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霍乱弧菌核酸检测技术研究进展 
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[六安市金安区疾病预防控制中心(区卫生监督所), 六安  237000] 

摘  要: 霍乱是由霍乱弧菌引起的烈性肠道传染病, 快速、准确识别病原体是疫情早期预警和应急处置的关

键。本文系统综述近年来霍乱弧菌核酸检测技术的研究进展, 重点梳理聚合酶链式反应(polymerase chain 

reaction, PCR)技术和等温扩增技术的检测原理、技术特性与应用现状。通过构建核心性能综合对比表, 实现

多维度横向评价; 深入剖析霍乱弧菌活菌不可培养状态检测、死菌 DNA 假阳性干扰、复杂基质抑制等当前领

域关键共性问题, 并总结现有解决方案。结合临床诊断、现场应急、实验室精准检测等实际需求, 提出场景化

技术选择建议: 实时荧光定量 PCR 技术为临床与实验室检测的金标准, 环介导等温扩增技术、重组酶聚合酶

扩增技术适配现场快速检测, 微滴式数字 PCR 适用于精准定量及低载量样本确证。展望未来, 霍乱弧菌核酸

检测将向“单氮化丙啶活菌鉴别+等温扩增+微流控集成+多靶标联检+智能判读”的一体化平台发展, 实现更快

速、精准、便携的检测, 全面契合公共卫生防控实际需求。 
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Research progress on nucleic acid detection technology for Vibrio cholerae 

ZHOU Cong-Yu*, YAO Jia-Xiang, LI Shao-Yi, HUANG Shou-Zhong, LUO Ting, LU Lu, WANG Xian 
[Jin’an District Centre for Disease Control and Prevention (District Health Supervision Institute), Lu’an 237000, China] 

ABSTRACT: Cholera is a severe intestinal infectious disease caused by Vibrio cholerae. Rapid and accurate 

identification of the pathogen is critical for early warning of outbreaks and emergency response. This review 

systematically examined recent advances in nucleic acid detection technologies for Vibrio cholerae, focused on the 

detection principles, technical characteristics and current applications of polymerase chain reaction (PCR) and 

isothermal amplification techniques, constructed a comprehensive performance comparison table to enable 

multi-dimensional comparative evaluation; thoroughly analyzed key common challenges in the field, including detection 

of viable but non-culturable Vibrio cholerae, false-positive interference from dead bacterial DNA, complex matrix 

inhibition and summarized existing solutions. Based on practical requirements in clinical diagnosis, on-site emergency 

testing and laboratory-based precision detection, this review proposed scenario-specific technical recommendations: 

real-time fluorescent quantitative PCR serves as the gold standard for clinical and laboratory testing; loop-mediated 
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isothermal amplification and recombinase polymerase amplification were suitable for rapid on-site detection; and droplet 

digital PCR was applicable to precise quantification and confirmation of low-load samples. Looking ahead, Vibrio 

cholerae nucleic acid detection will evolve toward an integrated platform combining propidium monoazide-based viable 

bacteria discrimination, isothermal amplification, microfluidic integration, multi-target combined detection and 

intelligent interpretation, thereby enabling faster, more accurate and portable testing that fully meets the practical needs 

of public health prevention and control. 
KEY WORDS: Vibrio cholerae; nucleic acid detection; polymerase chain reaction; isothermal amplification 
 
 

0  引  言 

霍乱是由霍乱弧菌所致的烈性肠道传染病, 属于我

国法定甲类传染病与国际检疫传染病, 具有发病急、传播

速度快、病情进展迅猛、致死率高的特点, 全球公共卫生

防控形势严峻。据流行病学统计, 全球年均新发霍乱病例

约 290 万例, 死亡人数超 9.5 万, 疫情在公共卫生基础设施

薄弱、卫生管理水平落后的国家和地区尤为严峻[1–2]。在我

国对外经贸往来与人员跨境流动日趋频繁的背景下 , 水
体、水产品、食品等外环境被霍乱弧菌污染的隐患持续存

在, 输入性疫情与本地暴发风险长期存在。 
霍乱弧菌广泛分布于自然淡水与海水环境中, 可感

染虾、蟹、贝类等各类水产动物, 是典型的食源性、水源性

致病菌。该菌感染剂量极低, 健康人群摄入含 102~104 CFU
霍乱弧菌的污染食物, 或饮用含 108~1010 CFU 该菌的污染

水源即可发生感染; 胃酸缺乏、胃肠功能紊乱等高危人群的

感染阈值可降至 103 CFU, 感染风险显著升高[3–4]。此外, 孢
子、果蝇等生物可通过机械携带方式传播病菌, 进一步拓

宽传播途径[5]。感染者典型临床表现为急性水样腹泻、呕

吐、脱水等症状, 重症患者可快速出现循环衰竭、代谢性

酸中毒、休克, 甚至可在 48 h 内死亡。极低的食源性感染

剂量与高危人群低暴露阈值, 对环境、水体及食品样本中

微量活菌的精准检测、早期污染预警体系建设提出了严苛

的技术要求。 
基于菌体表面 O 抗原差异, 霍乱弧菌可分为 200 余个

血清群 [6], 依据产毒能力又可划分为产毒株与非产毒株, 
其中仅 O1 群、O139 群产毒株是引发霍乱暴发与流行的主

要致病菌。目前我国霍乱常规检测主要依据 WS 289-2008
《霍乱诊断标准》, 采用传统微生物分离鉴定方法, 需经

过增菌(6~8 h)、分离培养(18~24 h)、纯培养(18~24 h)、生

化鉴定及血清学鉴定等多个步骤, 检测周期长、操作繁琐、

灵敏度有限 , 且易受样本基质与人为操作干扰 , 引发漏

检、误判, 难以满足甲类传染病“早发现、早隔离、早处置”
的快速应急处置需求。 

核酸检测技术的快速发展推动了霍乱弧菌检测体系

的全面革新。与霍乱发病机制相关的核心基因主要有

ompW、ctxAB 和 tcpA。其中 ompW 为高度保守的特异性外

膜蛋白编码基因, 种属特异性强、检测稳定性高, 可有效

区分霍乱弧菌和其他近缘弧菌, 适用于各类样本的初筛与

菌种确认; ctxAB 编码霍乱毒素, 是决定霍乱弧菌致病性的

核心基因, 仅在产毒菌株中高表达, 多用于病例确诊和样

本毒力检测[7]; tcpA 编码毒素共调节菌毛, 介导细菌肠道

定植与生物膜形成, 与 ctxAB 协同受毒力系统调控, 可用

于菌株生物型分型与疫情溯源分析。现行 WS 289—2008
行业标准制定年限较早, 虽明确了霍乱诊断依据与细菌培

养、血清凝集、核酸检测等实验室方法, 但已难以适配当

前检测技术迭代与多元化应用场景的需求。 
现有综述多侧重霍乱核酸检测单项技术介绍, 缺乏

系统性横向对比和场景化分析 , 对活的但不可培养状态

(viable but non culturable state, VBNC)、死菌 DNA 假阳性

等行业共性难题的梳理与探讨较为零散。基于此, 本文系

统梳理霍乱弧菌主流核酸检测技术的研究进展, 对比分析

各类技术的性能优势、局限与适用场景, 总结当前检测领

域的关键共性技术难题, 并结合实际防控需求提出技术选

用与优化方案, 旨在为新时期霍乱疫情监测、应急处置与

常态化防控提供理论依据与技术参考。 

1  聚合酶链式反应技术 

1.1  普通聚合酶链式反应技术 
普通聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)

技术是通过针对霍乱弧菌特异性靶基因设计引物, 经变

性、退火、延伸的循环反应实现目标 DNA 片段的体外高

效扩增, 结合琼脂糖凝胶电泳即可完成病原检测。该技术

以样本核酸为模板, 搭配引物、DNA 聚合酶、脱氧核糖核

苷三磷酸(deoxyribonucleoside triphosphate, dNTP)等反应

体系, 经 30~40 个循环扩增后, 依据特异性电泳条带的有

无判定检测结果 , 单样本整体检测时长为 3~4 h。基于

ompW 基因的引物体系可实现所有霍乱弧菌血清群的广谱

特异性检测, 靶向 ctxAB 基因的扩增体系则可精准区分产

毒株与非产毒株, 有效适配霍乱菌种鉴定与毒力初步筛

查需求[8]。 
相较于传统培养法, 普通 PCR 可检出微量菌体核酸, 

能够识别低载量带菌个体与轻度污染水样, 检测灵敏度显
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著提升, 同时可满足流行病菌株分型调查需求[9–10]。与等

温扩增技术相比, 该技术引物设计简单、结果判读客观、

试剂成本低廉, 在常规实验室中结合基因测序技术, 仍是

霍乱弧菌分子溯源与分型研究的基础方法[11]。但普通 PCR
需开盖电泳 , 气溶胶污染风险较高 , 假阳性率可达

5%~10%, 且无法实现定量检测、整体灵敏度偏低[12–13]。

目前该技术已逐步被新型 PCR 技术替代, 仅在资源匮乏地

区与基层实验室用于初步筛查, 实际应用中需严格执行分

区操作、使用无酶一次性耗材, 并搭配尿嘧啶 DNA 糖苷酶

(uracil-DNA glycosylase, UNG)防污染体系, 最大限度降低

检测误差[14]。 

1.2  实时荧光定量聚合酶链式反应技术 

实时荧光定量 PCR 技术(quantitative real-time PCR, 
qPCR)是在普通 PCR基础上引入荧光染料或 TaqMan探针、

分子信标等荧光标记体系, 通过实时监测扩增过程中的荧

光信号变化, 实现目标核酸的精准定量检测, 信号强度与

扩增产物含量呈正相关。目前霍乱弧菌 qPCR 检测常用靶

标包括菌种通用基因、O1/O139 群特异性基因及毒力基因

ctxAB, 同时 zot、ace、hlyA、rtxC 等基因也可作为辅助检

测标志物[15–22]。李丹丹等[23]建立的霍乱弧菌 qPCR 快速检

测方法最低检出限(limit of detection, LOD)为 25 CFU/mL。

马晨晨等[24]在对比使用 qPCR 和普通 PCR 检测霍乱弧菌

时发现, 前者最低 LOD 为 10 copies/µL, 远远优于后者

(1×105 copies/µL)。 
该技术全程闭管扩增、无需后续开盖处理, 可将产物

污染导致的假阳性风险控制在 1%以下[24]。检测时长仅 1~2 h, 
具备重复性好、准确性高、检测快速的优势, 可适配粪便、

水体、水产品等多类样本检测, 广泛用于临床菌株载量评

估、感染程度判定与治疗效果监测。与数字 PCR 相比, 
qPCR 检测通量更高、成本更低、检测速度更快; 与等温扩

增技术相比, 结果重复性与定量精准度更具优势 [25]。但

qPCR 技术依托生物安全二级实验室, 存在引物探针设计

门槛高、扩增产物片段较短的缺陷, 且依赖大型荧光定量

PCR 仪器, 进口设备单价高达 15~30 万元, 单样本检测试

剂成本为 80~110 元, 配套质控成本也相对较高, 加之基层

人员难以自主优化引物探针体系, 极大限制了其在基层现

场与非实验室场景的推广应用。未来可通过推广国产便携

式 qPCR 设备、研发预制冻干反应试剂盒等方式, 降低设

备与技术门槛, 拓展基层应用场景[26]。 

1.3  多重聚合酶链式反应技术 

多重 PCR 技术的核心原理为在单一反应体系中加入

多组特异性引物, 可同步扩增多个目标 DNA 片段, 实现单

一反应多靶标联合检测。周茜等[27]、蒋蔚等[28]、杨亚琨等[29]

相继成功地建立了针对霍乱弧菌、副溶血弧菌、创伤弧菌

等不同弧菌或其他食源性致病菌的多重 PCR 检测方法, 能
够满足鉴定出两种及以上病原体的实际检测需求, 其检测

霍乱弧菌的灵敏度最低可达 102 CFU/mL。霍乱多重 PCR
的核心价值在于同时覆盖种属特异性(ompW/toxR)、血清型

(rfbO1/rfbO139)、毒力(ctxA/tcpA), 1 次反应完成“是否霍乱

→哪群/型→是否产毒”的全链条判定[30], 通过 ctxA、tcpA、

rfb 等基因交叉验证, 可避免单一靶标检测造成误判, 有
效排除其他弧菌及杂菌干扰, 特异性可达 98%~100%, 适
合暴发期快速分型、流行病学调查与大规模监测[31]。跟分

离培养法、普通 PCR、单一 PCR 相比, 多重 PCR 检测时

长仅为 2~3 h; 单管替代多管, 可节约 50%以上的样本、试

剂与人力成本, 时效性与经济性优势显著[32–33]。但该技术

体系优化难度较大, 体系内多组引物易形成引物二聚体并

产生非特异性扩增; 不同靶基因 GC 含量、解链温度差异

较大, 反应参数需折中设置, 易造成部分靶标扩增效率不

均, 甚至导致低丰度靶标漏检; 同时引物设计需依托专业

生物信息学软件, 研发周期长、成本高, 对实验条件与操

作人员专业度要求严苛, 一定程度限制了其规模化应用。 

1.4  数字聚合酶链式反应  

数字 PCR (digital PCR, dPCR)是最新一代 PCR 技术, 
通过将反应体系分割成几十到几万份独立反应单元, 使每

个单元包含一个或多个拷贝的核酸模板, 经独立扩增后统

计阳性单元荧光信号 , 无需依赖扩增曲线与循环阈值

(cycle threshold, Ct)值, 不受阳性对照、标准曲线和扩增效

率的影响, 可直接统计核酸分子拷贝数, 实现对起始样本

核酸分子的绝对定量分析 , 定量变异系数(coefficient of 
variation, CV)<5%[34–35]。其中微滴式数字 PCR (droplet 
digital PCR, ddPCR)是目前研究和应用最为广泛的 dPCR。

聂丹丹等[36]利用 ddPCR 法检测霍乱弧菌的最低 LOD 可达

2.9 copies/μL, 灵敏度比 qPCR高 10~100倍, 可精准区分患

者急性期、恢复期与带菌状态。另外, ddPCR 的微滴分割

模式可有效隔离单孔污染影响, 大幅降低交叉污染概率[37], 
同时对粪便胆盐、海水腐殖酸等抑制剂的耐受能力较

qPCR 提升 3~5 倍, 粗提样本即可完成检测, 无需严格核酸

纯化, 适合消毒后水体、贝类、服药后粪便等死菌 DNA 干

扰严重、活菌载量低的疑难样本检测[38]。但 ddPCR 存在

明显应用短板, 实验流程包括微滴生成、扩增、荧光读取、

数据分析, 全程耗时 4~5 h, 操作精细度要求高、技术门槛

高; 多引物探针体系易出现非特异性结合, 体系优化周期

长; 专用的微滴式/芯片式 dPCR 仪单价为普通 qPCR 仪的

3~5 倍, 探针、微滴生成油等单次检测耗材成本超 200 元, 
设备及运维成本高, 难以在基层实验室普及, 不适配大规

模现场筛查需求, 仅适用于实验室精准定量、低载量样本

检测与菌株溯源研究[39]。综上, 总结对比出各 PCR 技术的

综合性能和主要应用场景, 见表 1。 
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表 1  霍乱弧菌 PCR 检测技术综合性能对比表 
Table 1  Comprehensive performance comparison table of PCR detection technology for Vibrio cholerae 

技术类型 普通 PCR qPCR 多重 PCR dPCR 

LOD/(copies/µL) 1×105 1×101 102 2.9 

单样本检测耗时/h 3~4 1~2 2~3 3~4 

核心设备 普通 PCR 仪 qPCR 仪 qPCR 仪 微滴数字 PCR 仪 

抗复杂基质能力 弱 中等 弱 强 

防污染设计 无 闭管检测 无 微滴分割+闭管 

活细胞检测能力 否 需结合 PMA 否 需结合 PMA 

主要应用场景 实验室初筛、分型 临床确诊、定量检测 多病原体同时筛查 低载量样本、溯源研究 

注: 单氮化丙啶(propidium monoazide, PMA)。 
 

2  等温扩增技术 

2.1  环介导等温扩增技术 

环 介 导 等 温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP)是基于 DNA 链置换反应的恒温扩增

技术, 依托嗜热脂肪地芽孢杆菌 DNA 聚合酶在 60~65 ℃
恒温条件下, 通过 4~6 条特异性引物识别靶基因 6~8 个保

守区域, 可在 1 h 内完成目标片段高效扩增, 扩增产物主

要为串联重复茎环结构, 可通过肉眼显色、荧光信号、浊

度变化或琼脂糖电泳判定结果[40–44]。目前针对霍乱弧菌

ace、zot、cri、nanH、ctxA 等基因构建的 LAMP 检测体系, 
最低 LOD 可达每反应 1.85 pg 基因组 DNA 或每反应 2.5 
CFU 的细胞, 检测灵敏度约为普通 PCR 的 10 倍[45–46], 对
环境水样低丰度菌株及 VBNC 状态霍乱弧菌具备良好的

筛查能力[47]。 
该技术无需精密热循环仪器、操作简便、结果可视化, 

适合基层批量初筛, 但实际应用中存在显著短板: 多引物

体系易受样本基质与低拷贝模板影响, 引发引物二聚体、

非模板扩增及气溶胶污染, 假阳性风险较高[48]; 扩增产物

结构复杂 , 无法直接用于测序溯源 , 阳性结果需结合培

养、qPCR 或全基因组测序进一步验证。同时免提取检测

模式虽简化操作, 但易受水产品、污水、粪便中腐殖酸、

盐分、蛋白等抑制剂干扰, 稳定性不足。实际应用中需采

用多靶标分层检测策略, 搭配空白对照、阳性对照与内参

对照, 优先选用闭管荧光检测体系, 构建脱氧尿苷三磷酸

(deoxyuridine triphosphate, dUTP)与尿嘧啶 DNA 糖基化酶

(uracil-DNA glycosylase, UDG)配合使用的防污染系统, 保
障检测准确性[45–48]。 

2.2  重组酶聚合酶扩增技术 

重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 技 术 (recombinase polymerase 
amplification, RPA) 借 助 重 组 酶 、 单 链 结 合 蛋 白

(single-stranded DNA-binding protein, SSB)和链置换 DNA
聚合酶, 在 37~42 ℃左右的恒温状态下完成引物入侵、链

置换和延伸, 通常 20 min 内即可获得扩增信号[49–51]。该技

术对设备要求低, 可与侧向流试纸条(lateral flow strip, LFS)
或荧光探针结合 , 形成扩增和判读一体化的现场检测模

式。蒋丽婷等[52]建立的霍乱弧菌 RPA 检测方法以 ompW 为

靶基因, 可扩增出 280 bp 特异性条带, 灵敏度与 qPCR 相

当, 均达到 0.1 ng/μL。王培等[53]将 RPA 与三段式 LFS 结

合, 建立霍乱弧菌与创伤弧菌双重现场检测体系, 其中霍

乱弧菌以 lolB 为检测标记, 在 37 ℃反应 30 min 后通过试

纸条 5 min 判读, 该方法检测灵敏度为每反应 10 拷贝核酸, 
在食品样本中可检出每 10 g 加标样品内 1 CFU 活菌。 

相较于 LAMP 技术, RPA 反应温度更低、引物设计相

对简便、产物片段较单一, 便于后续测序复核验证, 适配

现场快速筛查。但该技术存在明显应用局限, 核心酶和探

针体系依赖商品化试剂, 冷链运输、有效期与批间差异会

影响基层常态化检测稳定性; 对引物二聚体与探针背景噪

声敏感 , 弱阳性样本若无内对照与重复验证 , 易出现误

判。尤其 RPA-LFS 开盖判读模式易产生气溶胶污染, 单次

污染可持续影响多批次检测结果。实际应用中应优先选用

闭管荧光 RPA 体系与一次性密闭装置, 严格单向流程和分

区操作, 配套滤芯耗材与 dUTP/UDG 防污染体系, 弱阳性

样本需通过 qPCR 复核确认, 规避检测误差[53–54]。 

2.3  重组酶介导的等温扩增技术 
重 组 酶 介 导 的 等 温 扩 增 技 术 (recombinase-aided 

isothermal amplification, RAA)的基本过程是在 37~42 ℃恒

温条件下 , 重组酶先与引物结合形成复合物并侵入双链

DNA, 随后在 DNA 聚合酶作用下启动链置换延伸, 15~30 min
即可产生目标片段 , 适配简易恒温设备 , 基层落地性更

强。郭晨瑶等[55]以 ompW 基因为靶标构建荧光 RAA 体系, 
纯菌 LOD 为 6.7×102 CFU/mL, 经 12 h 增菌后 LOD 可降至

6.7×10–2 CFU/mL。陈家良等[56]基于霍乱弧菌接合性转座子

建立的 RAA 联合侧向流动分析(lateral flow dipsticks, LFD)
方法, 最低可检出 20 拷贝/μL 核酸, 同时兼顾病原筛查与

耐药风险识别需求。李达容[57]通过模拟养殖水体、水产样本

检测显示, RAA-LFD可有效检出低浓度霍乱弧菌(7.4 CFU/g), 
灵敏度(2.5 fg/μL)较常规PCR法(25 fg/μL)高出 10倍, 且受到

食品基质的影响较小。 
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与 qPCR 相比, RAA 检测设备适配性广, 金属浴、水

浴锅、便携式恒温模块均可满足反应需求, 在腹泻病例排

查、口岸抽检、农贸市场应急筛查、养殖水域风险监测中, 
RAA 可先完成快速分流, 实现检测关口前移。阴性样本结

合流行病学风险决定是否富集复检, 阳性样本则立即启动

复核、留样、培养分离和溯源, 更贴近基层疾控和市场监

管的真实工作条件。 
多重 RAA 在其他食源性病原检测中的应用也说明, 该

技术具有向多靶标联检扩展的空间[58]。因此可采用分层靶标

设计, 通过 ompW、ctxA/B、rfbO1/O139 的组合检测, 同步完

成菌种鉴定、产毒判定、血清分型与耐药风险提示, 避免单

一靶标误判。该技术现存瓶颈主要为商品化试剂依赖冷链储

运、批间稳定性有待提升, 开盖 LFD 判读模式存在气溶胶污

染风险, 且该技术在不同类型样本中的检测阈值差异明显。

后续需通过冻干试剂研发、密闭卡匣改造、本地化基质验证

与标准化质控流程优化, 提升技术稳定性与可靠性[55–58]。 

2.4  多酶恒温核酸快速扩增技术 

多酶恒温核酸快速扩增技术(multi-enzyme isothermal 
rapid amplification, MIRA)的基本机制是在 25~42 ℃的宽

温域恒温条件下, 重组酶与特异性引物先形成复合体, 并
在辅助蛋白和单链 DNA 结合蛋白的帮助下侵入双链 DNA
模板; 随后 DNA 聚合酶在引物 3′端启动延伸, 约 20 min
内完成扩增。按判读方式不同, MIRA 可分为基础 MIRA、

实时 MIRA 和 MIRA-LFD, 分别对应凝胶电泳、实时荧光

采集和侧流试纸条 3 种检测模式。李盛杰等[59–60]针对霍乱

弧菌 ompW 保守序列设计引物组, 并利用 MIRA 法结合胶

体金试纸条进行检测, 筛选得到的引物探针组合具有较好

特异性, 灵敏度可低至 10 fg/μL。丁卫平等[61]围绕霍乱弧

菌 O1 群、O139 群及产毒相关编码基因设计引物与探针, 
建立的 MIRA 方法可同时适配 O1 群与 O139 群产毒株鉴

定需求, 检测灵敏度为 70 fg/μL 或 290 fg/μL。 
MIRA 的反应温度低、扩增速度快, 设备依赖度低, 

便携适配性优异, 适合野外现场与低资源场景筛查。其局

限性主要在于该技术体系尚未成熟, 方法学验证与应用数

据积累少于其他等温扩增技术, 且凝胶电泳、开放式试纸

条判读模式存在开盖操作, 气溶胶污染风险突出。应优先

选用闭管荧光检测与密闭式 LFS 体系, 严格落实分区操

作、一次性耗材使用、扩增后不开盖等防污染策略, 搭配

多靶标联合检测与平行复核机制, 规避单一检测的结果偏

差, 提升检测准确性[61]。 
综合来看, 各类等温扩增技术各有优劣, 单一的方法

都不宜承担霍乱暴发确证和分子溯源任务, 需结合场景组

合应用、交叉复核[62–63]。各等温扩增技术的的综合性能比

较和主要应用场景, 见表 2。 

3  霍乱弧菌核酸检测技术的关键共性问题与应用 

3.1  霍乱弧菌核酸检测的关键共性问题 

当前各类核酸检测技术在灵敏度、时效性上已全面优

于传统培养法, 能够快速识别霍乱弧菌感染与污染风险, 
但在复杂现场场景应用中, 假阳性、假阴性问题仍普遍存

在, 是制约检测精准度、影响结果可靠性的核心瓶颈, 也
是现阶段技术优化的重点方向。 
3.1.1  死菌残留和 VBNC 状态检测难题 

核酸检测无法区分核酸来源为活菌、死菌或 VBNC
状态菌株, 是导致结果误判、风险高估的主要原因。临床

场景中, 患者经有效抗生素治疗后, 活菌排菌周期可缩短

至 5 d 以内, 但粪便样本中死菌残留 DNA 仍可在治疗后

7~28 d 持续检出, 易将康复期患者误判为现症感染者, 造
成不必要的隔离管控与医疗资源浪费[64–68]。环境场景中, 自
然水体死菌 DNA 可稳定存留 14~30 d, 疫情后环境消杀监测

中, 残留核酸干扰易导致假阳性结果, 无法真实反映水体活

菌污染水平, 误导疫情风险评估[69]。此外, 霍乱弧菌在低温、

营养匮乏、高盐、抗生素胁迫等环境压力下可进入 VBNC 状

态, 该状态菌株无法在常规培养基生长, 核酸扩增响应弱, 
但可在适宜条件下复苏致病, 是霍乱间歇期隐蔽传染源[70]。

流行区外环境水体中 VBNC 状态霍乱弧菌占比可达

30%~60%, 常规核酸检测无法区分 VBNC 菌株、死菌与活菌, 
易造成活菌载量高估与疫情风险误判[71–72]。 

 
表 2  霍乱弧菌等温扩增检测技术综合性能对比表 

Table 2  Comprehensive performance comparison table of isothermal amplification detection technologies for Vibrio cholerae 

技术名称 LAMP RPA RAA MIRA 

反应温度/℃ 60~65  37~42  37~42  25~42  

反应时间/min 30~60  15~30 15~30 10~30 

核心优势 
无需热循环仪; 特异性较强; 

结果可视化 
反应速度快; 温度要求低;

产物较单一 
设备要求低; 适合现场筛

查; 可结合荧光或 LFD 
反应温度低; 扩增

快; 便携性较好 

主要局限性 
引物设计复杂; 产物结构复

杂; 非特异扩增和污染风险 
试剂成本较高; 对酶活性敏

感; 引物二聚体影响判读 
开盖判读有污染风险; 反

应效率受体系影响 
公开验证研究有限; 
开盖检测易污染 

质控对策 
设置内对照; 熔解曲线或探

针确证; 闭管检测 
优化引物探针; 实时荧光或

封闭式检测; 阳性复核 
冻干化试剂; 标准化操作; 

设置基质加标对照 
优先闭管荧光; 密封

式 LFD; 多方法复核

主要应用场景 基层现场初筛 现场快速检测 基层现场、大规模筛查 现场快速检测 
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普通核酸检测技术无法区分 VBNC 状态细菌和死菌

残留, 会高估活菌数量。目前主要的解决方案有 3 种。(1)
通过额外增加 PMA 预处理样本, PMA 穿透死菌破损细胞

膜并结合其 DNA, 抑制死菌核酸扩增, 仅检出活菌信号, 
可将死菌 DNA 假阳性率降至接近 0%。福建省疾病预防控

制中心将三重 dPCR 与 PMA 预处理相结合, 用于霍乱弧菌

活菌定量检测[38]。但该技术无法区分细胞膜完整的死菌与

活菌, 对高浓度残留 DNA抑制效果有限, 且试剂本身会轻

微抑制 PCR 扩增, 后续可通过研发新型活细胞甄别染料, 
如溴化乙锭单叠氮化物(ethidium monoazide, EMA)、碘化

丙啶单叠氮化物改进型(propidium monoazide xx, PMAxx); 
优化 PMA 处理条件, 如光照时间、PMA 浓度; 甚至可以考虑

将 PMA 与噬菌体扩增法结合来提升甄别效能[73–74]。(2) DNA
和 mRNA 双重靶标扩增验证, 通过核酸类型的差异判定菌

株活性。DNA 与 mRNA 双阳性判定为活菌污染、存在致

病风险; 仅DNA 阳性则判定为死菌残留、无现行传播风险[75]。

(3)将核酸检测技术与噬菌体相结合, 利用噬菌体特异性侵

染活霍乱弧菌并增殖裂解菌体的特性, 通过分析噬菌体加

入样本扩增前后的 Ct 差值来判断霍乱弧菌活菌存在与否。

陈曦等 [76]基于 VP1 噬菌体的特异性基因 gp46 建立的

TaqMan-qPCR 方法扩增效率接近 93%, 灵敏度比基于毒力

基因 ctxB 建立的 TaqMan-qPCR 方法提高了 100 倍。但该

技术操作流程复杂、检测时长可达 6~8 h, 涉及到特异性霍

乱弧菌噬菌体的培养和低温长期保存, 需稳定宿主菌、半

固体琼脂、孵育过夜、效价滴定, 单样本检测时间、成本

和难度均显著高于单纯 qPCR, 且现阶段无成熟商品化试

剂盒支撑, 难以满足肠道门诊即时排查、口岸快速放行、

突发疫情紧急处置的监测要求[77]。 
3.1.2  复杂样本基质的干扰问题 

霍乱弧菌检测的常见样本包括临床粪便、养殖水体、

自然海水、污水、水产食品等, 这类样本中富含腐殖酸、

多糖、蛋白质、重金属离子、胆盐等抑制物, 可显著抑制

DNA 聚合酶的活性, 导致扩增效率下降、检测灵敏度下降

60%~85%, 甚至出现假阴性结果[78–79]。相关研究表明, 未
经前处理的海水样本, 其高盐、有机质成分可对 Taq 酶产

生 90%~100%的抑制, 完全阻断核酸扩增反应, 严重影响

外环境样本检测准确性[80–81]。 
目前应对基质干扰的主流方案为优化样本前处理与

扩增体系, 通过磁珠法、硅胶柱法等高效核酸提取技术去

除杂质抑制物, 同时在扩增体系中添加牛血清白蛋白、二

甲基亚砜、甘油等抗干扰试剂, 提升体系耐受性, 有效改

善复杂样本的扩增效果, 保障检测稳定性与准确性。 

3.2  霍乱核酸检测技术的应用 

霍乱弧菌核酸检测的核心矛盾是实验室要精准定量、

溯源质控, 现场要快、便携、低成本、抗抑制。因此必须

紧扣公共卫生疫情防控、水产品与水环境食品安全检测双

重实际需求, 结合各类核酸检测技术的性能差异与适用特

点, 构建多种等温扩增与 PCR 联用, 整合互补的分层检测

模式, 覆盖不同场景与资源条件, 实现从基层初筛、批量

排查到实验室精准确证的全链条、标准化检测体系, 详细

推荐方案见表 3。 

 
表 3  霍乱核酸检测在不同场景下的应用推荐方案 

Table 3  Recommended schemes of nucleic acid detection for 
Vibrio cholerae in different application scenarios 

应用 
场景 

主推技术 核心优势 核心用途 

现场 
应急 

RAA/ 
RPA 初筛 

抗干扰、免提取

体系、快速出结

果、便携易操作 

疫情卡点、口岸、

门诊快速排查 

大批量

筛查 

优化型 LAMP
技术+ qPCR
抽检复核 

通量高、性价比

优、稳定筛查体系 

环境、食品、人群

批量排查, 快速锁

定高污染点位和

高危人群 

实验室

确证 
qPCR+PMA-

ddPCR 
精准溯源、绝对

定量、结果权威 

临床确诊、低载

量样本检测、活

细胞定量 

边远 
基层 

封闭式MIRA/
简易 LAMP

免提取一体化前

处理、闭管防污染

初筛体系 

人群、水源、水产

品全域常态化风

险初步筛查 

 

4  展  望 

立足现有研究基础, 未来霍乱弧菌核酸检测技术将

以便携化、智能化、经济化为核心迭代方向, 推动高端检

测技术下沉基层、适配多场景普惠应用。在现有技术体系

优化层面, 可推进等温扩增与微流控技术深度融合, 依托

芯片集成、全封闭检测、低成本量产等优势, 解决传统方

法气溶胶污染、复杂样本检出率低等问题, 实现霍乱弧菌

鉴定及毒力分型的现场高通量检测 [82–85]; 同时推广免离

心、无有机溶剂的核酸提取检测一体化便携设备, 摒弃人

工模板转移操作, 简化检测流程、压缩检测时长, 该类设

备无需大型配套设施、支持单人全流程操作, 可适配基层

疾控筛查、野外水环境监测及突发疫情应急检测等多元场

景[86–94]; 此外可多维度优化国产 RPA/RAA 试剂的酶活稳

定性、复杂基质耐受性及常温储运性能, 完善配套质控体

系, 打破进口试剂垄断, 有效降低检测成本。 
在前沿技术融合创新层面, 依托大数据技术构建霍

乱专项检测数据库, 耦合地理、气象、水文等多维外部数据, 
实现菌株溯源、流行态势追踪与疫情风险智能预警[95–96]; 借
助人工智能算法实现检测信号自动判读与引物探针智能设
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计, 可实时识别加样错误、扩增异常、设备故障、实验污

染等问题并发出预警, 强化实验室质控能力, 并结合测序

数据实现毒力基因自动分型与毒力等级精准判定[97–99]; 借
助纳米材料与纳米传感技术实现核酸高效富集与检测信号

放大, 支撑免提取直接扩增检测模式[100], 显著提升低丰度

样本检出灵敏度, 增强等温扩增试剂在野外及基层复杂环

境中的适配稳定性。 
综上, 通过传统技术优化与前沿技术融合的双向创

新 , 可有效突破当前霍乱核酸检测的技术局限 , 构建精

准、快速、低成本的一体化检测体系, 为我国霍乱常态化

监测、突发疫情应急处置及公共卫生应急防控体系建设提

供坚实技术支撑。 
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