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实验技术与方法
分子生物学技术在一起食物中毒检测中的应用
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摘$要!目的$应用分子生物学技术对一起食物中毒样品进行检测!提高实验室应对食物中毒快速检测和溯源分
析能力" 方法$应用实时荧光 )*7技术对一起食物中毒 %" 份患者粪便和 = 份可疑食品进行快速检测!并对 ’3 份
粪便和 < 份食品进行病原培养分离鉴定!应用 )*7技术对分离菌株进行 .-(P毒力基因检测!)-Dc及 aN98基因分
型技术对分离菌株进行同源性分析!并与其他地区菌株进行遗传学差异对比" 结果$%" 份患者粪便和 = 份可疑食
物经实时荧光 )*7检测均为沙门菌阳性!从 ’3 份粪便和 < 份食品中共分离到 ’% 株肠炎沙门菌" )-Dc及 aN98

分析显示 ’% 株菌具同源性!表明食物和患者分离菌株基因型别一致!aN98分型显示本次分离株与其他地区优势
克隆有同源性!’% 株肠炎沙门菌均具有 .-(P毒力基因" 结论$实时荧光 )*7技术应用于食物中毒病原检测!缩短
了病原检测周期!提高了检测的准确性!)-Dc及 aN98两种基因分型技术可对病原菌进行溯源分析!对于掌握病
原菌流行规律具有重要意义"
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$$食物中毒是指摄入了含有生物性*化学性有毒
有害物质的食品或者把有毒有害物质当作食品摄
入后出现的急性*亚急性疾病"属于食源性疾病范
畴 (%) ’ 食物中毒事件往往具有突发性和不可预见
性"对人体健康造成严重损害’ 快速查找病因是食
物中毒事件重要的处置内容之一"在食源性疾病监
测和食品安全监测中"采用普通 )*7和实时荧光
)*7等分子生物学方法检测单核细胞增多性李斯
特菌*金黄色葡萄球菌*沙门菌等食源性病原菌"可
以提高鉴定速度和准确度 (! e#) ’ 脉冲场凝胶电泳
$)-Dc%和多位点测序技术$aN98% (= e:)等对细菌进
行基因分型"分辨力高"可以避免因抗原位点发生
突变血清学方法无法分型的情况’ )-Dc采用限制
性内切酶对整个细菌基因组进行酶切"酶切片段在
特定的电泳系统中通过电场方向不断交替变换及
合适的脉冲时间等条件下而分离"这种片段分布的
多态性可以作为细菌遗传学的识别标识"适合同批
次样品的基因比较分析"不同实验室间结果的比较
需要对试验过程进行严格标准化管理 (:) ’ aN98分
型方法以数字形式表示序列型$98%"适合在不同区
域的实验室间进行比对分析 (<) ’ 综合应用病原培
养分离和分子生物学技术对食物中毒样品进行检
测分析"可以快速准确地确定病原’

!"%’ 年 # 月 ’" 日"某医院陆续接诊多例以腹痛*
腹泻*发热症状为主的病例"均为某公司职工或职工
家属"截至 # 月 ’% 日上午 %% 时 4# 分"医院共收治病
例 <: 例"其中男 #= 例"女 ’% 例"平均年龄 ’!2=: 岁’
流行病学抽样调查的 !% 例患者中"症状主要包括腹
泻 !" 例$3#2!4g%*发热 %< 例$<#2:%g%*腹痛 %# 例
$:%24’g%*恶心 %#例$:%24’g%*头痛 %4 例$==2=:g%
和呕吐 <例$’<2%"g%’ 所有调查对象均反映"在进食
了某品牌蛋糕不同时间后出现不适’ 进食至出现上
述不适最短时间 % A"最长 ’= A"中位潜伏期 %! A’ 通
过对流行病学资料*临床症状*患者血常规分析"初步
判断为细菌性食物中毒"确定沙门菌*副溶血性弧菌
为主要可疑病原菌"本实验室应用分离培养*实时荧
光 )*7*)-Dc和 aN98基因分型技术对该起事件进
行了病原学检测和溯源分析"现将结果报告如下’

%$材料与方法
%2%$材料
%2%2%$标本种类

共采集 ’3 份疑似食物中毒患者粪便样品和

< 份可疑蛋糕样品"其中 %" 份患者粪便和 = 份可疑
食物进行快速检测"所有样品均进行分离培养’
%2%2!$主要仪器与试剂

;1P:#"" 荧光)*7扩增仪" *AO@aG__OW脉冲场
凝胶电泳仪$美国 1FK(7G/%*DO0+K?!""" 凝胶成像分
析系统*梯度 )*7仪$德国 O__OH/KW@;D%*jP8cb(!
全自动微生物分析仪$法国生物梅里埃公司%’

沙门菌诊断血清$兰州生物制品研究所%"沙门
菌*副溶血性弧菌荧光 )*7试剂均购自上海之江生
物科技有限公司"内切酶为 Q"8 P$日本 8GbG7G%"引
物$上海 PHVFXWKIOH%")*7试剂$大连 8GbG7G%"aM
琼脂*药敏纸片均购自英国 SYKF/"质控菌株为大肠
埃希菌 ;8**!#3!!$上海嘉和公司%’
%2!$方法
%2!2%$)*7模板制备

取适量粪便*食品或菌落制备悬液 $浊度约
% 麦氏单位%"%! """ W,\FH 离心 # \FH"沉淀物加入
4"" !0裂解液$4" \\K0,N8WF.(醋酸*!" \\K0,N乙
酸钠*% \\K0,Nc+8;和 %g 9+9"_Mh<2"%混匀"
’: i水浴 % A’ %! """ W,\FH 离心 %" \FH"取上清液
加等体积苯酚(氯仿(异戊醇$!#m!4m%"C9C%和氯仿
各抽提 % 次后"液相加 !2# 倍体积无水乙醇沉淀
+C;":"g乙醇洗涤沉淀 % 次"干燥后溶于 #" !0
//M!S中’
%2!2!$实时荧光 )*7

)*7反应条件&每份检测样本中加 ’" !0混合
反应液*"2= !028K和 ! !0模板"3# i变性 %# ."
=" i延伸 4# ."共 4" 次循环’
%2!2’$病原分离与鉴定

粪便标本按肠道致病菌检验方法进行分离培
养和鉴定"先接种亚硒酸盐增菌液 ’: i培养 %< k
!4 A"转种沙门菌显色平板"’: i培养 %< k!4 A’ 食
品样品检测按照文献(3)进行’ 以上两类样本可疑
菌落接种克氏三糖铁琼脂斜面"’: i培养 %< k
!4 A"革兰氏染色"镜检"用沙门菌诊断血清作初步
凝集试验"阳性者采用 jP8cb(! 全自动微生物分析
仪进行系统生化鉴定’
%2!24$)-Dc分型

试验过程根据 )R0.OCOX网络实验室推荐的标准
方法+大肠埃希菌 S%#:mM:*非伤寒沙门菌和宋内
志贺菌的标准化 )-Dc分子分型实验室方法,进行"
分子标准采用沙门菌布伦敦卢普血清型 M3<%!’ 电
泳结束后用溴化乙锭染色"DO0+K?!""" 凝胶图像
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分析系统记录结果’
%2!2#$aN98基因分型

按 %2!2% 所述方法提取细菌基因组’ 根据文献
(%")合成沙门菌 aN98分型引物"#" !0反应体系&
! 6)*7)WO\FY!# !0"引物各 4" _\K0"模板 4 !0"
//M!S!% !0’ 反应条件&34 i预变性 # \FH"34 i
变性 4# ."## i退火 4# .":! i延伸 =" ."共 ’" 个
循环"分别扩增 85>4* J-8@* F?=’* F.$’*AH5E*$HBP
和 #F5P: 种基因并测序$上海 PHVFXWKIOH%"测序结果
与分型数据库比对获得各基因等位基因号": 种基
因组合为 98序列号’
%2!2=$药物敏感实验

采用 b(1纸片扩散法检测 ’% 份菌株抗药性’
%2!2:$沙门菌 .-(P基因检测

按 %2!2% 所述方法提取细菌基因组后"进行沙
门菌.-(P基因检测"引物.-(P(%&;*;D8D*8*D88
8;*D;**8D;;8#.-(P(!&;D;*D;*8DD8;
*8D;8*D;8;;8"产物长度 !44 Z_ (%%) ’ 引物合
成*)*7试剂和 #" !0反应体系同 %2!2#’ 反应条
件&34 i预变性 # \FH"34 i变性 ’" ."## i退火
’" .":! i延伸 4# ."共 ’" 个循环"产物 %g琼脂糖
电泳分离"溴乙锭染色判断结果’

!$结果
!2%$快速检测和培养鉴定

实时荧光 )*7检测 = 份食品和 %" 份粪便"沙
门菌检测均阳性"副溶血性弧菌检测均阴性’ 本次
事件中"从 ’3 份大便样品中检出肠炎沙门菌 !’ 株"
< 份食品样品均检出肠炎沙门菌"沙门菌实时荧光
)*7扩增反应曲线见图 %’

图 %$部分粪便和食品样品沙门菌实时荧光 )*7扩增曲线
-FIRWO%$;\_0F@F?GXFKH ?RWVOK@WOG0(XF\O@0RKWO.?OHX

)*7K@&8<=>-?<<8 ?-#?5.#.J.$

!2!$)-Dc分型
)-Dc结果显示"’% 株分离株图形高度一致"按

照酶切图谱间有同样的条带数"且相应条带大小相
同"判断患者和食品中肠炎沙门菌高度同源 (%!) "结
果见图 !’

注&a&M3<%! +C;分子标准#% k< 号&临床分离株#

3 k%! 号&食品分离株

图 !$部分肠炎沙门菌菌株 )-Dc图
-FIRWO!$)-Dc/FGIWG\K@$8<=>-?<<8 ?-#?5.#.J.$

!2’$aN98基因分型
引起本次中毒事件的 aN98序列型为 98%%’

分析 aN98数据库所报道来源中国的 %"< 株肠道沙
门菌显示" 98排列前 ’ 的分别为 983! $ %= 株"
%42<%g%*98%% $%’ 株"%!2"4g%和 98%=<! $= 株"
#2#=g%"本事件中所分离 98%% 与其他 ’ 种 98型组
成一个克隆群"除起源为 98%% 和 98%3 的两种克隆
群外"其他 98型较分散"见图 ’’ 采用 aOIG#2" 软
件 aGYF\R\NF]O0FAKK/ 分析方法对 : 种基因进行多
基因同源性分析"结果显示引起本次食物中毒事件
的肠炎沙门菌存在于 98%% 和 983! 序列型所构成的
基因组中"提示该菌与其他引起食源性相关疾病的
优势克隆具有高度同源性"见图 4’

注&数字表示 98序列型"箭头所指为引起本次食物中毒

事件的肠炎沙门菌 98%% 序列所在位置"原点面积代表病例数

图 ’$aN98数据库中来源为中国的沙门菌 98序列型分布
-FIRWO’$98/F.XWFZRXFKH K@.XWGFH.FH *AFHGFH aN98/GXGZG.O
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注&图中菌株名 CFHI1K(""%(98%% 为本次事件中所分离克隆"与多份克隆存在高度同源性"

右侧条图黑线实体表示与 % 号菌比较"基因突变的位置’

图 4$中国 %"< 株沙门菌进行 aN98分型中的 : 种基因进化树分析’

-FIRWO4$)AJ0KIOHOXF?XWOOK@: aN98IOHO.FH %"< &8<=>-?<<8 .XWGFH.F.K0GXO/ FH *AFHG

!24$药物敏感试验及沙门菌 .-(P基因检测
’% 株沙门菌抗药试验结果为&四环素$敏感%*

磺胺$中敏%*环丙沙星 $敏感%*阿米卡星 $敏感%*
氨苄 $敏感%*氨苄(舒巴坦 $敏感 %*头孢噻噁 $敏
感%*头孢他啶$敏感%*氨曲南$敏感%’ ’% 株沙门
菌 .-(P基因检测均为阳性’

’$讨论
在处置细菌性食物中毒事件中"及时准确地确

定病原并进行溯源分析具有重要意义’ 培养法特
异性高"但检测周期长"阳性率低"特别是一些生长
缓慢或是新的病原菌难以用传统培养方法进行检
测’ )*7等现代分子生物学技术应用于食源性病
原菌检测"具有灵敏度高*检测周期短等优点"但
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)*7方法也存在假阳性和假阴性的缺点’ 本次食
物中毒事件中"采用荧光 )*7检测"从接收标本到
提示可能病原只需要 ’ A’ 虽然 )*7结果不能作为
最终结果报告"但在多份样品中检出高拷贝目的
菌"提示意义明显"而 )*7阳性标本培养结果均阳
性’ 因此"在食物中毒检测中综合应用两类方法是
保证检测结果及时准确的重要措施’

在溯源分析中"以核酸分析为手段的基因分型技
术"受主观影响小"分辨率高于血清学分型方法’
)-Dc分型方法为图形识别技术"适合同批次发生的
多菌株间同源性分析"实验室间结果的比较需要严格
的实验室操作标准"未参加 )-Dc网络的普通实验室
难于进行室间比较’ aN98采用数字化的基因分型
结果"测序可由合格的测序公司完成"结果一致性高"
适合不同实验室不同时期的结果进行同源性比较’
因此本试验采用 )-Dc基因分型方法"证明 ’% 株沙
门菌为同一克隆"患者中克隆来自于可疑食品’
aN98方法比较该克隆与其他地区不同时期获得的
沙门菌"显示该起食物中毒分离株属流行优势基
因型’

沙门菌是常见的食源性病原菌(%’) "肠炎沙门菌
是常见的血清型之一"主要引起畜禽肠炎及人类肠炎
和食物中毒’ 沙门菌在外环境中抵抗力较强"在水*
牛乳及肉制品中能生存数月"在禽蛋和禽肉中的污染
较为常见"污染食物后无感官性状变化"易引起食物
中毒’ 研究表明"沙门菌侵袭蛋白$FHVG.FKH _WKXOFH"
FHV%决定细菌进入宿主上皮细胞的能力"与沙门菌致
病性密切相关"由 .-(P*.-(G*.-(4*.-(’和 .-(E等一
组基因编码"其中 .-(P为沙门菌主要毒力因子(%4) ’
因此"对食源性疾病分离株进行毒力基因分析"以探
讨其与致病力的关联性’ 本起食物中毒所分离的 ’%
株沙门菌 .-(P基因均阳性"再次证实携带 .-(P因子
的沙门菌更易引起人群腹泻’

沙门菌血清或基因型别众多"致病性差异大"
传播机制复杂"在后续工作中"需要对地区相关病
原菌的种群分布*基因变异等进行深入研究"为防
控类似食物中毒事件提供技术资料’
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