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水产预制菜食源性致病菌多重qPCR检测体系的建立

黄浪萍1,2，汪智2，丁郁3，吴清平2，张菊梅2，周聪煜1,2，潘紫英1,2，刘鸣2，王涓1*

（1.华南农业大学食品学院，广东省食品质量安全重点实验室，广东广州 510642）（2.广东省科学院微生物研究所，华

南应用微生物国家重点实验室,广东省微生物安全与健康重点实验室,国家卫健委微生物食品营养与安全科技创新平台,

广东广州 510070）（3.暨南大学生命科学技术学院食品科学与工程系，广东广州 510632）

摘要：水产预制菜因便捷性深受消费者青睐，但其加工和储存过程中易受食源性致病菌污染，威胁食品安全。为快速

准确筛查此类风险，本研究基于副溶血性弧菌、单增李斯特菌和沙门氏菌的特异性靶标设计引物及 TaqMan 探针，开发了

一种多重实时荧光定量 PCR 检测体系。纯菌检测实验显示，副溶血性弧菌、单增李斯特菌和沙门氏菌在该多重检测体系的

最低检测限分为 8.67×101
、3.47×102

和 6.56×103 CFU/mL。三种菌的菌液浓度对数值与检测循环数 Cq 值之间呈现良好的线

性关系，相关系数 R2
均大于 0.98。三种菌在 108~101 CFU/mL 浓度范围内三次重复扩增的变异系数均在 5.08% 内。在人工

加标样品中，经 12 h 增菌后，三种菌的最低检测限分别为 6.30×100
、6.13×102

、2.44×101 CFU/mL。本研究对 60 份水产预

制菜实际样品检测的准确性高达 100%。该体系特异性强、灵敏度高、稳定性优、抗干扰能力突出，可实现水产预制菜中

三种食源性致病菌的快速精准检测。本研究为水产预制菜食源性致病菌监控提供高效的检测工具，对保障消费者健康具有

重要意义。
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随着冷链物流技术的持续升级，水产预制菜行

业迎来新的发展契机。然而，作为新兴产业，该

领域目前仍处于发展初期，存在生产标准化程度

低、质量管控体系不完善等结构性缺陷 [1] ，在此背

景下，水产预制菜的食品安全问题亟待重视。食源

性致病菌的污染是水产预制菜质量安全急需解决的

问题之一，其直接影响人体健康。副溶血性弧菌

（Vibrio parahaemolyticus）、单增李斯特菌（Listeria 
monocytogenes）和沙门氏菌（Salmonella spp.）分布于

水产品 [2-4] ，它们会引发人体产生腹泻、发热等症状 [5-7] ，

涉及胃肠炎、流产、败血症、脑部炎症和肝炎 [8-10] 等疾

病，严重的感染会导致人或水产动物的死亡 [11-13] 。因此，

开发水产预制菜中可能污染的副溶血性弧菌、单增李

斯特菌和沙门氏菌准确可靠的检测方法是控制食品安

全至关重要的一环。

国家标准食品微生物检验以传统培养法为主，

经过选择性培养基增菌及筛选后，采用生化反应鉴

定。美国食品和药物管理局标准方法检测致病菌耗

时 5~7 d  [14] ，采用国际标准化组织认证的方法检测食

源性致病菌需耗时 3~6 d [15] 。随着分子生物学技术的发

展，食源性致病菌检测进入快速分子诊断时代 [16] 。目

前已经开发了很多食源性致病菌的分子检测方法，包

括聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction, PCR）、
恒温扩增和实时荧光定量 PCR（Quantitative Real-Time 
PCR, qPCR）等 [11] 。聚合酶链式反应是分子检测的金

标准 [17] ，但 PCR 扩增结果的呈现依赖核酸电泳。环介

导等温扩增（Loop-Mediated Isothermal Amplification, 
LAMP）是在恒温条件下扩增 DNA 的方法，它不需要

复杂的变温设备 [18] ，但其检测结果容易产生假阳性。

qPCR 由一系列的循环扩增组成，使用不同吸收波长

的荧光报告基团监测扩增，循环数 Cq 值和核酸浓度

相关联 [19] 。qPCR 在检测沙门氏菌中被证明比 LAMP
的检测限低 1~2 个数量 [20] 。多重 qPCR 检测目前已经

运用到食源性致病微生物的检测中，Raymond 等 [21] 用

多重 qPCR 检测方法区分不同血清型肠道沙门氏菌，

Nagham 等 [22] 运用双重 qPCR 同时检测两个不同属的

致病菌沙门氏菌和空肠弯曲杆菌。多重 qPCR 检测系

统可特异、准确的检测单增李斯特菌 [23] ，其已应用于

单增李斯特菌的人工模拟加标样如肉类、牛奶、鱼等

样品检测 [24] 。但多重 qPCR 技术仍存在检测限低的问

题 [25] ，并且缺少针对水产预制菜中副溶血性弧菌、单

增李斯特菌和沙门氏菌检测的研究。

本研究突破了单一菌株检测的局限，成功构建了

一种高效、精准的多重 qPCR 检测体系，能够同时检

测水产预制菜中副溶血性弧菌、单增李斯特菌和沙门

氏菌三种重要食源性病原菌，为真实食品样品中食源

性致病菌快速诊断提供了强有力的技术支持。

1  材料和方法

1.1 菌株

副溶血性弧菌、单增李斯特菌、沙门氏菌、大

肠杆菌（Escherichia coli）、克罗诺杆菌（Cronobacter 
spp.）、小肠结肠炎耶尔森氏菌（Yersinia enterocolitis）、
金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、表皮葡萄球

菌（Staphylococcus epidermidis）、蜡样芽孢杆菌（Bacillus 
cereus）均保存于广东省微生物菌种保藏中心。

screen such risks, a multiplex quantitative real-time polymerase chain reaction detection system was developed in this study. 

Specific primers and TaqMan probes were designed based on the unique target sequences of Vibrio parahaemolyticus, Listeria 

monocytogenes, and Salmonella spp.. In pure culture tests, the minimum detection limits for V. parahaemolyticus, L. monocytogenes, 

and Salmonella spp. were 8.67×101, 3.47×102, and 6.56×103 CFU/mL, respectively. A strong linear relationship was observed 

between the logarithmic bacterial concentrations and Cq values, with correlation coefficients (R2) exceeding 0.98. Within the 

concentration range of 108~101 CFU/mL, the coefficient of variation from three replicate amplifications was within 5.08%. In 

artificially spiked samples, after 12 h of enrichment, the detection limits improved to 6.30×100, 6.13×102, and 2.44×101 CFU/mL for 

the three pathogens, respectively. The accuracy of the system was validated by testing 60 real aquatic prefabricated dish samples, 

achieving a 100% concordance with traditional culture methods. This detection system was highly specific, sensitive, stable, and 

resistant to interference, enabling rapid and precise identification of the three foodborne pathogens in aquatic prefabricated dishes. 

An efficient tool was thus provided for monitoring foodborne pathogens in aquatic prefabricated dishes, contributing significantly to 

consumer health protection.

Key words: multiplex quantitative real-time polymerase chain reaction detection; Vibrio parahaemolyticus; Listeria 

monocytogenes; Salmonella spp.; aquatic prefabricated dishes
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1.2 试剂与仪器

Probe qPCR SuperMix（DUG）、细菌基因组 DNA
快速提取试剂盒、氯化钠、LB 肉汤、营养琼脂等培养

基，购自广东环凯生物科技有限公司。荧光定量 PCR
仪 LightCycler® 96 Instrument，购自瑞士 Roche 公司。

高速微量离心机，购自中国大龙兴创实验仪器（北京）

股份公司。MALDI-TOF MS，购自美国 Bruker 公司。

1.3 实验方法

1.3.1 细菌活化培养及模板DNA的提取

-80 ℃菌株自然化冻，副溶血性弧菌于 3 g·L-1 氯

化钠营养琼脂平板划线 37 ℃过夜培养。其他菌于 LB
琼脂平板划线 37 ℃过夜培养，挑取单菌落转接至液

体培养基于 37 ℃恒温摇床培养 10~12 h，混匀取 1 mL
菌液于离心管中参照广东环凯生物科技有限公司细菌

基因组 DNA 快速提取试剂盒方法提取 DNA。

1.3.2 引物及探针的设计

根据副溶血性弧菌、单增李斯特菌的种靶标 [26,27] 和

沙门氏菌的属靶标 [28] 序列，使用 PrimerExpress（V3.0.1）
软件在序列保守区域设计特异性引物及探针，经

BLAST 分析后，委托北京六合华大基因科技有限公司

合成。引物及探针序列如表 1。

表 1  实时荧光定量PCR引物及探针

Table 1 Primers and probes used in real-time fluorescent 
quantitative PCR

序列
名称

碱基序列（5′—3′） 扩增长
度 /bp

VP-F GTCGGCAGTGCGTTTTATGA

101VP-R CGCAGTGCATTGCGATTTAA

VP-P Texas Red-
CGCCACTAGCACCACCTTTTCATTCGT-BHQ2

LM-F CCCTAGCAGCACCCTTAGATTC

93LM-R GCGTCTTCTTCGCTGTATGTG

LM-P Cy5-AGGCTTAATAACCCCTGACCGCGACA-
BHQ2

S-F AAGCGATGAATGGCGTTACC

104S-R CTGCTTTTTTGCCTGGTTCAC

S-P FAM-TATCGACCTGAGCCAGATCTCCAGGG-
BHQ1

1.3.3 多重qPCR检测体系的优化

参照 Probe qPCR SuperMix（DUG）说明书上的

扩增程序和引物 / 探针组的退火温度，确定多重检测

体系的 Tm 值，并根据 3 种菌引物及探针浓度的优化

结果进行多重 qPCR 检测体系的组合。确认彼此之间

不会相互干扰，以扩增曲线中较早出现荧光信号和较

高的荧光强度为最优体系的判断标准。多重 qPCR 扩

增程序：50 ℃ 120 s ；94 ℃ 120 s ；94 ℃ 15 s，65 ℃ 
60 s，40 个循环。

1.3.4 多重qPCR特异性试验

3 种目标菌副溶血性弧菌、单增李斯特菌、沙门

氏菌及其他非目标菌接种于液体培养基中培养至对数

期，取菌液按细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 DNA。

将 DNA 作为模板，参照 1.3.3 中优化的多重 qPCR 检

测体系进行扩增，以 ddH2O 作为空白对照，验证引物

及探针的特异性。根据 qPCR 扩增曲线荧光信号和荧

光强度判断结果，Cq 值＜ 35 结果判定为阳性。

1.3.5 多重qPCR检测灵敏度评价

分别将过夜培养的目标菌株按 10 倍梯度稀释，选

取 3 个适宜的梯度取 100 µL 涂布计数，每个稀释梯度

取 1 mL 菌液提取 DNA，以 ddH2O 作为空白对照，根

据建立的多重 qPCR 检测体系进行敏感度评价。以菌

液浓度的对数为横坐标，Cq 值为纵坐标绘制标准曲线。

1.3.6 多重qPCR抗干扰实验

3 种目标菌过夜培养，按细菌 DNA 提取试剂盒提

取 DNA，多重 qPCR 体系中单独检测某一个菌与同时

检测 3 种菌，以 ddH2O 作为空白对照，重复 3 次实验。

单菌检测 Cq 值和混菌检测中对应检测通道的 Cq 值比

较，计算其平均值及显著差异性。

1.3.7 多重qPCR重复性实验

不同浓度的菌液 DNA 为反应模板，以 ddH2O 作

为空白对照，在多重 qPCR 检测体系中重复 3 次实验，

将扩增曲线的 Cq 值进行统计学分析，计算不同菌液

浓度 Cq 值的平均值、标准偏差和变异系数。

1.3.8 人工模拟加标样品检测

从某水产市场购买腌制调味的预制虾仁，低温保

存运送至实验室。称取 1 g 虾仁进行无菌处理，体积

分数为 75% 的酒精浸泡虾仁 15 min，倒掉酒精使用无

菌水清洗 3 次去除样品表面残留的酒精及其他污染物，

置于生物安全柜紫外灯照射 30 min。液体培养基中过

夜培养目标菌，用无菌生理盐水按 10 倍梯度稀释菌液，

选取 3 个适宜的梯度涂布计数。使用不同浓度的副溶

血性弧菌、单增李斯特菌、沙门氏菌分别侵染 1 g 虾

仁样品，分别于 9 mL 3 g·L-1 的氯化钠蛋白胨水、李斯

特增菌肉汤 LB1 和碱性蛋白胨水中增菌，在增菌的 0、
6、12 h 取增菌液按细菌基因组 DNA 提取试剂盒方法

提取 DNA。
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1.3.9 水产预制样品检测

在广东市场和商超购买 60 份水产预制菜，参照国

家标准 GB 4789.7-2013 食品安全国家标准食品微生物

学检验 副溶血性弧菌检验、GB 4789.30-2016 食品安

全国家标准食品微生物学检验 单核细胞增生李斯特氏

菌检验、GB 4789.4-2024 食品安全国家标准食品微生

物学检验 沙门氏菌检验方法进行菌株的分离，并通过

MALDI-TOF MS 鉴定。60 份样品增菌 12 h 后，混匀

采集 1 mL 增菌液，提取 DNA，进行多重 qPCR 检测。

将国家标准检测和多重 qPCR 检测的结果进行对比。

1.3.10 数据统计分析

通过 t 检验，评估多重 qPCR 检测体系中单一菌

株模板 DNA 和 3 种目标菌的混菌模板 DNA 的 Cq 值

之间的显著差异性。当 P ＞ 0.05，则判定两者间无显

著差异性。

2  结果与讨论

2.1 多重qPCR检测体系优化

通过实验比较筛选出最佳的多重 qPCR 检测体系

见表 2。多重 qPCR 扩增曲线如图 1 所示。3 种菌在此

反应体系中，相互之间没有产生相互干扰和非特异性

扩增，均在短时间内出现明显的荧光信号并且均具有

高的荧光强度。

表 2  多重qPCR检测体系

Table 2 Multiplex qPCR detection system

体系组分
副溶血性
弧菌

单增李斯
特菌

沙门
氏菌

2×Probe qPCR Mix/µL   5.00

正向引物浓度 /(µmol.L-1) 0.07 0.20 0.40

反向引物浓度 /(µmol.L-1) 0.07 0.20 0.40

探针浓度 /(µmol.L-1) 0.30 0.10 0.10

DNA 模板 /µL 1.00 1.00 1.00

ddH2O/µL    0.16

2.2 多重qPCR检测体系特异性

本研究对多重 qPCR 引物和探针的特异性进行验

证，结果如图 2 所示。3 种目标菌扩增出荧光曲线，

成功被检出，而针对其他非目标菌，如大肠杆菌、克

罗诺杆菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、金黄色葡萄球菌、

表皮葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌及空白对照，均未出现

任何扩增信号。这充分证明该体系能同时检出 3 种不

同属的目标菌，且具有高度特异性，可用于水产预制

菜中 3 种常见食源性致病菌的检测。

图 1 多重 qPCR 扩增曲线

Fig.1 Multiplex qPCR amplification curves

注：曲线 1~3 分别表示副溶血性弧菌、单增李斯特菌、沙

门氏菌的扩增曲线，N 为空白对照。

图 2 多重 qPCR 检测体系特异性评价

Fig.2 Evaluation of specificity of multiplex qPCR detection system

注：曲线 1~3 分别表示副溶血性弧菌、单增李斯特菌、沙

门氏菌的扩增曲线；曲线 4~9 是非目标菌分别为大肠杆菌、克

罗诺杆菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡

萄球菌和蜡样芽孢杆菌的扩增曲线；N 为空白对照。

2.3 多重qPCR检测体系的灵敏度评价及标准
曲线

本研究采用菌液梯度稀释法对检测体系的灵敏度

进行评估，与食品安全检测以及临床病原学诊断领域

要求相契合。相较于使用拷贝数评价灵敏度 [29,30] 的方

式，菌液梯度稀释法能够更精准地模拟实际检测场景，

更贴近实际的检测需求。多重 qPCR 检测体系中 3 种

菌的检测限如图 3 所示。目标菌株按 10 倍梯度稀释提

取 DNA，平板计数结果显示副溶血性弧菌、单增李斯

特菌和沙门氏菌初始菌液浓度分别是 8.67×106 CFU/mL、
3.47×108 CFU/mL 和 6.56×108 CFU/mL。多重 qPCR 检

测结果显示随着菌液浓度的降低，Cq 值呈现有规律的

变化。副溶血性弧菌的检测限达到 8.67×101 CFU/mL、
单增李斯特菌的检测限达到 3.47×102 CFU/mL、沙门
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氏菌的检测限达到 6.56×103 CFU/mL。以菌液浓度的

对数值作为横坐标，不同菌液浓度在多重 qPCR 检测

体系中的 Cq 值为纵坐标绘制标准曲线如图 4。3 种菌

液浓度的对数与 Cq 值之间具有良好的线性关系，它们

的相关系数 R2 分别为 0.98、0.99 和 0.99。这一结果表

明该多重 qPCR 检测体系适用于这三种菌的定量检测。

图 3 多重 qPCR 检测体系的灵敏度

Fig.3 Sensitivity of multiplex qPCR detection system

注：a 表示副溶血性弧菌灵敏度扩增曲线，b 表示单增李斯

特菌灵敏度扩增曲线，c 表示沙门氏菌灵敏度扩增曲线。

2.4 多重qPCR检测体系的抗干扰实验

分析这三种菌株在混菌检测中，其中某一个检测

通道的荧光信号出现的循环数（Cq 值）是否受到其

他两个菌株的影响发生显著变化，来评估检测体系的

抗干扰性能。分别在检测体系中加入单个目标菌的模

板 DNA，在另一个反应管中同时加入 3 种目标菌的模

板 DNA，重复 3 次实验。实验结果如图 5 所示，显著

性分析结果表明多重 qPCR 检测体系中加入单一模板

DNA 和加入混菌模板 DNA 的 Cq 值没有显著性差异

（P ＞ 0.05）。多重 qPCR 检测体系中 3 种菌的检测不

产生相互影响，表明此检测体系抗干扰能力强。

图 4 多重 qPCR 检测体系的标准曲线

Fig.4 Standard curve of multiplex qPCR detection system

2.5 多重qPCR重复性评价

10 倍梯度稀释的副溶血性弧菌、单增李斯特菌和

沙门氏菌菌液进行 3 次重复性实验，计算其标准偏差

及变异系数，结果见表 3~5。不同浓度的的副溶血性

弧菌、单增李斯特菌和沙门氏菌在多重 qPCR 检测中

Cq 值变异系数均在 5.08% 内，这一数据充分表明此多

重 qPCR 检测体系展现出优异的重复性和稳定性。
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图 5 多重 qPCR 检测体系的抗干扰实验

Fig.5 Anti-interference experiment of a multiplex qPCR 

detection system

注：ns 表示无显著差异。

表 3  多重qPCR重复性实验结果（副溶血性弧菌）

Table 3 Repeatability results of multiplex qPCR 

(Vibrio parahaemolyticus)

菌液浓度 /
(CFU/mL)

Cq 值
平均值 标准差

变异系
数 /%1 2 3

8.67×106 13.18 13.48 13.32 13.33 0.15 1.13

8.67×105 15.85 16.23 16.57 16.22 0.36 2.22

8.67×104 20.80 20.75 20.86 20.80 0.06 0.26

8.67×103 26.21 26.07 26.75 26.34 0.36 1.36

8.67×102 27.31 27.5 27.56 27.46 0.13 0.48

8.67×101 32.30 34.19 33.72 33.40 0.98 2.95

表 4  多重qPCR重复性实验结果（单增李斯特菌）

Table 4 Repeatability results of multiplex qPCR 

(Listeria monocytogenes)

菌液浓度 /
(CFU/mL)

Cq 值
平均值 标准差

变异系
数 /%1 2 3

3.47×108 13.08 13.21 12.79 13.03 0.22 1.65

3.47×107 15.80 16.82 17.18 16.60 0.72 4.31

3.47×106 20.77 20.6 20.79 20.72 0.10 0.50

3.47×105 24.39 24.43 24.86 24.56 0.26 1.06

3.47×104 28.47 28.38 28.43 28.43 0.04 0.16

3.47×103 32.16 31.89 31.82 31.96 0.18 0.56

3.47×102 33.83 32.60 33.38 33.27 0.62 1.87

表 5  多重qPCR重复性实验结果（沙门氏菌）

Table 5 Repeatability results of multiplex qPCR (Salmonella spp.)

菌液浓度 /
(CFU/mL)

Cq 值
平均值 标准差

变异系
数 /%1 2 3

6.56×108 13.52 14.89 13.85 14.09 0.72 5.08

6.56×107 15.53 15.77 16.00 15.77 0.24 1.49

6.56×106 21.12 21.79 22.12 21.68 0.51 2.35

6.56×105 27.05 27.25 27.02 27.11 0.12 0.46

6.56×104 30.13 30.26 30.66 30.35 0.29 0.91

6.56×103 33.41 33.09 32.91 33.14 0.25 0.76

2.6 人工模拟样品检测

将不同浓度的菌液侵染预制虾样品，未侵染目标

菌的预制虾样品作为空白对照，选取适宜梯度的菌液

涂布计数。在增菌 0、6、12 h 取 1mL 菌液提取 DNA
进行多重 qPCR 检测。人工污染结果如图 6 所示，副

溶血性弧菌、单增李斯特菌和沙门氏菌未增菌的检测

限分别为 6.30×104、6.13×105 和 2.44×104 CFU/mL。三

种菌增菌 12 h 的检测限分别为 6.30×100、6.13×102、

2.44×101 CFU/mL。人工模拟样品增菌 12 h 后，检测

限提高 3~4 个数量级。这一结果说明增菌过程能有效

富集目标菌，提升多重 qPCR 检测体系在实际样品检

测中的灵敏度。

2.7 水产预制菜实际样品检测

本研究采集了 60 份水产预制菜样品，在增菌 12 h
后提取 DNA 进行多重 qPCR 检测。多重 qPCR 的检测

结果与国家标准微生物检测法比较，结果见图 7。副

溶血性弧菌呈阳性样本有 11 份（18.33%）、单增李斯

特菌呈阳性样本有 2 份（3.33%）、沙门氏菌呈阳性样

本有 2 份（3.33%）。多重 qPCR 检测水产预制菜实

际样品的准确性达 100%，表明此检测体系具有高度

准确性和可靠性。现行国家标准微生物检测采用的

传统培养法通常需要 4-5 天时间，而本方法仅需 15 h
即可完成 3 种致病菌的检测。多重 qPCR 更适用于大

量的样品检测，它可实现单个反应同时检测多种细

菌，从而减少时间、降低成本和劳动力  [31] 。本研究

克服了传统培养法的不足，缩短了检测时间，提高了

检测效率，为水产预制菜食源性致病菌快速检测提供

有效工具。
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图 6 多重 qPCR 模拟样品检测结果

Fig.6 Detection results of multiplex qPCR simulated samples 

注：a~c 分别表示副溶血性弧菌未增菌、增菌 6 h、增菌 12 h 的扩增曲线，d~f 分别表示单增李斯特菌未增菌、增菌 6 h、增菌

12 h 的扩增曲线，g~i 分别表示沙门氏菌未增菌、增菌 6 h、增菌 12 h 的扩增曲线。

图 7 水产预制菜实际样本检测结果

Fig.7 Test results of actual samples of aquatic prefabricated dishes

注：VP 表示副溶血性弧菌，LM 表示单增李斯特菌，S 表示沙门氏菌。

溶血性弧菌、单增李斯特菌和沙门氏菌三种高风险致

病菌的精准识别。人工模拟加标样品选择性增菌 12 h
后，副溶血性弧菌、单增李斯特菌和沙门氏菌检测限

分别是 6.30×100、6.13×102、2.44×101 CFU/mL。本研

究建立的多重 qPCR 检测体系兼具高灵敏度和强特异

3  结论

本研究基于多重 qPCR 技术构建了水产预制菜多

种食源性致病菌同步检测体系，突破了传统检测方法

耗时长、步骤繁琐的技术瓶颈。该检测体系实现了副
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性的特点，该体系可高效检测复杂食品基质水产预制

菜中的三种重要食源性致病菌，对保障食品安全和推

动行业标准化发展具有重要应用价值。
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