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摘要：为了更加准确、快速地检测进出口食品中的副溶血性弧菌，针对副溶血性弧菌的tlh基因设计环介导等温扩增(loop-mediated 

isothermal amplification，LAMP)引物，结合ESEQuant tube scanner来对扩增结果进行实时检测。结果显示：该引物扩增效率高、特异

性强、灵敏度高（1~10 CFU/反应，约为荧光PCR的100倍）。126株副溶血性弧菌，恒温荧光法检测出126株，荧光PCR的方法检测出

121株。恒温实时荧光检测仪与荧光PCR仪类似，均可以对检测结果进行实时监测和熔解曲线分析，表明该恒温实时荧光检测仪可广

泛应用于基础实验室的科学研究或经济发展相对落后区域的临床初步诊断。 
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Abstract: In order to detect the Vibrio parahaemolyticus in the import and export foods more accurately and quickly, the study designed 

the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) primer sets targeted the tlh gene of V. parahaemolyticus, and detected the LAMP results 

real-time by the ESEQuant tube scanner. The results showed that the reaction characterized with high efficiency, high specificity and high 

sensitivity (1~10 CFU/reaction, about 100 times than the real-time PCR). One hundred and twenty-six out of 126 V. parahaemolyticus strains 

were detedted as Vibrio parahaemolyticus by the LAMP assay with the ESEQuant tube scanner, while 121 strains were detected as V. 

parahaemolyticus by the real-time PCR. The ESEQuant tube scanner is comparable to the real-time PCR machine in the sense that both are 

capable of detecting samples in real-time resulting and both are capable of conducting melting curve analysis, which means the ESEQuant tube 

scanner system can both served as research application in basic laboratory or offering pre-treatment diagnosis in primary health care settings in 

developing areas. 
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副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus）为革兰

氏阴性的嗜盐性细菌，常见于海洋水产品和盐腌渍品

中[1~3]，是一种重要的食源性病原细菌。人一旦食用被

该菌污染的食物，便会引起人类腹泻、肠痉挛、呕吐

等症状，甚至会导致脱水、休克昏迷、死亡等。如今，

副溶血性弧菌已成为进出口食品等的重要检测卫生指

标之一，世界各国的食品卫生微生物学检验中均包括
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了这种细菌的检验。我国的各种食品卫生标准中均明

确规定了这种细菌的检测方法[4]。 

目前，我国常规检测方法大多要经过前增菌、选

择性增菌、选择性培养、生化鉴定、神奈川现象和血

清学反应等过程[5~6]。这些实验操作繁琐，需耗时 5~6

天，检出率低，给海产品生产、出入境检验检疫、食

品卫生监督等带来困难，严重制约了经济的发展及外

贸出口。另外，在行业标准中采用荧光PCR 的方式对

副溶血性弧菌进行检测，其周期短，但需要昂贵的仪

器设备，使其不能广泛使用。因此使用一种简单、快

速、经济的检测方法以便快速得到检测结果已成为当

前研究的热点问题。 
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2000 年，Notomi[7]等人发明环介导等温扩增技术

（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）技

术，该方法依赖于能够识别靶 DNA 上 6 个特定区域

的 4 条引物和一种具有链置换活性的 DNA 聚合酶，

在恒温条件下高效扩增核酸，1 h 左右即可完成，扩增

产物是由多重复靶序列的茎环状 DNA 和花椰菜状

DNA所组成的混合物。LAMP 技术因具有高特异性、

高灵敏度、高扩增效率、操作简便等特点而广泛应用

于临床疾病的诊断[8~9]、流行性细菌或病毒的定性或定

量检测[10~11]、转基因的检测[12~13]以及动物胚胎性别鉴

定[14~15]等。 

副溶血性弧菌作为一种食源性致病菌，其主要的

毒力因子为耐热溶血毒素（ thermostable direct 

hemolysin，TDH）和耐热相关溶血毒素（thermostable 

related hemolysin，TRH），而环境中的副溶血性弧菌

大部分都不含有这两个基因，因此选择该基因作为检

测靶标无法检测出样品中所有的副溶血性弧菌[16~18]。

而不耐热溶血毒素（thermoliable hemolysin，TLH）基

因是存在于所有的副溶血性弧菌中的一个特异性的基

因，以其作为环介导等温扩增技术（loop-mediated 

isothermal amplification，LAMP）检测的目标基因，

能很好的开展对副溶血性弧菌的检测[1~2, 19~20]。 

本研究结合 ESEQuant tube scanner仪器将 LAMP

技术应用于进出口食品中副溶血性弧菌的检测，避免

由于电泳检测的繁琐操作和肉眼观察造成的错检和漏

检，为进出口食品中副溶血性弧菌的检测提供一种快

速、准确、简单、经济的方法。 

１  材料与方法 

1.1   材料与试剂 

1.1.1  材料 

标准菌株：副溶血性弧菌 ATCC17802，副溶血性

弧菌 VPL4-91，创伤弧菌 ATCC27562，溶藻弧菌

CMCC1833 ，拟态弧菌 CMCC1969 ，大肠杆菌

ATCC25922，大肠杆菌 O157：H7ATCC43889，单核

增 生 李 斯特 氏菌 ATCC19115/413 ， 沙 门氏 菌

ATCC14028，宋氏志贺氏菌 CMCC51334，金黄色葡

萄球菌 CMCC26003，阪崎肠杆菌 ATCC12868，绿脓

杆菌 ATCC9027。 

野生菌株：来自广东出入境检验检疫局进出口食

品（鱼、虾等）中分离的副溶血性弧菌。上述菌株用

脑心血（BHI）琼脂培养基培养后，采用甘油冷冻法

于-70℃保存，使用前先做复苏及鉴定实验。 

1.1.2  主要试剂 

脑心血（BHI）琼脂培养基；反应液，广州迪澳

生物科技有限公司；荧光染料，广州迪澳生物科技有

限公司；超纯水；Bst DNA聚合酶大片段，New England 

BIoLabs 公司；LA Taq 酶，TakaRa 公司；氯化钠，分

析纯，广州化学试剂公司。 

1.2  仪器与设备 

离 心 机 (Thermo scientific) ， ESEQuant Tube 

Scanner（QIAGEN 公司），实时荧光 PCR 仪器（Applied 

Biosystems 7900），三角瓶，金属浴，移液器，恒温摇

床，超净工作台等。 

1.3  方法 

1.3.1  DNA模板的制备 

将弧菌类细菌接种入含有3% NaCl的BHI液体培

养基后放入 35 ℃培养箱培养 14 至 16 h；非弧菌类细

菌接种入 BHI 液体培养箱后放入35 ℃培养箱培养 14

至 16 h。 

取培养后的细菌纯培养物 1 mL，1,2000 r/min 离

心 5 min，加入 1 mL生理盐水，洗涤沉淀，1,2000 r/min

离心 5 min，加入 100 µL超纯水，充分悬浮菌液，于

100 ℃煮沸10 min，于 1,2000 r/min 离心 5 min，立即

冰浴 2 min，取上清储存于-20 ℃作为 DNA模板备用。 

1.3.2  引物设计与合成 

表 1 扩增 tlh 基因的 LAMP 引物序列 

Table 1 Sequence of LAMP primers for amplification of the tlh 

gene 

引物名称 引物序列（5’-3’） 位点※ 

F3 GACAGCTTGTCTGATACAGG 173~192 

B3 GTTCTTCGCCAGTTTTGC 401~418 

FIP(F1c+F2) 
GCGGAAGGTTCTTCGCTTTGGCT 

GGTTCTTAGGTCACTTC 
- 

BIP(B1c+B2) 
TCTACAACTGGGCAGTTG 

GCCTTGATCACCAACCCCTG 
- 

LoopF GTCCACACAAAACCGTTGG 276~375 

LoopB GGCTGGTGAGAACCAATACA 315~334 

F2 GCTGGTTCTTAGGTCACTTC 237~256 

F1c GCGGAAGGTTCTTCGCTTTG 308~327 

B2 CTTGATCACCAACCCCTG 363~380 

B1c TCTACAACTGGGCAGTTGGC 290~309 

注：※引物序列的位点为副溶血性弧菌ATCC17802基因

组中的位点，Accession Number：FJ457034。 

针对副溶血性弧菌种的特异性基因 tlh，应用

PrimerExplorer V4 software (Eiken Chemical; 

http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.htmL) 软件 设

计 LAMP 引物，设计好的引物序列利用 NCBI 网站进

行序列特异性的比对（Blast），引物序列如表1，引物

序列由上海生工生物工程有限公司合成。 

http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html
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1.3.3  LAMP 反应 

按照表 2 配制 LAMP 反应体系。 

表 2 LAMP 的反应体系 

Table 2 Reaction system of LAMP 

反应液(2×)
※
 12.5 µL 

Bst DNA 聚合酶大片段(8U/µL) 1.0 µL 

外引物 F3 0.2 µmol/L（终浓度） 

外引物 B3 0.2 µmol/L（终浓度） 

内引物 FIP 1.6 µmol/L（终浓度） 

内引物 BIP 1.6 µmol/L（终浓度） 

环引物 LoopF 0.8 µmol/L（终浓度） 

环引物 LoopB 0.8 µmol/L（终浓度） 

染料 0.5 µL 

DNA 2.0 µL 

超纯水 8.0 µL 

总计 25.0 µL 

注：※反应液中含有酶，缓冲液，dNTP，Mg2+，甜菜碱

等。 

配置好反应体系后，在 ESEQuant Tube Scanner

中进行检测，AU值设为 30，反应温度为 63 ℃，反应

时间为 60 min。 

1.3.4  特异性实验 

选取食品中常见的病原菌的标准株为对照品(包

括 3 株弧菌和 8 株非弧菌，分别为创伤弧菌

ATCC27562 ，溶藻弧菌 CMCC1833，拟态弧菌

CMCC1969 ， 大 肠 杆 菌 ATCC25922 ， O157 ：

H7ATCC43889，单核增生李斯特氏菌 ATCC19115 

/413 ，沙 门氏菌 ATCC14028 ，宋氏 志贺氏 菌

CMCC51334，金黄色葡萄球菌 CMCC26003，阪崎肠

杆菌 ATCC12868，绿脓杆菌 ATCC9027，验证该引物

的特异性。 

1.3.5  灵敏度实验 

取培养 14 至16 h 的细菌菌悬液 2 mL，用生理盐

水进行 10倍的梯度稀释，直至 10-8，取最后 3 个梯度

的菌液 100 µL 涂布 3% NaCl-BHI 平板，平板放入

35 ℃培养箱培养 24~48 h 后进行菌落计数，同时取每

个梯度的菌液 1 mL按 1.3.1中方法提取 DNA，取2 µL

作为模板，分别进行 LAMP 实验和荧光 PCR 实验。 

1.3.6  样品检测 

为了验证恒温荧光法对副溶血性弧菌检测的可靠

性，对在广东出入境检验检疫局从进出口水产品中分

离到的 126 株野生型副溶血性弧菌进行检测，同时进

行 LAMP 和荧光 PCR 实验。荧光PCR 实验方法按照

中华人民共和国出入境检验检疫行业标准“进出口食

品中副溶血性弧菌快速及鉴定检测方法 实时荧光

PCR 方法”进行检测( SN/T 2424-2010)。 

2  结果与讨论 

2.1  引物反应效率的检测  

通过 ESEQuant tube scanner 仪器检测，已增菌培

养的副溶血性弧菌培养物可在18min 左右出现扩增峰

（图 1），说明该引物对目标基因有很高的扩增效率，

且在 60 min 未出现假阳性。 

 

图 1 LAMP 引物的扩增图谱 

Fig.1 The pattern of amplificaton with LAMP primers 

2.2  特异性实验 

 

图 2 实时荧光法检测副溶血性弧菌的特异性 

Fig.2 Specificity test for detection of V. parahaemolyticus in pure 

cultures by ESEQuant tube scanner 

从图 2 的结果来看，对照的 6 株常见的食源性病

原菌均未出现扩增，而两株副溶血性弧菌均在 20min

内被特异性地检测出来，表明该引物对副溶血性弧菌

检测的特异性较好。 

2.3  灵敏度实验 

图 3 显示恒温实时荧光法对副溶血性弧菌

ATCC17802 检测的灵敏度为 1~10 CFU/反应，图 4 显

示荧光 PCR 的方法的检测灵敏度约为 1000 CFU/反

应。两者相比较，恒温实时荧光法比荧光 PCR 法要高

约 100 倍，可见恒温荧光法的检测灵敏度要更高。 

2.4  食品中分离副溶血性弧菌的验证 

从广东出入境检验检疫局取分离于鱼、虾等食品

中的副溶血性弧菌 126 株，恒温荧光法检测 126株均
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为阳性，其检出率为 100%；实时荧光 PCR 法检测 121

株为阳性，其检出率为96.0%。 

 

图 3 恒温实时荧光法检测副溶血性弧菌的灵敏度 

Fig.3 Sensitivity test for detection of V. parahaemolyticus in pure 

cultures by ESEQuant tube scanner 

 

图 4 荧光 PCR 法检测副溶血性弧菌的灵敏度 

Fig.4 Sensitivity test for detection of V. parahaemolyticus in pure 

cultures by Real-time PCR（TaqMan probe）  

表4 恒温荧光法和实时荧光PCR法对野生副溶血性弧菌的检测 

Table 4 Detection of wild V. parahaemolyticus with ESEQuant 

tube scanner and Real-time PCR 

  
恒温荧光法 

总计 
阳性 阴性 

实时荧光 

PCR 法 

阳性 121 0 121 

阴性 5 0 5 

总计 126 0 126 

3  结论 

3.1  食源性致病菌的检验技术目前主要根据国标

GB/T4789-2010 进行，需要增菌、转种、分离培养、

生化鉴定等试验，耗时长，实验结果也常受到多种因

素的影响，因此建立食源性病原微生物的快速诊断方

法对实现食源性传染病的预警与预测，提高预防和控

制食源性疾病的应急能力至关重要。 

3.2  本研究针对副溶血性弧菌的 tlh 基因设计特异性

的 LAMP 引物，该引物对副溶血性弧菌的靶标基因具

有较好的扩增效率，最低检出限在 ESEQuant tube 

scanner 仪器上的检出时间为 18 min 左右。对与副溶

血性弧菌有同源性的创伤弧菌等细菌和金黄色葡萄球

菌等非弧菌进行 LAMP 的扩增，均未出现非特异性的

扩增，说明该引物对副溶血性弧菌有较好的特异性扩

增能力。该引物对纯培养物中的副溶血性弧菌的检测

极限可以达到 1~10 CFU/反应，该法的检测限也明显

高于已有文献报道的 PCR 法检测副溶血性弧菌的检

测限细菌纯培养物、Real-time PCR 法检测副溶血性弧

菌的检测限度[21~22]，LAMP 方法灵敏度更高。在完成

实验室的筛选、优化工作后，在广东出入境检验检疫

局进行稳定性试验，实验结果显示表明对副溶血性弧

菌的检出率可达到 100%。最重要的是，本研究将

LAMP 技术和 ESEQuant tube scanner 仪器有效结合起

来，使该技术操作更加简单，不需要经过电泳等复杂

的步骤，省去了购买昂贵检测仪器的费用，更容易在

普通实验室进行广泛推广使用。 

3.3  本研究建立的副溶血性弧菌的恒温荧光检测的

方法具有特异性强、灵敏度高、操作简单、成本低等

特点，为食品中副溶血性弧菌的检测提供了新的发展

方向，这对我国的食品卫生、进出口食品安全具有重

要的意义。 
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