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摘  要：【背景】弧菌在全球范围内严重威胁人类健康，副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、
霍乱弧菌(Vibrio cholerae)、拟态弧菌(Vibrio mimicus)和创伤弧菌(Vibrio vulnificus)与食用生的或未煮

熟的海鲜所引起的胃肠道感染和败血症有关，因而备受关注。【目的】建立一种实时荧光定量 PCR
方法，用于检测副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌和创伤弧菌，以提高检测效率和准确性。【方

法】基于副溶血性弧菌和拟态弧菌的 toxR 基因、霍乱弧菌的 ompW 基因、创伤弧菌的 vvhA 基因

设计特异性引物和探针，通过优化反应体系和条件建立四重实时荧光定量 PCR 体系。【结果】该

实时荧光定量 PCR 方法检测限均为 10 copies/µL，扩增效率均在 100%左右；在特异性试验中，分别

运用多重实时荧光定量 PCR 和常规 PCR 对目的菌基因组、非目的菌基因组和空白对照进行扩增，结

果均只有目的弧菌扩增明显，表明本方法有良好的特异性；在抗干扰实验中，高浓度弧菌不干扰低

浓度弧菌检测；每个浓度梯度进行 3 次重复实验，每组变异系数均小于 1.5%，表明本方法重复性好。

【结论】建立的多重实时荧光定量 PCR 方法可快速、特异地实现对副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态

弧菌和创伤弧菌的检测。 
关键词：副溶血性弧菌；霍乱弧菌；拟态弧菌；创伤弧菌；四重实时荧光定量 PCR 
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Abstract: [Background] Vibrio species pose a serious threat to human health worldwide. Vibrio 
parahaemolyticus, V. cholerae, V. mimicus and V. vulnificus capable of causing gastrointestinal 
infections and sepsis associated with consumption of raw or undercooked seafood are of particular 
concern. [Objective] To develop a real time fluorescence quantitative PCR method with improved 
efficiency and accuracy for the detection of V. parahemolyticus, V. cholerae, V. mimicus, and  
V. vulnificus. [Methods] The specific primers and probes were designed based on toxR of      
V. parahaemolyticus and V. mimicus, ompW of V. cholerae, and vvhA of V. vulnificus. A quadruplex 
real time fluorescence quantitative PCR method was established by optimizing the reaction system 
and conditions. [Results] The minimum detection limit of the real time fluorescence quantitative 
PCR method was 10 copies/µL, and the amplification efficiency was about 100%. In the specificity 
test, multiplex real time fluorescence quantitative PCR and conventional PCR were used to amplify 
the target bacteria genome, non-target bacteria genome and blank control strain genome, 
respectively. The results showed that only the target vibrio genome was amplified significantly, 
indicating that the method had good specificity. In the anti-interference experiment, high 
concentration Vibrio did not interfere with the detection of low concentration Vibrio. Three repeated 
experiments were performed for each concentration gradient, and the coefficient of variation of 
each group was less than 1.5%, indicating that the method was reproducible in this experiment. 
[Conclusion] The multiplex real time fluorescence quantitative PCR method was established, which 
could detect V. parahemolyticus, V. cholerae, V. mimicus, and V. vulnificus specifically and rapidly. 
Keywords: Vibrio parahaemolyticus; Vibrio cholerae; Vibrio mimicus; Vibrio vulnificus; 
quadruplex real time fluorescence quantitative PCR 
 

食品和环境中存在的致病菌严重威胁着人

类健康，其中弧菌感染愈发普遍。弧菌属是一类

革兰氏阴性、嗜盐细菌[1-2]，弧菌属种类繁多，其

中至少有 12 种与人类感染相关[3-4]，副溶血性弧

菌(Vibrio parahaemolyticus, VP)、霍乱弧菌(Vibrio 
cholerae, VC)、创伤弧菌(Vibrio vulnificus, VV)和
拟态弧菌(Vibrio mimicus, VM)是较常见的致病

性弧菌。副溶血性弧菌、霍乱弧菌和拟态弧菌

的感染通常是由于人们食用了受污染的海产

品，或者是接触感染源后细菌进入人体肠道繁

殖并产生毒素，引起急性胃肠炎；而创伤弧菌

的感染主要是因伤口暴露于海水或食用受污染

的海产品，从而引起皮肤感染、关节炎和败血症

等[5-7]。弧菌广泛分布在海水和海产品中，对人

类的健康存在严重威胁[8-10]，随着弧菌感染在全

球范围内的不断增加，建立一种快速检测 4 种

弧菌的方法，对于及时发现和控制这些病原菌

的感染具有重要意义。 
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传统检测弧菌的方法包括分离培养、生化

试验和血清检测，但这些方法存在一定的局限

性，如流程复杂、耗时较长，并且容易受到环

境、培养条件等因素的干扰，无法满足快速、

高通量检测的需求，并且一些弧菌属可在寡营

养条件下经低温诱导进入活的非可培养(viable 
but non-culturable, VBNC)状态[11-12]，需要使用

一些特定的技术手段来检测。Senachai 等[13]利用

PCR 技术检测 4 种弧菌的 DNA，其缺点是容易

受到外源性污染、非特异性扩增和无法定量。

使用免疫学方法检测细菌的蛋白质或其他生物

标志物，其缺点是操作复杂，而且结果易受其

他微生物的干扰，不是检测弧菌的首选方法[14]。

王海波等[15]建立的多重实时荧光定量 PCR 的

检测限为 102 copies/µL。鉴于实时荧光定量

PCR 技术的优点是操作简便快速、高灵敏性和

高特异性[16-18]，并且无须对 PCR 产物进行处理。

因此，本实验选取弧菌种特异性基因设计引物

和探针，以期建立具有更低检测限度的四重实

时荧光定量 PCR 检测方法。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

大肠杆菌(Escherichia coli) O157:H7 (P224)、
副溶血性弧菌、溶藻弧菌 (V. alginolyticus) 
(VA345)、沙门氏菌(Salmonella) (SL112)、表皮

葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis) (5345)、创

伤弧菌、苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis) 
(Bt1129)、志贺氏菌(Shigella) (533)、拟态弧菌、

屎肠球菌(Enterococcus faecium) (734)、金黄色葡

萄球菌(Staphylococcus aureus) (SA-1508)、普通

变形杆菌(Proteus vulgaris) (PV32)、单核细胞增

生李斯特菌(Listeria monocytogenes) (LM-1519)、
霍乱弧菌和产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes) 
(632)均为本实验室保存。76 份鱼虾和生蚝样品

来自上海某海鲜市场。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
LB 培养基，生工生物工程(上海)股份有限公

司。细菌基因组 DNA 提取试剂盒、高纯度质粒小

提中量试剂盒与海洋动物组织基因 DNA 提取试

剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；TE 缓冲溶

液，生工生物工程(上海)股份有限公司；荧光定量

PCR 试剂盒，南京诺唯赞生物科技股份有限公司；

荧光定量 PCR 仪，上海宏石医疗科技有限公司。 

1.3  引物及探针的设计与合成 
根据 GenBank 上收录的副溶血性弧菌的

toxR 基因(GenBank ID 为 MH047287.1)、霍乱弧

菌的 ompW 基因(GenBank ID 为 MF100046.1)、
拟态弧菌的 toxR 基因(GenBank ID 为 EF693743)
和 创 伤 弧 菌 的 vvhA 基 因 (GenBank ID 为

KC821520.1)，利用 BLAST 工具中的 BLASTn
分别对目的序列进行比对，下载与目的序列相似

或者一致的序列，使用 Geneious Prime 和 Oligo 7
软件分析特异性和保守性区域，分别选取保守性

区域合成 PUC57-VP、PUC57-VC、PUC57-VM
和 PUC57-VV 质粒标准品，设计实时荧光定量

PCR 特异性引物及探针(表 1)，5′端分别标记

TAMRA、FAM、Texas Red、CY5 荧光报告基团，

3′端标记对应的 BHQ1、BHQ2 荧光淬灭基团。 

1.4  反应体系和条件的优化 
在进行多重实时荧光定量 PCR 之前，先进

行单重实时荧光定量 PCR 扩增，以最低循环阈值

(cycle threshold, Ct)和最高荧光强度增加值(delta 
relative fluorescence unit, ΔRn)为指标进行优化，

上、下游引物终浓度梯度为 0.10、0.20、0.30 和

0.40 µmol/L，探针终浓度梯度为 0.05、0.10、0.15
和 0.20 µmol/L，退火温度优化范围为 58−61 ℃，

反应总体积优化范围为 20−30 µL。在上述单重实

时荧光定量 PCR 反应条件及体系的基础上，继而

确定四重实时荧光定量 PCR 反应体系和条件。 
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表 1  实时荧光定量 PCR 引物和探针 
Table 1  The primers and probes used in real-time fluorescent quantitative PCR 
Primer/Probe Sequence (5′→3′)  Product size (bp) 
VP-F AAACCCAGCGGAATCTCAG 99 
VP-R GAAGGCAGCCAGTTGTTGAT 
VP-P TAMRA-TCCGTCAGATTGGTGAGTATCAGAACG-BHQ2 
VC-F TGCCACCTACCTTTATGGTCC 83 
VC-R GTAATTCAAACCCGCACCAAC 
VC-P FAM-ATGGACGGAAAGTCGAATTAGCTTCACC-BHQ1 
VM-F ACCGTACCTAAACGTGGTTATC 84 
VM-R AGTTACCTCATCCATGTCGTTTTG 
VM-P Texas Red-CACCCGAGTTGAAACGGTAGAAGAAGAG-BHQ2 
VV-F CGCCGCACTTACATTGGTC 107 
VV-R TTGTTCTCATTCTGCGGTAGG 
VV-P CY5-ATTCGCCAGCAGTTACGACCTTT-BHQ2 
 
 

1.5  标准曲线与检测限 
将 重 组 质 粒 PUC57-VP 、 PUC57-VC 、

PUC57-VM、PUC57-VV 标准品用 TE 缓冲溶液

稀释，进行 RT-qPCR 检测。 

1.6  特异性试验 
以副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌和

创伤弧菌的质粒标准品(浓度为 107 copies/µL)作
为模板进行四重 RT-qPCR 和常规 PCR 扩增。以

非目的菌溶藻弧菌、表皮葡萄球菌、苏云金芽孢

杆菌、志贺氏菌、屎肠球菌、普通变形杆菌、产

气肠杆菌等用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取

的 DNA 作为模板进行四重 RT-qPCR 和常规 PCR
扩增，以 ddH2O 为空白对照，验证引物特异性。 

1.7  抗干扰性试验 
选取副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧

菌和创伤弧菌的重组质粒 (标准品高浓度为

106 copies/µL 和 105 copies/µL 、低浓度为    
102 copies/µL)作为模板，随机组合质粒浓度，

进行四重实时荧光定量 PCR 检测，每个实验做

3 个平行样，观察扩增曲线阈值的变化，以此

判断高浓度对低浓度的扩增是否有影响。 

1.8  重复性试验 
以副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌和

创伤弧菌的重组质粒(浓度为 105−103 copies/µL)
作为模板进行四重实时荧光定量 PCR 检测，计

算 Ct 值标准偏差和变异系数。 

1.9  鱼虾和生蚝样品检测 
采用海洋动物组织基因 DNA 提取试剂盒

提取 76 份鱼虾和生蚝样品的 DNA，以提取

的 DNA 作为模板进行四重 RT-qPCR 检测，

进而验证四重 RT-qPCR 方法的实用性。 

2  结果与分析 
2.1  反应体系及条件的确定 

通过对单重实时荧光定量 PCR 的引物浓

度、探针浓度、退火温度和反应总体积进行优化，

确定了当引物和探针终浓度分别为 0.20 µmol/L
和 0.10 µmol/L 时，扩增曲线的 Ct 值最小，最

适退火温度为 60 ℃，最佳反应体积为 30 µL，

其最低检测达到了 10 copies/µL，继而确定四重

实时荧光定量 PCR。反应体系(30 μL)：Premix 
Ex Taq (2×) 15 µL，VP-toxR、VC-ompW、VM-toxR
和 VV-vvhA 上、下游引物终浓度为 0.2 µmol/L，
探针终浓度为 0.1 µmol/L，模板各 1 µL，ddH2O
补足 30 μL。反应条件：污染消化 37 ℃ 2 min；
预变性 95 ℃ 30 s；变性 95 ℃ 10 s，退火延伸
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60 ℃ 30 s，45 个循环。 

2.2  标准曲线与检测限的建立 
以含副溶血性弧菌和拟态弧菌 toxR 基因、

霍乱弧菌 ompW 基因和创伤弧菌 vvhA 基因的质

粒标准品(浓度为 108−101 copies/µL)作为模板，结

果如图 1 所示，每个浓度梯度的 3 个平行样都 
 

 
 

图 1  四重实时荧光定量 PCR 的扩增曲线、标准曲线和检测限   A 和 B：副溶血性弧菌、霍乱弧菌、

拟态弧菌和创伤弧菌在四重 RT-qPCR 反应中的扩增曲线和标准曲线. C−F：副溶血性弧菌、霍乱弧菌、

拟态弧菌和创伤弧菌在四重 RT-qPCR 中的最低检测限均为 10 copies/µL (图 C−F 中重组质粒浓度从左

到右依次为 108−101 copies/µL). VM：拟态弧菌；VP：副溶血性弧菌；VC：霍乱弧菌；VV：创伤弧菌；

NTC：阴性对照. 下同 
Figure 1  Amplification curve, standard curve, and detection limit of quadruple real time fluorescence 
quantitative PCR. A and B: Amplification curves and standard curves of Vibrio. parahaemolyticus, V. cholerae, 
V. mimicus and V. vulnificus in quadruplex real time fluorescence quantitative PCR reaction. C−F: The 
detection limits of V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. mimicus and V. vulnificus in quadruplex real time 
fluorescence quantitative PCR was 10 copies/µL (figure C−F recombinant plasmid concentration from left to 
right in accordance with the 108−101 copies/µL). VM: V. mimicus; VP: V. parahaemolyticus; VC: V. cholerae; 
VV: V. vulnificus; NTC: Negative control. The same below. 
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能检测出荧光信号，以起始模板数的对数为横坐

标，Ct 值为纵坐标，绘制 4 条标准曲线，扩增

效率分别为 100.432%、98.489%、100.017%、

100.006%，斜率均接近理论值−3.32，4 种弧菌

的最低检测限均为 10 copies/µL。 

2.3  特异性试验结果 
由图 2 可知，RT-qPCR 中非目的菌扩增曲

线的 Ct 值均大于 41。由图 3 可以看出，常规

PCR 时副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌和

创伤弧菌扩增出对应的目的条带，而非目的菌均

未扩增出目的条带。结果表明本实验设计的特

异性引物和探针只能特异性地检测目的基因。 

2.4  抗干扰性试验结果 
通过观察扩增曲线阈值的变化，结果表明

任意 1种高浓度弧菌对其他 3种低浓度弧菌和任

意 3 种高浓度弧菌对低浓度弧菌的扩增并无抑

制作用(图 4)。 

 
 

图 2  实时荧光定量 PCR 的特异性   非目的菌

包括溶藻弧菌、表皮葡萄球菌、苏云金芽孢杆菌、

志贺氏菌、屎肠球菌、普通变形杆菌、产气肠杆

菌等细菌 
Figure 2  Specificity of real time fluorescence 
quantitative PCR. Non-target bacteria included    
Vibrio alginolyticus, Staphylococcus epidermidis, 
Bacillus thuringiensis, Shigella, Enterococcus faecium, 
Proteus vulgaris, Enterobacter aerogenes and other 
bacteria. 

 

 
 
图 3  常规 PCR 的特异性   M：50 bp DNA Marker；1：副溶血性弧菌；2：霍乱弧菌；3：拟态弧菌；

4：创伤弧菌；5–15：分别为溶藻弧菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌 O157:H7、沙门氏菌、单核细胞增

生李斯特菌、表皮葡萄球菌、苏云金芽孢杆菌、志贺氏菌、屎肠球菌、普通变形杆菌、产气肠杆菌；16：
空白对照 
Figure 3  Specificity of conventional PCR. M: 50 bp DNA Marker; 1: V. parahaemolyticus; 2: V. cholerae; 
3: V. mimicus; 4: V. vulnificus; 5–15: V. alginolyticus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7, 
Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis, Bacillus thuringiensis, Shigella, 
Enterococcus faecium, Proteus vulgaris and Enterobacter aerogenes; 16: Blank control. 
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图 4  四重实时荧光定量 PCR 的抗干扰实验   A：任意 1 种高浓度(深颜色)对其他 3 种低浓度(浅颜色)
的四重荧光定量 PCR 扩增曲线. B：任意 3 种高浓度弧菌(深颜色)对低浓度弧菌(浅颜色)的四重实时荧

光定量 PCR 扩增曲线. C：以创伤弧菌的质粒标准品浓度作为高浓度 106 copies/µL 和副溶血性弧菌、霍

乱弧菌、拟态弧菌的质粒标准品浓度作为低浓度 102 copies/µL 进行四重实时荧光定量 PCR 扩增，做     
3 次重复，结果表明高浓度的创伤弧菌对其他 3 个低浓度弧菌的检测没有干扰. D：以霍乱弧菌的质粒标

准品浓度作为低浓度 102 copies/µL 和副溶血性弧菌、拟态弧菌、创伤弧菌的质粒标准品浓度作为高浓度

105 copies/µL 进行四重实时荧光定量 PCR 扩增，做 3 次重复，结果表明低浓度霍乱弧菌的检测不被其他

3 种高浓度弧菌干扰 
Figure 4  Anti-interference test of quadruplex real time fluorescence quantitative PCR. A: Quadruplex real 
time fluorescence quantitative PCR amplification curves of any one high concentration (dark color) against 
the other three low concentrations (light color). B: Quadruplex real time fluorescence quantitative PCR 
amplification curves of any three high concentration Vibrios (dark color) against low concentration Vibrios 
(light color). C: The concentration of plasmid standard of Vibrio vulnificus was used as a high concentration 
of 106 copies/µL and the concentration of plasmid standard of V. parahaemolyticus, V. cholerae and       
V. mimicus was used as a low concentration of 102 copies/µL for quadruple real time fluorescence 
quantitative PCR amplification, and three replicates were performed. The results showed that high 
concentration of V. vulnificus did not interfere with the detection of other three low concentration Vibrios. D: 
Fourfold real time fluorescence quantitative PCR amplification was performed with the plasmid standard 
concentration of V. cholerae as a low concentration of 102 copies/µL and the plasmid standard concentration 
of V. parahaemolyticus, V. mimicus and V. vulnificus as a high concentration of 105 copies/µL. The results 
showed that the detection of low concentration V. cholerae was not interfered by the other three high 
concentration Vibrios. 
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2.5  重复性试验结果 
通过对四重实时荧光定量 PCR 扩增曲线的

Ct 值进行统计学分析，结果表明副溶血性弧菌、

霍乱弧菌、拟态弧菌和创伤弧菌 Ct 值的变异系

数均小于 1.5% (表 2)，表明本实验的重复性好。 

2.6  鱼虾和生蚝样品检测结果 
在 76 份鱼虾和生蚝样品中，应用四重

RT-qPCR 方法对副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟

态弧菌和创伤弧菌检测，结果表明副溶血性弧

菌、霍乱弧菌、拟态弧菌和创伤弧菌的检出率分

别为 22.4% (17/76)、11.8% (9/76)、14.5% (11/76)、
2.6% (2/76)。结果表明所建立的 RT-qPCR 方法

可特异性检测海产品中的拟态弧菌、霍乱弧菌、

副溶血性弧菌和创伤弧菌。 

3  讨论与结论 
本实验建立的在单反应管中检测和鉴定 4种

致病性弧菌的实时荧光定量 PCR 方法，其中靶

基因的选择至关重要。有研究发现 toxR 是一种

对毒力基因进行表达调控的基因，在弧菌等细

菌中具有重要作用，弧菌种间同源性低，副溶

血性弧菌和拟态弧菌的 toxR 基因的相似性只有

45%[19-21]。革兰氏阴性菌的外膜蛋白 W (outer 
membrane protein W, OmpW) 是外膜的重要组

成部分，在多种病原体中具有重要的生物学功

能，可作为屏障发挥保护细胞和宿主免疫系统

等作用，主要参与调控细菌外膜的结构和功能，

如维持细菌外膜的稳定性、调节细胞渗透压、

参与信号传导等[22]。Nandi 等[23]根据 ompW 基

因设计特异性探针来检测大量细菌，结果表明

ompW 基因是霍乱弧菌的种特异性基因。vvhA
基因是创伤弧菌的溶血素基因[24]，已被用于创

伤弧菌的 PCR 检测，而且种属特异性高[25-26]。

因此，本实验根据副溶血性弧菌和拟态弧菌

toxR 基因、霍乱弧菌 ompW 基因，以及创伤弧

菌 vvhA 基因设计引物和探针，建立了四重

RT-qPCR 检测方法。 
在优化四重实时荧光定量 PCR 反应体系和

条件后，副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌

和创伤弧菌的扩增效率基本一致。此外，单核

细胞增生李斯特菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球

菌、志贺氏菌等也是常见的食源性致病菌[27]。

因此，本实验选取上述细菌的 DNA 作为非目的

基因进行实时荧光定量 PCR 扩增，结果表明设计 
 

 
表 2  四重实时荧光定量 PCR 重复实验结果 
Table 2  Repeatability test for quadruplex real time fluorescence quantitative PCR 
Name Plasmid concentration 

(copies/µL) 
Ct value Average Standard 

deviation 
Coefficient of 
variation (%) 1 2 3 

Vibrio 
parahaemolyticus 

1.0×105 21.91 21.96 22.22 22.03 0.135 9 0.62 
1.0×104 25.38 25.27 25.56 25.40 0.119 5 0.47 
1.0×103 29.10 28.70 28.73 28.84 0.181 9 0.63 

Vibrio cholerae 1.0×105 22.84 22.98 23.00 22.94 0.071 2 0.31 
1.0×104 26.19 26.24 26.43 26.29 0.103 4 0.39 
1.0×103 29.53 29.51 29.63 29.56 0.052 4 0.18 

Vibrio mimicus 1.0×105 19.73 19.86 19.97 19.85 0.098 1 0.49 
1.0×104 23.19 23.04 23.27 23.17 0.095 3 0.41 
1.0×103 26.53 26.65 26.70 26.63 0.071 3 0.27 

Vibrio vulnificus 1.0×105 23.09 23.17 23.32 23.19 0.095 3 0.41 
1.0×104 26.33 26.28 26.77 26.46 0.220 2 0.83 
1.0×103 29.70 29.81 29.99 29.83 0.119 5 0.40 
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的引物和探针能特异性地扩增出目的基因，与非

目的基因无交叉反应。本实验所建立的实时荧光

定量 PCR 标准品的检测限可达 10 copies/µL。王

海波等[15]建立的单重实时荧光定量 PCR 检测

溶藻弧菌胶原酶基因 colH 的最低检测限为  
102 copies/µL。鞠明霞[28]分别根据副溶血性弧

菌和霍乱弧菌的毒力基因、种特异性基因建立的

三重 RT-qPCR，检测创伤弧菌、拟态弧菌和溶

藻弧菌的最低检测限均为 102 copies/µL。目前实

时荧光定量 PCR 的检测限最低为 102 copies/µL，

本实验的最低检测限比其他实时荧光定量 PCR
的检测限高出 10 倍，比常规 PCR 高出 1 000 倍。

本实验进行了抗干扰实验，实验结果表明高浓

度弧菌对低浓度弧菌扩增曲线无干扰。重复性试

验中，4种弧菌相应Ct值的变异系数均小于1.5%，

表明本实验的可重复性高。 
近年来，越来越多的研究机构和实验室采

用实时荧光定量 PCR 方法进行基因表达研究，

但是也存在不足之处，如合成探针成本高、周

期长、荧光定量 PCR 仪昂贵且操作复杂等。随

着科研技术和仪器的不断发展，实时荧光定量

PCR 技术也在不断优化和改进，其不足之处也

在逐渐得到克服。总之，本实验开发了一种四

重实时荧光定量 PCR 检测，用于在一次反应中

同时检测副溶血性弧菌、霍乱弧菌、拟态弧菌

和创伤弧菌，建立的四重 RT-qPCR 为检测环境

和临床样本中的 4 种弧菌提供了一种快速、敏

感、高度特异性的方法，对于食品安全和弧菌

感染的诊断具有重要意义。 
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