
实时荧光定量 )*+法快速检测食品中大肠埃希菌!!!胡朝友"等 !%’’(( !

实验技术与方法
实时荧光定量 )*+法快速检测食品中大肠埃希菌

胡朝友$!洪志强$!张梦寒!

!$:昆山市疾病预防控制中心"江苏 昆山(!$#%""$ !:苏州市疾病预防控制中心"江苏 苏州(!$#""&#

摘(要!目的(应用实时荧光定量 )*+技术!结合 % b# = 的前增菌处理!建立食品中大肠埃希菌的快速&灵敏&

定量的检测方法$ 方法(以大肠埃希菌"7/**!#’!!#为参考菌株!对培养基和培养温度进行优化!选择最佳的

前增菌培养条件$ 将不同浓度的参考菌株和样品分别接种前增菌液中培养 % b# =$ 采用 /TFSAB8K$"" 提取增菌

后的 RD7!实时荧光定量 )*+扩增大肠埃希菌特异性片段$ 所得 */与对应的原始 "增菌前#参考菌株的浓度!

建立标准曲线!计算样品中大肠埃希菌的数量$ 结果(纯培养模式下!经过 %&& 和 # = 的前增菌后!标准曲线具

有很好的线性!%! 分别为 "0’’5&"0’’! 和 "0’’$!对应的检测限为 $%5&$& 和 $0& ;<P4$"" ZV’含杂菌培养模式下!

D‘和 I*肉汤 &!0" g增菌 & = 后!建立的标准曲线 %! 分别为 "0’3! 和 "0’31$ 在不同食品中该方法的加标回收

率为 3&0"2 b$3&0"2$ 结论(% b# = 的前增菌实时荧光定量 )*+方法可以快速&灵敏&定量地检测食品中活

的大肠埃希菌$
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((大肠埃希菌作为食品卫生监测的指示菌"其数
量可以用来评价食品受污染的程度 )$* ( 目前有关
食品中大肠埃希菌的计数方法存在检测时间长’鉴

定过程工作量大等缺点"不能及时的对食品安全进
行风险评估( 实时荧光定量 )*+具有特异性好和
检测速度快等优点"但是实时荧光定量 )*+方法定
量检测食品中致病菌时"需要配合复杂的前处理步
骤"所得定量检测结果准确度偏低"灵敏度不够$约
$"! b$"& ;<P4C% )!8%* "不能消除死细菌的影响( 依据
指数生长期细菌的数目和培养时间存在指数关系"
本研究采用 % b# = 前增菌的方法"准确快速定量测
定食品中的大肠埃希菌(
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$(材料与方法
$0$(材料
$0$0$(菌种

大肠埃希菌$7/**!#’!!%’产气肠杆菌$7/**
$%"&1%’阴沟肠杆菌 $*,**&#%"$ %’变形杆菌
$*,**&’"!3%’表皮葡萄球菌 $*,**!5"5’ %’蜡
样芽胞杆菌$*,**5%%"$%均为本实验室保藏(
$0$0!(主要仪器与试剂

3#"" 荧光定量 )*+仪’,GC,GY8’5 全自动核酸
提取仪均购自美国 7‘c"多功能台式高速离心机"带
盖水浴锅"拍击式均质器

RTNGZ5#6! o)*+,GUSNT,FY$美国 /=NTZA%"

细菌基因组 RD7提取试剂盒 $过滤柱式%’细菌基
因组 RD7磁珠提取试剂盒均购自北京天根公司"
D‘肉汤$简称 D‘"杭州天和公司%"I*肉汤$I*%’

脑心浸液$‘@c%’-./单料$-./%’-‘肉汤$-‘%’缓
冲蛋白胨水$‘)j%’d+‘7琼脂等培养基均购自北
京陆桥公司(
$0!(方法
$0!0$(前增菌条件优化

优化条件的设置包括&" 5 种培养基的选择&
D‘’‘@c’-./’-‘’‘)j和 I*## # 组培养温度的选
择&%50"’%10"’&"0"’&!0"’&&0# g#$增菌时间的
选择&% b# =( 通过比较大肠埃希菌在纯培养模式
下和在不同浓度杂菌共同生长的模式下"其指数生
长情况"以确定最优前增菌条件( 培养方式为水
浴"松盖"以确保温度稳定和氧气充分(
$0!0!(纯大肠埃希菌计数

大肠埃希菌纯培养物的计数采用 d+‘7平板
计数( 用 "01#2生理盐水将增菌液稀释成合适的
稀释度"取 $ ZV平板计数"倾注约 $" ZV温度为
&1 g的 d+‘7琼脂"混匀( 凝固后表层再加 # ZV
d+‘7"凝固后倒置 %5 g培养 $1 b!& = 后计数(
$0!0%(生长曲线和代分裂时间

生长曲线通过不同接种时间所对应的大肠埃
希菌数来绘制#指数生长曲线则通过不同接种时间
所对应的大肠埃希菌数VAC! 对数转换来绘制( 在对
大肠埃希菌进行平板计数的同时"相似的指数生长
曲线通过 ])*+方法绘制( 指数生长培养物的代分
裂时间"根据指数生长曲线的斜率来计算(
$0!0&(RD7提取

本文采用简单快速的 /TFSAB8K$"" 方法作为大
肠埃希菌 RD7提取方法( 取 $0" ZV菌液至 $0# ZV

离心管"$! """ T4ZFB 离心 $" ZFB"吸出 ’$" !V上
清#沉淀中加入 $" !V$"2/TFSABK8$""#$"" g孵育
$" ZFB"即为 RD7模板"使用前重悬(

$0!0#(实时荧光定量 )*+试验条件
)*+反应体系&)*+预混液 $!0# !V"引物各

&"" BZAV4-"探针 !"" BZAV4-"模板 ! !V"总体积为
!# !V( 空白对照和培养基对照"分别加 ! !V的去离
子水和培养基代替样品模板(

)*+扩增程序&’& g预变性 % ZFB"’# g变性
%" U"5" g退火延伸 5" U"&" 个循环(

引物设计&试验采用前期研究设计的大肠埃希
氏菌特异性单拷贝基因引物和探针 2.:YZ[[ )&* "目标
片段长度为 ’$ Q\" 引物 _&7///>>*>7777/>
>*7>/77*" 引 物 +& *7>*/7//7*>7/>*>*77
>/>"探针 )&_7,8/>>777**/77/////*>7**7
>7*>>78‘@E8$"委托上海生工合成(
$0!05(标准曲线的建立

纯培养模式下建立标准曲线"采用大肠埃希菌
过夜培养物 $" 倍梯度稀释液"含菌浓度约 $"" b$"3

;<P4ZV"分别取 $ ZV稀释液接种 $"" ZVD‘肉汤中"

重复 % 次"&!0" g水浴培养( 分别收集增菌时间为
"’%’& 和 # = 培养液( 按上述方法提取 RD7和实时
荧光定量 )*+扩增( 所得 */与对应的原始$增菌
前%大肠埃希菌 $" 倍梯度稀释液的浓度"建立标准
曲线( 加标样品标准曲线的建立"则采用在无大肠
埃希菌盒饭样品 $包括&鱼块’虾’猪肉’西红柿炒
蛋’白菜和米饭%中"加标制成 $" 倍梯度稀释液"分
别取 $" ZV稀释液加入到 D‘和 I*肉汤中"&!0" g

水浴培养 & ="实时荧光定量 )*+方法测定(
$0!03(样品前处理和样品检测

样品前处理&无菌称取 !# C待检样品"放入带
滤膜的均质袋中"加标样品额外接种不同浓度的杂
菌混合物和大肠埃希菌"加入 !!# ZV"01#2灭菌生
理盐水( 均质器拍打 ! ZFB"吸取 $" ZV过滤后的样
品稀释液到 ’" ZV的 I*肉汤中(

样品检测&样品中大肠菌群和大肠埃希菌的培
养计数分别采用 >‘&31’0%!!"$" +食品微生物检
验 大肠菌群计数, )#*和 >‘&31’0%1!!"$!+食品微
生物检验 大肠埃希氏菌计数, )5*标准方法检测( 实
时荧光定量 )*+方法检测"同标准曲线的建立(
$0!01(检测限及数据处理

实时荧光定量 )*+方法的检测限定义&在 ’"2

以上的机率中"实时荧光定量 )*+反应能够出现阳
性扩增信号的最小基因单位$拷贝数% )3* ( 由于在
D‘纯培养条件下"试验中 D‘空白对照总会有阳性
扩增信号$*/约为 %&%"所以本文采用 % 倍空白对照
标准偏差的方法计算实时荧光定量 )*+方法的检
测限&<U+)*+i空白对照的平均值 6% o标准偏差(

数据计算和统计分析采用 ,F;TAUA<S?<<F;N!""3



实时荧光定量 )*+法快速检测食品中大肠埃希菌!!!胡朝友"等 !&"$(( !

IY;NV软件(

!(结果与分析
!0$(前增菌条件的优化

不同条件下大肠埃希菌生长曲线和代分裂时
间见图 $( %3 g时"不同培养基对大肠埃希菌指数
增长的影响见图 $7( 在 D‘中大肠埃希菌的代分

裂时间最短$!$03 ZFB%"I*其次( 不同温度下大肠
埃希氏菌在 D‘中的指数增长情况见图 $‘( 随着
温度的上升"代分裂时间下降"在 &! g时"代分裂时
间最小)$!$0!3 s"05"% ZFB"M i5*( 更高的温度
$&&0# g%时"大肠埃希菌的生长受到抑制( 所以大
肠埃希菌纯培养条件下的最佳温度是 &! g"最佳培
养基为 D‘"I*其次(

图 $(大肠埃希菌在不同条件下的生长曲线
_FCPTN$(>TA[S= ;PTXNA<\PTNS0-43:CTA[FBCFB WF<<NTNBSZNWFGGSWF<<NTNBSSNZ\NTGSPTNU

!0!(指数生长曲线
纯大肠埃希菌培养模式下"试验预期的典型指数

生长曲线见图 !( 采用 d+‘7平板计数法建立的指数

生长曲线见图 !7"采用实时荧光定量)*+法生长曲线
见图 !‘"相关系数$%! %显示实时荧光定量 )*+法比
d+‘7更接近 $0""说明前者测量方法更精确(

图 !(分别采用不同方法绘制的指数生长曲线
_FCPTN!(IY\ABNBSFGVCTA[S= ;PTXNUA<\PTNS"-43:[NTN;TNGSNW QMS=Nd+‘7\VGSN;APBSGBW QMS=NGUUGM

((为了观察杂菌对大肠埃希菌指数生长的影响"
将大肠埃希菌与杂菌按不同的比例 $$m$"$m$""
$m$""和 $m$ """%分别接种在 D‘和 I*"&! g培养
& ="所建立的指数生长曲线见图 %$$m$" 和 $m$""
的图略%( 在前增菌后期"在高浓度杂菌的生长竞
争的影响下"大肠埃希菌的生长受到抑制"D‘比 I*
更加明显(
!0%(标准曲线

纯培养模式下"& 个不同增菌时间所建立的标准
曲线"具体数据见表 $( " = 前增菌的标准曲线线性
最佳"%! i"0’’’"扩增效率 $"!0!2( 由于 D‘空白对
照中残留 RD7本底的影响"检测限为 $0& o$"# ;<P 4

$"" ZV"高于前增菌 # = 后的检测限 $$0& ;<P4$""
ZV%( & = 前增菌有最宽的线性范围"超过 3 个数量
级"&05 o$"$ b&05 o$"3 ;<P4$"" ZV$%! i"0’’!% $表
$%( # = 前增菌只有 5 个数量级"原因是高浓度的菌
液在超过 & = 的前增菌后"已步入稳定期( 由于采用
原始$未增菌前%的浓度代替实际$增菌后%的浓度"
导致)*+扩增效率偏高$见表 $%"但是当结果采用标
准曲线的校正后"不会影响定量的准确性( 试验发现
细菌间存在生长竞争"I*比 D‘更适合作为污染严
重的样品的前增菌液( 考虑到受污染的食品样品会
有很高浓度的背景细菌"所以将 I*培养基作为前增
菌实时荧光定量 )*+的首选培养基(
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图 %(在不同培养基中"大肠埃希菌与不同浓度杂菌共同生长的指数生长曲线
_FCPTN%(IY\ABNBSFGVCTA[S= ;PTXNUA<S0-43:CTA[FBC[FS= WF<<NTNBSVNXNVA<QG;̂CTAPBW ZF;TAQFGVGSS=NTGSFAA<$m$ GBW $m$ """

$S"-43:SAQG;̂CTAPBW ZF;TAQFGV% [NTN;TNGSNW QMS=NGUUGMFB D‘GBW FB I*TNU\N;SFXNVM

表 $(不同条件下所建立的标准曲线的比较
/GQVN$(*AZ\GTFUAB A<USGBWGTW ;PTXNU\TAWP;NW <TAZWF<<NTNBSNBTF;=ZNBS;ABWFSFABU

增菌条件 回归方程 %!
扩增效率
42

线性范围G

4$;<P4$"" ZV%
培养基对照G

4$;<P4$"" ZV%
<U+)*+

4$;<P4$"" ZV%
" ="&! g"纯 D‘ 2in%0!3VC@6&&0!5 "0’’’ $"!0% &05 o$$"# b$"$" % $105 s$03% o$"& $0& o$"#

% ="&! g"纯 D‘ 2in!01%VC@6%&0$& "0’’5 $!#03 &05 o$$"! b$"3 % $10$ s$01% o$"$ $%5
& ="&! g"纯 D‘ 2in!055VC@6&&0!5 "0’’! $%10$ &05 o$$"$ b$"3 % 3 s! $&
# ="&! g"纯 D‘ 2in!031VC@6!30% "0’’$ $!’0$ &05 o$$"" b$"5 % p$ $0&
& ="&! g"样品 6D‘ 2in%0!$VC@6%50# "0’’" $"&01 ’0" o$$"" b$"5 % ! !
& ="&! g"样品 6I* 2in%0$!VC@6%30% "0’3% $"’0% ’0" o$$"$ b$"3 % ! !

注&G表示数值为 ’@s’"M i%#!表示 */q&"’没有检测到扩增信号或线性效果差

!0&(实际样品中大肠埃希菌检测结果
前增菌实时荧光定量 )*+方法和培养法检

测食品原样 $不加标样品 %和加标样品的检测结
果见表 ! ( 前增菌实时荧光定量 )*+方法的加
标回收率为 3&0"2 b$3&2( I*肉汤对照和阴

性样品对照均无扩增"说明采用 I*前增菌实时
荧光定量 )*+方法"未发现假阳性结果( 前增菌
时间的选择"主要考虑方法的检测限和样品本身
的卫生状况( 通常情况下"& = 的前增菌会比较
合适(

表 !(培养法和前增菌实时荧光定量 )*+法检测食品原样和加标样品中大肠埃希菌结果
/GQVN!(IBPZNTGSFAB A<S0-43:QM;PVSPTN8QGUNW ZNS=AWUGBW NBTF;=ZNBS)*+<ATS=NBGSPTGVUGZ\VNUGBW S=NU\F̂NW UGZ\VNU

样品
培养法$多管发酵法%,)D4C 实时荧光定量 )*+法$原样% 实时荧光定量 )*+法$加标样品%G

大肠菌群 大肠埃希菌 */$’@s’"M i!% 菌落数4$;<P4C% Q */$’@s’"M i!% 菌落数4$;<P4C% Q
回收率
42;

小炒肉 p"0% p"0% ! " !505’ s"0"$ 1’’0’ s105 ’!03
蒸糕 p"0% p"0% ! " !#0’% s"0#$ $ #&&0" s#$1 $#’0"
肉包 !& &0% %!03# s"0$1 $#0%1 s$01’ !#03& s"0$" $ 3"50" s$$% $3&0"
西芹炒肉 !0% !0% %%0&% s"0"5 ’$03" s"0%3 !50%5 s"0"5 $ $!&0" s&!03 $$#0"
萝卜炖排骨 p"0% p"0% ! " !50"& s"0#5 $ &&%0" s#%5 $&’0"
黄豆炖鸡块 q$$" !& %"0!& s$0"1 ’&0!’ s5%0$ !#0’" s"0"& $ #!#0" s%50! $&10"
红烧肉 p"0% p"0% ! " !50&1 s"0"5 $ "%30" s%’0& $"30"
炸土豆 p"0% p"0% ! " !30$" s"05& 3$303 s%"$ 3&0"
泡菜 q$$" !0% %&0&#W &01’ !503! s"05# ’!&0& s%’! ’&01
熏鱼 !& ’0% %!0&" s"0$% $’0&’ s$035 !#01$ s"0!" $ #510" s!"1 $5"0"
I*$对照% p"0% p"0% ! " !50"1 s"05! $ !1%0" s%31 $%!0"
注&G为每个样品的加标量均为 ’3" ;<P4C#Q 表示该方法的回归方程为 */in%0&!VC菌落数 6%501"%! i"0’1!"SCC2 i’#01$#;表示回收率 i
$加标样品浓度 n原样浓度%4’3" o$""2#W 表示该项结果未检出或无效#!表示 */q&""没有检测到扩增信号或线性效果差



实时荧光定量 )*+法快速检测食品中大肠埃希菌!!!胡朝友"等 !&"%(( !

%(讨论
前增菌实时荧光定量 )*+方法利用细菌在指

数增长期"其增长遵循数学指数模型( 试验得出的
最佳前增菌条件为 I*培养基中 &! g水浴松盖增
菌 & b# =( 该方法检测实际样品和加标样品具有很
高的准确度和可靠性$见表 $’!%( 与直接实时荧光
定量 )*+相比"经过前增菌提高了实时荧光定量
)*+的灵敏度"简化了 RD7提取步骤"排除了死细
菌的干扰( 前增菌实时荧光定量 )*+方法研究食
品中大肠埃希菌的定量检测鲜有报道"在试验过程
中本研究组也遇到了一些问题&

" RD7提取方法的选择( 为了选择一种简单
高效的 RD7提取方法"前期的试验比较了 & 种方法
的线性范围 )1* "其排列顺序如下&/TFSAB8K$"" 法 q
磁 珠 法 线 性 q水 煮 法 q过 滤 柱 吸 附 法(
/TFSAB8K$"" 法处理过夜培养物稀释液的线性范围
达到 3 个数量级$30" o$"! b30" o$"1 ;<P4ZV"%! i
"0’’1%"整个处理过程简单"始终在同一支离心管
中操作"所以 RD7损失也小( 所以将 /TFSAB8K$""
法作为前增菌实时荧光定量 )*+RD7提取的首选
方法"磁珠法备选(

# )*+反应抑制的问题( 食品中存在复杂的
基质"像一些血细胞"脂肪等大分子物质会抑制
)*+反应 )18$"* ( 前增菌实时荧光定量 )*+虽然也
存在 )*+反应抑制的可能"但是相比直接 )*+法"
样品在经过均质袋滤膜过滤和前增菌稀释 $"! 倍
后"样品中的 )*+反应抑制物已经明显降低( 从加
标盒饭样品的标准曲线和其它样品的加标回收率
上来 看" 前 增 菌 实 时 荧 光 定 量 )*+ 结 合
/TFSAB8K$"" 法提取 RD7适用于大部分食品样品的
检测( 在定性 )*+反应中普遍采用加入内参来监
测 )*+反应的抑制效应"但不适合定量 )*+反应"
原因为内参的加入会与目标片段的扩增形成竞争"
影响定量的准确性"而这一现象在低浓度样品时更
为严重( 试验中可以采用批量样品按比例加做加
标回收试验"这样既能监测该类样品中是否存在
)*+反应抑制物"又能评价方法的准确性(

$ 空白扩增的问题( 在试验初期"采用的预混
液空白对照均有扩增 $*/值约为 %%%"可能是预混
液中存在大肠埃希菌残留 RD7片断 )$$* "后来改为
RTNGZ/G] 实时荧光定量 )*+,GUSNT,FY后问题解

决"而且这个预混液价格便宜( 在 D‘培养基中也
发现存在死的大肠埃希菌"$*/值约为 %&%"这应该
是培养基加工过程中污染的"这一现象在 I*空白
对照和阴性对照中并不明显"可能与不同的厂家和
更加复杂的配方以及基体中存在的轻微 )*+抑制
物有关( 实验玻璃瓶容器清洗后"采用 "0$2的
@!?! 高压灭菌后"瓶壁残留的 RD7可以全部消化
降解(

综上所述"% b# = 前增菌实时荧光定量 )*+方
法可以灵敏’准确’定量检测食品中大肠埃希菌(
该方法检测费用低’操作简便"适合在基层实验室
中开展(
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