
·论  著· DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2024.11.015

基于微流控芯片技术的创伤弧菌特异性引物的筛选及验证*
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  摘 要:目的 探讨适用于创伤弧菌的特异性引物,通过微流控芯片技术进行一站式检测,为快速检测出

病原体奠定基础。方法 通过 NCBI网站获取靶基因序列,采用 MEGA7.0软件对齐后设计出19对引物,

BLAST确定引物的特异度,再通过引物性能、灵敏度、快速变温实验筛选适用于微流控的引物,最后对引物的

特异度与灵敏度进行评价。结果 成功筛选出1对适用于微流控的引物vvhA10,微流控检测结果发现其特异

度与灵敏度较高。结论 筛选出适用于微流控芯片的引物,用于全自动微流控检测可以满足应急检测或现场

快速检测等方面的使用需求。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

specific
 

primers
 

suitable
 

for
 

Vibrio
 

vulnificus
 

and
 

to
 

perform
 

one-stop
 

detection
 

by
 

microfluidic
 

chip
 

technology,so
 

as
 

to
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

rapid
 

detection
 

of
 

pathogens.
Methods The

 

target
 

gene
 

sequence
 

was
 

obtained
 

from
 

the
 

NCBI
 

website,and
 

19
 

pairs
 

of
 

primers
 

were
 

de-
signed

 

after
 

alignment
 

by
 

MEGA
 

7.0
 

software.The
 

specificity
 

of
 

the
 

primers
 

was
 

determined
 

by
 

BLAST,and
 

the
 

primers
 

suitable
 

for
 

microfluidic
 

were
 

screened
 

by
 

primer
 

performance,sensitivity
 

and
 

rapid
 

temperature
 

change
 

test.Results A
 

pair
 

of
 

primers
 

vvhA10
 

was
 

successfully
 

screened.The
 

results
 

of
 

microfluidic
 

detec-
tion

 

showed
 

that
 

its
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

were
 

high.Conclusion The
 

selected
 

primers
 

are
 

suitable
 

for
 

au-
tomatic

 

microfluidic
 

chip
 

detection,which
 

can
 

meet
 

the
 

needs
 

of
 

emergency
 

detection
 

or
 

rapid
 

detection
 

in
 

the
 

field.
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  创伤弧菌是一种嗜温、嗜盐性的革兰阴性菌,广
泛分布于海产品及海洋环境中[1]。人可因食用受该

菌污染的海产品、开放性伤口或破损皮肤暴露于受污

染的盐水中而被感染,导致肠胃炎和原发性败血症等

疾病,其中原发性败血症的病死率超过
 

50%[2-5]。随

着水产养殖业的发展与人类海上活动的增加,创伤弧

菌感染率呈升高趋势,然而创伤弧菌感染发病快,最
快4

 

h内即可发病。有研究报道,如果在
 

3
 

d内没有

得到妥善治疗,创伤弧菌感染患者的病死率可达到
 

100%[6]。因此,创伤弧菌感染的快速诊断对于临床

诊疗尤为重要。
创伤弧菌传统的检测方法耗时费力,通常需要3

 

d以上,操作烦琐且灵敏度低,而创伤弧菌感染发病

快,传统的检测方法并不能满足临床快速诊疗的需

要。而微流控芯片能够在一个芯片上实现样本制备、
反应、分离、检测等流程,具有高通量、高效率和易操

作的特点[7],且微流控芯片因具有小型化、节约试剂、
速度快、集成化程度高等优点,非常适用于处理突发

公共卫生事件,但目前对于创伤弧菌的即时检测的研

究较少见,成熟的即时检测体系少见报道。
创伤弧菌溶血素(vvh)基因在病情早期稳定期的

表达水平最高,而毒素调控(ToxR)基因是在环境中

广泛分布的毒力基因的表达调控基因,是跨膜毒力调

节剂的同源物,二者在不同菌种之间的同源性较弱,
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因此常作为创伤弧菌实时荧光定量聚合酶链反应

(PCR)的靶基因[8-9]。理想的检测结果往往取决于引

物的 灵 敏 度 与 特 异 度[10],本 研 究 根 据 创 伤 弧 菌
 

vvhA、vvhB
 

和
 

ToxR
 

基因,设计并筛选出1对适用于

微流控芯片的创伤弧菌特异性引物,通过1个集成核

酸提取和
 

PCR
 

检测模块的芯片,一站式完成样本裂

解、核酸提取、荧光
 

PCR
 

扩增及结果分析,从而在
 

30
  

min内实现全自动微流控检测,同时为筛选适宜的、
特异度较高的微流控引物提供理论依据。现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 菌种来源 创伤弧菌
 

(货号:ATCC
 

27562)
 

、粪
肠球菌

 

(货号:ATCC
 

29212)
 

、铜绿假单胞菌(货号:

ATCC
 

27853)
 

、金 黄 色 葡 萄 球 菌 (货 号:ATCC
 

6538)、单核增生李斯特菌(货号:ATCC
 

19115)、空肠

弯曲菌(货号:ATCC
 

33291)
 

、河流弧菌(货号:ATCC
 

33812)
 

、溶藻弧菌
 

(货号:ATCC
 

17749)、蜡样芽孢杆

菌(货号:ATCC
 

14579)
 

、霍乱弧菌
 

(货号:ATCC
 

39315)均购自美国典型菌种保藏中心
 

。

1.2 仪器与试剂 ABI-7500
 

实时荧光定量
 

PCR
 

仪

购自美国应用生物系统公司;Gentier
 

48E/48R
 

实时

荧光定量
 

PCR
 

检测系统购自西安天隆科技有限公

司;MFCS-6全自动微流控核酸分析仪购自厦门优迈

科医学仪器有限公司。蛋白胨、酵母提取物、Bolton
 

肉汤、SCDLP
 

液体培养基、硫代硫酸盐枸橼酸盐胆盐

蔗糖琼脂培养基均购自北京索莱宝科技有限公司;核

酸提取试剂盒购自福建佰孟医学科技有限公司;创伤

弧菌探针法定量PCR
 

试剂盒购自上海信裕科技有限

公司;热启动PCR酶(HsTaq)、脱氧核糖核苷三磷酸

(dNTP)均购自北京宝日医生物技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 基因组
 

DNA
 

提取 将创伤弧菌标准菌株按

照国家标准进行复壮及生物化学鉴定,参照核酸提取

试剂盒说明书,提取创伤弧菌基因组DNA。

1.3.2 样本定量检测 参照创伤弧菌探针法定量

PCR试剂盒说明书,将创伤弧菌基因组DNA作为模

板进行荧光定量PCR扩增,以创伤弧菌每毫升拷贝

数的对数为横坐标,循环数阈值为纵坐标绘制标准曲

线,再将待测样本的循环数阈值从标准曲线中推算出

样本的每毫升拷贝数。

1.3.3 引物和探针设计 参考
 

PCR
 

引物和探针设

计的要求,在
 

NCBI
 

网站中获取不同来源的创伤弧菌
 

vvhA
 

基因序列、vvhB
 

基因序列、Tox
 

基因序列,汇成

基因 序 列 集,使 用
 

MAGA
 

7.0
 

软 件 以
 

Accession
 

number:KC821520.1
 

(vvhA 基 因)、BAC99981.1
 

(vvhB基因)、AF166120.1
 

(ToxR基因)为模板,对齐

后在保 守 序 列 中 设 计 引 物 和 探 针,再 使 用
 

Oligo
 

V6.22
 

软件对探针和引物进行筛选。将这些引物和

探针在
 

NCBI
 

网站上
 

BLAST
 

对比,确认引物的特异

度并作为候选引物,由上海生物工程技术有限公司进

行合成。引物信息见表1~3。

表1  创伤弧菌
 

vvhA
 

基因的引物信息

引物 引物序列(5'-3') 熔解温度
 

(℃) 长度
 

(bp)

vvhA1-F TCAAAGATTAAGTGTGTGTTGCAC 64.8 79

vvhA1-R CGATGGAAGCACCCGCATTA 71.3

vvhA1-P CAGTCTCGTGTGGCGTTGAAATCA 74.2

vvhA2-F ATTGTCCGTTTCACCGTCGAT 68.9 76

vvhA2-R TGTGATCTTGCTGTAGCTCGTTAAT 68.0

vvhA2-P CGACAAGCCTGGCACGGGTA 73.5

vvhA3-F AAAAAAGCCCGTGACCTAC 61.7 76

vvhA3-R TACCGATGGAGTAACCGTAAGTATC 66.6

vvhA3-P CAGAATGAGAACAAAAACTACCAACACCGC 77.9

vvhA4-F GCTCATTTACCTACAACTACTCGAA 65.0 88

vvhA4-R TCAAAATCACTCAATGATGAACG 65.2

vvhA4-P TGGTGTTTGATACAAAAGACTATCGCATCA 75.9

vvhA5-F ATGCTATTTCACCGCCGCTCA 72.6 77

vvhA5-R TGGAATAAGAGATAGGGTTGAACTT 65.6

vvhA5-P TGGGGCAGTGGCTGGGTATTTGA 77.5

vvhA6-F CAGCAGTACTGTGAAACAACGTATT 66.0 93

vvhA6-R TTGTTGCTCAATGACTGCAGTGT 68.0
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续表1  创伤弧菌
 

vvhA
 

基因的引物信息

引物 引物序列(5'-3') 熔解温度
 

(℃) 长度
 

(bp)

vvhA6-P TGCTTCCGCTTCAAACAGTGGATGA 72.2

vvhA7-F TTTATGGTGAGAACGGTGACAAA 67.2 74

vvhA7-R GTTCCAACTGCCGTGACAGCT 69.6

vvhA7-P CGGTTGCGGGTGGTTCGGTTAAC 78.5

vvhA8-F ATCCGATCGTTGTTTGACCGTAA 70.7 84

vvhA8-R CAATACCATTTCTGTGCTAAGTTCG 68.0

vvhA8-P TGACAAAACGCTCACAGTCGAACAGTGT 77.5

vvhA9-F ATTGGGAAGGCGATAAGCTCAT 69.4 84

vvhA9-R CATTACGACCACCAACAATATTTA 64.5

vvhA9-1-R CATTACGGCCACCGACAATGTTTA 73.3

vvhA9-P CCGCTATGTTGATGGCAGTAATACTCG 74.9

vvhA9-1-P CCGCTATGTTGATGGCAACAATACTCG 77.3

vvhA10-F CGTAATGTTCAAGTAACCCCTG 64.3 71

vvhA10-R TTGACTTGTTGTAATGTGGGTTTC 66.1

vvhA10-P AAATGAAGCAAATCAGGCGCGTT 74.5

vvhA10-1-P AAATGAAGCAACTCAGGCGCGTT 74.6

  注:F表示正向引物;R表示反向引物;P表示探针。

表2  创伤弧菌
 

vvhB
 

基因的引物信息

引物 引物序列(5'-3') 熔解温度
 

(℃) 长度
 

(bp)

vvhB1-F TAACAAAAATAGAAATGTAGGACGCC 68.5 89

vvhB1-R CGCTGCCCAAAATTTGAACAT 69.9

vvhB1-P ACCCTACTCTGCTGTTTGTTTGC 67.8

vvhB2-F CAGTACCAACAAAATGTCACGCTG 69.7 113

vvhB2-R TATGACTTTTTGCTTGAGTGATTT 63.6

vvhB2-P CAGTAATGATGTGTTGTATGTCA 58.3

vvhB3-F GTAGCACCGTGGTGATTGATTTGA 71.1 90

vvhB3-R GCTGACAGTCCTAAACCAGTGAGT 66.8

vvhB3-P AATCAAGCCTTGCGTCGTCA 68.6

vvhB4-F ACGGGGGTTTATCAAGGCGAC 72.2 91

vvhB4-R TCGGCTTGGGGATCGTTGAT 71.9

vvhB4-P TCATTCTCGTCGGTGACATC 63.0

  注:F表示正向引物;R表示反向引物;P表示探针。

表3  创伤弧菌
 

ToxR
 

基因的引物信息

引物 引物序列(5'-3') 熔解温度
 

(℃) 长度
 

(bp)

Tox1-F GCATCATTTTCATAAAGAGCAG 62.5 97

Tox1-P ATACTTGAAAACTCAGTTTATTGGCTGCGTC 76.4

Tox1-R AAATCTTCCTACGTGAGTTGATCTC 65.7

Tox2-F AATCAATCGCTTGTTACGTAAC 62.0 73

Tox2-P ATGGGTGACAAATGTAAATTCAAGGTCAA 74.9

Tox2-R AAACAGCGTTTTTACCACAA 61.0

Tox3-F ATAATGCTGGCACGTCAACAA 66.3 72
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续表3  创伤弧菌
 

ToxR
 

基因的引物信息

引物 引物序列(5'-3') 熔解温度
 

(℃) 长度
 

(bp)

Tox3-P ATGGCCGCGTCGCAAAAAAATT 76.9

Tox3-R CTAACAAGAATAGCCCTTTAATT 60.0

Tox4-F TGAAGCTCTACTCAAATGAGTCT 60.5 82

Tox4-P CTCAAGAGGTGGTGATCAACATCTCTGAATC 77.3

Tox4-R TAATTGTCGCTGACGTCCCAA 68.6

Tox5-F AAAATCGGGAAAAATCAAACTT 64.7 75

Tox5-P CCAACCCTTTCTATCTTATTCTGACTGGC 75.0

Tox5-R CCCCAATAATCACGCCAATAC 66.9

  注:F表示正向引物;R表示反向引物;P表示探针。

1.3.4 引物性能筛选 将无酶水作为阴性对照,进
行

 

PCR
 

扩增。扩增体系为50.0
 

μL,其中10×buffer
  

5.0
 

μL,dNTP(10.0
 

mm)1.0
 

μL,正向引物(10.0
 

μm)3.0
 

μL,反向引物(10.0
 

μm)3.0
 

μL,探针引物

(10.0
 

μm)1.0
 

μL,HsTaq
 

0.4
 

μL,A
 

试剂10.0
 

μL,B
试剂5.0

 

μL,模板5.0
 

μL,DEPCE水16.6
 

μL。使用

ABI-7500实时荧光定量PCR仪进行扩增,反应条件

为:95
 

℃预变性2
 

min,95
 

℃变性5
 

s,55
 

℃退火30
 

s,
共45个循环。

1.3.5 引物灵敏度筛选 使用无酶水10
 

倍梯度稀

释菌液,将1.3.4筛选出的引物按照相同荧光定量
 

PCR
 

体系进行引物灵敏度筛选。

1.3.6 引物快速变温筛选 将1.3.5筛选出来的引

物使用
 

Gentier
 

48E/48R
 

实时荧光定量PCR检测系

统进行扩增,反应体系不变,反应条件为
 

95
 

℃
 

预变

性
 

2
 

min,95
 

℃
 

变性
 

3
 

s,每秒下降8
 

℃,至温度达到

55
 

℃,退火
 

6
 

s,共
 

45
 

个循环。

1.3.7 微流控样本检测 将待测样本平衡至室温,
涡旋混匀10

 

s,取160.0
 

μL
 

加入预灌封试剂样本孔

内,盖上样本孔按扣,放进芯片后置入 MFCS-6全自

动微流控核酸分析仪中,进行全自动核酸检测。

1.3.8 特异度检测实验 将经筛选的最适引物,以
粪肠球菌、铜绿假单胞菌等

 

7
 

种临床常见病原菌作为

阴性对照,基于
 

1.3.7
 

的检测结果评价引物的特异

度,每组重复
 

3
 

次实验。

1.3.9 灵敏度检测实验 将创伤弧菌菌液配置成

3.90×107
 

copy/mL、3.90×106
 

copy/mL、3.90×105
 

copy/mL、3.90×104
 

copy/mL、3.90×103
 

copy/mL、

9.75×102
 

copy/mL,以无酶水作为阴性对照,基于
 

1.3.7
 

的检测结果评价引物的灵敏度,每组重复
 

3
 

次

实验。

2 结  果

2.1 样本定量检测结果 标准曲线方程为Y=
-3.931×X+

 

50.04(R2=0.999),其中Y 为循环数

阈值,X 为每毫升创伤弧菌拷贝数的对数,得到创伤

弧菌样本的起始水平为3.90×109
 

copy/mL。见

图1。

图1  定量PCR检测创伤弧菌的标准曲线

2.2 引物性能筛选 标准的PCR扩增曲线是呈S
型的,创伤弧菌19套引物的PCR扩增曲线见图2,根
据扩增曲线在对数期的扩增效率、平台期曲线是否上

扬评估引物体系,最后选择vvhA1、vvhA2、vvhA9、

vvhA10、Tox5、vvhB1、vvhB3 基 因 引 物 进 行 后 续

检测。

2.3 引物灵敏度筛选 灵敏度测试结果见图3,根据

扩增曲线在低水平的扩增效率、循环数阈值是否按照

水平递增选出vvhA1、vvhA2、vvhA10、Tox5、vvhB1
基因引物进行后续检测。

2.4 快速变温实验 选择最低的3个水平进行检

测,结果显示vvhA1、vvhA2、vvhB1基因引物在最低

水平里均出现了漏检的情况,而Tox5基因引物重复

性不好,因此选择vvhA10作为微流控上机引物。见

图4。

2.5 特异度检测实验 特异度检测结果显示,除创

伤弧菌出现特异性扩增之外,其他细菌均未出现特异

性扩增。见图5。

2.6 灵敏度检测实验 微流控检测结果显示,水平

在9.75×102copy/mL以上,创伤弧菌都可以出现特

异度扩增,即灵敏度可达到9.75×102copy/mL。见

图6。
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图2  创伤弧菌引物实时定量PCR筛选结果(创伤弧菌水平为3.90×107copy/mL)
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图3  创伤弧菌引物灵敏度筛选结果

图4  创伤弧菌引物快速变温筛选结果

图5  创伤弧菌微流控芯片PCR特异度检测结果 图6  创伤弧菌微流控芯片PCR灵敏度测试结果
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3 讨  论

本研究的目的是筛选出一套适用于创伤弧菌快

速检测的微流控芯片特异性引物,该引物应具备较高

的特异度、灵敏度,同时筛选微流控特异性引物可为

现场快速检测病原体奠定基础。创伤弧菌感染起病

急、病死率高,使得及时检测显得至关重要。传统的

创伤弧菌检测方法基于选择性培养增菌并结合生物

化学及血清学检测,该方法费力耗时,操作烦琐且灵

敏度低,并不能满足临床快速诊疗需要。随着分子生

物学的发展,实时荧光定量
 

PCR已广泛应用于各种

临床致病菌的检测中,但仍对操作人员有一定技术要

求且需一定时间去完成[11]。而微流控芯片技术是近

些年兴起的扩增技术,通过微流控芯片进行相关检测

可极大简化操作步骤,提高检测效率,在病毒、病原菌

及转基因的检测中均有成功应用的先例[12-14],但目前

市面上的微流控芯片系统基本都是核酸提取与检测

分开进行的,尚未见一站式完成创伤弧菌检验的相关

研究报道。
使用微流控芯片检测代替传统检测具有简便、快

捷等优点,但这对引物的选择有更严苛的要求。为保

证检测可在微流控状态下快速进行,引物需具备3个

关键因素:(1)保证序列的保守性,没有交叉反应;(2)
具备高灵敏度;(3)能适应快速变温反应[15]。

引物的选择对于靶序列的特异性扩增至关重要,
尤其在微生物领域。靶向不同物种中高度保守的基

因可用于广泛的检测工作,而靶向特定物种甚至菌株

特有的DNA序列则可用于特异度高的检测[16-17]。对

于指定的靶标区域,可以选择多对引物作为扩增序列

的候选引物。如果引物及其产生的扩增子使PCR效

率降低,导致产物量很低或为0,那么引物可能会失去

成为候选引物的资格[18]。如徐媛媛等[19]选取了哈维

弧菌的vhhA基因、副溶血弧菌的ToxR基因等作为

目标基因开展多重微流控荧光定量PCR快速检测技

术的研究。通过查阅文献,本研究对创伤弧菌3种毒

力基因(vvhA基因、vvhB基因、ToxR基因)进行引物

和探针的设计,通过理论分析初筛和传统荧光定量

PCR筛选出7对性能较好的创伤弧菌特异性引物。
此外,为进行有效的快速检测,其中最为关键的就是

检测引物的灵敏度[20]。特别是当待测样本中带菌率

很低时,具有高灵敏度的引物就显得尤为重要。因

此,本研究通过灵敏度实验筛选出5对引物进行后续

验证。而PCR扩增过程涉及在不同温度之间重复循

环,常规实时荧光定量PCR通常需要1
 

h以上才能完

成,但微流体系统的升温速率高达50
 

℃/s,在十几分

钟内就可以完成扩增[21]。故微流控引物需适应快速

变温,以达到快速扩增的目的。本研究通过模拟微流

控快速变温的条件成功筛选出1对引物,命名为

vvhA10。随后,将vvhA10作为微流控扩增的引物,
对引物进行了特异度、灵敏度检测,结果发现该引物

具有较高的特异度和灵敏度。
本研究通过引物设计后筛选验证的方法得到1

对适合检测创伤弧菌的特异性引物,与实验室常规的

荧光定量PCR检测相比,操作简便,检测时间明显缩

短,为现场快速检测病原体奠定了基础。
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