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多重实时
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初筛方法的建立
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摘要!以实验室
#$

株种属关系较近的菌株进行特异性评

价#通过溶解曲线
J

I

值对扩增产物进行分析表明#该方

法具有高特异性#可同时检出
?

种致泻性大肠杆菌
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"的相关毒力基因%粪便模拟样本试验表明#其敏

感性达
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%建立的多重实时
=CX

检测

方法适用于
?

种致泻性大肠杆菌的初步筛选%
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年%食源性疾病的发病率明显增加%已成为全

球主要的公共问题之一*

#
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%而腹泻病占全球食源性疾病
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以上*
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&大肠杆菌为主要致病性细菌之一*
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%根据

致病机制及临床表现%常见的致腹泻大肠杆菌有
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传统的病菌检测方法操作复杂)耗时长$免疫学检测

方法灵敏性不足%易造成假阴性&由于多重实时
RY_X

ZEFFG=CX

由多种不同引物混合%很难克服多种引物间

的相互干扰及引物二聚体的形成%使得反应体系扩增效

率不均衡%稳定性差%造成结果不准确&而
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系统%

即相同标签辅助无引物二聚体系统!
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%是为了消除和减少引物

二聚体的产生而设计的试验方法%以此提高检测结果的

特异性*
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试验拟通过
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系统设计一种同源加尾引物在

一管内能够同时检测
?

种大肠杆菌%可有效减少反应中

二聚体及非特异性扩增的出现%且检测结果准确性高的

方法&
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材料与方法
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细菌培养
!

将甘油保存的菌株%划线于
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培养

基上%
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过夜培养%然后挑取单菌落%接种于
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培养基中%
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模板制备
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取
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无水乙醇振荡混匀$将细菌培养液离心所得溶液及絮状

沉淀加入吸附柱中%离心%倒掉废液$向吸附柱中加入
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%离心%倒掉废液$向吸附柱中加入
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%离心%倒掉废液%吸附柱
C_%

放入收集管中$将吸附

柱置于室温放置数分钟$将吸附柱
C_%

转入干净离心管

中%向吸附膜滴加
#""

%

DJ,

%离心%将溶液收集到离心管

中%利用
>GN/3E9

4

FGiLM/3%

荧光计进行浓度测定%然后稀

释冻存备用&
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单重实时
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的建立
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最终反应体系和反应程

序"单重实时
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循环参数为
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个循环$溶解曲线温度
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隔
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?1

读数&
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多重实时
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建立
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反应体系见表
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%为了证明加

尾系统能有效减少二聚体和非特异性扩增%同时利用普通

引物进行扩增%反应体系见表
@

%两种扩增程序同
#7!7%

%琼

脂糖凝胶电泳对比扩增产物&考虑到实际疫情爆发时%样

本中通常只有一种病原%而同一反应体系中出现多种扩增

靶序列时%溶解曲线表现为多个连续的波峰%不利于结果

判断%故每种反应体系只加入一种菌株
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模板&
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多重
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的特异性
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对实验室保存的
#$

株种属

关系较近的菌进行检测%
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评价其特异性&
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多重实时
=CX

的重复性)稳定性
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粪便模拟样本检测
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#菌株的培养"将甘油保存的菌株%划线于营养肉

汤琼脂培养基上%

%$\
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#样本检测"用
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本
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中多重荧光定量
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反应体系及

反应程序进行模拟标本的检测&
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数据处理
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结果与分析
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加尾引物单重荧光
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的建立

由图
#

可知%扩增产物目的条带单一%与预期大小一

致$荧光曲线图呈现典型的-

R

.型曲线%溶解曲线单一峰%

无非特异扩增&
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多重实时
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的建立
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普通引物
!

由图
!

!
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#可知%普通引物具有良好扩

增效率$图
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中
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泳道出现两条带%其中一条为目的片段%另一条

为
#""M

:

左右的非目的片段$上述结果均表明普通引物

产生了非特异性扩增&

!7!7!

!

加尾引物
!

由图
%

可知%加尾引物具有良好的扩

增效率%

@

对引物溶解曲线具有单一溶解峰%阴性对照无

非特异性扩增和二聚体的产生%琼脂糖凝胶电泳进一步

证实了加尾引物可有效减少二聚体&

对比图
!

)

%

可知%在多重荧光定量
=CX

体系中%加尾

引物的特异性高于普通引物&

!7%

!

多重实时
=CX

的特异性

由表
?

可知%

#

株
,=,C

)

!

株
,;,C

)

#

株
,>,C

)

#

株

,J,C

)

#

株
,O,C

及
#

株志贺氏菌呈现阳性结果%其余

($

安全与检测
ROV,JY W>BR=,CJ><B

总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



S7!"""M

:

S.EAFE

!

O7,O,C

!

3

88

G

#

!

_7,;,C

!

&3&

#

!

C7,=,C

!

&3&

#

!

&7,J,C

!

5J

#

!

,7,>,C

!

'

E

3-

#

!

V7

阴性对照

图
#

!

单重
=CX

扩增曲线及琼脂糖凝胶电泳图

V/

4

LEF#

!

R/G

4

0F=CXI0L9EF18FG8F8LENF.GH.

4

.E91F

4

F0F0F83E9

:

K9EF1/1

S7!"""M

:

S.EAFE

!

O7,O,C

!

3

88

G

#

!

_7,;,C

!

&3&

#

!

C7,=,C

!

&3&

#

!

&7,J,C

!

5J

#

!

,7,>,C

!

'

E

3-

#

!

V7

阴性对照

图
!

!

普通引物多重实时
=CX

扩增曲线及电泳图

V/

4

LEF!

!

SL03/

:

0F2EF.0'3/-F=CXI0L9EF18FG8F8LENF1.GH.

4

.E91F

4

F0F0F83E9

:

K9EF1/19I89--9G

:

E/-FE

S7!"""M

:

S.EAFE

!

O7,O,C

!

3

88

G

#

!

_7,;,C

!

&3&

#

!

C7,=,C

!

&3&

#

!

&7,J,C

!

5J

#

!

,7,>,C

!

'

E

3-

#

!

V7

阴性对照

图
%

!

加尾引物多重实时
=CX

扩增曲线及电泳图

V/

4

LEF%

!

SL03/

:

0F2EF.0'3/-F=CXI0L9EF18FG8F8LENF1.GH.

4

.E91F

4

F0F0F83E9

:

K9EF1/19I3./0

:

E/-FE

均为阴性&

&L33.1

等*

#%

+研究表明%

&3&

引物既能扩增
,;,C

也

能扩增
,=,C

&志贺氏菌与
,>,C

具有类似的基因组特

征和临床表现%研究*

#%

+发现几乎所有引物未能区分志贺

氏菌与肠侵袭性大肠杆菌&

'

E

3-

引物为
,>,C

与志贺

氏菌群所共有引物%试验中针对
,>,C

的
'

E

3-

引物也能

扩增志贺氏菌%在实际检测中可能无法区分这两种细菌&

!7@

!

多重实时
=CX

的重复性%稳定性

由图
@

可知%每种大肠杆菌扩增曲线与溶解曲线基

本一致%而表
(

中%

?

种大肠杆菌
,?

$

?Q

%表明其具有良

好的重复性与稳定性&

!7?

!

粪便模拟样本检测

由图
?

可知%

,O,C

)

,;,C

)

,=,C

)

,J,C

)

,>,C

检

测灵敏度分别为
#"

?

%

#"

?

%

#"

(

%

#"

@

%

#"

?

CVU

(

-D

%试验建

立的多重
=CX

敏感性为
#"

?

CVU

(

-D

左右&由于体系

中有多条引物存在%可能影响试验的敏感性%而模拟样本

较复杂%含有粪便中的各种
&BO

模板&而在腹泻粪便样

本中往往需进一步增菌培养%菌液浓度远高于试验方法

检测的最低限%对检测结果无影响&此外试验方法检测

的特异性不受复杂样本影响%可保证结果的正确性&

)$

"

[907%?

"

B97#"

钟宜科等!基于
;OB&

系统
?

种致腹泻大肠杆菌多重实时
=CX

初筛方法的建立



表
?

!

多重实时
=CX

菌株的测定h

J.M0F?

!

&F3FE-/G.3/9G9I-L03/

:

0F2EF.0'3/-F=CX13E./G1

菌株
每对引物

=CX

结果

5J &3& '

E

3- 3

88

G

,=,C

'

m

' '

,;,C

'

m

' '

,>,C

' '

m

'

福氏志贺氏菌 ' '

m

'

,O,C

' ' '

m

肠炎沙门氏菌 ' ' ' '

鼠伤寒沙门氏菌 ' ' ' '

,J,C m

' ' '

副溶血弧菌 ' ' ' '

,;,C

'

m

' '

结肠弯曲菌 ' ' ' '

金黄色葡萄球菌 ' ' ' '

类志贺邻单胞菌 ' ' ' '

霍乱弧菌 ' ' ' '

假结核耶尔森菌 ' ' ' '

小肠结肠炎耶尔森菌 ' ' ' '

副溶血弧菌 ' ' ' '

!

h

!

-'.为阴性结果$-

m

.为阳性结果&

O7,O,C

!

3

88

G

#$

_7,;,C

!

&3&

#$

C7,=,C

!

&3&

#$

&7,J,C

!

5J

#$

,7,>,C

!

'

E

3-

#$

V7

阴性对照

图
@

!

?

种大肠杆菌多重实时
=CX

重复性扩增曲线

V/

4

LEF@

!

XF

:

E9HL8/M0F.-

:

0/I/8.3/9G8LENF1.GHH/1190L'

3/9G8LENF19I-L/

:

0F2EF.0'3/-F=CXI9EI/NF

A/GH19I.A>0&='>0'3>49'

图
?

!

?

种大肠杆菌模拟样本敏感性

V/

4

LEF?

!

RFG1/3/N/3

6

9II/NF1/-L0.3FH1.-

:

0F19I.A>0&='>0'3>49'

表
(

!

?

种大肠杆菌多重实时
=CX

的重复性%稳定性

J.M0F(

!

XF

:

F.3.M/0/3

6

.GH13.M/0/3

6

9II/NF.A>0&='>0'3>49'-L03/

:

0F2EF.0'3/-F=CX

菌株
,? ,F

(

Q

菌株
,? ,F

(

Q

,O,C #"7??+e"7#*("?# ! ,J,C #"7$*#e"7#*+?($ !

,;,C #?7@*!e"7!!@@*# # ,>,C +7@"(e"7#@**@$ !

,=,C #(7?%%e"7@!@%%( %

*%

安全与检测
ROV,JY W>BR=,CJ><B

总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



%

!

结论
将

;OB&

系统与多重实时
=CX

结合%建立了一种在

单管内能同时检测
?

种致泻性大肠杆菌的快速检测方

法%敏感性为
#"

@

#

#"

(

CVU

(

-D

&相比于常规多重实时

=CX

检测%该方法明显降低了非特异性扩增%具有更高的

特异性&试验克服了核酸检测中特异性的问题%避免了

假阳性的产生%提高了检测的准确性%满足对致泻性大肠

杆菌的初步筛选&但试验方法的敏感性较低%后续可通

过增加检测循环数和筛选更优引物以提高检测限&
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美国修订氟啶虫胺腈在大米和鳄梨中的残留限量

!!

据美国联邦公报消息%

!"#*

年
#"

月
!?

日%美国环保署发布
!"#*'!%%+@

号条例%修订氟啶虫胺腈!

1L0I92.I09E

#

在大米和鳄梨中的残留限量&

美国环保署就氟啶虫胺腈毒理性)致癌性等方面进行了风险评估%最终得出结论认为%以下残留限量是安

全的&

商品
=.E31
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FE-/00/9G

!
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4

(

A

4

#

鳄梨
"7#?

大米!谷物#

?7""

大米!带壳#

#?7""

!!

据了解本规定于
!"#*

年
#"

月
!?

日起生效%反对或听证要求需在
!"#*

年
#!

月
!@

日前提交&
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系统
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种致腹泻大肠杆菌多重实时
=CX

初筛方法的建立


