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自动微流控膜芯片法检测副溶血性弧菌 

田  卓 1, 刘洪伟 2，麻丽丹 2* 
(1. 大连海关, 大连  116000; 2. 丹东海关, 丹东  118000) 

摘  要: 目的  建立自动微流控膜芯片检测法副溶血性弧菌的方法。方法  利用自动微流控膜芯片对副溶血

性弧菌进行检测, 并采用行业标准 SN/T 2424-2010 实时荧光 PCR 方法进行比对验证。结果  该技术具备副溶

血性弧菌的检测能力, 验证实际样品的检测结果与行业标准荧光 PCR 法一致。结论  该方法快速、准确、直

观, 适合测定副溶血性弧菌。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of Vibrio parahaemolyticus by auto-microfluidic 

thin-film chip technology. Methods  Vibrio parahaemolyticus were detected by auto-microfluidic thin-film chip, and 

the real-time fluorescent PCR method SN/T 2424-2010 required by industry standard was used to verify the results. 

Results  The technology had the ability to identify Vibrio parahaemolyticus. The results of comparison and 

verification of actual samples were consistent with those of industry standard flrorescent PCR. Conclusion  The 

technology is rapid, accurate and intuitive, which is suitable for detecting Vibrio parahaemolyticus. 
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0  引  言 

副溶血性弧菌是一种嗜盐性革兰氏阴性菌, 广泛存

在于水体、水底沉积物和水生动物体内。副溶血性弧菌感

染暴发在全球很多国家和地区常有报道, 也是亚洲一些国

家 和 地 区 细 菌 性 食 源 性 疾 病 的 主 要 致 病 菌 [1‒4] 。          
常规的致病菌检测方法为平板培养法, 但该方法具有培养

时间长、操作工作量大、检测灵敏度低等缺点[5‒6]。随着遗

传学、分子生物学技术不断发展, 病原菌的检测逐渐由生

化水平向基因水平改变[7]。膜芯片法是一种新型的分子生

物学检测技术, 膜芯片是将人工合成的碱基序列作为探针

固定在硝酸纤维素膜或尼龙膜等固相载体膜上, 当 PCR 产

物中含有与探针碱基互补的序列时, 特定序列会被探针特

异结合, 通过酶-底物显色, 产生肉眼可辨的信号[8]。该方

法通过基因序列的检测完成细菌的鉴定, 提高感染性疾病

病原菌的临床诊断准确率和灵敏度[9]。其原理主要是基于

细菌的 16S rRNA 基因的高度保守性, 根据保守区域设计

通用引物, 扩增 16S rRNA 基因的可变区序列, 从而对细

菌进行分析鉴定[10]。膜芯片技术是一种全新的病原菌检测

方法, 具有高通量、高敏感性、检测速度快等优点[11‒12], 与
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传统的基因测序相比, 膜芯片法的检测范围更广, 检测速

度明显提高, 并且可同时检测多个样本, 有助于更快速有

效的检出病原菌[13]。目前采用膜芯片法检测副溶血性弧菌

研究相对较少。 
本研究采用自动微流控膜芯片技术, 基于反向斑点

杂交原理, 采用生物素标记的引物进行靶基因的扩增, 将
扩增产物同固定在尼龙膜上的探针进行杂交, 经化学显色

后可在杂交点上形成肉眼可见的杂交信号, 以期为相关检

测部门提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

MFS-24 膜芯片杂交仪 (四川华汉三创生物科技有

限公司); 7500 荧光定量 PCR 仪(美国 AB 公司); 3K15
高速冷冻离心机(SIGMA 公司); MFS-8 膜芯片扫描分仪

(四川华汉三创生物科技有限公司)。 
副溶血性弧菌 (CICC 21617)、金黄色葡萄球菌

(CICC10145)(中国工业菌种保藏中心 CICC)。 
QIAamp DNA Mini Kit 试剂盒(货号: 51304, 德国

QIAGEN 公司 ); 致泻微生物膜芯片检测试剂盒 (货号 : 
HT002B, 四川华汉三创生物科技有限公司); PCR 引物及

探针[生工生物工程(上海)股份有限公司]。 

1.2  实验方法 
1.2.1  样本的收集、制备和增菌 

市售水产品样本 10 份。样品的制备、增菌培养和分

离步骤按照 GB 4789.7—2013《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 副溶血性弧菌检验》[14]方法执行。 
1.2.2  DNA 模板的制备 

采用 QIAamp DNA Mini Kit 试剂盒提取样本 DNA。

菌株和样品提取液中 DNA 的最终浓度为 25 ng/μL。 
1.2.3  多重 PCR 扩增 

样本核酸分 2 管扩增。第 1 管 PCR 反应体系 : 
2×Multiplex PCR Master Mix 10 μL, 样品核酸≥20 ng, 无
核酸酶灭菌水补至 20 μL。第 2 管 PCR 反应体系: 2× 
Multiplex PCR Master Mix 10 μL, Hela cell total RNA 20 μL, 
样品核酸≥20 ng, 无核酸酶灭菌水补至 20 μL。 

第 1 管扩增程序: 95 ℃预变性 5 min, 然后 95 ℃变性

15 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 15 s, 30 个循环, 最后 72 ℃
延伸 5 min, 降至室温。 

第 2 管扩增程序: 95 ℃预变性 2 min, 然后 95 ℃变性

30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 35 个循环, 最后 72 ℃
延伸 5 min, 降至室温。 
1.2.4  膜芯片杂交 

将 PCR 产物 95 ℃变性 5 min 后立即置于冰上备用。

根据检测样品数准备杂交管向每个杂交管中加入 500 μL 
Buffer R2。AP-Streptavidin 按 1:250 的比例加入到 Buffer R4

中, 将已变性的第一管和第二管 PCR 产物加入杂交管中。

将准备好的试剂、样品和膜芯片上机。 
1.2.5  质量控制 

实验中设置质控对照, 质控设置见图 1。内参和外参

检出, hipO 检出为阳性, 其余靶标未检出为阴性。膜芯片

杂交检测结果应符合相应要求, 但出现非图 1 所述杂交结

果, 则判断实验不成功, 需重复实验。 
膜芯片上探针所对应的细菌或病毒名称: 沙门氏菌: 

inva, ttr; 志贺氏菌: ipaH; 霍乱弧菌: ompw, ctxAB; 副溶血

性弧菌: toxR, trh, tdh; 空肠弯曲菌: hipO; 腺病毒 40/41 型: 
Adenovirus 40/41; 札 如 病 毒 : Sapovirus; 星 状 病 毒

Astrovirus; 轮状病毒 : Rotavirus A; 诺如病毒 GI 型 : 
Novirus GI; 诺如病毒 GII 型: Novirus GII; 阳性质控 PC; 
阴性质控: NC。 

 

 
 

图 1  致泻微生物阳性质控示意图 
Fig.1  Schematic diagram of positive quality control of cathartic 

microorganisms 
 
 

1.2.6  结果判读 
判读标准: 杂交实验结束后对照膜芯片点阵进行判

读, 膜芯片探针分布模式如图 2 所示。判定标准: 内参显

色, toxR 阳性, trh 阳性或阴性, tdh 阳性或阴性。 
1.2.7  方法验证 

采用行业标准[15]多重实时荧光 PCR 法对副溶血性弧

菌标准菌株、样品进行方法验证。 
引物和探针, 由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成, 引物及探针序列如下 
靶基因 tlh, 正向引物 5’-CATTAGATTTGGCGAACG 

AGAAC-3’  
反向引物 5’-CCAGATCGTGTGGTTGTATGAGA-3’ 
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图 2  膜芯片探针分布图 
Fig.2  Probe distribution of auto-microfluidic thin-film chip 

 
 

探针 5’-FAM-AGACATTACGTTCTTCGCCGCTGACA 
ATC-BHIQ1-3’. 

靶基因 tdh  正向引物 5’-TTTATTTATATCCATGT 
TGGCTGCAT-3’ 

反向引物 5’-GTATCTCGAACAACAAATATCTCAT C-3’ 
探 针 5’-JOE-TGAGCTTCCATCTGTCCCTTTTCCT 

GC-BHQ1-3’ 

2  结果与分析 

2.1  膜芯片法检测结果 

膜芯片法检测结果如图 3 所示, 灰色圆点表示该位点

阳性 , 无圆点表示该位点阴性 , 由检测结果可知 , CICC 
21617 检出 toxR 基因、trh 基因和 tdh 基因, 样品中均检出

toxR、trh 基因和 tdh 基因, CICC10145 未检出 toxR 基因、

trh 基因和 tdh 基因。 
 

 
 

注; 1: CICC 21617; 2~11: 水产品样品; 12: CICC10145 
图 3  膜芯片检测 

Fig.3  Detection of auto-microfluidic thin-film chip 
 

2.2  实时荧光 PCR 结果 

实时荧光 PCR 检测结果如图 4 所示, CICC 21617 检

出 trh 基因和 tdh 基因, 样品中均检出 trh 基因和 tdh 基因, 
CICC10145 未检出 trh 基因和 tdh 基因, 与膜芯片法检测

结果一致。 
 

 
 

注; 1: CICC 21617; 2~11: 水产品样品; 12: CICC10145。 
图 4  实时荧光 PCR 检测 

Fig.4  Detection of real-time fluorescent PCR 
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3  结  论 

本研究利用自动微流控膜芯片技术对水产品进行了

副溶血性弧菌检测, 同时采用行业标准方法进行了确认。

结果表明, 自动微流控膜芯片技术能够检测出副溶血性弧

菌, 完全满足实际工作需要。该技术不需要设计引物和探

针, 预配 PCR 反应体系(在一个 PCR 管中同时扩增多个基

因), 仅需加入模板 DNA 及 ddH2O 即可开始反应; 芯片本

身有 8 个样本, 每个样本中可同时检测大于 12 个目的基因

片段得高通量能力, 因此具有高频率和高通量的优点, 便
捷、直观、准确, 提高了检测结果的重复性和稳定性。该

技术研究并优化了原有多重 PCR 扩增技术, 使之可以稳定

地扩增多重靶标, 解决了多对 PCR 引物在同一反应中环境

中相互干扰、与靶标模板竞争性结合等多个问题, 同时将

多重 PCR 扩增技术与基因杂交技术相集成, 为今后的科学

研究提供了一种具有高通量、高准确率的检测技术方案, 
可用于副溶血性弧菌快速初筛与鉴定。 
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