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摘要：基于环介导等温扩增法（LAMP）对上海市 8-10 月市售贝类产品中副溶血性弧菌毒力菌株（tdh 和 trh 毒力基因）进行检

测分析，共检测贝类样品 180 份，6 个常规品种，实验同时采用 PCR 测定方法进行对比。结果表明，含 tdh 和 trh 毒力基因的副溶血

性弧菌在市售贝类中的检出率分别是 12.77%和 11.66%，PCR 的分析结果为 11.11%和 7.78%。对分离的毒力菌株进行血清型分型后发

现了 2 株 O3:K6 型副溶血性弧菌，其中 1 株为毒力基因双阳性菌（tdh+/ trh+）。2 株 O3:K6 型副溶血性弧菌的 PFGE 条带型相似度较

高（相似度>90%）。这些结果表明上海市售贝类产品中副溶血性弧菌毒力菌株存在一定的污染，应引起足够重视。双阳性 O3:K6 型

副溶血性弧菌的出现值得关注，应对各血清型菌株尤其是 O3:K6 型副溶血性弧菌的流行情况加强监测。PCR 检测结果对比分析表明，

LAMP 方法适用于贝类产品中副溶血性弧菌毒力菌株的检测分析。 
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) was used to detect and analyze virulence-associated genes, thermostable 

direct hemolysin (tdh) and thermostable-related hemolysin (trh), in Vibrio parahaemolyticus strains isolated from commercial shellfish in 

Shanghai from August to October, 2014. A total of 180 samples of six common species of shellfish were studied and results were compared 

between LAMP and polymerase chain reaction (PCR) assays. The detection rates of tdh and trh genes in Vibrio parahaemolyticus strains from 

commercial shellfish were 12.77% and 11.66% using LAMP as compared to 10.55% and 7.77% by PCR, respectively. Serotyping the isolated 

virulent strains revealed two O3: K6 serotype Vibrio parahaemolyticus strains, including one carrying double-positive virulence genes 

(tdh+/trh+). Additionally, high similarity was observed between pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) bands of two O3: K6 serotype Vibrio 

parahaemolyticus strains (similarity > 90%). The results indicate contamination of commercial shellfish in Shanghai by virulent strains of Vibrio 

parahaemolyticus, where the emergence of tdh+/trh+ O3:K6 serotype Vibrio parahaemolyticus is a cause for concern. Surveillance needs to be 

strengthened, for Vibrio parahaemolyticus strains of different serotypes, especially the O3: K6 serotype. Results from the comparison with PCR 

assay indicated that LAMP method was suitable for the detection of virulent strains of Vibrio parahaemolyticus in shellfish.  

Key words: Vibrio parahaemolyticus; commercial shellfish; loop-mediated isothermal amplification; thermostable direct hemolysin gene; 

thermostable-related hemolysin gene 

 

副溶血性弧菌（Vibrio Parahemolyticus）是近年

来我国特别是沿海城市的首要食源性致病菌。从

1992-2001 年的统计数据结果来看，副溶血性弧菌是 
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这十年间引起食物中毒的主要致病菌，特别是 1998

年以来，副溶血性弧菌中毒事件的发生数量呈明显上

升趋势,并逐渐超过沙门氏菌成为首要的食源性致病

菌[1]。资料显示，该菌在我国引起食源性疾病每年约

495.1 万人次，发病比例已远高于各发达国家[2]。由于

副溶血性弧菌广泛存在于海洋环境中，可通过海水或

食物链传递到鱼、虾、贝等海产品中，因此常能在海
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产品中分离到该菌，其检出率一般都在 20%以上[3]，

尤其是贝类产品，检出率相对更高，甚至可以高达80%

以上[4]。然而，并非所有的副溶血性弧菌都是致病的，

只有感染携带耐热直接溶血素 tdh(thermostable direct 

hemolysin)和耐热直接溶血素相关溶血素 trh (tdh- 

related hemolysin)基因的副溶血性弧菌才可能使人发

病，感染该菌后可引发以腹泻、腹痛为主的急性肠胃

炎症状，严重的还会引发原发性败血症。然而，尽管

副溶血性弧菌在贝类中的检出率很高，但我国现有的

国标检测方法未针对其毒力基因进行检测和分析，所

以从中检出的副溶血性弧菌多为不含毒力基因的非致

病菌，其结果并不能真正反映该菌的危害程度。因此，

检测和分析贝类中携带毒力基因的副溶血性弧菌真实

污染情况对预防贝类产品中副溶血性弧菌感染具有十

分重要的意义。 

环介导等温扩增法 (Loop-Mediated Isothermal 

Amplification)，简称 LAMP，是一种在恒温条件下实

现目的基因快速扩增的基因扩增技术。该技术较传统

的 PCR 法有更高的特异性和扩增效率，且操作更为简

便[5]。因此，LAMP 和 LAMP-MPN 可以作为一种有

效的定性和定量检测工具对目的基因进行检测[6]。目

前，LAMP 技术已越来越多的被用于副溶血性弧菌的

定性定量检测中[7]。脉冲场凝胶电泳（PFGE）可以对

分离的副溶血弧菌毒力菌株进行分子分型[8]
,从而为毒

力菌株引起的食源性疾病溯源及其分子流行病学研究

提供参考。本文基于 LAMP 法对上海市市售贝类中携

带 tdh 和 trh 毒力基因的副溶血性弧菌进行检测。并用

PCR 方法进行对比分析。一方面，是为了进一步了解

上海市市售贝类中的副溶血性弧菌毒力菌株污染的真

实情况，以便为该菌引起的食源性疾病控制提供事实

依据；另一方面，可进一步确认 LAMP 方法对贝类中

副溶血性弧菌毒力菌株的检测效果，以便为贝类产品

质量安全监管提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集 

实验所需贝类样品于 2014 年 8 月至 10 月在上海

市铜川路水产市场随机购买，品种包括蛤蜊、牡蛎、

缢蛏、贻贝、文蛤和扇贝共 180 份，每月采集每种贝

类各 10 份，连续采集三个月。样品运回实验室后立即

开始检测。 

1.1.2  标准菌株来源 

副溶血性弧菌标准菌株 ATCC33847(tdh+/trh-, 

O4:K11)和ATCC17802(tdh-/trh+,O1:K1)来自中国科学

院微生物研究所。PFGE 相对分子量标准（沙门菌

Braenderup 血清型菌株 H9812）由上海市疾病预防控

制中心微生物实验室提供。 

1.1.3  试剂 

LAMP 固体 DNA 扩增试剂盒（日本荣研株式会

社），PCR 试剂（上海生工生物工程技术有限公司），

副溶血性弧菌分型用免疫血清（O 群别和 K 型别，日

本生研公司），科玛嘉培养基（上海科玛嘉微生物技术

有限公司），TSA、TSB、3% APW（北京陆桥技术有

限责任公司）。其余试剂均购于国药集团，分析纯。 

1.1.4  仪器 

台式高速冷冻离心机（Techcomp, CT14RD），干

式恒温金属浴（Bio-Medical Science, BSR-M002），PCR

扩增仪（Eppendorf, 6325），凝胶成像分析仪（BIO-RAD, 

Gel Doc™ XR+），脉冲凝胶电泳仪（BIO-RAD Chef M 

apperTM）。 

1.2  方法 

1.2.1  引物选择 

表1 tdh和 trh 基因的LAMP引物 

Table 1 Primers for tdh and trh genes used for LAMP assay 

引物 序列（位置编号） 

tdh-FIP gtacctgacgttgtgaatactgattgtctctgacttttggacaaac(F1c-F2) 

tdh-BIP tgacatcctacatgactgtgaacacttatagccagacaccgc(B1c-B2) 

tdh-F3 agatattgtttgttgttcgagat(F3) 

tdh-B3 aacacagcagaatgaccg(B3) 

tdh-LF gtacggttttctttttacattacg(LFc) 

tdh-LB aagactatacaatggca(LB) 

trh-FIP ctttctggttataaacatggtacttctataaaagtcttggtttaggcttg(F1c-F2) 

trh-BIP tataggcgcttaacactttgaacaaagatgtatacggtcaat(B1c-B2) 

trh-FIP2 tctggctataaagatggcctttcaagaatagttctgatttaggcttg(F1c-F2) 

trh-BIP2 tataggcgcttaaccattttgataaaagcgttcacggtcaat(B1c-B2) 

trh-F3 tgccgctctcatatgc(F3) 

trh-B3 ggaggactattggacaaac(B3) 

trh-LF cggtcttcacaaaatcagag(LFc) 

trh-LB acccgcagttgtgaaaaccg(LB) 

trh-LB2 gcctgaagtcgtgaaaaccg(LB) 

本实验使用的 LAMP 引物来源于副溶血性弧菌

tdh
[9]和 trh

[10]基因序列，该套引物包括 2 个内引物、2

个外引物和 2 个环引物（表 1）。LAMP 引物由 Greiner 

Bio One 提供合成。参照 FDA 2004 Bacteriological 

Analytical Manual Online Chapter 9中的PCR检测方法

来分析副溶血性弧菌毒力菌株在贝类中的分布情况。

PCR 实验中使用的 tdh、trh
[11]引物（表 2）由上海生
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工生物工程技术有限公司提供合成。 

表2 tdh 和 trh 基因的 PCR 引物 

Table 2 Primers for tdh and trh genes used for PCR assay 

引物 序列 

tdh-D3 ccactaccactctcatatgc 

tdh-D5 ggtactaaatggctgacatc 

trh-R2 ggctcaaaatggttaagcg 

trh-R6 catttccgctctcatatgc 

1.2.2  DNA 模板制备 

取 1 mL 增菌液至 1.5 mL 离心管中，14000 r/min

离心 1 min。弃上清液，后加入 1 mL 灭菌生理盐水混

匀。沸水中加热 5 min 后立即放入冰中保持 2 min。

14000 r/min 再离心 5 min。取上清液作为实验用 DNA

模板。 

1.2.3  LAMP 反应程序 

将 DNA 模版（tdh 检测：1.3 μL、trh 检测：2.3 μL）

和去离子水（tdh 检测：23.7 μL、trh 检测：22.7 μL）

加入含有 LAMP 固体试剂的 8 连管中，轻轻翻转 10

次使固体试剂充分溶解。之后置于 65 ℃恒温金属浴

加热 1 h。1 h 后升至 80 ℃保持 15 min 终止反应。肉

眼观察反应管内出现白色沉淀即为阳性反应。 

1.2.4  PCR 反应程序 

DNA 模版（十倍稀释液，1.2 μL）、10X 缓冲液(无

氯化镁，2 μL)、25 mM 氯化镁溶液（1.6 μL）、2.5 mM 

dNTP 溶液（1.6 μL）、10 μM 引物溶液（0.82 μL）、

DNA 聚合酶（0.1 μL）、去离子水（11.9 μL），体系共

20 μL。预变性 96 ℃ 5 min；94 ℃ 1 min、55 ℃ 1 min 、

72℃ 1 min，共 35 个循环；72 ℃延伸 7 min。 

1.2.5  血清型分型 

副溶血性弧菌血清分型采用玻片凝集法，依据

GB 4789.7-2013 食品安全国家标准，食品微生物学检

验，副溶血性弧菌血清型检验方法进行。 

1.2.6  PFGE 分析 

菌悬液浓度控制在 3.6~4.0 之间，56 ℃下将其与

等体积的 1% SeaKem Gold 凝胶混合制成含菌胶块，

蛋白酶 K 进行消化处理，使用 Not I 于 37 ℃下酶切 3

小时。电泳条件设置为:脉冲转换时间 10s-35s，线性

递增，电压 6 v/cm，脉冲角度 120 ℃电泳时间 19 h，

全程温度控制在 14 ℃。初始电流控制在 135mA-145 

mA 之间。 

2  结果与分析 

2.1  毒力菌株的污染状况分析 

从表 3 可以看出，在上海市水产品销售市场随机

抽取的 180 份贝类样品中，LAMP 检测结果共存在 23

份 tdh 阳性样品和 21 份 trh 阳性样品，检出率分别为

12.77%和 11.66%。 

表3 tdh和 trh毒力基因的LAMP和 PCR定性检测 

Table 3 Qualitative detection results for tdh and trh virulence genes by LAMP and PCR 

种类 

8 月份(阳性份数/总份数） 

 

9 月份(阳性份数/总份数) 

 

10 月份(阳性份数/总份数) 

 

总计(阳性份数/总份数) 

LMAP PCR LMAP PCR LMAP PCR LMAP PCR 

tdh+ trh+ tdh+ trh+ tdh+ trh+ tdh+ trh+ tdh+ trh+ tdh+ trh+ tdh+ trh+ tdh+ trh+ 

蛤蜊 3/10 2/10 1/10 2/10 
 

3/10 2/10 2/10 1/10 
 

2/10 3/10 3/10 2/10 
 

8/30 7/30 6/30 5/30 

牡蛎 0/10 0/10 1/10 0/10 
 

1/10 2/10 0/10 1/10 
 

2/10 2/10 1/10 2/10 
 

3/30 4/30 2/30 3/30 

缢蛏 2/10 2/10 2/10 2/10 
 

2/10 3/10 1/10 2/10 
 

2/10 2/10 1/10 1/10 
 

6/30 7/30 4/30 5/30 

贻贝 0/10 0/10 0/10 0/10 
 

0/10 0/10 0/10 0/10 
 

0/10 0/10 0/10 0/10 
 

0/30 0/30 0/30 0/30 

文蛤 1/10 0/10 2/10 0/10 
 

1/10 0/10 2/10 0/10 
 

2/10 0/10 2/10 0/10 
 

4/30 0/30 6/30 0/30 

扇贝 1/10 1/10 0/10 0/10 
 

1/10 1/10 2/10 1/10 
 

0/10 0/10 0/10 0/10 
 

2/30 3/30 2/30 1/30 

共计 7/60 5/60 6/60 4/60 
 

8/60 9/60 7/60 5/60 
 

8/60 7/60 7/60 5/60 
 

23/180 21/180 20/180 14/180 

检出率% 11.66 8.33 10 6.66 
 

13.33 15 11.66 8.33 
 

13.33 11.66 11.66 8.33 
 

12.77 11.66 11.11 7.78 

表4 tdh和 trh毒力基因的LAMP-MPN和 PCR-MPN定量检测 

Table 4 Quantitative detection results for tdh and trh virulence genes by LAMP-MPN and PCR-MPN 

种类 
LAMP 定性  LAMP 定量(MPN/g)  PCR 定性  PCR 定量(MPN/g) 

tdh trh tdh trh tdh trh tdh trh 

蛤蜊 ＋ ＋  7.5 >110  ＋ ＋  4.3 110 

文蛤 ＋ －  9.3 /  ＋ －  4.3 / 

缢蛏 ＋ ＋  72 29  ＋ ＋  36 28 

贻贝 － －  / /  － －  / / 
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PCR 检测结果共存在 20 份 tdh 阳性样品和 14 份

trh 阳性样品，检出率分别是 11.11%和 7.78%。这表明

上海市市售贝类中存在一定的副溶血性弧菌毒力菌

株，食用贝类产品尤其是生食或半生食贝类存在潜在

的副溶血性弧菌毒力菌株的感染风险。两种方法的检

测结果均高于 2011 年上海市市售水产品中副溶血性

弧菌毒力基因的检测结果[3]。一方面，较高的检出率

可能是因为采样时间集中于副溶血性弧菌污染最为严

重的 8~10 月份，在此时间段内平均气温和海水温度

均要比其他月份高，这更加利于副溶血性弧菌的生长

的繁殖。另一方面，贝类因其生长的固定性和滤食性

特点，对副溶血性弧菌具有一定富集作用，因而其携

带副溶血性弧菌的几率要大于其他类水产品，这也可

能会造成其相对较高的副溶血性弧菌毒力菌株检出

率。从两种检测方法的检测结果对比可以看出，LAMP

法对副溶血性弧菌 tdh 毒力菌株的检出率要稍高于

PCR 法，LAMP 法对副溶血性弧菌 trh 毒力菌株的检

出率要明显高于 PCR 法。后者差异较大的原因可能是

LAMP 法使用了两种 trh 基因引物，对毒力菌株的选

择范围更大。为了进一步了解副溶血性弧菌毒力菌株

在样品中的含量，对从 10 月份随机选择的 3 种阳性样

品和 1 种阴性样品分别进行了一次 LAMP-MPN 和

PCR-MPN（15 管法）定量检测。检测结果如表 4 所

示。 

两种定量结果表明，双阳性样品（tdh+/ trh+）中

的 tdh 和 trh 毒力基因的含量会有显著差异（P<0.01），

如蛤蜊中的副溶血性弧菌 trh 毒力基因的含量是副溶

血性弧菌 tdh 毒力基因含量的 14 倍以上。在定性实验

中一直表现为阴性结果的贻贝在定量试验中仍未检出

副溶血性弧菌毒力菌株。同时可以看出，在 3 种阳性

贝类样品中LAMP-MPN的 tdh和 trh基因的定量结果

均高于 PCR-MPN。原因可能是 LAMP 技术在 15 管法

MPN 测试中较 PCR 技术有更高的灵敏性。此外，本

次定量结果与各个样品的增菌液在科玛嘉平板上生长

后显示的紫色菌落数量相一致，如蛤蜊和缢蛏生长的

紫色菌落很多，文蛤有少量紫色菌落，贻贝未出现紫

色菌落。这在一定程度上说明了副溶血型弧菌毒力菌

株的存在量与副溶血性弧菌总体存在量有一定的正相

关性。 

2.2  毒力菌株的分离及血清型鉴定 

近年来，O3:K6 型副溶血性弧菌已经成为亚洲地

区的主要流行菌株，我国每年也会发生多起 O3:K6 型

副溶血性弧菌的感染流行事件。为了进一步了解本次

检测结果中副溶血性弧菌毒力菌株的血清型类型，对

贝类样品进行毒力菌株分离实验。实验最终在 180 份

样品中分离出 96 株副溶血性弧菌菌株。并在其中的 4

份阳性样品中分离得到 5 株副溶血性弧菌毒力菌株

（表 5），毒力菌株的分离率约在 5.2%。本次分离实

验采用了一种新型的分离方法“两步增菌法”。第一阶

段：使用接种环对显色平板上所有的紫色菌落和区域

进行蘸取，转移至 TSB 培养基中增殖培养，再对增菌

液进行 LAMP 毒力基因检测，该阶段重复 1 至 2 次并

逐渐减小蘸取菌落数和区域面积。第二阶段：对前一

步毒力菌株含量大幅提升后的增菌液进行平板划线培

养，之后挑取单菌落并转移至 4×6 画好线的 24 格平

板上，并对每个格内的单菌落分别进行 LAMP 检测，

通过阳性结果即可在平板上找到对应编号的副溶血性

弧菌毒力菌株。 

从表 5 中可以看出，在蛤蜊样品中分离出了两种

携带不同毒力基因的副溶血性弧菌（tdh+/ trh+，tdh-/ 

trh+）。这说明在同一份蛤蜊样品中可能同时存在两种

或以上携带不同毒力基因的毒力菌株。因此这在一定

程度上解释了定量实验时蛤蜊样品中 trh 毒力基因的

数量远大于 tdh 毒力基因的原因。此次分离得到的副

溶血性弧菌毒力菌株均含有 trh 毒力基因，这可能是

因为本实验室使用了两种 trh 毒力基因引物，对 trh 毒

力基因的选择范围更大。另具美国的一项研究表明，

从食物中或环境中分离得到的毒力菌株几乎都会同时

产生 tdh 和 trh 溶血素[12]，而 tdh 毒力基因会在生长增

值过程中自发的消失。本次实验分离的 5 株菌全部携

带有 trh 毒力基因，有三株毒力菌株不携带 tdh 毒力基

因，实验结果在一定程度上与上述研究相符合。还有

研究认为根据从患者排泄物中分离的毒力菌株的基因

型来看，携带 tdh 基因但不携带 trh 基因的菌株才是

能够引起流行的副溶血性弧菌菌型[13]。因此携带毒力

基因的副溶血性弧菌在感染人体后是否会发生特定的

基因变化仍有待研究。 

表5 tdh和、或trh毒力基因菌株的分离和血清型分型 

Table 5 Isolation of V. parahaemolyticus strains carrying tdh and/or 

trh genes and serotype classification 

种类 菌株名称 血清型 tdh trh 

蛤蜊 

HC20141001-1 O4:K34 ＋ ＋ 

HC20141001-2 O2:K28 － ＋ 

HC20141101-1 O3:K6 － ＋ 

缢蛏 RC20141001-1 O3:K6 ＋ ＋ 

扇贝 SC20141101-1 O3:K45 － ＋ 

血清型鉴定结果表明，5 株毒力菌株分属 4 个不

同的血清型（表 5）。从蛤蜊和缢蛏中各分离出一株

O3:K6 型副溶血性弧菌，占总分离菌数的 40%。之前
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的研究表明环境中分离得到的O3:K6型副溶血性弧菌

只携带 tdh 或者是 trh 毒力基因[14]。本次实验首次分

离得到一株双阳性（tdh+/trh+）的 O3:K6 型副溶血性

弧菌。这表明该型菌在毒力基因上产生了新的变化。

是否会因此而引发更严重的感染事件值得警惕。在蛤

蜊样品中出现了三种不同血清型的副溶血性弧菌毒力

菌株，可见副溶血性弧菌毒力菌株在样品中产生污染

的复杂性。 

2.3  PFGE 分析 

表型鉴定往往无法区分相同血清型的不同的菌

株。为了进一步从基因水平区分两株 O3:K6 型副溶血

性弧菌，对分离菌进行了 PFGE 分析。PFGE 结果显

示不同血清型的副溶血性弧菌PFGE带型相似性较低,

同菌群之间有一定相似性（图 1）。从蛤蜊和缢蛏中分

离出的两株O3:K6型副溶血性弧菌的PFGE条带型相

似度较高（>90%），菌株间亲缘关系较近。这两株

O3:K6 型菌的 PFGE 条带不仅彼此之间差异较小，与

之前的 O3:K6 型菌的带型相比也发生了一定的变化，

这种变化是否与其毒力基因的变化相适应还有待研

究。蛤蜊中分离出的三株毒力菌株的 PFGE 条带表明，

该种贝类样品中存在的副溶血性弧菌毒力菌株亲缘关

系较远。这表明某一型的毒力菌株并没有在该贝类产

区产生大规模的流行。 

 

图1 5株分离菌和2株标准菌的PFGE凝胶电泳图 

Fig.1 PFGE pattern obtained for five isolated strains and two 

standard strains 

注：M, H9812；1, HC20141001-1；2, HC20141001-2；3, 

RC20141001-1 ； 4, HC20141101-1 ； 5, SC20141101-1 ； 6, 

ATCC17802；7,ATCC33847。 

3  结论 

3.1  8~10 月上海市市售贝类中副溶血性弧菌毒力菌

株含 tdh和 trh毒力基因的副溶血性弧菌的检出率分别

是 12.77%和 11.66%。较其他文献报道略高，说明该

菌对贝类产品食用的安全性具有潜在的威胁，尤其是

用于生食或半生食的贝类产品，应引起足够的重视。 

3.2  LAMP 法检测的副溶血性弧菌 tdh 毒力菌株分析

结果略高于 PCR 法，对副溶血性弧菌 trh 毒力菌株检

测时选择了 2 种引物，因此比 PCR 法检测时使用的 1

种引物所产生的检测结果更高。对比实验说明 LAMP

法用于贝类中副溶血性弧菌毒力菌株的检测分析是可

行的。 

3.3  分离出的2株O3:K6型副溶血性弧菌毒力菌株的

基因型有所不同，特别是双阳性 O3:K6 血清型菌株

（tdh+/trh+）的出现应该引起足够重视，建议进一步

加强对该菌的监测，防止该菌引起的食源性疾病的发

生。 
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