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摘要：【目的】建立在扩增内标存在下同时快速检测溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌、霍乱弧菌 4 种食源

性致病菌的五重 PCR 方法。【方法】以细菌 16S rRNA基因为扩增内标靶序列，针对溶藻弧菌 gyrB 基因、副溶血弧

菌 collagenase 基因、创伤弧菌 vvhA 基因、霍乱弧菌 ompW 基因，分别设计特异性引物，建立多重 PCR 体系，对

其灵敏度和特异性进行评价，并将建立的五重PCR 应用于弧菌的筛选。【结果】建立的多重 PCR检测体系对混合模

板中副溶血弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌的灵敏度达 10 CFU/mL，霍乱弧菌的灵敏度达 105 CFU/mL，经特异性评价

证实其特异性好，并能有效指示 PCR 反应的假阴性，将建立的多重 PCR应用于 69株疑似弧菌菌株的鉴定，其结果

与生理生化鉴定结果一致。【结论】该方法能够快速、灵敏、准确地检测溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌和霍乱

弧菌 4种食源性致病菌，灵敏度高，并能有效指示 PCR反应的假阴性，适用于食品中常见致病性弧菌的快速筛检。 
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Vibrio vulnificus and Vibrio cholerae Using Multiplex PCR 
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Abstract: 【Objective】The objective of this study is to develop a multiplex PCR assay that can simultaneously detect Vibrio 

alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus and Vibrio cholerae in the presence of an internal amplification control 

(IAC).【Method】Species-specific PCR primers were designed based on gyrB gene for Vibrio alginolyticus, collagenase gene for 

Vibrio parahaemolyticus, vvhA gene for Vibrio vulnificus and ompW gene for Vibrio cholerae, 16S rRNA gene of bacteria as IAC 

primers was used to indicate false-negative results. Multiple PCR method was developed after optimization reaction condition. 

【Result】The multiple PCR method was proved to be rapid, high-throughput, sensitive and specific and the existence of IAC could 

successfully eliminate false-negative results. The multiplex PCR was validated with 69 suspicious Vibrio strains and the results were 

consistent with the physiological and biochemical experiments.【Conclusion】The multiple PCR method is specific, stable and reliable 

for the detection of Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus and Vibrio cholerae. 
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0  引言 

【研究意义】弧菌属为革兰氏阴性嗜盐菌，广泛 

存在于海水中，是引起水产养殖鱼、虾、贝等疾病的

重要病原菌[1-2]，其中，溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤

弧菌和霍乱弧菌又是重要的食源性病原菌[3-4]，副溶血
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弧菌、创伤弧菌和霍乱弧菌对人类的致病性引起了广

泛的重视，而溶藻弧菌早在 1979 年就有报道称其对人

类有致病性[5]，但目前针对它的研究主要集中在对水

产养殖动物的危害上，导致在临床或食品风险评估等

检测中容易忽略溶藻弧菌。因此，建立同时检测这 4

种食源性致病弧菌的检测方法有重要意义。【前人研

究进展】传统的培养法和生理生化鉴定用于检测弧菌

的方法周期长，且步骤繁琐，不能满足高通量、快速

的检测要求。近年来国内外用于弧菌快速检测的主要

方法是 PCR、多重 PCR、real-time PCR 等，其中多重

PCR 因其通量高、快速、便捷而得到重视，目前已经

在许多食源性病原菌微生物的检测中得到应用[6-9]。

Neogi 等[10]针对副溶血弧菌、创伤弧菌和霍乱弧菌建

立了三重 PCR，灵敏度高达 10 CFU/mL。Haldar

等[11]针对副溶血弧菌、坎氏弧菌和哈维弧菌的溶血素

基因建立了三重 PCR，灵敏度高达 10 CFU/mL。然而

在实际检测过程中，许多 PCR 抑制因子会导致 PCR

结果假阴性的出现[12]，影响了结果的准确性，添加扩

增内标（Internal Amplification Control, IAC）被视为指

示 PCR 反应假阴性出现的重要手段[13]。Nordstrom

等[14]针对副溶血弧菌的 3 类溶血素基因，设计了添加

扩增内标的多重荧光定量 PCR，很好地控制了 PCR

反应的假阴性问题，提高了检测的准确性。【本研究

切入点】针对常见的食源性病原弧菌溶藻弧菌 gyrB

基因、副溶血弧菌 collagenase 基因、创伤弧菌 vvhA

基因和霍乱弧菌 ompW 基因，以及细菌 16S rRNA 基

因保守区设计引物，建立多重 PCR 体系，既能够实现

高通量检测，又能够指示 PCR 反应假阴性的出现，真

正达到高通量、准确、快速的检测要求。【拟解决的

关键问题】本研究拟建立同时检测溶藻弧菌、副溶血

弧菌、创伤弧菌和霍乱弧菌的多重 PCR，并引入 IAC

以指示假阴性的出现，有效地应用于食品常见致病弧

菌的筛选。 

1  材料与方法 

试验于 2012 年 3—8 月在暨南大学理工学院食品

科学与工程系食品安全实验室完成。 

1.1  材料 

河流弧菌、最小弧菌由湖北省出入境检验检疫局

馈赠。溶藻弧菌（ ATCC17749 ）、副溶血弧菌

（ATCC17802）、创伤弧菌（ATCC27562）、霍乱弧

菌（ATCC14035）、单增李斯特菌（ATCC19111）、

大 肠 杆 菌 （ ATCC8739 ） 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（ATCC43300）、伤寒沙门氏菌（ATCC14028）、枯

草芽孢杆菌（ATCC6633） 

1.2  引物的设计与合成 

根据GenBank中溶藻弧菌 gyrB基因（GenBank ID: 

AF007288）、副溶血弧菌 collagenase 基因（GenBank 

ID: AF326572.1）、创伤弧菌 vvhA 基因（GenBank ID: 

AF376027.1）和霍乱弧菌 ompW 基因（GenBank ID: 

X51948.1）以及细菌 16S rRNA 基因的序列，在参考

了大量文献已报道的特异性引物基础上，利用 Primer 

Premier V5.0 和 Oligo V6.22 软件进行引物的评价和

筛选，筛选出引物之间相互干扰最小的引物组合，并

对筛选出的引物做出适当的调整和修改，引物由上海

生工生物技术有限公司合成（表）。 

 

表  目的基因及引物序列 

Table  Target gene and primers sequence 

目的基因 

Target gene 

引物序列（5'-3'） 

Primer sequence (5'-3') 

产物大小（bp） 

Products size (bp) 

参考文献 

Reference 

ompW 上游(Forward)：CACCAAGAAGGTGACTTTATTGTG 427 [15] 

下游(Reverse)：CGTTAGCAGCAAGTCCCCAT 

gyrB 上游(Forward)：GAGAACCCGACAGAAGCGAAG 337 [16] 

下游(Reverse)：CCTAGTGCGGTGATCAGTGTTG 

collagenase 上游(Forward)：GAAAGTTGAACATCATCAGCACGA 271 [17] 

下游(Reverse)：GGTCAGAATCAAACGCCG 

vvhA 上游(Forward)：TTCCAACTTCAAACCGAACTATGA 205 [18] 

下游(Reverse)：ATTCCAGTCGATGCGAATACGTTG 

16S rRNA 上游(Forward)：CCTGGTAGTCCACGCCGTAA 168  

下游(Reverse)：CGAATTAAACCACATGCTCCA 
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1.3  细菌培养及基因组 DNA的提取 

将弧菌挑取单菌落接种于 3%NaCl的TSB培养基

中，将非弧菌挑取单菌落接种于 BHI 液体培养基中，

37℃下过夜培养后离心取菌体，采用试剂盒法

（TIANamp Bacteria DNA kit, TIANGEN）提取细菌基

因组 DNA，并用生物学分光光度计（ND-1000，

NanoDrop）测定 DNA 的浓度和纯度。 

1.4  多重 PCR体系的建立 

根据多重 PCR 反应试剂盒（Multiplex PCR Assay 

Kit，TaKaRa）说明书，反应体系为 50 μL，包括 Mix2

溶液 25 μL、Mix1 溶液 0.25 μL、各基因引物混合物（引

物终浓度 ompW、gyrB、collagenase、vvhA、16S rRNA

基因分别为 0.4 μmol·L-1、0.4 μmol·L-1、0.2 μmol·L-1、

0.1 μmol·L-1、0.2 μmol·L-1）和 DNA 模板。反应条件

为 94℃ 1 min；94℃ 30 s，59℃ 90 s，72℃ 90 s，35

个循环；72℃ 10 min（Mastercycler ep，Eppendorf）。 

1.5  多重 PCR体系的特异性评价 

利用溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌和霍乱弧

菌的标准菌株进行特异性检测，并选择几株非目标菌

株的标准菌株进行 PCR 特异性验证。 

1.6  多重 PCR体系的灵敏度评价 

取通过菌落计数后约 108 CFU/mL 的菌液 1 mL，

使用试剂盒提取 DNA，进行 10 倍梯度稀释后作为模

板，进行灵敏度的评价。 

1.7  多重 PCR体系的应用 

采集湖泊水样、水产养殖水样和贝壳类水产品共

计 21 个样本（3 个湖泊水样，9 个水产养殖水样和 9

个贝壳类水产品样本），碱性蛋白胨水增菌 8 h 后利

用 TCBS 培养基划线分离弧菌，然后利用建立的多重

PCR 来鉴定分离到的疑似弧菌菌落。 

2  结果 

2.1  多重 PCR体系的建立 

调整了多重 PCR 体系中各个引物浓度比、Mg2+

浓度、退火温度。当引物终浓度配比为 4:4:2:1:2 时，

Mg2+浓度为 3 mmol·L-1、退火温度为 59℃时，4 个基

因的条带亮度较一致，多重 PCR 检测结果与单一 PCR

检测结果一致（图 1）。 

2.2  多重 PCR体系的特异性评价 

利用 4 种目标菌和 7 种非目标菌对五重 PCR体系

的特异性进行评价。结果显示，4 种目标菌均出现了

特异性条带，而其它非目标菌均未出现特异性条带，

且所有菌均出现了 16S rRNA 内标片段（图 2），在检 
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M：DL1000；1：霍乱弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌；2：

霍乱弧菌；3：溶藻弧菌；4：副溶血弧菌；5：创伤弧菌；6：扩增内标 

M: DL1000 ； 1: Vibrio cholera, Vibrio alginolyticus, Vibrio 

parahaemolyticus, Vibrio vulnificus; 2: Vibrio cholera; 3: Vibrio 

alginolyticus; 4: Vibrio parahaemolyticus; 5: Vibrio vulnificus; 6: IAC 

 

图 1  多重 PCR 和单一 PCR 结果 

Fig. 1  Results of the multiplex PCR and single PCR 
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M：DL1000；1：霍乱弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌；2：

霍乱弧菌；3：溶藻弧菌；4：副溶血弧菌；5：创伤弧菌；6：河流弧菌；

7：最小弧菌；8：大肠杆菌；9：单增李斯特菌；10：金黄色葡萄球菌；

11：伤寒沙门氏菌；12：枯草芽孢杆菌 

M: DL1000 ； 1: Vibrio cholera, Vibrio alginolyticus, Vibrio 

parahaemolyticus, Vibrio vulnificus; 2: Vibrio cholera; 3: Vibrio 

alginolyticus; 4: Vibrio parahaemolyticus; 5: Vibrio vulnificus; 6: Vibrio 
fluvialis; 7: Vibrio mimicus; 8: Escherichia coli; 9: Listeria monocytogenes; 

10: Staphyloccocus aureus; 11: Salmonella typhimurium; 12: Bacillus 

subtills 

 

图 2  多重 PCR 特异性的评价 

Fig. 2  Specificity test of the multiplex PCR 

 

测的同时很好地指示了假阴性的出现。采用该方法对

湖北省出入境检验检疫局提供的 35 株已知弧菌菌种

（经 API 生理生化鉴定）进行检测，符合率 100%。 

2.3  多重 PCR体系的灵敏度评价 

将约 108 CFU/mL 菌液的 DNA 进行 10 倍梯度稀

释后作为模板进行多重 PCR 灵敏度的评价，从图 3 可

以看出，在 108—105 CFU/mL 之间均可扩增出明显 5

条带，gyrB、collagenase、vvhA 基因的灵敏度高达 10 

CFU/mL，且扩增内标能较好地指示 PCR 反应的假阴
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性，在实际试验中发现，利用多重 PCR 进行单一菌种

的检测时灵敏度更高，而且如果继续将循环数提高，

灵敏度还可以得到提高。 

2.4  多重 PCR体系的应用 

利用 TCBS 培养基共分离到 69 个疑似弧菌菌落，

其中 42 个黄色菌落，27 个绿色菌落，并利用 API 生

理生化进行鉴定，确定其中 22 个黄色菌落为溶藻弧

菌，24 个绿色菌落是副溶血弧菌，1 个黄色菌落为创

伤弧菌，没有分离到霍乱弧菌弧菌。然后利用建立好

的五重 PCR 鉴定，PCR 鉴定结果与前期的 API 生理

生化试验结果一致。 
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M：DL1000；1—8：4 种菌液浓度依次为 108—101 CFU/mL 

M: DL1000；1-8：Four kinds of bacteria of concentration gradient is 108-101 

CFU/mL 

 

图 3  多重 PCR 灵敏度的评价 

Fig. 3  Sensitivity test of the multiplex PCR 

 

3  讨论 

本研究建立了溶藻弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌

和霍乱弧菌 4 种常见食源性病原弧菌并引入 IAC 以指

示反应假阴性的多重 PCR 检测体系，该检测体系相对

于 Neogi 等[10]和 Izumiya 等[19]建立的方法来说，增加

了溶藻弧菌这一日渐关注的食源性病原弧菌，并引入

了 IAC指示反应假阴性的出现，增加了检测的准确性，

且灵敏度相当。 

在以 PCR 法为基础的病原菌检测中，靶基因的选

择对 PCR 的特异性非常重要，以副溶血弧菌为例，目

前针对副溶血弧菌检测的靶基因包括 toxR[20]、

gyrB[21]、pR72H[22]、atpA[19]、collagenase[17]、 tdh[23]

等，这些靶基因主要分为两类：一类是看家基因，一

类是毒力基因，在实际选择过程中最好是以一些相对

保守的看家基因作为靶序列，而且要求这些看家基因

序列在种之间的同源性较低以避免漏检。如溶藻弧菌

和副溶血弧菌，16S rRNA 基因的同源性为 99.7%，

gyrB 基因的同源性为 86.8%[24]，collagenase 基因的同

源性为 77%[17]，因此本研究针对溶藻弧菌选择了 gyrB

基因、针对副溶血弧菌选择了 collagenase 基因作为靶

基因，提高了检测的可信度。 

引物的设计在多重 PCR 中至关重要，本研究在参

考大量文献引物的基础上，利用 Primer Premier V5.0

的 Multiplex/Nested primer 功能，筛选出适用于构建多

重 PCR 的引物组合，并利用 Oligo V6.22 评价引物并

对引物进行微调，所有引物 Tm 值基本一致以保证在

同一退火温度下的扩增效率一致，提高多重 PCR 引物

设计的成功率。 

虽然 PCR 技术不断得到改进、发展，但由于存在

种种因素如 PCR 仪故障、DNA 聚合酶失活、PCR 抑

制因子的存在等，PCR 反应假阴性问题一直影响检测

结果的准确性。添加扩增内标被视为指示 PCR 反应假

阴性的重要手段，本研究以细菌 16S rRNA 基因保守

区设计引物作为扩增内标，引入多重 PCR 体系中，实

现了高通量检测的同时指示假阴性的出现。吕淑霞等
[25]建立以细菌 16S rRNA 基因为扩增内标情况下同时

检测副溶血弧菌的 tlh 基因和 trh 基因，在检测这些毒

力基因的同时具有指示 PCR 反应假阴性的能力。 

4  结论 

建立了在扩增内标存在下同时快速检测溶藻弧

菌、副溶血弧菌、创伤弧菌、霍乱弧菌 4 种食源性致

病菌的五重 PCR 方法，实现了高通量检测的同时指示

PCR 反应假阴性的出现，提高了检测准确度，对混合

模板中副溶血弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌的灵敏度达

10 CFU/mL，霍乱弧菌的灵敏度达 105 CFU/mL，适用

于食品中常见致病性弧菌的快速筛检。 
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