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实验技术与方法
XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3检测
克罗诺杆菌 KK>基因方法的建立

谭翰清!蔡建生!谭海芳!林凤!程洁萍
!广东省肇庆市疾病预防控制中心"广东 肇庆"(#’%’%$

摘"要!目的"建立克罗诺杆菌的特异’灵敏的 XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3检测方法" 方法"根据
89:iC:] 公布的克罗诺杆菌 KK> 基因高保守序列!设计特异引物和 XC;1C:518i探针!建立和优化反应体系!用
#( 种其他常见致病菌评价反应体系的特异性!用克罗诺杆菌 KK> 基因重组质粒构建实时荧光定量 OS3标准曲

线!对重组质粒’纯菌和人工模拟污染样本进行灵敏度试验!并与 D24推荐的 XC;1C: 探针实时荧光 OS3比较!配

对 8检验分析两种方法对 I8值和荧光强度的差异" 结果"采用 XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3检测克罗诺

杆菌 KK> 基因仅需 ,% \<:!与 #( 种非目标菌无交叉反应!仅对克罗诺杆菌有特异性扩增%所构建方法线性关系良

好!相关系数 ## j%-***!扩增效率为 **-*+#.!对重组质粒’纯菌’人工模拟污染样品标本的灵敏度分别达 !% 拷

贝/反应’&-0 和 &0 [LB/\V%与 D24推荐的 XC;1C: 探针实时荧光 OS3相比!XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3

的 I8值更小’$=& 值更高!灵敏度和分辨率差异均有统计学意义 #I8&8jc!,-,%’!2﹤ %-%!%$=&&8j!,-#&%!

2﹤%-%!$" 结论"本研究建立的 XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3反应体系能够快速’特异’灵敏地检测克罗

诺杆菌 KK> 基因!可用于婴幼儿奶粉中克罗诺杆菌的快速筛查和鉴定!具有较大的的应用价值和推广价值"

关键词!克罗诺杆菌#原阪崎肠杆菌$% 实时荧光定量 OS3% XC;1C:518i探针% 局部大分子合成操作子% KK> 基

因% 食源性致病菌% 食品安全
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XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3检测克罗诺杆菌 KK> 基因方法的建立!!!谭翰清"等 ! ,!""" !

;,- <"&)/& I#$&$4’18"#UZZ$$LNR\9RH&8"#$4’18"#(’L’G’L..%# ;BC:T<TCT<W9R9CV5T<\9OS3# XC;1C: \<:NR=RNNW9Y<:P9R
ZRNY9# ZCRT<CV\C[RN\NV9[BVCRUK:TA9U<UNZ9RN:# KK> =9:9# LNNP5YNR:9ZCTAN=9:# LNNP UCL9TK

""克罗诺杆菌$原称阪崎肠杆菌"#%%0 年国际上
已经重新分类和命名%为食源性致病菌 )!* "是奶粉
中危害健康的生物因素之一 )#* "约 #-(. )!,.的
婴儿配方奶粉(%. )!#.的普通奶粉含有克罗诺
杆菌 )&* "可引起新生儿脑膜炎(坏死性小肠结肠炎
和菌血症等疾病 ),* ’ 传统的克罗诺杆菌检测方法
周期约 , P"整个过程耗时费力 )(* "不利于奶粉中
病原菌的快速检测’ 实时荧光 OS3检测技术以其
快速(特异(灵敏(完全闭管在线检测等特点"在病
原学快速检测方面具有很大优势’ 已有研究者针
对该菌的 !’> R374)’* (M?> )+* ($%-!)0*等基因建立
XC;1C: 探针实时荧光 OS3检测方法"提高了检测
速度’ 近年来发展的 18i$\<:NR=RNNW9Y<:P9R%探
针标记技术"以其能缩短探针设计长度(提高探
针 ?%值(增强探针杂交稳定性(降低荧光本底(
完全特异匹配等优点 ) * * "进一步促进了实时荧光
OS3技术的应用’ 本研究建立针对克罗诺杆菌
KK> 基因的 XC;1C:518i探针实时荧光定量
OS3检测方法"为提高对克罗诺杆菌检测的灵敏
度(准确度和检测速度提供参考’

!"材料与方法
!-!"材料
!-!-!"试验菌株

致病性大肠杆菌 $ ,,!&0 %(产毒性大肠杆菌
$,,0!(%(侵袭性大肠杆菌$,,,0,%(迟钝爱德华菌
$4XSS!(*,+%(肺炎克雷伯菌$4XSS!%%&!%(阴沟
肠杆菌 $S1SS,(&%!%(小肠结肠炎耶尔森菌 $H>
(##%&%均由广东省疾病预防控制中心病原微生物

所提供#克罗诺杆菌标准株$4XSS#*(,,%(伤寒沙
门菌 $S1SS(%%+! %(乙型副伤寒沙门菌 $S1SS
(%%*,%(肠炎沙门菌$S1SS(%&&0%(鼠伤寒沙门菌
$S1SS(%!!(%(痢疾志贺菌 $S1SS(!!%( %(宋内
志 贺 菌 $ S1SS (!(*# %( 福 氏 志 贺 菌 $ S1SS
(!(+#%(副溶血性弧菌 $4XSS!+0%# %(创伤弧菌
$4XSS#+(’#%(单核增生李斯特菌$4XSS!*!!(%(
大肠埃希菌$4XSS#(*##%(金黄色葡萄球菌$4XSS
’(&0%(铜绿假单胞菌$4XSS*%#+%(普通变形杆菌
$S1SS,*%#+%(奇异变形杆菌$S1SS,*%%(%(弗劳
地枸橼酸杆菌 $4XSS,&0’,%(粘质沙雷菌 $S1SS
,!%%#%(产气肠杆菌$4XSS!&%,0%均为本实验室保
存#&% 株克罗诺杆菌部分由广东省疾病预防控制中
心卫生化验所和佛山(河源(中山(潮州等市的疾病
预防控制中心惠赠"部分菌株为本实验室保存’
!-!-#"主要仪器与试剂

+(%%LCUT荧 光 定 量 OS3 仪 $ 美 国 4id%(
8>8#%%% 核酸凝胶成像系统 $珠海黑马%(电泳仪(
高 速 冷 冻 离 心 机 等’ OR9\<‘G‘?’@X1 $ ORNY9
;OS3%(OS3(细菌 274提取试剂盒均购自大连
XCfC3C公司"质粒提取试剂 Md4ZR9Z >Z<: 1<:<ZR9Z
f<T$德国 Md48G7%’
!-#"方法
!-#-!"引物和探针的设计

参考 89:iC:] 克罗诺杆菌高保守 KK> 基因序
列"利用 _V<=9’-%(OR<\9R(-%(OR<\9RG‘ZR9UU&-% 软
件进行引物和XC;1C:518i探针设计(评价"委托上
海基康生物技术有限公司合成’ 其序列见表 !’

表 !"克罗诺杆菌引物及 XC;1C:518i探针序列
XCYV9!">9;B9:[9NLZR<\9RUC:P XC;51C:18i5YCU9P ZRNY9ULNRKK> =9:9NLI#$&$4’18"#UZZ$

引物和探针 序列$(p5&p% ?% 位置 长度/YZ
DNRQCRP OR<\9R X444S8S8SS4448SXXSS ’% !!! )!#* !*
39W9RU9OR<\9R X4S44SX4SX4SXSX8XSX8XXXS4888 ’! #&* )#!# #0
ORNY9 D415S84444S8S4S8SS8X518i +% !’# )!++ !’

注&引物(探针位置以 J%!+(( 序列为参考

!-#-#"细菌 274的提取
吸取克罗诺杆菌纯菌液或人工模 拟样 本

%-! \V"按照细菌 274提取试剂盒说明书进行操
作"经过细胞裂解液裂解细胞(释放基因组 274(
274滤膜吸附(洗涤纯化等步骤"最后在 >Z<:
SNVB\: 膜的中央处加入 !%% !V的 GVBT<N: iBLL9R"室
温静置 ( \<:"!# %%% R/\<: 离心 # \<:"洗脱细菌基
因组 274" c#% h保存备用’

!-#-&"KK> 基因重组质粒的构建
以克罗诺杆菌标准株$4XSS#*(,,%的核酸为

模板"OS3扩增 !#* YZ 的 KK> 靶基因"产物电泳(
纯化后"克隆至 Z?Sf载体"转化至 @1!%* 感受态细
胞"通过蓝白斑菌落筛选(增菌培养后"用质粒提取
试剂 Md4ZR9Z >Z<: 1<:<ZR9Z f<T抽提(纯化质粒"利
用紫外分光光度计测定重组质粒的浓度"并进行测
序鉴定’
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!-#-,"实时荧光 OS3反应体系的建立与优化
采用 OR9\<‘G‘?’@$ORNY9;OS3%试剂盒"反应

体积为 #% !V"274模板加样量为 ! !V"初步建立
XC;1C:518i探针实时荧光 OS3反应体系"并根据
OR<\9R(-% 计算的理论退火温度"调整优化反应温
度及时间’ OS3反应循环参数为& *( h预变性
#% U#*( h变性 & U(’% h延伸 &% U$末端收集荧
光%",% 个循环#反应模式采用 LCUT模式’ 应用矩阵
法优化引物(探针比例"筛选引物和探针的最佳浓
度组合"以最小的 I8值和较高的荧光强度增加值
$$=&%的参数条件为优’
!-#-("实时荧光 OS3特异性试验

对 #( 株非目标菌株(&% 株克罗诺杆菌"进行实
时荧光 OS3反应体系的特异性试验’
!-#-’"实时荧光定量 OS3标准曲线的建立

根据 KK> 靶基因重组质粒的分子量"将重组质
粒样品浓度换算为拷贝数浓度"换算公式为&每 !V
样品中检测基因的拷贝数 j浓度$ :=/!V% o阿佛加
德罗常数 o!%* /$’’% o重组质粒碱基数% )!%* "用
GCUK2<VBT<N: !% 倍梯度稀释"取 !%& )!%0 拷贝/!V
的浓度梯度"制备实时荧光 OS3定量标准曲线’
!-#-+"实时荧光定量 OS3灵敏度试验

取重组质粒 !%% )!%* 拷贝/!V共 !% 个浓度进
行实时荧光定量 OS3检测"确定反应体系对重组质
粒的灵敏度’ 用新鲜培养的克罗诺杆菌标准株
$4XSS#*(,,%制备约 %-( 麦氏单位的悬菌液"!% 倍
梯度稀释至 !% c0"每个稀释度吸取 ! \V进行平板计
数"算出初始纯菌液的浓度#同时每个稀释度各取
%-! \V提取 274"进行实时荧光定量 OS3"确定对
纯菌液的检测下限’

称取 #( =奶粉加至 ##( \V缓冲蛋白胨水中混匀"
* \V/管分装"分别吸取上述 !% c0 )!%%梯度稀释的悬菌
液各 ! \V"加至 *管奶粉缓冲蛋白胨水中"制成 !% c* )
!% c!梯度稀释人工模拟污染样本"充分混匀后"分别吸
取 %-! \V提取274"进行实时荧光定量 OS3检测"确
定反应体系对人工模拟污染样品检测的灵敏度’

!-#-0"两种实时荧光 OS3的比较
取克罗诺杆菌标准株$4XSS#*(,,%悬菌液提取

274"!% 倍梯度稀释至 !% c*"应用美国D24推荐的筛
选和确认婴儿配方奶粉中克罗诺杆菌的 XC;1C: 探
针实时荧光 OS3)!!* "以及本研究建立的 XC;1C:5
18i探针实时荧光定量 OS3进行检测"对两种方法
检测的 I8值和$=& 值分别进行配对 8检验"比较
XC;1C: 探针和 XC;1C:518i探针两种实时荧光 OS3
方法在检测时间(灵敏度和分辨率上的区别’

#"结果
#-!"阳性质粒的克隆与鉴定

KK> 基因阳性克隆质粒经 OS3扩增(产物电
泳"在 !#* YZ 处有单一特异亮带$见图 !%#对阳性
克隆质粒进行序列测定"其碱基序列与 J%!+(( 序列
中 !!! )#&* YZ 间的序列完全一致$见图 #%’

注&!(# 号泳道分别表示分子标尺 1CR]9R2J#%%% 和

重组质粒 KK> 靶基因 !#* YZ 特异扩增条带

图 !"KK> 靶基因重组质粒 OS3产物电泳结果
D<=BR9!"4=CRNU9=9V9V9[TRNZANR9U<UNLTA9OS3ZRNPB[TLNR

TA9R9[N\Y<:C:TZVCU\<PUQ<TA KK> =9:9

#-#"反应体系的优化结果
经矩阵法优化"当反应体系中引物和探针的终

浓度分别为 %-, 和 %-# !\NV/J时"可获得最小 I8
值且$=& 值较大"为最佳的反应浓度’ 各浓度优化
结果见表 #’
#-&"反应体系特异性试验结果

对 #( 株非目标菌株 274模板进行的实时荧光
"""

图 #"KK> 靶基因重组质粒序列测定结果
D<=BR9#"XA9U9;B9:[9R9UBVTLNRTA9KK> =9:9NLR9[N\Y<:C:TZVCU\<PU



XC;1C:518i探针实时荧光定量 OS3检测克罗诺杆菌 KK> 基因方法的建立!!!谭翰清"等 ! ,&""" !

表 #"引物(探针浓度优化的 I8值和$=& 值结果$!\NV/J%

XCYV9#"I8C:P $=& R9UBVTLNRZR<\9RUC:P

ZRNY9UNZ<T<\<̂CT<N:
引物终
浓度

探针终浓度
%-# %-, %-’ %-0

%-# ##-#(/!-&# ##-&#/!-&’ ##-(#/!-,% ##-(0/!-&+
%-, !0-0’/!-*# !*-0+/!-’’ #%-’(/!-+’ #!-(,/!-+#
%-’ #!-&#/!-(& #!-’&/!-’# #!-%#/!-+! #!-&+/!-*%
%-0 ##-(&/!-,’ #!-(,/!-’+ #%-&’/!-+0 #!-(#/!-*#
!-% ##-’#/!-&* #!-+’/!-+0 #%-+#/!-*% #%-&’/!-00

OS3检测"结果均无特异性扩增曲线"反应体系仅
对 &% 株克罗诺杆菌有特异性扩增$图 &%’

注&阳性扩增曲线为 &% 株克罗诺杆菌特异性扩增结果

图 &"XC;1C:518i实时荧光定量 OS3特异性试验结果
D<=BR9&">Z9[<L<[T9UTLNRTA9XC;1C:518iR9CV5T<\9OS3

#-,"实时荧光定量 OS3标准曲线的建立
对克罗诺杆菌 KK> 靶基因重组质粒 !% 倍稀

释"取 !%0 )!%& 拷贝/!V的稀释梯度进行实时荧光
OS3定量标准曲线的构建’ 结果显示"定量标准曲
线相关系数 ## j%-***"标准曲线斜率 c&-&#&"截距
&*-,0,$图 ,%’ 274拷贝数与 I8值的线性方程为&
I8jc&-&#&JN=[N:[9:TRCT<N: l&*-,0,’ 在对样品
进行检测时"根据其 I8值和线性方程就可获得该样
品 274拷贝数’
#-("灵敏度试验结果

对 !%% )!%* 拷贝/!V的梯度稀释的 KK> 基因
重组质粒的灵敏度试验结果显示"该反应体系至少
能检测到 !% 拷贝/反应$见图 (%’ 克罗诺杆菌灵敏
度测试用原始浓度菌液平板计数为 &-0 o!%+ [LB/
\V#对纯菌液和人工模拟污染样本的最低检测限分
别达 &-0 和 &0 [LB/\V$见表 &%’
#-’"两种实时荧光 OS3比较结果

本研究建立的 XC;1C:518i探针和美国 D24

推荐的 XC;1C: 探针实时荧光 OS3方法对克罗诺杆
菌 !% 个 274系列稀释梯度的比较结果显示&在检
测时间方面"本研究建立的 XC;1C:518i探针实时
荧光定量 OS3仅需 ,% \<:"XC;1C: 探针实时荧光
OS3耗时约 # A#对于每一个 274稀释梯度的 I8

图 ,"XC;1C:518i实时荧光定量 OS3标准曲线图
D<=BR9,">TC:PCR[BRW9LNRTA9XC;1C:518i

;BC:T<TCT<W9R9CV5T<\9OS3

注&扩增曲线从左至右分别为 !%* )!%! 拷贝/!V#

!%%拷贝/!V的扩增曲线与阴性对照重合在一起"

没有 > 型扩增曲线"所以没有标注

图 ("XC;1C:518i实时荧光定量 OS3对重组

质粒的灵敏度试验结果
D<=BR9(">9:U<T<W<TKLNRTA9R9[N\Y<:C:TZVCU\<PU

YKXC;1C:518i;BC:T<TCT<W9R9CV5T<\9OS3

"""表 &"实时荧光 OS3对纯菌和人工模拟污染样品

灵敏度试验结果
XCYV9&">9:U<T<W<TKLNRZBR9[BVTBR9UC:P [N:TC\<:CT9P

LNNP UC\ZV9UYKR9CV5T<\9OS3

稀释度
平板计数
/$[LB/\V%

纯菌检测 人工模拟污染样品
I8 定量结果 I8 定量结果

!% c! &-0 o!%’ !+-’*# &-’ o!%’ !0-0+# !-’ o!%’

!% c# &-0 o!%( #%-*0! &-+ o!%( #!-&#( #-* o!%(

!% c& &-0 o!%, #&-0*( ,-* o!%, #,-’!, #-* o!%,

!% c, &-0 o!%& #+-,(0 ,-! o!%& #0-#,! #-, o!%&

!% c( &-0 o!%# &%-0+’ &-0 o!%# &!-(’! #-, o!%#

!% c’ &-0 o!%! &,-,0# &-# o!%! &(-*(& !-! o!%!

!% c+ &-0 o!%% &’-*(* (-+ o!%% ! !

注&!表示未检测到信号值

值"XC;1C:518i探针法均比 XC;1C: 探针法小"且
检测限高 ! 个稀释度"配对 8检验统计分析"两种方
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法的 I8值差异有统计学意义 $8jc!,-,%’"2k
%-%!%#在荧光强度方面"XC;1C:518i探针法均比
XC;1C: 探针法高"两种方法的$=& 值差异有统计
学意义$8j!,-#&%"2﹤ %-%!%"比较结果见表 ,’

表 ,"两种实时荧光 OS3灵敏度试验比较结果
XCYV9,"SN\ZCR<UN: NLU9:U<T<W<TKR9UBVTUNLXC;1C:518i

C:P XC;1C: ZRNY95YCU9P R9CV5T<\9OS3

274
稀释度

I8 $=&

XC;1C:518i
OS3

XC;1C:
OS3

XC;1C:518i
OS3

XC;1C:
OS3

!% c% !!-%#& !#-(&’ #-*% #-!%

!% c! !,-!,# !(-’(# #-+( #-%%

!% c# !+-#!( !0-0(& #-(% !-*(

!% c& #%-&#, #!-*’# #-,( !-0%

!% c, #,-#%! #(-+’& #-#( !-+(

!% c( #+-,0! #*-0(& #-%% !-((

!% c’ &%-*%’ &#-0+# !-0( !-&%

!% c+ &&-*%, &(-#!’ !-+( !-!%

!% c0 &(-0!# ! !-&% !

!% c* ! ! ! !

注&!表示未检测到信号值

&"小结
本研究利用 XC;1C:518i探针的技术优势"建

立快速(特异(灵敏的实时荧光定量 OS3检测方法"
解决了当前克罗诺杆菌分离培养操作繁琐(检测时
间长的问题"提高了检测速度(灵敏度(准确度"可
应用于婴幼儿奶粉中克罗诺杆菌的快速筛查和鉴
定"能够及时(有效地进行食品安全风险评估和预
警"降低对婴幼儿群体健康的生物危害"防止食源
"""

性疾病的传播’
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关于批准食品包装材料用添加剂新品种等的公告
""根据)中华人民共和国食品安全法*和)食品相关产品新品种行政许可管理规定*的规定!现批准 &!,5二
乙酰氧基5!5丁烯等 , 种物质为食品包装材料用添加剂新品种!环氧丙烷改性的乙烯5乙烯醇聚合物为食品包
装材料用树脂新品种!十八酸钴盐等 & 种食品包装材料用添加剂扩大使用范围"

特此公告"
附件&!-, 种食品包装材料用添加剂新品种#略$

#-! 种食品包装材料用树脂新品种#略$
&-& 种扩大使用范围的食品包装材料用添加剂#略$

#相关链接&ATTZ&//QQQ$:ALZ[$=NW$[:/UZU/U+0*%/#%!,%!/*0#’&YL9C(%%,0+0*Y’#L(P[P#0’+P!&$UAT\V$
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