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摘
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要"目的
!

探讨基因芯片技术和多重
+-)

技术用于检测和筛查食源性致病菌的可行性$方法
!

通过设计靶细胞引物序

列!采用生物素标记反向引物
#̂

端!氨基基团标记寡核苷酸探针
#̂

端$将探针在固相载体上点样!制备基因芯片!

+-)

产物与芯

片点制探针区域进行杂交!并对
+-)

杂交反应的体系进行优化$结果
!

基因芯片技术可以同时检测志贺氏菌&沙门氏菌&肺炎克

雷伯菌&布鲁氏菌&奇异变形菌&金黄色葡萄球菌和空肠弯曲菌等多种病原菌!操作简便!特异性强$细菌纯培养物灵敏度为
#2%̀

1%

"

-PZ

'

M[

!

TQ,

检测灵敏度为
%21

'?

!检测分离菌株符合率为
1%%Y

$利用引物建立和优化了
+-)

检测体系!分别确定了

W

?

"X浓度和退火温度
(M

值为
12#MM;G

'

[

和
#5]

!检测灵敏度达到
1%

'?

!此灵敏度下可以扩增出全部特异性引物条带$结论

!

通过基因芯片技术和多重
+-)

技术可以有效检测食源性致病菌!为高通量筛查检测病原菌提供了新思路!值得在食品安全领

域推广应用$

关键词"食品安全%

!

食源性致病菌%

!

多重
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基因芯片
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近年来#随着食品安全恶性事件的频繁发生#食源性疾病

已位居各类疾病发病率的前列(

1

)

'食源性疾病的主要致病微

生物为食源性致病菌(

"

)

'食源性致病菌主要包括沙门氏菌*金

黄色葡萄球菌*志贺氏菌和空肠弯曲杆菌等#是严重危害人类

健康和食品安全的主要因素(

3

)

'如何快速地鉴定食源性致病

菌是有效防控此类疾病的前提条件'本文采用基因芯片技术

和多重
+-)

技术检测食源性致病菌#旨在提高目前食源性致

病菌的检测效率#报道如下'

C

!

材料与方法

C2C

!

基因芯片技术

C2C2C

!

试剂
!

1%Y!T!

*

"%̀ !!-

*

(N

缓冲液*

1M;G

"

[(D78/

R-G

$

'

R02%

%*

1%̀ +V!

*芯片预杂交液*

#%`(,N

贮存液和

芯片洗液均参照配方配制'基因芯片购自华大基因公司'

C2C2D

!

仪器
!

+-)

扩增仪$

V7;/)@J

#美国%*分光光度计

$

Q@9@TD;

'

(=CA9;G;

?

7=8

#美国%*芯片点样仪$

*=9=W@CA79=8

#

美国%*荧光扫描仪$

,E;9\98>DKM=9>8

#美国%和晶芯多样品芯

片围栏$博奥生物有限公司#北京%'

C2C2E

!

实验菌株
!

志贺氏菌*沙门氏菌*肺炎克雷伯菌*布鲁

氏菌*奇异变形菌*金黄色葡萄球菌和空肠弯曲菌等标准菌株

购自中国医学细菌保藏管理中心#具体详见表
1

'

表
1

!!

标准菌株及其标号

序号 菌种 菌株编号 拉丁名

1

志贺氏菌
1"%"" !A7

?

=GG@

"

沙门氏菌
$34:# 8@GM;9=GG@

3

肺炎克雷伯菌
-W--

$

V

%

$511$ .G=I87=GG@

'

9=KM;97@=

$

布鲁氏菌
"1%3%1 VDKC=GG@

#

奇异变形菌
-W--

$

V

%

$4%%3 +D;>=K8M7D@I7G78

5

金黄色葡萄球菌
1153" 8>@

'

A

F

G;C;CCK8@KD=K8

:

产气肠杆菌
-W--

$

V

%

$#1%3 =9>=D;I@C>=D@=D;

?

=9=8

0

弗氏枸橼酸杆菌
-W--

$

V

%

$0%15 -7>D;I@C>=DBD=K9J77

4

空肠弯曲菌
33#5% C@M

'F

G;I@C>=D

6

=

6

K97

1%

蜡样芽孢杆菌
#1104 V@C7GGK8C=D=K8

+
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年
$

月第
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卷第
:

期
!
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C2C2F

!

方法
!

设计细菌通用引物#生物素标记反向引物
#̂

端

$上海超世生物技术有限公司合成%和氨基基团标记寡核苷酸

探针
#̂

端$上海超世生物技术有限公司合成%'采用试剂盒进

行样本
TQ,

提取#参照试剂盒说明书进行操作'取合成的探

针和点样液加于
30$

孔板中点样#参数按照说明书设置'芯片

水合
3% M79

后#自然干燥'

%2" Y !T!

冲洗掉未结合的

TQ,

#晾干后待用'不对称双重
+-)

扩增#具体反应条件如

下!

4$]#M79

#

4$]3%8

#

#5]1M79

#

:"]1M79

#循环
3#

次'

+-)

结束后#取杂交液与
+-)

产物混匀#加入芯片点制

探针区域#放入杂交盒中滴水保湿#之后水浴
1A

'洗液漂洗
3

次#加入
+OT

作用
1%M79

#再加入
(WV

避光显色
#M79

'观

察结果'

C2D

!

多重
+-)

技术

C2D2C

!

试剂
!

培养基*

D(@

d

TQ,

聚合酶*

+-)

缓冲液*

JQ(+

*

W

?

-G

"

购自宝生物工程 $大连%有限公司'

(N

缓冲

液!

1MM;G

"

[NT(,

$

'

R02%

%和
1%MM;G

"

[(D78/R-G

缓冲液

$

'

R02%

%#高温灭菌后保存于
$]

冰箱'上样缓冲液!

$%Y

蔗

糖水溶液和
%2"#Y

溴酚蓝'

C2D2D

!

仪器
!

+-)

扩增仪$

V7;/)@J

#美国%*移液器$

),\Q/

\Q

#美国%*制冰机$博尔晟制冷有限公司#无锡%*超纯水系统

$

W\[[\+O)N

#美国%*恒温混匀器$黑马医学仪器有限公司#珠

海%*涡旋振荡器$凌初环保仪器有限公司#上海%*恒温培养箱

$

(A=DM;!C7=9>7B7C

#美国%和微量离心机$贺默仪器科技有限公

司#上海%'

C2D2E

!

方法
!

W

?

"X浓度*引物浓度和退火温度对试验影响较

大#因此首先进行单因素优化试验#以提高扩增效率'在引物

浓度
%2$

&

M;G

"

[

#退火温度
#5 ]

条件下#

W

?

"X 浓度设置为

12#

*

"2%

*

"2#

*

32%

和
32#MM;G

"

[

'在
W

?

"X浓度
12#MM;G

"

[

#退火温度
#5]

条件下#引物浓度设置为
%21

*

%2"

*

%2$

*

%25

*

%20

&

M;G

"

[

'在
W

?

"X浓度
12#MM;G

"

[

#引物浓度
%2$

&

M;G

"

[

条件下#退火温度设置为
##2%

*

##2#

*

#52%

*

#52#

*

#:2#

*

#02%

和
#02#]

'食源性致病菌在
3:]

恒温培养箱中培养
1%A

后

提取
TQ,

#反应体系中分别加入
"

&

[1%`+-)

缓冲液*

"#

MM;G

"

[JQ(+

*

W

?

-G

"

*引物*

1

&

[TQ,

模板和
"2#ZD(@

d

TQ,

聚合酶#反应总体系为
#%

&

[

'设置
+-)

扩增条件为!首

先
4$]

预变性
#M79

#之后
4$]3%8

#

#5]3%8

#

:"]3%8

循环
3%

次#结束后再进行
:"]

延伸
1%M79

#

$]

保存'

D

!

结
!!

果

D2C

!

基因芯片杂交结果
!

由表
"

结果可知#基因芯片技术可

以同时检测志贺氏菌*沙门氏菌*肺炎克雷伯菌*布鲁氏菌*奇

异变形菌*金黄色葡萄球菌和空肠弯曲菌等多种病原菌#操作

简便#特异性强'细菌纯培养物灵敏度为
#2%̀ 1%

"

-PZ

"

M[

#

TQ,

检测灵敏度为
%21

'?

#检测分离菌株符合率为
1%%Y

#见

表
"

和图
1

'

表
"

!!

基因芯片杂交结果

致病菌
基因芯片阳性"

细菌培养阴性

基因芯片阳性"

细菌培养阳性
合计

志贺氏菌
$ % $

副溶血弧菌
4 " 11

金黄色葡萄球菌
4 " 11

大肠杆菌
3 % 3

阴性结果
5 % 5

合计
31 $ 3#

图
1

!!

基因芯片检测结果

D2D

!

多重
+-)

技术检测结果
!

利用引物建立和优化了
+-)

检测体系#分别确定了
W

?

"X 浓度和退火温度
(M

值为
12#

MM;G

"

[

和
#5]

#检测灵敏度达到
1%

'?

#此灵敏度下可扩增

出全部特异性引物条带#见图
"

'

图
"

!!

细菌随机扩增产物电泳结果

E

!

讨
!!

论

食品安全与人类健康息息相关#受到全世界的高度关注'

影响食品安全的一个重要因素就是由病原微生物引起的食源

性疾病(

$

)

'食源性致病菌在全世界范围内危害巨大'因此#如

何快速鉴定病原菌#同时有效防控病原传播是防止食物中毒的

重要前提'传统的致病菌检测技术周期长#步骤繁琐#不能实

时监测#因而难以适应现代化的快速检测要求#其他检测方法

也难以满足多元化的检测需求(

#

)

'因此#本文旨在研究多重

+-)

技术和基因芯片技术检测食源性致病菌的效果'

+-)

技术具有特异性强*敏感性高的特点#在食品微生物

检测中应用广泛(

5

)

'尤其是近年来出现了一种可同时检测多

种病原菌的检测方法
/

多重
+-)

技术'多重
+-)

是一种新型

+-)

技术#在常规
+-)

基础上加入多对引物同时扩增多条目

的
TQ,

片段#因而可检测多种病原微生物(

:

)

'多重
+-)

具有

诸多优势!$

1

%高效性!一次检测多种病原微生物&$

"

%准确性!

与单重
+-)

相比可检查漏检的发生&$

3

%系统性!适合于检测

成组病原微生物'正因为其高效*经济*简便的特点广泛应用

于食品检测'研究显示#采用多重
+-)

技术检测大肠杆菌*沙

门氏菌和李斯特菌#增菌后检测其敏感性达到
$%-PZ

"

&

?

'此

外#有学者根据金黄色葡萄球菌
9KC

基因序列*沙门氏菌
79<,

基因序列以及大肠杆菌
'

A;,

基因序列设计
3

对特异性引物#

多重
+-)

检测显示
TQ,

敏感性为
1%"2%

'?

和
1%2"

'?

*

1%2"

'?

'但是#多重
+-)

技术也有一些不足#尤其是污染问题#当

有极少量外源性
TQ,

污染#即出现假阳性结果'另外#若条

件控制不当#在扩增多对引物时还会出现非特异性产物'靶序

列选择不恰当或引物设计不合理都会降低灵敏度'

基因芯片技术是一种全新的微量分析技术#通过微电子和

微加工技术将大量基因片段高密度*有序地排列在载体$纤维

膜*玻璃片%上的一种信息检测芯片(

0/4

)

'基因芯片技术特异性

强#快速简便#可高通量并行检测'因而#近年来用于食品常见

致病菌检测的研究报道有很多(

1%

)

'研究人员通过基因芯片技

术检测伤寒杆菌*大肠埃希菌和空肠弯曲菌$下转第
4""
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问题#另一方面也可弥补游离核心抗原表达时间短的固有缺

陷#这对于血透患者而言显然具有独特的应用价值'

根据本研究的结果显示#在抗体阴性组中发现了
3

例抗原

阳性标本和
$

例
)Q,

阳性标本#可以推断这种情况的出现还

是因为血透患者抗体检测窗口期延长所造成的&而在对于

)Q,

阳性标本的
,I

*

,

?

*

,IX,

?

3

种检测方案的检出率比

较中显示联合检测的方案检出率最高#说明联合检测可提高

R-_

感染的检出率#其中有
1

例的漏检#可能其对于
)Q,

低

拷贝数的标本还有检出能力缺陷'在对
,

?

阳性标本
!

"

-O

值与
)Q,

拷贝数的相关性分析中#发现二者存在显著的正相

关关系#说明
R-_/,

?

的检测在一定程度上具备了用于早期

现症感染诊断的临床价值#可作为
,I

已表达阳性血透患者

R-_

再次感染的监测指标#当然检测的频率应相应增加'在

将
#0

例
,I

阳性标本分为
)Q,

阳性与阴性组后#进行
!

"

-O

值的组间均数比较时未发现显著差异#其量值变化无规律可

循#也证实了
,I

水平的高低无法区分
R-_

现症感染还是既

往感染'

综上所述#对于免疫力低下或被抑制的血透患者而言#在

使用
R-_

抗原抗体联合检测时可有效弥补在单测抗体时因

其抗体检测窗口期延长造成漏检的不足#有助于提高
R-_

感

染的检出率并缩短窗口期#降低患者之间的交互感染的潜在风

险#同时对于已检出抗体阳性的患者可作为监测其再次感染

R-_

的指标之一'我们认为#这些发现对于没有条件开展核

酸检测的基层医院来说具有显著的临床应用价值'
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等#结果显示其灵敏度高于传统方法#同时节省时间#极大提高

了诊断效率'另有研究显示#采用基因芯片技术检测水中常见

致病菌#其敏感性可高达
#25̀ 1%

# 个"
M[

'但是#基因芯片仍

有诸多需要改进的地方#包括简化样品制备过程*提高检测特

异性和建立标准化程序等'

本研究结果显示基因芯片技术可以同时检测多种病原菌#

操作简便#特异性强'细菌纯培养物灵敏度为
#2%̀ 1%

"

-PZ

"

M[

#

TQ,

检测灵敏度为
%21

'?

'优化了多重
+-)

检测体系#

确定了
W

?

"X浓度和退火温度
(M

值为
12#MM;G

"

[

和
#5]

#

检测灵敏度达到
1%

'?

#此灵敏度下可扩增出全部特异性引物

条带'

W

?

"X浓度为
12#

和
"2%MM;G

"

[

时#均可得到一条清晰

的扩增条带#为防止出现非特异性扩增条带#选用低值
12#

MM;G

"

[

'除引物浓度*

W

?

"X浓度和模板浓度外#退火温度也

十分重要#决定着
+-)

的特异性和产量#本研究确定
#5]

时

得到的目的片段最为理想'但是#在今后实际样品检测时还应

根据样品情况适当调整反应条件'综上所述#多重
+-)

技术

和基因芯片技术可有效检测食源性致病菌#为高通量筛查检测

病原菌提供了新思路'
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