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EMA 结合 PCR 技术有效鉴别副溶血弧菌死活细胞

李青，钟青萍，王丽

(广东省高等学校食品质量安全重点开放实验室，华南农业大学食品学院，广东广州 510642)

摘要:将 EMA (Ethidium monoazide)选择渗透性和 PCR 技术相结合，建立检验副溶血弧菌 Vibrio parahaemolyticω 死

活细胞的 EMA-PCR 新方法.研究表明，25μglmL 或更高质量浓度的 EMA 可以抑制 2.0 X 107 CFU/mL 的副溶血弧

菌死细胞 DNA 的扩增，未经 EMA 处理的对应样品 PCR 反应呈阳性;而用相同浓度 EMA 处理 2.0 X 107 CFU/mL 的

活细胞菌悬液能扩增出目的产物.同时，对 EMA 处理中卤素灯的曝光时间进行优化，确定 EMA 处理的最佳曝光时间

为 5 -10 mÏn. 结果证明，该方法是二种快速有效的检测死活细胞的新方法，能有效避免 PCR 检测假阳性结果的出现.

关键词 :EMA; PCR; 副溶血弧菌;死活细胞

中固分类号: TS201. 6 文献标识码 :A 文章编号: 1001-411X(2011 )01-0108-04 

Use of Ethidium Monoazide-Polymerase Chain Reaction for 

Differentiation of the Viable and Dead Cells of Vibrio parahaemolyticus 
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Abstract : A new method with the viable/ dead stain ethidium monoazide (EMA) in combination with 

PCR (EMA-PCR) was developed. The results showed that the use of 25μg/mL or more of EMA com­

pletely inhibit the PCR amplification of DNA derived from dead 阿brio pαrahaemolyticus cells containing 

2.0 X 107 CFU/mL ,but the samples without EMA treatment were PCR positive. The use of the same con­

centration of EMA did not inhibit the PCR amplification of DNA derived frorn viable bacteria. Meanwhile , 

the light exposure time to active and photolyze EMA was optimized , and the optimal light exposure time 

was 5 -10 min. It is concluded that the EMA-PCR technique may provide an efficient new approach for 

distinction between the viable and dead cells and efficiently avoid false positive results. 
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副溶血弧菌町brio parahaemolyt比旧是一种嗜盐

性细菌，主要分布于沿岸海水、海河交界处及海产品

中，并能以水和水生生物等为媒介，引起人类肠胃炎

或食物中毒.轻症患者会出现腹泻、肠痊孪、恶心、呕

吐等症状[1] 重症患者还会脱水、休克昏迷，甚至死

亡.近年来，副溶血性弧菌引起的食物中毒次数略高

于沙门氏菌 Salmonella sp. 引起的食物中毒次数，成

为微生物食源性疾病的首要病因，特别是在一些沿

海城市，由该菌引起的食物中毒占细菌性食物中毒

收稿日期 :2010-01-21

总数的 61% 以上[2-3] 严重威胁人们的身体健康，越

来越受到水产养殖和公共卫生机构的重视.目前，该

病原菌的检测方法主要采用选择性培养、生理生化

鉴定、传统 PCR、实时定量荧光 PCR 等分子生物学方

法以及血清学反应等技术[4] 但基于 DNA 的 PCR 检

测方法因其都能从活细胞和死细胞中扩增出目的基

因[判，从而无法有效地区分活细胞和死细胞，易出

现假阳性结果，具有较低的准确性.因而研究一种

有效区分活细胞和死细胞的方法在食品卫生检验
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及进出口商品检疫工作中十分重要. EMA ( Ethidium 

monoazide) 是一种 DNA 结合染料，能渗透到细胞壁

或细胞膜不完整的死细胞内，在光激活的作用下，易

形成氮宾化合物进而与 DNA 或其他分子共价结

合[可从而抑制死细胞 DNA 的扩增，此方法己在国

外医学及食品安全检测中应用[弘11] 本研究将 EMA 选

择渗透性和 PCR 检测技术相结合，旨在建立一种有

效、快速检测鉴别副溶血弧菌的死活细胞的新方法.

1 材料与方法

1. 1 菌株

副溶血弧菌购自中国普通微生物菌种保藏中

心，菌株在 15 -20 "c条件下保存于ρ(NaCl)为 30 g/L 

的营养琼脂斜面.

1. 2 主要试剂与仪器设备

EMA 购自美国 Biotium 公司;T，αqDNA 聚合酶、

10 x PCR Buffer (含 15 mmoVL MgC12 ) 、 dNTPs 、 DNA

Maker ,6 x Loading Buffer 、 EB 核酸染料、琼脂糖均购

自广州东盛生物科技公司.所有试剂均为分析纯.

650 W 卤素灯购自德国 Osram 公司 ;PCR 仪、凝胶成

像系统购自德国 Biometra 公司.

1. 3 增菌培养

将副溶血弧菌标准菌株接种于ρ( NaCl)为 30 g/L 

的 LB 液体培养基中，30 "c摇床(120 r/min)过夜培养.

1. 4 胁迫条件

2 种致使细胞死亡的条件:取 1 mL 上述菌悬液于

1. 5 mL 离心管中，95 "c水浴加热处理 5 min ，取 1∞

μL 涂于营养琼脂平板，30 "c培养 24 h 后观察计数.

取 1 mL 上述菌悬液于1. 5 mL 的离心管中，

12α)() rl时n 离心 5 时n，弃上清，重悬于异丙醇(伊终为

7017毛)中 10 时n ， 12 删 r/min 离心 5 min，弃上清，用生

理盐水洗涤，重悬于 1 mL LB 培养液中.取 1∞ μL 涂于

营养琼脂平板，30 "c培养 24 h 后观察计数[口

1. 5 PCR 反应

引物合成:根据文献 [13 ]报道的 tlh 基因序列设

计引物，委托上海英骏生物技术公司合成引物，引物序

列:上游引物 5' -AAAGCGGA TI ATGCAGAAGCACTG-

3气节游引物 5'.GCTACTTICTAGCATITICTCTGC-3' , 

扩增片段长度约为 450 bp. 

PCR 反应体系: 10 x Buffer( 含 20 mmoνL Mg2
+ ) 

5μL ，lO mmoVL dNTP 2μL ， 0.6μmoVL 引物 2μL ，

TαqDNA 聚合酶 IμL(5 UIμL) ， DNA 模板 4μL，加

水补足到 50μL

PCR 反应的循环参数 :94 "c预变性 5 min ;94 "c 

30 s , 58 "c 30 s , 72 "c 30 s , 30 个循环;终延伸 72 "C

7 min. 产物于 10 g/L 的琼脂糖凝胶电泳分析.

1. 6 EMA-PCR 反应及条件优化

1. 6.1 不同浓度 EMA 处理不同浓度的副溶血弧茵

活/死细胞取不同浓度的副溶血弧菌活/死细胞菌

悬液(2.0x107 、2.0 X 108 和 2.0 X 109 CFU/mL) 各 l

mL 置无菌离心管中，分别加人不同浓度的 EMA 并

置于黑暗中 5 min ，将离 Jl;管置于冰上且打开管盖，

用 650 W 卤素灯曝光 lO min[9] ，对菌液提取 DNA ，进

行 PCR 扩增和电泳分析.

1. 6. 2 优化曝光时间 取 2.0 X 107 CFU/mL 的副

溶血弧菌活/死细胞菌悬液各 1 mL，置元菌离心管

中，加人终质量浓度为 25μg/mL 的 EMA，并置于黑

暗中 5 min ，将离心管置于冰上且打开管盖，用 650 W 

卤素灯曝光，选取曝光时间分别为 1 ， 5 、 10 和 15

mln ，再对菌液提取 DNA，进行 PCR 扩增和电泳

分析.

1. 6.3 EMA 溶液处理不同活细胞比例的副溶血弧

菌混合菌悬液 用副洛血弧菌活细胞菌悬液和死细

胞菌悬液(均为 2. 0 X 107 CFU/mL) 配制成含有

100% 、 75% 、 50% 、 250毛、 20% 、 10% 、 5% 、 4% 、 3% 、

2% 、 1% 和 O 的活细胞菌悬液混合体系，分别加人 25

μg/mL 的 EMA 并置于黑暗处 5 min ，将离心管置于

冰上且打开管盖，曝光处理 10 min 后，进行 PCR 扩

增和电泳分析.

2 结果与分析

2.1 胁迫条件对副溶血弧菌生长的影晌

分别用热处理和异丙醇处理副溶血弧菌，结果

表明，95 "c热处理 5 min ，或用异丙醇处理后，该菌已

完全失活，平板菌落数为 O. 因此，确定副溶血弧菌的

死亡条件，由此处理获得的副溶血弧菌死菌用于后

续试验.

2.2 不同浓度 EMA 对不同浓度副溶血弧菌活细胞

的影晌

将浓度为 2.0 X 107 、 2.0 X 108 和 2.0 X 109 

CFU/mL的活细胞菌悬液经过不同浓度 EMA 渗透和

曝光处理后，提取 DNA 进行 PCR 扩增，产物于 10 g/L 

的琼脂糖凝胶电泳分析.结果表明，2.0 X 107 、 2.0 x 

10 8 和 2.0 X 109 CFU/mL 的副溶血弧菌活细胞菌悬

液经过不同浓度 EMA 处理后，均能扩增出 450 bp 目

的基因，当 EMA 浓度高达 100 f1g/mL 时仍能扩增

出 450 bp 目的基因(图 1 ) 

2.3 不同浓度 EMA 对不同浓度副溶血弧荫的死细

胞的影晌

将浓度为 2.0 X 107 、 2.0 X 10 8 和 2.0 X 109 

CFU/mL的热处理菌悬液 (95 "C, 5 min) 经过不同浓
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度 EMA 渗透和 10 min 曝光处理后，提取 DNA 进行

PCR 扩增，产物于 10 glL 的琼脂糖凝胶电泳分析.结

果表明， 2.0 X 10
7 CFU/mL 的热处理菌悬液能扩增

出 450 bp 目的基因，但随着 EMA 浓度的增加，其扩增

产物的亮度逐渐减弱，当 EMA 质量浓度为 25μglmL

或更高时，曝光 10 min 后，元扩增产物，表明25μglmL

的 EMA 可以抑制 2.0 X 10
7 CFU/mL 的死细胞菌悬液

DNA 扩增(图 2a).40μglmL 的 EMA 可以抑制 2.0 x 

10
8 CFU/mL 的菌悬液死细胞 DNA 扩增(图 2b).45

μglmL 的 EMA 可以抑制 2. 5 X 10
9 

CFU/ mL 的死细胞

菌悬液 DNA 扩增(图 2c) .异丙醇处理后的死细胞菌

悬液经上述同样处理后得到相同的结果(图略) . 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11M 12 13 14 15 16 I7 18 1920 21 22 23 M 12 13 14 15 16 17 18 192021 2223 

450 bp 

a 菌液浓度2.0 x 10' CFU/mL b 菌液浓度2.0X 10" CFU/mL c 菌液浓度2.0X 10' CFU/mL 

M: DL2000 DNA Marker; 1 - 10: EMA 质量浓度分别为0 、 1 ，2 ， 3 ，4 ，5 、 10 、25 、50 和 100 μι!mL; 12 - 22: EMA 质茧浓度分别为0 、 10 、20 、30 、40 、50 、

60 、70 、80 、90 和 100 μglmL; 11 、23: 阴性，

图 l 不同浓度 EMA 对不同浓度副溶血弧菌活细胞 PCR 的影响

Fig. 1 Effects of different concentrations of EMA on PCR of different concentrations of viable cells of Vibrio pαrahaenwlyticus 

M 1 3 4 6 9 10 11 M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 

450 bp 

a 菌液浓度2.0X 10' CFU/mL b 茵液浓度2.0X 10' CFU/mL c 菌液浓度2.0X 10' CFUlmL 

M: DL2000 DNA Marker; 1 - 10: EMA 质量浓度分别为 0 、 1 ，2 ，3 、4 ，5 、 10 、25 、50 和 100μ吕!mL; 12 -24:EMA 质量浓度分别为 0 、 1 ，2 ， 3 、4 ， 5 、 10 、

15 、20 、25 、30 、35 和 40μι!mL; 26-37:EMA 质量浓度分别为 0 、 1 ，5 、 10 ， 15 、20 、25 、 30 、35 、40 、45 和 50μ吕!mL; 11 、25 、38: 阴性.

图 2 不同浓度 EMA 对不同浓度副溶血弧菌死细胞 PCR 的影响

Fig. 2 Effects of different concentrations of EMA on PCR of different concentrations of dead cells of Vibrio parahaenwlyticus 

2.4 曝光时间优化

将浓度为 2.0 X 10
7 CFU/mL 的活细胞菌悬液经

过 25μglmL 的 EMA 渗透，分别曝光 1 ， 5 、 10 和 15

mm 处理后，均能扩增出 450 bp 目的基因.浓度为

2.0 X 10
7 CFU/mL 的死细胞菌悬液经过 25μglmL

的 EMA 渗透，分别曝光 1 ，5 、 10 和 15 min 处理后，经

PCR 扩增，电泳结果表明均无扩增产物(图 3) . 

结果表明，经 25μg/mL 的 EMA 渗透、曝光 1

mm 处理后，可抑制 2.0 X 10
7 CFU/mL 的死细胞

DNA 的扩增.此结果与其他文献报道[7.9] 相一致.本

试验选择 5 -10 min 为最佳的曝光时间，以保证多余

的 EMA 全部被光分解，从而不影响 PCR 扩增结果.

2.5 EMA 溶液处理不同活细胞比例的副溶血弧菌

混合菌悬液

利用 25μglmL 的 EMA 处理 2.0 X 107 CFU/mL 

活细胞和死细胞菌悬液配制的 100% 、 759毛、 50% 、

25% 、20% 、 10% 、5% 、4% 、3% 、2% 、 1% 和 O 的活细

胞混合体系， PCR扩增结果表明，2.0 X 107 CFU/mL 

M123456 M123456 

450 bp 450 bp 

a ~百细胞 b 死细胞

M: DL2000 DNA Marker; 1: 未经 EMA 处理的样品 ;2 -5 :EMA 曝光时

间分别为 1 ，5 、 10 和 15 min; 6: 阴性.

图 3 不同曝光时间对副溶血弧菌活/死细胞 EMA-PCR 反应

的影响

Fig.3 Effects of different light exposure times on EMA-PCR of 

viable or dead cells of Vibrio parahaemolyticus 

的菌悬液配制的泪合体系，经过 25μg/mL 的 EMA

处理后，随着活细胞数的减少，其扩增产物的亮度逐

渐减弱，当活菌比例低于 3% 时，则不能扩增(图 4) . 

由此可见，当活菌比例低于 3% 时，混合体系中细胞

DNA 就能被 EMA 抑制扩增.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 II 12 13 

450 bp 

M: 012000 ONA Marker; 1 -12 :2. 0 X 107 CFU/mL 菌悬液中活菌比例

分别为 100% 、75% 、509岛、25% 、20% 、 10% 、5% 、4% 、3% 、2% 、 1% 和

0; 13: 阴性.

图 4 EMA 处理不同活细胞比例的副溶血弧菌泪合菌悬液

的 PCR 扩增结果

Fig. 4 The PCR results of viable and dead cell mixtures treated 

with EMA 

3 讨论与结论

目前，以 DNA 为基础的 PCR 检测方法能从活细

胞和死细胞中扩增出目的基因，从而元法有效地区

分细胞的死活，死细胞或自由状态的 DNA 已经没有

危害性却仍然被检测出来，导致假阳性结果，具有较

低的准确性.而利用 EMA 选择渗透性和 PCR 技术

( EMA-PCR)相结合的方法，能够有效地检测鉴别细

菌的死活细胞，能够有效地为食源性疾病的预防和

控制提供可靠证据.EMA 染料能渗透到细胞壁或细

胞膜不完整的死细胞内，与 DNA 共价结合，而这种

结合是不可逆的结合[叫，从而抑制死细胞 DNA 的扩

增，而活细胞完整的细胞壁或细胞膜能阻止 EMA 渗

透到活细胞内，从而对活细胞的 DNA 不起作用.

冯建军等[8] 发现用 2.0 μg/mL 或更高浓度的

EMA 渗透处理含有 106 CFU/mL 西瓜细菌性果斑病

菌死细胞，曝光处理 10 min 后，其 PCR 结果呈阴性.

2.0 mg/L 的 EMA 在一定程度上能鉴别种子混合体

系中该病原菌死活细胞. Cawthorn 等[臼]研究表明当

用 50μg/mL 或更高质量浓度的 EMA 渗透处理一种

肠杆菌 Enterobacter sαkazakii 死细胞时，能够完全有

效地抑制其死细胞 DNA 的扩增.本研究结果表明，

25μg/mL或更高质量浓度的 EMA 可以抑制 2.0 x 

10
7 CFU/mL 的副溶血弧菌死细胞 DNA 的扩增，而同

浓度 EMA 对活细胞 DNA 扩增没有影响.

本研究建立的 EMA-PCR 检测方法是一种有效、

快速检测鉴别副溶血弧菌的死活细胞的新方法，可

避免在实际样品检测中产生假阳性的结果，为食品

卫生检验及进出口商品检疫工作提供科学方法和理

论基础.
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