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摘要：通过设计简并引物建立一种ＰＣＲ技术同步快速检测

金黄色葡萄球菌肠毒素Ａ和Ｂ基因的方法。根据金黄色葡

萄球菌肠毒素Ａ、Ｂ基因编码序列，设计一对特异性简并引

物ＳＥＡＢ来扩增靶基因片段，长度分别为１０５ｂｐ和１３５ｂｐ，

通过对金黄色葡萄球菌肠毒素Ａ、Ｂ菌株和４株对照菌株进

行ＰＣＲ检测，评价该引物的特异性；对金黄色葡萄球菌肠毒

素Ｂ的ＤＮＡ系列１０倍稀释，对其灵敏性进行ＰＣＲ检测。

结果显示，金黄色葡萄球菌肠毒素Ａ和Ｂ菌株的ＤＮＡ检测

结果呈阳性，４株对照菌株的检测结果呈阴性，通过基因测

序证实了ＰＣＲ产物的特异性，ＳＥＢ的ＤＮＡ最低检测浓度为

３．５８ｎｇ，整个检测过程不超过２０ｈ。建立了一个特异、快速

灵敏的在同一条件下，金黄色葡萄球菌肠毒素 Ａ、Ｂ基因的

ＰＣＲ检测方法。

关键词：ＰＣＲ；金黄色葡萄球菌；肠毒素；Ａ、Ｂ基因
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　　金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＳＡ），是目前最

常见的能够引起细菌性食物中毒的病原体之一，该菌产生葡

萄球菌肠毒素（ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｓ，ＳＥｓ）是引起食物

中毒的主要原因。根据血清学特性，ＳＥｓ可分为５型（ＳＥＡ、

ＳＥＢ、ＳＥＣ、ＳＥＤ、ＳＥＥ），这五类称为经典肠毒素，也是全球食

物中毒中最常见的血清型［１，２］，其中引起的食物中毒最多的

是Ａ和Ｄ型，Ｂ和Ｃ型次之。

　　目前检测金黄色葡萄球菌肠毒素的主要方法是免疫学

方法，其特异性和灵敏度较差，已不能满足食物中毒等公共

安全事件检测的需要［３］。但随着ＰＣＲ技术的完善，应用该

技术检测金黄色葡萄球菌肠毒素的报道［４－６］越来越多。顾

琳等［７］使用ＰＣＲ技术检测出食品中金黄色葡萄球菌肠毒素

Ａ、Ｂ、Ｇ等，其中ＳＥＡ的检出率最高为７７．２７％。Ｍｅｈｒｏｔｒａ

等［８］使用多重ＰＣＲ技术检测金黄色葡萄球菌肠毒素 Ａ、Ｂ、

Ｃ、Ｄ、Ｅ的基因，比用单一引物更具特异性和有效性。而简并

引物有比特异引物有更高的适应性［９］，以及较宽的检测范

围，这对提高检测效率和降低检测成本更为有利。本研究拟

利用ＳＥＡ与ＳＥＢ之间具有同源性的特点，自行设计简并引

物ＳＥＡＢ，在同一台ＰＣＲ仪、同一ＰＣＲ条件下，建立同时检

测ＳＥＡ、ＳＥＢ的方法，不仅能够克服酶联免疫法检测时间长

的问题，还可提高ＰＣＲ技术的检测效率，降低检测成本，对

于快速诊断是否是由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒事件

具有重要意义。

１　材料与方法
１．１　材料

１．１．１　仪器

　　ＰＣＲ仪：ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ２４００型，美国ＰＥ公司；

　　电泳仪：ＰＡＣ３００型，伯乐生命医学产品（上海）有限

公司；

　　天能凝胶成像仪：ＴａｎｏｎＧＩＳ２０１０型，上海天能科技有

限公司；

　　离心机：２Ｋ１５型，美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．１．２　试剂

　　乙二胺四乙酸、十二烷基硫酸钠、无水乙醇、苯酚、三氯

９５



甲烷、异戊醇：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

　　胞壁质酶：超纯，１０ｋＵ／ｍｇ，美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　核糖核酸酶Ａ：≥５０ｋＵ／ｍｇ，美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　琼脂糖：优级纯，ＳｐａｉｎＡｇａｒｏｓｅ香港基因公司；

　　ｄＮＴＰｓ、ＰＣＲ染料、ＤＮＡＭａｒｋｅｒＢ：超纯，北京赛百盛基

因技术公司；

　　ＴａｑＤＮＡ聚合酶：５Ｕ／μＬ，北京赛百盛基因技术公司；

　　ＰＣＲ产物回收试剂盒（离心柱型）、新型ｐＵＭＴ快速克

隆试剂盒：北京百泰克生物技术有限公司。

１．１．３　菌种

　　金黄色葡萄球菌肠毒素ＳＥＡ（ＡＴＣＣ１３５６５）、金黄色葡

萄球菌肠毒素ＳＥＢ（ＡＴＣＣ１４４５８）：中国药品生物制品检定

所菌种保藏中心；

　　金黄色葡萄球菌（ＣＧＭＣＣ１．０１２８）、大肠杆菌（ＣＧＭ

ＣＣ１．１３６９）、沙门氏菌（ＣＧＭＣＣ１．１５５２）、表皮葡萄球菌（ＣＧ

ＭＣＣ１．２４２９）：中国普通微生物菌种保藏管理中心。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ模板提取　挑取金黄色葡萄球菌肠毒素ＳＥＡ和

ＳＥＢ的菌落，分别接种于１０ｍＬ营养肉汤中，放置与３７℃生

化培养箱内培养１２ｈ后，培养基中有大量菌体增殖，分别离心

收集菌体，提取基因组ＤＮＡ
［３，１０］，于－２０℃保存备用。

１．２．２　扩增引物设计　依据ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／上发布的ＳＥＡ和ＳＥＢ的基因编码序列，利用生物软件

ＣｌｕｓｔａｌＷ与Ｐｒｉｍｅｒ５．０，设计检测金黄色葡萄球菌肠毒素Ａ

和Ｂ的简并引物ＳＥＡＢ（见表１），简并引物ＳＥＡＢ在ＳＥＡ和

ＳＥＢ上的相应位置分别为５６６～６７０，３３８～４７２，扩增产物长

度分别为１０５，１３５ｂｐ。

表１　引物ＳＥＡＢ的序列

Ｔａｂｌｅ１ＰｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＳＥＡＢ

引物名称 引物序列（５′－３′）

ＳＥＡＢＦ ＴＧＡＴＡＡＡＴＡＹＡＡＡＧＲＫＡＡＡＷＡＭＧＴＡＧ

ＳＥＡＢＲ ＧＴＴＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴＡＣＡＴＲＣＡＡＧ

１．２．３　配制ＰＣＲ反应体系　ＰＣＲ技术检测金黄色葡萄球

菌肠毒素ＳＥＡ和ＳＥＢ的反应体系为２０μＬ：模板１μＬ、上下

游引物各０．５μＬ（２５μｍｏｌ／Ｌ）、１０×扩增反应缓冲液２μＬ、

ＰＣＲ染料２μＬ、ｄＮＴＰｓ０．５μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，其

余为无菌超纯水。离心混匀后置ＰＣＲ仪上进行扩增反应，

循环参数设置：预变性９５℃３ｍｉｎ，变性９５℃３０ｓ→退火

５１℃３０ｓ→延伸７２℃１ｍｉｎ，循环数为３０，最后７２℃延伸

１０ｍｉｎ。从上述反应体系中吸取１０μＬ，用于电泳检测。

１．２．４　克隆及测序　吸取ＰＣＲ扩增后反应体系１００μＬ，按

ＰＣＲ产物回收试剂盒的说明书操作。菌液抽提阳性质粒，送

至天根科技公司进行测序。

１．２．５　特异性分析　利用上述 ＰＣＲ检测方法同时扩增

ＳＥＡ菌株、ＳＥＢ菌株和对照菌株的金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌、沙门氏菌、表皮葡萄球菌基因组 ＤＮＡ，然后电泳检测

ＰＣＲ扩增产物，判定简并引物的特异性。

１．２．６　灵敏度分析　将提取的模板ＤＮＡ进行适量稀释，再

使用紫外分光光度计测定２６０ｎｍ波长下的犗犇值，按式（１）

计算其浓度。然后将其按照１０倍系列进行逐步稀释至

１０－５，以此为模板进行ＰＣＲ检测，以分析简并引物ＳＥＡＢ检

测ＳＥＢ的ＤＮＡ灵敏度。

　　犮＝犗犇２６０×犿×狀 （１）

　　式中：

　　犮———ＤＮＡ浓度，μｇ／ｍＬ；

　　犿———５０μｇ／ｍＬ，犗犇２６０ ＝１ 时 ｄｓＤＮＡ 浓 度 约 为

５０μｇ／ｍＬ；

　　狀———模板稀释倍数。

２　结果与分析
２．１　测序结果

　　将测序的结果在ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ上与ＧｅｎＢａｎｋ中核苷酸

序列进行比对分析，结果发现与 ＧｅｎＢａｎｋ上发布的ＳＥＡ和

ＳＥＢ基因序列的同源性均达到９９％（见图１、２），证明了扩增

的目的产物分别为ＳＥＡ、ＳＥＢ基因。

图１　ＳＥＡ的Ｂｌａｓｔ比对结果

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＢｌａｓｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＥＡ

图２　ＳＥＢ的Ｂｌａｓｔ比对结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＢｌａｓｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＥＢ

０６
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２．２　简并引物ＳＥＡＢ特异性分析

　　在同一个反应体系中分别加入ＳＥＡ、ＳＥＢ菌的ＤＮＡ模

板１μＬ，无菌超纯水１２μＬ，其余用量与反应条件均同

１．２．３，电泳检测的结果见图３、４。由图３、４可知，ＰＣＲ反应

分别扩增出ＳＥＡ和ＳＥＢ菌的目的基因片段，而对照组未出

现特异性片段，显示出良好的特异性，且整个检测过程不超

过２０ｈ，说明简并引物ＳＥＡＢ可以在同一个反应体系与反应

条件下同步检测产ＳＥＡ和ＳＥＢ的金黄色葡萄球菌。

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＢ　１．ＳＥＡ、ＳＥＢ在同一ＰＣＲ反应管中扩增的结果

图３　ＳＥＡ、ＳＥＢ在同一个ＰＣＲ反应管中反应的电泳分析图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＥＡａｎｄＳＥＢｉｎ

ｔｈｅｓａｍｅＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｔｕｂｅ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＢ　１、８．金黄色葡萄球菌ＳＥＡ　２、９．金黄色葡萄

球菌ＳＥＢ　３．阴性对照　４．金黄色葡萄球菌　５．表皮葡萄球菌

　６．大肠杆菌　７．沙门氏菌

图４　简并引物ＳＥＡＢ特异性的琼脂糖凝胶电泳分析图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆＳＥＡＢ

ｗｉｔｈｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒｓ

２．３　简并引物ＳＥＡＢ灵敏性分析

　　紫外分光光度计分别测定ＳＥＢ的ＤＮＡ模板的犗犇２６０＝

０．７１６０，得出ＤＮＡ含量为３５８ｎｇ／μＬ，分别吸取各稀释倍数

的ＤＮＡ模板１μＬ，进行ＰＣＲ检测，结果见图５。由图５可

知，ＤＮＡ灵敏度为３．５８ｎｇ。

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＢ　１、２．３５８ｎｇ　３、４．３５．８ｎｇ　５、６．３．５８ｎｇ　

７、８．３５８ｐｇ　９、１０．３５．８ｐｇ

图５　简并引物ＳＥＡＢ灵敏性的琼脂糖凝胶电泳分析图

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＳＥＡＢ

ｗｉｔｈｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒｓ

３　结论
　　本研究通过对ＳＥＡ、ＳＥＢ设计简并引物ＳＥＡＢ建立了能

够准确地扩增目的基因的ＰＣＲ方法，即一次ＰＣＲ反应可同

时扩增两个靶基因，表现出了良好的特异性，能够有效区分

其它引起食物中毒的病原菌，ＳＥＢ的ＤＮＡ最低检测浓度为

３．５８ｎｇ，整个检测过程不超过２０ｈ，不但节省了检测时间，

降低了检测成本，减少了漏检的可能性，而且为金黄色葡萄

球菌肠毒素ＳＥＡ和ＳＥＢ菌引起的食物中毒事件快速筛查，

以及流行病学研究提供了一种快速准确的检测方法。

　　在ＰＣＲ反应中，若简并引物的简并度过高，ＰＣＲ扩增产

物的扩增效率和特异性较差，会严重影响目的片段的分离，

应适当增加引物的浓度和调整退火温度，才能获得理想的检

测效果［１１］。而本研究设计的简并引物的简并度较低为３２，

不增加引物浓度或降低退火温度同样可获得较好的扩增结

果。此外也应注意，在设计简并引物时，由于简并度的增加，

ＰＣＲ的特异性会下降，可能会造成假阳性结果。因此，探讨

如何降低简并引物的简并度，提高简并引物的ＰＣＲ扩增效

率和特异性对于成功应用简并引物ＰＣＲ法具有重要意义，

例如用脱氧次黄苷（ｄＩ）替代简并引物中的高简并位点，可大

幅度降低简并程度，显著提高扩增产物的特异性及扩增

效率。
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