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　　摘要：为了建立一种快速、灵敏、便捷的针对霍乱弧菌的检测方法，利用多酶恒温核酸快速扩增技术，对不同引物
组在胶体金试纸条检测中的特异性和灵敏度进行研究。研究结果表明，在以质粒为模板的特异性试验中，Ｐｒｏｂｅ１＋引
物对２、Ｐｒｏｂｅ１＋引物对３、Ｐｒｏｂｅ２＋引物对５这３组引物组均显示出较高的特异性。但在灵敏度试验中，仅有Ｐｒｏｂｅ２＋
引物对５能够检出浓度为０．１ｆｇ／μＬ的质粒模板。在后续以核酸为模板的特异性和灵敏度试验中，Ｐｒｏｂｅ２＋引物对５
的引物组合同样显示出较强的特异性，并对核酸模板的检出限可达到１０ｆｇ／μＬ，均显示出优于另外２种组合的特异性
和灵敏度。本研究所建立的基于ＭＩＲＡ技术的霍乱弧菌检测方法具有较高的特异性和灵敏度，对于推进霍乱弧菌及
其他致病菌的现场快速检测具有重要意义。
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　　霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａ）是一种革兰氏阴性
菌，是霍乱的病原体。霍乱可作为散发性、流行性

或地方病发生，以引起严重腹泻和脱水而闻名，如

果不及时治疗，可在 ４８ｈ内导致死亡［１］。研究表

明，霍乱弧菌可以通过人类宿主形成高度传染性状

态，经排泄到自然环境中，引发霍乱的流行［２］。霍

乱弧菌广泛存在水生动物中或受污染的食物中，特

别是贝类和甲壳类动物［３］。因此，建立霍乱弧菌快

速、高效的检测手段，对于保障食品质量安全，维护

人民生命健康，加强公共卫生防疫方面具有极其重

要的意义。由于霍乱弧菌可以以２种形式存在：活
的可培养的和活的但不可培养的（ＶＢＮＣ），使用传
统培养法进行检测具有一定的局限性［４］。目前，针

对霍乱弧菌检测的方法虽然很多，包括免疫检测

法、生化鉴定法、实时荧光聚合酶链式反应、环介导

恒温扩增（ＬＡＭＰ）等方法，但这些方法均无法同时
解决操作烦琐耗时长、检测效率与检测灵敏度低、

检测目标单一、快速现场检测等问题［５－１０］。

ＭＩＲＡ （Ｍｕｌｔｉ－ ｅｎｚｙｍｅ Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ｒａｐｉｄ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，简称ＭＩＲＡ）是一种近年来发展起来的
多酶恒温核酸快速扩增技术。作为一种新型的等

温核酸扩增技术，ＭＩＲＡ不需要复杂的热循环仪，而
是通过简单的水浴或加热工具即可在３７～４２℃的
恒定温度条件下进行反应。整个反应过程主要依

赖于３种必需的酶：重组酶，促进特异性引物与模板
ＤＮＡ配对；单链 ＤＮＡ结合蛋白，无需加热即可形成
单链ＤＮＡ；ＤＮＡ聚合酶，负责扩增和延伸［１１］。一旦

反应开始，模板ＤＮＡ的扩增就会迅速进行，并且在
不到２０ｍｉｎ的时间内达到可检测的水平。通过设计
带有修饰基团的引物与探针，配合胶体金试纸条，可

以极大地实现便携式的现场快速核酸检测技术。

霍乱毒素（ＣＴ）、毒素共调节菌毛（ＴＣＰ）和外膜
蛋白 Ｗ（ＯｍｐＷ）是霍乱弧菌的 ３个主要毒力因
子［１２］。外膜蛋白Ｗ的 ｏｍｐＷ基因也是霍乱弧菌菌
株鉴定中常用的特异性检测基因。本研究主要针

对该基因设计多个引物和探针组，并在多酶恒温核

酸快速扩增体系中通过胶体金试纸条对霍乱弧菌

的特异性和灵敏度检测进行评价。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
霍乱弧菌 ｏｍｐＷ基因质粒（参考 ＧｅｎＢａｎｋ：
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ＭＦ１０００４５．１序列信息构建）；Ｔｉｏｓｂｉｏ超快速核酸
释放剂、ＤＮＡ恒温快速扩增试剂盒、ＨｙｂｒｉＤｅｔｅｃｔ试
纸条均购自潍坊安普未来生物科技有限公司；霍乱

弧菌、小肠耶尔森氏菌的核酸提取物购自潍坊安普

未来生物科技有限公司；副溶血性弧菌、拟态弧菌、

河弧菌分离株、创伤弧菌、鲍氏志贺菌、鼠伤寒沙门

氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、坂崎克罗诺菌均

来自笔者所在实验室保藏。

１．２　仪器
ＰＣＲ扩增仪，Ｔ１００ＴＭ，Ｂｉｏ－ｒａｄ生命医学产品有

限公司生产。

１．３　试验方法
１．３．１　引物设计　试验于２０２１年３—６月在南京
晓庄学院实验室内进行。根据ＭＩＲＡ技术引物设计
原则，建议扩增片段长度在１５０～５００ｂｐ之间，下游
引物的 ５′端需要标记 １个修饰基团（如生物素，
ｂｉｏｔｉｎ）。结合霍乱弧菌 ｏｍｐＷ 基因 （ＧｅｎＢａｎｋ：
ＭＦ１０００４５．１）序列信息，采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软
件进行引物设计，委托广州擎科生物技术有限公司

进行合成，具体序列见表１。

表１　引物信息

编号 引物组 序列（５′→３′）

１ 引物对１ Ｆ：ＡＧＴＴＡＧＧＴＡＧＣＣＴＴＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＡＡＡＣ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＣＧＣＡＣＣＡＡＣＡＴＡＴＧＧＡＣＧＧＡＡＡＧＴＣＧＡＡＴＴ

２ 引物对２ Ｆ：ＡＧＴＴＡＧＧＴＡＧＣＣＴＴＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＡＡＡＣ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＴＴＴＣＡＴＣＡＡＡＧＡＡＡＧＴＧＧＴＧＴＡＡＴＴＣＡＡＡＣ

３ 引物对３ Ｆ：ＡＧＴＴＡＧＧＴＡＧＣＣＴＴＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＡＡＡＣ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＡＴＣＣＡＧＣＡＴＴＡＧＴＡＣＣＣＧＴＡＣＣＡＴＴＡＡＡＧＣ

４ 引物对４ Ｆ：ＴＴＣＡＣＡＴＡＡＧＡＴＴＴＣＴＡＣＣＴＣＴＧＧＴＧＧＴＧ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＡＴＣＣＡＧＣＡＴＴＡＧＴＡＣＣＣＧＴＡＣＣＡＴＴＡＡＡＧＣ

５ 引物对５ Ｆ：ＣＧＣＧＧＧＴＡＴＴＧＣＣＴＣＧＧＴＡＧＴＡＣＣＴＡＡＴＧＡＣ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＡＣＡＴＡＴＡＧＣＣＡＡＧＣＧＴＴＡＡＣＣＣＴＡＡＣＴＧＧ

６ 引物对６ Ｆ：ＣＧＣＧＧＧＴＡＴＴＧＣＣＴＣＧＧＴＡＧＴＡＣＣＴＡＡＴＧＡＣ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＡＧＧＡＣＴＴＣＡＡＡＡＣＴＧＡＴＧＴＴＧＴＣＡＧＴＡＡＡＣ

７ 引物对７ Ｆ：ＴＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＡＣＴＴＴＡＴＴＧＴＧ；Ｒ：［ｂｉｏｔｉｎ］－ＡＧＧＡＣＴＴＣＡＡＡＡＣＴＧＡＴＧＴＴＧＴＣＡＧＴＡＡＡＣ

１．３．２　探针设计　根据 ＭＩＲＡ技术探针设计原则
（图１），探针为位于上下游引物中间，长度在４６～
５２ｎｔ之间，并与目的片段互补的序列；同时在５′端
修饰１个抗原标记（如羟基荧光素，ＦＡＭ）；在距５′
端约３０ｎｔ序列位置上标记１个ｄＳｐａｃｅｒ（四氢呋喃，
ＴＨＦ），作为大肠杆菌核酸外切酶（ＮＦＯ）的识别位
点；ＴＨＦ距离３′末端约１５ｎｔ，并且在３′末端标记１
个修饰基团（如胺基、磷酸基团、Ｃ３－ｓｐａｃｅｒ）。结合
７对引物信息，设计得到符合引物对１、２、３、４的探
针Ｐｒｏｂｅ１（［６ＦＡＭ］ＡＡＣＡＴＴＴＧＣＣＡＣＣＴＡＣＣＴＴＴＡＴ
ＧＧＴＣＣＡＡＴ［ＴＨＦ］ＣＴＡＣＴＴＴＧＧＴＧＡＡＧＣ［Ｃ３ｓｐａｃｅｒ］）
和符合引物对４、５、６的探针 Ｐｒｏｂｅ２（［６ＦＡＭ］ＡＧＴＡ
ＧＣＧＡＴＡＡＡＧＴＧＴＴＡＡＡＣＡＣＴＣＡＡＡＧＴ［ＴＨＦ］ＡＧＴＴ
ＧＧＣＡＧＴＴＡＡＴＡ［Ｃ３ｓｐａｃｅｒ］）。

１．３．３　胶体金试纸条试验反应体系　胶体金试纸
条试验反应体系见表２。
１．３．４　胶体金试纸条试验操作步骤　在每个反应
管中加入适量的 ＢｕｆｆｅｒＡ、上下游引物、探针（探针
引物浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ）、ｄｄＨ２Ｏ、核酸模板、Ｂｕｆｆｅｒ

表２　胶体金试纸条试验反应体系

成分
体积

（μＬ）

ＢｕｆｆｅｒＡ ２９．４

上游引物 ２．０

下游引物 ２．０

探针 ０．６

ｄｄＨ２Ｏ与模板 １３．５

ＢｕｆｆｅｒＢ ２．５

总体积 ５０．０

Ｂ，并充分混合，短暂离心后立即将反应管放入恒温
设备中３７℃孵育８～１２ｍｉｎ；反应结束后，取１０μＬ
反应液加入含有１９０μＬｄｄＨ２Ｏ的离心管中，混合均
匀后将胶体金试纸条的样品端插入离心管中 ３～
５ｍｉｎ，观察质控线与检测线判读结果。

２　结果与分析

２．１　质粒模板试纸条特异性
选择７组引物和对应的探针，将霍乱弧菌ｏｍｐＷ

基因质粒作为模板，进行胶体金试纸条特异性反应

的初筛。胶体金试纸条初筛结果显示，每组检测线

均出现了条带，说明不同的引物探针组均能检出质

粒浓度１０ｆｇ／μＬ以上的目标分子，其中２、３、５组条
带最为明显（图２）。因此，选择这３对引物及对应
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探针进行后续胶体金试纸条的灵敏度试验。

２．２　质粒模板试纸条灵敏度
选择引物对２和探针 Ｐｒｏｂｅ１的组合，将质粒模

板稀释为１０．００、１．００、０．１０、０．０１ｆｇ／μＬ４个梯度浓
度进行胶体金试纸条的灵敏度检测。检测结果显

示，第２组检测线有微弱条带出现，表明该探针引物
组合可以检出浓度为１ｆｇ／μＬ的质粒模板（图３）。

　　选择引物对３和探针 Ｐｒｏｂｅ１的组合，将质粒模
板稀释为相同的４个梯度浓度进行胶体金试纸条的
灵敏度检测。检测结果显示，该探针引物组合在第

２组检测线同样可以看到微弱条带，也可检出浓度
为１ｆｇ／μＬ的质粒模板（图４）。
　　选择引物对５和探针Ｐｒｏｂｅ２的组合，利用同样

稀释后的质粒模板进行胶体金试纸条的灵敏度检

测。检测结果显示，该探针引物组合在第３组检测
线可以看到微弱条带，表明其可以检出浓度为

０．１ｆｇ／μＬ的质粒模板（图５）。
２．３　核酸模板试纸条灵敏度

为进一步验证该方法在真实检测环境中的效

率，选择从霍乱弧菌中提取的核酸作为模板进行灵

敏度检测试验。选择引物对２和探针 Ｐｒｏｂｅ１的组
合，设置１ｐｇ／μＬ、１００ｆｇ／μＬ、１０ｆｇ／μＬ３个梯度核
酸模板浓度进行胶体金试纸条的灵敏度检测。检

测结果显示，第１、２组检测线有明显条带出现，表明
该探针引物组合可以检出浓度为１００ｆｇ／μＬ的核酸
模板（图６）。
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　　选择引物对３和探针 Ｐｒｏｂｅ１的组合，将核酸模
板稀释为相同的３个梯度浓度进行胶体金试纸条的
灵敏度检测。检测结果显示，该探针引物组合在第

１组、第２组检测线有明显条带出现，在第３组检测
线可以看到微弱条带，表明可以检出浓度为

１０ｆｇ／μＬ的核酸模板（图７）。

　　选择引物对５和探针 Ｐｒｏｂｅ２的组合，利用同样
稀释后的核酸模板进行胶体金试纸条的灵敏度检

测。检测结果显示，该探针引物组合在第１组、第２
组、第３组检测线均可以看到明显条带，表明其可以
检出浓度为１０ｆｇ／μＬ的核酸模板（图８）。

　　根据以上试验结果，无论是在 ｏｍｐＷ基因质粒
模板的灵敏度检测试验中还是在霍乱弧菌核酸模

板的灵敏度检测试验中，引物对５＋Ｐｒｏｂｅ２的组合
均表现出最优的灵敏度检测结果。因此，选择该探

针引物组合进行不同物种间的特异性检测试验。

２．４　不同致病菌核酸模板试纸条特异性试验结果
在不同致病菌核酸模板的特异性检测试验中，

本研究选择了４种其他弧菌（副溶血性弧菌、拟态
弧菌、河弧菌、创伤弧菌）和６种可致消化系统疾病
的常见细菌（鲍氏志贺菌、鼠伤寒沙门氏菌、小肠耶

尔森氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、坂崎克罗诺

菌）进行检测。结果表明，引物对５＋Ｐｒｏｂｅ２的组合
对于其他致病菌核酸模板的检出结果均为阴性，只

有对霍乱弧菌核酸的检出结果为阳性，说明该探针

引物组合可以特异性地检出霍乱弧菌而不检出其

他微生物（图９）。

３　讨论与结论

通过对全部７对引物探针组进行初筛，显示引
物对２＋Ｐｒｏｂｅ１、引物对 ３＋Ｐｒｏｂｅ１和引物对 ５＋
Ｐｒｏｂｅ２的组合在试纸条检测线均出现显著明亮的条
带。在后续通过质粒模板和核酸模板进行灵敏度

检测的过程中，引物对５＋Ｐｒｏｂｅ２的组合均表现出
最优的灵敏度，检出限分别可达到 ０．１ｆｇ／μＬ和
１０ｆｇ／μＬ。在不同致病菌核酸模板的特异性检测试
验中，引物对５＋Ｐｒｏｂｅ２的组合同样表现出良好的
特异性，在所有１１种检测对象中，仅能检测出霍乱
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弧菌而不检出其他微生物。综上判断，我们认为引

物对５＋Ｐｒｏｂｅ２的探针引物组通过胶体金试纸条在
多酶恒温核酸快速扩增条件下，能够特异性好和灵

敏度高地完成霍乱弧菌的快速检测。本试验所建

立的检测方法，无需依赖细菌培养、生化鉴定、血清

学分群等周期长、操作繁琐的手段，比常规 ＰＣＲ和
实时荧光ＰＣＲ技术有更短的反应时间，比环介导恒
温扩增方法具有更低的反应温度，适用于食品安全

检测、病原体临床诊断等领域，应用前景广阔，具有

较高的实用价值。

本研究建立了一种基于ＭＩＲＡ技术的霍乱弧菌
胶体金试纸条快速检测方法，试验结果表明，引物

对５＋Ｐｒｏｂｅ２的探针引物组具备准确可靠、特异性
强、灵敏度高等优点。该探针引物组可以通过后期

开发成便携且操作简单便利的一体化检测试剂盒，

用于实际生产和监测环节中对霍乱弧菌的现场快

速检测。
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