检测法检测副溶血性弧菌未检出阴性, 

阳性灵敏度为 100%, 准确度为 100%, 检测一致良好。因

此, 通过恒温荧光核酸检测出的阳性样品更可为后续的国

标方法检验作为重要提示, 防止漏检现象的发生。 

通过此次实验可以得出, 利用恒温荧光检测仪检测

结果与国标方法检测结果一致 [11], 说明了此次实验用恒

温荧光核酸检测副溶血性弧菌的准确度很高, 同时与国

标方法对比可以快速的检出阳性样品, 提高漏检率和检

验时效[12]。所以在今后的工作中, 可以利用恒温荧光核酸

检测筛选技术对海产品及食品进行检测, 并与国标方法

进行比对, 确立利用恒温荧光核酸筛选技术进行检测准

确性的验证[13]。同时, 在重大餐饮保障任务、重点节假餐

饮食品[14,15]安全任务中, 也可以利用恒温荧光核酸快检技

术进行检测, 当检出阳性样品时, 可以做出准确的判断, 

提高食药监管部门应急处突的快速反应能力, 确保广大人

民群众的饮食安全[16]。 
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