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实验技术与方法
双重 340检测生鲜猪肉中大肠杆菌 ‘#’aiFa和

沙门菌方法的建立与应用

张秀方!武二丽!刘肖!张伟强!胡慧!邵刘云!王亚宾!陈丽颖
!河南农业大学牧医工程学院"河南 郑州"7’&&&$$

摘"要!目的"建立生鲜猪肉中大肠杆菌和沙门菌的双重 340检测方法!并初步调查生鲜猪肉中大肠杆菌和沙

门菌的污染情况$ 方法"以大肠杆菌 ‘#’aiFa 0C2-基因和沙门菌 +,Q%基因为靶基因设计引物$ 通过对单个基因
340和多重基因 340扩增进行特异性%敏感性试验以及优化反应体系!建立快速检测大肠杆菌和沙门菌的双重
340法$ 在郑州市不同地区的综合性超市%冷鲜肉专卖店和农贸市场随机抽检 #77 份生鲜猪肉样品!分别进行了
340检测和常规微生物学检验$ 结果"建立的双重 340方法特异性好!抗干扰能力强!灵敏度可达到 #& SH<!O$

在 #77 份样品中检测出大肠杆菌的样品数为 #& 份!检出率为 9:!7c&检出沙门菌的样品数为 #; 份!检出率为
!:&;c&大肠杆菌和沙门菌同时检出的有 $ 份!占总样品的 #:;!c$ 结论"初步建立了同步%简便%快速%灵敏地检

测生鲜猪肉中大肠杆菌%沙门菌的双重 340方法&生鲜猪肉中存在致病菌的污染问题!将威胁到食品安全和人体健

康!不容忽视$
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通讯作者!陈丽颖"女"副教授"研究方向为食源性病原微生物的
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""近年来"随着经济全球化进程加快"食品安全
已成为当今世界性公共卫生热点) 引起食源性疾

病的首要因素是食源性致病菌"其多数爆发案例是
通过致病性细菌污染食品而引起的 ’#( ) 其中"大肠

杆菌$-)<=(0+<=+# <>3+%和沙门菌$ J#3D>,(33#%是两种
重要的致病菌"且以大肠杆菌对肉与肉制品的污染

最为严重 ’$( ) 大肠杆菌 ‘#’a 具有强烈的致病性和

致死性"感染后可并发肠出血症和溶血性尿毒症)

沙门菌是一类对人类和动物具有极大危害的革兰
阴性致病菌"常见的肉类食品和奶蛋类食品都会被



双重 340检测生鲜猪肉中大肠杆菌 ‘#’aiFa和沙门菌方法的建立与应用!!!张秀方"等 !#’#"" !

沙门菌污染"对人们的健康和生命安全将构成严重
威胁 ’;( "在世界各地的食物中毒中"沙门菌引起的
中毒病例占首位或第二位 ’7( )

猪肉作为我国消费量最大的肉类食品"也是
大肠杆菌和沙门菌污染的高危畜产品"因此对其
进行致病菌检测具有重要的食品卫生学意义) 目
前"对致病菌的检验大多仍沿用传统的细菌培养
及鉴定方法"操作繁琐"耗时耗力"并且敏感性也
较低 ’’( "不能满足突发事件中快速*灵敏*准确的
检测要求) 自二十世纪八十年代中期起"340技
术可用来快速*敏感*特异地检出不同食品样品中
的病原菌) 多重 340技术能够在同一反应体系中
同时检测不同目的菌"应用前景广泛 ’9( ) 因此"本
研究以大肠杆菌 ‘#’aiFa 0C2-基因和沙门菌 +,Q%
基因为研究对象"建立了一种快速*灵敏且特异性
强的双重 340方法"实现了对猪肉中这两种致病
菌的同时检测) 应用此方法抽查了郑州市几家综
合型超市*冷鲜肉专卖店及农贸市场销售的生鲜
猪肉"初步了解了大肠杆菌和沙门菌在猪肉中的
污染情况)

#"材料与方法
#:#"材料
#:#:#"菌株及样品来源

大肠杆 菌 ‘#’a iFa $61447;8!’ %*沙门 菌
$#7&$8]# %* 产 气 荚 膜 杆 菌 $5#<+3/)G(0C0+,:(,)"
#;#$7]&%*蜡样芽胞杆菌$5#<+3/)E(0(/)"##aa8]&%*
单核 细 胞 增生李 斯特菌 $ !+)*(0+# D>,><F*>:(,()"
#!##7]&%*金黄色葡萄球菌 $ J*#G=F3><</)#/0(/)"
6144$’!$;%*溶血性链球菌$J*0(G*><><</)=(D>3F*+<)"
6144$#&’!%等标准菌株均由河南农业大学动物微
生物学与免疫学实验室保存)

#77份待检生鲜猪肉样品先后采集自郑州市区
’家综合性超市*a 家冷鲜肉专卖店和 8 个农贸市场的
生鲜猪肉销售点"每个抽样点抽取样品数不少于 ’份)
#:#:$"主要仪器与试剂

340仪 $ )#&&&1b 1@+LTNO4V>O+L" 美 国 R.K2
0NP%*凝胶图像分析系统$6OS@NCTNH+L1b$$&&"美国
6\S@N\//K-+>@%*离心机*电泳槽*电泳仪*水浴恒温
振荡器*,S2M垂直净化工作台*J]型紫外透射反射
分析仪*恒温培养箱*水浴锅*压力蒸汽灭菌器*磁
力加热搅拌器*旋涡混合器)

340反应试剂&MC$&&& M*6CNPP+LbNLX+L*
6HNLK,+2bKO+>EONLR.KOKHVDLNP+琼脂糖均购自宝生
物工程 $大连 % 有限公司""#$340bN,-+LT.Y和
(_ES 柱式细菌基因组 M*6抽提试剂盒均购自上海

生工生物工程有限公司"M*6DL++/ 核酸染料$北京
天恩泽生物技术有限公司%"CEL.N2R+L-N/.$CR%*# d
16(电泳缓冲液*无水乙醇*异丙醇)
#:$"方法
#:$:#"340引物设计与合成

根据 D+/RN/X 收录的大肠杆菌 ‘#’aiFa 0C2-
基因和沙门菌 +,Q%基因序列"应用软件 3L+T.+L’:&
设计两对引物$见表 #%"并送上海生工生物工程有
限公司合成)

表 #"引物设计及相关信息

1NUO+#"\/?KLTN-.K/ NUKE--@+SL.T+L,

菌种名称
目的
基因

引物序列$’j2;j%
产物大
小<US

大肠杆菌
$-)<=(0+<=+# <>3+%

0C2-

沙门菌
$ J#3D>,(33#%

+,Q%

]&664DD11D41411461116D
0&D644614466166D1D1D
]&D4141114D141DD46116
0&664114614D4644D146

9a8

;’#

#:$:$"样品处理与细菌基因组 M*6的提取
将保存的菌种复苏后在CR营养琼脂平板上划线"

;a h培养 #9 @) 挑取典型单个菌落接种于 CR液体培
养基过夜培养"参照 (_ES 柱式细菌基因组 M*6抽提
试剂盒说明"分别进行各参考菌株基因组 M*6的提
取"并以相同方法制备待检肉样菌液混合M*6模板)

样 品 处 理 参 照 食 品 安 全 国 家 标 准 DR
7a8!:#&!$&#&.食品微生物学检验 金黄色葡萄球
菌/ ’a(处理"然后将处理的样品接种于 CR液体培养
基中"参照 (_ES 柱式细菌基因组 M*6抽提试剂盒
说明提取样品 M*6)
#:$:;"单基因 340扩增及分析其特异性和敏感性

首先扩增大肠杆菌 ‘#’aiFa*沙门菌*产气荚膜
杆菌*蜡样芽胞杆菌*单增李斯特菌*金黄色葡萄球菌
及溶血性链球菌反应体系$$’ !O%分别为&$ !O模板
M*6"$:’ !O#& d扩增缓冲液 $包含 #:’ TTKO<C
bH$ p*’& TTKO<Ck4O*3Fr8:; 1L.,2F4O%"7 种&:’ !O
$& TTKO<CP*13*$& STKO<C上下游引物各 # !O"$ !O
# B<!O"#$M*6聚合酶"其余用高压过的三蒸水补
足至 $’ !O) 扩增条件&!7 h预变性 ’ T./"340循环
为 !7 h变性 7’ ,"’7 h退火 7’ ,"a$ h延伸 # T./"
;& 个循环后"a$ h延伸 #& T./) 将 340扩增产物用
#:$c琼脂糖电泳分离检测"M*6DL++/ 核酸染料染
色判断结果"将电泳结果正确的目的基因送至上海生
工进行测序)

敏感性试验&按 #:$:$ 所述方法提取 M*6"分
别测定大肠杆菌和沙门菌的 M*6模板浓度"稀释成
相同浓度 #&’ SH<TO后 #& 倍递增稀释 #& g$ f#&’

SH<!O"340扩增后进行检测"此体系可检测到的最
高稀释度即为最高灵敏度)
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#:$:7"双重 340反应条件优化
以大肠杆菌和沙门菌混合 M*6为模板"对引

物*退火温度*酶等因素进行摸索) 为了使双重体
系中两对引物均能得到高效扩增"通过预试验首先
确定了对试验结果影响较小的因素 $:’ !O#& d340
UE??+L"在此基础上对反应体系其他因素进行优化"
其中根据 340反应退火温度一般应低于 1T值 ; f
’ h的原则"通过设置不同温度梯度研究退火温度
对双重 340反应的影响#退火温度&’8*’a:’*’9:9*
’7:#*’;:$*’$:’*’$*’# h) 在确定最佳退火温度
下"加入不同量的 bH$ p*上下游引物*聚合酶*
P*13"以研究各因素对双重反应的影响"引物加入
量&&:’* &:8* #:&* #:$* #:’* $:& !O$ $& STKO<C%#
bH$ p终浓度&#’*$&*$’*;&*;’ TTKO<C#P*13终浓
度&#’*#8*$&*$;*$’*$8*;& TTKO<C#混合模板量&$*
;*7*’*9*8 !O于 #c的琼脂糖凝胶中"根据条带的
清晰程度亮度差别"确定最佳反应体系)
#:$:’"双重 340体系的特异性和敏感性试验

采用已建立的双重 340体系对大肠杆菌*沙
门菌*产气荚膜杆菌*蜡样芽胞杆菌*单增李斯特
菌*金黄色葡萄球菌及溶血性链球菌的混合 M*6
和去离子水进行双重 340扩增"以检测引物和反

应的特异性)
把大肠杆菌和沙门菌基因组 M*6模板混合"使

用最佳退火温度"按 #:$:7 的反应条件进行双重
340扩增"测定双重 340扩增的敏感性)
#:$:9"生鲜猪肉中致病菌的双重 340检测与分析

从河南郑州多家综合型超市*冷鲜肉专卖店及
农贸市场等不同地方采集新鲜猪肉样品"分别在营
养肉汤中增菌培养"提取细菌基因组 M*6并进行
340检测)

$"结果
$:#"单基因 340特异性和敏感性分析

单重 340检测结果显示"应用针对大肠杆菌
0C2-基因的引物扩增出了大小约为 9a8 US 的产物"
而对沙门菌 +,Q%基因也扩增出大小约为 ;’# US 的
片段"而在产气荚膜杆菌*蜡样芽胞杆菌*单增李斯
特菌*金黄色葡萄球菌及溶血性链球菌均为阴性"
见图 #) 上述 340产物经测序分析"与 D+/RN/X 中
公布的基因序列同源性均达到 !!:!c"说明所扩增
条带就是预期的目的基因片段) 敏感性分析表明"
对大肠杆菌灵敏度达到 #& SH<!O"对沙门菌灵敏度
也为 #& SH<!O"见图 $)

图 #"大肠杆菌和沙门菌特异性 340结果
].HEL+#"340L+,EO-K?-)<=(0+<=+# <>3+N/P J#3D>,(33# ,S+>.?.>.-V

图 $"大肠杆菌和沙门菌的敏感性 340结果
].HEL+$"340L+,EO-K?-)<=(0+<=+# <>3+N/P J#3D>,(33# ,+/,.-.Q.-V

$:$"双重 340的扩增及条件优化
通过设置不同的温度梯度来研究温度对双重

340反应的影响"温度梯度 340试验显示"在 ’# f
’7 h之间均能扩出比较亮的条带"引物之间的相互
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竞争和相互影响小"扩增效果都比较理想) 在该试
验中"双重 340体系的退火温度就选为’;:$ h"见
图 ;)

图 ;"退火温度的优化
].HEL+;"‘S-.T._N-.K/ K?-@+N//+NO./H-+TS+LN-EL+

以混合的大肠杆菌和沙门菌 M*6为模板"在配
合其他条件参数的调节得到优化的多重 340"经一
系列试验条件筛选"最终确定双重 340最佳反应体
系为& $:’ !O#& d340 UE??+L" $ !O$’ TTKO<C
bH4O$"$:’ !O$’ TTKO<CP*13* 7 !O# B<!O"#$
M*6聚合酶"$& STKO<C上下游引物$ 种菌各 # !O#7
!O模板M*6"其余 PPF$‘补齐#总体积 $’ !O) 其反
应条件为&!7 h预变性 ’ T./"!7 h变性 7’ ,"’;:$
h退火 7’ ,"a$ h延伸 # T./"共进行 ;& 个循环"最
后 a$ h延伸 #& T./)

""在优化的 340反应条件下"该双重 340对大
肠杆菌*沙门菌的检测灵敏性达到 #&$ SH<!O) 应用
该优化体系对 a 个受试菌株的混合 M*6模板进行
340扩增"仅在大肠杆菌和沙门菌相应基因位置上
出现特异性目的条带"而其他 ’ 种细菌未出现非特
异性扩增"说明了该方法高度的特异性"见图 7)

图 7"双重 340特异性检测结果
].HEL+7"0+,EO-K?-@+,S+>.?.>.-VP+-+>-./HUVPESO+Y340

$:;"应用双重 340对 #77 份肉样检测的结果
对生鲜猪肉的双重 340检测结果分别见图 ’

和表 $) 结果显示"从 #77 份生鲜猪肉样品中检测
出大肠杆菌阳性 #& 份"检出率为 9:!7c$#&<#77%#
检测出沙门菌阳性样品 #; 份"检出率为 !:&;c
$#;<#77%#同时检出大肠杆菌和沙门菌的有 $ 份"
检出率为 #:;!c$$<#77%)

图 ’"部分生鲜猪肉样品双重 340检测结果
].HEL+’"0+,EO-,K?P+-+>-.K/ UVPESO+Y340?KLSNL-K?LNWSKLX ,NTSO+,

表 $"生鲜猪肉中大肠杆菌和沙门菌双重 340检测结果
1NUO+$"MESO+Y340L+,EO-,K?-@+-)<=(0+<=+# <>3+N/P

J#3D>,(33# ./ LNWSKLX ,NTSO+,

样品来源
大肠杆菌
阳性率<c

沙门菌
阳性率<c

双阳性率
<c

综合性超市 ’:&&$$ <7&% a:’&$; <7&% &:&&$& <7&%
鲜肉专卖店 7:&&$$ <’&% 9:&&$; <’&% &:&&$& <’&%
农贸市场 ##:##$9 <’7% #$:!9$a <’7% ;:a&$$ <’7%
合计 9:!7$#& <#77% !:&;$#; <#77% #:;!$$ <#77%

;"讨论
近年来"单种致病菌的 340快速检测方法被建

立起来"例如大肠杆菌*沙门菌*志贺菌*李斯特菌
等) 但是在食品生产和流通过程中"质检部门需同
时对大批食品中的多种致病菌同时进行检测"如果
采用单一致病菌快速显色培养基检测或单一菌的

340检测"已经不能满足大量*快速检测的需要)
多重 340技术是在常规 340的基础上改进并发展
起来的一种新型 340扩增技术 ’8( ) 其原理与常规
340基本相同"只是在同一反应体系中加入多对特
异性引物"如果存在与各对引物互补的 M*6模板"

则可在同一反应管中同时扩增出多条目的 M*6片
段) 多重 340技术具有高效*快速且低成本等优
点"目前已在一些病原微生物的检测中得到了初步
的应用 ’! g##( )

本试验选择大肠杆菌 ‘#’aiFa抗原 0C2-基因"

因为有研究证实了 0C2(基因是大肠杆菌 ‘#’aiFa

的特异基因 ’#$ g#;( ) 因此"采用 0C2-基因作为靶标
可实现对大肠杆菌 ‘#’aiFa的准确检测) 而沙门
菌的 +,Q%基因核苷酸序列在该属细菌中存在高度
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的同源性"可作为属特异性鉴定依据) 本试验选取
这两种基因作为靶基因建立的双重 340方法"实现
了对猪肉中大肠杆菌和沙门菌的同时检测"其灵敏
性可达 #& SH<!O"这远高于杨小娟等 ’#7(所建立的类
似方法$其双重 340灵敏度为 ;$ SH<!O%"由此可
见"本试验所建立的双重 340检测方法能同时检测
两种致病菌"特异性好"灵敏度高"能满足对市场生
鲜猪肉快速检测和监控的需要"可为食品中致病菌
的快速检测提供依据)

多重 340的扩增对反应条件要求严格"如果不
严格控制则容易出现非特异性扩增从而导致最终
扩增失败 ’#’( ) 其中"退火温度是影响 340特异性
的重要因素"温度过高将影响模板和引物的结合而
使扩增效率降低"过低则会导致非特异扩增 ’#9( ) 本
研究先分别进行了两种模板的单重 340退火温度
摸索"寻找出一致的退火温度"然后再进行双重
340体系的退火温度优化"取得了最佳效果"且稳
定性良好)

本检测结果提示"当前市售生鲜猪肉中存在着大
肠杆菌 ‘#’aiFa和沙门菌等致病菌的轻度污染"需引
起重视) 究其原因"可能与动物生前的健康状况与体
表卫生清洁程度*屠宰加工操作规范及屠宰用水卫生
状况以及鲜肉保藏*运输*销售等环节的交叉污染等
因素有关) 本研究中来自农贸市场和综合超市的样
品阳性检出率相对较高"可能是由于这些地点人口流
动大*冷藏保障不到位*售卖人员操作不当等造成的)
然而"样品中存在极少量致病菌可能对食肉安全影响
不明显"但由于 340的灵敏性极高"在实际检测过程
中就可能扩增出其 M*6) 因此可先利用多重 340方
法对样品进行初筛"然后再结合国标法验证"从而提
高检测的准确率’#a g#8( )
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