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基于内参系统的阪崎肠杆菌实时荧光

定量ＰＣＲ检测方法的建立
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摘要：根据阪崎肠杆菌狅犿狆犃 靶基因设计特异性引物和探

针，并加入内参（ＩＡＣ），建立能够实时监控反应过程的荧光

定量ＰＣＲ检测方法。结果表明，该方法对阪崎肠杆菌基因

组ＤＮＡ的最低检测限为１ｐｇ；对细菌的最低检测限为１×

１０４ＣＦＵ；对含有靶基因质粒的最低检测限为１０３拷贝；Ｃｔ值

与模板拷贝数均呈良好的线性关系（犚２＝０．９９９）。人工污染

试验结果表明，在初始菌量为１０ＣＦＵ／２５ｇ奶粉样品时，采

用水洗加试剂盒法和水煮法提取ＤＮＡ，阪崎肠杆菌均在增

菌１０ｈ时检出。研究结果为进一步优化和完善阪崎肠杆菌

分子生物学方法的标准化提供了参考。
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阪崎肠杆菌（犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻）于２００２年被国际

食品微生物标准委员会列为“严重危害特定人群生命或慢性

实质性后遗症或长期影响”的致病菌［１］，是一种危害严重的

食源性致病菌，尤其是对婴幼儿，主要引起新生儿脑膜炎、坏

死性结肠炎和败血症等疾病，并伴随有严重的神经系统后遗

症和发育障碍等，死亡率高达５０％以上
［２－３］。目前婴幼儿奶

粉被认为是携带阪崎肠杆菌的主要食品种类。该菌自

２００７年成为中国食源性监测网重点监测对象。研究
［４］表

明，中国乳制品阪崎肠杆菌检出情况为１．２０％～６６．６７％。

广东省２０１０～２０１３年采集婴幼儿食品１１４０份，阪崎肠杆菌

的总检出率为３．２％，每年均检出
［５］。因而建立阪崎肠杆菌

快速、灵敏、简便的检测方法，是目前婴幼儿食品的迫切需

求［６－７］，也是各级检验检疫部门在应对突发事件所必备的技

术手段。

目前ＧＢ４７８９．４０—２０１０是中国婴幼儿配方、乳和乳制

品中阪崎肠杆菌检测的国标方法，该方法以分离培养和生化

鉴定为主，检测周期长，而且菌落观察存在主观因素的影响，

特异性和灵敏度均不高。ＳＮ／Ｔ１６３２．３—２０１３规定了奶粉

中阪崎肠杆菌（克罗诺杆菌属）的荧光ＰＣＲ检测方法，在鉴

定是阴性结果的前提下至少需要３ｄ，如若为阳性，还需进一
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步进行生化验证。根据庞杏林等［８］建立的常规ＰＣＲ和实时

荧光ＰＣＲ两种方法，对３２份奶粉样品进行阪崎肠杆菌的鉴

定，比较两种ＰＣＲ方法的符合率，结果阳性率均为６．２５％，

结果相符。李雪玲等［９］以阪崎肠杆菌狕狆狓基因为靶基因，以

人的 ＭＩＣＡ基因片段为扩增内标，建立扩增内标存在条件下

阪崎肠杆菌实时荧光ＰＣＲ快速检测体系，不仅可以提高准

确率，还可有效地排除假阴性结果。张淑红等［１０］针对阪崎

肠杆菌外膜蛋白狅犿狆犃 特异性基因片段，建立了 ＥＳ 的

ＬＡＭＰ方法，灵敏度可达８ＣＦＵ／ｍＬ。以上分子生物学方法

更多是对纯培养物的检测分析，没有进行增菌时间和核酸提

取效果的评价。但在实际样品检测过程中，样品基质会大大

影响核酸提取效果，因此选择合适而高效的提取方法显得尤

为关键。

本研究拟建立一种基于内参系统（ＩＡＣ）的阪崎肠杆菌

实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，该方法以高度保守的外膜蛋

白（狅犿狆犃 基因）为靶基因，以ＢＨＫ２１细胞的犖犿犻基因为扩

增内参，实现了监测整个ＰＣＲ反应过程的目的，使得结果更

为可靠。同时本研究应用水煮法和商业化试剂盒法对模拟

样品进行ＤＮＡ的提取，进一步验证两种提取方法在阪崎肠

杆菌实时荧光ＰＣＲ检测中的灵敏性、特异性、可靠性，为阪

崎肠杆菌的分子生物学检测提供可参考的数据。

１　材料与方法
１．１　试验所用菌株

本试验所用部分菌株见表１。

１．２　主要试剂和仪器

改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤—万古霉素（ｍＬＳＴ

Ｖｍ）、胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）：北京陆桥技术有限责任

公司；

细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒：北京天根科技有限公司；

ＧｏＴａｑ
ＰｒｏｂｅｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２×：普洛麦格（北京）

生物技术有限公司；

ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ：大连宝生物公司；

核酸蛋白测定仪：ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ２０００型，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

梯度ＰＣＲ仪：Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｒｏ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；

荧光定量ＰＣＲ仪：７５００型，美国应用系统生物公司。

１．３　引物和探针的设计

应用ＤＮＡＳｔａｒ软件对 ＧｅｎｅＢａｎｋ已公布的多个狅犿狆犃

靶基因序列进行比对，确定保守序列。应用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ

３．０对其中保守序列设计特异性引物和探针，靶基因扩增片

段大小为７７ｂｐ，内参扩增片段为１１５ｂｐ。所有引物、探针均

由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。序列见表２。

表１　本试验所用部分菌株信息


Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｏｕｔｐａｒｔｏｆｓｔｒａｉｎｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

菌种名称 来源 内参扩增 靶基因扩增

阪崎肠杆菌犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻 ＡＴＣＣ２９５４４ － ＋

阪崎肠杆菌犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻 本实验室分离 － ＋

大肠埃希氏菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 ＣＭＣＣ４４１０２ － －

大肠埃希氏菌Ｏ１５７：Ｈ７犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｏ１５７：Ｈ７ ＣＩＣＣ２１５３０ － －

产肠毒素大肠埃希氏菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＥＴＥＣＯ７８：Ｋ８０ ＣＩＣＣ１０４１３ － －

致泻大肠埃希氏菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＥＰＥＣＯ８６：Ｋ６１ ＣＩＣＣ１０４１２ － －

单核细胞增生李斯特氏菌犔犻狊狋犲狉犻犪犿狅狀狅犮狔狋狅犵犲狀犲狊 ＡＴＣＣ１９１１４ － －

副溶血孤菌犞犻犫狉犻狅狆犪狉犪犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊 ＣＩＣＣ２１６１７ － －

阴沟肠杆菌犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犪犮犪犲 本实验室分离 － －

大肠埃希氏菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 ＣＩＣＣ２３６５７ － －

鼠伤寒沙门氏菌犛犪犾犿狅狀犲犾犾 ＣＩＣＣ２２９５６ － －

乙型溶血性链球菌犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犺犲犿狅犾狔狋犻犮β ＣＭＣＣ１０３７３ － －

蜡样芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊 ＣＩＣＣ１０４６８ － －

福氏志贺氏菌犛犺犻犵犲犾犾犪犳犾犲狓狀犲狉犻 ＣＩＣＣ２１６７８ － －

金黄色葡萄球菌犛狋犪狆犺狔犾狅犮犮狅犮狌狊犪狌狉狅狌狊 ＡＴＣＣ６５３８ － －

空肠弯曲杆菌犆犪犿狆狔犾狅犫犪犮狋犲狉犼犲犼狌狀犻 ＡＴＣＣ３３２９１ － －

　　　　　　　　　　－／＋表示阴性／阳性结果。

表２　实时荧光定量ＰＣＲ中靶基因及内参基因引物探针序列

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｆｏｒ狅犿狆犃ｇｅｎｅａｎｄＩＡＣ

基因名称 引物探针序列 长度／ｂｐ

狅犿狆犃

５′ＣＡＴＧＧＴＡＴＧＧＣＧＴＧＣＴＧＡＣＴ３′

５′ＣＡＧＣＧＡＡＴＡＣＣＧＧＡＧＡＡＡＣＧ３′

５′ＪＯＥＣＴＣＴＴＣＴＡＡＣＡＴＣＧＧＣＧＡＣＧＡＥｃｌｉｐｓｅ３′

７７

ＩＡＣ

５′ＡＡＴＧＧＡＧＡＡＡＧＣＣＣＣＴＧＴＧＡＡＧ３′

５′ＴＣＡＣＧＴＧＡＡＣＣＴＧＧＡＡＴＴＴＧＡＣ３′

５′ＣＹ５ＣＡＣＴＧＣＧＣＡＴＣＴＡＧＴＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＢＨＱ３３′
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１．４　扩增内参的构建

经比对分析，选择与其它细菌没有任何同源性的乳仓鼠

肾细胞（ＢＨＫ２１）的犖犿犻基因作为内参基因，设计内参引物

和探针（序列见表２），应用复合引物法
［１１］构建扩增内参

（ＩＡＣ）。将内参片段与Ｔ载体连接，转化感受态细胞，挑取

克隆菌３７℃振荡培养，经ＰＣＲ鉴定将阳性克隆质粒送北京

中科希林生物科技有限责任公司进行测序。将经鉴定同源

性１００％的重组质粒测定浓度并换算成拷贝数，－２０℃保存

备用。

１．５　方法

１．５．１　阪崎肠杆菌基因组ＤＮＡ的提取

（１）水煮法提取细菌ＤＮＡ。方法：取１ｍＬ经培养的菌

液，８０００～１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清收集菌体。加入

１００μＬｄｄＨ２Ｏ，充 分 振 荡 混 匀，经 沸 水 浴 １０ ｍｉｎ 后，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清即为ＤＮＡ溶液。

（２）水洗法加试剂盒法提取细菌ＤＮＡ。方法：取样品增

菌液１ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液收集菌体，加

入１ｍＬｄｄＨ２Ｏ重悬菌体，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，以此离

心洗涤重复５次，最后将带有菌体的沉淀按试剂盒操作提取

ＤＮＡ，加５０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解。

１．５．２　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ反应体系

的建立和优化　以阪崎肠杆菌 ＡＴＣＣ２９５４４基因组ＤＮＡ作

为模板，荧光定量ＰＣＲ反应体系设置２５μＬ：２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ１２．５μＬ，设定不同的引物浓度（０．２～０．８μｍｏｌ／Ｌ），探针浓

度（０．１２～０．１８μｍｏｌ／Ｌ）进行实时荧光定量ＰＣＲ，筛选狅犿狆犃

最优的引物探针浓度组合。荧光定量 ＰＣＲ反应条件为：

９５℃３０ｓ；９５℃１０ｓ，６０℃３５ｓ，３５个循环。在确立狅犿狆犃

最佳引物探针浓度的条件下，设定ＩＡＣ探针浓度（０．１２～

０．１８μｍｏｌ／Ｌ），ＩＡＣ添加量（１０
２
～１０

６拷贝），反应条件同上，

进行内参探针浓度和添加量的优化，选取Ｃｔ值最小且扩增

效果最好的扩增曲线为最优浓度和添加量。

１．５．３　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ方法的特

异性试验　提取表１中阪崎肠杆菌和其他病原菌的基因组

ＤＮＡ，根据１．５．２中确立的最佳反应体系进行实时荧光ＰＣＲ

扩增检测，其中设定水为空白对照，根据扩增曲线判定引物

探针的特异性。

１．５．４　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ方法的灵

敏性　应用Ｎａｎｏｄｒｏｐ核酸蛋白分析仪测定试剂盒提取的阪

崎肠杆菌基因组ＤＮＡ，对ＤＮＡ进行１０倍梯度稀释，至浓度

范围在１０２～１０
－５ｎｇ／μＬ，各取１μＬ上样量进行狅犿狆犃ＩＡＣ

实时荧光定量ＰＣＲ扩增，确定检测方法对基因组ＤＮＡ的最

高灵敏度。

以平板 计 数 法 计 算 阪 崎 肠 杆 菌 的 初 始 菌 落 （１×

１０８ＣＦＵ／ｍＬ），１０倍梯度稀释至１×１００ＣＦＵ／ｍＬ，水煮法提

取各稀释度菌液１ｍＬ，５０μＬ灭菌水溶解ＤＮＡ，取１μＬ为

模板进行狅犿狆犃ＩＡＣ实时荧光定量ＰＣＲ扩增，确定检测方

法对纯培养菌液的最高灵敏度。

１．５．５　标准曲线的构建　以阪崎肠杆菌基因组ＤＮＡ为模

板，ＰＣＲ扩增狅犿狆犃 靶基因，连接到 Ｔ载体，对菌液进行测

序验证。将鉴定１００％正确的菌液提取质粒，将质粒根据浓

度换算成拷贝数。１０ 倍梯度稀释已知拷贝数 质 粒 到

１μＬ
－１，分别取１μＬ质粒进行狅犿狆犃 实时荧光定量ＰＣＲ反

应，建立标准曲线，以评价所建立体系的扩增效率。

１．５．６　重复性和稳定性试验　分别抽取４个稀释度的阪崎

肠杆菌ＤＮＡ样本进行阪崎肠杆菌荧光定量ＰＣＲ检测，每个

稀释度做３次重复，根据Ｃｔ值计算变异系数。同时将本研

究所用试剂、引物、探针、内参等配制成相应检测试剂盒，

－２０℃条件下储存６个月或１２个月再进行检测，观察试剂

盒的稳定性是否发生改变。

１．５．７　对人工模拟污染样本的检测试验　取已知浓度的阪

崎肠杆菌纯培养液，选取５～５０ＣＦＵ的初始菌量分别添加

到２５ｇ奶粉（按ＧＢ４７８９．４０—２０１０检测为阪崎肠杆菌阴性）

中，再添加到２２５ｍＬｍＬＳＴＶｍ中，每个添加量重复３次，

同时设定空白对照（加１ｍＬ生理盐水），３７℃培养箱培养。

前增菌时间分别设定为６，８，１０ｈ，不同时间点各取培养液

２ｍＬ，分别按照水煮法和水洗法加试剂盒法进行细菌基因

组ＤＮＡ提取，各取３μＬ上样量进行荧光ＰＣＲ检测。

２　结果与分析
２．１　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ反应体系的

优化

　　通过对阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ反应体系和条件

的优化，最终确定靶基因引物０．４μｍｏｌ／Ｌ，ＩＡＣ探针浓度

０．１８μｍｏｌ／Ｌ，ＩＡＣ添加量为１０
５拷贝时为最佳。

２．２　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ的特异性

如图１（ａ）所示，阪崎肠杆菌出现了阳性扩增曲线，其它

菌株均无扩增曲线，为阴性结果，说明本研究建立的检测方

图１　阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ特异性结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｔｅｓｔｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
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法特异性良好。图１（ｂ）显示，各反应ＩＡＣ均出现扩增曲线，

说明反应体系中添加１０５拷贝ＩＡＣ对所建立方法的特异性

没有任何影响。

２．３　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ的灵敏性

由图２可知，以试剂盒提取的阪崎肠杆菌基因组ＤＮＡ，

当浓度在１０２～１０
－３ｎｇ／μＬ时均出现扩增曲线，灵敏度可达

到１０－３ｎｇ（１ｐｇ）。且无论反应中是否加入１０
５拷贝ＩＡＣ，灵

敏性不受影响。以１０倍梯度稀释的浓度为１×１０８～１×

１０４ＣＦＵ／ｍＬ的阪崎肠杆菌，通过水煮法提取基因组ＤＮＡ，

检测灵敏度为１×１０４ＣＦＵ。表明该方法同样可以检测水煮

法提取的ＤＮＡ，对阪崎肠杆菌的检测限为１×１０４ＣＦＵ。

图２　阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ灵敏性结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

２．４　阪崎肠杆菌荧光定量ＰＣＲ标准曲线的建立

以１０倍梯度稀释的标准质粒为模板构建阪崎肠杆菌标

准曲线，结果斜率为－３．２９９，反应效率为１．００９，犚２为０．９９９，

扩增效率良好。表明模板浓度在１×１０８～１×１０３拷贝时呈

良好的线性关系，最低可检测到１０３拷贝，结果见图３。

２．５　基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ重复性和稳

定性试验

　　以４个浓度ＤＮＡ样本为模板进行的荧光定量ＰＣＲ重

复性试验，结果各浓度Ｃｔ值的标准差均小于１（０．２４～０．８６），

计算所得变异系数小于５．０％（１．２％～４．１％），说明该方法的

重复性好。将本方法的组装试剂在－２０℃保存６，１２个月后

进行检测，灵敏性未发生改变，说明组装的试剂盒稳定性良

好，期间经反复冻融之后，扩增效率良好。

图３　阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

２．６　阪崎肠杆菌人工污染样品的检测

结果显示，空白对照和所有样品中ＩＡＣ均有扩增，空白

对照组靶基因无扩增，说明试验成立。检测结果表明，本研

究建立的狅犿狆犃—ＩＡＣ实时荧光定量ＰＣＲ方法，对于起始菌

量为２８～５５ＣＦＵ／２５ｇ奶粉，使用水洗加试剂盒法提取

ＤＮＡ作为模板检测时，在样品经８ｈ增菌后，即可从样品中

检测到阪崎肠杆菌，见图４（ａ）；在使用水煮法提取ＤＮＡ模

板时，增菌时间要大于 １０ｈ，才能从起始菌量为 １０～

５５ＣＦＵ／２５ｇ的奶粉中检测到阪崎肠杆菌，见图４（ｂ）；表３

为人工污染奶粉样品检测的Ｃｔ值结果。

３　结论
本研究选取阪崎肠杆菌特异性靶基因狅犿狆犃 设计探针

和引物，以犖犿犻基因作为内参，建立了基于内参的阪崎肠杆

菌实时荧光ＰＣＲ检测方法，试验结果表明该方法不仅特异

性强，且灵敏度高，在设定为３５个循环的情况下，该方法对

纯培养物的检测可达到１ｐｇ，对水煮法提取核酸的检测限

为１０４ＣＦＵ。检测时间仅需２ｈ，前增菌时间大于１０ｈ。同时

图４　对人工污染奶粉样品中阪崎肠杆菌的检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻ｉｎ
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表３　对人工污染奶粉样品中阪崎肠杆菌Ｃｔ值的检测结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉狊犪犽犪狕犪犽犻犻ｉｎｔｈｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｐｏｗｅｒｅｄｍｉｌｋ（狀＝３）

方法
６ｈ

１０ＣＦＵ／２５ｇ２８ＣＦＵ／２５ｇ５５ＣＦＵ／２５ｇ

８ｈ

１０ＣＦＵ／２５ｇ２８ＣＦＵ／２５ｇ５５ＣＦＵ／２５ｇ

１０ｈ

１０ＣＦＵ／２５ｇ２８ＣＦＵ／２５ｇ５５ＣＦＵ／２５ｇ

试剂盒 未检出 未检出 未检出 未检出 ３１．２６ ２９．２７ ２６．３４ ２５．３８ ２４．４１

水煮　 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 未检出 ３１．２６ ２８．７２ ２５．３０

ＩＡＣ的添加保证了检测结果的准确性和可靠性，在实际样品

检测中，如果ＩＡＣ扩增阴性，则需要对模板进行倍比稀释再

进行检测，直到试验成立，或者重新对样本进行提取。

研究［１２－１４］表明，为确保食源性致病菌检测方法的可靠

性和有效性，添加一定量的扩增内参是非常有必要的。与

ＳＮ／Ｔ１６３２．３—２０１３相比，本研究添加了与其它细菌均无任

何同源性的内参基因（犖犿犻基因），最大程度上保证了扩增

内参的特异性。同时与 ＧＢ４７８９．４０—２０１０相比，本研究仅

采用改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤—万古霉素（ｍＬＳＴ

Ｖｍ）进行增菌，无需二次增菌，时间大于１０ｈ即可，大大节

省了检测周期。

人工污染样品检测结果显示，两种核酸提取方法均可

用，但水洗法加试剂盒方法提取的模板ＤＮＡ扩增Ｃｔ值较水

煮法低，说明水洗加试剂盒提取效果要高于水煮法，因此，在

实际样品检测中可以根据不同需求选择何种方法进行

检测［１５］。

本研究建立基于内参的阪崎肠杆菌实时荧光定量ＰＣＲ

方法具有快速、准确、结果可靠的优点，非常适合于大批量样

品的快速检测，比较传统的培养方法可以大大提高工作效率

和检出率，具有一定的推广价值。同时，该方法的建立为研

究其他致病菌的分子生物学检测提供了新参考。
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