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【摘要】 目的建立一种基于DNA回旋酶B亚单位基因(gyrB)基因的Taqman一探针荧光定量

聚合酶链式反应(PCR)鉴定溶藻弧菌的方法。方法以溶藻弧菌标准株(ATCC)和溶藻弧菌野生株

(wT)为研究对象，通过软件设计溶藻弧菌gyrB基因的特异性PCR引物及Taqman一探针，采用荧光定

量PCR仪进行检测，评价该检测方法的特异性和灵敏度。结果Taqman一探针荧光定量PCR检测方

法对溶藻弧菌gYrB基因的检测灵敏度为10～mg／L；在检测粪肠球菌、金黄色葡萄球菌、腐生葡萄球菌、

霍氏肠杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希氏菌6种其他常见致病菌时未出现阳性扩增，特异性均为100％。

结论成功建立Taqman一探针荧光定量PCR是一种特异性、灵敏度均较好的鉴定溶藻弧菌的方法，

该方法适用于溶藻弧菌的快速检测，具有应用价值。
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Establishment of a method for the identification of Vibrio alginolyticus by Taqman—Probe fluorescence

quantitative PCR analysis Chen Changguo，ttou Bingbing,Chen Qiuyuan,Guo Jianwei，Zhao Qiangyuan．

Department ofClinical Laboratory,Navy General Hospital PLA，100048 Being,China

[Abstract]Objective To establish a method for the identification of Vibrio alginolyticus by Taqman-

probe fluorescence quantitative PCR analysis based on gyrB gene．Methods The standard strain of Vibrio

algae—lysing(ATCC)and wild strains(WT)were studied as the research objeet，using the bio—software to

design specific PCR primers and Taqman probe of Vibrio alginolyticus gyrB gene and detected by fluorescence

quantitative PCR instrument．Results The detection sensitivity of gyrb gene of Vibrio alginolyticus by Taqman

fluorescence quantitative PCR was 10～mg／L．The detection method did not show positive amplification in

detection of Enterococcusfaecalis，Staphylococcus aureus，Saprophytic staphylococcus，Enterobacter hormaechei，

Pseudomonas aeruginos．Escherichia coli 6 other common pathogenic bacteria．The specificity was 100％．

Conclusions The fluorescence quantitative PCR method for the identification of Vibrio algin01)‘ticus was

successfully established．The method is specific and sensitive，it is suitable for rapid detection of Vibrio

alginolyticus and has application value．

[Key words]Taqman fluorescence probe；Fluorescence quantitative PCR；Vibrio alginolyticus；
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溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)由Miyamoto在

1961年命名，属弧菌科弧菌属，是一种革兰阴性(G一)

嗜盐性弧菌⋯，广泛存在于海洋、河水等水体环境

中，是水生动物弧菌病的主要条件致病菌旧‘3。。对

于人类，部分致病力较强的弧菌如创伤弧菌可以造

成致命性感染H J，溶藻弧菌主要导致食物中毒和

胃肠炎，严重时可引起脓毒症∞。6 J。溶藻弧菌作为

一种致腹泻菌和影响食品安全的病原菌日益受到

重视‘7—8|。

溶藻弧菌常规检测方法大多要经过分离培养

与生化鉴定，不仅用时较长且不能快速鉴别病原菌。

随着分子生物学技术的快速发展，荧光定量聚合酶
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链式反应(PCR)技术被广泛应用于病原菌的鉴定

和检测[9-10]。我们针对溶藻弧菌DNA回旋酶B亚

单位基因(gyrB)高度保守区设计荧光定量引物和

Taqman一探针，建立Taqman一探针荧光定量PCR检

测溶藻弧菌的方法。

1材料与方法

1．1实验菌株本实验使用的菌株包括：溶藻

弧菌ATCC一17749(由李艳君博士提供)；溶藻

弧菌野生株一wT(由本实验室采集并保存)；粪

肠球菌ATCC一29212、金黄色葡萄球菌(金葡菌)

ATCC一25293、腐生葡萄球菌ATCC—BAA750、铜绿

假单胞菌ATCC一27853、霍氏肠杆菌ATCC一700323、

大肠埃希氏菌ATCC一25922菌株6种其他菌株均为

本科室保存。

1．2仪器与试剂SYBR@Green QPCR Master Mix

购自天根生物科技(北京)有限公司；荧光定量

PCR仪为上海宏石公司SLAN一96P Real Time PCR

System生产，引物及Taqman一探针由北京奥科鼎盛

生物科技有限公司合成，按照引物合成单要求进行

后期处理。

1．3细菌核酸粗提物制备菌种存放在一80℃的

冰箱里，取出后置于37℃水浴快速复温，复温后的

菌种冻存液接种在硫代硫酸盐柠檬酸盐蔗糖琼脂培

养基(TCBS)和哥伦比亚血平板上，在37℃孵箱中

培养12 h。用无菌接种环取适量细菌至1．5 mL离心

管中，加入100血核酸裂解液后室温裂解15 min，

100℃恒温金属浴加热10 min，室温13 000 r／min离

心5 min(离心半径----9．5 em)，取上清作为模板。

1．4 引物及Taqman一荧光探针设计 在NCBI

网站输人基因名称获取相应基因序列，运用生物软

件Beacon Designer 7和Primer Premier 5．0进行荧光

定量PCR引物及Taqman一荧光探针设计，探针

5’端标记FAM，3’端标记BHQl。上游引物：5I_GCT
AACACGTACATTGA一3’，下游引物：5I_GCTTGAG

AACTTAGGATCA一3·，荧光探针：FAM—CCGCAGTT

AGACCTTCACGC-BHQ 1。

1．5 PCR反应体系及扩增条件取1血提取液上

清为模板，以gyrB特异性引物及Taqman一探针进

行荧光定量PCR检测。PCR反应体系为：2×Mix

10¨L、引物对1 p．L、模板1止、ddH20 7此。PCR

反应条件为：95℃5 min(94℃30 S～58℃40 s收集

荧光)，35个循环，25℃10 S。

1．6引物浓度的优化上下游引物浓度分别配置

成20 nmol／L、15 nmol／L、10 nmol／L工作液进行荧光

定量PCR检测，扩增条件同前。

1．7探针浓度的优化合成的荧光探针按照合成

单加入ddH：O配成母液，然后取5灿探针母液至

95止ddH20中作为工作液。在20 p．L PCR反应体系

中分别加入l止、O．5皿荧光探针，扩增条件同前。

1．8特异性评价以优化后的反应体系检测溶藻

弧菌标准菌株及其他6种细菌的标准株。

1．9灵敏度评价以标准菌株系列浓度梯度为模

板(102 mg／L。10～mg／L)，每个浓度梯度取1止核

酸为模板，以优化后的反应体系和反应条件进行荧

光定量PCR。以出现典型扩增曲线并在循环数内

出现Ct值为阳性。

2结果

2．1实验参数的优化

2．1．1引物浓度的优化经过多次实验引物最佳浓

度约为10 nmol／L，经2％凝胶电泳显示引物二聚体

较少且扩增效率能够满足实验要求。见图l。

2．1．2探针浓度的优化实验结果显示，20／xL PCR

反应体系中加入0．5血荧光探针，其反应曲线较加

入1止荧光探针的效果更好，见图2。优化后的溶

藻弧菌Taqman一探针荧光定量PCR反应条件为：
20 pL体系(ddH20 7．5 pL、2×Mix 10肛L、模板1 pL、

引物对1止、探针0．5止)，95℃5 min(94℃30 S。

58℃40 S收集荧光)，35个循环，25℃10 S。

2．2 Taqman一探针荧光定量PCR反应体系评价

2．2．1特异性评价用优化后的反应体系检测溶藻

弧菌标准菌株与野生株以及其他6种细菌的标准菌

株，以溶藻弧菌的标准菌株为阳性对照。结果除溶

藻弧菌标准株及野生株出现阳性扩增外，其他6种

细菌标准株均无阳性扩增。因此，该方法的特异性

为100％。见图3～4。

2．2．2灵敏度评价 以溶藻弧菌标准株核酸系列

稀释样本为模板进行荧光定量PCR，当模板浓度为

102～10。mg／L时，每个浓度均有典型扩增曲线，当
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循环数

0．5 gL探针PCR结果

循环数

o“I．探针PCR结果

图2不同浓度的探针PCR扩增曲线

图3溶藻弧菌标准菌株与野生株以及
其他6种细菌PCR扩增曲线

蒸溪凌霆鬣莓逐藿墼螽舞蕈婺蔑．辩羹i鋈

注：1为溶藻弧菌A⋯1CC一17749；2为溶藻弧菌野生株wT；

3为粪肠球菌ATCC一29212；4为金黄色葡萄球菌ATCC一25293；

5为腐生葡萄球菌ATCC—BAA750；6为霍氏肠杆菌ATCC一700323；

7为铜绿假单胞菌ATCC一27853；8为大肠埃希氏菌ATCC一25922

图4溶藻弧菌Taqman一探针荧光定量PCR特异度检测

·3·

模板浓度为10～～10。mg／L时，每个浓度未出现典

型扩增曲线。所以，本研究建立的方法对溶藻弧菌

gyrB基因的检测灵敏度为10～mg／L，有较好的检测

灵敏度。见图5～6。

图5溶藻弧菌(ATCC)Taqman一探#
荧光定量PCR灵敏度检测

图6溶藻弧菌(WT)Taqman一探t
荧光定量PCR灵敏度检测

3讨论

溶藻弧菌传统的检测方法检测时间长且特异性

和灵敏度均受到不同程度的限制。因此，建立快速、

准确、实用的检测和鉴定方法是必要的。

随着分子生物学技术快速发展，目前已经有很

多技术如PCR、SYBRGreen荧光定量PCR、随机引

物PCR、酶联反应吸附试验(ELISA)、斑点杂交以

及多重荧光PCR等用于弧菌的检测¨o 1。而分子分

型技术以分辨率高、特异性强、重复率好的特点在

弧菌感染的溯源及防控方面发挥了十分重要的作

用川。12『。Taqman一探针荧光定量PCR技术近年来被

广泛应用于病原菌检测，该技术在普通PCR基础上

加入一条特异的荧光探针，因而较其他PCR方法具

有更高的特异性。13I。本研究针对溶藻弧菌gyrB基

因高度保守区设计荧光定量PCR引物和荧光探针，
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建立了Taqman一探针荧光定量PCR鉴定溶藻弧菌

的体系，并对反应体系进行了优化。

16S rRNA基因、colH基因、dnaJ40基因以及

hsp60基因等都曾被应用于溶藻弧菌的检测¨o。

其中，16S rRNA基因测序虽然是细菌分子系统鉴定

的“金标准”，但对于一些种属关系比较密切的细菌

(如弧菌属、气单胞菌属、芽孢杆菌属和分枝杆菌属)

缺乏足够的鉴辨能力¨4|。然而，gyrB基冈在弧菌

中具有较高的同源性，不同弧菌之间具有明显遗传

距离，对于弧菌来说是一个很好的系统发育标记。

因此，基于gyrB基因的研究方法比16S rRNA基因

测序方法更适用于弧菌种的鉴定，该方法具有特

异性‘15|。

目前，在国内研究中对溶藻弧菌进行Taqman一

探针荧光定量PCR鉴定的报道较少。我们建立的

基于gyrB基因的Taqman一探针荧光定量PCR鉴

定溶藻弧菌的方法，通过对标准株进行灵敏度检测

发现该体系检测的灵敏度为10～mg／L，具有很好的

检测灵敏度。该体系在特异性检测中标准株全阳

性，其他6种病原菌全阴性，在区分溶藻弧菌与其他

6种病原菌中具有较好的特异性，为临床检测溶藻

弧菌提供了可靠的技术依据。

综上所述，本研究建立的Taqman一探针荧光定

量PCR技术在2 h内可完成对溶藻弧菌的检测工作。

与传统分离培养、生化鉴定的方法相比，其检测速

度快、特异性和灵敏度高，适用于溶藻弧菌的快速

检测，具有应用价值。但是本研究中特异性验证中

其他菌株数较少，仍需进一步试验和验证。
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