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�|xtw号 ∀

第一作者 }寇运同 o出生于 t|y|年 o理学硕士 o工程师 ∀在

研课题 } 国家出入境检验检疫行业标准 / 进出口食品中

副溶血弧菌的检验方法0k�suzp t|||l ~国家出入境检验检

疫行业标准 / 进出口食品中耐热大肠菌群的检验方法0

k�swsp usssl ∀通信地址 }uyyssuo青岛市瞿塘峡路 zs号青

岛出入境检验检疫局食品实验室 电话 }ksxvul uyz|xyzp

ytvzo∞p °¤¬̄}®¶°¤µ·� ³∏¥̄¬¦q́ §q¶§q¦±

收稿日期 }usstp stp ut~修回日期 }usstp sxp tx

副溶血弧菌k ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ, ∂³l是海洋和

盐湖中分布广泛的一种嗜盐性病原菌 o进出口水产品

检验的重要项目 ∀流行的副溶血弧菌检测方法 ) ) ) 培

养法操作繁杂 ! 检验周期长 o需 z§以上才能报告结

果 o给副溶血弧菌的检测和研究带来不便 o作者探索

了用 °≤� 技术快速检测水产品中副溶血弧菌的方

法 ∀已有类似报道多集中在实验室方法探索上 ≈t ov ∗ x 
o

真正从实用的角度对水产品中副溶血弧菌的 °≤� 检

测方法研究鲜有报道 ∀

t 材料与方法

tqt 材料

tqtqt 菌种 标准菌株购于北京药品生物制品

检定所或由青岛海洋大学徐怀恕教授惠赠 ∀

tqtqu 试剂 ×¤́ ⁄��聚合酶 o§�×°¶o<¬tzwr

�¤̈��� �¤µ®̈µo×���� �公司 ~×µ¬¶¥¤¶̈ o≥⁄≥o°µ²°̈ ª¤公

司 ~tss¥³⁄�� �¤§§̈µo�²¤§¬±ª�∏©©̈µo ���公司 ~∞�o

≥¬ª°¤公司 ∀ °≤� 引物根据国外文献 ≈w ox 设计合成 }

∂³ p t} xj p ≤��≤�×���×�×××≤��×��× p vj

kut°̈ µl ~∂³p u}xj p ×≤≤�≤××≤�≤�≤×≤�×≤��×� p

vjkut°̈ µl ∀

tqtqv 仪器 °≤� 仪 o ��公司 ~数码成像系

统 o��⁄��公司 ~超纯水发生器 o�¬̄̄¬³²µ̈公司 ∀

tqtqw 样品 水产品由市场购得 ∀

tqu 方法

tquqt 菌株培养 取经改进 �°• k�°• o加 �¤2

≤̄ 至 uh o葡萄糖至 th l活化的副溶血弧菌菌液 squ

°̄ 污染副溶血弧菌阴性的鳕鱼 o冷冻 u §o均匀取 tsª

加入到 ≥°�中培养 t{ «o取上层液备用 ∀其他弧菌增

菌用改进 �°• o纯培养用 ×≤�≥ o培养温度为 u{ ε ∀其

他菌种的前增菌和纯培养分别用营养肉汤和营养琼

脂 o培养温度为 vz ε ∀

tququ 模板 ⁄��制备 ∞ ≤×��p酚氯仿法 }

参照 ƒµ̈§̈µ·¬¦®q� q方法 ≈u  ∀ ƒ 高盐法 }参照 ≤«¤µ·¬̈µ

ƒ qt||u年的方法进行 ∀ �浓缩裂解法 }tqu °̄ 增菌液

{ sssµr °¬±ou °¬±离心得菌体 o弃净上清 ∀用 tss Λ̄

×∞重悬 ∀tss ε 水浴裂解 x °¬±∀{ sssµr°¬±ou °¬±离
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用 ΠΧΡ 方法快速检测水产品中的副溶血弧菌 ∗

寇运同 t 马洪明 u 刘晨光 u

k
t青岛出入境检验检疫局食品实验室 uyyssul

k
u青岛海洋大学 uyyssvl

提 要 建立了水产品中副溶血弧菌快速 !敏感 !特异的 °≤� 检测方法 ∀选择的引物具有良好

的副溶血弧菌的种特异性 ∀对人工污染在冷冻水产品中副溶血弧菌的检测低限是 tu ∗ ut

≤ƒ�r ts ªo对其增菌液的检测低限是 z yss ∗ | tss ≤ƒ�r °̄ o每 °≤� 反应体系的检测低限为

|t ∗ ts| ≤ƒ�∀对 wss份自然污染样品的检测结果显示 o°≤� 方法的检测结果同常规培养法的

结果完全相符 ∀

关键词 水产品 o副溶血弧菌 o°≤� o检测
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图 t 副溶血弧菌不同样品制备方法的扩增结果

左起 }tss ¥³ ⁄�� �¤¤§§̈µ~≤×��p酚氯仿法 ~高盐法 ~浓缩裂解法 ~

直接裂解法 ∀

ƒ¬ªqt °≤� ³µ²§∏¦·¶²© ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ©µ²° §¬©©̈µ̈±·

°̈ ·«²§¶²©¶¤°³̄¨³µ̈³¤µ¤µ¬²±

图 u 副溶血弧菌不同退火温度的扩增结果

左起 } tss¥³ ⁄�� �¤§§̈µ~ Τ¤� xu ε ~ Τ¤� xvqx ε ~ Τ¤� xx ε ~

Τ¤� xzqx ε ~Τ¤� x| ε ∀

ƒ¬ªqu °≤� ³µ²§∏¦·¶²© ςιβριο παραηαε µολψτιχυσ©µ²° §¬©©̈µ̈±·

¤±±̈ ¤̄¬±ª·̈°³̈µ¤·∏µ̈

心取上清备用 ∀ � 直接裂解法 } tqu °̄ 增菌液 o

tss ε 水浴裂解 x °¬± o{ sss µr °¬± ou °¬±离心取

上清备用 ∀

tquqv °≤� 扩增反应 反应体系 }模板 ⁄��

sqx Λ̄ o引物各 squ Λ°²̄r�o§�×°¶各 squ °°²̄r�o×¤́

酶 u �o�ª
u n

tqx °°²̄r�o×µ¬¶2�≤̄ k³�|qslts °°²̄r�o

�≤̄ xs °°²̄r�o总体积 xs Λ̄ ∀循环参数 }|w ε 变性 v

°¬±后进入循环程序 }|w ε ous¶~xu ε ous¶~zu ε otx

¶~vx循环 ~zu ε ox °¬±延伸补足 ∀

tquqw 电泳检测 用 sqx ≅ ×�∞缓冲液配制

tqz h琼脂糖凝胶 o∞�终浓度为 sqx Λªr °̄ ∀将 °≤�

扩增产物与 �²¤§¬±ª�∏©©̈µ混合 o各上样 v Λ̄ ox ∂r¦°

电泳 wx °¬±∀用紫外透射检测仪检测电泳结果 o ��2

⁄��数码成像系统拍摄 !分析电泳结果 ∀

tquqx 新建 °≤� 方法的特异性 !灵敏度测定

将副溶血弧菌实验菌株污染于水产品中 o冷冻 x §后

均质 o取 tsª增菌后做 °≤� 检测 ∀

tquqy 常规生化法检测副溶血弧菌 参照

≥�stzvp |u∀

u 结果与分析

uqt 方法建立

uqtqt 成功扩增出特异性片段 选择 ª¼µ�基

因作为靶基因 o用设计引物成功扩增出了特异电泳

带 o该带大小介于 tss ¥³⁄�� �¤§§̈µ的 uss ¥³与 vss

¥³片段之间且靠近 vss ¥³片段 o经 ��⁄��数码成像

系统计算 o其大小为 u{wq| ¥³o与文献报道其大小为

u{x ¥³
≈w 相符 ∀

uqtqu 不同 ⁄��制备方法比较 本研究比较

了 w种用于 °≤� 扩增的 ⁄��样品的制备方法 o扩增

结果如图 t所示 ∀w种方法制备的 ⁄��均可用于 °≤�

扩增 o ≤×��p酚氯仿法和高盐法的扩增结果无明显

差别 o浓缩裂解法 !直接裂解法的扩增量逐渐下降 ∀以

下实验均采用了简便高效的高盐法 ∀

uqtqv °≤� 参数选择 根据算出的 Τ¤设计验

证试验 o结果如图 u所示 ∀副溶血弧菌的最佳退火温

度为 xx ε ∀为了减少非特异性产物和引物二聚体的

出现 o选用了较低的 �ª
u n 浓度ktqx °°²̄r�l !§�×°浓

度ksqu °°²̄r�l和引物浓度ksqu Λ°²̄r�l ∀

uqu 方法验证

uquqt 特异性 用新建 °≤� 方法对副溶血弧

菌及其近源株 !远源株进行了检测 o结果如表 t所示 o

电泳图谱如图 vow所示 ∀新建方法对 t|株副溶血弧

菌不论何种血清型都能检出 o电泳图谱上有特征性的

u{x ¥³片段出现 o而对非副溶血弧菌无论近源还是远

源都不能检出 o电泳图谱上没有特征性的 u{x ¥³片段

出现 ∀

uququ 灵敏度 为了评价 °≤� 方法对实际污

染样品的检测灵敏度 o选取的两株副溶血弧菌分别经
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图 v 样品中副溶血弧菌标准菌株的扩增结果

上排左起 } tss ¥³ ⁄�� �¤§§̈µ~ ς.παραηαε µολψτιχυσ~ �×≤≤vv{ww~

�×≤≤tz{su~�×≤≤tz{sv~���tus|v~���tus|w~usxxv~usxty~下排左

起 } tss¥³⁄�� �¤§§̈µ~ ς.παραηαε µολψτιχυσ usxztk¶qtl ~ usxxy~

usxxyk¶qt ®ytl ~tuttk∏l ~usssu~自备株 ~自备株 ∀

ƒ¬ªqv °≤� ³µ²§∏¦·¶²©·«̈ ¶·¤±§¤µ§¶·µ¤¬±¶²© ςιβριο παρα2

ηαε µολψτιχυσ¬±¶¤°³̄ ¶̈

图 w 样品中副溶血弧菌近源株及远源菌株的扩增结果

上排左起 } tss¥³ ⁄�� �¤§§̈µ~ ∂ q¦«²̄ µ̈¤̈ ±²±��� p �t~ 自备株 ~

∂ q√∏̄±¬©¬¦∏¶~∂ q¤̄ª¬±²̄¼·¬¦∏¶~∂ q¤±ª∏§¬¶¬̄̄¤µ∏°~∂ q�¬°¬¦∏¶~∂ q©̄∏√¬¤̄¬¶~

∂ q¦¬±¦¬±±¤·¬̈±¶¬¶~ 阳性对照 ~ 下排左起 } tss¥³ ⁄� ∂ q©¬¶«̈µ¬~

∂ q«²̄ ¬̄¶¤̈ ~∂ q°̈ ·¶¦«±¬®²√¬~∂ q§¤°¶̈ ¤̄~∞q©¤̈¦¤̄¬¶~∞q¦²̄¬~≥ q̈ ±·̈µ¬·¬~阳

性对照 ∀

ƒ¬ªqw °≤� ³µ²§∏¦·¶²©·«̈ ¶·¤±§¤µ§¶·µ¤¬±¶²© ςιβριο παρα2

ηαε µολψτιχυσ¤±§·«̈ ¶·¤±§¤µ§®¬±§µ̈§¤±§§¬¶·¤±·¶·µ¤¬±¶

¬±¶¤°³̄ ¶̈

�°• ou{ ε 培养 uw «o取 t °̄ 至 ts °¯ �°• 中 u{ ε

表 1  样品中副溶血弧菌标准菌株 ,近源及远源标准菌株

的扩增结果

Ταβ . 1  ΠΧΡ προδυχτσ οφ τηε στανδαρδ στραινσ οφ ςιβριο

παραηαεµολψτιχυσ ανδ τηεστανδαρδ κινδρεδ ανδ δισ2

ταντ στραινσιν σαµ πλεσ

菌名 菌号 扩增结果

副溶血性弧菌 �× ≤ ≤vv{ww n

副溶血性弧菌 �× ≤ ≤tz{su n

副溶血性弧菌 �× ≤ ≤tz{sv n

副溶血性弧菌 �× ≤ ≤tus|v n

副溶血性弧菌 �× ≤ ≤tus|w n

副溶血性弧菌 usxxv n

副溶血性弧菌 usxty n

副溶血性弧菌 usxzt n

副溶血性弧菌 usxxy n

副溶血性弧菌 usxxyk¶qt ®ytl n

副溶血性弧菌 tuttk∏l n

副溶血性弧菌 usssu n

副溶血性弧菌 自备 n

副溶血性弧菌 自备 n

副溶血性弧菌 自备 n

副溶血性弧菌 自备 n

副溶血性弧菌 自备 n

副溶血性弧菌 自备 n

副溶血性弧菌 自备 n

河弧菌 p

辛辛那提弧菌 p

弗尼斯弧菌 p

费氏弧菌 p

霍利斯弧菌 p

少女鱼弧菌 p

梅式弧菌 p

霍乱弧菌非 �t p

创伤弧菌 p

溶藻弧菌 p

鳗弧菌 p

梅氏弧菌 p

拟态弧菌 p

粪链球菌 p

大肠杆菌 �txz p

肠炎沙门氏菌 p

伤寒沙门氏菌 p

单增李斯特菌 p

嗜水气单胞菌 p

枸橼酸杆菌 p

注 }n o°≤ � 扩增产物的电泳图谱上有特征性片段出现 ~) o°≤ � 扩

增产物的电泳图谱上没有特征性片段出现 ∀
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培养 u «o取 t °̄ 培养液做 ts倍梯度稀释 o取适当稀

释液用 ×≤�≥做菌落计数 o同时取 t °̄ 稀释液污染样

品 o冷冻 x §后增菌做 °≤� 检测 o结果见表 u∀样品增

菌液做梯度稀释后做培养计数和 °≤� 检测 o结果见表

v∀新建方法对水产品中副溶血弧菌的检测低限是

tu ∗ ut ≤ƒ�rts ªo对其增菌液的检测低限是 z yss ∗ |

tss ≤ƒ�r °̄ o每 °≤� 反应体系的检测低限为 |t ∗ ts|

≤ƒ�o达到了国外文献报道水平 ≈v ∀

uquqv 新建方法与常规法比较 }分别用新建方

法和常规培养法对 wss份水产品进行平行比对检测 o

结果如表 w所示 ∀两者的检测结果完全一致 o说明新

建方法用于食品中单增李氏菌的检测 o 结果准

确 !可靠 ∀

v 讨论

vqt 水产品中副溶血弧菌 °≤� 检测方法的

建立

选择合适的用于扩增检测的基因是保证 °≤� 方

法特异性的关键 ∀检测副溶血弧菌采用的是 ª¼µ2�基

因 o扩增片段为 u{x ¥³∀扩增结果显示 o该片段具有较

好的特异性 ∀本文通过选择低引物浓度 !高退火温度 !

低镁离子浓度 !低 §�×°浓度等措施 o保证了方法本身

的高特异性和可靠性 ∀由于新建 °≤� 方法在方法设计

上对特异性做了充分考虑 o在应用中出现假阳性的可

能可不予考虑 ∀

新建 °≤� 方法可以检出菌液中 z yss ∗ | tss

≤ƒ�r °̄ 或 |t ∗ ts| ≤ƒ�r反应体系 o即使目的菌含量

很低的样品经过增菌后 o都可以达到这一浓度 o保证

了方法的高灵敏度 ∀从另一个角度来讲 o要注意操作

中的人为污染 o特别是增菌前的样品不能污染 ∀

本文通过实验比较 o 作者推荐用高盐法制备

⁄�� ∀该方法经济 !快速 o结果稳定 ∀

vqu 用 °≤� 方法检测水产品副溶血弧菌的

优越性

用建立的 °≤� 方法检测水产品中的副溶血弧菌

优越性很多 o最主要的是简便快捷 ∀每一批样品从样

品准备到检出只需约 y «o如将增菌的时间算在内 o也

只需要 uw «o而常规培养法需要 z §以上 ∀

由于用 °≤� 方法检测水产品中的副溶血弧菌有

着快速 !简便的特点 o可以大大缩短检验周期 o降低储

存费用 o相对延长产品货架期 o适应了水产品工业和

贸易迅速发展的需要 o具有较高的实用和推广价值 ∀
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表 2  ΠΧΡ 方法检测不同样品中副溶血弧菌的灵敏度

Ταβ .2  Σενσιτιϖιτψ οφ δετεχτιον φορ ςιβριο παραηαεµολψτιχυσ

ιν διφφερεντ σαµ πλεσ βψ ΠΧΡ

样品

°≤ � 低限k≤ƒ �rªl

副溶血弧菌

�× ≤ ≤vv{ww

副溶血弧菌

�� �tus|v

鳕鱼片 t qx t qv

马哈鱼片 t qz t qu

蛤蜊肉 u qt t q{

表 3  样品中副溶血弧菌增菌液的 ΠΧΡ 检测低限

Ταβ .3  Λιµιτ το δετεχτιον φορ τηε ενριχηµεντ σολυτιον οφ

ςιβριο παραηαεµολψτιχυσιν σαµ πλεσ βψ ΠΧΡ

菌 种
菌液浓度低限

k≤ƒ �r °̄ l

每反应体系

中的菌数k≤ƒ �l

副溶血弧菌 �× ≤≤vv{ww | tss ts|

副溶血弧菌 �� �tus|v z yss |t

表 4  常规培养法与 ΠΧΡ 法检测水产品中副溶血弧菌的比

较试验

Ταβ .4  Τηε χοµ παρατιον βετωεεν ΠΧΡ ανδ τηε µετηοδ οφ

ρουτινε χυλτυρε δετεχτινγ ςιβριο παραηαεµολψτιχυσ

样品名称 样品数 °≤ � 阳性数 常规法阳性数
符合率

k h l

鳕鱼片 tus t t tss

鲽鱼片 {s t t tss

马哈鱼片 {s s s tss

蛤蜊 {s u u tss

文蛤 ws s s tss
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