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摘要：本研究旨在针对水产品中活的副溶血性弧菌建立一种快速定量的 PCR 检测方法。基于叠氮溴化丙锭（PMA）在一定光照

条件下能抑制死亡菌 DNA 扩增，以及微滴式数字 PCR 技术能将检测精度扩展至单分子目标基因，并实现绝对定量的特点，以副溶

血性弧菌 tlh 基因为目的片段设计及筛选适合的特异性引物与探针，优化反应体系，通过对 PMA 浓度及曝光条件等优化，建立了一

种联用 PMA-ddPCR 技术快速检测水产品中活的副溶血性弧菌的定量检测方法。研究结果显示：选择 16 μg/mL 作为 PMA 工作浓度，

曝光时间为 8 min，此条件下能够完全抑制副溶血性弧菌死菌的 DNA 扩增并对活菌扩增无影响。通过对比 PMA-ddPCR 和 PMA-qPCR

的检测低限分别为 2×101 cfu/mL、2×102 cfu/mL，PMA-ddPCR 法的灵敏度比 PMA-qPCR 法的高。应用 PMA-ddPCR 定量方法检测人

工污染的基围虾和小帆立贝这两种海产品，在基围虾中最低可检出 1.9×101 cfu/g 的副溶血性弧菌、在小帆立贝中最低可检出 8.9 cfu/g

的副溶血性弧菌。该研究为将 PCR 技术实际应用于水产品中低量污染、活的副溶血性弧菌的定量检测奠定了基础。 
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Abstract: A rapid quantitative PCR detection method for live Vibrio parahaemolyticus in aquatic products was studied. As propidium 

monoazide (PMA) can inhibit the death of bacteria DNA amplification under at certain lighting condition, and the droplet digital PCR 

technology can extend detection accuracy to single molecule target genes and achieve absolute quantification, a new method called 

PMA-ddPCR (combined PMA and ddPCR ) was applied to detect live Vibrio parahaemolyticus. Specific primers and probes targeting the tlh 

gene of Vibrio parahaemolyticus were designed, and the PCR reaction system was optimized. The PMA concentration and exposure conditions 

of PMA-ddPCR for target gene were also tested. The results showed that the working concentration of PMA was 16 μg/mL and the exposure 

time was 8 min. The expansion of dead bacteria could be completely inhibited and the activity of live bacteria was not affected under this 

condition. The sensitivity of PMA-ddPCR method was higher than that of PMA-qPCR method by comparing the detection limits of 

PMA-ddPCR and PMA-qPCR (2×101 cfu/mL and 2×102 cfu/mL, respectively). The live Vibrio parahaemolyticus in artificially contaminated 

marine products (sea shrimp and small scallop) were detected by PMA-ddPCR quantitative method, and the lowest detectable Vibrio 

parahaemolyticus in sea shrimps was 1.9×101 cfu/g, and the lowest detectable of Vibrio parahaemolyticus in small sail was 0.89×101 cfu/g. This 

study provided the foundation for the application of PCR technology to the quantitative detection of low-level pollution of live Vibrio 

parahaemolyticus in aquatic products. 
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副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，VP)一种

嗜盐性革兰氏阴性弧状杆菌，广泛存在于海水和海产

品中，是沿海地区常见的食物中毒病原菌。随着全球

化商品流通的快速发展及海产品消费的迅速上升，该

菌已成为引发世界范围内细菌性急性胃肠炎的重要致

病原，成为不可忽视的对食品质量安全和人体健康产

生威胁的一大对象，它的检测一直也倍受人们关注。

PCR 技术因其特异性强、灵敏度高的优点而成为检测

副溶血性弧菌的有效方法[1]，由于 PCR 技术是基于核

酸水平的检测，样品中死亡细胞 DNA 的稳定存在，

使普通 PCR 技术无法区分活菌与死菌[2]。叠氮溴化丙

锭（Propidium monoazide，PMA）是一种能够进入膜

不完整的死菌细胞中与死菌细胞的 DNA 发生光激化

反应从而共价结合抑制其扩增的活细胞荧光染料，将

其与 PCR 技术结合，能够克服无法区分活菌与死菌的

问题，实现活菌检测的目的[3]。目前已有将 PMA 与

PCR 技术结合用于活菌检测的研究报道[4~7]。微滴式

数字 PCR（Droplet digital PCR，ddPCR）作为新的 PCR
技术，通过将反应体系微滴化处理并分配至独立的反

应室内，读取各反应室内荧光信号的有无并进行泊松

统计从而能够直接测定初始模板拷贝数[8]。不需标准

曲线，可实现绝对定量，且检测限实现了在 10 拷贝以

内的突破；由于对反应体系的微滴化处理，也较好解

决了 PCR 反应易受基质抑制的问题，能够获得较稳定

一致的扩增效率[9]。目前微滴式数字 PCR 在食源性致

病菌检测已有相关报道[10~13]，技术优势初步展现。 
本文将微滴式数字 PCR 与 PMA 活细胞荧光染料

相结合，通过对 PCR 检测中所用引物探针、DNA 提

取方法的确定及 PMA 处理条件的优化，初步建立了

一种高灵敏度的快速、直接的活菌检测技术，评价了

PMA-ddPCR 的线性关系和灵敏度，与 qPCR 法、平

板计数法比较，此方法在用于不同活菌比例混合菌液

的检测中确证了方法的有效性，并将该方法初步应用

于人工污染的基围虾和小帆立贝中副溶血性弧菌活菌

检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  实验菌株 
实验菌株如表 1 所示。 

1.1.2  试剂 
副溶血性弧菌培养基，北京陆桥有限公司；

Chelex-100，美国 SIGMA；PMAxx，美国 Biotium 公

司；Premix Ex Taq TM（Probe qPCR），大连宝生物工

程有限公司；ddPCRSupermix for Probes（No dUTP）、
QX200 Droplet Generation Oil、ddPCR Droplet Reader 
Oil，美国伯乐公司。 

表1 实验菌株 

Table 1 The experimental strains 

菌株名称 菌株来源 菌株编号 

沙门氏菌 ATCC  14028 

沙门氏菌 ATCC H9809 

阪崎肠杆菌 ATCC  12868 

大肠杆菌 ATCC  25922 

肺炎克雷伯氏菌 CMCC 46108-5 

宋内志贺氏菌 CMCC 51334 

大肠杆菌 O157 ATCC 43889 

阪崎肠杆菌 ATCC 12868 

金黄色葡萄球菌 CMCC  26001 

金黄色葡萄球菌 ATCC 6538 

副溶血性弧菌 ATCC  17802 

副溶血性弧菌  VPL4-91 

副溶血性弧菌 阳性株 VP200404 

副溶血性弧菌 阳性株 VP200606 

副溶血性弧菌 阳性株 VP200609 

副溶血性弧菌 阳性株 VP201103 

溶藻弧菌 CMCC  1833 

河流弧菌 CMCC  1613 

创伤弧菌 ATCC  27562 

最小弧菌 CMCC 1969 

拟态弧菌 ATCC 33847 

单增李斯特氏菌 ATCC 19115 

1.2  仪器 

HG-EMA 核酸光标记仪，上海互帼科学仪器有限

公司；ABI 7900HT Fast 型实时荧光 PCR 仪，美国 ABI
公司；DG8 cartridge 微滴生成卡、QX200 Droplet 
Generator、PX1 PCR Plate Sealer、PCR 基因扩增循环

仪和 QX200 Droplet Reader，美国伯乐公司。 

1.3  方法 

1.3.1  引物探针设计及确证 
根据相关文献报道，食源性和环境分离出的副溶

血性弧菌中不耐热溶血毒素基因（tlh）的携带率均为

100%[14~16]，本研究以副溶血性弧菌 tlh 作为靶标基因，
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从Genbank数据库已知序列中选取保守及特异的区域

进行引物探针的设计，用多株菌株对多组引物探针进

行特异及灵敏度的筛选，最终确定以下的副溶血性弧

菌 tlh 引物探针，并由上海生工生物工程公司合成。 
表2 副溶血性弧菌引物探针序列 

Table 2 The primers and probe for the detection of Vibrio parahemolyticus 

名称 引物和探针 序列(5’-3’) 产物长度/bp 

tlh-2 

F CACAATGGCGCTTCCCTAAC 

150 R GCGCGATGTATTGGTTCTCA 

Probe FAM-AAGAACCTTCCGCTCTACAACTGGGCA-BHQ 

1.3.2  副溶血性弧菌培养及其菌悬液的制备 
将副溶血性弧菌菌株接种至 3%碱性蛋白胨水，

培养 36±1 ℃，8~18 h，于 TCBS 上进行划线分离，

36±1 ℃培养 24 h 后，挑取单个特征菌落接种至 3% 
NaCl TSA上，36±1 ℃培养24 h。挑取纯培养物于0.8%
生理盐水中，制得活菌悬液，另在 95 ℃下热致死 10 
min 制备死菌悬液。 
1.3.3  DNA 提取方法 

比较几种DNA 提取方法后，确定采用Chelex-100
提取方法：取菌悬液 1 mL 灭菌离心管，12000 r/min
下离心 1 min，弃上清，于沉淀中加入 200 μL 10% 
Chelex-100 溶液，剧烈振荡 5~10 s；56 ℃水浴 30 min，
取出振荡，95 ℃加热 10 min，剧烈振荡 5~10 s；12000 
r/min 下离心 5 min，取上清液作为 DNA 模板。 
1.3.4  ddPCR 和 qPCR 检测 

ddPCR 反应体系（20 μL）：Supermix 10 μL，正

向引物 1.5 μL（10 μmol/L），反向引物 1.5 μL（10 
μmol/L），探针 0.5 μL（10 μmol/L），DNase-free Water 
2.5 μL，DNA 模板 4 μL。反应条件设置为：95 ℃ 10 
min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，共 40 个循环；98 ℃ 
10 min；4 ℃。ddPCR 反应结束后，自动计算出最终

结果。 
qPCR 反应体系（25 μL）：Premix Ex Taq（Probe 

qPCR）12.5 μL，正向引物 1.0 μL（10 μmol/L），反向

引物 1.0 μL（10 μmol/L），探针 0.5 μL（10 μmol/L），
DNase-free Water 5.0 μL，DNA 模板 5 μL。反应条件

设置为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共

45 个循环。 
1.3.5  副溶血性弧菌 PMA 处理的优化 
1.3.5.1  完全抑制死菌扩增的最低 PMA 浓度的研究 

选择平板计数定量的 102~105 cfu/mL 梯度的菌悬

液，分别取 500 μL，95 ℃下热致死 10 min 制备死菌

悬液，并涂布至 3% NaCl TSA 上培养 36 h，以确证是

否灭活。加入不同量的 PMA 工作液混匀，避光孵育

10 min，核酸光标记仪曝光 10 min，按 1.3.3 中

Chelex-100 法提取 DNA 后进行 qPCR 反应，反应体系

和条件同 1.3.5。 

1.3.5.2  不抑制活菌扩增的最高 PMA 浓度的研究 
取102 cfu/mL稀释度的菌悬液500 μL作为活菌悬

液，然后向其中加入不同量的 PMA 工作液混匀，避

光孵育 10 min，然后使用核酸光标记仪曝光 1 min，
按1.3.3中Chelex-100法提取DNA后进行qPCR反应，

反应体系和条件同 1.3.5。 
1.3.5.3  曝光时间的选择 

取 105 cfu/mL浓度度菌悬液 500 μL 95 ℃，10 min
制备成死菌悬液，加入 PMA 使其终浓度为 16 μg/mL，
避光孵育 10 min，使用核酸光标记仪分别曝光 0、2、
4、6、8、10 min，按 1.3.3 使用 Chelex-100 法提取 DNA
后进行 qPCR 反应，反应体系和条件同 1.3.5。 
1.3.6  不同比例活 /死菌混合液的 PMA- 
ddPCR、PMA-qPCR 检测 

取 105 cfu/mL 浓度菌悬液 95 ℃，10 min 制备成

死菌悬液，与不同体积、相同浓度的活菌悬液进行混

合，使活菌在混合液中的比例为 0~100%，具体比例

见表 3，然后按已确定 PMA 条件进行处理，对照组为

不经 PMA 处理。按 1.3.3 中 Chelex-100 法提取 DNA
后进行 qPCR 反应和 ddPCR 反应，反应体系和条件同

1.3.4。 
表3 死菌液中活菌的添加比例 

Table 3 The rate of live bacteria in dead bacteria 

活菌

占比
0% 1% 5% 10% 20% 50% 70% 100%

总菌

浓度
2.00×105 cfu/mL 

1.3.7  PMA-ddPCR 和 PMA-qPCR 的灵敏度实

验 
以浊度为 0.8 的菌悬液作为初始稀释液（制备方

法见 1.3.2），并对菌悬液进行梯度稀释。取适当稀释

度进行平板计数。取稀释度为 101~106 cfu/mL 的菌悬

液 500 μL，PMA 条件处理，按 1.3.3 中 Chelex-100 法

提取 DNA 后进行 qPCR 反应和 ddPCR 反应，反应体

系和条件同 1.3.4。 
1.3.8  PMA-ddPCR 检测人工污染样品中副溶

血性弧菌活菌 
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取浊度为 0.8 的菌悬液作为初始稀释液(制备方法

见 1.3.2)，并对菌悬液进行梯度稀释。取适当稀释度

进行平板计数。称取经国标方法检测副溶血性弧菌阴

性的基围虾和小帆立贝(样品来自当地海产品零售市

场) 25 g，向其中分别加入菌浓度为 102~108 cfu/mL 副

溶血性弧菌(ATCC17802)活菌悬液 2 mL 以制备人工

污染样品，将污染后的样品加入至 225 mL 3%碱性蛋

白胨水均质，取1 mL均质液12000 r/min下离心1 min，
弃上清液，向沉淀中加入 500 μL 去离子水，振荡至沉

淀悬浮且分散均匀，在 PMA 优化条件下处理，提取

DNA 后进行 ddPCR 反应，反应体系和条件同 1.3.4。 
1.3.9  数据统计分析 

使用 SDS2.4 对 qPCR 结果进行数据分析，使用

QuantaSoft 1.7.4.0917对 ddPCR的结果进行数据分析。

qPCR 的每反应设置 2 个平行，以 Ct 平均值≤36 作为

有效数据判定依据；ddPCR 每反应设置 2 个平行，计

算平均值及相对标准偏差（RSD），以 RSD≤25%作为

有效数据判定依据。使用 Excel 365 绘制 qPCR、

PMA-qPCR、PMA-ddPCR 标准曲线，并进行线性回

归分析，使用 SPSS 19.0 软件进行统计分析。 

2  结果与讨论 

2.1  引物的筛选结果 

 

 
图1 引物探针tlh-2特异性及敏度性结果 

Fig.1 The specificity and sensitivity results of primer and 

probes for tlh-2 

分别对 4 组设计的引物探针进行特异性与敏感性

实验，结果如图 1 可知：上图上显示只有副溶血性弧

菌才扩增曲线，弧菌属内的其它弧菌及其非弧菌属的

对照菌均无扩增；上图下显示该 tlh-2 引物探针对梯度

浓度的副溶血弧菌检测结果重复性，均匀稳定确定

tlh-2 的引物探针组用后期的研究为本研究。 

2.2  PMA 处理优化结果 

2.2.1  完全抑制死菌扩增的最小 PMA 浓度的

研究 

 

 
图2 各死菌浓度下不同PMA浓度下PMA-qPCR检测结果 

Fig.2 The results of PMA-qPCR at different PMA 

concentration of different dead bacteria concentration 

注：∆Ct=经 PMA 处理的实验组 Ct 值-相同浓度不经 PMA

处理的对照组 Ct 值。 

选择平板计数为 6.55×102~6.55×105 cfu/mL 死菌

菌悬液，分别添加不同 PMA 浓度进行处理，再进行

qPCR 反应，结果如图 2 所示：不同死菌浓度下，随

着PMA处理浓度上升，∆Ct值上升，PMA对死菌DNA
扩增的抑制作用增强；随着死菌浓度上升，完全抑制

死菌扩增的最小 PMA 浓度也上升，在死菌浓度为

6.55×102 cfu/mL 时，0.12 μg/mL PMA 就能完全抑制其

扩增，在死菌浓度为 6.55×105 cfu/mL 时，16 μg/mL 
PMA 才能完全抑制其扩增。结果表明了对于不同的死

菌浓度，其完全抑制死菌的最小 PMA 浓度也存在差

异，考虑到实际检测中初始菌液浓度未知的情况，建

议选择浓度偏高以完全抑制死菌扩增且对活菌扩增无
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影响的 PMA 浓度。 
2.2.2  不抑制活菌扩增的最大 PMA 浓度研究 

选择平板计数为 6.55×102 cfu/mL 活菌菌悬液，经

不同浓度 PMA 处理，进行 qPCR，结果如图 3 可知：

在PMA浓度不超过 16 μg/mL时，∆Ct波动于 0~-0.39，
表明此时 PMA 浓度对活菌扩增基本无抑制；当 PMA
浓度大于 20 μg/mL 时，∆Ct 大于 1 并逐步增长，表明

此时 PMA 对活菌扩增有明显抑制作用。结合 2.2.1 结

果，确定16 μg/mL为本研究的PMA工作浓度，此PMA
浓度下，能够完全抑制较高浓度死菌扩增而对低浓度

活菌扩增无影响。 

 
图3 不同PMA浓度下PMA-qPCR活菌检测结果 

Fig.3 The results of PMA-qPCR at different PMA exposure 

time of live bacteria concentration 

注：∆Ct=经 PMA 处理的实验组 Ct 值-相同浓度不经 PMA

处理的对照组 Ct 值。 

2.2.3  PMA 曝光时间的选择 

 
图4 不同曝光时间下PMA-qPCR死菌检测结果 

Fig.4 The results of PMA-qPCR at different PMA exposure 

time of dead bacteria concentration 

注：∆Ct=经 PMA 处理的实验组 Ct 值-相同浓度不经 PMA

处理的对照组 Ct 值。 

选择平板计数为 6.55×105 cfu/mL 死菌菌悬液，加

入 16 μg/mL PMA 进行不同时间（0、2、4、6、8、10 
min）的曝光处理后，进行 qPCR，其结果如图 4 可知，

当曝光时间为 8 min 时，∆Ct 值最大，表明此时 PMA
对死菌扩增的抑制作用最强，并且此时 Ct 大于 35，

接近阴性，说明此时 PMA 浓度能够完全抑制死菌扩

增。选择 8 min 作为本研究最佳曝光时间。 

2.3  平板计数与 PMA-ddPCR、qPCR 的线性

关系 

将平板计数为 2~2×105 cfu/mL的梯度活菌悬液分

为两组，一组进行PMA处理，提取DNA后进行ddPCR
反应；一组不进行 PMA 处理，直接提取 DNA 后进行

qPCR 反应。根据测得的 Ct 值及拷贝数建立与菌浓度

相关系的标准曲线：PMA-ddPCR 的标准曲线方程为

y=0.9934x-1.5069，R2为 0.9949；qPCR 法的标准曲线

方程为 y=-3.155x+38.873，R2为 0.9982。 

2.4  PMA-ddPCR 和 qPCR 检测不同活菌比例

的菌液结果 

 
图5 平板计数、qPCR与 PMA-ddPCR在不同活菌比例的结果 

Fig.5 The concentration of live Vibrio parahaemolyticus of 

different rate detected by plate count methods, qPCR and 

PMA-ddPCR 

分别使用平板计数、qPCR 及 PMA-ddPCR 对不

同活菌比例的混合菌液进行检测，结果如图 5 可知：

qPCR 的结果与平板计数的结果相比较，0.01<P 值

<0.05，两者存在显著差异性，且 qPCR 结果不受比例

的影响较为稳定，qPCR 测得的结果为所有细菌 DNA
总量，不能区分活死菌；PMA-ddPCR 测得的拷贝数

浓度由 2.3 标准方程换算得到的菌浓度与平板计数的

结果相比较，P 值>0.05，两者非显著性差异。该

PMA-ddPCR 方法测得的拷贝数浓度由 2.3 标准方程

换算得到的菌浓度与平板计数结果基本一致，且均随

活菌比例上升而上升，该 PMA-ddPCR 方法测得的是

活菌浓度，且方法的准确度较高，检测结果与平板计

数结果在对数值上基本一致。 

2.5  PMA-ddPCR 和 PMA-qPCR 的灵敏度 
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用 PMA-ddPCR、PMA-qPCR 方法检测 2~2×105 
cfu/mL 连续梯度稀释的副溶血性弧菌，结果由图 6 可

知：PMA-ddPCR 方法的检测灵敏度为 2×101 cfu/mL；
PMA-qPCR 方法的检测灵敏度为 2×102 cfu/mL。 

 
图6 PMA-ddPCR灵敏度的一维散点图、PMA-qPCR灵敏度扩增曲

线图 

Fig.6 One-dimensional scatter plots of sensitivity of ddPCR and 

the amplification plot of sensitivity of ddPCR 

2.6  PMA-ddPCR 和PMA-qPCR 测定人工污染

样品中副溶血性弧菌活菌 

 
图7 人工污染副溶血弧菌基围虾样品平板计数与PMA-ddPCR结

果对比 

Fig.7 The results of live bacteria in artificial contaminated sea 

shrimp without enrichment by plate culture count and 

PMA-ddPCR 

 
图8 人工污染副溶血弧菌帆立贝样品平板计数与PMA-ddPCR结

果对比 

Fig.8 The results of live bacteria in artificial contaminated 

small scallop without enrichment by plate culture count and 

PMA-ddPCR 

使用 PMA-ddPCR 检测人工污染基围虾和小帆立

贝中活的副溶血性弧菌，由图 7、图 8 可知，在 102~103 
cfu/mL 菌污染浓度下，PMA-ddPCR 测定菌浓度与平

板计数结果基本吻合，PMA-ddPCR 测定人工污染基

围虾中活菌的灵敏度为 1.12×101 cfu/g，测定人工污染

小帆立贝的灵敏度为 8.96 cfu/g；PMA-qPCR 测定人工

污染基围虾中活菌的灵敏度为 1.12×102 cfu/g，测定人

工污染小帆立贝的灵敏度为 8.96×101 cfu/g。 

3  结论 

3.1  在过去 20 年间，已发表的多篇研究论文表明副

溶血性弧菌也已成为中国细菌性食源性暴发最重要的

原因[17]。该菌主要通过生食海鲜、被污染的水产品及

制品传播，从而引起人感染。当前在食品安全监控中

对副溶血性弧菌是有量值限制的，根据 GB 29921- 
2013 致病菌限量里规定：水产制品中副溶血性弧菌的

量不得超过 1000 MPN/g[18]。副溶血性弧菌的食品安

全国家标准 GB 4789.7-2013 规定的检测过程[19]，经过

前增菌、分离纯化、生化鉴定等过程，再加上血清学

鉴定，检测周期少则 3 d，多则要超过 5 d 的。随分子

技术发展，基于核酸片段 PCR 技术提供了快速、高效、

特异性强的解决方法，被广泛应用于食源性致病菌的

检测。然而，当遇到细菌死亡时，其核酸仍能较长时

间保留，PCR 检测方法难以有效区别样品中的死亡菌

与活菌，造成实际样品检测时，容易会出现假阳性的

结果。 
3.2  PMA 作为一种新型的核酸染料，它在光激反应

下能与游离核酸结合，并对结合后核酸扩增起了有效

的阻断作用；ddPCR 作为绝对定量方法能准确定量至

单个目标 DNA，与相对定量技术的 qPCR 方法相比， 
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不仅检测精度的提高，而且无需依赖标准曲线和 Ct
值，从而实现真正意义上的绝对定量。PMA 新型染料

与 ddPCR 新技术的结合与应用，使水产品中低污染量

的、活的副溶血性弧菌的定量检测得以实现。本研究

以此建立的 PMA-ddPCR 定量检测副溶血性弧菌的方

法，整个检测过程只需 3~4 h 内完成，检测结果与传

统平板计数方法基本一致，检测时间缩短了 3~5 d，
并解决了常规 PCR 法受死亡菌 DNA 影响出现“假阳

性”结果的情况，本方法的检测低限能达到 101~102 
cfu/g，已经完全满足食品安全监管的需求，具有广阔

的应用前景和研究价值。 
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