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摘要!将
)

种致泻大肠埃希氏菌的毒力基因保守序列进

行设计并合成了引物和探针$建立的多重实时荧光
LS@

(

种试剂盒可以同时检测
)

种致泻大肠埃希氏菌"结果

表明#

(

种试剂盒的
#!

对毒力基因通过
)

种致泻大肠埃

希氏菌的标准储备菌株均得到验证'并且
#!

对毒力基因

只对对应的致泻大肠埃希氏菌特异性起作用$对常见的食

源性致病菌都无扩增曲线'

/HCN

!

)

AM

J
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和
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基因的检出限是
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$
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基因的检出限是
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和
M

&C

基因的检出限是
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S&e

(
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$

而
H?7

!
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M

',

和
H?:)

基因菌液浓度
#

#"S&e

(

1̂

时$

均可观察到明显的*

Y

+型扩增曲线$且线形较好'并且对

抽查和委托检验的肉类!奶和动物腹泻物以及人工污染

样品等
("

份样品进行检测$共检出
##

份阳性样本$与

h.(+-,;$

)

!"#$

标准检测结果相一致$表明建立的
(

种

试剂盒方法具有良好的实用性"

关键词!致泻大肠埃希氏菌'实时荧光定量
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'毒力

基因
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致泻大肠埃希氏菌是一类能引起人体腹泻的食源性病

源微生物(由于致泻性大肠埃希氏菌相同的基因片段内保

守区很相似'检测单一基因片段特异性并不高'难以确认或

排除致泻性大肠埃希氏菌感染'很容易造成漏检,

#N*
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(因而

)

种致泻性大肠埃希氏菌的检测方法的灵敏度和准确性对预

防和控制由其引起的腹泻有着十分重要的作用(

在新标准#

h.(+-,;$
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%发布之前采用的检测方
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第
*)

卷第
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期 总第
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期
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年
)

月
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法主要是从分离培养+生化试验鉴定+血清试验和肠毒素

试验进行鉴定,

(N$

-

'该传统检测方法简单易行+费用低'

但周期长'所用的试剂和血清要求严格,

+

-

&对于那些致病

菌含量很低且生化特征与普通大肠埃希氏菌相似的病原

体'很难挑出真正的目的菌'也可能因为杂菌增长速度过

快不易检出目的菌(

!"#$

年发布的
h.(+-,;$

)
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/食

品安全国家标准 食品微生物学检验 致泻大肠埃希氏菌

检验0中明确要求'在常规微生物检测的基础上必须要根

据分子生物学中的
LS@

技术进行确认试验'此方法很好

地解决了传统方法中检测特异性不高'耗时较长+操作较

繁琐等问题'但该方法对人员专业技术要求较高'试验试

剂溴化乙啶对检验人员的身体健康危害十分严重'并且

在开盖操作时会增加气溶胶污染的可能性'造成假阳性

的产生'难以根除,

-N#"
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(实时荧光定量
LS@

技术中的

A2

i

R26

法对目标序列具有较高的特异性'结果重复性也

比较好'引物和探针的设计相对比较简单'因此该方法已

广泛应用于分子生物学研究中(

LS@

技术的应用十分广

泛'已从扩增单一基因片段的
LS@

'发展到同时扩增几个

基因的多重荧光定量
LS@

,
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目前'研究致泻性大肠埃希氏菌与志贺菌等的区分

或检测某几类大肠埃希氏菌的类似方法很多'如朱惠芳

等,

#+

-利用微生物法鉴定
#

株与志贺氏菌生化相似+抗原

相同的大肠埃希氏'所用微生物法耗时耗力'人为因素干

扰比较大'未根据分子方法进行确认试验'也未覆盖其他

大肠埃希氏菌的检测&

%E8126B

等,

#-

-利用普通
LS@

对产

肠毒素大肠杆菌进行检测'

P>C2F3262

等,

#,

-和赵爱兰

等,

!"

-使用多重
LS@

方法鉴定了
)

类致泻性大肠埃希菌'

所使用的均为普通
LS@

'其扩增结果需配制扩增体系繁

多'并进行凝胶电泳'较为费时费力+操作较繁琐+引物特

异性不高&张红宇等,

!#

-利用
A2

i

126

多重实时
LS@

技术

即可在同一
LS@

反应管内同时检出
*

种病原微生物'有

效地解决了单基因
LS@

体系
#

次只可检测
#

个基因型的

低效缺点'但未覆盖其他大肠埃希氏菌的检测(本研究

拟在以往研究的基础上全面覆盖检测这
)

种致泻大肠埃

希氏菌'并且采用
A2

i

R26

探针技术结合了商品化的多

重普通
LS@

技术的方法共同验证本研究的可行性'并对

(

种试剂盒进行特异性+灵敏度+准确度的验证'旨在为准

确高效的全面筛检
)

种致泻大肠埃希氏菌提供参考'提

高检验质量水平(

#
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材料和方法

#;#

!

材料与仪器设备

S7<4<\0#""

提取液$宝生物工程#大连%有限公司&

'VM12IK<I

和预混合
A2

i

LS@ R2BC<IR3\

#

!b

%$

宝生物工程#大连%有限公司&

脑心浸液培养基+平板计数琼脂+肠道增菌肉汤等$

北京陆桥技术股份有限公司&

引物和探针$生工生物工程#上海%股份有限公司&

)

种致泻大肠埃希氏菌多重普通
LS@

检测试剂盒$

北京卓诚惠生生物公司&

猪肉和牛奶$市售&

冷冻离心机$

&I<B>E#+

型'美国赛默飞世尔科技

公司&

漩涡混匀器$

R?0Y

型'美国赛洛捷克公司&

实时荧光定量
LS@

仪$

+)""&2BC

型'美国
M.U

公司&

凝胶成像系统$

S7<13'E>?@Y

o型'美国伯乐公司&

试验所用标准储备菌株$美国菌株保存中心#

MASS

%或

中国工业微生物菌种保藏管理中心#

SUSS

%菌种库#见表
#

%(

表
#

!

试验所用菌株

A2J4<#

!

YCI236B36FE4F<=36C7<<\

H

<I31<6C

菌株名称 菌种库编号 携带毒力基因

/L/S SUSS!(#-, /HCN

或
/'/

+

)

AM

J

YA/S SUSS#"$+"

/HCN

或
/'/

+

H?7

#

+

H?7

!

"

/T/S SUSS!(#-+

/HCN

或
<2<

+

H?7

#

+

H?7

!

"

/A/S SUSS#"$$+ E?

+

H?:'

+

H?:)

/U/S SUSS!(#-- &0F-

或
&

M

',

/M/S SUSS!(#-$ 'H?"

+

'

11

;

+

M

&C

大肠埃希氏
P#)+

$

T+ &YSS#(,"#) /HCN

沙门氏菌
MASS#("!-

*

副溶血性弧菌
MASS#+-"!

*

单增李斯特氏菌
MASS#,##)

*

阪崎肠杆菌
MASS!),((

*

#;!

!

引物和探针的设计与合成

肠道致病性大肠埃希氏菌#

/L/S

%的毒力基因为

/HCN

*

/'/

+

)

AM

J

'产志贺毒素大肠杆菌#

YA/S

%和肠道出

血性大肠埃希氏菌#

/T/S

%的毒力基因为
/HCN

*

/'/

+

H?7

#

+

H?7

!

"

'产肠毒素大肠埃希氏菌#

/A/S

%的毒力基因

为
E?

+

H?:'

+

H?:)

'肠道侵袭性大肠埃希氏菌#

/U/S

%的毒力

基因为
&0F-

*

&

M

',

'肠道聚集性大肠埃希氏菌#

/M/S

%

的毒力基因为
'H?"

+

'

11

;

+

M

&C

#见表
#

%&首先在
VS.U

中

查找出
/HCN

+

)

AM

J

+

H?7

#

+

H?7

!

"

+

E?

+

H?:'

+

H?:)

+

&0F-

+

'H?"

+

'

11

;

和
M

&C

的多个
9

<6<J26K

序列号的基因序列'

通过
h<6J26K

软件和
.̂ MYA

软件进行序列同源性分析'

确定各毒力基因的保守区域'采用
LI31<ILI<13<I);"

和

'VMBC2I

软件在各自保守区域中设计引物与探针#见

表
!

%'将设计好的引物和探针委托生工生物工程#上海%

股份有限公司进行人工合成(

#;*

!

模板制备

#;*;#

!

菌种活化和计数
!

将
)

种致泻大肠埃希氏菌和食

品中常见致病菌的标准储备菌株在
.TU

培养基中培养

)(

"

]E4;*)

#

VE;)

王芳妹等!
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表
!
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)

种致泻大肠埃希氏毒力基因的引物和探针序列g
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种致泻

大肠埃希氏
毒力基因 引物和探针序列

/L/S
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YA/S

*
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#

#

号%

/HCN

)
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J
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#
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&
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#

&

$

AMSSShAhhMhSMSMAhSA @

$

ShAhASMhMSSShMAhhAMM

A

$

@P?0ASMAhSSASAhShhShASMMSM0.Tp

!

!

g

!

&

为上游引物'

@

为下游引物'

A

为探针'

&MR

+

@P?

+

ZP/

和
S%)

为荧光基团'

.Tp

#

+

.Tp

!

和
.Tp

*

为淬灭基团(

#见表
#

%'取
#1̂

培养
!(7

后的菌液提取核酸'另取

#1̂

菌液逐级稀释至
#"

N,

'选择
(

个稀释度#

#"

N$

+

#"

N+

+

#"

N-和
#"

N,

%分别吸取
#1̂

在
LSM

平板中
*$_

培养生长
!=

后计数(

#;*;!

!

核酸提取
!

取
#1̂

已活化的菌液至
#;)1̂

离心

管中'

#!"""I

*

136

离心
* 136

(弃上清'加入
)W

的

S7<4<\0#""

提取液
*"

(

^

'震荡混匀'煮沸
#"136

后立刻

放入冰上'

#!"""I

*

136

离心
*136

后取上清扩增待用或

放入
N!"_

冰箱备用(

#;(

!

实时荧光
LS@

扩增体系建立

根据致泻大肠埃希氏菌携带的毒力基因及其探针的

荧光报告基团'设计
(

组反应体系对
)

种致泻大肠杆菌

进行实时荧光
LS@

扩增和分型'其中
#

号反应体系检测

/L/S

+

YA/S

+

/T/S

'扩增
/HCN

+

)

AM

J

+

H?7

#

和
H?7

!

"

基

因&

!

号反应体系检测
/U/S

'扩增
&

M

',

和
&0F-

基因'

*

号反应体系检测
/A/S

'检测
E?

+

H?:'

和
H?:)

基因'

(

号

反应体系检测
'H?"

+

'

11

;

和
M

&C

基因(

实时荧光
LS@

反应体系#

!)

(

^

%$

A2

i

LS@ R2BC<I

R3\

#

!b

%

#!;)

(

^

+上下游引物#

#"

N)

1E4

%各
#

(

^

+菌株

'VM

模板
!

(

^

+

==T

!

P-;)

(

^

&实时荧光
LS@

扩增条件

为$

,)_

预变性
*"B

'

,)_

变性
)B

'

$"_

退火
*(B

'

("

个

循环(

#;)

!

特异性分析

取
#1̂

已活化的沙门氏菌+副溶血性弧菌+单增李

斯特氏菌+阪崎肠杆菌菌液'按
#;*;!

中的方法进行提取

核酸(使用本研究建立的
(

组实时荧光
LS@

扩增体系对

此
(

种常见的食源性致病菌的基因组
'VM

进行检测'

+C

值报告为!

e6=<C

"或无明显的!

Y

"型扩增曲线'判定为

阴性(

#;$

!

灵敏度分析

将已计数的
)

种致泻大肠埃希氏菌进行
#"

倍梯度

稀释'取
#1̂

稀释液'按
#;*;!

中的方法进行提取核酸'

*)

安全与检测
YM&/A% QUVYL/SAUPV

总第
!##

期
"

!"#,

年
)

月
"



使用本研究建立的
(

组实时荧光
LS@

扩增体系对各梯度

稀释液的核酸进行检测'当检测体系的
+?

值
#

*);"

时'

有荧光信号检出'并出现典型的!

Y

"扩增曲线'判定为阳

性&当
*);"

)

+?

值
)

(";"

时'且有典型的!

Y

"扩增曲线时'

则需重复试验(再次扩增后检测体系的
+?

值仍
)

*);"

'

判定为阳性(当再次扩增后'检测体系
+?

值
%

*);"

'或无

典型的扩增曲线'则判定为阴性(

#;+

!

与商品化
LS@

试剂盒对比分析

将本研究中检测为阳性的
)

种致泻大肠埃希氏菌使

用商品化
LS@

试剂盒进行同步对比'分析
!

种方法的检

测结果一致性(

#;-

!

大量样本验证

将本单位抽查和委托本单位检验的
("

例肉类+奶产

品+动物腹泻物和人工污染样品'分别使用本研究建立的

(

组实时荧光
LS@

扩增体系和商品化
LS@

试剂盒进行

同步检测'分析
!

种方法的检测结果'统计阳性符合率和

阴性符合率(

#;,

!

数据分析

测得的试验数据以#

W`>

%来表示'以
/\><4

进行

分析(

!

!

结果与分析
!;#

!

检测
)

种致泻大肠埃希氏菌标准储备菌株的结果

设计大肠埃希氏的内参基因
5&B"

的引物探针'上游

引物 为
MSAMAhSShhhMASSMAShS

'下 游 引 物 为

SMMSMhMShShAhhAAMSMhA

'探 针 为
@P?0hAM0

MAhSASAMSMSSMShSShMMSMSSA0.Tp

!

'按
#;(

配

制反应体系'

M.U+)""&2BC

仪器中检测'结果 显 示

#图
#

%'

$

种致泻大肠埃希氏的标准储备菌株的内参

5&B"

基因均有明显的!

Y

"型扩增曲线'并且
+C

值基本一

致'均位于
#)

#

*)

,

!!

-

'说明提取的
)

种致泻大肠埃希氏

核酸质量良好'可保障后续试验的有效性(

图
#

!

大肠埃希氏菌内参基因
5&B"

的扩增图谱

&3

9

8I<#

!

M1

H

43G3>2C3E6EG5&B"

9

<6<36-HC./G&C.&'C*E&

!;!

!

检测
)

种致泻大肠埃希氏标准储备菌株毒力基因的

结果

!!

将人工合成的
#!

对毒力基因的引物和探针组合至

(

种反应体系中'对
)

种大肠埃希氏菌的核酸进行检测'

检测结果显示#图
!

%$

/L/S

与
/T/S

的
(

种毒力基因

H?7

#

+

H?7

!

"

+

)

AM

J

和
/HCN

&

/M/S

的
*

种毒力基因
'H?"

+

'

11

;

和
M

&C

&

/U/S

的
!

种毒力基因
&0F-

和
&

M

',

&

/A/S

的
*

种毒力基因
E?

+

H?:'

和
H?:)

均有明显的!

Y

"型扩增曲

线'且
+C

值均位于
#)

#

*)

'说明
(

个反应体系对
)

种致

泻大肠埃希氏菌核酸检测效果非常好(

!;*

!

检测
(

种试剂盒的特异性试验

使用本研究建立的检测方法对常见食源性致病菌$

沙门氏菌+副溶血性弧菌+单增李斯特氏菌和阪崎肠杆菌

的核酸进行检测'结果显示#表
*

%'沙门氏菌+副溶血性弧

菌+单增李斯特氏菌和阪崎肠杆菌中均检测为阴性'说明

使用本研究建立的
)

种致泻大肠埃希氏菌的检测方法特

异性强(大肠杆菌
P#)+

$

T+

血清型是
/T/S

一种代表

菌株'其携带
/T/S

的毒力基因
/HCN

'表
*

显示
/HCN

基

因的检测结果为阳性'进一步验证了本方法的有效性和

特异性(

!;(

!

检测
(

种试剂盒的灵敏度试验

对不同浓度的
)

种致泻大肠杆菌进行检测'结果见

图
*

和表
(

'肠道致病大肠埃希氏菌#

/L/S

%的检测范围

为
#"

$

#

#"

!

S&e

*

1̂

'检测限
#"

!

S&e

*

1̂

&产志贺毒素

大肠埃希氏菌#

YA/S

%和肠道出血性大肠埃希氏菌

#

/T/S

%的检测范围为
#"

$

#

#"

!

S&e

*

1̂

'检 测 限

#"

!

S&e

*

1̂

&产肠毒素大肠埃希氏菌#

/U/S

%的检测范

围为
#"

$

#

#"

!

S&e

*

1̂

'检测限
#"

!

S&e

*

1̂

肠道致病

大肠埃希氏菌#

/A/S

%的检测范围为
#"

$

#

#"

!

S&e

*

1̂

'

检测限
#"

!

S&e

*

1̂

&肠道致病大肠埃希氏菌#

/M/S

%的

检测
#"

-

#

#"

(

S&e

*

1̂

'检测限
#"

(

S&e

*

1̂

'表明对

)

种致泻大肠埃希氏菌检测的灵敏度均较高(

!!

将不同浓度的菌液进行扩增'

(

种试剂盒的扩增曲线

见图
*

'当菌液浓度
#

#"S&e

*

1̂

时'

/HCN

+

)

AM

J

+

H?7

#

+

&

M

',

和
&0F-

基 因 均 无 扩 增 曲 线&当 菌 液 浓 度
#

#"

!

S&e

*

1̂

时'

'

11

;

基因无扩增曲线&当菌液浓度
#

#"

*

S&e

*

1̂

时'

'H?"

和
M

&C

也无扩增曲线'表示此时的

菌液浓度已超出了方法的检出限(因此'

/HCN

+

)

AM

J

+

H?7

#

+

&

M

',

和
&0F-

基因的检出限是
#"S&e

*

1̂

&

'

11

;

基因的检出限是
#"

!

S&e

*

1̂

&

'H?"

和
M

&C

基因的检出限

是
#"

*

S&e

*

1̂

&而
H?7

!

"

+

&

M

',

和
H?:)

基因'菌液浓

度
#

#"

!

S&e

*

1̂

时还可观察到扩增曲线'且线形较好

#见表
(

%(

!;)

!

(

种试剂盒与普通
LS@

法的试剂盒比对试验

根据
h.(+-,;$

)

!"#$

标准使用多重普通
LS@

检测

!)

"

]E4;*)

#

VE;)

王芳妹等!

)

种致泻大肠埃希氏菌实时荧光定量
LS@

快速检测技术



图
!

!

)

种致泻大肠埃希氏菌携带毒力基因的扩增图谱

&3

9

8I<!

!

M1

H

43G3>2C3E6EGF3I84<6><

9

<6<B36C7<G3F<BCI236BEG=32II7<2

9

<63>-HC./G&C.&'C*E&

表
*

!

各标准储备菌株毒力基因检测结果g

A2J4<*

!

M

H

43G

D

C7<I<B84CBEG<2>7BC26=2I=I<B<IF<BCI236

菌株名称
/HCN )

AM

J

H?7

#

H?7

!

"

&

M

', &0F- E? H?:' H?:) 'H?" '

11

;

M

&C

/L/S o o N N N N N N N N N N

YA/S o N o o N N N N N N N N

/T/S o N o o N N N N N N N N

/U/S N N N N o o N N N N N N

/A/S N N N N N N o o o N N N

/M/S N N N N N N N N N o o o

大 肠 埃 希 氏

P#)+

$

T+

o N N N N N N N N N N N

沙门氏菌
N N N N N N N N N N N N

副溶血性弧菌
N N N N N N N N N N N N

单增李斯特氏菌
N N N N N N N N N N N N

阪崎肠杆菌
N N N N N N N N N N N N

!

g

!

!

o

"表示扩增出曲线&!

N

"表示没有扩增出曲线(

")
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图
*

!

(

个试剂盒在不同菌液浓度下的扩增图谱

&3

9

8I<*

!

&E8I21

H

43G3>2C3E6K3CB5<I<8B<=CE2624

D

j<C7<21

H

43G3>2C3E6B

H

<>CI22C=3GG<I<6C>E6><6CI2C3E6B

表
(

!

毒力基因在不同菌液浓度下的
+?

值

A2J4<(

!

+?F248<BEGF3I84<6><

9

<6<B2C=3GG<I<6C>E6><6CI2C3E6BEGJ2>C<I324G483=

浓度*#

S&e

.

1̂

N#

%

/HCN )

AM

J

H?7

#

H?7

!

"

&

M

', &0F-

#"

-

* * * * * *

#"

+

* *

#-;)̀ ";(( #-;#̀ ";#+

* *

#"

$

#$;*̀ ";!" #+;$̀ ";*$ !!;#̀ ";)$ !#;(̀ ";+! #$;,̀ ";#+ #,;#̀ ";)*

#"

)

#,;#̀ ";($ !";(̀ ";+" !);$̀ ";,$ !(;,̀ ";)* !";!̀ ";#" !!;*̀ ";((

#"

(

!!;-̀ ";$! !(;!̀ ";+- !,;)̀ ";)* !,;"̀ ";)$ !*;+̀ ";(( !$;$̀ ";#+

#"

*

!$;$̀ ";*" !,;)̀ ";)* *!;(̀ ";$! *";*̀ ";!$ !$;+̀ ";($ !,;+̀ ";+!

#"

!

*#;#̀ ";+! **;#̀ ";)$ *);-̀ ";-, *(;#̀ ";*$ !,;,̀ ";,$ *(;)̀ ";!$

#"

* * *

*);)̀ ";$# *!;$̀ ";*$

*

浓度*#

S&e

.

1̂

N#

%

E? H?:' H?:) 'H?" '

11

;

M

&C

#"

-

* * *

#$;(̀ ";#" #,;(̀ ";#+ #+;+̀ ";#+

#"

+

* * *

#,;(̀ ";!$ !!;-̀ ";!$ !#;"̀ ";$#

#"

$

#-;+̀ ";*) #$;-̀ ";-+ #$;$̀ ";!$ !(;)̀ ";$$ !(;"̀ ";)$ !);!̀ ";!$

#"

)

!#;+̀ ";*) !";"̀ ";(" #,;)̀ ";*) !,;#̀ ";#+ !$;,̀ ";$, !,;#̀ ";!"

#"

(

!);"̀ ";!$ !*;$̀ ";)* !*;!̀ ";!$ *!;$̀ ";#+ !-;#̀ ";)" *!;*̀ ";#+

#"

*

!,;#̀ ";#+ !+;(̀ ";$# !$;$̀ ";#+

*

*!;(̀ ";)!

*

#"

!

*!;#̀ ";*) *#;)̀ ";*$ *#;#̀ ";*"

* * *

#"

* *

*);#̀ ";#+

* * *

#)

"

]E4;*)

#

VE;)

王芳妹等!

)
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试剂盒对
)

种致泻大肠埃希氏菌致病菌进行检测'结果

均为阳性#图
(

%'说明本研究建立的方法检测结果与
h.

(+-,;$

)

!"#$

标准中多重普通
LS@

检测的结果一致(

根据
h.(+-,;$

)

!"#$

标准使用多重普通
LS@

检测试剂

盒将
)

种致泻大肠埃希氏菌致病菌的所有毒力基因电泳

跑胶出相应的
'VM

条带#见图
(

%'在整个过程中耗时较

长+操作较繁琐'也进一步验证了设计的
(

种试剂盒毒力

基因的扩增结果与多重普通
LS@

检测试剂盒相一致(

!;$

!

对污染较严重和人工污染样品进行检测

对抽查和委托检验的肉类+奶的样品'以及动物腹泻

物和人工污染样品等
("

份样品用人工合成的
(

种试剂

盒法和商品化的多重普通
LS@

检测试剂盒分别进行检

测'结果显示
!

种方法的结果相一致'进一步表明建立的

图
(

!

)

种致泻大肠埃希氏菌多重普通
LS@

检测试剂盒图谱

&3

9

8I<(

!

R84C3

H

4<>E11E6LS@=<C<>C3E6K3CB5<I<8B<=CE

=<C<>CG3F<BCI236BEG=32II7<2

9

<63>-HC./G&C.&'C*E&

表
)

!

不同的方法对样品的检测结果

A2J4<)

!

A<BCI<B84CBEGB21

H

4<B362=3GG<I<6C52

D

样品种类 样品数
(

种试剂盒#探针法%

阳性 阴性

h.(+-,;$

)

!"#$

#普通
LS@

%

阳性 阴性

猪肉
!!!

#" " #" " #"

牛奶
!!!

#" " #" " #"

动物排泄物
#" # , # ,

人工污染
!

#" #" " #" "

(

种试剂盒方法操作简便+特异性强+灵敏度高'具有良好

的实用性(

*

!

结论
本研究采用

A2

i

R26

探针技术的多重
LS@

技术'针

对
)

种致泻大肠埃希氏菌的保守序列'设计并合成了相

关
#!

对特异性的毒力基因的引物与荧光探针'根据设计

的条件和原理建立了
(

种
LS@

扩增试剂盒'采用四色荧

光
LS@

技术在全封闭的扩增体系中对
)

种致泻大肠埃希

氏菌检测'其中
#

号试剂盒包括
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与
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两种菌'
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号试剂盒包括
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&

*

号试剂盒包括
/A/S

&

(

号试剂

盒包括
/M/S

(

(

种试剂盒不仅可以单独检测
#

种致泻

大肠埃希氏菌'也可以同时检测
)

种致泻大肠埃希氏菌'

检测的灵敏度最高达到
#"S&e
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1̂

'检测范围达到
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S&e
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1̂

'说明该方法有较高的灵敏度&使用本

研究建立的检测方法对常见食源性致病菌进行检测'结

果显示常见的食源性致病菌均检测为阴性'无扩增曲线'

只有
)

种致泻大肠埃希氏菌和大肠埃希氏
P#)+

$

T+

有

扩增曲线'说明使用本研究建立的检测方法有较强的特

异性&对抽查和委托检验的
("

份样品用该方法和商品化

的多重普通
LS@

检测试剂盒分别进行检测'结果显示

!

种方法的结果相一致'进一步表明该方法具有较高的准

确度&并且可以降低检测成本'减轻工作量'避免致癌物

给工作人员带来的危害(

本研究克服了以往常规检测中选择性分离+生化鉴

定和血清学鉴定中的试验周期耗时较长+操作较繁琐+人

为因素干扰等造成检测结果不确定和漏检的缺点&也克

服了使用普通
LS@

中配制扩增体系繁多+跑凝胶电泳+

操作较繁琐和引物特异性不高等缺点&

5&B"

基因为大肠

埃希氏菌特异性基因,
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-

'可以作为初筛去除很多不含大

肠埃希氏的样品(但是在使用
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种试剂盒研究其特异性

时'选取的食源性致病菌种类较少'涉及的菌种数量面不

够广泛&使用
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种试剂盒对污染较严重和人工污染样品

进行检测时'对检测的样品量不够'还需再多的搜集相关

样品进行检测来验证
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种试剂盒的准确性'拓展它们的

实用性&在多重反应中对每对引物和探针的浓度比列会

对灵敏度产生影响'系统地优化反应体系'可以在增菌液

中目的菌不多或者提取的核酸模板量不多的情况下'也

可以很准确地检测出来'从而提高阳性检出率,
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供反式脂肪含量的信息'但动物源性脂肪中天然存

在的反式脂肪除外'其含量超过
!

9

*

#""

9

(

#来源$

7CC

H

$**

6<5B;GEE=12C<;6<C

%

%)

"

]E4;*)

#

VE;)

王芳妹等!

)

种致泻大肠埃希氏菌实时荧光定量
LS@

快速检测技术


