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摘要：设计引物和探针，优化多重实时 %&’ 条件，以同时检测霍乱弧菌霍乱毒素基因 !"#(、副溶血弧菌种特异性基

因 $%&) 和耐热肠毒素基因 "’(。该多重实时 %&’ 方法检测产毒素性的 *" 群（! 株）和 *"!+ 群（,, 株）霍乱弧菌菌

株、不产毒素的 *" 群（"- 株）和 *"!+ 群（$ 株）及非 *" 非 *"!+ 群（. 株）霍乱弧菌菌株的 !"#(，阳性和阴性结果与普

通 %&’ 检测结果 "##/符合；检测副溶血弧菌种特异性 $%&)，""$ 株副溶血弧菌均阳性，而 + 株其它细菌和 .- 株霍

乱弧菌均阴性；检测 "’( 的阳性和阴性结果也与普通 %&’ 结果完全一致。另外还建立了检测副溶血弧菌菌株 "&("
和 "&(- 的单重实时 %&’ 方法。
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霍乱弧菌和副溶血弧菌是弧菌科细菌中 - 种

重要的致人类腹泻的病原菌。霍乱弧菌的主要毒

力因子是霍乱毒素（RW>I9M= J>L:<，&V），由霍乱弧菌染

色体上一种称为 &VE!的溶原性丝状噬菌体基因组

中的 !"#() 所编码；产霍乱毒素的 *" 群和 *"!+ 群

霍乱弧菌（ !"#( Y ）能引起霍乱的大流行。副溶血弧

菌是沿海地区食物中毒和急性腹泻的主要病原菌，

耐热直接溶血素（JW9MH>OJ=XI9 P:M9RJ W9H>ITO:<，VA5）

和耐热直接溶血素相关溶血素（ JW9MH>OJ=XI9 P:M9RJ

W9H>ITO:<3M9I=J9P W9H>ITO:<，V’5）被认为是副溶血弧

菌的主要毒力因子，分别由副溶血弧菌小染色体上

的 "’( 和 "&( 编码；临床来源的菌株往往携带 "’( 和

b或 "&(，而绝大部分环境来源的菌株并不携带。近

年证据显示，一种新的仅 "’( 阳性的 *! c d$ 群副溶

血弧菌菌株引起了包括亚洲、美洲等多个国家在内

的大流行［"，-］。

实时 %&’（’9=I3J:H9 %&’）较常规 %&’ 的优点

有：敏感、特异、快速、简便及产物污染可能性低等。
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本研究建立了多重 !"#$%&’(" )*! 方法，在同一 )*!
反应管同时实时检测霍乱弧菌 !"#+、副溶血弧菌特

异性 $%&, 和 "’(，$%&, 被作为在种水平上鉴定副溶

血弧菌的靶基因。该法可应用于产毒素性霍乱弧

菌和副溶血弧菌的鉴定以及在临床和环境标本中

的快速筛检。另外还建立了检测 "&( 的实时 )*! 方

法，用于 "&( 阳性副溶血弧菌的鉴定。

! 材料和方法

!"! 标本来源

!"!"! 菌株：-. 群和 -./0 群霍乱弧菌有 12 株，为

本中心实验室从 .001 年至 3441 年分离保存（表 .）。

副溶血弧菌有 ..1 株（表 .），其中 54 株为杭州市江

干区疾病预防控制中心于 3441 年从食物中毒病人

及食品中分离获得，3/ 株为杭州市萧山区疾病预防

控制中心于 344/ 年从食物中毒病人及食品中分离

获得，2 株为本实验室于 3443 年从散发腹泻病人中

分离，1 株为本实验室于 344. 年从小水产品中分

离，3 株 "&( 阳性菌株（+674/8 号菌株（ "&(. 9 ）和

+:7 号菌株（ "&(3 9 ））由日本京都大学 ;’<=’>?@=’ 教

授惠赠。溶藻弧菌 . 株来自 ;’<=’>?@=’ 教授。.2 株

其它细菌均分离自小水产品（344. 年），包括有麦氏

弧菌 3 株、非 -. 和非 -./0 群霍乱弧菌 8 株、嗜水气

单胞菌 . 株、恶臭假单胞菌 / 株、假单胞菌属菌 . 株

和腐败希瓦菌（ )(*+,-*.., /0"&*1,!2*-3）. 株等。以上

菌株均经生化试验（必要时做血清型鉴定）鉴定确

认。7 株 A: 阳性大肠埃希菌中，3 株购于中国医学

细菌保藏管理中心，3 株本实验室保存，菌株携带

A: 的 基 因 均 经 普 通 )*! 和 实 时 )*! 确 认（见

另文）。

表 ! 霍乱弧菌和副溶血弧菌菌株及其多重实时 #$% 检测结果

细菌 血清型 菌株数
多重实时 )*!

$%&, "’( !"#+

实时 )*!
"&(

普通

)*!

霍乱弧菌 -. 小川型 / B B 9 !"#+ 9

-. 小川型 .3 B B B !"#+ B

-./0 77 B B 9 !"#+ 9

-./0 1 B B B !"#+ B

非 -. 非 -./0 8 B B B !"#+ B

副溶血弧菌 83 9 9 B "&(. B ，"&(3 B "’( 9 ，"&( B

. 9 9 B "&(. B ，"&(3 9 "’( 9 ，"&( 9

2 9 B B "&(. B ，"&(3 9 "’( B ，"&( 9

/8 9 B B "&(. B ，"&(3 B "’( B ，"&( B

. 9 B B "&(. 9 ，"&(3 B "’( B ，"&( 9

溶藻弧菌 . B B B "&(. B ，"&(3 B "’( B ，"&( B

麦氏弧菌 3 B B B

嗜水气单胞菌 . B B B

恶臭假单胞菌 / B B B

假单胞菌属 . B B B

腐败希瓦菌 . B B B

!"!"& 腹泻病人粪便：04 份散发腹泻病人的肛拭

子标本于 3441 年 5 月采集自杭州市第一人民医院

和浙江省儿童医院肠道门诊。

!"& 引物和探针

引物及探针见表 3，根据 :#CD#E 复合荧光探针

设计原则设计。引物由上海生工合成，探针由大连

:#F#!# 生物公司合成。

!"’ 多重 %()*+,-.( #$% 方法的建立

荧光定量 )*! 仪为 !G&GH I"E" 公司产品，型号

为 !I%/444。用矩阵法优化引物、探针和 DJ*$3 浓

度。)*! 反应试剂为 :#F#!# 生物技术公司的 KL
:#C 酶。 反 应 体 积 为 32!A，含 . M >?NN"H、DJ*$3
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!"#$$%&’(、)*+, 各 #"-$$%&’(、! 对引物（./012345、

./014-46、7)8-995、7)8!4-6、:7;<2425 和 :7;<=#46）

各 #"9!$%&’(、! 条 探 针（ ./0129->、7)8>!!3 和

:7;>2?=）各 #"-9!$%&’(、@; +AB 酶 -2C’$(。反应程

序为：D2E !$FG 变性后，以 D9E 32H、2?E 92H 进行

92 个循环。于 2?E检测 5<I、J@K 和 6LK 通道的

荧光信号。

表 ! 引物和荧光探针核酸序列

,0F$M0 %0 >0%NM OMBPMG:M（2Q!!Q）
*P:&M%7F)M
>%HF7F%G

RMG1AGS
A::MHHF%G G%

6MTM0MG:M

!"#12345 UU< <R< R<< U<+ U++ U+R +++ U< 234 V 2!?

!"#14-46 ++< +UU <+< <<R U+R +++ <RU R+ 4-4 V 4#9 <5##=-?= +8FH H7P)/

!"#129-> 5<IW <U< <U< ++U U<U <RU RUR <+R R+R W@U(X,O@ 29- V 242

$%&-995 ++U <U< <UR +U< RR+ <U+ <<< +R -99 V -44

$%&!4-6 +++ <UR <<U <U< RU< R<< +R< U !4- V !93 <133-!22 +8FH H7P)/

$%&>!!3 J@KW <RU U<R <U< UUR U+R UU< ++R +< W@U(X,O@ !!3 V !#D

’$(<2425 U<+ <R< RU+ +RR <RR R<< R<R 242 V 2?2

’$(<=#46 U++ +<R <++ RR+ <++ UR+ U<< RR< =#4 V 4?! <53=2=#? +8FH H7P)/

’$(>2?= 6LKW UR+ RR< ++U <+U <+R U<U URU UR W@U(X,O@ 2?= V 4#D

$#&35--- <<R UR+ +U< URR +U< <+U +< --- V -93

$#&36!3? <RU U<+ YR+ 6+< R++ <++ +UU <++ !3? V -D2 <1#!?-!? +8FH H7P)/

$#&3>-99 5<IW ++U <UR <U+ +U< RRU +U< <<< +RR + W@U(X,O@ -99 V -4?

$#&-53=4 +RR <RR <U+ <++ RR< U<< <UU 3=4 V 3D4

$#&-6!#4 R++ R+R <UU <++ R<+ R++ R<U + !#4 V -?2 <133-!29 +8FH H7P)/

$#&->-=9 5<IW URU ++< <UU <U+ ++R <<U UUR U<R W@U(X,O@ -=9 V -23

’$(<5 U+U <R< URR R<+ ++R ++< RRU <UR !

’$(<6 +U+ <+U +U+ R+< RUU UU+ <++ <UR

$%&5 UU< U+< UU< U+U +U< +<+ RU 9

$%&6 RR+ <U+ <<< +RR U+R <U< +U

$#&5 RRU +U< <<< +RR ++< <RU R 9

$#&6 U<+ ++U URU +U+ U<+ <+R U

"#$ 单重 %&’()*+,&-.%
即加入一种引物和探针，其余条件与多重法相

同。检测 $#&3 和 $#&- 的单重实时 ,U6 的引物和探

针组合分别为：$#&35--- Z $#&36!3? Z $#&3>-99 和

$#&-53=4 Z $#&-6!#4 Z $#&->-=9。

"#/ 普通 -.%
霍乱弧菌 ’$(< 的 ,U6 检测方法依据卫生部疾

控司编写的《霍乱防治手册》第五版［!］进行。副溶

血弧菌 $%& 和 $#& 的 ,U6 检测方法参考文献［9］。

"#0 多重 %&’()*+,& -.% 方法直接检测肛拭子样品

取标本 3##!( 加入到 9$( 1, 增菌培养基中增

菌 48 后，按煮沸法提取 [*<，取 3!( 做模板。优化

样品处理方法后，对 !4 份腹泻儿童粪便样品进行多

重 6MA&W7F$M ,U6 检测。

"#1 肛拭子样品中菌株培养分离和鉴定

将肛 拭 子 样 品 分 别 划 线 接 种 于 9 号 平 板 和

+U1O 平板，!=E过夜后，每平板挑取 9W4 个可疑菌

落接种三糖铁斜面，阳性菌株用 X[ !-@ 生化反应鉴

定条和血清凝集实验进行鉴定。菌株经 1, 增菌

后，以煮沸法提取 [*< 模板，以多重 6MA&W7F$M ,U6
直接检测 ’$(<、$%& 和 !"#1。
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! 结果

!"# 多重实时 $%& 方法检测 !"#’、$%& 和 ’$(( 的

敏感性和特异性

多重实时 !"# 方法检测产毒素性的 $% 群（&
株）和 $%&’ 群（(( 株）霍乱弧菌菌株、不产毒素的

$% 群（%) 株）和 $%&’ 群（* 株）及非 $% 非 $%&’ 群（+
株）霍乱弧菌 的 !"#,，阳 性 和 阴 性 结 果 均 与 普 通

!"# 法检测结果符合（表 %）；检测 ( 株不耐热肠毒

素（-.）阳性大肠埃希菌，结果均为 !"#, 阴性。多重

实时 !"# 方法检测 $%&/，%%* 株副溶血弧菌均阳

性，而 *0 株 $% 群和 $%&’ 群霍乱弧菌、+ 株非 $% 非

$%&’ 群霍乱弧菌和 ’ 株其它细菌均阴性（表 %），表

明该法是可在种水平上鉴定副溶血弧菌。多重实

时 !"# 方法检测 %%* 株副溶血弧菌菌株 "’(，阳性

+& 株，阴性 (& 株；其中 &( 株（阳性 )0 株，阴性 ’ 株）

用普通 !"# 检测结果均符合（表 %）。多重实时 !"#
方法检测代表菌株的 $%&/、"’( 和 !"#, 的荧光信号

实时检测图见图 %。

图 % 多重实时 !"# 方法检测 $%&/、"’( 和 !"#, 的荧光信号实时检测图

, 1,2 通道检测 $%&/ 基因信号，图中产生阳性信号的二株菌均为副溶血弧菌；

/ 345 通道检测 "’( 基因信号，图中产生阳性信号的菌为 "’( 6 副溶血弧菌；

" #$5 通道检测 !"#, 基因信号，图中产生阳性信号的菌为 !"#, 6 霍乱弧菌

!"! 单重实时 $%& 方法检测 $#&# 和 $#&! 结果

用单重实时 !"# 分别检测 %%* 株副溶血弧菌

菌株 "&(% 和 "&()，结果 "&(% 阳性 % 株、"&() 阳性 *
株，且此 + 株菌普通 !"# 检测 "&( 均为阳性（其中 )
株是 由 789:8;<=:8 教 授 惠 赠 的、分 别 为 "&(% 6 和

"&() 6 的菌株，结果也与实时 !"# 的相同）；未检出

"&(% 或 "&() 的菌株有 %>’ 株，其中 &% 株用普通 !"#
检测结果也均为 "&( 阴性（表 %）。表明此 ) 种单重

实时 !"# 可用于 "&( 的检测，并可区分 "&(% 和 "&()。

!") 肛拭子样品的多重实时 $%& 方法检测和菌株

培养分离的比较

以多重 #?@ABC8D? !"# 直接检测 ’> 份散发腹泻

患者肛拭子样品的 $%&/、"’( 和 !"#,，结果 !"#, 均

阴性，在 % 份标本中同时检出 $%&/ 和 "’(（检出率

为 % E %F）。培养分离 ’> 份肛拭子样品，未培养出

霍乱弧菌；另在 ) 份样品检出副溶血弧菌（检出率

为 ) E)F），其中 % 份即为多重 #?@ABC8D? !"# 法直接

检测阳性者；此 ) 份样品中分离出的菌株均为 $%&/
和 "’( 阳性。多重实时 !"# 方法检测和菌株培养

分离检测副溶血弧菌结果经配对!
) 检验，差异无

统计学意义（见表 &；!
) G > E>，) H >I>0）。

表 ) 多重实时 $%& 方法和培养分离法检测肛

拭子副溶血弧菌的结果比较

培养分离
多重实时 !"# 方法

6 J

6 % %

J > KK

!
) G > E>；) H >E>0

) 讨论

常规 !"# 或者多重 !"# 需通过凝胶电泳进行

结果的分析和判定，费时费力，且只能定性不能定

量。实时 !"# 较常规 !"# 更为敏感和特异，操作简

便快速，且检测时无需打开 !"# 管，使实验室污染

的可能性得以减少。实时 !"# 在病原微生物检测

方面的应用越来越广泛。多重实时 !"# 通过合理

组合检测的靶基因、设计引物和探针及优化反应条

件，可使病原细菌鉴定和筛检的效率更为提高。

有报道建立了双重实时 !"#（改良分子信标检

测体系）检测霍乱弧菌 !"#, 和副溶血弧菌 "’(，可应
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用于副溶血弧菌食物中毒快速诊断和霍乱监测［!］。

然而仅检测副溶血弧菌 !"# 不能用于检测 !$# 阳性

而 !"# 阴性的副溶血弧菌。神奈川现象阴性但携有

编码 "#$ 基因（ !$#）的副溶血弧菌菌株也与胃肠炎

的发生有关，并可引起食物中毒暴发。此外，在其

它弧菌属细菌中，包括霍利斯弧菌和少数拟态弧菌

和非 %& 群霍乱弧菌，也可携带有 !"#［’］；副溶血弧

菌、拟态弧菌和非 %& 群霍乱弧菌间的 !"# 密切相

关，可 能 与 基 因 在 菌 株 或 菌 种 间 的 水 平 转 移 有

关［’］，故仅检出 !"# 不能完全排除是其他细菌。

也有报道建立了针对 %&$( 基因的实时 )*# 技

术用于定量检测副溶血弧菌［+］。然而，仅进行副溶

血弧菌 %&$( 基因的特异性检测，只能用于种的水

平上的菌株鉴定，不能反映菌株携带毒力基因的状

况。在 临 床 来 源 副 溶 血 弧 菌 菌 株 携 带 !"# 和,或
!$#，而绝大部分环境来源的菌株并不携带毒力基

因［-］，故仅以 %&$( 基因的实时 )*# 技术用于定量

检测海产品中的副溶血弧菌，其医学意义有限。

为避免上述不足之处，本文建立了多重实时

)*#，同时检测霍乱弧菌 ’!(.、副溶血弧菌特异性

%&$( 和 !"#。应用此多重实时 )*# 检测产毒素性

或不产毒素的 %& 群和 %&/0 群霍乱弧菌菌株及非

%& 非 %&/0 群霍乱弧菌菌株的 ’!(.，阳性和阴性结

果均与普通 )*# 法检测结果完全符合；另外考虑到

1" 基因与检测 ’!(. 序列有一定程度的类似性，我

们检测了 2 株 1" 阳性大肠埃希菌，发现此法均未扩

增出阳性信号；结果表明此方法检测 ’!(. 的敏感性

和特异性均令人满意。应用此多重实时 )*# 检测

多种来源的携带或不携带毒素基因的副溶血弧菌

菌株及其它种属细菌的 %&$( 和 !"#，结果表明，该

法能在种水平上检测副溶血弧菌及其主要毒力基

因 !"#。特别是由于溶藻弧菌与副溶血弧菌极为近

缘，二者 %&$( 序列间的差异不大，但该法仍能将溶

藻弧菌和副溶血弧菌区分，而我们也曾试图建立过

基于 345# 基因序列的实时 )*# 检测方法，但无法有

效区分溶藻弧菌和副溶血弧菌。另外本文建立了

分别检测 !$#& 和 !$#6 的单重实时 )*# 方法，可用

于当检出副溶血弧菌或扩增出副溶血弧菌特异性

%&$( 时，进一步检测其 !$# 基因。

我们还将此多重实时 )*# 初步应用于散发腹

泻患者肛拭子标本的筛检，并同时与常规细菌培养

法进行比较，结果发现两种方法检测副溶血弧菌未

见明显差异；但多重实时 )*# 在收到标本后可于 -7
8 &97 内出结果（包括 () 预增菌时间），而常规培养

法需 /: 8 2:；显示此多重实时 )*# 在突发食物中毒

事件的病原鉴定方面有着极大的应用价值。
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稿件规范化与标准化

高等院校教学论文的撰写要点

“高等院校教学”是微生物学会主办的科技期刊中唯一的教学栏目。该栏目是专门为高等院校教师开

辟的教学交流、切磋、提高的园地，栏目特色非常突出。因此，要求作者撰写的内容必须有新意，绝不是泛泛

地谈体会和叙述教学安排与过程。在内容选材上应该有鲜明的特点和针对性，做到主题明确、重点突出、层

次分明、语言流畅。教师的教学思路应与时俱进，及时将国内外新的科技成果贯穿到教学始终，只有这样才

能真正起到教与学的互动，提高高科技人才培养的水平。同时，稿件的录用率也能得到提高。
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