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脱氧胆酸钠在副溶血性弧菌死活细胞叠氮溴乙锭

PCR 鉴别中的应用 
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(沈阳农业大学 生物科学技术学院  辽宁 沈阳  110866) 

 
 

摘  要: 【目的】通过将表面活性剂脱氧胆酸钠(Sodium deoxycholate, SD)与叠氮溴乙锭

(Ethidium bromide monoazide, EMA)-PCR 反应体系相结合, 建立 SD-EMA-PCR 鉴别副溶

血性弧菌死活细胞的检测方法。【方法】依次对加入检测体系中的脱氧胆酸钠最适浓度、

EMA 区分死活细胞 DNA 的浓度范围、EMA 激活光解最佳曝光时间进行优化; 确定

SD-EMA-PCR 方法检测副溶血性弧菌死活细胞混合体系中活细胞的最低检出限。【结果】

当脱氧胆酸钠浓度≤0.5 g/L, EMA 的浓度为 3.2−34.0 mg/L, 曝光时间为 25 min 时 , 

SD-EMA-PCR 检测体系仅对死细胞 DNA 扩增产生抑制作用。SD-EMA-PCR 检测活菌细

胞的最低检出限为 10 CFU/mL。【结论】死活细胞混合体系的 SD-EMA-PCR 检测证明该

方法能够明显降低 EMA-PCR 漏检的死菌对检测结果造成的影响, 为完善食源性致病菌

检测中死活菌细胞鉴别方法提供了一种有效途径。 
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The application of sodium deoxycholate incorperation into 
ethidium bromide monoazide PCR for discrimination of  

viable and dead cells of Vibrio parahaemolyticus 
ZHANG Chao  LÜ Shu-Xia*  YU Xiao-Dan  MA Di   HAO Le-You 

(College of Bioscience and Technology, Shenyang Agricultural University, Shenyang, Liaoning 110866, China) 

Abstract: [Objective] The SD-EMA-PCR was established by incorporating sodium deoxy-
cholate (SD) into EMA-PCR assay for discrimination viable and dead cells of Vibrio para-
haemolyticus. [Methods] The optimal concentration of the sodium deoxycholate, the concen-
tration of ethidium bromide monoazide (EMA) for discrimination viable and dead cells, the 
optimal light exposure time for acativating and photolyzing EMA were determined respec-
tively. And the detection limit value of V. parahaemolyticus in the mixtures of viable and dead 
cells was obtained by SD-EMA-PCR. [Results] The results showed that when the concentra-
tion of sodium deoxycholate is less than or equal to 0.5 g/L, the concentration of EMA is 
ranged from 3.2 to 34.0 mg/L, the light exposure time is 25 min, the DNA amplification from 
the dead cells by SD-EMA-PCR were inhibited. The detection limit of the SD-EMA-PCR as-
say for the viable cells was 10 CFU/mL. [Conclusion] SD-EMA-PCR can be used to minimize 
the false-positive results by inhibiting the EMA-PCR amplification of V. parahaemolyticus 
dead cells from a mixed bacterial population. It is an efficient new approach for distinction 
between the viable and dead cells and efficiently avoid false positive results. 

Keywards: Vibrio parahaemolyticus, Viable and dead cells, Ethidium bromide monoazide, So-
dium deoxycholate 

副溶血性弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)是

引起人类肠胃炎的革兰氏阴性、嗜盐食源性病

原菌[1]。常规检测副溶血性弧菌的方法要经过增

菌、选择性培养、生化鉴定和血清学反应等过程, 

操作繁琐、耗时长、检出率低, 不利于及时诊断

和流行病学溯源。快速新型检验法中的 PCR 检测

法具有快捷、灵敏和特异性强等特性, 但不能区

分病原菌死细胞或活细胞[2−3]。 

死活细胞的主要区别是死细胞的细胞膜不完

整。DNA 结合染料叠氮溴乙锭(Ethidium bromide 

monoazide, EMA)光解后形成的氮宾化合物能够

渗透到细胞壁(膜)不完整的菌体内, 并与 DNA 分

子进行不可逆的共价结合, 从而抑制该菌体细胞

DNA 的 PCR 扩增, 而 EMA 不能透过膜完整的活

菌细胞, 进而不会影响活菌细胞 DNA 的 PCR 扩

增[4], 因此一定浓度的 EMA 与 PCR 技术相结合

(EMA-PCR)可以区分部分死活细胞[5]。但是, 对

于部分膜裂解并不充分的死菌只有增加膜的透

过性, 在 EMA-PCR 中才能与活菌区分开。表面

活性剂是指较低浓度下能显著改变表(界)面性质

或与此相关的物质[6], 具有增加细胞膜通透性的

能力。目前应用于生物实验的表面活性剂主要包

括吐温-40、吐温-60、吐温-80、十六烷基三甲基

氯化铵、十二烷基磺酸钠、卵磷脂、脱氧胆酸钠
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(Sodium deoxycholate, SD)等[7]。其中脱氧胆酸钠

比较温和, 是具有四环三帖结构的磺酸盐类衍生

物, 通过溶解膜蛋白来达到增加细胞膜通透性甚

至裂解细胞的效果[8]。 

Lee 等[9]通过在创伤弧菌的 EMA-RT-PCR 检

测中使用脱氧胆酸钠进行前处理, 有效剔除了结

果中部分膜裂解不充分死菌对结果造成的假阳

性现象, 与平板计数结果一致。本研究利用副溶

血性弧菌死菌对表面活性剂敏感的特点[10], 将表

面活性剂脱氧胆酸钠与 EMA-PCR 技术相结合, 

建立一种继承 EMA-PCR 快速、简易、灵敏度高、

特异性强的特点, 并能更充分区分死活细胞的

SD-EMA-PCR 检测手段, 为实际样品中副溶血性

弧菌的检测方法的改进提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种  
实 验 用 标 准 菌 株 , 副 溶 血 性 弧 菌

ATCC17802, 本实验室保存。 

1.2  主要仪器和设备  
PCR 仪(TC-512), TECHNE 梯度 PCR 仪; 紫外

可见分光光度计(U-3010), HITACHI; 卤钨灯(500 

W), 沈阳艺沈器化玻站; 凝胶成像仪 UNIVERSAL 

HOOD Ⅱ-S.N. 76S/03822, BIO-RAD。 

1.3  主要试剂及培养基  
EMA (美国 Sigma 公司; 溶于 ddH2O 配制

1 g/L 的 EMA 储存液, −20 °C 避光保存); 脱氧胆

酸钠(溶于 ddH2O 中制成 50 g/L 的储存液, 4 °C 避

光保存); 胰胨肉汤培养基(蛋白胨 2%, NaCl 4%, 

0.01%的结晶紫 0.5%, pH 8.0); DNA marker (Ta-

KaRa 公司, 1 000 bp marker)。 

1.4  EMA-PCR 检测中 EMA 抑制死菌细胞

DNA 扩增的最低浓度的确定  
挑取保藏在 3.5%氯化钠三糖铁琼脂培养基中

的副溶血性弧菌菌株(ATCC 17802)接种至新鲜无

菌的胰胨肉汤液体培养基中, 37 °C、160 r/min 振

荡培养过夜。 

取 0.5 mL 浓度为 1.0×108 CFU/mL 的热致

死 [11](95 °C, 10 min)的副溶血性弧菌菌悬液于

1.5 mL 离心管中, 加入 0.1 g/L 的 EMA, 使 EMA

终浓度分别为 0、0.4、0.8、1.6、2.4、3.2、4.0、

4.8、5.6 mg/L, 混匀并黑暗室温下放置 5 min, 然

后将离心管开盖放置于冰上, 距离 500 W 卤钨灯

灯管约 16 cm, 光照 30 min, 每 5 min 补充一次冰, 

防止温度升高[12]。然后, 煮沸法抽提 DNA[13], 进

行 PCR 扩增, 扩增片段大小为 449 bp, 扩增产物

用含有 0.5 mg/L 溴化乙锭的 1%琼脂糖凝胶电泳

检测, 在凝胶成像系统下拍照记录结果[14−15]。结果

为后续优化试验中 EMA 的初始浓度提供参考值。 

1.5  脱氧胆酸钠在 SD-EMA-PCR 检测中最适

浓度的确定  
取浓度为 1.0×108 CFU/ML 的活菌菌悬液

0.5 mL 至离心管中, 从储存液中取脱氧胆酸钠加

入细胞悬液中, 使脱氧胆酸钠的终浓度分别为 0、

0.1、0.3、0.5、0.6、0.8、1.0 和 2.0 g/L, 并放于

35 °C 温浴 30 min。加入 EMA, 其终浓度为

5.6 mg/L, 进行曝光处理, 抽提 DNA, 进行 PCR

扩增检测。 

1.6  确定 SD-EMA-PCR 体系鉴别死活细胞的

EMA 浓度范围  
取 热 致 死 副 溶 血 弧 菌 菌 悬 液

(1.0×108 CFU/mL) 0.5 mL 分别装入 9 支离心管中, 

加入脱氧胆酸钠, 终浓度 0.5 g/L, 于 35 °C 温浴

30 min。加入 EMA 溶液(0.1 g/L), 终浓度分别达

到 0、0.4、1.2、2.0、2.8、3.2、3.6、4.0、4.2 mg/L。

进行曝光处理。抽提 DNA, 进行 PCR 扩增检测。 

于 12 支离心管中分别装入 0.5 mL 副溶血弧

菌活菌菌悬液(1.0×108 CFU/mL), 经脱氧胆酸钠

处理后, 加入 EMA 溶液(1 g/L), 使 EMA 终浓度

分别达到 0、2、8、16、20、28、32、34、56、
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64、76、80 mg/L。进行曝光处理。抽提 DNA, 进

行 PCR 扩增检测。 

1.7  SD-EMA-PCR 体系中 EMA 激活光解的

最佳曝光时间的确定  
分别取 0.5 mL 副溶血性弧菌活菌菌悬液

(1.0×108 CFU/mL)于 9 支离心管中, 经过脱氧胆

酸钠处理后, 加入 EMA, 终浓度 3.2 mg/L。进行

曝光处理, 分别光照 0、5、10、15、20、25、30、

35、40 min。取热致死菌菌悬液以同样的步骤进

行 0、10、15、18、20、23、25、28、30 min 的

曝光。抽提 DNA, 进行 PCR 扩增检测。 

1.8  SD-EMA-PCR 检测的灵敏度试验 
将 0.5 mL 经无菌胰胨肉汤稀释的不同浓度

(1.0×100−1.0×108 CFU/mL)的活菌菌悬液置于 9

支离心管中, 经过脱氧胆酸钠处理后, 加入终浓

度 3.2 mg/L 的 EMA, 曝光 25 min。抽提 DNA, 进

行 PCR 扩增和电泳检测, 验证其灵敏度。 

1.9  副溶血性弧菌死活细胞混合体系的

SD-EMA-PCR 扩增  
将 0.25 mL 热 杀 死 细 胞 菌 悬 液

(1.0×108 CFU/mL)混合于 0.25 mL 经无菌胰胨肉汤

稀释的不同浓度(1.0×101−1.0×108 CFU/mL)的活菌

细胞悬液中。经过脱氧胆酸钠处理后, 加入终浓度

3.2 mg/L 的 EMA, 曝光 25 min。抽提 DNA, 进行

PCR 扩增和电泳检测。另用上述方法制备相同浓度

梯度的混菌菌悬液, 加入终浓度 5.6 mg/L 的 EMA, 

曝光 30 min, 进行 EMA-PCR 扩增检测。比较两者

检测结果, 验证 SD-EMA-PCR 检测的有效性。 

2  结果与分析 

2.1  EMA-PCR 检测中 EMA 抑制死菌细胞

DNA 扩增的最低浓度  
随着 EMA 浓度的不断增加, PCR 扩增条带

的亮度越来越弱, 当 EMA 的终浓度≥5.6 mg/L

时, 电泳图谱上没有相应的条带出现, 即完全抑

制热致死细胞 DNA 的 PCR 扩增的最小 EMA 浓

度 为 5.6 mg/L ( 图 1) 。 因 此 在 1.5 中 优 化

SD-EMA-PCR 中脱氧胆酸钠浓度时 EMA 的浓度

取 5.6 mg/L 为参考值。 

2.2  SD-EMA-PCR体系中脱氧胆酸钠最适浓度  
由图 2 可知, 在 EMA 终浓度是 5.6 mg/L 时, 

随着脱氧胆酸钠量的增加, 扩增条带呈现由明到

暗的变化。当脱氧胆酸钠终浓度>0.5 g/L 时, 扩增

条带开始变暗, 说明脱氧胆酸钠开始对活细胞产

生破坏作用, 致使活细胞的 DNA 与 EMA 相结合, 

抑制了活细胞 DNA 的 EMA-PCR 扩增; 当脱氧胆

酸钠浓度≤0.5 g/L 时各浓度均在不同程度上对

死细胞 DNA 的 EMA-PCR 扩增产生抑制作用, 但

并不影响活细胞。因此在 SD-EMA-PCR 体系中

最适宜脱氧胆酸钠浓度为 0.5 g/L。 

2.3  SD-EMA-PCR 检测体系区分死活细胞的

EMA 浓度范围  
当脱氧胆酸钠的终浓度为 0.5 g/L, 随着

EMA 浓度的增加, 死菌细胞 DNA 扩增被抑制, 

显示出条带的亮度逐渐减弱(图 3)。在 EMA 的终 

 

图 1  不同浓度的EMA对死细胞DNA扩增的抑制效果   
Fig. 1  Effect of the different concentration of EMA on 
amplification of DNA from dead cells 
注: M: 1 000 bp marker. 1−9: EMA 浓度分别为 0, 0.4, 0.8, 1.6, 

2.4, 3.2, 4.0, 4.8 和 5.6 mg/L; 10: 阴性对照(不加模板 DNA). 
Note: M: 1 000 bp marker. The EMA concentrations of lanes 
1−9 were 0, 0.4, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, 4.0, 4.8 and 5.6 mg/L, re-
spectively; 10: Negative control without DNA template.  
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图 2  不同浓度的脱氧胆酸钠对 SD-EMA-PCR 检测

结果的影响 
Fig. 2  Effect of the different concentration of sodium 
deoxycholate to SD-EMA-PCR amplification of DNA 
from viable cells 
注: M: 1 000 bp marker. 1−8: 脱氧胆酸钠浓度分别为 0, 0.1, 

0.3, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 和 2.0 g/L; 9: 阴性对照(不加模板 
DNA). 
Note: M: 1 000 bp marker. The SD concentrations of lanes 1−8 
were 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0 and 2.0 g/L respectively; 9: 
Negative control without DNA template.  
 

 
图 3  不同浓度的EMA对 SD-EMA-PCR扩增死菌细

胞 DNA 的影响 
Fig. 3  Effect of the different concentration of EMA to 
SD-EMA-PCR amplification of DNA from dead cells 
注: M: 1 000 bp marker. 1−9: EMA 浓度分别为 0, 0.4, 1.2, 

2.0, 2. 8, 3.2, 3.6, 4.0 和 4.2 mg/L; 10: 阴性对照(不加模板

DNA). 
Note: M: 1 000 bp marker. The EMA concentrations of lanes 
1−9 were 0, 0.4,1.2, 2.0, 2. 8, 3.2, 3.6, 4.0 and 4.2 mg/L respec-
tively; 10: Negative control without DNA template.  
 
浓度达到 3.2 mg/L 时, 电泳检测时没有相应的扩

增条带出现, 此时死细胞的扩增完全被抑制。 

脱氧胆酸钠浓度不变, 随着 EMA 浓度的增加, 
部分活细胞 DNA 的 PCR 扩增也会被抑制(图 4)。 

 
图 4  不同浓度的EMA对 SD-EMA-PCR扩增活细胞

DNA 的影响 
Fig. 4  Effect of the different concentration of EMA to 
SD-EMA-PCR amplification of DNA from viable cells  
注: M: 1 000 bp marker. 1−12: EMA 浓度分别为 0, 2, 8, 16, 

20, 28, 32, 34, 56, 64, 76, 80 mg/L; 13: 阴性对照(不加模板

DNA). 
Note: M: 1 000 bp marker. The EMA concentrations of lanes 
1−12 were 0, 2, 8, 16, 20, 28, 32, 34, 56, 64, 76, 80 mg/L re-
spectively; 13: Negative control without DNA template.  
 
当 EMA 终浓度≤34 mg/L 时, 条带的亮度基本没

有变化, 即 EMA 的加入并没有对活细胞 DNA 扩

增产生影响; 当 EMA 终浓度>34 mg/L 时, 条带

的亮度逐渐变暗。表明脱氧胆酸钠处理后, EMA

终浓度>34 mg/L 时活细胞 DNA 的扩增被抑制。

因此在 SD-EMA-PCR 体系中, EMA 可有效抑制

死细胞 DNA 扩增且不抑制活细胞 DNA 扩增的最

佳浓度范围是 3.2−34.0 mg/L。 

2.4  SD-EMA-PCR 体系中 EMA 激活光解的

最佳曝光时间  
经终浓度 0.5 g/L 的脱氧胆酸钠和 3.2 mg/L

的 EMA 处理后, 随着曝光时间的延长, 副溶血

性弧菌活细胞 DNA 的 PCR 扩增条带不会随着曝

光时间的变化而变化(图 5A), 而死细胞的 PCR 扩

增条带随着曝光时间延长, 其条带亮度减弱明

显。当曝光时间≥25 min 时, 死细胞 DNA 的 PCR

扩增完全被抑制(图 5B)。因此脱氧胆酸钠处理后, 

EMA 能 够 区 分 死 活 细 胞 的 最 佳 曝 光 时 间 是

25 min。 
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图 5  EMA 激活光解的最佳曝光时间的确定 

Fig. 5  Optimization of light exposure time to activate and photolyse EMA 
注: A: EMA 的曝光时间对活细胞 DNA 扩增的影响; B: EMA 的曝光时间对死细胞 DNA 扩增的影响. M: 1 000 bp marker; A: 

1−9: 曝光 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 和 40 min 后的 PCR 凝胶电泳图; B: 1−9: 曝光 0, 10, 15, 18, 20, 23, 25, 28 和 30 min 后

的 PCR 凝胶电泳图; 10: 阴性对照(不加模板 DNA). 
Note: A: Effect of the light exposure time of EMA on amplification of DNA from viable cells; B: Effect of the light exposure time of 
EMA on amplification of DNA from dead cells. M: 1 000 bp marker; A: The light exposure time of lanes 1−9 were 0, 5, 10, 15, 20, 
25, 30, 35 and 40 min respectively; B: The light exposure time of lanes 1−9 was 0, 10, 15, 18, 20, 23, 25, 28 and 30 min respectively; 
10: Negative control without DNA template. 

 
2.5  SD-EMA-PCR 检测的灵敏度评价 

结 果 表 明 , 随 着 活 菌 细 胞 数 目 的 减 少 , 

SD-EMA-PCR 检测的 449 bp 的特异性扩增条带

也逐渐减弱, 当活菌浓度为 1.0×100 CFU/mL 时, 

不再出现 PCR 条带, 所以 SD-EMA-PCR 方法检

测副溶血性弧菌活细胞的检出限是 10 CFU/mL 

(图 6)。 

2.6  副溶血性弧菌死活细胞混合体系的

SD-EMA-PCR 检测  
SD-EMA-PCR 扩增混合菌中活菌结果如

图 7A 所示, EMA-PCR 扩增混合菌中活菌的结

果如图 7B 所示。随着活菌细胞数目的减少 , 

PCR 扩增的特异性条带也逐渐减弱。图 7B 中

相应条带的亮度均高于图 7A, 说明脱氧胆酸钠

的处理消除了在 EMA-PCR 检测时漏检的死菌

造成偏高的 PCR 检测结果, 减小了扩增结果假

阳性的出现率。 

3  讨论  

本文通过向 EMA-PCR 鉴别副溶血性弧菌的 

 
图 6  SD-EMA-PCR 的灵敏度检测结果 
Fig. 6  Sensitivity of amplification results by SD-EMA-PCR 
注: M: 1 000 bp marker. 1−10: 活菌数量分别是 1.0×100、

1.0×101、1.0×102、1.0×103、1.0×104、1.0×105、1.0×106、0.5×106、

1.0×107、1.0×108 CFU/mL; 11: 阴性对照(不加模板 DNA). 
Note: M: 1 000 bp marker. The viable cells concentrations of 
lanes 1−10 were 1.0×100, 1.0×101, 1.0×102, 1.0×103, 1.0×104, 
1.0×105, 1.0×106, 0.5×106, 1.0×107, 1.0×108 CFU/mL respec-
tively; 11: Negative control without DNA template.  
 
死活菌细胞的检测体系中加入表面活性剂脱氧

胆酸钠, 增加 EMA 对死活细胞的分辨效果, 建

立 SD-EMA-PCR 检测体系区分副溶血性弧菌死

活细胞。扩增混合菌时 SD-EMA-PCR 扩增的电

泳条带的亮度明显低于 EMA-PCR 的扩增结果, 

验证了脱氧胆酸钠可以剔除 EMA-PCR 中漏检死 
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图 7  SD-EMA-PCR 扩增混合菌中活菌 DNA 结果 
Fig. 7  Amplitication of the viable cells from a mixture of viable and dead cells by SD-EMA-PCR 

注: A: SD-EMA-PCR 扩增混合菌的结果; B: EMA-PCR 扩增混合菌的结果. M: 1 000 bp marker. 1−9: 活菌数量分别是 1.0×101、

1.0×102、1.0×103、1.0×104、0.5×105、1.0×105、1.0×106、1.0×107、1.0×108 CFU/mL; 10: 阳性对照; 11: 阴性对照. 
Note: A: SD-EMA-PCR amplitication of the DNA from a mixture of viable and dead cells; B: EMA-PCR amplitication of the DNA 
from a mixture of viable and dead cells. M: 1 000 bp marker. 1−9: The viable cells concentration was 1.0×101, 1.0×102, 1.0×103, 
1.0×104, 0.5×105, 1.0×105, 1.0×106, 1.0×107, 1.0×108 CFU/mL respectively; 10: Positive control; 11: Negative control without DNA 
template.  

 
菌对检测结果的影响。该方法在 EMA-PCR 的基

础上进一步增加了副溶血性弧菌死活细胞的鉴

别效果, 减小了结果的假阳性, 为实际样品中副

溶血性弧菌检测技术的完善提供了一种新思路

和新手段。 
EMA-PCR 检测时, EMA 终浓度大于 5.6 mg/L

时电泳检测结果显示出死菌 DNA 的 PCR 扩增被

抑制(图 1), 但加入脱氧胆酸钠后 EMA 终浓度为

3.2 mg/L 时就可以抑制死菌的扩增(图 3)。表明脱

氧胆酸钠的加入不仅能够减少结果假阳性的出现, 
而且能降低 EMA-PCR 检测成本。 

刘月萍等[16]试验结果显示, 死菌用 500 W 卤

钨灯进行 20 min 光照, 其 EMA-PCR 就能够被抑

制扩增, 与本实验曝光时间 25 min 抑制死菌的结

果相接近(见图 5B)。李青等[17]用 650 W 卤素灯光

照, 当曝光时间于 5−10 min 之间即可产生对死菌

的抑制作用。伦镜盛等[18]用碘钨灯进行曝光也仅

需 10 min 即可使 EMA 光解。由此可见, EMA 光

解所用时间的不同可能与光照时选用的灯具及

其功率大小, 以及灯具使用时间长短有关。因此

在实际样本检测中要注意灯具的选择, 建议选用

碘钨灯, 并定期更换灯具。 
Lee 和 Levin[19]曾用叠氮溴化丙锭(Propidium 

monoazide, PMA)代替 EMA 进行死活细胞区分的

检测方法, 与 EMA 相比, PMA 的特点在于它无

法穿透细胞膜, 因此不会像 EMA 一样既抑制死

细胞扩增, 也会降低活细胞的扩增效率。但对于

细胞膜裂解不充分的死细胞的检出, 加入一定浓

度的表面活性剂依然是一条有效途径。 
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