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安全事件进行技术储备。
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摘　 要:目的　 建立微滴数字聚合酶链式反应(ddPCR)快速定量检测食品中金黄色葡萄球菌的方法。 方法 　 以金

黄色葡萄球菌 nuc 基因为靶序列,筛选出同时适用于实时荧光定量 PCR(qPCR)和微滴数字 PCR(ddPCR)的引物探

针,建立食品中金黄色葡萄球菌 ddPCR 快速定量检测方法,并对该方法进行特异性、灵敏度、准确性和重复性实验。

结果　 梯度稀释金黄色葡萄球菌纯培养液,确定 ddPCR 方法的检出限(LOD)和定量限(LOQ)均为 110
 

CFU / mL;通过

人工添加实验,同时进行 ddPCR 与平板计数检测,LOQ 可达 1
 

000
 

CFU / g,且 4 个添加水平的检测结果偏差最大为

4. 77%,5 个平行重复的检测变异系数均小于 20%,展现出良好的准确性和重复性。 结论 　 本研究建立的金黄色葡萄

球菌 ddPCR 定量检测方法特异性好、灵敏度高、结果准确,为快速定量检测金黄色葡萄球菌提供了参考。
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定量检测
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Abstract:
  

Objective　 To
 

establish
 

a
 

new
 

quantitative
 

method
  

for
 

detection
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

in
 

food
 

by
 

droplet
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digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( ddPCR) .
 

Methods 　 A
 

pair
 

of
 

primers
 

and
 

probe
 

for
 

both
 

qPCR
 

and
 

ddPCR
 

was
 

selected
 

according
 

to
 

the
 

single
 

copy
 

gene
 

of
 

nuc
 

in
 

Staphylococcus
 

aureus.
 

The
 

specificity,
 

sensitivity,
 

accuracy
 

and
 

repeatability
 

of
 

this
 

method
  

were
 

analyzed.
 

Results 　 The
 

limit
 

of
 

detection
 

( LOD)
 

and
 

limit
 

of
 

quantitation
 

( LOQ)
 

of
 

ddPCR
 

method
  

were
 

determined
 

to
 

be
 

110
 

CFU / mL
 

by
 

gradient
 

dilution
 

of
 

pure
 

culture
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus.
 

The
 

LOQ
 

of
 

ddPCR
 

was
 

1
 

000
 

CFU / g
 

in
 

the
 

artificial
 

contaminated
 

experiment,
 

and
 

the
 

maximum
 

deviation
 

of
 

detection
 

result
  

of
 

four
 

spiked
 

levels
 

was
 

4. 77% ,
 

and
 

the
 

coefficient
 

of
 

variation
 

of
 

5
 

parallel
 

repeats
 

was
 

less
 

than
 

20% ,
 

showing
 

good
 

accuracy
 

and
 

repeatability.
 

Conclusion　 The
 

established
 

method
  

has
 

good
 

specificity,
 

high
 

sensitivity
 

and
 

accurate
 

result,
 

which
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

rapid
 

quantitative
 

detection
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus.
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　 　 金黄色葡萄球菌 ( Staphylococcus
 

aureus) 是一

种广泛存在于空气、水、土壤和人体的革兰阳性

菌,主要存在于人的黏膜和皮肤等部位,尤其是鼻

咽部,健康人群中该菌的携带率约为 30% ~ 80% ,
因此,金黄色葡萄球菌导致食品污染和食物中毒

的风险较高 [ 1] 。 2015 年由金黄色葡萄球菌引起的

食物中毒人数排我国食物中毒人数的前 4 位 [ 2] 。
根据欧洲食品安全局的相关报告,2013 年欧洲发

生的食源性疾病事件中由葡萄球菌属引起的事件

为 386 件, 其 中 大 多 数 都 是 由 金 黄 色 葡 萄 球 菌

引起 [ 3] 。
目前食品中的金黄色葡萄球菌定量检测常用

方法为传统培养法,如 GB
 

4789. 10—2016 [ 4] 中的

平板计数法,需要经过选择性平板分离培养、染色

镜检和血浆凝固酶试验等步骤,不仅检测周期长,
而且样品中潜在的非目标菌有可能会因过度增殖

而给金黄色葡萄球菌的鉴定造成干扰。 此外,传

统培养法无法有效检测到 “ 活 的 不 可 培 养 状 态

( VBNC ) ” 的 细 菌 [ 5] , 从 而 影 响 检 测 结 果 的 准

确性。
微滴 式 数 字 PCR ( Droplet

 

digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction, ddPCR) 作为第三代核酸扩增技术

的代表,其原理为将含有目标核酸分子的反应体

系均匀的分布到 10
 

000 ~ 20
 

000 个微滴中,使大部

分微滴中不含或者含有一个目标核酸分子。 经过

PCR 扩增后,通过读取每个微滴的荧光信号确定

阳性反应单元数,再根据泊松分布计算出反应体

系中的模板拷贝浓度,从而完成对目标核酸分子

的绝对定量 [ 6-7] 。 该技术目前已被应用于部分微

生物的定量检测,例如牛粪便样本中产志贺毒素

的大肠埃希氏菌 [ 8] ,食品中的单核细胞增生李斯

特菌、副溶血性弧菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、
大肠杆菌 O157-H7 以及阴沟肠杆菌等 [ 9-13] 。

本研究建立了检测食品中金黄色葡萄球菌的

ddPCR 定量方法,旨在为食品安全检测工作提供一

种快速、精确的技术手段。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株

主要实验菌株见表 1。 菌株来源包括:美国典

型菌种保藏中心( ATCC) 、中国医学细菌保藏管理

中心 ( CMCC ) 、 中 国 一 般 微 生 物 典 藏 中 心

( CGMCC) 、北京海关( BJHG) 、大连海关( DLHG) 。

表 1　 实验菌株

Table
 

1　 Experimental
 

strain
序号 名称 来源及编号 数量

1 金黄色葡萄球菌 ATCC
 

25923 1
2 金黄色葡萄球菌 ATCC

 

29213 1
3 金黄色葡萄球菌 CMCC

 

26003 1
4 金黄色葡萄球菌 ATCC

 

6538 1
5 金黄色葡萄球菌 BJHG,食品自分离株 6
6 表皮葡萄球菌 ATCC

 

12228 1
7 腐生葡萄球菌 DLHG 1
8 肠炎沙门氏菌 ATCC

 

13076 1
9 鼠伤寒沙门氏菌 CMCC

 

50115 1
10 甲型副伤寒沙门氏菌 CMCC

 

50001 1
11 粪肠球菌 CGMCC

 

1. 2135 1
12 单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC

 

13932 1
13 蜡样芽孢杆菌 ATCC

 

11778 1
14 福氏志贺氏菌 CMCC

 

51571 1
15 痢疾志贺氏菌 CMCC

 

51252 1
16 阪崎肠杆菌 ATCC

 

29544 1
17 丙型溶血性链球菌 CMCC

 

32206 1
18 乙型溶血性链球菌 CMCC

 

32210 1
19 小肠结肠炎耶尔森氏菌 CMCC

 

52212 1
20 大肠埃希氏菌 ATCC

 

25922 1
21 副溶血性弧菌 ATCC

 

17802 1
22 溶藻弧菌 ATCC

 

33787 1
23 创伤弧菌 ATCC

 

27562 1
24 阴沟肠杆菌 ATCC

 

13047 1
25 马红球菌 ATCC

 

6936 1
合计 30

1. 1. 2　 材料与试剂

ddPCRSupermix
 

for
 

Probes
 

( 2 × ) ,
 

美 国 BIO-
RAD 公司;微滴生成油,美国 BIO-RAD 公司;葡萄

球菌裂解酶试剂盒,武汉光谷百桥生物;细菌基因

组 DNA 提取试剂盒,天根生化科技有限公司;培养

基均购自北京陆桥技术股份有限公司。 蔬菜沙拉

样品购自本地超市。
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1. 1. 3　 仪器与设备

超微量紫外分光光度计( Nanodrop2000,美国赛

默飞 世 尔 公 司 ) ; PCR 仪 ( Veriti, 美 国 Applied
 

BioSystems) ; 实 时 荧 光 PCR 仪 ( ABI7900, 美 国

Applied
 

BioSystems) ;微滴生成仪( QX200,美国 Bio-
Rad) ;微滴读取仪( QX200,美国 Bio-Rad) 。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 引物探针的设计与筛选

选取金黄色葡萄球菌的单拷贝耐热核酸酶编

码基因 ( nuc, GenBank
 

no.
 

JQ228528. 1 ) 作为靶序

列,筛选文献中报道的 4 对引物和探针组合 ( 序列

见表 2 ) , 同时选取另外的 2 对 针 对 spa 基 因 和

Sa442
 

DNA 片段的引物探针一并进行筛选 [ 14-18] 。
探针 5′端标记荧光报告基团 FAM,3′端标记荧光淬

灭基团 BHQ。 引物和探针由上海生工生物有限公

司合成,并采用 qPCR 方法对设计合成的引物探针

进行初步筛选,再用 ddPCR 验证上述引物和探针的

有效性,并优化反应条件。
1. 2. 2　 DNA 提取与超微量紫外分光光度计测定

利用磷酸盐缓冲液对金黄色葡萄球菌 ( ATCC
 

25923)的过夜培养菌悬液进行 10 倍梯度稀释。 取

各稀释度菌液 1
 

mL 于 1. 5
 

mL
 

离心管中,12
 

000
 

g
离心 5

 

min,收集菌体细胞;用葡萄球菌裂解酶处理,
即将菌体沉淀溶于 180

 

μL 的试剂 1,再加入 20
 

μL
 

试剂 2,室温孵育 10
 

min;再用细菌基因组 DNA 提

取试剂盒提取基因组 DNA,最后用 50
 

μL
 

TE 缓冲

液洗脱核酸。
使用超微量分光光度计( Nanodrop

 

2000) 测定

提取的基因组 DNA 的纯度和浓度,DNA 的 OD260 /

OD280 比值应为 1. 7 ~ 1. 9,并按下列公式 [ 19] 计算提

取的金黄色葡萄球菌基因组 DNA 的拷贝浓度。

c = m × 10 - 9

n × 1. 096 × 10 - 21 (1)

　 　 其中 c 代表提取的细菌基因组浓度 ( 拷贝 /
μL) ;m 代表超微量分光光度计测得的核酸浓度

( ng / μL) ; n 代表细菌基因组的长度 ( bp ) , 根 据

NCBI 上已发布的金黄色葡萄球菌基因组的测序数

据,其平均长度为 2. 85×106
 

bp。

表 2　 qPCR 反应引物和探针序列

Table
 

2　 Primer
 

and
 

probe
 

sequence
 

of
 

qPCR

靶基因名称 引物 / 探针名称 序列( 5′-3′)

nuc

nuc[ 14]

nuc[ 15]

nuc[ 16]

spa[ 17]

Sa442[ 18]

nuc-F1 GAGGTTTTTCTTTTTCGCTACTAGTTG
nuc-R1 TGTTGGATCTTCAGAATCACTTCTATTT
nuc-P1 CTCAGCAAATGCATCACAAACAGGTAACGG
nuc-F2 TGTTACTTATAGGGATGGCTATCAG
nuc-R2 AGTTAACACTAAGCAACTAGTAGCG
nuc-P2 AACCTCTTTGCGTATTGCCCTTTCG
nuc-F3 CCTGAAGCAAGTGCATTTACGA
nuc-R3 CTTTAGCCAAGCCTTGACGAACT
nuc-P3 CATCAGCATAAATATACGCTAAGCCACGTCCA
nuc-F4 AGCATCCTAAAAAAGGTGTAGAGA
nuc-R4 CTTCAATTTTMTTTGCATTTCTACCA
nuc-P4 TTTTCGTAAATGCACTTGCTTCAGGACCA
spa-F TACATGTCGTTAAACCTGGTG
spa-R TACAGTTGTACCGATGAATGG
spa-P CAAACGGCACTACTGCTGACAAAATTGCTGCA
442-F CATCGGAAACATTGTGTTCTGTATG
442-R TTTGGCTGGAAAATATAACTCTCGTA
442-P AAGCCGTCTTGATAATCTTTAGTAGTACCGAAGCTGGT

1. 2. 3　 qPCR 检测

qPCR 反 应 体 系 包 括: 2 × Master
 

Mix
 

10
 

μL,
10

 

μmol / L 的上下游引物和探针各 1
 

μL,模板 DNA
 

5
 

μL,DEPC 水补齐至 20
 

μL。 反应条件为: 50
 

℃
 

2
 

min;95
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s、60
 

℃
 

1
 

min,40 个

循环。
1. 2. 4　 ddPCR 检测

反应体系包括 10
 

μL
 

ddPCRSupermix
 

for
 

Probes
( No

 

dUTP ) , 上 下 游 引 物 各 1. 5
 

μL ( 终 浓 度

750
 

nmol / L) ,探针 0. 5
 

μL ( 终浓度 250
 

nmol / L) ,
DNA 模 板 5

 

μL, DEPC 水 补 齐 至 20
 

μL。 根 据

ddPCRSupermix
 

for
 

Probes( No
 

dUTP )试剂盒说明书

相关步骤生成微滴。 将生成的微滴放入 PCR 仪按

照如下条件进行扩增:95
 

℃ 预变性 10
 

min;94
 

℃ 变

性 30
 

s,52. 5
 

℃ 退火 1
 

min,45 个循环;98
 

℃ 固化微

滴 10
 

min。 扩增反应结束后,利用微滴读取仪检测

结果并进行分析。 ddPCR 测定结果与对应菌悬液

浓度的换算公式如下:
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C1 = N ×
V1

V2 × V3

(2)

注:上式中:
 

C1 为对应菌悬液浓度( CFU / mL) ;N 为

20
 

μL
 

ddPCR 反应体系中测得的核酸拷贝数 ( 拷

贝 / 20
 

μL) ;V1 为提取核酸的最终定容体积 ( μL) ;
V2 为 ddPCR 反 应 体 系 中 加 入 的 核 酸 模 板 体 积

( μL) ;V3 为提取的菌悬液体积( mL) 。
1. 2. 5　 平板计数

 

对 10 倍梯度稀释的纯菌液进行平板计数,按国

标方 法 吸 取 1
 

mL 各 稀 释 度 菌 悬 液 以 0. 3
 

mL、
0. 3

 

mL、0. 4
 

mL 接种量分别加入 3 块 Barid-Parker
平板,然后用无菌 L 棒涂布整个平板 [ 4] 。 36

 

℃ 倒置

培养 24 ~ 48
 

h。 选取菌落数在 20 ~ 200
 

CFU 之间的

稀释度平板计数菌落总数。
1. 2. 6　 ddPCR 退火温度的优化

以金黄色葡萄球菌基因组 DNA 作为模板,分别

在 52. 5
 

℃ 、55
 

℃ 两个退火温度下进行 ddPCR 扩增

反应,根据扩增结果确定最佳退火温度。
1. 2. 7　 实际样品添加

选择经传统方法 [ 4] 及 qPCR 方法验证无金黄

色葡萄球菌的市售蔬菜沙拉作为添加基质。 对金

黄色葡萄球菌过夜培养菌悬液进行 10 倍梯度稀

释并进行平板计数,同时吸取 10 - 5 和 10 - 6 稀释度

菌液各 4
 

mL 和 2
 

mL 分别加入到 25
 

g 沙拉样品

中,每个添加量均添加 5 个样品,同时取 1 份不添

加菌液的 25
 

g 沙拉样品设置为阴性对照。 所有样

品都加入 225
 

mL 磷酸盐缓冲液,用拍击式均质器

拍击 2
 

min,制成系列含有不同浓度金黄色葡萄球

菌的蔬菜沙拉污染样品。 取各样品匀液 4
 

mL 分

别利用试剂盒法提取细菌基因组 DNA,最终将核

酸溶解在 50
 

μL
 

TE 缓冲液中,进行 ddPCR 检测,
按照公式( 3)计算样品中目标菌的含量( CFU / g) ,
同时计算与平板计数结果间的偏差。

C2 = N ×
V1

V2 × V3

× 10 (3)

注:上式 C2 为检样中目标菌含量 ( CFU / g) ;N 为

20
 

μL
 

ddPCR 反应体系中测得的核酸拷贝数 ( 拷

贝 / 20
 

μL) ;V1 为提取核酸的最终定容体积 ( μL) ;
V2 为 ddPCR 反 应 体 系 中 加 入 的 核 酸 模 板 体 积

( μL ) ; V3 为 提 取 核 酸 时 吸 取 的 样 品 匀 液 体 积

( mL) 。

2　 结果

2. 1　 引物探针的筛选

文献中报道的针对金黄色葡萄球菌特异性单

拷贝 耐 热 核 酸 酶 编 码 基 因 ( nuc, GenBank
 

no.
 

JQ228528. 1)4 对引物 / 探针 nuc
 

1 ~ 4,以及另外针对

spa 和 Sa442 基因设计 2 套引物探针一并进行 qPCR
检测,结果发现 nuc

 

4 引物探针出现的荧光扩增信

号最强 ( 图 1 ) 。 取 nuc
 

4 引物探针对 4 株 来 自

ATCC 或 CMCC 的金黄色葡萄球菌标准菌株、6 株金

黄色葡萄球菌自分离株、2 株近源菌株以及其他常

见食源性致病菌 DNA 进行 qPCR 检测进行特异性

验证,结果发现只有 4 株金黄色葡萄球菌的标准菌

株及 6 株自分离株出现阳性扩增信号,而其他近源

葡萄球菌及食源性致病菌检测均呈阴性(图 2) ,证
明 nuc

 

4 引物探针具有良好的包容性和排他性。

图 1　 qPCR 方法筛选金黄色葡萄球菌引物探针

Figure
 

1　 Screening
 

of
 

primers
 

and
 

probes
 

for
 

Staphylococcus
 

aureus
 

by
 

qPCR

图 2　 qPCR 方法验证 nuc4 特异性

Figure
 

2　 Verification
 

of
 

specificity
 

of
 

nuc4
 

by
 

qPCR

取 nuc
 

1、nuc
 

4 和 442 号引物探针同时对金黄

色葡 萄 球 菌 ( ATCC
 

25923 ) 的 基 因 组 DNA 进 行

ddPCR 检测,验证引物探针在 ddPCR 中的有效性,
同时比较不同退火温度对检测效果的影响。 结果

发现同样是 nuc
 

4 的荧光扩增信号最强, 并且其

52. 5
 

℃ 的退火温度扩增效果优于 55
 

℃ (图 3) 。 因

此后续选取 nuc
 

4 引物探针及 52. 5
 

℃ 退火温度建

立 ddPCR 反应体系。
2. 2　 金黄色葡萄球菌纯菌液的检测

提取金黄色葡萄球菌( ATCC
 

25923) 的过夜培

养菌悬液 DNA,经过超微量分光光度计测定,OD260 /
OD280 比值为 1. 81,DNA 浓度为 181. 2

 

ng / μL,经过
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图 3　 ddPCR 对金黄色葡萄球菌引物探针的筛选与

退火温度优化

Figure
 

3　 Screening
 

of
 

primer / probe
 

and
 

amplification
 

results
 

of
 

ddPCR
 

at
 

different
 

annealing
 

temperature

计算所得原始菌液浓度为 2. 9×109
 

CFU / mL,其对数

值为 9. 46。 分别吸取 1
 

mL 的各梯度稀释的金黄色

葡萄球菌 ( ATCC
 

25923) 纯菌液提取 DNA,并进行

ddPCR 检测。 ddPCR 在 10- 2 稀释度达到检测上限,
　 　 　 　

阳性微滴的比率达 100% (结果未显示) ,自 10- 3 至

10- 7 稀释度菌液测得的阳性微滴数量和菌体基因组

浓度呈明显的梯度下降趋势(图 4、表 3) ,最低可检

测到 10- 7 稀释度,LOD 和 LOQ 均为 110
 

CFU / mL。

图 4　 金黄色葡萄球菌纯菌液 ddPCR 扩增微滴分布图

Figure
 

4　 ddPCR
 

amplification
 

droplet
 

map
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus

表 3　 ddPCR 方法定量检测梯度稀释的金黄色葡萄球菌纯菌液结果

Table
 

3　 Quantitative
 

detection
 

of
 

gradient
 

diluted
 

Staphylococcus
 

aureus
 

by
 

ddPCR

稀释
因子

ddPCR 定量结果(拷贝数 / mL) a

重复 1 重复 2 重复 3 重复 4 重复 5 平均值 CV( % )
原菌液浓度

( LOG10
 CFU / mL) 偏差( % ) a

10- 3 2
 

200
 

000
 

2
 

120
 

000
 

2
 

260
 

000
 

2
 

000
 

000
 

2
 

020
 

000
 

2
 

120
 

000
 

5. 29
 

9. 33
 

0. 64
10- 4 163

 

200
 

159
 

600
 

158
 

800
 

162
 

000
 

163
 

400
 

161
 

400
 

1. 30
 

9. 21
 

1. 92
10- 5 12

 

240
 

12
 

060
 

12
 

420
 

12
 

080
 

13
 

140
 

12
 

388
 

3. 59
 

9. 09
 

3. 19
10- 6 1

 

020
 

1
 

160
 

1
 

080
 

1
 

160
 

1
 

040
 

1
 

092
 

6. 01
 

9. 04
 

3. 73
10- 7 118

 

152
 

92
 

90
 

104
 

110 22. 84
 

9. 05
 

3. 62
a 偏差 = (平均值-理论值) / 理论值∗100% ,以平板计数结果 LOG 值 9. 39 作为理论值

2. 3　 ddPCR 与平板计数测定结果的比较

金黄色葡萄球菌( ATCC
 

25923) 过夜培养物的

平板计数结果为 2. 48 × 109
 

CFU / mL, 其对数值为

9. 39;在 10- 3 至 10- 7 定值范围内 ddPCR 测得的菌

液浓度分别乘以对应稀释倍数计算出原菌液浓度

为 2. 1× 109 ~ 1. 1 × 109
 

CFU / mL,其对数值在 9. 04 ~
9. 33 范围内(表 3) ,平均值为 9. 14,比平板计数法

测得值低 0. 25 个 LOG 值 ( 图 5) ,偏差均小于 4%
(表 3) 。 ddPCR 的定值结果与平板计数的预计值间

存在良好的相关性(R2 = 0. 999,图 6) 。

2. 4　 人工污染样品的检测

在蔬菜沙拉中添加梯度稀释的金黄色葡萄球

菌( ATCC
 

25923)制成人工污染的阳性样品,同时进

行 ddPCR 和平板计数检测,结果显示 ddPCR 的定

值效果良好,LOQ 可达 1
 

000
 

CFU / g,且 4 个添加水

平的检测结果偏差最大为 4. 77%,5 个平行重复的

检测变异系数均 < 20%,展现出良好的重复性,见

表 4。

图 5　 3 种方法定量检测金黄色葡萄球菌纯菌液的

基因组浓度结果比较

Figure
 

5　 Comparison
 

of
 

three
 

methods
 

for
 

quantitative
 

detection
 

of
 

genomic
 

concentration
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus

3　 讨论

ddPCR 技术与传统培养法相比,无需进行典型

菌落确认等步骤,可以在 1
 

d 内完成检测,能够满足

快速检测的要求;其与 qPCR 为代表的分子生物学
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图 6　 ddPCR 定值结果与平板计数结果的关系

Figure
 

6　 Relationship
 

between
 

ddPCR
 

and
 

plate
 

count
 

results

　 　 　 　

方法相比,ddPCR 不依赖标准曲线,可以直接进行

绝对定量检测。 本研究以金黄色葡萄球菌的单拷

贝、具有较高保守性的 nuc 基因和金黄色葡萄球菌

蛋白 A 基因作为靶序列,筛选出荧光信号最强的一

套引物探针,建立起 ddPCR 精准定量检测方法,为
食源性致病菌的定量检测提供了一种更精确的

选择。
金黄色葡萄球菌为革兰阳性细菌,

 

细胞壁较

厚,
 

90%以上金黄色葡萄球菌含有葡萄球菌蛋白

A;有些金黄色葡萄球菌自身还分泌一种耐热核酸

酶的蛋白质可以降解核酸,
 

基因组 DNA 提取难度

大 [ 20] 。 本研究通过添加葡萄球菌裂解酶解决了

　 　 　 　表 4　 ddPCR 方法定量检测人工污染沙拉样品中金黄色葡萄球菌的结果( CFU / g)
　 Table

 

4　 ddPCR
 

method
 

for
 

quantitative
 

detection
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

in
 

artificially
 

contaminated
 

salad
 

samples
 

( CFU / g)
添加菌液的稀
释度 / 添加量

平板计数结果 ddPCR 结果

计数值 Lg 值 重复 1 重复 2 重复 3 重复 4 重复 5 平均值 CV% Lg 值 偏差( % )
10- 5

 

/ 4
 

mL 14
 

500 4. 16 1
 

510 1
 

505 1
 

465 1
 

590 1
 

585 15
 

310 3. 56 4. 18
 

0. 57
10- 5

 

/ 2
 

mL 7
 

250 3. 86 495 505 510 660 425 5
 

190 16. 57 3. 72
 

3. 76
10- 6

 

/ 4
 

mL 1
 

450 3. 16 145 220 190 185 215 1
 

910 15. 64 3. 28
 

3. 79
10- 6

 

/ 2
 

mL 730 2. 86 1
 

150 950 900 1
 

050 950 1
 

000 10. 00 3. 00
 

4. 77

提取中的细胞破壁难题,建立了一种提取高纯度金

黄色葡萄球菌基因组 DNA 的方法,其提取效率明显

优于超声破碎、蛋白酶 K 消化等处理方式( 结果未

显示) 。 这种高效的核酸提取对于确保 ddPCR 定值

结果的准确性具有重要的意义。
其次,利用梯度稀释的金黄色葡萄球菌纯菌液

对 ddPCR 方法的检测性能进行评价。 在一定菌液

和 DNA 浓度的动态检测范围内,能被可靠检测到的

最低靶基因水平即为最低检测限( LOD) [ 21] ,而测定

结果的变异系数 CV≤25%时的最低靶基因浓度即

为最低定量限 ( LOQ) [ 22] 。 因此,该 ddPCR 方法对

金黄 色 葡 萄 球 菌 纯 菌 液 的 LOD 和 LOQ 均 为

110
 

CFU / mL(表 3) 。 而且 ddPCR 定值结果具有良

好的准确性,同传统平板计数方法的结果相比,只

相差 0. 25 个 LOG 值(图 5) 。
最后,进一步比较 ddPCR 与国标平板计数方

法在人工污染的蔬菜沙拉样品实验中的检测结果

来评价所建立 ddPCR 方法。 结果显示 ddPCR 对

食品中金黄色葡萄球菌的定量检测效果良好,同

一污染水平内 5 个平行重复的检测变异系数均小

于 20% ,呈 现 出 良 好 的 重 复 性, LOQ 可 达 1
 

000
 

CFU / g,与 赵 丽 青 等 [ 23] 所 建 立 的 在 鸡 肉 样 品 中

ddPCR 的检测低限基本相当 ( 10 2
 

CFU / mL,1
 

000
 

CFU / g) 。 2013 年 Kelley 等 [ 21] 在 Journal
 

of
 

Clinical
 

Microbiology 上报道了利用 ddPCR 技术对 397 份临

床样本进行耐甲氧西林金黄色葡萄球菌检测,取

得了同 qPCR 相当的检测灵敏度( 96. 8% ) 和特异

性( 91. 0% ) ,其最低检测限可达 6 拷贝 / 反应,相

当于 3×10 2
 

CFU / 拭子及 4×10 3
 

CFU / mL。 此外,在
人工污染的蔬菜沙拉样品中 ddPCR 定值结果略高

于平板计数结果 ( 表 4) ,这可能是由于平板上的

单个菌落可能由多个细胞组成,并且金黄色葡萄

球菌易成串生长;而 ddPCR 方法中选取的 nuc 基

因为单拷贝,在金黄色葡萄球菌中普遍存在、序列

高度 保 守 [ 24] , 每 个 拷 贝 代 表 单 个 细 胞, 所 以

ddPCR 结果能更精准反应样品中金黄色葡萄球菌

的实际菌体数量。 我们所建立的 ddPCR 方法,直

接对样品中提取的 DNA 进行定量检测,属于终点

检 测, 对 样 品 中 的 PCR 抑 制 剂 的 耐 受 度

更高 [ 25-28] 。
ddPCR 作为一种基于核酸扩增的检测方法,虽

然可有效检测到 VBNC 状态的细菌,但无法区别死

菌与活菌,可能对定量检测结果的准确性产生影

响。 为避免样品中可能存在的死菌产生的结果误

差,可在样品中加入去游离核酸酶( 美国 BIO-RAD
公司 ) 进 行 处 理, 然 后 再 提 取 细 菌 基 因 组 进 行

ddPCR 检测,以消化掉死菌残留的核酸,从而保证

检测结果的准确性。 后续我们将加强在此方面的

研究,进一步增强所建立 ddPCR 定量检测方法的实

用性。
综上所述,本研究建立的 ddPCR 方法灵敏且稳

定,为食品中金黄色葡萄球菌的快速定量检测提供

了新的手段,对预防和控制公共卫生事件的发生,
提高致病菌的检出率等均具有重要意义。
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