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数字 PCR 技术在水产病原菌检测中的应用
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摘要: 数字 PCR 是一种新兴的基因检测方法，是继常规 PCR、实时荧光定量 PCR 之后的第三代 PCR 基因检测

技术．在传统的水产病原菌的分子检测方法中，普通 PCR 检测结果需要通过琼脂糖凝胶电泳检测、耗时长，并

且不能对检测病原进行定量; 实时荧光定量 PCR 技术则需要依赖内参基因进行相对定量分析，难以满足水产

病害快速精准检测的需要．数字 PCR 技术实现了对检测样本的绝对定量分析，具有前所未有的准确度和重现

性，为快速准确地进行水产病原菌的检测提供了崭新的技术平台，具有广阔的发展和应用前景．本文主要介绍

了数字 PCR 的产生、原理和分类，并深入探讨了数字 PCR 技术在水生生物致病菌和水产品食源性致病菌检

测中的应用．
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自上个世纪 80 年代以来，我国水产养殖业的

规模和产量发展迅速，已成为国内农业经济的四

大支柱产业( 粮食、肉类、水产和禽蛋) 之一［1］．据
中国水产养殖网统计，我国 2018 年水产品年产量

突破 8900 万 t．然而，由于水产养殖规模的扩大、
养殖密度的增加以及养殖环境的恶化，各种水产

病害不断爆发，发病区的发病率达到 30%，带病

率高达 40% ～ 80%，减产量达到 30% ～ 40%，严重

的阻碍了水产养殖业的发展［2］．统计显示，水产养

殖病害约有 400～500 种，大多数是由细菌、真菌、
病毒和寄生虫等引起．其中细菌性病原品种多，分

布广，传 播 速 度 快，对 水 产 养 殖 业 造 成 巨 大 危

害［3］．另外，细菌还会造成水产品的污染、腐败，给

水产养殖业下游的水产加工业也带来严重的经济

损失．常见的水生生物致病菌主要有: 副溶血弧菌

( Vibrio parahaemolyticus ) ［4］、鳗 弧 菌 ( Vibrio an-
guillarum) ［5］、点状气单胞菌 ( Aeromona spuncta-
ta) ［6］、嗜水气单胞菌 ( Aeromonas hydrophila) ［7］、
哈维氏 弧 菌 ( Vibrio harveyi ) ［8］、温 和 气 单 胞 菌

( Aeromonas sobria) ［9］; 水产品食源性致病菌主要

有: 沙门氏菌 ( Salmonella) ［10］、金黄色葡萄球菌

( Staphylococcus aureus) ［11］、大肠杆菌 ( Escherichia

coli) ［12］、志贺氏菌 ( Shigella Castellani) ［13］、李斯

特菌( Listeria monocytogenes) ［14］等，如何对这些水

产病原菌进行快速检测越来越受到水产养殖业和

水产加工业从业人员和研究人员的普遍关注．
目前，针对水产病原菌的检测技术主要有细

菌分离培养鉴定、生理生化指标检测、电子显微镜

检测和分子生物学检测等方法，但是细菌培养及

生理生化指标检测方法具有耗时、费力、精确性和

可靠性有限的缺点，而电子显微镜检测需要依赖

高端的设备．目前 PCR( polymerase chain reaction)

检测技术以其快速、灵敏、易于普及等优点成为目

前水产病原菌检测中应用最普遍的技术．近年来，

在常 规 PCR 和 实 时 荧 光 定 量 PCR ( Real － time
Quantitative PCR，qPCR) 基础上迅速发展起来了

第三 代 PCR 技 术———数 字 PCR ( digital PCR，

dPCR) ．数字 PCR 是一种核酸分子绝对定量分析

技术，它是一种将 PCR 反应物进行有限稀释，随

后在大量不同的反应单元中进行独立的 PCR 扩

增，最后根据泊松分布原理及阳性微滴的个数与

比例经过统计学分析直接数出 DNA 分子的个数

的技术［15］．该技术不需要内参基因，也不必制作

标准曲线，对特异性模板扩增抑制剂等干扰因素
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的耐受性更强，能够实现在 2 ～ 3 h 内对低浓度的

核酸样品进行精确定量［16—17］．数字 PCR 以其操

作简便、耐受性强、检测灵敏度高、特异性好及绝

对定量等优势受到人们的青睐［18］，被广泛应用于

物种鉴定、微生物检测、疾病诊断、转基因定量分

析等方面［19—20］，应用前景广阔．目前，数字 PCR
检测已经在一些常见的水生生物致病菌和食源性

病原菌中开展，例如副溶血性弧菌、沙门氏菌、大
肠杆菌等．本文在现有研究的基础上，对数字 PCR
在水产病原菌检测中的应用展开了综述．

1 数字 PCR 的产生

自 1985 年 K．Mullis 发明聚合酶链式反应技

术以来［21］，PCR 技术作为一种快速、高效、简便的

体外核酸扩增技术被广泛应用于医学、生物学、食
品卫生等领域．但第一代 PCR 检测技术需对扩增

产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，电泳过程中需要

用到溴化乙锭等有毒害的染料，且耗费时间．除此

之外，该技术只能判断扩增产物的分子量大小，不

能进 行 精 确 的 定 量 分 析． 1992 年，日 本 科 学 家

Higuchi 等［22］ 提出了 qPCR 技术的设想．在此之

上，美国 ABI 公司于 20 世纪 90 年代后期，在一代

PCR 技术的基础上发展了利用标准曲线的相对

定量，被称为“第二代 PCR 技术”．该技术引入了

荧光基团，运用荧光信号的累积和 PCR 产物的增

加，同步对 PCR 进行程度进行实时检测，最后借

助标准曲线对待测模板进行定量分析．该方法可

以实现在 PCR 产物扩增的同时进行闭管定量检

测，具 有 污 染 少、灵 敏 度 高 等 优 点． 但 是，由 于

qPCR 需要以内参基因作为参照，在扩增过程当

中不能确保稳定的扩增效率，用于定量分析的循

环阈值( Ct) 不是恒定不变的，目标基因与内参基

因扩增效率不同将导致定量结果与实际情况存在

一定的偏差，只能做到相对定量．为了达到绝对定

量的目 的，早 在 1992 年 qPCR 技 术 成 熟 之 前，

Morley 等［23］为检测体细胞突变导致的白血病，将

体外培养的细胞分配在多个培养孔中，发现突变

克隆遵循泊松分布，他们将这个原理移植到 PCR
扩增上，将待测核酸样品有限稀释使每个样孔中

只获得单个模板分子，PCR 扩增后通过泊松分析

实现高灵敏度地定量白血病细胞，这一过程，他们

称之为“有限稀释 PCR”，也就是数字 PCR 的前

身．1999 年，Vogelstein B 等［24］提出了数字 PCR 的

概念，将一个样本平均分配到数百乃至上万个反

应单元中，每个反应单元独立开展 PCR 扩增，在

反应结束后利用统计学手段对收集到的各个反应

单元的荧光信号进行数据分析．他们在分析鼠类

肉瘤病毒致癌基因同源突变体 B1 ( v－raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B1，B－RAF) 基因

时，为避免体细胞基因的干扰和提高检测灵敏度，

将样本分配到 384 个孔板中分别扩增，通过用不

同的荧光检测突变基因和正常基因得出突变率．
但是在早期，由于很难实现样品分配的均匀性，数

字 PCR 的发展受到限制［25］．近来随着技术的不断

完善和一些新技术的出现，数字 PCR 技术逐渐突

破瓶颈实现商业化，Fluidigm 公司于 2006 年生产

出第一个商业化的芯片式数字 PCR 仪，Bio－Rad
公司于 2011 年、2013 年相继推出基于油包水乳

技术的微滴式 PCR．

2 数字 PCR 的原理

数字 PCR 包含 PCR 扩增和荧光信号采集两

个部分，将核酸样品进行微滴化稀释处理后平均

分配到几万至几十万个单元中进行反应，使各个

反应单元有一个或多个拷贝的目标分子，有些可

能没有目标分子，之后对每一个反应单元进行

PCR 扩增．再利用统计学的方法对每一个反应室

的荧光信号进行分析，根据泊松分布原理和荧光

信号阳性反应单元比例计算出目的核酸序列的拷

贝数，实现精准绝对定量．( 图 1)

3 数字 PCR 定量分析方法

数字 PCR 采用直接计数的方法进行定量分

析，在每一个反应单元中，如果反应单元中有荧光

信号的记作 1，无荧光信号的记作 0．含有 1 个拷

贝以上目标分子的反应单元，显示荧光信号．据理

论可知，若样品中目标 DNA 浓度极低，那么有荧

光信号的独立单元可以视为只含有一个拷贝的目

标分子，最后通过统计总数得出样品中的目标分

子拷贝数．但由于数字 PCR 的反应单元在实际应

用时难以达到此种理想条件，就需要利用泊松概

率分布公式进行计算［27—28］．

P = λk
k!

e － λ． ( 1)
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图 1 数字 PCR 原理［26］

Fig．1 The principle of digital PCR［26］

式 ( 1 ) 中，λ 是每一个反应单元中含目标

DNA 分子的平均浓度．p 是以对应的 λ 为计算数

值，每一个反应单元中所含 k 个拷贝目标 DNA 分

子的概率．
λ = cm，其中 c 为样品的原始浓度，m 为样品

的稀释系数．如果 k = 0 时，上式可变为 p = e－λ =
e－cm，其中 p 可以看作是无荧光信号的反应单元数

与反应单元总数的比值［29］，即

n － f
n

= e－cm， ( 2)

其中，n 代表反应单元的总数，f 代表含有荧光信

号的反 应 单 元 数． 上 式 经 过 两 边 取 对 数 简 化，

得到:

cm = ln( 1 － f
n

) ， ( 3)

按照上述公式的计算方法，代入相应的数值，就可

以计算出样本的最初拷贝数．
由于数字 PCR 是基于全部检测数据，采用统

计学方法，进行终点检测，得到目标序列的拷贝

数，因此直接可以对其精确的绝对定量检测［27，30］．
与传统的 PCR 相比，数字 PCR 采用的是终点检

测，它不依赖于扩增曲线的循环阈值( Ct) 进行定

量，PCR 反 应 几 乎 不 受 扩 增 效 率 的 影 响，数 字

PCR 对扩增抑制物的耐受能力有明显的提高，不

需要加入内参基因和制作标准曲线，并且具有很

高的准确度、灵敏度和重现性［31—32］．数字 PCR 能

够快速精准地将样品平均分配成大量的独立单

元，每个单元中与目标序列有竞争性作用的背景

序列浓度被大大降低，所以数字 PCR 技术在复杂

背景中也特别适合检测稀有突变［33—34］．

4 数字 PCR 分类

在 20 年左右的时间里，从数字 PCR 概念的

提出至今，相关技术和产业化得到了迅猛的发展，

但如何实现样品向各反应单元的均匀分配一直是

数字 PCR 推广的瓶颈．迄今为止，根据分液方式

划分，数字 PCR 技术可分为三类: 微流体式数字

PCR( microfluidic digital PCR，mdPCR) 、微滴式数

字 PCR( droplet digital PCR，ddPCR) 和芯片式数

字 PCR( chip digital PCR，cdPCR) ．

4．1 mdPCR

mdPCR 通过微流体通道来对 DNA 模板进行

分液，每个被分隔开的区域都可进行相互独立的

PCR 反应，通过对每个微域荧光信号的检测，最

后根据所得数据进行统计学分析得出目的序列含

量．此项技术虽然能生成纳升级别或更小液滴，但

所形成的液滴需要借助一定的吸附方式才能与

PCR 反应体系相结合，在实际应用中具有局限

性，因此 mdPCR 技术已逐渐被淘汰［15］．

4．2 ddPCR

ddPCR 技术是经过微滴发生器处理，短时间

内将待测样品分到上万个纳升甚至皮升级别的微

滴中，然后以这些独立的液滴为反应基本单元进

行扩增反应．在反应终止后，检测各个微液滴的荧

光信号，通过计算显示为阳性的扩增液滴所占的

总数比例来检测目标基因的含量［35］．ddPCR 检测

通量高，操作容易、成本相对较低，是比较理想的

检测方式．



第 1 期 马新冉，等: 数字 PCR 技术在水产病原菌检测中的应用 51

4．3 cdPCR

在 cdPCR 中，大量的反应液通过微流控等技

术被导入到芯片的反应仓或通孔中完成 PCR 反

应，通过扫描检测荧光信号得到数据，经统计学分

析最后计算出目的序列的含量［10］．cdPCR 技术可

以做到在较短的时间内精准地将反应流体分成大

量的独立单元，并且能够根据不同的需求来调整

反应重复数量，具有成本低、通量高、体积小的优

点，因此受到众多研究人员的青睐．

5 数字 PCR 在水产病原菌中的应用

5．1 针对副溶血性弧菌的检测

副溶血性弧菌是一种革兰氏阴性水产致病

菌，也是一种不可忽视的水产品的食源性致病菌，

普遍存在于海水、海底沉积物及鱼虾蟹贝等海产

品中，往往能造成水生生物胃肠道感染、心肌、肝
胰脏损伤等．食用由该菌污染的海产品可引起头

痛、呕吐和急性胃肠炎等食物中毒症状，严重者可

引发败血症［36］．方佩佩等［17］采用 ddPCR 技术，建

立了一种针对副溶血性弧菌的快速定量检测方

法，以副溶血性弧菌 TLH 基因为靶基因，并以鳕

鱼为样品进行阳性添加，副溶血性弧菌的最低检

出限浓度为 4. 7×101 CFU /mL，对应基因拷贝数为

2 copies /20 μL．翁文川等［37］利用 ddPCR 技术对

基围虾和帆立贝中副溶血性弧菌进行了检测，其

最低检测限分别为 1. 9×101 CFU /g 和 8. 96 CFU /
g．Venkateswaran 等［38］ 运 用 常 规 PCR 方 法 针 对

gyrB 基因对副溶血性弧菌进行 PCR 扩增，在 100
μL 的反应体系中，活菌的最低检测限为 5 CUF 和

DNA 的最低检测限为 4 pg．Cordova［39］等以副溶血

性弧菌中的 pR72H 基因作为引物，进行 PCR 扩

增，结果显示特异性、灵敏度都较好．高学祥等［40］

运用传统的细菌培养法检测副溶血性弧菌，检出

限通常为 104 CFU /mL．1993 年，Lee［41］等针对 tdh
基因进行 PCR 检测．结果显示，可以检测出全部

的阳性菌株，其余菌株扩增均为阴性; 灵敏度高，

最低检测量可达到 40 pgDNA．1999 年，Kim［42］等

以副溶血性弧菌中的 toxR 基因序列设计 PCR 引

物，并对 14 株溶血性弧菌和 14 株其他弧菌进行

PCR．结果表明，其他菌株没有特异性扩增的亮

带，而所有的副溶血性弧菌都存在一条 368 bp 的

特异性扩增的亮带．Bej 等［43］于 1994 年分别针对

tl，tdh，trh 设计了不同的引物对，对 tl，tdh，trh 同

时进行扩增．结果表明，所有的副溶血性弧菌都扩

增出了其自身特异的 tl 基因; 有 54%的副溶血性

弧菌被检测出扩增了 tdh 基因; 仅有 38. 73%的副

溶血性弧菌被检测出扩增了 trh 基因; 该法灵敏

度高，在牡蛎培养肉汤内，检测限可达到 1 ～ 10
CFU /g．扈庆华等［44］对分子信标检测副溶血性弧

菌的实时 PCR 反应体系进行了改良，DNA 灵敏

度为 166. 6 fg /μL，细胞菌液灵敏度为 69 CFU /
mL．与 qPCR 相比，dPCR 定量检测副溶血性弧菌

灵敏度更高、结果准确可靠．数字 PCR 能够有效

地避免扩增抑制成分的影响，更适合对低丰度核

酸样本的检测．

5．2 针对沙门氏菌的检测

目前世界范围内，沙门氏菌是最重要的食源

性病原微生物之一，常存在于肉类、蛋类、奶制品

等众多食品中．在虾、贝以及虹鳟、大西洋鲑、罗非

鱼 等 水 产 品 甚 至 水 体 表 面 都 有 沙 门 氏 菌 的 检

出［45］．赵新等［46］根据沙门氏菌 invA 毒力基因序

列，建立了一种沙门氏菌 ddPCR 的快速定量检测

沙门氏菌的方法，检测灵敏度可达到 102 CFU /
mL．李亚茹等［47］采用免疫磁珠分离实时荧光 PCR
快速检测虾中沙门氏菌，对于虾中鼠伤寒沙门氏

菌的检测限为 5×101 CFU /25 g．雷风等［48］应用斑

点酶联免疫吸附法检测鱼粉进行高通量检测，结

果沙门氏菌的最低检出量为 400 CFU /mL．利用

ddPCR 定量检测沙门氏菌，无需进行质粒的构建

和标准曲线的建立，即可快速、准确、直接地分析

沙门氏菌的含量，避免了标准曲线量值偏差对样

品定值的准确性的影响，该方法为沙门氏菌污染

的快速定量检测提供了技术支撑，为微生物风险

评估体系的完善奠定了基础．

5．3 针对大肠杆菌的检测

大肠杆菌是水产养殖中常见的微生物．多年

来，致泻性大肠杆菌引起的腹泻病例的比例一直

居高不下．儿童和老人是致泻性大肠杆菌的易感

群体，对其中的 O157 ∶H7 ( E．coli O157 ∶H7) 出血

性大肠杆菌的感染发病率高达 50 %［43］．董莲华

等［49］以 O157 ∶H7 中的 rfbE 基因为目标基因，构

建了可以准确定量的 ddPCR 方法．对 ddPCR 反应

中的探针浓度进行了优化，最终检出限为 1 CFU /
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mL．而利用传统的分离培养方法，鉴定和检测 E．
coli O157 ∶H7，至少需要 4 ～ 7 天，检出限约为 104

CFU /mL．常规 PCR 技术则可检测 30 CFU /mL 的

大肠杆菌［50］．姜君等［51］ 针对 E． coli O157 ∶ H7的

rfbE 基因建立了 TaqMan 探针荧光定量 PCR 方

法，在 无 需 富 集 的 情 况 下，检 出 限 可 达 到 3
CFU /mL．

近年来 PCR 技术在水产病原菌检测中的应

用具体见表 1．

表 1 PCR 检测技术在水产病原菌检测中的应用

Tab．1 Application of PCR in detection of aquatic pathogens

检测方法 水产病原菌 最低检测限 检测样品 基因 文献

数字 PCR

副溶血性弧菌 4．7×101 CFU /mL 鳕鱼 TLH 方佩佩等［17］

沙门氏菌 1×102CFU /mL 沙门氏菌标准菌株 invA 赵新等［45］

大肠杆菌 1 CFU /mL 大肠杆菌标准菌株 rfbE 董莲华等［48］

副溶血性弧菌 1．9×101 CFU /g 人工污染基围虾 TLH 翁文川等［36］

副溶血性弧菌 8．9 CFU /g 工污染小帆立贝 TLH 翁文川等［36］

常规 PCR
副溶血性弧菌 5×101 CFU /mL 溶血弧菌菌株 gyrB Venkateswaran K．等［37］

大肠杆菌 30 CFU /mL 养殖水体 Stx1 Bonetta S．等［49］

qPCR
副溶血性弧菌 6．9×101 CFU /mL 混合菌株 TDH 扈庆华等［33］

沙门氏菌 5×101 CFU /25g 虾 ttr 李亚茹等［46］

大肠杆菌 3 CFU /mL 养殖水体 rfbE 姜君等［51］

6 结语与展望

数字 PCR 作为“第三代 PCR 技术”，不仅在

操作方面比其他 PCR 简单，而且具有着灵敏度

高，重现性好、特异性强、不依赖标准曲线和 Ct 值

等特点，且能做到对目标 DNA 或 RNA 分子的绝

对定量，尤其是能有效避免反应抑制剂的影响，已

应用于水产病原菌的检测．数字 PCR 技术正以其

快捷、准确、操作简便、技术领先等优势受到研究

人员的青睐，在水产领域中显示出美好的应用前

景．但目前数字 PCR 技术由于仪器昂贵，检测成

本较高，大大限制了该方法在水产领域的推广使

用，相信随着数字 PCR 技术的迅速发展和完善、
检测费用的大幅下降，将为水产领域提供新的检

测途径，为水产养殖业和水产加工业的健康发展

保驾护航．
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Application of Digital PCR in Detection of Aquatic Pathogens

MA Xinran，XIAO Yuqing，LEI Chun，WANG Hongxin，WANG Lei

( School of Life Sciences，Ludong University，Yantai 264039，China)

Abstract: The digital PCR technology is a new method for gene detection，which is the third generation of PCR
gene detection technology after conventional PCR and real － time fluorescence quantitative PCR． In the
traditional molecular detection method of aquatic pathogenic bacteria，the common PCR products need to be
detected by agarose gel electrophoresis，which is long time consuming and cannot detect pathogenic bacteria
quantitatively．Real － time fluorescence quantitative PCR technology relies on internal reference genes for
relative quantitative analysis，which is difficult to meet the needs of detecting the aquatic diseases rapidly and
accurately．By contrast，digital PCR technology can achieve absolute quantitative analysis，with unprecedented
accuracy and reproducibility．Digital PCR has broad application prospects，providing a new technology platform
for rapid and accurate detection of aquatic pathogens． This paper mainly introduced the generation，principle
and classification of digital PCR．The application of digital PCR to detect the aquatic pathogens and foodborne
pathogens of aquatic products was also discussed．
Keywords: digital PCR; quantitative analysis; aquatic pathogen; foodborne pathogen; detection

( 责任编辑 李维卫)


