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溶藻弧菌的依赖于核酸序列恒温扩增

检测方法的建立
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摘　要：采用自行建立和优化的依赖于核酸序列恒温扩增（ＮＡＳＢＡ）检测体系，对溶藻弧
菌进行检测。采用溶藻弧菌的ｈｓｐ６０基因为目的片段设计特异性引物，建成可快速检测
溶藻弧菌的 ＮＡＳＢＡ检测法，并进行了特异性和灵敏度试验。结果表明：所建立起的

ＮＡＳＢＡ检测方法，灵敏度为６．９×１０２　ｃｆｕ·ｍＬ－１，高于普通ＰＣＲ方法。溶藻弧菌的依
赖于核酸序列恒温扩增检测方法具有较高灵敏度和和良好特异性，并且对仪器要求更低，
用普通恒温设备即可进行反应，具有广阔的推广前景。
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　　溶藻弧菌（Ｖｉｂｉｏ　ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）广泛分布于
海洋环境中，在一定条件下对海洋动物有较强的
致病性，是近年来海水养殖动物的主要致病菌之
一［１－３］。溶藻弧菌过去一直被认为不致病或仅能
引起部分创伤性感染而未受重视，直到１９８０年才

被发现该菌能引起人类腹泻［４］。林业杰等［５］对不
同溶藻弧菌进行研究后，指出该菌可能含有多种
致病因子。随着海水养殖业的不断壮大和进出口
水产品的不断增多，检验检疫部门加强了出入境
海水养殖产品中溶藻弧菌的检疫。因此，建立一
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种快速、简便、成本低的检测方法具有很大的实用
价值。
核酸序列恒温扩增（ＮＡＳＢＡ）技术在１９９１

年，由加拿大Ｃａｎ－ｇｅｎｅ公司首先介绍［６］。ＮＡＳ－
ＢＡ技术是由两个引物介导的、连续均一的特异
性体外等温扩增核苷酸序列的酶促过程。反应主
要依赖于ＡＭＶ逆转录酶、ＲＮａｓｅ　Ｈ、Ｔ７ＲＮＡ聚
合酶和两个特殊设计的引物以及脱氧核糖核苷三

磷酸（ｄＮＴＰ）、核糖核苷三磷酸（ＮＴＰ）和适宜的
缓冲液。其中一条引物长度约为４５个碱基，３′端
大约２０个碱基与靶序列互补，５′端具有被 Ｔ７
ＲＮＡ聚合酶识别的启动子序列；另一条引物长度
约为２０个碱基，与靶ＲＮＡ序列相同。将制备好
的模板直接加入反应体系中，整个反应在恒温

（４１℃）条件下进行，１．５～２ｈ即可得到理想的结
果，操作简单。目前 ＮＡＳＢＡ检测方法已经应用
于一些病原菌的检测，但还未见到 ＮＡＳＢＡ方法
检测Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ的报道。本工作尝试选取

Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ的ｈｓｐ６０ 基因作为检测靶基
因［７］，自行设计特异性引物，建立检测溶藻弧菌的

ＮＡＳＢＡ检测方法。

１　材料与方法

１．１　实验菌株
本研究所用的１１株实验菌株见表１。标准菌

株分别购自美国典型菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）和中
国医学细菌保藏管理中心（ＣＭＣＣ），分离菌株由本
实验室和其他检验检疫局实验室分离鉴定获得。

表１　试验用菌株

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

序号 菌株名称 拉丁名 菌株号 菌株数量

１ 溶藻弧菌 Ｖｉｂｉｏ　ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ　 ＡＴＣＣ　１７７４９　 １
２ 溶藻弧菌 Ｖｉｂｉｏ　ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ 分离菌株 ２
３ 创伤弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ　ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ　 ＡＴＣＣ　２７５６２　 ２
４ 副溶血性弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ　ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ　 ＡＴＣＣ　１７８０２　 １
５ 霍乱弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ　ｓｅｒｏｔｙｐｅ　Ｏ１ ＡＴＣＣ　１４０３５　 １
６ 霍乱弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ　ｓｅｒｏｔｙｐｅ　Ｏ１３９ ＡＴＣＣ　５１３９４　 １
７ 霍乱弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ　ｎｏｎ－Ｏ１／Ｏ１３９ ＡＴＣＣ　２５８７２　 １
８ 宋氏志贺氏菌 Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｓｏｎｎｅｉ　 ＣＭＣＣ（Ｂ）５１５９２　 １
９ 痢疾志贺氏菌 Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ　 ＣＭＣＣ（Ｂ）５１２５２　 １
１０ 福氏志贺氏菌 Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｆｌｅｘｎｅｒｉ　 ＣＭＣＣ（Ｂ）５１５７２　 １
１１ 肠炎沙门氏菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ　 ＡＴＣＣ　１３０６７　 １
１２ 鼠伤寒沙门氏菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ　 ＡＴＣＣ　２５２４１　 １
１３ 甲型副伤寒沙门氏菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｐａｒａｔｙｐｈｉ－Ａ　 ＡＴＣＣ　９１５０　 １
１４ 鸭沙门氏菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ａｎａｔｉｓ　 ＡＴＣＣ　９２７０　 １
１５ 大肠埃希氏菌Ｏ１５７：Ｈ７　 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ｏ１５７：Ｈ７ ＡＴＣＣ　３５１５０　 １
１６ 大肠埃希氏菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　 ＡＴＣＣ　２５９２２　 １
１７ 单核细胞增生李斯特氏菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　 ＡＴＣＣ　７６４４　 １
１８ 小肠结肠炎耶尔森氏菌 Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ　 ＣＭＣＣ（Ｂ）５２２０７　 １
１９ 弗氏柠檬酸杆菌 Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉ　 ＡＴＣＣ　４３８６４　 １
２０ 产酸克雷伯氏菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａ　 ＡＴＣＣ　４３１６５　 １
２１ 阴沟肠杆菌 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ　 ＡＴＣＣ　７００３２３　 １

１．２　主要试剂

ＡＭＶ反转录酶、Ｔ７ＲＮＡ聚合酶、ＲＮａｓｅ抑
制剂、ＲＮａｓｅＨ，美国 ＮＥＢ公司；ＲＮＡＭａｉｄ，维格
拉斯 生 物 技 术 （北 京）有 限 公 司；柱 式 细 菌

ＲＮＡｏｕｔ试剂盒，北京天恩泽基因科技有限公司；
通用型核酸扩增物快速检测板，杭州优思达生物
技术有限公司。
反应液Ⅰ：１０×ｂｕｆｆｅｒ［４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－

ＨＣｌ（ｐＨ　８．５，２５ ℃），１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ，１２

ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＭｇＣｌ２，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１二硫苏糖醇］

２．０μＬ，二甲基亚砜２．５μＬ，模板ＲＮＡ　５μＬ，引
物Ｆ、Ｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）各１μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０．５μＬ，ＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）１．０

μＬ，用ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ补至２０μＬ
［８］。

反应液Ⅱ：１０×ｂｕｆｆｅｒ［４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ　８．５，２５ ℃），１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＫＣｌ，１２
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ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＭｇＣｌ２，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＤＴＴ］０．５μＬ，

牛血清蛋白（１０ｍｇ·ｍＬ－１）０．２５μＬ，Ｔ７ＲＮＡ聚
合酶（５０　０００Ｕ·ｍＬ－１）０．８μＬ，ＡＭＶ反转录
酶（１０　０００Ｕ·ｍＬ－１）０．８μＬ，ＲＮａｓｅ抑制剂
（４０　０００Ｕ·ｍＬ－１）０．５μＬ，ＲＮａｓｅＨ （５００Ｕ·

ｍＬ－１）０．４μＬ，用ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ　Ｈ２Ｏ补至５μＬ
［８］。

１．３　引物设计与合成
根据美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）上已公

布的Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ的ｈｓｐ６０基因序列（Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ　ＡＣＣＥＳＳＩＯＮ：ＤＱ２７９０６８），采 用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件，并通过Ｂｌａｓｔ软件比
对，设计一对特异性扩增引物和一条探针如下：

Ｆ：５′－ＣＧＧＴＴＡＣＣＴＧＴＣＴＣＣＴＴＡＣＴＴＣ－３′
（５′端标记生物素）；

Ｒ：５′－ＡＡＴＴＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡ－
ＧＧＧ　ＣＡＡＣＡＣＴＧＣＣＴＧＡＴＴＣＴＴＧＧ－３′（下 划
线部分表示Ｔ７ＤＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶启动子
序列）；

Ｔ：５′－ＣＣＴＴＡＣＴＴＣＡＴＣＡＡＣＡＡＣＣＡＡ－
ＧＡ－３′（３′端标记ＦＩＴＣ）。
引物和探针均由宝生物工程（大连）有限公司

合成。

１．４　细菌模板ＲＮＡ提取
按传统培养方法分别增菌培养表１中的１１

株实验菌株。各取试验菌株的培养液１ｍＬ，用柱
式细菌ＲＮＡｏｕｔ试剂盒提取细菌ＲＮＡ加入适量

ＲＮａｓｅ抑制剂，保存于－２０℃备用。所提取的细
菌模板ＲＮＡ，用于特异性和灵敏度等试验。

１．５　ＮＡＳＢＡ方法的建立
反应液Ⅰ在６５℃水浴中孵育５ｍｉｎ，再迅速

放入４１℃水浴中孵育５ｍｉｎ，然后把反应液Ⅱ迅
速加入反应液Ⅰ，小心混匀，置于４１℃水浴中孵
育９０ｍｉｎ。
反应结束后，加入 ＲＮＡ 保护剂 ＲＮＡＭａｉｄ

１．５μＬ，探针Ｔ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）１μＬ，混匀，９４℃

变性３ｍｉｎ，５５℃退火２ｍｉｎ，用通用型核酸扩增
物快速检测板检测产物［９］。

１．６　ＮＡＳＢＡ方法的优化及验证
对影响ＮＡＳＢＡ扩增的因素进行优化。在反

应结束后加入了ＲＮＡ保护剂，避免了主要产物
单链ＲＮＡ的降解。
按照建立及优化的反应体系和反应条件对３

株Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ阳性菌株进行检测，以验证所
建方法的可行性。

１．７　产物检测
扩增产物利用通用型核酸扩增物快速检测板

检测［９］。核酸扩增完成后，在反应管中加入探针
与扩增产物杂交。把检测板水平放置在操作台
上，取杂交产物１０μＬ加入检测板的样品孔中，再
加入１００μＬ缓冲液进行层析，１０ｍｉｎ左右判读
结果。
通用型核酸扩增物快速检测板见图１。其

中，Ｃ是质控线，Ｔ为检测线，Ｓ为样品孔。检测
板１为未使用检测板；仅Ｃ显红色为阴性（检测
板２）；Ｃ和Ｔ均显示为红色，结果为阳性（检测板

３），Ｃ线和Ｔ线均不显色，说明检测板失效。

图１　通用型核酸扩增物快速检测板应用示意图

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｄｅｖｉｃｅ

１．８　特异性实验
用已建立的ＮＡＳＢＡ方法对表１所列的３株

Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ和其他非Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ共计

２２株实验菌株模板ＲＮＡ进行 ＮＡＳＢＡ扩增，利
用通用型核酸扩增物快速检测板检测产物［９］，确
定特异性。

１．９　灵敏度实验
将经过增菌培养的Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ　ＡＴＣＣ

１７７４９菌株，用质量分数０．８５％生理盐水做成菌
悬液。对菌悬液进行平板计数并取１ｍＬ菌悬液
提取ＲＮＡ，提取的ＲＮＡ进行１０倍梯度稀释，取
各梯度 ＲＮＡ进行 ＮＡＳＢＡ扩增，利用通用型核
酸扩增物快速检测板检测产物［９］，确定灵敏度。

２　结果与讨论

２．１　反应条件的优化
分别把反应时间定为 ３０，４５，６０，９０，１２０

ｍｉｎ，确定最佳反应时间。结果表明９０ｍｉｎ效果
最好，故选定反应时间为９０ｍｉｎ。
适量二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）可以破坏模板二级
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结构，促进引物与模板退火，但如果浓度过高又会
抑制酶的活性［１０］，因此加入量需要进行优化。把

ＤＭＳＯ的浓度分别定为 ４％、６％、８％、１０％、

１２％、１４％，进行 ＮＡＳＢＡ反应，扩增产物用质量
分数２．０％琼脂糖凝胶电泳检测。结果表明ＤＭ－
ＳＯ的较佳浓度为１０％。

２．２　ＮＡＳＢＡ方法验证
溶藻弧菌的ＮＡＳＢＡ检测结果见图２。检测

结果显示，３株Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ阳性菌株均呈现
阳性，初步表明该 ＮＡＳＢＡ方法可用于Ｖ．ａｌｇｉ－
ｎｏｌｙｔｉｃｕｓ的检测。

１，空白对照；２，溶藻弧菌 ＡＴＣＣ　１７７４９；

３，溶藻弧菌；４，分离菌株。

图２　溶藻弧菌的ＮＡＳＢＡ检测结果

Ｆｉｇ．２　ＮＡＳＢＡ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｖｉｂｉｏ　ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ

２．３　特异性实验
不同溶藻弧菌ＮＡＳＢＡ检测结果见图３。

１，空白对照；２，溶藻弧菌 ＡＴＣＣ　１７７４９；３～４，溶藻弧菌分离菌株；

５，创伤弧菌ＡＴＣＣ　１７８０２；６，霍乱弧菌ＡＴＣＣ　１４０３５；７，霍乱弧菌

ＡＴＣＣ　５１３９４；８，霍乱弧菌ＡＴＣＣ　２５８７２；９，宋氏志贺氏菌ＣＭＣＣ
（Ｂ）５１５９２；１０，痢疾志贺氏菌ＣＭＣＣ（Ｂ）５１２５２；１１，福氏志贺氏菌

ＣＭＣＣ（Ｂ）５１５７２；１２，肠炎沙门氏菌ＡＴＣＣ　１３０６７。

图３　不同溶藻弧菌ＮＡＳＢＡ检测结果

Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ＮＡＳＢＡ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ　ｉｎ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｖｉｂｉｏ　ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ

检测结果显示，３株Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ阳性菌
株都呈阳性，其余菌株均呈阴性。图３仅示意了
部分检测图谱，检测结果说明该 ＮＡＳＢＡ方法对
于Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ有较好的特异性。

ＮＡＳＢＡ反应在恒定温度下进行，无需温度
循环，因此不会受到双链ＤＮＡ的污染。同时，由

于外来双链ＤＮＡ无Ｔ７启动子序列，不可能被扩
增，所以ＮＡＳＢＡ检测方法的特异性很高［１１］。

２．４　灵敏度实验

ＮＡＳＢＡ方法检测不同稀释度溶藻弧菌

ＡＴＣＣ　１７７４９的ＤＮＡ的电泳图谱见图４。

１，空白对照；２，６．９×１０７　ｃｆｕ·ｍＬ－１；３，６．９×１０６　ｃｆｕ·ｍＬ－１；

４，６．９×１０５　ｃｆｕ·ｍＬ－１；５，６．９×１０４　ｃｆｕ·ｍＬ－１，６，６．９×１０３

ｃｆｕ·ｍＬ－１；７，６．９×１０２　ｃｆｕ·ｍＬ－１；８，６．９×１０１　ｃｆｕ·ｍＬ－１；

９，６．９×１００ｃｆｕ·ｍＬ－１。

图４　ＮＡＳＢＡ方法检测不同稀释度溶藻弧菌

ＡＴＣＣ　１７７４９的ＤＮＡ的电泳图谱

Ｆｉｇ．４　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｔｅｓｔ　ｏｆ　ＮＡＳＢＡ　ｆｏｒ　Ｖｉｂｉｏ　ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ　ＡＴＣＣ　１７７４９

检测结果显示，稀释度６．９×１０１　ｃｆｕ·ｍＬ－１

时没有扩增产物。可以得出，ＮＡＳＢＡ方法的最
低检测限为６．９×１０２　ｃｆｕ·ｍＬ－１。
汪笑宇等［１２］和祝璟琳等［１３］分别建立了溶藻

弧菌的ＰＣＲ－凝胶电泳检测法，灵敏度均为１．０×
１０２　ｃｆｕ·ｍＬ－１；韩一凡等［１４］也建立了溶藻弧菌
的ＰＣＲ－凝胶电泳检测法，灵敏度为３．７×１０２ｃｆｕ·

ｍＬ－１。与上述ＰＣＲ－凝胶电泳检测法的灵敏度比
较，可知本实验所建立方法的灵敏度高于ＰＣＲ－凝
胶电泳检测法。

ＮＡＳＢＡ方法扩增的主要产物为单链ＲＮＡ，
这就为用探针检测提供了便利，本实验尝试了把

ＮＡＳＢＡ技术与核酸薄膜层析检测技术进行结
合，据报道，核酸薄膜层析检测技术的检测灵敏度
比琼脂糖凝胶电泳检测法高５０～２００倍，检测时
间能节约０．５～１ｈ［９］。

３　结　论

所建立的Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ的依赖于核酸序
列恒温扩增检测方法有较好的特异性，灵敏度为

６．９×１０２　ｃｆｕ·ｍＬ－１，高于普通 ＰＣＲ 方法。

ＮＡＳＢＡ检测方法具有较高灵敏度和良好特异
性，用普通恒温设备即可进行反应，具有广阔推广
前景。

（下转第４６页）
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３　结　论

利用ＤＴＴ替代反应，使得荧光素标记的信
号ＤＮＡ脱离纳米金表面而被释放到溶液中，通
过荧光光谱法测定荧光强度来得到 ＨＢＶ－ＤＮＡ
的浓度。优化了实验条件，建立了一种新的灵敏
的 ＨＢＶ－ＤＮＡ检测方法。
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