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建立
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体系金黄色葡萄球菌肠毒素快速分型体系#应用于金黄色葡萄球菌食物中毒和

食品风险监测快速诊断+方法
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公布的金黄色葡萄球菌肠毒素
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基因的保守序列设计特异性引物#分

别建立
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体系+应用该系列体系检测
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株金黄色葡萄球菌野生株的肠毒素基因
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型+结果
!

建立的
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系列体系其
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灵敏度为
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#菌液灵敏度为
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0用以检测
%$<

株金黄色

葡萄球菌的肠毒素基因
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Z

型#携带一种基因型的为
<$&"$]

#同时携带两种以上毒素基因占
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+结论
!

建立的荧光
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反应体系快速%灵敏度高%特异性强#能应用于金黄色葡萄球菌肠毒素基因的准确分型#对食物中毒诊断和食品风险监测很有

意义+
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金黄色葡萄球菌是人类化脓感染中最常见的病原菌!可引

起局部化脓感染!也可引起肺炎)伪膜性肠炎甚至全身感染等

疾病*

%

+

"金黄色葡萄球菌也是造成人类食物中毒的常见致病

菌之一*

/

+

"在美国!大约每年超过
%$&<

万人发生金黄色葡萄

球菌食物中毒!其中约
%,<#

人住院!每年损失约
%<

亿美元"

在欧盟!

%''"

!

%''$

年共发生了
'/!

起报告的金黄色葡萄球

菌食物中毒!占食源性疾病的
.&<]

"日本的调查结果表明!

平均
"/&<]

的食品存在金黄色葡萄球菌的污染*

"-.

+

"近年来!

中国由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒事件在全国已占据第

四位*

<

+

"本市
/##/

!

/##,

年共发生
"<

起确诊由金黄色葡萄

球菌引起的食物中毒!食品污染物监测数据显示!平均有
<]

的食品存在金黄色葡萄球菌污染!而在散装熟食肉制品和豆制

品中!这一比例则高达
"#]

*

!
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"据中国食品污染物和食源性

疾病监测网
/##"

!

/##<

年数据显示!微生物食源性疾病由金

黄色葡萄球菌肠毒素引起的占第
.

位!其中以
0

型肠毒素引

起的食物中毒居多!

X

型次之!

2

型及
Y

型少见"目前!金黄色

葡萄球菌肠毒素的检测方法主要依靠免疫血清学方法!该技术

需要细菌培养和制备肠毒素!实验周期长!操作繁琐!使得免疫

血清学方法在食品卫生鉴定时受到限制"因此!研究快速)灵

敏)简便的金黄色葡萄球菌肠毒素检测和分型技术!对于由金

黄色葡萄球菌引起的食物中毒临床诊断和预防该菌引起的食

物中毒均有重要意义"本研究根据
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公布的金黄色葡

萄球菌肠毒素
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)
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)

Z

基因的保守序列设计特异性引物!

加入荧光染料!分别建立实时
J̀ X3-[E;;+

荧光
123

体系!并

确定体系的特异性及灵敏度"应用该系列
J̀ X3-[E;;+

荧光

123

体系检测
%$<

株食源性金黄色葡萄球菌临床分离的肠毒

素基因
0

!

Z

型!了解本市食物中毒和食品污染物中金黄色葡

萄球菌携带肠毒素基因情况"

?
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材料与方法
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材料
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菌株
!

临床分离金黄色葡萄球菌株共
%$<

株!其中食

品来源菌株
$%

株!来源于深圳市食品污染物监测网络!主要根

据年份和样品类别从菌种库中分层抽选!覆盖生鲜类)刺身类)

熟食类)豆制品等"食物中毒来源菌株
%#.

株!来源于深圳市

食物中毒监测网络!主要从患者肛拭子)粪便和剩余食品中分

离"实验用标准菌株#金黄色葡萄球菌%肠毒素
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型各一支&)甲型副伤寒沙门菌)乙型副伤寒沙门菌)丙型副伤

寒沙门菌)伤寒沙门菌)蜡样芽孢杆菌)弗劳地枸橼酸杆菌)肉

毒梭菌)产芽孢梭菌)产气肠杆菌)阴沟肠杆菌)大肠埃希菌)产

单核李斯特菌)奇异变形杆菌)普通变形杆菌)黏质沙雷菌)鲍

曼志贺菌)痢疾志贺菌)福氏志贺菌)宋内志贺菌)粪链球菌)乙

型溶血性链球菌)副熔血弧菌)霍乱弧菌)小肠结肠耶尔森菌

?&?&@

!

试剂
!

2R%%"<

脑心肉汤培养基%购自英国
PhPMY

公

司&)

J̀ X3-[E;;+

预混液购自宝生物工程%大连&有限公司)

13V

金黄色葡萄球菌确认平板%购自法国生物梅里埃公司&

?&?&A

!

仪器设备
!

荧光
123

扩增仪%美国
0XM

公司!型号#

,<##

&)电泳仪
)

电泳槽%美国
X)>-EC:

公司!型号#

fMYZ-RMTM-

JIX2ZY[HJ̀ J

&)电恒温培养箱%广东韶关科力仪器公司!型

号#

1̀ h-/$#<-0

&)台式离心机%德国贝克曼公司!型号#

JM[-

R0M-%"

&)超微量分光光度计%美国基因有限公司!型号#

TY-

%###

&

?&@

!

方法

?&@&?

!

菌株的分离和鉴定
!

所有分离的野生菌株都已按照国

标
[X

$

H.,$'&%#-/##$

进行检测!鉴定为金黄色葡萄球菌"

?&@&@

!

模板提取
!

取
%?G

菌液!以
$###E

$

?)+

离心
<?)+

!

弃上清(用
/##

"

G1XJ

将沉淀悬浮!加入
/#

"

G

蛋白酶
e

(加

入
/#

"

GXKLL;E0G

!混匀!

<!\

孵育
%#?)+

(加入
/##

"

G

无水

乙醇%

'$]

&!混匀(将混合液转移到
iM0C?

6

螺旋柱!置于
/

?G

收集管!以
$###E

$

?)+

离心
%?)+

!弃去含滤液的收集管(

iM0C?

6

螺旋柱再置于
/ ?G

收集管!加入
<##

"

GXKLL;E

0f%

!以
$###E

$

?)+

离心
% ?)+

!弃去含滤液的收集管(

iM0C?

6

螺旋柱再置于
/ ?G

收集管!加入
<##

"

GXKLL;E

0f/

!以
%.###E

$

?)+

离心
" ?)+

!弃去含滤液的收集管(

iM0C?

6

螺旋柱再置于
/?GZ1

管!加入
/##

"

GXKLL;E0Z

!

室温孵育
%?)+

!以
$###E

$

?)+

离心
%?)+

!

YT0

在
/?GZ1

管中"

?&@&A

!

J̀ X3-[E;;+

荧光
123

体系的建立

?&@&A&?

!

引物的设计
!

根据
[;+XC+9

公布的金黄色葡萄球

菌肠毒素
0

)

X

)

2

)

Y

)

Z

基因的保守序列进行比较分析!用

1E)?);E<&#

软件设计特异性引物"引物由宝生物工程%大连&

有限公司合成!见表
%

"

表
%

!!

引物及其序列

基因 引物 序列%

<O-"O

& 目的片段长度%

D

6

&

JZH-0 J;50-V [[0HH[HH0H[0H000H0H000[[[000[000 .%/

J;50-3 [HH0HH0H2HH00H2[HHH2H0H0H0HH2HH00H0[H d

JZH-X J;5X-V 0[00H000H020HHH0[2H[00[0H000H02[ </#

J;5X-3 H2[H00[00H2HH200H0002HH220H2H d

JZH-2 J;52-V 0[0[00[H0200HHH0[20000[0H[ "<!

J;52-3 00[[H[[020202HHHH2H0H2HH2 d

JZH-Y J;5Y-V HHH00H0H2H22HH02H0[HHH[[ ",$

J;5Y-3 200HH00H[2220220H00 /,$

JZH-Z J;5Z-Z HH0000200[2000H0[0H000[ /!,

J;5Z-3 H002HH022[H[[0222 %,$

!!

d

#无数据"

?&@&A&@

!

荧光
123

反应体系
!

反应总体积为
/#

"

G

!内含有

J̀ X31E;?)AZhHR

%

/̂

&

%#

"

G

(

1E)?;EV#&.

"

G

(

6

E;?;E3

#&.

"

G

(

3>A

%荧光染料&

#&.

"

G

(

YT0

模板
/

"

G

(加无菌水到

/#

"

G

"

?&@&A&A

!

荧光
123

反应条件
!

'<\"/*%8

B

8@;

%预变性&(

'<\<*

%变性&!

!#\".*

%退火&!

,/\%?)+

%延伸&!

.#8

B

-

8@;*

(

'<\%<*

!

!#\%?)+

!

'<\%<*

!

%8

B

8@;

%熔解曲线&"

?&@&A&C

!

特异性检测实验
!

抽提所列标准菌株的
YT0

!用建

立的
J̀ X3-[E;;+

荧光
123

体系分别进行肠毒素
0

)

X

)

2

)

Y

)

Z

基因的扩增"

?&@&A&E

!

灵敏度分析实验
!

%

%

&菌液灵敏度分析
<

种金黄色

葡萄球菌标准菌株分别增菌过夜后!对增菌液进行
%#

倍稀释!

共做
%#

个稀释度!然后依次取
%#

个稀释度的
%?G

菌液进行

实时荧光
123

反应!按
25

值小于或等于
""

且在
$%\

附近有

明显熔解曲线判为阳性!否则判为阴性"同时参照
[X

$

H.,$'&/-/##"

做细菌总数计数!首次出现阴性的反应管其对

应前一个稀释度即为该体系的菌液灵敏度"%

/

&

YT0

灵敏度

分析
<

种金黄色葡萄球菌标准菌株分别增菌过夜后!用试剂

盒对增菌液进行
YT0

抽提!用分光光度仪检测抽提液的
YT0

浓度!然后分别倍比稀释系列梯度进行荧光
123

检测!按
25

小于或等于
""

且在
$%\

附近有明显熔解曲线判为阳性!否则

判为阴性"首次出现阴性的反应管其对应前一个
YT0

浓度

即为该体系的
YT0

灵敏度"

?&@&A&P

!

J̀ X3-[E;;+

荧光
123

反应体系的应用
!

用所建立

J̀ X3-[E;;+

荧光
123

反应体系对本市
%$<

株菌株分别进行

金黄色葡萄球菌肠毒素基因
0

)

X

)

2

)

Y

)

Z

检测"

@

!

结
!!

果

@&?

!

特异性实验结果
!

金黄色葡萄球菌分型标准株均有相应

的阳性扩增!其他标准菌株均为阴性扩增!特异性为
%##]

!见

图
%

)

/

"

图
%

!!

金黄色葡萄球菌肠毒素
0

基因特异性实验结果图

@&@

!

灵敏度实验结果
!

见图
"

)

.

及表
/

"曲线从左往右依次

'
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为
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-<

)

%#

-!

)

%#

-,

)

%#

-$

)

%#

-'

)

%#

-%#

)阴参的曲线图"

图
/

!!

肠毒素
X

基因特异性实验结果图

图
"

!!

肠毒素
0

基因菌液灵敏度检测扩增曲线图

图
.

!!

肠毒素
0

基因灵敏度检测熔解曲线图

表
/

!!

<

种体系的菌液灵敏度和
YT0

灵敏度

体系名称
菌液灵敏度

%

2VI

$

?G

&

YT0

灵敏度

%

+

=

$

"

G

&

金黄色葡萄球菌肠毒素
0

体系
$% %&".

金黄色葡萄球菌肠毒素
X

体系
'! %&.%

金黄色葡萄球菌肠毒素
2

体系
.! /&<,

金黄色葡萄球菌肠毒素
Y

体系
<. /&,<

金黄色葡萄球菌肠毒素
Z

体系
!# /&$#

表
"

!!

%$<

株金黄色葡萄球菌肠毒素基因分布

肠毒素基因 阳性菌株%

'

& 携带率%

]

&

JZ0 $$ .,&<,

JZX %/ !&.'

续表
"

!!

%$<

株金黄色葡萄球菌肠毒素基因分布

肠毒素基因 阳性菌株%

'

& 携带率%

]

&

JZ2 %< $&%%

JZY " %&!/

JZZ # #&##

JZ0cJZX / %&#$

JZ0cJZ2 . /&%!

JZ0cJZY " %&!/

@&A

!

金黄色葡萄球菌肠毒素基因分布
!

上述体系优化成功

后!对
%$<

株金黄色葡萄球菌野生株分别进行
0

!

Z<

种肠毒

素基因检测"其中携带有任一种肠毒素基因的菌株
%#$

株!占

全部菌株的
<$&"$]

!详见表
"

"

A

!

讨
!!

论

现行的免疫学方法进行金黄色葡萄球菌的分型!不仅费

时!而且比较困难"一是因为金黄色葡萄球菌毒素的特异性抗

体难以制备!二是因为金黄色葡萄球菌毒素的表达在不同的条

件下差异很大!毒素基因不表达或表达低时检测不到*

,

+

"

123

的分型方法不仅快速)灵敏!而且不受毒素抗体制备和毒素基

因表达的限制*

$-%"

+

"

J̀ X3-[E;;+

是一种能特异性与双链
YT0

结合的新型荧

光染料!结合后能发出
<!#+?

波长的荧光"

123

反应完成

后!当体系温度从
!<\

逐渐升高!

123

产物逐渐解链!检测的

荧光值会逐步下降"当温度接近
H?

值时!双链
YT0

解链速

度急剧变化!熔解曲线会在该温度出现一个相应波峰"因此!

不仅可以根据熔解曲线波峰的多少和狭窄程度!确定是否有非

特异性
123

产物(还能根据波峰峰顶对应的温度是否与预期

H?

一致!进一步确定产物的特异性和灵敏度"

由于荧光
123

灵敏度高于传统检验方法!并将检测时间

由原来的至少
<:

缩短至
%:

!因此在检测样品中金黄色葡萄

球菌肠毒素时!可先用
J̀ X3-[E;;+

荧光
123

进行快速筛选!

以节省人力)物力!缩短检验时间"此法也可通过检测食品)患

者呕吐物和排泄物等!快速诊断金黄色葡萄球菌食物中毒"

从金黄色葡萄球菌在本市食品污染物和食物中毒中的分

布研究结果中发现!食品污染有
",&#.]

是由金黄色葡萄球菌

引起"在食物中毒中有
,<]

是由金黄色葡萄球菌导致或者由

金黄色葡萄球菌和其他引起食物中毒的病原均共同导致的"

可见!建立的
J̀ X3-[E;;+

荧光
123

可以用于食品污染物和

食物中毒的快速诊断!可为疾病的预防和治疗提供良好的

依据"
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性!精密度高"

本研究以
3C+:>A

公司胱抑素
2

质控血清设定值为靶值!

分析五个检测系统的偏倚"科华)景源)迈克)美康胱抑素
2

试剂检测结果与靶值的相对偏倚均在
2GM0O$$

规定允许误差

范围内!而利德曼试剂的低)中)高值的偏倚均大于允许偏倚"

分析其原因!可能与试剂的测定原理%利德曼试剂为胶体金颗

粒免疫比浊!另外四种试剂为免疫比浊&)标准赋值)参数设置

等有关"实验结果提示!各个试剂组成的检测系统测定结果并

不完全一致!与相关文献报道相似*

/

+

!是否可通过校正因子来

进行纠正!从而使检测结果在不同试剂组成的系统间达到一致

存在争议!也有待进一步的验证研究"

本实验五个厂家的试剂盒组成的检测系统截距)非线性)

漂移性均差异无统计学意义!说明各检测系统恒定误差小!检

测结果具有良好的线性范围!试剂稳定性好"科华)景源)美康

试剂盒的斜率无明显差异!说明试剂盒准确度高!不存在比例

误差"而利德曼)迈克试剂盒的斜率有明显差异!但迈克试剂

的偏倚在允许偏倚范围内!因此作者认为迈克试剂盒的准确度

临床还是可以接受的"

携带污染率是表示各标本之间的交叉污染的指标!常用来

检测仪器)试剂的互染率"对于一些检测范围较宽的项目!临

床上可能出现极高值!较小的携带污染率也可对低值标本产生

较大的影响*

%/

+

!说明仪器对加样系统和反应系统冲洗不是很

干净"实验显示科华)景源)迈克)美康试剂均有携带污染!表

明仪器的加样系统和反应系统冲洗不是很干净!因此还需加强

仪器的维护)保养以及使用特殊清洗程序等措施降低交叉

污染"

以上实验表明!利德曼试剂精密度和稳定性好)携带污染

率低!在验证范围内有较好的线性关系!但测定
3C+:>A

公司

胱抑素
2

质控血清则偏倚较大"科华)景源)迈克)美康试剂

盒的准确度和精密度较好!在验证范围内有较好的线性关系!

稳定性好!分析性能符合厂家声明的要求和本室所确定的质量

目标!该项目可用于临床标本的检测!但携带污染率的问题有

待进一步改进"
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