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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ； Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｃｏｌｉ； ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ； ｉｄｅｎｔｉｆｙ； ａｎｉｍａｌ ｏｒｉｇｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎ； ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎ； ｆｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ

　 　 弯曲菌 （ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ） 主要为空肠弯曲菌

（Ｃ． ｊｅｊｕｎｉ）和结肠弯曲菌（Ｃ． ｃｏｌｉ），是重要的人兽

共患病源菌，主要通过饮水、食物等方式传染给人

类，是全球范围内胃肠炎的主要病因，其感染人的

病例数已经超过李斯特菌病、沙门菌病和志贺菌

病［１ － ２］ 。 可使人致病的弯曲菌中 ９９％ 是空肠弯曲

菌，其次是结肠弯曲菌，其他弯曲菌也偶尔致

病［３］ 。 弯曲菌的主要传染源为动物及其污染的动

物产品，其广泛分布在各种动物体内，其中家禽、
家畜、宠物是弯曲菌的常见宿主，因此研究动物源

弯曲菌具有重要的公共卫生意义。 建立弯曲菌快

速而特异性的分离和检测方法，是有效提高检出

率和诊断水平的关键所在。 弯曲菌的生长条件比

较苛刻，常规检测及鉴定方法繁琐耗时，而且一些

初步的生化试验项目不能鉴别出空肠弯曲菌和结

肠弯曲菌。 随着分子生物学技术的发展，逐步建

立了以基因为基础的检测方法取得了长足的发

展，它具有快速简单、特异性强和敏感性高等特

点。 越 来 越 多 的 基 因 用 于 弯 曲 菌 的 检 测 中，
１６Ｓ ｒＲＮＡ基因为弯曲菌属的保守序列；马尿酸酶

基因为空肠弯曲菌（包括空肠亚种和德莱亚种）所
特有［４］ ，它可以有效区分空肠弯曲菌和结肠弯曲

菌；而 １６Ｓ⁃２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因（Ｃｃ）是结肠弯曲菌的保

守序列。 因此本研究在参考比较国外研究的基础

上，选择弯曲菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、马尿酸酶基因

（Ｊｅｊ）和１６Ｓ⁃２３Ｓ ｒＲＮＡ基因（Ｃｃ）为靶序列，设计特

异性引物，建立多重 ＰＣＲ 方法用于空肠弯曲菌和

结肠弯曲菌的鉴别。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株

本研究使用 ６ 株标准菌株和 ２ 株本实验室鉴定

保存的菌株作为对照菌株，编号及来源详见表 １。

表 １　 菌株的编号及来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株名称 菌株编号 来源 菌株数量 ／ 株
空肠弯曲菌 ３３５６０ 美国 ＡＴＣＣ １
结肠弯曲菌 ７７０９ 中国农业科学院上海兽医研究所 １
大肠埃希菌 ２５９２２ 美国 ＡＴＣＣ １
金黄色葡萄球菌 ２５９２３ 美国 ＡＴＣＣ １
鸡白痢沙门菌 ＣＶＣＣ ５２６ 中国兽医药品监察所 １
副溶血性弧菌 １７８０２ 中国兽医药品监察所 １
空肠弯曲菌 ＱＤ２０１２⁃２⁃ＣＪ 本实验室鉴定保存 １
结肠弯曲菌 ＱＤ２０１２⁃１９⁃ＣＣ 本实验室鉴定保存 １

１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

核酸电泳仪、凝胶成像系统、ＰＣＲ 仪均购自美

国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，紫外分光光度计，离心机。
弯曲菌选择性培养基（美国 Ｓｉｇｍａ）、哥伦比亚血

琼脂基础培养基（英国 Ｏｉｏｉｄ）、绵羊血（青岛高科园海

博生物科技有限公司）、２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（上海

生工生物工程公司）、低分子量 ＰＣＲ Ｍａｒｋｅｒ （大连

ＴａＫａＲａ 公司）、ｉｎｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 鉴别检测试剂

盒（西班牙 Ｉｎｇｅｎａｓａ）、其他常规试剂为国产分析纯。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 引物设计

根据 Ｋｅｒａｍａｓ 等［５］、Ｇｉｅｓｓｅｎ 等［６ － ７］ 的报道分别

设计 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、马脲酸酶基因和 １６Ｓ⁃２３Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列合成 ３ 对 ＰＣＲ 引物：弯曲菌属的特异引物

对 １６Ｓ⁃Ｆ 和 １６Ｓ⁃Ｒ；空肠弯曲菌的特异性引物对 Ｊｅｊ⁃Ｆ
和 Ｊｅｊ⁃Ｒ；结肠弯曲菌的特异性引物对 Ｃｃ⁃Ｆ 和 Ｃｃ⁃Ｒ，
见表 ２。 引物由上海生工生物技术有限公司合成。

１􀆰 ２􀆰 ２　 多重 ＰＣＲ 方法的建立

在哥伦比亚血琼脂平板上挑取灰色或黄色湿润

的、有金属光泽的弯曲菌典型菌落置于盛有２００ μｌ 超
纯水的离心管中，斡旋混匀，取出冰浴 １０ ｍｉｎ，１２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 室温离心 １０ ｍｉｎ，于 －２０ ℃保存备用。

ＰＣＲ 反应体系：２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μｌ，
ＤＮＡ 模板 ２ μｌ，上、下游引物（１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５ μｌ，
灭菌超纯水补足至 ２５ μｌ。 ＰＣＲ 循环条件：９５ ℃变性

１０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，５６ ℃ 退火 ９０ ｓ，７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取 ５ μｌ ＰＣＲ 产

物于 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶（含 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 溴化乙锭）进行

电泳鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ３　 特异性试验

用水煮法分别对 ６ 株标准菌株和 ２ 株本实验室

鉴定保存的菌株进行基因组 ＤＮＡ 的提取，提取

ＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ 检测，高压过滤的超纯水作

为空白对照，以确定方法的特异性。
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表 ２　 引物的名称、特异性、序列和扩增产物大小

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
引物名称 　 细菌种属 引物序列 产物长度 ／ ｂｐ
１６Ｓ⁃Ｆ 弯曲杆菌属　 ５′⁃ＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＡＣＣＹＧＧＲＣＴＴＧＡＴＡ⁃３′ ３１４
１６Ｓ⁃Ｒ ５′⁃ＴＣＧＣＧＲＴＡＴＴＧＣＧＴＣＴＣＡＴＴＧＴＡＴＡＴＧ⁃３′
Ｊｅｊ⁃Ｆ 空肠弯曲杆菌 ５′⁃ＣＡＴＣＴＴＣＣＣＴＡＧＴＣＡＡＧＣＣＴ⁃３′ ７７４
Ｊｅｊ⁃Ｒ ５′⁃ＧＣＡＡＡＧＧＣＡＡＡＧＣＡＴＣＣＡＴＡ⁃３′
Ｃｃ⁃Ｆ 结肠弯曲杆菌 ５′⁃ＧＴＴＡＡＧＡＧＴＣＡＣＡＡＧＣＡＡＧＴ⁃３′ １９４
Ｃｃ⁃Ｒ ５′⁃ＣＴＡＡＡＡＡＴＡＴＣＴＡＡＡＣＴＡＡＧＴＣＧ⁃３′

１􀆰 ２􀆰 ４　 敏感性试验

用紫外分光光度计测定空肠弯曲菌和结肠弯

曲菌模板 ＤＮＡ 含量，然后分别做 １０ 倍梯度稀释，每
个稀释度的 ＤＮＡ 各取 ２ μｌ 进行 ＰＣＲ 扩增，电泳后

观察条带亮度，直至不出现扩增条带为止，确定出

现条带的最大稀释度。
１􀆰 ２􀆰 ５　 不同方法的符合试验

选取分离鉴定的动物源弯曲菌 ３２ 株 （其中

２０ 株Ｃ． ｊｅｊｕｎｉ 菌株、１２ 株 Ｃ． ｃｏｌｉ 菌株），另取 ５ 株实

验室保存的大肠杆菌菌株作为阴性样品。 用水煮

法提取模板 ＤＮＡ 后，用建立的多重 ＰＣＲ、ｉｎ ｇｅｎｅ
ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 检测试剂盒和 ＧＢ ／ Ｔ ４７８９􀆰 ９—２００８
《食品卫生微生物学检验 空肠弯曲菌》 ［８］ 三种方法

进行比较检测。ｉｎ ｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 按照试剂盒

说明书进行操作和结果判定，计算三种方法的符合

率。 符合率为两种方法检测同为阴性的样品数加

同为阳性的样品数之和与样品总数的比值。
１􀆰 ２􀆰 ６　 方法的初步应用

从农贸市场、屠宰场和动物医院随机采集生鲜

鸡肉样品 （８７ 份）、盲肠拭子样品 （３１ 份） 共计

１１８ 份，进行分离培养。 挑取哥伦比亚血琼脂平板

上的菌落，提取基因组 ＤＮＡ 做模板，用建立的多重

ＰＣＲ 进行检测，考查所建立方法的应用效果。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 多重 ＰＣＲ 反应条件的优化

试验比较了加入不同体积的模板、引物、２ × Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 的反应结果，并根据不同的退火温

度摸索出最佳的 ＰＣＲ 反应体系及反应条件。 在

２５ μｌ反应体系中，加入 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１２􀆰 ５ μｌ，ＤＮＡ 模板 ２ μｌ，上下游引物各 ０􀆰 ５ μｌ，灭菌

超纯水 ７􀆰 ５ μｌ。
２􀆰 ２　 特异性试验结果

电泳结果显示， 空肠弯曲菌分别在 ３１４ 和

７７４ ｂｐ处扩增出属特异性条带和种特异性条带，结
肠弯曲菌分别在 ３１４ 和 １９４ ｂｐ 处扩增出属特异性

条带和种特异性条带，而检测的大肠杆菌、鸡白痢

沙门菌、金黄色葡萄球和副溶血弧菌均未出现特异

性条带（见图 １）。

注：Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：空肠弯曲菌标准株；２、３：空肠弯曲菌分离株；
４：结肠弯曲菌标准株；５：结肠弯曲菌分离株；６：大肠杆菌；

７：鸡白痢沙门菌；８：金黄色葡萄球菌；９：副溶血弧菌；１０：空白对照

图 １　 多重 ＰＣＲ 的特异性扩增结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍＰＣＲ

２􀆰 ３　 敏感性试验结果

分光光度计测得空肠弯曲菌模板 ＤＮＡ 的浓度

为 ８􀆰 １ ｎｇ ／ μｌ， 结 肠 弯 曲 菌 模 板 ＤＮＡ 浓 度 为

９􀆰 ３ ｎｇ ／ μｌ。 不同稀释度的模板经过多重 ＰＣＲ 扩

增后，结肠弯曲菌和空肠弯曲菌均可在 １０ － ４ 稀释

度时检测到特异性条带（见图 ２ 和 ３）。 由此可见，
该方法检测空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的敏感性分

别为 ０􀆰 ８１ 和 ０􀆰 ９３ ｐｇ ／ μｌ 的 ＤＮＡ。

注：Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ８：稀释度分别为 １０ － １、１０ － ２、１０ － ３、

１０ － ４、１０ － ５、１０ － ６、１０ － ７、１０ － ８

图 ２　 多重 ＰＣＲ 检测结肠弯曲菌的敏感性试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍＰＣＲ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ｃｏｌｉ

注：Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ８：稀释度分别为 １０ － １、１０ － ２、１０ － ３、

１０ － ４、１０ － ５、１０ － ６、１０ － ７、１０ － ８

图 ３　 多重 ＰＣＲ 检测空肠弯曲菌的敏感性试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍＰＣＲ ｆｏｒ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ｊｅｊｕｎｉ

２􀆰 ４　 符合性试验结果

对选取的 ３７ 份菌株样品分别进行检测，比较
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结果表明，所建立的多重 ＰＣＲ 方法与 ｉｎ ｇｅｎｅ ＣＡＭ
ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 检测试剂盒符合率为 １００％ ，二者与国

标 ＧＢ ／ Ｔ ４７８９􀆰 ９—２００８ 方法的符合率均达 ９７％以

上，见表 ３。

表 ３　 多重 ＰＣＲ、ｉｎｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 与国标方法的符合率比较结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍＰＣＲ， ｉｎｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ａｎｄ ＧＢ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ

方法 菌株数 ／ 株
阳性数

（结肠弯曲菌 ／
空肠弯曲菌）

阴性数
（结肠弯曲菌 ／
空肠弯曲菌）

多重 ＰＣＲ ｉｎｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ

ＧＢ ／ Ｔ ４７８９􀆰 ９—２００８ ３７ １２ ／ ２０ ２５ ／ １７ １００％ ａ ／ ９７􀆰 ３％ ｂ １００％ ａ ／ ９７􀆰 ３％ ｂ

多重 ＰＣＲ ３７ １２ ／ １９ ２５ ／ １８ １００％ ａ ／ １００％ ｂ

ｉｎｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ ３７ １２ ／ １９ ２５ ／ １８ １００％ ａ ／ １００％ ｂ

注：ａ 为两种方法检测空肠弯曲杆菌的符合率，ｂ 为两种方法检测结肠弯曲杆菌的符合率

２􀆰 ５　 临床样品检测结果

１１８ 份临床样品经初步细菌分离培养后，进行

生化鉴定，同时应用建立的多重 ＰＣＲ 方法进行检

测。 结果显示，２３ 份样品为空肠弯曲菌，１２ 份样品

为结肠弯曲菌，与生化鉴定结果一致。 结果见表 ４。

表 ４　 样品的来源及检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔ
采样
地点

样品数
／ 份

空肠弯曲菌 结肠弯曲菌

阳性数 ／ 份 阳性率 ／ ％ 阳性数 ／ 份 阳性率 ／ ％
青岛 ６３ １７ ２６􀆰 ９８ ９ １４􀆰 ２９
济南 ２４ ３ １２􀆰 ５０ ２ ８􀆰 ３３
上海 ３１ ３ ９􀆰 ６８ １ ３􀆰 ２３

３　 讨论

弯曲菌一直是动物源性食品安全监测的主要细

菌之一。 弯曲菌检测主要是生化鉴定，但是生化鉴定

试验存在操作繁琐、检测周期长、假阳性高、不能区分

空肠弯曲菌和结肠弯曲菌等问题。 随着分子生物学

的发展，逐步建立了一些以基因为基础的检测方法。
杨毓环等［９］ 以鞭毛蛋白基因 ｆｌａＡ 为靶基因，建立检

测空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的 ＰＣＲ 方法，该法有较好

的特异性，但不能对空肠弯曲菌和结肠弯曲菌进行鉴

别；何蕊等［１０］以ｍａｐＡ 基因和 ｃｅｕＥ 基因为靶基因，建立

了针对弯曲菌的多重 ＰＣＲ 方法，但 ｍａｐＡ 基因的特异

性不强，并非所有的空肠弯曲菌都能扩增出 ５８９ ｂｐ 的

ｍａｐＡ 基因的特异性片段；娜仁高娃等［１１］ 以 ｈｉｐＯ 为

靶基因，建立的多重 ＰＣＲ 方法，对分离的结肠弯曲

菌扩增的特异性不强；Ｙａｍａｚａｋ 等［１２］ 建立的环介导

等温扩增（ＬＡＭＰ）方法用于鸡肉中空肠弯曲菌和结

肠弯曲菌的检测，ＬＡＭＰ 方法对环境的要求非常苛

刻，容易出现极高的假阳性。
本研究建立的多重 ＰＣＲ 方法具有较强的特异

性，分别扩增出空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的特异条

带，而其他参考菌株均未扩增出条带，这表明该多

重 ＰＣＲ 方法具有很强的特异性。 敏感性试验结果

显示，该方法最低可检测空肠弯曲菌和结肠弯曲菌

敏感性分别为 ０􀆰 ８１ 和 ０􀆰 ９３ ｐｇ ／ μｌ 的 ＤＮＡ，与何蕊

等［１０］报道 ０􀆰 ９２５ 和 １􀆰 ０５０ ｐｇ ／ μｌ 的结果相近，说明

该方法的敏感性较高。 同时应用建立的多重 ＰＣＲ
对临床采集的 １１８ 份样品进行检测，结果显示 ２３ 份

样品为空肠弯曲菌，１２ 份样品为结肠弯曲菌，与普

通 ＰＣＲ 结果一致，但是整个过程只用了 ４ ｈ，具有简

洁快速的优点。 该方法对环境的要求不高，假阳性

几率低，实现了弯曲菌属和种特异性的扩增，并且

条带大小相差较大，肉眼可区分样品的种属。
ｉｎｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 检测试剂盒是用巢氏 ＰＣＲ

方法对水、土壤、粪便和肉类样品中弯曲菌进行检测，
并且可以对空肠弯曲菌和结肠弯曲菌进行鉴别，具有

较高的敏感性，但价格较高，不适合基层临床检测。 本

研究应用ｉｎ ｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 检测试剂盒与国标

ＧＢ／ Ｔ ４７８９􀆰 ９—２００８ 方法对所建立的多重 ＰＣＲ 方法进

行比较，结果显示多重 ＰＣＲ 方法与ｉｎ ｇｅｎｅ ＣＡＭ ｎｅｓｔｅｄ
ＰＣＲ 检测试剂盒的符合率为 １００％，二者与国标 ＧＢ／ Ｔ
４７８９􀆰 ９—２００８ 方法的符合率也均达 ９７％以上，说明建

立的多重 ＰＣＲ 准确性和可靠性较高。
总之，本研究建立的多重 ＰＣＲ 方法具有特异性

强、敏感性高、快速方便等特点，适用于弯曲菌临床

快速鉴别检测，为动物及动物产品中弯曲菌的检测

鉴别提供了一种简洁快速的方法。
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摘　 要：目的　 建立 Ｔａｑｍａｎ 实时荧光 ＰＣＲ 法对奶制品中掺加物大米、玉米、小麦、高粱、大麦等谷物源性成分的

初筛检测体系。 方法　 以常见掺加物大米、玉米、小麦、高粱、大麦等谷物的叶绿体 ｒｂｃＬ 基因作为靶基因，通过

ＢＬＡＳＴ 软件比对，选择其同源保守区域设计引物和探针。 经通用性、特异性、灵敏性试验对探针和引物可行性进行

验证，并通过模拟含谷物奶粉及市售奶类制品检测对其实际检测能力进行验证。 结果　 所建立体系可扩增大米、
玉米、小麦、高粱、大麦等常见的谷物掺加物的 ＤＮＡ 提取物，与市售奶制品的主成分牛奶、羊奶以及其常见添加物

香蕉、红枣、菠萝、草莓、西红柿、花生、大豆等动植物源性成分无交叉扩增（Ｃｔ ＞ ３５）。 对小麦纯 ＤＮＡ 提取物检出限

为 ０􀆰 ０１ ｎｇ。 对分别掺加 ５ 种谷物成分的模拟奶制品检出限均可达 ０􀆰 ５％ ，对市售的 １４ 份奶类食品中的谷类成分

的检测结果均与食品标签相符。 结论　 本研究建立的 Ｔａｑｍａｎ 实时荧光 ＰＣＲ 体系具有通用、相对特异、灵敏、实用

等优点，可用于奶制品中掺加或掺杂掺假谷物源性成分的快速定性检测。
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