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摘　 要：目的　 对沙门菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７、单核增生李斯特菌和福氏志贺菌 ５ 种食源性致病

菌的多重 ＰＣＲ 反应条件进行优化并分析方法的 ＤＮＡ 检测限。 方法　 根据沙门菌的 ｉｎｖＡ 基因、金黄色葡萄球菌的

１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因、大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７的 ｅａｅＡ 基因、单核增生李斯特菌的 ｈｌｙＡ 基因和福氏志贺菌的 ｉｐａＨ 基因设计

５ 对特异性引物进行多重 ＰＣＲ，对反应条件包括镁离子浓度、引物浓度和退火温度进行优化试验，并确定该检测方

法的检出限。 结果　 最佳反应条件为金黄色葡萄球菌、沙门菌和福氏志贺菌引物浓度为 ０ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ，单核增生李

斯特菌引物浓度为 ０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ，大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７引物浓度为 ０ ３ μｍｏｌ ／ Ｌ，Ｍｇ２ ＋ 浓度为 ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，退火温度为

６０ ℃ ；在此条件下金黄色葡萄球菌、肠炎沙门菌、大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７、单核增生李斯特菌、福氏志贺菌的多重 ＰＣＲ
的 ＤＮＡ 检出限分别为 ６ ４、３２、３２、８００ 和 １６０ ｐｇ。 结论　 通过对 ５ 种引物的 ＰＣＲ 条件进行优化和检出限的分析，为
食品中该 ５ 种致病菌的快速检测奠定基础，对实际应用具有指导意义。
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　 　 世界范围内，食物中毒事件每年都在频繁暴 发。 据统计资料显示，在病原清楚的暴发事件中，
我国由微生物引起的食源性疾病暴发事件数和患

者数最多，分别占 ４２ ４％ 和 ５８ ２％ 。 可见，由微生

物引起的食源性疾病是目前主要的食品安全问

题［１］。 其中，又以沙门菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、金黄色葡萄

球菌 （ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）、 大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７∶ Ｈ７）、志贺菌（ Ｓｈｉｇｅｌｌａ）和单

核增生李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）等为主要食



—１３８　　 —
中国食品卫生杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＦＯＯＤ ＨＹＧＩＥＮＥ ２０１４ 年第 ２６ 卷第 ２ 期

源性致病菌。 对这些致病菌的检测与鉴定以前主

要依赖传统的细菌学培养方法，操作繁琐、耗时、费
力［２］。 随着分子生物学理论和技术不断发展，ＰＣＲ
技术因其特异性强、灵敏度高、操作简便等优点已

越来越多地应用于食品致病菌的检测。 目前，多重

ＰＣＲ 技术是食源性致病菌快速检测技术的重要研

究方向。 多重 ＰＣＲ 是在常规 ＰＣＲ 基础上改进并发

展起来的一种技术，可以满足在一个反应体系中同

时检测多种目的基因的需要，具有高效快捷、试验

成本低等优点，但是影响多重 ＰＣＲ 结果准确性的因

素很多，并非将多对特异性引物简单混合在同一反

应体系就可以进行多重 ＰＣＲ 扩增［３］。 因此，需要探

索最佳反应条件并分析方法的检出限，这是多重

ＰＣＲ 方法建立的前提和基础。 本研究通过优化多

重 ＰＣＲ 反应条件与分析方法的检出限，为建立能同

时检测沙门菌、金黄色葡萄球菌、志贺菌、大肠杆菌

Ｏ１５７∶Ｈ７和单核增生李斯特菌 ５ 种致病菌的多重

ＰＣＲ 方法奠定基础。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 标准菌株

金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ ６５３８）和单核细胞增生

李斯特氏杆菌（ＡＴＣＣ １９１１１）均由实验室保藏，福氏

志贺菌（ＣＩＣＣ １ １８６８）、肠炎沙门菌（ＣＩＣＣ ２１４８２）
和肠出血性大肠埃希菌Ｏ１５７∶Ｈ７（ＣＩＣＣ ２１５３０）均购

自中国工业微生物菌种保藏管理中心。
１ １ ２　 主要仪器与试剂

ＴＳＮＥＮＥＮ０３１４４５ ＰＣＲ 仪、Ｇｅｌ Ｄｏｃ ＸＲ Ｓ． Ｎ７６Ｓ ／
０３８９４ 凝胶成像仪、 ＳｍａｒｔＳｐｅｃＴＭ Ｐｌｕｓ 均购自美国

ＢＩＯ⁃ＲＡＤ，电泳仪，超净工作台，冷冻离心机，隔水式

恒温培养箱，振荡培养箱。
酵母提取物、胰化蛋白胨均购自英国 ＯＸＯＩＤ，

琼脂糖（Ａｇａｒｏｓｅ Ｇ⁃１０，中国香港 Ｂｉｏｗｅｓｔ），ＰＣＲ 扩增

试剂 （ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、 ｄＮＴＰｓ、 ＭｇＣｌ２、 １０ × ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ）、１００ ～ ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ、ＲＮａｓｅ
（ １ ｍｇ ／ ｍｌ ）、 溶 菌 酶 （ ２０ ｍｇ ／ ｍｌ ）、 蛋 白 酶 Ｋ
（１０ ｍｇ ／ ｍｌ）、６ ×上样 ｂｕｆｆｅｒ 均购自大连 ＴａＫａＲａ 公

司，琼脂粉、ＮａＣｌ、无水乙醇、ＥＤＴＡ、ＳＤＳ、苯酚、氯
仿、异戊醇、醋酸钠均购自成都市科龙化工试剂厂。
１ ２　 方法

１ ２ １　 引物设计

根据沙门菌编码侵染上皮细胞表面蛋白的 ｉｎｖＡ
基因、金黄色葡萄球菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因、大肠杆菌

Ｏ１５７∶Ｈ７编码外膜黏附素的 ｅａｅＡ 基因、单核细胞增

生李斯特菌编码李斯特氏溶血素 Ｏ 的 ｈｌｙＡ 基因，福

氏志贺菌侵袭性质粒抗原 Ｈ 的 ｉｐａＨ 基因共设计 ５
对特异性引物，引物序列和扩增片段长度详见文献

［４］。 引物由上海生工公司合成。
１ ２ ２　 模板 ＤＮＡ 的提取

革兰氏阳性菌 ＤＮＡ 的提取采用文献［５］的方法；
革兰氏阴性菌 ＤＮＡ 的提取采用文献［６］的方法。
１ ２ ３　 多重 ＰＣＲ 扩增条件的优化

为使多重 ＰＣＲ 体系中各对引物都能得到高效

扩增，在预试验和查阅文献的基础上，确定 ｄＮＴＰｓ
浓度、ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶浓度、循环次数等影响较小

因素，而 Ｍｇ２ ＋ 浓度、引物浓度和退火温度 ３ 个因素

对试验影响较大，因此对它们进行单因素优化试

验，以达到提高扩增效率的目的。
１ ２ ３ １　 Ｍｇ２ ＋ 浓度的优化

在 退 火 温 度 ６０ ℃， ５ 种 引 物 浓 度 均 为

０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ的条件下，Ｍｇ２ ＋ 浓度分别设置为 １ ０、
１ ２５、１ ５、１ ７５、２ ０、２ ２５ 和 ２ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
１ ２ ３ ２　 引物浓度的优化

在退火温度 ６０ ℃，Ｍｇ２ ＋ 浓度为 ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
条件下，引物浓度分别设置为 ① ｉｐａＨ、 ｉｎｖＡ 和 １６Ｓ
浓度均为 ０ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ，ｈｌｙＡ 和 ｅａｅＡ 浓度均为 ０ ３
μｍｏｌ ／ Ｌ；②ｉｐａＨ、ｉｎｖＡ 和 １６Ｓ 浓度均为 ０ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ｈｌｙＡ 和 ｅａｅＡ 浓度均为 ０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ；③ ｉｐａＨ、ｉｎｖＡ 和

１６Ｓ 浓度均为 ０ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ，ｈｌｙＡ 浓度为 ０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ｅａｅＡ 浓度为 ０ ３ μｍｏｌ ／ Ｌ； ④５ 种引物浓度均为

０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ；⑤ ５ 种引物浓度均为 ０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ；
⑥５ 种引物浓度均为 ０ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ。
１ ２ ３ ３　 退火温度的优化

在 Ｍｇ２ ＋ 浓度为 ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，５ 种引物浓度均

为 ０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 条件下，退火温度分别设置为 ５６ ２、
５７ ２、５８ ２、５９ ３、６０ ２、６１ ０ 和 ６１ ５ ℃。
１ ２ ３ ４　 多重 ＰＣＲ 反应体系及条件

多重 ＰＣＲ 反应体系：２ μｌ １０ × ＰＣＲ 缓冲液（无
Ｍｇ２ ＋ ），１５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），１ ５ Ｕ ｒＴａｑ
ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ ／ μｌ），模板浓度、Ｍｇ２ ＋ 浓度和引物

浓度根据优化方法添加，最后用超纯水补充至总体

积 ２０ μｌ。 多重 ＰＣＲ 反应条件：９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ；
９５ ℃变性３０ ｓ，退火温度 ５０ ｓ，７２ ℃延伸 ５０ ｓ，进行

３５ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。 扩增

后的 ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶成

像系统观察结果并拍照。
１ ２ ４　 ＤＮＡ 检出限分析

１ ２ ４ １　 单重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限

分别提取每种目标菌纯培养物的 ＤＮＡ 作为单模

板，做一系列 １０ 倍稀释梯度，将不同稀释梯度的 ＤＮＡ
分别做单重 ＰＣＲ 扩增，确定单重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 最低检
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测浓度。 采用 ＳｍａｒｔＳｐｅｃＴＭ Ｐｌｕｓ 测定 ＤＮＡ 浓度。
１ ２ ４ ２　 多重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限

以 ５ 种 ＤＮＡ 单模板等量混合作为混合模板，然
后做一系列 ５ 倍稀释，将不同稀释梯度的 ＤＮＡ 分别

做多重 ＰＣＲ 扩增，确定多重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 最低检测

浓度。 ＤＮＡ 浓度测定同 １ ２ ４ １。

２　 结果与分析

２ １　 多重 ＰＣＲ 反应条件的优化结果

２ １ １　 Ｍｇ２ ＋ 浓度对多重 ＰＣＲ 反应的影响

在退火 温 度 为 ６０ ℃， ５ 种 引 物 浓 度 均 为

０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ的条件下，不同浓度的 Ｍｇ２ ＋ 对扩增的影

响见图 １ 中 Ａ。 当 Ｍｇ２ ＋ 浓度为 ２ ２５ 和 ２ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时，均可以得到 ５ 条清晰的扩增条带，为防止非特异

性扩增条带的出现，选用较小值 ２ ２５ｍｍｏｌ ／ Ｌ 进行

后续优化试验。
２ １ ２　 引物浓度对多重 ＰＣＲ 反应的影响

如图 １ 中 Ｂ 所示，在退火温度为 ６０ ℃，Ｍｇ２ ＋ 浓

度为 ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 条件下，加入 ６ 种不同浓度的引

物，扩增得到的条带都很整齐，但亮度存在一定差异，
１６Ｓ、ｉｎｖＡ 和 ｉｐａＨ 基因的扩增条带比较亮，ｈｌｙＡ 和

ｅａｅＡ 基因的扩增条带比较暗。 当 ｉｐａＨ、ｉｎｖＡ、１６Ｓ、ｈｌｙＡ
和 ｅａｅＡ 浓 度 分 别 为 ０ ２５、 ０ ２５、 ０ ２５、 ０ ４ 和

０ ３ μｍｏｌ ／ Ｌ时，５ 条扩增条带均能达到理想的效果。
２ １ ３　 退火温度对多重 ＰＣＲ 反应的影响

在 Ｍｇ２ ＋ 浓度为 ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，５ 种引物浓度均

为 ０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的条件下，设置不同梯度的退火温

度，结果见图 １ 中 Ｃ。 在设置的退火温度下（５６ ２ ～
６１ ５ ℃），没有出现非特异性片段，说明退火温度的

设置范围适宜；低退火温度时扩增效率下降，５ 条扩

增条带都变暗，随着退火温度不断升高，ｈｌｙＡ 基因

的扩增效率开始下降，扩增条带变暗。 因此，退火

温度在 ５９ ３ 和 ６０ ２ ℃时，各扩增条带亮且均匀，为
方便起见，最终选择 ６０ ℃为最优退火温度。

注：Ａ 为Ｍｇ２ ＋ 浓度对多重 ＰＣＲ 反应的影响；Ｂ 为引物浓度对多重 ＰＣＲ 反应的影响（第１ 泳道 Ｒ１：ｉｐａＨ、ｉｎｖＡ、１６Ｓ、ｈｌｙＡ 和 ｅａｅＡ 浓

度分别为 ０ ２５、０ ２５、０ ２５、０ ３ 和 ０ ３ μｍｏｌ ／ Ｌ；第 ２ 泳道 Ｒ２：ｉｐａＨ、ｉｎｖＡ、１６Ｓ、ｈｌｙＡ 和 ｅａｅＡ 浓度分别为 ０ ２５、０ ２５、０ ２５、０ ４ 和

０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ；第３ 泳道 Ｒ３：ｉｐａＨ、ｉｎｖＡ、１６Ｓ、ｈｌｙＡ 和 ｅａｅＡ 浓度分别为０ ２５、０ ２５、０ ２５、０ ４ 和 ０ ３ μｍｏｌ ／ Ｌ；第４ 泳道：５ 种引物浓度

均为 ０ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ；第５ 泳道：５ 种引物浓度均为０ ４ μｍｏｌ ／ Ｌ；第 ６ 泳道：５ 种引物浓度均为 ０ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ；Ｃ 为退火温度对多重 ＰＣＲ
反应的影响；Ａ ～ Ｃ 中 Ｍ 为 ２ ０００ ｂｐ ｍａｒｋｅｒ，Ｎ 为阴性对照

图 １　 多重 ＰＣＲ 反应条件的优化

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２ ２　 ＤＮＡ 检出限分析

２ ２ １　 单重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限

从图 ２ 中 Ａ ～ Ｅ 可知，金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌Ｏ１５７∶Ｈ７、单核增生李斯特菌、福氏志贺菌、肠炎

沙门菌单重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限分别为 ５ ８９ ×
１０ － ３、１７ ４、５４３、７３ ３５ × １０ － ３和 ２２ ｐｇ。
２ ２ ２　 多重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限

从图 ２ 中 Ｆ 可知，金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

Ｏ１５７∶Ｈ７、单核增生李斯特菌、福氏志贺菌、肠炎沙

门菌多重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限分别为 ６ ４、３２、８００、
１６０ 和 ３２ ｐｇ。

３　 讨论

多重 ＰＣＲ 技术实现了对多种致病菌的同步检

测，节省时间和成本，是快速检测致病菌的重要研

究方向。 但多重 ＰＣＲ 技术在食品微生物的检测中

存在一定的问题和缺陷，例如多对引物之间的相互

抑制，引物与非靶序列的结合产生非特异性扩增。
与常规 ＰＣＲ 相比，多重 ＰＣＲ 由于同时涉及到了多

对引物，因此在多重 ＰＣＲ 应用中，如何合理设计引

物，优化最佳多重 ＰＣＲ 体系及反应条件十分重要，
直接关系到检测结果的特异性与灵敏度。

本研究采用的引物经美国国立生物技术信息

中心（ＮＣＢＩ）检索获得，并进行了特异性验证试验，
结果见文献［４］。 在优化引物浓度时，首先采用等

量添加方案，再进行调整。 因为初次进行多重 ＰＣＲ
反应时，各种引物按相等的摩尔数添加确有必要，
其结果将会揭示哪些引物浓度需要调整，过高引物

浓度易引起错配，增加非特异性扩增，还易形成引

物二聚体，出现条带弥散或拖尾现象；过低引物浓
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注：Ａ 为金黄色葡萄球菌 ＤＮＡ 的单重 ＰＣＲ 灵敏度检测结果（１ ～ １０：５８９ ｎｇ ～ ０ ５８９ ｆｇ）；Ｂ 为大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７ ＤＮＡ 的

单重 ＰＣＲ 灵敏度检测结果（１ ～ １０：１７４ ｎｇ ～ ０ １７４ ｆｇ）；Ｃ 为单核增生李斯特菌 ＤＮＡ 的单重 ＰＣＲ 灵敏度检测结果（１ ～
１０：５４３ ｎｇ ～ ０ ５４３ ｆｇ）；Ｄ 为福氏志贺菌 ＤＮＡ 的单重 ＰＣＲ 灵敏度检测结果（１ ～ １０：７３３ ５ ｎｇ ～ ０ ７３３ ５ ｆｇ）；Ｅ 为肠炎沙门

菌 ＤＮＡ 的单重 ＰＣＲ 灵敏度检测结果（１ ～ １０：２ ２ μｇ ～ ２ ２ ｆｇ）；Ｆ 为 ５ 种目标致病菌多重 ＰＣＲ 灵敏度检测结果（１ ～ １０：
１００ ｎｇ ～ ０ ４０９ ６ ｆｇ）；Ａ ～ Ｆ 中 Ｍ 为 ２ ０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ，Ｎ 为阴性对照

图 ２　 ５ 种目标致病菌单重 ＰＣＲ 和多重 ＰＣＲ 的灵敏度检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｎｏｐｌｅｘ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ⁃ＰＣＲ ｆｏｒ ｆｉｖｅ ｔａｒｇｅｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

度易造成扩增产物太少而使条带过弱或消失［７］。
在添加 ０ ２、０ ４ 和 ０ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ 等量浓度引物时，金
黄色葡萄球菌、肠炎沙门菌和福氏志贺菌的扩增条

带很亮，但亮度没有随着引物浓度的增加而加深；
而大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７和单核增生李斯特菌的扩增条

带偏暗。 由于引物之间存在竞争性抑制，造成同一

管内产物量不等，电泳条带亮度相差较大。 因此，
将金黄色葡萄球菌、肠炎沙门菌和福氏志贺菌 ３ 种

目标菌的引物浓度确定为 ０ ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的前提下，
进一步调整其他两种目标菌的引物浓度。 通过上

述调整方案，确定最优的引物浓度，虽然条带亮度

仍不一致但有很大改善。
从 Ｍｇ２ ＋ 浓度对多重 ＰＣＲ 反应的影响结果可以

看出，Ｍｇ２ ＋ 浓度为 ２ ２５ 和 ２ ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，均可得到

５ 条清晰的扩增条带，为防止非特异性扩增条带的

出现，选用较小值（２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）。 在多重 ＰＣＲ 的

影响因素中，除了引物浓度、Ｍｇ２ ＋ 浓度、模板浓度之

外，退火温度也十分重要，其决定 ＰＣＲ 的特异性和

产量。 已有的研究中有些多重 ＰＣＲ 反应条件采用

１ 个退火温度，亦有在 １ 个反应体系中采用多个退

火温度［８］。 本研究运用梯度 ＰＣＲ 探索退火温度，最
终确定 ６０ ℃退火温度时可得到理想的目的片段。
值得注意的是，在以后针对实际样品进行检测时，
由于样品中各种菌数量不等，该反应条件需要根据

实际情况进行适当调整。
从 ＤＮＡ 检出限结果可以看出，５ 种目标菌单重

ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限均低于多重 ＰＣＲ 的 ＤＮＡ 检出限。
尤其是金黄色葡萄球菌和福氏志贺菌，各自单重 ＰＣＲ
的 ＤＮＡ 检出限比在多重 ＰＣＲ 中的 ＤＮＡ 检出限低了

１０３ 倍。 该结果与王艳君等［９］的研究结果相符，尽管如

此，样品经过适当的增菌培养后，仍可以满足多重 ＰＣＲ
方法的检测要求。 综上，本研究对于今后这 ５ 种病原

微生物的快速检测具有实际应用指导意义。
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摘　 要：目的　 建立单增李斯特菌的多个靶基因快速检测手段，提高检测的准确性。 方法　 根据单增李斯特菌４ 个毒

力基因（ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ）设计引物，通过优化引物浓度和引物组合，进行多重 ＰＣＲ 扩增，产物经变性高效液相色谱
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好的特异性，灵敏度可达到 ２８０ ｃｆｕ ／ ｍｌ。 结论　 本方法可以满足实际工作中食品微生物检测的要求。
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