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　　摘要：为建立创伤弧菌的重组酶聚合酶扩增技术（ＲＰＡ）检测方法，根据编码创伤弧菌 ＤＮＡ促旋酶的 Ｂ亚单位蛋
白（ＧｙｒａｓｅＢｅｔａＳｕｂｕｎｉｔ，ｇｒｙＢ）的基因保守序列，设计ＲＰＡ特异性引物，建立创伤弧菌ｇｒｙＢ基因的ＲＰＡ检测方法并测
试其特异性、灵敏度和应用效果。结果发现，建立的ＲＰＡ检测方法特异性好，能够从创伤弧菌中检测到２３４ｂｐ的特异
性条带，仅需在３７℃下恒温反应４０ｍｉｎ，不需要特殊的仪器设备；该方法的灵敏度与ＰＣＲ相当，可达到０．１ｎｇ／μＬ，应
用检测结果也表明该方法与传统培养方法相当。因此，本研究建立的 ＲＰＡ方法检测 ｇｒｙＢ特异性强、灵敏度高，无需
特殊的仪器设备，适合实验室快速检测。
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　　创伤弧菌是一种带有荚膜的革兰氏阴性嗜盐
弧菌，在海水养殖的牡蛎、虾和蟹等贝类、甲壳类水

生动物中分布广泛，是流行程度、危害程度最高的

食源性致病菌之一［１－２］。人食用生的或未经充分加

工的海产品，以及通过皮肤创口接触海水入血均可

感染，并在短时间内出现败血症“蜂窝组织炎”出血

性大疤，半数以上患者可因多脏器功能衰竭而死

亡，因此创伤弧菌又被称为“海洋中的无声杀

手”［３］。当下世界上大部分沿海国家均有创伤弧菌

的致病报道，我国江浙、闽粤沿海及台湾地区亦有

较多的感染报道，更有数例因创伤弧菌感染引起的

败血症患者，在３～４ｄ内均出现腹腔内广泛性坏
死、多器官功能衰竭而死亡的案例，是公众饮食健

康的重大威胁之一，所以对创伤弧菌的检测在公共

卫生上具有十分重要的意义［４］。

目前，对创伤弧菌的检测仍主要依靠传统方

法，即首先利用选择性培养基增菌，进而结合生化

及血清学方法进行鉴定。传统方法检测结果准确，

但是存在检测效率低、检测目标单一、灵敏度低且

耗时长、操作繁琐等不足。为满足致病菌快速检测

的要求，技术人员发展了酶联荧光免疫检测法

（ＶＩＤＡＳ－ＣＨＬ）、酶免疫法（ＥＩＡ）、聚合酶链式反应
（ＰＣＲ）、胶体金试纸条法、ＡＰＩ生化鉴定试纸条法、
环介导恒温扩增（ＬＡＭＰ）技术和实时荧光ＰＣＲ等方
法。其中，实时荧光 ＰＣＲ及 ＰＣＲ相关的其他改良
技术以操作简便快捷、灵敏度高等显著优势，近年

来在致病菌检测中的应用越来越广泛［５］，但荧光检

测设备普遍售价偏高、产物片段偏小、引物探针设

计要求较高等不可回避的缺陷，在一定程度上限制

了其推广应用，尤其是不利于非实验室环境下现场

检测以及基层实验室的推广应用。

ＲＰＡ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｍｐｌｉｆｃａｔｉｏｎ）是继
ＬＡＭＰ之后的另一种等温核酸扩增技术［６］，该技术

扩增利用单链ＤＮＡ结合蛋白（ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＳＢ）将双链模板ＤＮＡ解链，在ＤＮＡ
聚合酶的作用下，引物与特定模板正确配对形成复

合体，然后由 ＤＮＡ聚合酶延伸引物生成新的 ＤＮＡ
互补链。该方法主要具备以下优点：（１）恒温３７℃
下即可反应，不需要高低温度循环实现核酸解链和

退火；（２）只需要 １对引物，反应时间短，仅需
４０ｍｉｎ；（３）结果易辨识，ＲＰＡ扩增产物具有特定大
小的条带［７］，而且还可进行进一步的测序确认。

目前，国内尚未见到利用ＲＰＡ技术检测创伤弧
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菌的报道，本研究拟根据编码创伤弧菌ＤＮＡ促旋酶
的 Ｂ亚单位蛋白（ＧｙｒａｓｅＢｅｔａＳｕｂｕｎｉｔ）的 ｇｒｙＢ基
因，设计ＲＰＡ检测引物，构建创伤弧菌的 ＲＰＡ检测
方法，并验证其特异性和灵敏度，建立一种快速检

测创伤弧菌ｇｒｙＢ的简便高效、特异性强、灵敏度高、
适于现场应用检测的技术方法。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
创 伤 弧 菌 （ＡＴＣＣ２７５６２）、拟 态 弧 菌

（ＡＴＣＣ３３６５３）、副溶血弧菌（ＡＴＣＣ１７８０２）、河流弧
菌（ＡＴＣＣ３３８０９）、溶藻弧菌（ＡＴＣＣ１７７４９）、霍乱弧
菌（ＡＴＣＣ３９３１５）、哈维氏弧菌（ＡＴＣＣ３３８４２）、沙门
氏菌（ＡＴＣＣ１４０２８）、大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）、金
黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）和单增李斯特菌
（ＡＴＣＣ１９１１４）均为本机构购买的标准菌株，其购买
来源为中国科学院水生生物研究所、广东食品微生

物安全工程技术研究开发中心和美国 ＭＢＬ公司。
应用检测的样品均为本机构２０１６年法定和委托检
验中的留样，所用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒为天
根生化科技有限公司产（货号 ＤＰ３０２），引物由上海
生物工程技术有限公司安排合成，电泳级琼脂糖、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ及显色剂购自宝生物大连生物技术有
限公司，ＲＰＡ扩增试剂盒为 ＴｗｉｓｔＤＸ公司产
ＴｗｉｓｔＡｍｐＢａｓｉｃｋｉｔｓ。
１．２　主要仪器与设备

ＰＣＲ扩增仪（Ｖｅｒｉｔｉ，ＡＢＩ公司）、核酸蛋白分析
仪（ＮＤ－１０００，Ｔｈｅｒｍｏ公司）、电泳仪（ＤＹＹ－６Ｃ，北
京六一）、凝胶成像系统（Ｔａｎｏｎ－１６００，天能公司）。
１．３　方法
１．３．１　基因组ＤＮＡ提取　先将上述标准菌株按照
国家标准ＧＢ４７８９进行复壮增菌及生化鉴定，再参
照试剂盒说明书，提取上述增菌液的基因组 ＤＮＡ，
使用核酸蛋白分析仪检测 ＤＮＡ浓度及纯度并统一
稀释为１００ｎｇ／μＬ备用。
１．３．２　引物设计　参考 ＲＰＡ引物设计的要求，根
据ｇｒｙＢ基因的保守序列，使用 ＯｌｉｇｏＶ６．２２软件进
行引物的设计和筛选，入选序列再利用 ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ
工具（ＮＣＢＩ官方网站提供）进行特异性确认，最终
交由上海生物工程技术有限公司安排合成。最终

设计检测创伤弧菌的 ＲＰＡ检测引物，扩增条带
２３４ｂｐ，序列具体如下：上游引物：５′－ＧＣＴＴＧＡＡＴＡ
ＣＣＡＣＣＴＴＣＡＴＡＣＡＴＧＡＡＧＴＧＡＴＣ－３′；下游引物：

５′－ＴＣＡＴＧＧＴＧＴＧＣＣＴＧＡＴＧＣＡＣＣＧＣＴＴＧＣＴＡＴ－
３′。
１．３．３　ＲＰＡ检测方法建立　以“１．３．１”节中制备
的ＤＮＡ为模板，采用上述引物进行ＲＰＡ扩增，同时
设置超纯水为阴性对照，测试恒温３７℃反应时长分
别为３０、４０、５０、６０ｍｉｎ时的扩增效果。ＲＰＡ扩增体
系的配制方法如下：向含有冻干酶粉的 ０．２ｍＬ
ＴｗｉｓｔＡｍｐ反应管（ＴｗｉｓｔＡｍｐＢａｓｉｃｋｉｔｓ，Ｔｗｉｓｔ）中加
入再水化缓冲液（ＲｅｈｙｄｒａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ）２９．５μＬ，去离
子水１２．５μＬ，上、下游引物各 ２μＬ（终浓度为
０．４μｍｏｌ／Ｌ），模板ＤＮＡ１．０μＬ，最后再加入醋酸镁
溶液２．５μＬ（２８０ｍｍｏｌ／Ｌ）。ＲＰＡ反应结束后，向
ＲＰＡ扩增产物中加入５０．０μＬ苯酚／氯仿溶液，充
分混匀后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取上清液５μＬ
点样于１．５％琼脂糖凝胶，使用１×ＴＢＥ缓冲液进行
电泳，电泳条件为５Ｖ／ｃｍ，恒压电泳４０～６０ｍｉｎ，最
终在凝胶成像系统上观察结果。

１．３．４　ＲＰＡ检测方法特异性评价　按照“１．３．３”
节的ＲＰＡ检测反应体系及适用扩增时长，对前述１１
种标准菌株的基因组 ＤＮＡ进行检测，对所建立的
ＲＰＡ检测方法特异性进行评价。
１．３．５　ＲＰＡ检测方法灵敏度评价　将创伤弧菌基
因组ＤＮＡ进行１０倍梯度稀释，共５个稀释度，以梯
度稀释的ＤＮＡ为模板，按照“１．３．３”节所示ＲＰＡ检
测反应体系进行ＲＰＡ灵敏度试验，并与蒋蔚等报道
的ＰＣＲ检测方法的灵敏度［８］进行比较，评价 ＲＰＡ
检测方法的灵敏度。

１．３．６　ＲＰＡ检测方法应用效果评价　选取本机构
２０１６年检测留样样品５０份，包括２０份阳性样品，
其中创伤弧菌确认阳性检出２份。样品主要为冻虾
仁、冻凤尾对虾、冻牡蛎、活青蟹、金鲳鱼以及水质

监控样本，参考食品卫生微生物学检验国家标准进

行样品处理，使用碱性蛋白胨水增菌培养１０ｈ，取
２ｍＬ增菌液离心富集，使用细菌基因组 ＤＮＡ提取
试剂盒（天根生化科技有限公司，货号 ＤＰ３０２）提取
ＤＮＡ，使用建立的 ＲＰＡ方法进行创伤弧菌检验，以
结果的一致性来评价方法的应用效果。

２　结果与分析

２．１　ＲＰＡ检测方法的构建
以创伤弧菌标准菌株基因组ＤＮＡ为模板，并以

超纯水为阴性对照，测试了不同扩增时长的ＲＰＡ检
测效果，由图１可知，在４０ｍｉｎ时便可达到较为理
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想的扩增效果，ｇｒｙＢ扩增条带与预期目的条带大小
一致，约２３４ｂｐ，阴性对照没有条带，建立的ＲＰＡ检
测体系能够准确检测到ｇｒｙＢ基因。

２．２　ＲＰＡ检测方法的特异性评价
由图２可知，ｇｒｙＢ的 ＲＰＡ特异性评价结果显

示，创伤弧菌能够检测到２３４ｂｐ的特异性条带，其
他１０株标准菌株：拟态弧菌、副溶血弧菌、河流弧
菌、溶藻弧菌、霍乱弧菌、哈维氏弧菌、沙门氏菌、大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌均未检测

到条带，说明该方法具有较强的特异性。

２．３　ＲＰＡ检测方法的灵敏度评价
灵敏度测试结果（图３）显示，当ＲＰＡ检测方法

反应时间为４０ｍｉｎ，ＤＮＡ含量为０．１ｎｇ时，可检测
２３４ｂｐ大小目的条带，该灵敏度结果与蒋蔚等建立
的检测创伤弧菌 ｇｒｏＥＬ基因的 ＰＣＲ方法一致；当
ＤＮＡ含量为０．０１ｎｇ时，２种方法均未能扩增到目
的条带，说明ＲＰＡ方法与ＰＣＲ方法的灵敏度相当。
２．４　ＲＰＡ检测方法的应用效果

应用建立的 ＲＰＡ检测方法，对本机构２０１６年
检测的２０份阳性检出留样（其中创伤弧菌确认阳
性检出２份）和３０份阴性留样进行了复检，结果共

有２份样本检出创伤弧菌，该留样检测结果与之前
传统培养及生化鉴定的结果完全一致，表明该方法

具有较好的应用效果。

３　讨论

ＲＰＡ技术是近些年兴起的常温扩增技术，目前
在病毒、病原菌及转基因的检测中均有成功应用的

先例［８－１４］，但尚未见创伤弧菌的相关研究报道。本

研究建立了针对创伤弧菌特异性 ｇｒｙＢ基因的 ＲＰＡ
检测方法，并对该方法进行了应用测试，结果显示

该方法特异性强，灵敏度与普通 ＰＣＲ相当，可较好
应用于水生动物及其加工产品的检测，且反应耗时

短、对设备依赖程度低，适合基层单位和现场检测

使用，为创伤弧菌的疫情监控、污染监测等提供了

更为简便高效的解决手段。

研究表明，ｇｒｙＢ基因与 ＤＮＡ复制、限制、修饰
和修复相关，在细菌ＤＮＡ的转录和复制中发挥重要
作用，近年来常被选用于细菌系统发育分析及细菌

鉴定［１５－１６］。本研究亦是基于ｇｒｙＢ基因保守序列建
立了ＲＰＡ检测方法，在特异性、灵敏度及应用检测
方面上也均达到了预期效果。

ＲＰＡ技术最大的优点在于在３７℃恒温反应，
不需要进行复杂的反应参数优化，本研究也只是对

比测试不同反应时长的扩增效果，发现在４０ｍｉｎ时
扩增产物基本可满足检测需求，考虑时效性及污染

防控，未选用扩增更长但可能更灵敏的反应参数。

此外，ＲＰＡ技术反应温度接近人体温，可不依赖
ＰＣＲ扩增仪，有学者利用该特性建立了一种仅仅利
用人体温度即能完成 ＤＮＡ扩增的 ＲＰＡ检测方
法［１７］，显著拓展了该技术的应用条件。
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灵敏度是评价检测方法优劣的一个关键参数，

本研究建立的 ＲＰＡ技术用于检测 ｇｒｙＢ方法，其灵
敏度和普通ＰＣＲ方法相当，也与已报道的ＬＡＭＰ检
测方法［１８－２０］相当。但 ＲＰＡ技术相比普通 ＰＣＲ，反
应更为快速（仅需３０～４０ｍｉｎ），且不依赖 ＰＣＲ仪；
同时相比ＬＡＭＰ、ＲＰＡ技术引物设计难度小，产物片
段单一，便于后续进行测序确证，具有更高的实用

价值。

同ＰＣＲ方法一样，ＲＰＡ技术也是扩增检测特定
基因序列，该序列与目标菌的性状及行为表现并无

必然的对应关系，当目标菌数量较少、活力较弱时，

使用传统微生物检验方法不一定能检出为阳性，故

在应用检测中可能存在假阴性问题［２１］。本研究建

立的ＲＰＡ检测方法，对本机构的５０例留样的应用
检测并未发现假阴性问题，可能与研究的样本数量

偏小有关。

当然，ＲＰＡ技术作为一种后起的检测手段，也
有不足之处需要完善。首先，ＲＰＡ体系对于蛋白活
性要求比较高，需要保证体系中的各种酶触反应准

确进行，其技术的提升依赖现代酶学的发展应用；

其次，ＲＰＡ扩增体系中存在大量蛋白酶，故直接电
泳无法分辨出目的核酸片段，必须经过纯化去除蛋

白质［７］；再次，ＲＰＡ的关键技术有知识产权的保护，
试剂成本相对较高。但 ＲＰＡ技术作为一种新的核
酸扩增技术，具有特异性强、灵敏度高、操作快速便

捷等优点，被誉为“一种可替代 ＰＣＲ的技术”，在病
原体检测及食品安全等众多领域已经有了越来越

多的推广应用，技术发展及应用前景均较为广阔。
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