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水产动物致病性副溶血弧菌双重 PCR 检测方法的研究 

张晓君, 梁利国, 阎斌伦, 秦  蕾, 戚耀之 

(淮海工学院 海洋学院, 江苏省海洋生物技术重点建设实验室, 江苏 连云港 222005) 

摘要: 副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)是多种水产养殖动物的主要病原菌, 尤其是可引起凡纳滨

对虾幼虾呈毁灭性死亡。本研究基于 gyrB 和 toxR 两种基因序列设计 2 对特异性引物, 建立一种副溶

血弧菌快速、准确的双重 PCR 检测方法, 扩增目的片段大小分别为 285 bp 和 368 bp。结果表明在同一

PCR 反应体系中副溶血弧菌可同时扩增大小分别为 285 bp 和 368 bp 的 2 种基因片段, 两种引物对 4

种其他水产动物病原菌无交叉反应 ; 敏感性检测结果显示 , 该双重 PCR 最低能检测 8.867 2×103 

CFU/mL 菌体浓度的副溶血弧菌, 对副溶血弧菌模板 DNA 的检出极限为 0.029 3 mg/L; 对发病中国对

虾糠虾幼体、水产品及虾池养殖用水进行双重 PCR 检测, 呈阳性反应的样品可分离出优势生长的副溶

血弧菌。该实验所建立的基于 gyrB 和 toxR 两种基因的双重 PCR 检测方法可用于副溶血弧菌引起的水

产动物疾病的快速诊断及分子流行病学的调查研究。 
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)广泛存在

于世界各地近海岸的海水、海底沉积物及海生动物

中, 该菌最早是于 1950 年藤野从日本大阪市发生的

食物中毒病例分离, 之后世界许多国家如日本、中

国、澳大利亚、印度、美国、越南、泰国、多哥、

马来西亚、新加坡、俄罗斯、巴拿马、新西兰、罗

马尼亚、墨西哥等均陆续报告了副溶血弧菌食物中

毒或肠炎, 以日本和我国分布最广、发病率最高, 该

菌主要通过食物传播 , 最主要的是生食海产品 , 此

外, 该菌可引起多种水产动物(鱼、虾、蟹、贝等)的

感染发病, 是一种人与水产养殖动物共染的病原菌。

副溶血弧菌尤其是对凡纳滨对虾(Litopenaeus van-

namei)危害严重[1~3], 近年来多次引起江苏赣榆县养

殖凡纳滨对虾幼虾发生毁灭性死亡[4]。 

副溶血弧菌传统的检验方法包括形态学检测、生

理生化特征检测和血清学鉴定等, 这些检测手段不仅

工作量大, 而且耗时长, 已远远不能满足水产养殖生

产上的诊断要求。因此选择合适的分子靶标, 研究开发

灵敏度高、特异性强的病原副溶血弧菌快速检测方法

已十分重要, 在水产养殖动物处于带菌状态或大规模

爆发细菌性疾病之前能进行准确的检测, 这是传统方

法无法比拟的。尤其是多种不同基因综合检测以进一

步提高其准确性和特异性, 将为副溶血弧菌引起的水

产动物疾病的监测及其控制奠定良好的基础。gyrB 基

因编码的是唯一一种能诱导 DNA 负超螺旋的拓扑异

构酶—DNA 促旋酶的 B 亚单位蛋白, Yamamoto 等

1995 年设计出通用引物可从许多革兰氏阳性和革兰氏

阴性细菌成功扩增出 gyrB 基因, 特别适合作为分子靶

标进行细菌种间鉴别[5], gyrB 基因是副溶血弧菌 DNA

复制所必需的, 具有副溶血弧菌种特异性, 而且为单

拷贝基因, 具设计 PCR 引物的保守区域[6]。toxR 基因

广泛分布于弧菌科细菌, 该基因最先是在霍乱弧菌中

发现[7], 由它编码的跨膜转录调控蛋白 toxR 参与调控

霍乱弧菌的一些主要毒力基因和外膜蛋白的表达[8]。目

前 toxR 基因已在副溶血弧菌[9]、创伤弧菌(Vibrio vul-

nificus) [10]、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)[11]等很多弧菌中

发现, 同时异种之间的 toxR 基因核苷酸序列相似性较

低, 是弧菌科种间鉴定的良好分子靶标, toxR基因可在

种的水平上检测副溶血弧菌。作者报告了以编码 gyrB

和编码 toxR的两种基因为靶基因建立了快速检测病原

副溶血弧菌的双重 PCR 方法, 通过特异性试验、敏感

度试验、应用性试验证实该方法特异性好、灵敏度高、

稳定性好、检测耗时短, 是快速检测副溶血弧菌的有效

方法, 以期为相应疾病的诊断及流行病学研究奠定基

础。 
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1  材料与方法 

1.1  供试菌株来源 

供试副溶血弧菌分离自江苏连云港赣榆县发病

凡纳滨对虾幼虾 , 供试对照鳗弧菌 (Vibrio anguil-

larum)、哈氏弧菌(Vibrio harveyi)、美人鱼发光杆菌

即 美 人 鱼 弧 菌 (Vibrio damsela)及 爱 德 华 氏 菌

(Edwardsiella tarda)均分离自海水鱼, 已通过表型及

分子鉴定 [12~15], 本实验室保存供用 , 菌株编号及在

GenBank 登录号见表 1。 
 
表 1  供试菌株及其来源 
Tab. 1  Origin and species of tested bacteria  

菌株编号 菌种名称 来源 16S rRNA基因登录号 gyrB基因登录号 

JGB080708-1 副溶血弧菌 凡纳滨对虾 GQ205448 GQ205453 

BH1 鳗弧菌 半滑舌鳎 GQ205444 GQ205449 

HQ050226-1 哈氏弧菌 长鳍真鲨 EF635305 GQ232761 

HQ061227-1 美人鱼弧菌 龙胆石斑鱼 EF635307 
HC010907-1 爱德华氏菌 牙鲆 AY775313  

 

1.2  细菌模板 DNA 的制备   

试验所需细菌模板 DNA 按细菌基因组 DNA 抽

提试剂盒及煮沸两种方法提取。细菌基因组 DNA抽

提试剂盒法: 取纯培养菌分别接种于含盐 1%的 LB

肉汤中 28℃培养 16 h, 按上海赛百盛基因技术有限

公司生产的小量细菌基因组DNA抽提试剂盒所述方

法提取 DNA, 作为 PCR 模板。煮沸法: 取 1 mL 菌

液离心 1 min(12 000 r/min), 弃上清, 将菌体悬浮于

100 L的灭菌蒸馏水中, 100℃煮沸 10 min, 冰浴中

冷却后离心 10 min(12 000 r/min), 取上清作为 PCR

模板。 

1.3  引物设计与合成 

以 gyrB基因为靶基因设计副溶血弧菌的特异性

检测引物 : VP-1: CGGCGTGGGTGTTTCGGTAGT; 

VP-2r: TCCGCTTCGCGCTCATCAATA[6]。以 toxR基

因为靶基因设计副溶血弧菌的特异性检测引物 : 

vp-toxR-F: GTCTTCTGACGCAATCGTTG; vp-toxR- 
R: ATACGAGTGGTTGCTGTCATG[16]。两对引物均

由上海生物工程技术公司合成。 

1.4  PCR 各反应条件的优化及电泳分析  

以 gyrB和 toxR两种基因设计的引物分别对模板

进行单一扩增; 在同一次 PCR 反应中, 应用同一个

PCR 反应程序, 用上述两种引物同步对模板进行扩

增。对 PCR各循环参数和各引物浓度等进行优化, 筛

选出单一 PCR及双重 PCR反应中最佳反应模式。 

PCR 扩增后的产物, 用 1.2%琼脂糖凝胶在 80V

电压下电泳 45 min, 用凝胶成像系统观察并拍照记

录。 

1.5  双重 PCR 反应的特异性检测 

以鳗弧菌、哈氏弧菌、美人鱼弧菌及爱德华氏

菌为对照菌株, 按上述优化的反应条件进行 PCR 扩

增, 分别进行上述 2对引物双重 PCR的特异性检验。

对阳性结果进行不加模板和不加引物的阴性对照检

测。 

1.6  PCR 反应的灵敏性检测 

分别从菌液稀释以及模板DNA稀释两方面来检

测方法的灵敏性。 

菌液稀释: 将浓度约为 4.54×108 CFU/mL 的副

溶血弧菌培养物, 用灭菌双蒸水进行系列稀释(前 3

管为 10倍稀释, 第 4至第 13管为 2倍稀释), 菌液稀

释为 (保留小数点后 4 位 ): 4.54×108、4.54×107、

4.54×106、2.27×106, 1.135×106, 5.675×105, 2.837 5× 

105, 1.418 8×105, 7.093 8×104, 3.546 9×104, 1.773 4× 
104, 8.867 2×103, 4.433 6×103 CFU/mL, 共 13个稀释

倍数, 按 1.2所述煮沸法, 取 1 mL菌液提取 DNA作

为 PCR 模板进行检测。同时进行不加模板和不加引

物的阴性对照检测。 

模板 DNA 稀释: 小量细菌基因组 DNA 抽提试

剂盒提取的副溶血弧菌基因组 DNA, 从 60 mg/L 起 2

倍连续稀释为: 60、30、15、7.5、3.75、1.875、0.937 5、

0.468 8、0.234 4、0.117 2、0.058 6、0.029 3、0.014 6 

mg/L, 共 13 个稀释倍数, 按上述方法进行 PCR 检

测。同时进行不加模板和不加引物的阴性对照检测。 

1.7  双重 PCR 检测的应用 

取连云港赣榆县育苗场发病中国对虾糠虾幼体



 

 Marine Sciences / Vol. 34, No. 10 / 2010 9 

及养殖用水, 采取市场水产品(扇贝、杂色蛤、缢蛏、

中国对虾、玉螺、毛蚶)并匀浆, 均用营养肉汤增菌

培养 6 h, 增菌液煮沸法提取DNA并进行 PCR扩增。

PCR 检测阳性样品按常规方法进行细菌分离及表型

与分子检测。 

2  结果 

2.1  单一及双重 PCR 检测方法的确定 

通过对不同反应条件下 DNA 扩增结果的比较, 

确定了副溶血弧菌的最佳 PCR模式。 

以 gyrB 基因为靶基因检测 PCR 反应条件为: 

94℃预变性 3 min, 接 94℃变性 20 s、52℃复性 20 s、

72℃延伸 15 s、35个循环, 然后 72℃温育 5 min; 在

20 μL反应体系中含有: 水 13.4 μL, 10×PCR缓冲液

2 μL, MgCl2(25 mmol/L)1.6 μL, 4×dNTP 混合物   

0.4 μL, 引物各 0.2 μL, Taq DNA 聚合酶(5 U/μL)  

0.2 μL, 模板 DNA 2 μL。 

以 toxR 基因为靶基因检测 PCR 反应条件为: 

94℃预变性 3 min, 接 94℃变性 1 min、58℃复性    

1 min、72℃延伸 1 min、30个循环, 然后 72℃温育 7 

min; 在 20 μL反应体系中含有: 水 13.4 μL, 10×PCR

缓冲液 2 μL, MgCl2(25 mmol/L)1.6 μL, 4×dNTP混合

物 0.4 μL, 引物各 0.2 μL, Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 

0.2 μL, 模板 DNA 2 μL。 

以 gyrB 和 toxR 基因为靶基因同步检测的 PCR

反应条件为: 94℃预变性 3 min, 接 94℃变性 1 min、

57℃复性 1 min、72℃延伸 1 min、30个循环, 然后 72℃

温育 7 min。在 40 μL 反应体系中含有: 水 28.6 μL, 

10×PCR 缓冲液 4 μL, MgCl2(25 mmol/L)3.2 μL, 

4×dNTP混合物 0.8 μL, 引物各 0.5 μL, Taq DNA聚

合酶(5 U/μL)0.4 μL, 模板 DNA 2 μL。 

2.2  单一及双重 PCR 特异性扩增结果  

应用上述程序对副溶血弧菌和其他海水鱼类病

原菌基因组DNA(细菌基因组DNA抽提试剂盒提取)

分别进行单一及双重 PCR 扩增, 结果以 gyrB 基因

为靶基因扩增, 副溶血弧菌株只扩增出 285 bp 一条

带; 以 toxR 基因为靶基因扩增, 副溶血弧菌株只扩

增出 368 bp一条带; 以 gyrB和 toxR基因为靶基因同

步扩增, 副溶血弧菌株扩增出 285 bp和 368 bp二条

带, 而其他 4种海水鱼类病原菌(鳗弧菌、哈氏弧菌、

美人鱼弧菌及爱德华氏菌)均未出现任何扩增条带

(图 1)。表明本实验建立的副溶血弧菌 PCR检测方法

具有很强的特异性。  

 

图 1  副溶血弧菌单一及双重 PCR特异性试验检测结果 

Fig. 1  Specificity of single-dulplex PCR for detection of V. 
parahaemolyticus 

M. DL2000; 1.gyrB基因扩增片段; 2.toxR基因扩增片段; 3. gyrB

和 toxR基因同步扩增片段; 4~7. 4种病原弧菌对照 

M. DL2000; 1. amplified fragment of gyrB; 2. amplified fragment of 
toxR; 3. simultaneous amplified fragments of gyrB and toxR; 4~7. 
control of four pathogenic Vibrio sp. 

 

2.3  菌液稀释双重 PCR 检测的灵敏度 

10 倍系列稀释菌液按 1.2 所述方法煮沸提取

DNA, 按 2.1 优化出的双重 PCR 反应条件进行检测, 

结果表明在 40 μL反应体系中, 模板 DNA加入 2 μL, 

菌体浓度自 4.54×108 CFU/mL 至 1.773 4×104 

CFU/mL均可扩增出清晰条带, 菌体浓度为 8.867 2× 

103 CFU/mL扩增条带较暗, 菌体浓度为 4.433 6×103 

CFU/mL 未扩增出条带(图 2), 表明本实验建立的双

重 PCR方法检测副溶血弧菌菌体灵敏度为 8.867 2× 

103CFU/mL。 

 

图 2  副溶血弧菌菌液稀释法双重 PCR敏感性检测结果 

Fig. 2  Sensitivity of dulplex PCR for detection of V. para-
haemolyticus dilution 

M.DL2000; 1~13.双重 PCR 扩增片段 (菌液系列稀释 : 依次为 

4.54×108~4.4336×103CFU/mL) 
M. DL2000; 1~13. amplified fragments of dulplex PCR (V. para-
haemolyticus serially diluted from 4.54×108~4.4336×103 CFU/mL) 
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2.4  模板 DNA 稀释双重 PCR 检测的    
灵敏度 

细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取的 DNA 2 倍

系列稀释后作模板, 按 2.1优化出的双重 PCR反应条

件进行检测, 结果表明在 40 μL 反应体系中, 模板

DNA加入 2 μL(质量浓度 60~0.014 6 mg/ L), 副溶血

弧菌基因组 DNA质量浓度在 60~0.1172 mg/L 的范

围均可扩增出明亮条带, 基因组 DNA 质量浓度在

0.058 6 mg/L 和 0.029 3 mg/L 扩增条带较暗淡, 基

因组 DNA质量浓度在 0.014 6 mg/L 无扩增条带(图

3), 表明本实验建立的双重 PCR 方法对副溶血弧菌

模板 DNA的检出灵敏度为 0.029 3 mg/L 。 

 

图 3  副溶血弧菌模板 DNA稀释法双重 PCR敏感性检测

结果 

Fig. 3  Sensitivity of dulplex PCR for detection of V. para-
haemolyticus dilution 

M. DL2000; 1~13.双重 PCR 扩增片段(模板 DNA 2 倍系列稀释: 

依次为 60~0.014 6 mg/L) 

M. DL2000; 1~13. amplified fragments of dulplex PCR (purified 
chromosomal DNA of V. parahaemolyticus serially diluted 2-fold 
from 60~0.014 6 mg/L) 

 

2.5  双重 PCR 检测病虾及水产品的实验结果 

对发病中国对虾糠虾幼体、水产品及虾池养殖

用水进行副溶血弧菌双重 PCR 检测, 共 8 份样品, 

其中发病中国对虾糠虾幼体检测结果为阳性, 其余

均为阴性(图 4)。阳性样品(发病中国对虾糠虾幼体)

经细菌分离、形态及理化特性等表型生物学特性、

16S rRNA与 gyrB基因的分子检测, 表明分离自发病

中国对虾糠虾幼体的优势生长菌为弧菌属的副溶血

弧菌。 

3  讨论 

传统的副溶血弧菌检测方法需做分离培养、形

态学及多项生理生化特征检验, 方法繁琐、耗时长, 

不能满足快速、准确检测的现实需要。由于副溶血

弧菌具有多种表型、血清型 [17]和产毒型菌株 [18, 19], 

因此针对溶血素设计的引物和探针不能同时检测所

有的致病性菌株 [20,21], 本试验是根据副溶血弧菌的

gyrB和 toxR 两种基因序列设计 2 对特异性引物, 通

过进行双重 PCR 反应体系及反应条件优化, 双重

PCR 的特异性和敏感性实验, 建立了一种副溶血弧

菌快速、准确的双重 PCR 检测方法, 以进一步提高

检测的准确性和特异性。 

 

图 4  糠虾幼体及水产品的双重 PCR检测结果 

Fig. 4  Results of dulplex PCR for detection of V. para-
haemolyticus from diseased shrimps and aquatic 
products 

M.DL2000; 1.毛蚶; 2.扇贝; 3.糠虾幼体; 4.杂色蛤; 5.缢蛏; 6.中国

对虾; 7.玉螺; 8.养殖用水; 9.未增菌糠虾幼体 

M.DL2000; 1. Scapharca subcrenata; 2. Argopectens irradias;    
3. mysis; 4. Ruditapes philippinarum; 5. Sinonovacula constricta;  
6. Fenneropenaeus chinensis; 7. Neverita; 8. agricultural water;    
9. bacterial no-enrichment mysis 

 
多重 PCR的反应条件将显著影响反应的可行性, 

在该双重 PCR 反应体系中, 两个 PCR 片段分别为

285bp和 368bp, 通过对引物用量和 PCR扩增条件优

化, 二种引物的最佳工作浓度为 0.125 mmol/L, 最佳

退火温度为 57℃。说明了要使多重 PCR反应体系中

每一目的片段都得到最佳扩增结果, 适当的引物浓

度是十分重要的, PCR 最重要的循环参数是退火温

度, 退火温度即使有轻微的变化也会影响多重 PCR

反应的效果, 本实验在退火温度为 58℃时, 285 bp条

带扩增不出, 退火温度为 56.5℃时, 368 bp条带扩增

不出, 退火温度为 57℃时, 2条目的基因扩增条带均

较为清晰,多重 PCR扩增效率最佳。  

单一及双重 PCR 的特异性试验结果表明, 仅对

所检测的副溶血弧菌可扩增出大小分别为 285 bp和

368 bp 的 2 个基因片段, 对水产动物其他病原细菌

(鳗弧菌、哈氏弧菌、美人鱼弧菌及爱德华氏菌)的检

测均呈阴性反应, 说明设计的引物对病原副溶血弧
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菌具有良好的特异性, 该方法可用于副溶血弧菌引

起的疾病的诊断及分子流行病学调查。 

本实验从菌体浓度及DNA浓度两方面进行了双

重 PCR 灵敏度检测, 结果显示, 该试验所设计的 2

对特异性引物及 PCR 检测方法对病原副溶血弧菌的

菌体浓度检出极限为 8.867 2×103 CFU/mL, 对模板

DNA 的检测灵敏度为 0.029 3 mg/L, 结果显示两方

面的检测结果有一定差异 , 可能原因是 , 菌体浓度

计算采用菌落计数方法, 该方法菌体计数具有一定

误差。有关水产动物病原细菌 PCR 灵敏度检测已多

有记述, 余俊红等[22]报道用 PCR 方法检测花鲈感染

鳗弧菌的灵敏度为 5×104 mg/L, 张凤萍等[23]报道用

PCR 方法检测刺参腐皮综合征病原灿烂的灵敏度为

0.5 g/L, 绕静静等[24]报道用多重 PCR 检测致病性

嗜水气单胞菌灵敏度为 10 mg/L , 本试验建立的双

重 PCR 方法, 其灵敏度能够满足临床副溶血弧菌株

检测的需要。 
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Abstract: V. parahaemolyticus is a significant pathogen for the aquaculture industry, particularly devastating im-
pact on cultivated Litopenaeus vannamei. In this study, two pair of specific primers was designed that allowed am-
plification of 285 bp and 368bp gene fragments based on gyrB and toxR genes. A simple dulplex polymerase chain 
reaction (PCR) that will detect V. parahaemolyticus were established. Consequently, two PCR primers could simul-
taneously amplify 285 bp and 368bp gene fragments from chromosomal DNA of V. parahaemolyticus in one PCR 
reaction, and no cross reaction was detected in 4 other pathogenic Vibrio species tested. The results of sensitivity of 
dulplex PCR showed that the two primers could detect V. parahaemolyticus at a level of as few as 
8.8672×103CFU/mL, and detect purified chromosomal DNA at a level of as few as 0.0293 mg/L . Dominant V. 
parahaemolyticus could be isolated from the positive sample of dulplex PCR through detecting mysis, aquatic 
products and tank water samples. The PCR protocol amplifying gyrB and toxR gene fragments of the V. para-
haemolyticus was established and could be useful in the specific and rapid diagnose of the disease caused by V. 
parahaemolyticus. 
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