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摘要!为建立创伤弧菌!

''

"的快速检测方法#根据
AA%5

基因

序列设计合成引物和探针#建立实时荧光
>_V

方法$结果显

示'所建立的方法能特异扩增出
''

标准阳性菌株#而对其它

%5

种菌株没有扩增&该方法的灵敏度为
%4_Xd

)

2Y

&稳定性

和重复性试验结果表明#同一样品重复检测
5

次
_/

值!循环

阈值"的变异系数均小于
"6

&利用该检测方法对采集的

%4&

份样品进行检测#共计检出
"

份
''

阳性样品#与行标法

!

,+

)

8%10$

(

"$$0

"检测结果一致$该检测方法灵敏度高%

特异性强#具有良好的实用性$

关键词!创伤弧菌&

AA%5

基因&实时荧光定量
>_V
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创伤弧菌-

P@TB@(PF)A@N@JFL

!

''

.是一种有荚膜的革兰氏

阴性菌!广泛分布于蟹%虾%牡蛎等水生动物中!如果人类食

用
''

污染的食品会引发胃肠炎!严重时还会引发败血

症0

%7"

1

!病死率高达到
4$6

以上0

!75

1

!是对人类身体健康危

害很严重的一种食源性致病菌$近几年来!中国沿海地区由

''

感染引起的人类食物中毒事件频繁发生0

470

1

$所以!建

立一种能够快速%准确检测
''

的方法刻不容缓$

实时荧光
>_V

方法由于灵敏度%特异性和精准度都比

较高!现今已成为病原体检测的重要方法!并且发展迅速!在

生命科学研究的各个领域都得到了广泛应用0

1

1

#7%%

$针对检

%!



测靶基因的选择!溶细胞素被认为是
''

感染的主要致病因

子之一0

#

1

!是由结构基因
AA%5

编码的一种细胞外蛋白质!

AA%5

基因具有良好的种特异性和保守性0

%$7%%

1

!因此本研究

选择
AA%5

基因作为检测的靶基因!建立检测
''

的实时荧

光
>_V

检测方法!并确定反应的最佳条件$为了提高
''

的检测效率和检测的准确度!本研究根据
''

的
AA%5

基因

设计合成探针和引物!建立了检测
''

的实时荧光
>_V

方

法!并对反应体系进行优化!对方法的特异性%敏感性%稳定

性以及重复性进行验证实验!最终建立一种行之有效的检测

方法!旨在为快速准确检测
''

提供有力的技术支持$与已

有的相关报道对比!本研究有针对性的注重了引物和探针的

设计!使检测方法的特异性在整体上有所提高$

%

!

材料与方法
%*%

!

菌种及临床样品

创伤弧菌%霍乱弧菌%溶藻弧菌%空肠弯曲菌%志贺氏菌

和金黄色葡萄球菌等
%5

种常见的致病菌的标准菌株+美国

典型菌种保藏中心-

=8__

.&

沙门氏菌+中国医学微生物菌种保藏管理中心-

_<;

__

.&

%4&

份水产品-包括海鱼%鲍鱼%泥螺%虾%蟹%海水%蛏子%

蛤蜊等.+来自于水产品养殖场和水产品流通市场$

%*"

!

试剂和仪器

增菌培养基
?>9

和细菌培养基+北京中科质检生物技

术有限公司&

核酸提取试剂盒+北京天根生化科技有限公司&

8E

g

酶%

<

M

_)"

和
R+8>

+北京合生基因科技有限公司&

实时荧光
>_V

仪+

04$$

型!美国
=?K

公司$

%*!

!

方法

%*!*%

!

引物和探针设计
!

根据
3-A?EAS

中已经发表的
\\

AA%5

基因序列-

:_1"%4"$*%

.进行引物和探针的设计并且

参考吴增辉0

1

1

%%7%4的研究进行设计$

引物+

X

+

83888=83383=3==_3383=_=

V

+

88_888=8_8=33____===_883

探针+

XE2;__388==__3==__=___3_==;8=<V=

%*!*"

!

实时荧光
>_V

反应模板的制备
!

将
%4

种标准菌株

分别接种到
42Y

的增菌培养基中进行增菌!在
!0[

下培养

%"H

!各取
%2Y

菌液提取细菌基因组
W+=

!根据试剂盒说

明书的步骤进行!核酸提取后放入
7"$ [

冰箱保存备用$

临床样品的细菌核酸的提取采用煮沸法进行$

%*!*!

!

反应体系中基本参数的优化
!

对
B8E

g

酶%

<

M

"i

%

R+8>L

%引物%探针浓度进行优化$在
<

M

"i

-

"422()

/

#

Y

.

用量范围
"

!

4

#

Y

!以每
$*4

#

Y

递增&在
B8E

g

酶-

4d

/

#

Y

.

用量范围
$*"4

!

%*$$

#

Y

!以每
$*"4

#

Y

递增&在
R+8>

-

"*422()

/

#

Y

.用量范围
%*$

!

!*$

#

Y

!以每
$*4$

#

Y

递增&

探针-

"$

#

2()

/

#

Y

.用量范围
$*%

!

$*4

#

Y

!以每
$*%

#

Y

递增&

引物-

%$

.

2()

/

#

Y

.用量范围
$*4

!

%*$

#

Y

!以每
$*%

#

Y

递增&

每个参数的用量重复
!

次!最后计算出
_/

平均值!确定这

4

个反应参数的最佳用量$

%*!*5

!

特异性检测试验
!

采用试剂盒法提取
%*%*%

节中菌株

的核酸作为模板!进行实时荧光
>_V

扩增!评价试验检测的

特异性$

%*!*4

!

敏感性检测试验
!

%$

倍梯度稀释菌液并且按核酸提

取试剂盒要求分别提取每级稀释度细菌
W+=

!各取
"*$$

#

Y

作为模板按优化好的体系条件进行实时荧光
>_V

检测$

%*!*&

!

稳定性和重复性试验
!

取
!

个不同浓度的样品作为模

板进行重复性试验!每个浓度做
!

个平行!重复
5

次$收集数

据!计算组内%组间变异系数!评价试验的稳定性和重复性$

%*!*0

!

样品检测
!

将采集来的水海产品
%4&

份!经过匀浆机

研磨处理后!用营养肉汤在
!0[

培养箱内培养
&H

!利用煮

沸法提取核酸!然后利用实时荧光
>_V

方法进行检测!检测

结果用行标法-

,+

/

8%10$

)

"$$0

.进行再一次的检验!验证

所建立的实时荧光
>_V

方法检测的实用性和准确性$

"

!

结果与分析
"*%

!

''

实时荧光
>_V

检测方法的建立

B8E

g

酶%

<

M

"i

%

R+8>L

%引物%探针浓度直接影响实时荧

光
>_V

反应的扩增效果!尤其是
<

M

"i的浓度是影响
8E

g

酶

活性发挥的主要因素!浓度过高会增加实时荧光
>_V

反应的

非特异性扩增!浓度过低会影响
8E

g

酶活性发挥$所以!

>_V

反应体系中每种物质浓度的选择都是非常重要的$经过反应

体系的优化建立如下反应体系+

B8E

g

酶-

4d

/

#

Y

.

$*4$

#

Y

!

<

M

"i

-

"4 22()

.

"*4$

#

Y

!

R+8>

-

"*4 22()

.

"*$$

#

Y

!探针

-

"$

#

2()

/

#

Y

.

$*!$

#

Y

!

''X

/

''V

-

%$

.

2()

/

#

Y

.

%*$$

#

Y

!

W+=

模板
"*$$

#

Y

!

WD>_

水补充至
"4

#

Y

$具体的反应过程+

#4[

预变性
42@A

&

#4[

变性
!L

!

&$[

退火
5$L

-此步骤收集荧光

信号.!

0"[

延伸
!$L

!进行
5$

个循环$

%*''

!

"*

阴性对照

图
%

!

''

实时荧光
>_V

反应体系和反应条件的确定
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M
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!
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O
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J(AR@/@(AL(NERFE)B-E);/@2->_V

"*"

!

特异性检测试验

应用建立的实时荧光
>_V

检测方法对
%4

株标准菌株

进行扩增试验显示!只有
''

出现了特异性的扩增曲线!其

他菌株和空白对照都没有出现特异性荧光信号$说明本研

究所建立的检测方法具有很好的特异性-见图
"

.$

"*!

!

敏感性检测试验

%$

倍梯度稀释菌液并且按核酸提取试剂盒要求分别提

取每级稀释度细菌
W+=

!各取
"*$$

#

Y

作为模板按优化好的

"!

安全与检测
!

"$%&

年第
#

期



%*''

!

"

!

%4*

肠侵袭性大肠杆菌%霍乱弧菌%空肠弯曲菌%金黄色

葡萄球菌%沙门氏菌%变形杆菌%阪崎肠杆菌%单增李斯特氏菌%志贺

菌%副溶血弧菌%产肠毒素大肠杆菌%小肠结肠炎耶尔森氏菌%肠出血

性大肠埃希菌
\%40

+

C0

%粘质沙雷菌

图
"

!

''

实时荧光
>_V

特异性试验扩增曲线

X@

M

FB-"

!

,

.

-J@N@J@/

O

/-L/JFBP-(NERFE)B-E);/@2->_V

体系条件进行实时荧光
>_V

检测$检测结果显示!菌体浓

度在
%*4$̂ %$

%

_Xd

/

2Y

时依然可以出现扩增曲线!在其浓

度以下都没有出现特异性荧光信号-图
!

.!因此!本研究所建

立的检测方法的灵敏度为
%4_Xd

/

2Y

!表明该方法具有很

高的灵敏度&本研究
''

检测的灵敏度与金玉娟等0

%"

1和张

晶等0

%!

1建立的实时荧光定量
>_V

方法检测的灵敏度进行比

%

!

0*

菌体浓度分别为
%*4̂ %$

&

!

%*4̂ %$

4

!

%*4̂ %$

5

!

%*4̂ %$

!

!

%*4̂

%$

"

!

%*4̂ %$

%

!

%*4̂ %$

$

_Xd

/

2Y

图
!

!

''

菌液稀释法实时荧光
>_V

灵敏度试验扩增曲线
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较!这
!

种实时荧光
>_V

检测方法的灵敏度相当!都具有较

高的灵敏度$
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稳定性和重复性试验

选取
%*4$^%$

0

!

%*4$^%$

4

!

%*4$^%$

!

_Xd

/

2Y!

个浓

度的阳性模板进行组内和组间重复性试验!计算出组内和组

间
_8

值的变异系数分别为
$*!56

!

%*$46

!

$*!16

!

$*0&6

-表
%

.!均小于
"6

!表明所建立的方法具有比较好的稳定性

和重复性$
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临床样品的检测试验

分别对
%4&

份采集来的样本用本研究建立的实时荧光

>_V

检测方法和行标法-

,+

/

8%10$

)

"$$0

.进行检测!检出

"

份阳性样本!两种方法所得的检测结果的一致-图
5

%

4

.!表

明该方法具有很强的应用性$

!

!

结论
本研究所建立的基于

AA%5

基因特异性检测
''

实时荧

图
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实时荧光
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方法!灵敏度高%特异性强%重复性好!具有良好的实

用性!适合在食品微生物检测部门推广应用$该方法与普通

>_V

方法相比!提高了检测的灵敏度和特异性!并且不需要

对
>_V

扩增产物进行后处理!有效地解决了
>_V

产物易污

染造成的假阳性和不能准确定量的问题$该方法的建立为

''

的快速检测提供了新的技术手段$
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分析仪表的灵敏度$

!*"

!

测试结果分析

采用本设计的含水率测量装置测得稻谷的含水率和采

用烘干法测得稻谷的实际含水率的对比结果见图
0

$采用自

制设备测量的含水率相对于谷物实测含水率的坐标点比较

均匀地分散在直线
B

hF

的两侧!拟合度为
$*#115

!说明设

备测量的含水率准确度较高$绝对误差平均值为
$*#&6

!响

应时间不大于
"L

$试验结果表明!本文所设计的谷物含水

率测量装置能满足谷物干燥过程中对含水率测量的要求$
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稻谷含水率测量值与实际值的比较
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!

结论
-

%

.本研究基于谷物含水率与阻抗的相关性设计了以

,8<!"X"%4

为控制器!具有温度补偿机制的针刺式谷物含

水率在线检测仪$以水稻"两优
&%11

#籽粒为试验对象!研究

了含水率-

%"*!6

!

"4*46

.和温度-

$

!

0$[

.对水稻籽粒阻

抗的影响!建立了以阻抗值和温度值为自变量!以谷物的含

水率为因变量的三元四次方程!并验证了其准确性%合理性

以及依据电阻值和温度值计算得出稻谷含水率的精确度$

试验表明!在
$

!

0$ [

下!对于含水率在
%$6

!

"16

的稻

谷!其绝对误差为
$*#&6

!小于
%6

!灵敏度为
$*!6

!响应

时间小于
"L

&证明了此谷物含水率检测装置的准确性和可

靠性$

-

"

.本试验以水稻为试验样本!但是此项技术同样也可

方便地应用于其它种类谷物的含水率测量!如大豆%玉米等$

-

!

.接下来将通过更为合理结构设计!以提高谷物含水

率检测的速度和自动化程度!以期更好地实现实时在线

检测$
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