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霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株多酶恒温快速
扩增检测方法的建立
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摘要:目的　 建立一种霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株快速准确的检测方法ꎮ 方法　 基于多酶恒温快速扩增技术ꎬ根
据霍乱弧菌溶血素编码基因、霍乱毒素编码基因、Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群 Ｏ 抗原编码基因设计引物与探针ꎬ初步建立检测方

法ꎮ 以不同血清型霍乱弧菌及其它细菌 ＤＮＡ 为模板ꎬ验证检测方法的特异性与灵敏度ꎮ 结果　 配制反应体系时ꎬ按试

剂盒说明书推荐加入量 ０􀆰 ６ μＬ 加入探针时可成功扩增溶血素编码基因、霍乱毒素编码基因及 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群 Ｏ 抗原

编码基因 ４ 个目的基因ꎬ针对上述 ４ 个基因分别优化探针加入量为 １􀆰 ０ μＬ、１􀆰 ０ μＬ、１􀆰 ０ μＬ、０􀆰 ８ μＬ 时扩增效率更高ꎮ
对优化探针加入量的检测方法进行方法特异性验证时ꎬ各引物探针组合不与非目标菌 ＤＮＡ 产生交叉反应ꎮ 进行检测

方法的灵敏度分析时ꎬ不同目的基因的基因组检测灵敏度为 ７０ ｆｇ 或 ２９０ ｆｇꎮ 上述实验结果证明检测方法的灵敏度及

特异性满足设计要求ꎮ 结论　 建立了一种霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株检测的新方法ꎬ该方法特异性强、灵敏度

高、检测时间短ꎬ可适用于霍乱弧菌的常规检测及快检ꎬ对霍乱的预防具有一定的积极作用ꎮ
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　 　 霍乱是一种由霍乱弧菌感染所引起的强烈肠道

传染病[１]ꎬ主要由食入霍乱弧菌污染的食物或饮用污

染的水源引发[２ － ４]ꎬ传播性极强ꎬ危害性极大[５]ꎬ已经

肆虐人类几个世纪ꎬ使很多人因此而丧失生命ꎬ是«中

􀅰５０７􀅰　 现代预防医学 ２０２４ 年第 ５１ 卷第 ４ 期　 Ｍｏｄｅｒｎ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ ２０２４ꎬ Ｖｏｌ. ５１ꎬ ＮＯ. ４



华人民共和国传染病防治法»规定的两种甲类传染病

之一ꎬ也是«中华人民共和国国境卫生检疫法»规定需

要检疫的三种传染病之一ꎮ 随着科学技术的进步ꎬ口
服补液疗法、抗生素 /抗菌剂和疫苗[６] 等干预措施挽

救了无数霍乱患者ꎬ显著降低了霍乱患者的死亡率ꎬ
益生菌和噬菌体疗法等新的干预措施正在被开发出

来ꎬ但即使到现在ꎬ在一些公共卫生条件较差的国家

和地区比如非洲、印度、也门、海地ꎬ每年仍有很多人

因霍乱而丧命[７ － １１]ꎬ从世界范围内来看ꎬ霍乱的整体

防控形势仍然非常严峻ꎮ 我国当前霍乱疫情形势相

对较为平稳ꎬ但不时仍会有一些散发及聚餐暴发的病

例被报道[１２ － １４]ꎮ 我国霍乱防控良好形势的取得有赖

于我国公共卫生条件的不断进步及多年来持续的严

格防控ꎬ在当前形势下ꎬ必须更加重视ꎬ防止霍乱在我

国大规模暴发流行ꎮ
并非所有的霍乱弧菌都可引发霍乱[１]ꎮ 根据菌

体表面脂多糖[１５] 抗原(Ｏ 抗原)的不同ꎬ霍乱弧菌目

前已鉴定到 ２１０ 余个血清群ꎻ根据能否产生霍乱肠毒

素[１６]ꎬ霍乱弧菌又可分为产毒株与非产毒株ꎮ 根据

目前的研究ꎬ仅霍乱弧菌 Ｏ１ 群、Ｏ１３９ 群产毒株会导

致霍乱持续流行ꎬ而 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群非产毒株以及

其它血清群霍乱弧菌只引起偶然的散发病例或导致

很小规模的暴发[１７]ꎮ 因此ꎬ对霍乱弧菌 Ｏ１ 群与

Ｏ１３９ 群产毒株进行准确快速地检测就显得特别重

要ꎬ已成为霍乱领域的研究热点之一[１８ － １９]ꎮ
霍乱发病急且传播快ꎬ控制霍乱救治霍乱患者的

关键在于早预防、早发现、早治疗ꎬ而早发现的前提在

于对霍乱弧菌 Ｏ１ 群及 Ｏ１３９ 群产毒株进行快速准确

地检测ꎮ 同时ꎬ与城市相比ꎬ农村地区水源及公共卫

生整体状况仍相对较差ꎬ发生霍乱感染的几率也相对

更大ꎬ因此开发一种成本低、检测速度快、可现场部

署、适合中国及世界广大地区特别是农村地区的霍乱

弧菌 Ｏ１ 群及 Ｏ１３９ 群产毒株检测方法就显得尤为重

要了ꎮ 对于霍乱弧菌的检测ꎬ我国目前尚未制定国家

标准ꎬ仅原国家质量监督检验检疫总局及中华人民共

和国海关总署颁布了一些霍乱弧菌检验的行业标准ꎮ
权威的«霍乱防治手册»第 ６ 版规定对于霍乱弧菌检

测时首先对标本进行增菌分离ꎬ然后采用诊断血清凝

集、生化特征、形态学等方法进行鉴定ꎮ 这些行业标

准及«霍乱防治手册»第 ６ 版规定的鉴定方法或耗时

较长、步骤繁琐ꎬ或对检测仪器、检测人员、检测环境

要求较高ꎬ无法适用于霍乱弧菌的便携式快速鉴定ꎮ
恒温核酸快速扩增技术具有操作简单、灵敏度

高、检测时间短、设备要求低、抗干扰能力强的特点ꎬ
被视为致病菌较为理想的便携式快速检测方法[２０]ꎬ
但最早发明的恒温核酸快速扩增技术 － 重组酶聚合

酶 扩 增 技 术[２１] ( Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＲＰＡ)知识产权被国外所垄断ꎬ试剂依

赖进口、价格昂贵[２２]ꎬ因此国内近年来致力于研发具

有自主知识产权的恒温核酸快速扩增技术ꎮ 多酶恒

温 快 速 扩 增 技 术 ( Ｍｕｌｔｉｅｎｚｙｍｅ Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ｒａｐｉｄ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ＭＩＲＡꎬ以下均用简称)是国内研发的一

种具有完整的自主知识产权的新型恒温核酸快速扩

增技术ꎬ这种技术依靠多种功能蛋白(解旋酶、重组

酶、单链结合蛋白、ＤＮＡ 聚合酶等)协同作用ꎬ在常温

下实现核酸快速扩增ꎬ扩增效果与 ＲＰＡ 相当并已在

致病菌检测领域实现了广泛的应用[２３ － ２５]ꎮ
鉴于霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株快速检测

的需求及 ＭＩＲＡ 技术知识产权的自主性ꎬ本研究拟采

用 ＭＩＲＡ 技术ꎬ以霍乱弧菌为研究材料ꎬ探究其不同

血清型及产毒株与非产毒株基因之间的的差异ꎬ旨在

建立一种对霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株进行快

速鉴定的方法ꎬ为霍乱弧菌防治提供支持ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

１􀆰 １􀆰 １ 　 菌 株 及 ＤＮＡ 来 源 　 霍 乱 弧 菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ
ｃｈｏｌｅｒａｅ)Ｏ１３９ 群产毒株 ＤＮＡ 由山东省疾病预防控制

中心惠赠ꎻ霍乱弧菌 ( Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ) Ｏ１ 群产毒株

ＤＮＡ 由中国疾病预防控制中心传染病预防控制所惠

赠ꎻ产气荚膜梭菌(Ｃ􀆰 ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ)ＡＴＣＣ１３１２４、鼠伤寒

沙门氏菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ) ＡＴＣＣ１４０２８、金黄

色葡萄球菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ ａｕｒｏｕｓ) ＡＴＣＣ ６５３８、副溶

血性弧菌(Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ) ＡＴＣＣ１７８０２、单核

细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌 ( Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ )
ＡＴＣＣ１９１１５、 铜 绿 假 单 胞 菌 ( Ｐ􀆰 ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ )
ＡＴＣＣ９０２７、霍乱弧菌 ＶＢＯ(Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ ＶＢＯ)ꎬ购自

于广东环凯微生物科技有限公司ꎻ大肠埃希氏菌

Ｏ１５７:Ｈ７ / ＮＭ(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７:Ｈ７) ＡＴＣＣ４３８８８
由山东省食品药品检验研究院惠赠ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂　 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(荧光型):
潍坊安普未来生物科技有限公司ꎻ霍乱弧菌通用引

物、探针ꎬ霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群特异性引物、探
针ꎬ均购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司ꎻ
ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ３􀆰 ０:宝日医生物技术(北京)有限公司ꎻ营养

肉汤培养基:北京陆桥技术股份有限公司

１􀆰 ２　 仪器与设备 　 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ＱｕｉｃｋＤｒｏｐ 超微量全

波长分光光度计(美谷分子仪器(上海)有限公司)ꎻ
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ 􀅹 ４８０ ＩＩ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪(瑞士罗

氏)ꎻＳｏｒｖａｌｌ Ｌｅｇｅｎｄ Ｍｉｃｒｏ ２１Ｒ 冷冻型微量台式离心机

(美国赛默飞世尔)ꎻＳＰＬ － ３５０ 生化培养箱(天津市莱
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玻特瑞仪器设备有限公司)ꎻＢＳＣ － １５００ＩＩＡ２ － Ｘ 生物

安全柜(博科控股集团有限公司)ꎻＤＫ － ９８ － Ⅱ智能

电热恒温水浴锅(天津市泰斯特仪器有限公司)ꎮ
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物与探针设计　 在研究霍乱弧菌相关检验

标准与研究文献的基础上ꎬ遵循潍坊安普未来生物科

技有限公司提供的 ＭＩＲＡ 技术引物与荧光探针设计

原则ꎬ 本研究选择霍乱弧菌的溶血素编码基因

(ｈｌｙＡ)、霍乱毒素编码基因(ｃｔｘＡ)、Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群

Ｏ 抗原编码基因(ｒｆｂ)设计了四对引物与探针ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细菌培养与核酸提取　 将本研究中所用菌株

按照所购买菌株说明书要求或国家标准要求进行复

苏增菌ꎬ增菌液按照宝日医生物(北京)有限公司细菌

ＤＮＡ 提取试剂盒(ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ３􀆰 ０)的产品说明书要求ꎬ提取

ＤＮＡꎮ 提取后的 ＤＮＡ 采用超微量全波长分光光度计

测定质量浓度与纯度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＭＩＲＡ 扩增体系及优化　 按照潍坊安普未来

生物科技有限公司 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒(荧光

型)说明书的规定ꎬ常用的 ＭＩＲＡ 扩增体系为 ５０ μＬꎬ
其中各组分的量如下:Ａ ｂｕｆｆｅｒꎬ２９􀆰 ４ μＬꎻ上游引物

(１０ μＭ)ꎬ２ μＬꎻ下游引物(１０ μＭ)ꎬ２ μＬꎻ探针(１０
μＭ)ꎬ０􀆰 ６ μＬꎻｄｄＨ２Ｏ 和 ＤＮＡ 模板ꎬ１３􀆰 ５ μＬꎻＢ ｂｕｆｆｅｒꎬ
２􀆰 ５ μＬꎮ 在本研究中ꎬＤＮＡ 模板的加入量为 ２ μＬꎮ
在对扩增体系进行优化时ꎬ根据王淑娟等人的研

究[２６]ꎬ只针对探针加入量 (０􀆰 ４、０􀆰 ６、０􀆰 ８、１􀆰 ０、１􀆰 ２

μＬ)进行优化ꎬ根据探针加入量调整 ｄｄＨ２ Ｏ 的加入

量ꎬ其余试剂加入量不变ꎬ扩增体系总体积仍保持 ５０
μＬꎮ 本研究所用扩增程序为:３９ ℃ １ ｍｉｎꎻ３９ ℃ ２０
ｍｉｎꎬ每 ３０ ｓ 采集一次荧光信号ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＭＩＲＡ 体系的特异性　 在 １􀆰 ３􀆰 ３ 优化后的体

系中加入 ２μＬ 目标菌 ＤＮＡ 作为阳性对照ꎬ２μＬ ｄｄＨ２

Ｏ 替代 ＤＮＡ 作为空白对照ꎬ加入常见非目标菌 ＤＮＡ
进行扩增检测ꎬ对该方法的特异性进行验证ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 ＭＩＲＡ 检测方法的灵敏度 　 对霍乱弧菌 Ｏ１
群与 Ｏ１３９ 群产毒株 ＤＮＡ 进行 １０ 倍梯度稀释ꎮ 稀释

完成后ꎬ分别取 ２ μＬ 不同浓度的 ＤＮＡ 稀释液作为模

板ꎬ加入探针优化后的 ＭＩＲＡ 体系中ꎬ根据扩增结果

判断霍乱弧菌的检测灵敏度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 结果判断　 阳性结果有类似“Ｓ”形扩增曲线ꎬ
且 Ｃｔ≤３５ꎻ阴性结果为无扩增曲线ꎬ且 Ｃｔ > ４０ 或未检

出ꎻ若 ３５ < Ｃｔ < ４０ꎬ需复检一次ꎮ 如再次扩增后 Ｃｔ 值
仍为 < ４０􀆰 ０ꎬ则判定检验结果阳性ꎻ如再次扩增后 Ｃｔ
值≥４０􀆰 ０ꎬ则判定检验结果阴性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 数据处理及图片绘制 　 导出荧光定量 ＰＣＲ
仪运行数据ꎬ通过软件 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０２２ 进行数据处理

及绘制图像ꎮ

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＭＩＲＡ 检测方法引物探针序列　 本研究设计的

ＭＩＲＡ 引物与探针序列见表 １ꎮ

表 １　 ＭＩＲＡ 引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＭＩＲＡ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ
引物与探针名称 引物序列(５’ － ３’)
ｈｌｙＡ － Ｆ ５’ － ＡＴＴＴＡＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＣＴＡＧＡＧＣＧＴＴＣＡＴＴＧ － ３’
ｈｌｙＡ － Ｒ ５’ － ＧＴＴＡＡＡＣＡＣＧＡＡＧＣＧＡＴＡＡＴＣＴＴＧＧＧＣＡＡＴＣ － ３’

ｈｌｙＡ － Ｐ ５’ － ＴＧＡＴＣＡＡＣＴＣＧＧＴＴＡＴＣＧＴＣＡＧＴＴＴＧＧＡＧＣＣＡＧ[ＦＡＭ － ｄＴ]Ｔ[ＴＨＦ][ＢＨＱ１ － ｄＴ]
ＡＣＧＡＣＧＴＴＡＧＡＴＧＣＣ － ３’Ｃ３ － ｓｐａｃｅｒ

ｃｔｘＡ － Ｆ ５’ － ＡＣＴＣＣＣＡＡＡＴＡＴＡＴＧＧＡＴＧＧＴＡＴＣＧＡＧＴＴＣＡ － ３’
ｃｔｘＡ － Ｒ ５’ － ＴＣＧＣＡＡＧＴＡＴＴＡＣＴＣＡＴＣＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＧＡ －３’

ｃｔｘＡ － Ｐ ５’ － ＡＣＡＡＴＴＡＣＡＴＣＧＴＡＡＴＡＧＧＧＧＣＴＡＣＡＧＡＧＡ[ＦＡＭ － ｄＴ]]ＡＧ[ＴＨＦ][ＢＨＱ１ － ｄＴ]
ＡＴＴＡＣＡＧＴＡＡＣＴＴＡＧＡ － Ｃ３ － ｓｐａｃｅｒ

ｒｆｂＯ１ － Ｆ ５’ － ＴＧＧＡＴＡＴＣＴＡＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴＧＡＡＣＡＧＡＴＧＧＧ －３’
ｒｆｂＯ１ － Ｒ ５’ － ＴＣＡＡＴＣＡＣＡＣＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＴＧＴＡＡＧＴＡＣＡＡＣ －３

ｒｆｂＯ１ － Ｐ ５’ － ＴＧＴＧＴＧＧＧＣＣＡＧＧＴＡＡＡＧＴＡＧＧＣＴＴＡＣＴＴＧＡＧＴ[ＦＡＭ － ｄＴ][ＴＨＦ]Ｇ[ＢＨＱ１ － ｄＴ]
ＡＡＧＣＣＣＡＣＴＡＣＣＧＣＡＴ － Ｃ３ － ｓｐａｃｅｒ

ｒｆｂＯ１３９ － Ｆ ５’ － ＧＡＴＴＴＧＧＴＧＡＧＡＡＧＣＣＴＣＴＴＴＡＴＴＡＣＧＧＧＴＧＧ －３’
ｒｆｂＯ１３９ － Ｒ ５’ － ＡＧＡＧＡＡＡＣＡＧＣＡＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＣＣＣＡＡＡＡＴ － ３’

ｒｆｂＯ１３９ － Ｐ ５’ － ＡＴＧＡＡＧＧＴＡＴＣＴＴＣＡＡＧＴＴＡＧＡＧＣＣＧＧＧＴＧＴ[ＦＡＭ － ｄＴ]Ａ[ＴＨＦ][ＢＨＱ１ － ｄＴ]
ＧＣＴＧＴＣＴＴＴＴＣＴＣＡＣＧＡ －３’Ｃ３ － ｓｐａｃｅｒ

２􀆰 ２　 ＭＩＲＡ 检测方法中引物与探针的适用性　 首先

按照常规探针加入量 ０􀆰 ６ μＬ 配制 ＭＩＲＡ 扩增体系进

行扩增ꎬ以探究设计的引物探针能否扩增目的基因ꎮ
从扩增结果来看ꎬ以所有霍乱弧菌血清群中提取的

ＤＮＡ 为模板ꎬ根据溶血素基因设计的引物探针都能

成功扩增目的基因ꎻ以霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产

毒株 ＤＮＡ 为模板时ꎬ根据霍乱弧菌肠毒素基因设计

的引物探针能扩增目的基因ꎬ以霍乱弧菌非产毒株
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ＤＮＡ 为模板时ꎬ不能扩增目的基因ꎻ以霍乱弧菌 Ｏ１
群与 Ｏ１３９ 群 Ｏ 抗原编码基因设计的引物探针进行

扩增时ꎬ以对应血清型 ＤＮＡ 为模板时能成功扩增ꎬ以

非对应血清型 ＤＮＡ 为模板时ꎬ不能扩增ꎮ 初步说明

设计的引物探针能正常用于扩增ꎬ以不同血清型霍乱

弧菌 ＤＮＡ 为模板时特异性较好(见图 １)ꎮ

　 　 注:Ａ 为 ｈｌｙＡ 基因引物探针初步验证ꎻ Ｂ 为 Ｏ１ 群 ｒｆｂ 基因引物探针初步验证ꎻＣ 为 Ｏ１３９ 群 ｒｆｂ 基因引物探针初步验证ꎻ Ｄ 为 ｃｔｘＡ 基因引物探

针初步验证ꎮ

图 １　 ＭＩＲＡ 方法设计引物探针初步验证

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＩＲＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｏｂｅｓ

２􀆰 ３　 ＭＩＲＡ 法检测霍乱弧菌时探针的量的优化　 调

整探针加入量ꎬ研究探针加入量与扩增效率之间的关

系ꎮ 对于 ｈｌｙＡ 基因ꎬ以霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群

ＤＮＡ 为模板时ꎬ荧光强度与探针加入量的关系是 ０􀆰 ６
< ０􀆰 ４ < ０􀆰 ８ < １􀆰 ０ < １􀆰 ２ꎻ对于 ｃｔｘＡ 基因ꎬ以霍乱弧菌

Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群 ＤＮＡ 为模板时ꎬ荧光强度与探针加

入量的关系是 ０􀆰 ６ < ０􀆰 ４ < ０􀆰 ８ < １􀆰 ２ < １􀆰 ０ꎻ对于 Ｏ１ 群

ｒｆｂ 基因ꎬ荧光强度与探针加入量的关系是 ０􀆰 ６ ＝ ０􀆰 ４
< ０􀆰 ８ < １􀆰 ０ < １􀆰 ２ꎻ对于 Ｏ１３９ 群 ｒｆｂ 基因ꎬ荧光强度与

探针加入量的关系是 ０􀆰 ４ < ０􀆰 ６ ＝ １􀆰 ０ < ０􀆰 ８ ＝ １􀆰 ２(见
图 ２)ꎮ 基于保证检测灵敏度与节约试剂兼顾的原

则ꎬｈｌｙＡ 基因、ｃｔｘＡ 基因、Ｏ１ 群 ｒｆｂ 基因 ＭＩＲＡ 扩增体

系探针加入量选择 １􀆰 ０ μＬꎬＯ１３９ 群 ｒｆｂ 基因 ＭＩＲＡ 扩

增体系探针加入量选择 ０􀆰 ８ μＬꎮ
２􀆰 ４　 ＭＩＲＡ 体系的特异性　 在对 ＭＩＲＡ 扩增体系进

行优化后ꎬ分别提取多种常见菌的 ＤＮＡ 与原先提取

及获得的霍乱弧菌 ＤＮＡ 进行检测方法特异性验证ꎮ
结果显示ꎬ根据溶血素基因设计的引物探针ꎬ对所有

种类的霍乱弧菌 ＤＮＡ 都能成功扩增ꎬ对非霍乱弧菌

不能进行扩增ꎻ根据霍乱弧菌肠毒素基因设计的引物

探针ꎬ仅对霍乱弧菌产毒株 ＤＮＡ 成功扩增ꎬ对霍乱弧

菌非产毒株与非霍乱弧菌不能进行扩增ꎻ根据霍乱弧

菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群 ｒｆｂ 基因设计的引物探针ꎬ则仅能

针对相应血清型霍乱弧菌 ＤＮＡ 进行扩增ꎬ对其它血
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清型的霍乱弧菌与非霍乱弧菌则不能扩增(见表 ２)ꎮ
２􀆰 ５　 ＭＩＲＡ 体系的灵敏度　 从检测霍乱弧菌的最低

ＤＮＡ 质量浓度来考察该方法的灵敏度ꎮ 经超微量全

波长分光光度计测定ꎬ提取的霍乱弧菌 Ｏ１ 菌株 ＤＮＡ
质量浓度为 ７ ｎｇ / μＬꎬＯ１３９ 菌株 ＤＮＡ 质量浓度为 ２９
ｎｇ / μＬꎬ将霍乱弧菌 Ｏ１ 与 Ｏ１３９ 菌株提取 ＤＮＡ 经梯

　 　 注:Ａ 为 ｈｌｙＡ 基因扩增效率与探针加入量关系ꎻ Ｂ 为 Ｏ１ 群 ｒｆｂ 基因扩增效率与探针加入量关系ꎻＣ 为 Ｏ１３９ 群 ｒｆｂ 基因扩增效率与探针加入量

关系ꎻＤ 为 ｃｔｘＡ 基因扩增效率与探针加入量关系ꎮ

图 ２　 ＭＩＲＡ 方法检测霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株的探针量的优化

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｄｏｓａｇｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ Ｏ１ ａｎｄ Ｏ１３９ ｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ＭＩＲＡ ｍｅｔｈｏｄ

表 ２　 ＭＩＲＡ 检测方法的特异性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＭＩＲＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

序号 菌种名称 ｈｌｙＡ 基因
检测结果

Ｏ１ 群 ｒｆｂ 基因
检测结果

Ｏ１３９ 群 ｒｆｂ 基因
检测结果

ｃｔｘＡ 基因
检测结果

１ 霍乱弧菌 Ｏ１ 群产毒株 ＋ ＋ － ＋
２ 霍乱弧菌 Ｏ１３９ 群产毒株 ＋ － ＋ ＋
３ 霍乱弧菌 ＶＢＯ ＋ － － －
４ 鼠伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ １４０２８ － － － －
５ 金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８ － － － －
６ 副溶血性弧菌 ＡＴＣＣ １７８０２ － － － －
７ 单核细胞增生李斯特氏菌 ＡＴＣＣ１９１１５ － － － －
８ 铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ９０２７ － － － －
９ 产气荚膜梭菌 ＡＴＣＣ１３１２４ － － － －
１０ 大肠埃希氏菌 Ｏ１５７:Ｈ７ / ＮＭ ＡＴＣＣ４３８８８ － － － －

　 　 注:“ ＋ ”为检出ꎻ“ － ”为未检出ꎮ
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度稀释后取 ２ μＬ 作为模板加入 ＭＩＲＡ 检测体系中ꎮ
在研究该方法的灵敏度时ꎬ扩增霍乱弧菌 Ｏ１ 群 ｒｆｂ 基

因所采用的 Ｏ１ 群 ＤＮＡ 稀释梯度为 ７ ｎｇ ~ ０􀆰 ７ ｆｇꎬ扩
增霍乱弧菌 Ｏ１３９ 群 ｒｆｂ 基因所采用的 Ｏ１３９ 群 ＤＮＡ
稀释梯度为 ２􀆰 ９ ｎｇ ~ ０􀆰 ２９ ｆｇꎻ扩增 ｈｌｙＡ 基因与 ｃｔｘＡ
基因时ꎬ先进行了预实验ꎬ在预实验中ꎬ发现 ＭＩＲＡ 检

测这两种基因的灵敏度非常高ꎬ为了图形呈现的美观

性ꎬ采用的霍乱弧菌 Ｏ１ 用于扩增的 ＤＮＡ 稀释梯度为

７ ｐｇ ~ ０􀆰 ７ ｆｇꎬ霍乱弧菌 Ｏ１３９ 用于扩增的 ＤＮＡ 梯度

为 ２􀆰 ９ ｐｇ ~ ０􀆰 ２９ ｆｇꎮ 以霍乱弧菌 Ｏ１ 菌株提取 ＤＮＡ

为模板ꎬ采用针对其 ｒｆｂ 基因设计的引物探针扩增时ꎬ
检出限为 ７０ ｆｇꎻ以霍乱弧菌 Ｏ１３９ 菌株提取 ＤＮＡ 为

模板ꎬ采用针对其 ｒｆｂ 基因专门设计的引物探针扩增

时ꎬ检出限为 ２９０ ｆｇꎻ以霍乱弧菌溶血素基因与肠毒

素基因引物探针为模板ꎬ采用霍乱弧菌 Ｏ１ 与 Ｏ１３９
菌株提取 ＤＮＡ 为模板ꎬ检出限分别为 ７０ ｆｇ 与 ２９０ ｆｇ
(见图 ３)ꎮ
２􀆰 ６　 ＭＩＲＡ 检测结果的判定 　 ＭＩＲＡ 检测结果的判

定可按表 ３ 进行ꎮ

　 　 注:Ａ 为核酸质量浓度与 ｈｌｙＡ 基因检测效率之间的关系ꎻＢ 为核酸质量浓度与 Ｏ１ 群 ｒｆｂ 基因检测效率之间的关系ꎻＣ 为核酸质量浓度与 Ｏ１３９
群 ｒｆｂ 基因检测效率之间的关系ꎻＤ 为核酸质量浓度与 ｃｔｘＡ 基因检测效率之间的关系ꎮ

图 ３　 ＭＩＲＡ 方法检测霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株基因组的灵敏度

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ Ｏ１ ａｎｄ Ｏ１３９ ｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ＭＩＲＡ ｍｅｔｈｏｄ

３　 讨　 论

选取合适的基因是采用多酶恒温快速扩增法鉴

定霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株的基础与前提ꎮ

本研究确定的 ４ 种鉴定基因中ꎬ溶血素编码基因为霍

乱弧菌所共有ꎬ针对溶血素编码基因设计的引物与探

针可用于所有血清型霍乱弧菌的扩增ꎻｒｆｂ 基因用于

霍乱弧菌 Ｏ 抗原的编码ꎬ不同 Ｏ 血清型的霍乱弧菌
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表 ３　 ＭＩＲＡ 检测结果的判定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｊｕｄｇｍｅｎｔ ｏｆ ＭＩＲＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

序号 ｈｌｙＡ
检测结果

Ｏ１ － ｒｆｂ
检测结果

Ｏ１３９ － ｒｆｂ
检测结果

ｃｔｘＡ
检测结果 结果判定

１ － － － － 非霍乱弧菌

２ ＋ － － － 不产毒非 Ｏ１ 非 Ｏ１３９ 群霍乱弧菌

３ ＋ ＋ － － 不产毒 Ｏ１ 群霍乱弧菌

４ ＋ ＋ － ＋ 产毒 Ｏ１ 群霍乱弧菌

５ ＋ － ＋ － 不产毒 Ｏ１３９ 群霍乱弧菌

６ ＋ － ＋ ＋ 产毒 Ｏ１３９ 群霍乱弧菌

７ ＋ － － ＋ 产毒非 Ｏ１ 群非 Ｏ１３９ 群霍乱弧菌

　 　 注:“ ＋ ”为检出ꎻ“ － ”为未检出ꎮ

此基因序列有所差异ꎬ这也是霍乱弧菌 Ｏ 血清型分型

的分子生物学基础ꎬ针对霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群

ｒｆｂ 基因设计的引物和探针具有特异性ꎬ仅可扩增对

应血清型的霍乱弧菌ꎻ霍乱毒素是霍乱弧菌的主要毒

力因子ꎬ为霍乱弧菌产毒株所共有ꎬ由一个 Ａ 亚基及

５ 个 Ｂ 亚基所构成ꎬｃｔｘＡ 基因是霍乱毒素 Ａ 亚基的编

码基因ꎬ因此 ｃｔｘＡ 基因可以作为区分霍乱弧菌产毒

株与非产毒株的基因ꎮ 从上述分析中可以看出ꎬ选取

的 ４ 种基因从功能上可以满足霍乱弧菌 Ｏ１ 群与

Ｏ１３９ 群产毒株的鉴定需求ꎮ 在进行实际检测时ꎬ可
以先用扩增溶血素编码基因的引物与探针去进行检

测ꎬ对初步检测结果为霍乱弧菌的再进行进一步检

测ꎬ以确定霍乱弧菌类型ꎮ 对于非霍乱弧菌ꎬ只需要

１ 个反应管即能完成检测ꎻ对于初步检测结果为霍乱

弧菌的菌株ꎬ总计需要 ４ 个反应管才能最终确定样品

的血清型与产毒情况ꎮ 用溶血素编码基因进行初步

筛选的意义在于可以节约检验成本ꎮ
在对基因进行深入分析的基础上ꎬ本研究基于

ＭＩＲＡ 技术ꎬ建立了霍乱弧菌 Ｏ１ 群与 Ｏ１３９ 群产毒株

快速准确的检测方法ꎮ 该方法特异性强ꎬ总检测时长

仅为 ２１ 分钟左右ꎬ不同目的基因的基因组检测灵敏

度为 ７０ｆｇ 或 ２９０ｆｇꎬ且只需要价格低方便携带的恒温

荧光检测仪即可完成扩增检测过程ꎬ能充分满足我国

及世界广大地区特别是欠发达地区霍乱弧菌快速检

测的需求ꎮ 与近几年开发的霍乱弧菌检测方法相比ꎬ
本研究建立的检测方法具有独特的优势ꎮ 李涛等建

立的检测方法[２７]与凌娇等建立的检测方法[２８]仅选取

霍乱弧菌的 １ 个基因进行检测ꎬ其检验结果仅能证明

样品是否为霍乱弧菌ꎮ 万莹等建立的检测方法[２９] 选

取了霍乱弧菌的 ３ 个基因ꎬ包括 １ 个种特异性基因与

２ 个毒力基因ꎬ但未包含血清型鉴定相关基因ꎬ不能

对霍乱弧菌进行分型ꎮ 李盛杰建立的霍乱弧菌检测

方法[３０]使用了多酶恒温快速扩增技术ꎬ但仅选取了

霍乱弧菌的 １ 个基因进行检测ꎬ其检验结果也仅能证

明样品是否为霍乱弧菌ꎮ 传染病防控制国家重点实

验室的 Ｌｕ 等人认识到了用快检技术对霍乱弧菌进行

分型检测的重要性ꎬ联用恒温扩增技术与基因编辑技

术开发了霍乱弧菌 Ｏ１ 群及 Ｏ１３９ 群产毒株快速检测

的方法[１９]ꎬ此方法需要先进行扩增再对扩增产物进

行进一步处理后才能观察到检测结果ꎬ步骤相对繁

琐ꎬ检测成本也相对较高ꎬ且扩增完成后再打开反应

管盖子进行检测易造成气溶胶污染从而影响检验结

果ꎮ
综上所述ꎬ本研究成果为霍乱弧菌的快速检测提

供了一条新的思路ꎬ研究成果的应用推广不仅会对霍

乱弧菌防治及食品安全监管产生积极作用ꎬ对于人民

生命健康的保护也具有重大意义ꎮ
利益冲突声明　 本研究不存在任何利益冲突
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