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摘要：为建立一种快速、敏感、特异、有效的检测霍乱弧菌方法，以有效预防及控制霍乱弧菌感染，
针对霍乱弧菌ｃｔｘＡ基因的保守区域设计引物，应用实时浊度仪进行环介导等温扩增（ＬＡＭＰ），研
究其特异性与灵敏性，并利用该体系检测海产品中的霍乱弧菌。结果显示，含ｃｔｘＡ基因的霍乱弧
菌可得到特异性扩增，而其他与霍乱弧菌（含ｃｔｘＡ 基因）共存于海产品中的７种细菌均未得到扩
增，ＤＮＡ检测下限为８１ｆｇ／μＬ。用建立的实时浊度ＬＡＭＰ检测方法对１５０份海产品进行检测，检
出含霍乱弧菌的海产品２份，与荧光定量ＰＣＲ结果一致。表明建立的ＬＡＭＰ检测方法可用于海
产品中霍乱弧菌的检测。
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　　弧菌属细菌大多能感染人和动物，病原性弧菌
是海水养殖动物最重要的细菌性病原，其流行给全
世界海水鱼类、贝类及甲壳类动物养殖业造成了巨
大的损失［１］。霍乱弧菌是一种重要的致病性弧菌，

尤其是在对虾养殖业［２］。海产品一旦受到霍乱弧菌
污染，霍乱弧菌可能在其体内存活较长时间并污染
水体；同时将霍乱弧菌传给消费者，导致疾病。霍乱
弧菌对海产品养殖及安全的影响重大。因此，在海
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产品及其养殖环境中对霍乱弧菌的监测和控制不能

放松，有必要建立一种快速、敏感、特异、有效的诊断
方法，以缩短对该菌的检测时间，降低该菌对养殖
业带来的经济损失以及对人类健康安全的威胁。霍
乱肠毒素（ＣＴ）是霍乱弧菌的主要毒力因子，可作为
判断霍乱弧菌是否为流行株的主要依据，由Ａ和Ｂ
２个亚单位组成，Ａ亚单位包含毒素的生物活性部
分，由ｃｔｘＡ基因编码；Ｂ亚单位为非毒素蛋白。
霍乱弧菌的传统检测方法操作较繁琐、检测周

期长，不能满足大批样品检验检疫的需要。近年来
发展的免疫学方法、荧光定量ＰＣＲ等检测方法均存
在检测成本高等局限性［３］，不利于在基层单位推广
应用。Ｎｏｔｏｍｉ等［４］报道了一种新的核酸扩增技术，
即环介导等温扩增（ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ　ａｍ－
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）技术，它依赖于能够识别靶

ＤＮＡ上６个特定区域的４条引物和１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，具有高特异性、快速灵敏、高效、操作简便等特
点［５］。目前，该技术在食源性致病菌的检测中已有
研究应用报道［６－１０］，但是针对霍乱弧菌的实时浊度

ＬＡＭＰ检测技术鲜见报道。为此，本研究针对霍乱
弧菌ｃｔｘＡ 基因设计 ＬＡＭＰ 引物，建立霍乱弧菌

ＬＡＭＰ方法，为快速检测霍乱弧菌、有效预防及控
制霍乱弧菌感染奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ，ＡＴＣＣ２５９２２）、金

黄色 葡 萄 球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ，ＡＴＣＣ
６５３８）、副溶血弧菌（Ｖ．Ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，ＡＴＣＣ
１７８０２）购自广东环凯微生物研究所，非Ｏ１／Ｏ１３９霍
乱弧菌分离株 Ｈ４－３（Ｖ．ｃｈｏｅｒａｅ　ｎｏｎ－Ｏ１／Ｏ１３９，Ｈ４－
３）、溶藻弧菌分离株（Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖ．ａｌｇ）、拟态
弧菌分离株（Ｖ．ｍｉｎｉｃｕｓ，Ｖ．ｍ）、创伤弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ，Ｖ．ｖ）均由舟山出入境检验检疫局水产
品实验室保存。

１．１．２　主要试剂及仪器　缓冲蛋白胨水、碱性蛋白
胨水购自北京路桥技术有限责任公司，细菌基因组

ＤＮＡ抽提试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，荧光定量测
定试剂盒购自上海之江生物科技有限公司，霍乱弧
菌Ｏ１３９基因组ＤＮＡ由舟山出入境检验检疫局水
产品实验室保存，Ｌｏｏｐａｍｐ　ＤＮＡ 扩增试剂盒、Ｌｏｏ－
ｐａｍｐ反应管购自北京蓝谱生物科技有限公司，实
时浊度仪（ＬＡ－３２０Ｃ）为日本荣研株式会社产品，

ＮａｎｏＤｒｏｐ　ＮＤ－１００ 分光光度计为美国 ＮａｎｏＤｒｏｐ
科技公司产品。

１．２　方法

１．２．１　细菌基因组ＤＮＡ的提取　将供试菌株于
增菌培养基（弧菌以碱性蛋白胨水培养，其他菌株以
缓冲蛋白胨水培养）中培养，按照试剂盒说明书提取
细菌基因组ＤＮＡ，建立参考菌株ＤＮＡ模板库，保
存于－２０℃备用。

１．２．２　ＬＡＭＰ引物设计　将 ＧｅｎＢａｎｋ中发表的
霍乱弧菌基因序列进行比对，针对霍乱弧菌的ｃｔｘＡ
基因，利用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒ　Ｖ４软件设计３组引物
（表１），由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

表１　扩增ｃｔｘＡ基因的ＬＡＭＰ引物序列

组别 引物 序列（５′－３′） 长度／ｂｐ
［１］ Ｆ３ ＴＧＡＴＡＡＧＴＴＡＴＡＴＣＧＧＧＣＡＧＡＴ　 ２２

Ｂ３ ＧＴＧＧＧＣＡＣＴＴＣＴＣＡＡＡＣＴ　 １８
ＦＩＰ　 ＣＧＧＴＣＡＡＡＧＴＡＣＴＣＡＣＴＣＴＧＴＣＣＣＣＴＣＣＴＧＡＴＧＡＡＡＴＡＡＡＧＣＡＧＴ　 ４５
ＢＩＰ　 ＴＣＡＡＣＣＴＴＴＡＴＧＡＴＣＡＴＧＣＡＡＧＡＧＧＧＧＡＡＡＣＡＴＡＴＣＣＡＴＣＡＴＣＧＴＧ　 ４６

［２］ Ｆ３ ＣＣＴＣＡＡＴＴＡＧＴＴＴＧＡＧＡＡＧＴＧＣ　 ２２
Ｂ３ ＡＣＣＡＴＣＣＡＴＡＴＡＴＴＴＧＧＧＡＧＴＡ　 ２２
ＦＩＰ　 ＴＧＧＧＴＧＣＡＧＴＧＧＣＴＡＴＡＡＣＡＴＡＴＡＴＣＴＴＡＧＴＧＧＧＴＣＡＡＡＣＴＡＴＡＴＴＧＴＣ　 ４９
ＢＩＰ　 ＴＧＡＴＧＴＡＴＴＡＧＧＧＧＣＡＴＡＣＡＧＴＣＣＡＡＴＣＣＣＡＣＣＴＡＡＡＧＣＡＧＡＡＡＣ　 ４５

［３］ Ｆ３ ＧＧＣＴＡＣＡＧＡＧＡＴＡＧＡＴＡＴＴＡＣＡＧＴＡ　 ２５
Ｂ３ ＣＡＡＧＧＡＡＴＴＴＴＡＣＡＣＣＴＡＧＡＣＴＴ　 ２３
ＦＩＰ　 ＧＣＴＣＴＴＣＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴＣＴＡＣＡＧＣＡＧＡＴＧＧＴＴＡＴＧＧＡＴＴＧ　 ４０
ＢＩＰ　 ＣＧＴＧＧＡＴＴＣＡＴＣＡＴＧＣＡＣＣＧＧＧＧＴＴＴＴＴＴＣＡＴＣＧＣＡＡＧＴ　 ３９

１．２．３　ＬＡＭＰ引物筛选　将针对ｃｔｘＡ 基因设计
的３组引物同时进行ＬＡＭＰ扩增，用Ｌｏｏｐａｍｐ浊
度仪检测３组引物扩增效率，优先选择扩增效率高
且未出现非特异性扩增的引物。

１．２．４　ＬＡＭＰ扩增　扩增反应在实时浊度仪上进

行。反应体系为２５μＬ：反应缓冲混合液１６μＬ，反
应引物Ｆ３、Ｂ３、ＦＩＰ、ＢＩＰ各１μＬ，反应酶类混合液
（８Ｕ／μＬ大片段聚合酶）１μＬ，模板ＤＮＡ　１μＬ，剩
余加ｄｄＨ２Ｏ 水补足。其中，引物混合液 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｍｉｘ中各反应引物浓度为 Ｆ３　２０ｐｍｏｌ／μＬ、Ｂ３
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２０ｐｍｏｌ／μＬ、ＦＩＰ　４０ｐｍｏｌ／μＬ、ＢＩＰ　４０ｐｍｏｌ／μＬ。
反应条件为：６５℃６０ｍｉｎ。

１．２．５　ＬＡＭＰ试验结果的判别方法　以霍乱弧菌

Ｏ１３９基因组ＤＮＡ为阳性组，双蒸水为空白对照，
菌株副溶血弧菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、拟态
弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌、霍乱弧菌 Ｈ４－３为阴性
对照，同时进行ＬＡＭＰ扩增。通过Ｌｏｏｐａｍｐ浊度
仪判定是否发生ＬＡＭＰ扩增。结果判定标准：浊度
超过０．１为阳性。

１．２．６　ＬＡＭＰ扩增特异性试验　采用最优引物组
并利用实时浊度仪分别对霍乱弧菌Ｏ１３９、副溶血弧
菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、拟态弧菌、溶藻弧
菌、创伤弧菌、霍乱弧菌 Ｈ４－３ 菌株 ＤＮＡ 进行

ＬＡＭＰ扩增，根据浊度变化观察结果检验方法的特
异性。

１．２．７　ＬＡＭＰ 扩增灵敏度试验 　 应用 Ｎａｎｏ
ＤｒｏｐＮＤ－１００分光光度计测定霍乱弧菌 Ｏ１３９基因
组ＤＮＡ含量，１０倍倍比稀释基因组ＤＮＡ原液至
稀释度为１０－１～１０－７，分别取稀释度为１０－２～１０－７

的基因组ＤＮＡ　１μＬ作为模板进行ＬＡＭＰ扩增，分
析其灵敏度。

１．２．８　海产品中霍乱弧菌的检测　将１５０份各类海
产品前处理后，预增菌，提取细菌基因组ＤＮＡ。被检
海产品样品分别采用ＬＡＭＰ和荧光定量ＰＣＲ方法
进行检测，以验证ＬＡＭＰ方法的可靠性和实用性。

２　结果与分析

２．１　ＬＡＭＰ引物筛选试验结果
将生工生物工程（上海）股份有限公司合成的３组

引物以霍乱弧菌ＤＮＡ为模板同时进行ＬＡＭＰ反应，
并设空白对照。结果显示，３组引物均可发生ＬＡＭＰ
反应，空白对照均未发生ＤＮＡ扩增，其中引物组［１］扩
增速率最快，出峰时间最早（图１）。选择引物组［１］作
为ｃｔｘＡ基因的ＬＡＭＰ扩增反应最优引物组。

１－３分别为［１］、［２］、［３］组引物阳性扩增；４－６分别
为［１］、［２］、［３］组引物空白对照

图１　各组引物的ＬＡＭＰ扩增反应扩增曲线

２．２　ＬＡＭＰ扩增特异性试验结果
特异性试验结果显示，在２０～６０ｍｉｎ霍乱弧菌

Ｏ１３９ＤＮＡ发生扩增，浊度明显上升，ＬＡＭＰ检测
结果呈阳性；其余７株菌株ＤＮＡ均未发生扩增，浊
度无明显变化，ＬＡＭＰ检测结果呈阴性（图２）。表
明ＬＡＭＰ方法特异性极高。

１－８分别为霍乱弧菌（Ｏ１３９）、副溶血弧菌、大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌、拟态弧菌、溶藻弧菌、创伤弧菌、霍乱

弧菌 Ｈ４－３菌株

图２　ＬＡＭＰ特异性扩增速率曲线

２．３　ＬＡＭＰ扩增灵敏性试验结果
基因组 ＤＮＡ 含量检测结果显示，霍乱弧菌

Ｏ１３９基因组ＤＮＡ含量为８．１ｎｇ／μＬ。１０倍倍比
稀释ＤＮＡ 原液进行 ＬＡＭＰ检测，结果如图３所
示，在６０ｍｉｎ内，１０－２－１０－５样品反应浊度都超过

０．１（阳性）；随着模板浓度的降低，反应速率基本不
变，反应峰值出现的时间延迟，至稀释度１０－５时仍
能快速有效地扩增，表明霍乱弧菌ＬＡＭＰ方法可扩
增稀释至约８１ｆｇ／μＬ的基因组ＤＮＡ。在反应中，
从反应产物量达到可被判定的临近值到最终被判定

为阳性仅耗时４ｍｉｎ，说明该方法针对目的基因的
序列扩增效率很高。

１－６分别表示稀释度为１０－２－１０－７的霍乱弧
菌Ｏ１３９基因组ＤＮＡ

图３　ＬＡＭＰ灵敏性试验扩增速率曲线

２．４　海产品中霍乱弧菌的检测结果
利用建立的ＬＡＭＰ检测方法对１５０份各类海
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产品进行检测，其中２份样品检出霍乱弧菌阳性（检
出率１．３％），该结果与荧光定量ＰＣＲ结果一致（表

２）。表明ＬＡＭＰ方法检测结果可靠。

表２　含ｃｔｘＡ基因霍乱弧菌在样品中的检测结果

样品数／份
ＬＡＭＰ检测

阳性数／份 检出率／％

荧光定量ＰＣＲ
阳性数／份 检出率／％

１５０　 ２　 １．３　 ２　 １．３

３　讨论

目前，多数建立的ＬＡＭＰ反应方法采用琼脂糖
凝胶电泳来判定结果［１１］，其只能分析ＬＡＭＰ反应
的最终结果，且存在气溶胶污染实验室的危险，由于
缺乏对反应的实时监控，很难排除假阳性和非特异
反应等干扰因素，不能对检测结果做出准确的判定。
本研究利用ＬＡ－３２０实时混浊仪来实时分析ＬＡＭＰ
反应的结果，可直观、实时地观察反应的进行情况，
并通过设置分析标准排除这些干扰因素。
引物的优化及筛选是快速、准确检测的基础。

本试验采用ＬＡＭＰ技术针对霍乱弧菌ｃｔｘＡ基因序
列设计了３组特异性引物，ＬＡＭＰ扩增结果显示，

３组引物均可用于检测ｃｔｘＡ基因，通过进一步的试
验筛选，最终确定了引物组［１］为最优引物组。
在ＬＡＭＰ的高效反应过程中，扩增目的序列的

量富集到临界值时，会进入较高的反应速率达到反
应峰值，模板的稀释只影响反应的起点时间并不影
响反应的速率。本研究中至稀释度１０－５时反应时
间较长，与反应最初的ＤＮＡ模板量有关，但扩增产
物富集到临界值后仅用时４ｍｉｎ到达反应峰值，且
与其他各反应样品的峰值相近，证明了该检测方法
具有很高的扩增效率。本研究建立的霍乱弧菌实时
浊度ＬＡＭＰ检测方法对霍乱弧菌 Ｏ１３９、副溶血弧
菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、拟态弧菌、溶藻弧
菌、创伤弧菌、霍乱弧菌 Ｈ４－３菌株８种菌株的特异
性检测结果显示，除Ｏ１３９霍乱弧菌外，其他试验菌
株的检测结果均为阴性，表明所采用的［１］组引物对
霍乱弧具有很高的特异性。该方法的检测下限为

８１ｆｇ／μＬ，这一结果与文献报道的检测下限７６
ｆｇ／μＬ

［１２］、３６．１ｆｇ／μＬ
［１３］的基因组ＤＮＡ基本相符。

为进一步评价该方法的可行性及效果，对１５０份水
产样本进行检测，霍乱弧菌检出率１．３％，检出率与
荧光定量ＰＣＲ结果一致。从样品采集到获得检测
结果传统方法需要３～５ｄ，而ＬＡＭＰ检测方法仅需

１ｄ，大大提高了检测效率。
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