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检测体系!并对
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反应体系和条件进行优化$结果
!

设计的
+

对

:.#

引物均能特异地扩增出相应的目的基因!该多重
:.#

体系能同时检测
+

种目的菌!特异度强$结论
!

初步建立了一种能够

同时快速检测
+

种致泻性大肠埃希菌的多重
:.#

检测方法!可用于食品安全及食物中毒事件的快速筛查$
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感染性腹泻为一组广泛存在并流行于世界各地的胃肠道

传染病#也是当今全球性的重要的公共卫生问题之一)致泻性

大肠埃希菌$

P-.

%是引起腹泻的常见病原菌之一#全球范围均

可见#给发展中国家带来重大的公共卫生负担'
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包括肠致病性大肠埃希菌$
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%+肠出血性大肠埃希菌$
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)如何快速准

确地鉴别
P-.

是一直存在的难题)传统的选择性分离培养+

生化鉴定和血清分型可以初步鉴定
P-.

#但常规培养费时+费

力#且近几年由于临床治疗对细菌的损伤和耐药的出现#导致

其血清和生化分型不明显#另外由于其血清型分型众多和交叉

凝集现象#也存在漏检和假阳性的结果'
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(

)随着分子生物学的

发展#聚合酶链反应$

:.#

%方法因其特异度强+灵敏度高+简便

快速的特点被广泛应用于致病菌的检测#本研究针对
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的
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个毒力基因设计特异度引物#以建立一种可

以同时快速+准确地检测这
+

类
P-.

的多重
:.#

方法)
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材料与方法
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菌株及来源
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本实验所用菌株均来自本实验室分离保存

及自购标准菌株#其中
-R-.

菌株
,

株+

-:-.

菌株
(

株+

-Y-.

菌株
1

株&金黄色葡萄球菌标准菌株$

.T..0,(**+0

,)
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.T..089**)
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.T..0
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%+猪沙门菌+鼠伤寒沙门菌$

.T..0)*11)

%+副溶血性弧

菌+蜡样芽孢杆菌)
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仪器与试剂
!
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扩增仪$美国
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公司%#

PXX0(.

型电泳仪$北京六一仪表厂%#凝胶成像系统仪$美国
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公司%)通用型核酸提取试剂盒购自广州华银生物有限公司#
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方法
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菌株复苏与核酸提取
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所用菌株均在营养肉汤内经
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复苏
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后提取核酸)采用广州华银通用型核酸提取试

剂盒提取细菌
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#具体操作方法参照试剂盒说明书进行)
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)扩增产物进行
,B

琼脂糖凝胶

电泳#并测序验证扩增产物的正确性)
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引物特异度检测
!

选取金黄色葡萄球菌标准株+大肠

杆菌+英诺克李斯特菌+单核细胞增生李斯特菌+奇异变形杆

菌+铜绿假单胞菌+福氏志贺菌+鼠伤寒沙门菌+副溶血性弧菌+

蜡样芽孢杆菌等常见腹泻病原菌增菌后提取
P$%

作为模板

进行引物特异度
:.#

扩增#反应体系及条件同前#以验证引物

的特异度)

CAEAJ
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多重
:.#

条件优化
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根据文献'
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(报道的多重
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方法进行优化#各引物以
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琼脂糖凝胶电

泳)同时使用其他参照菌株验证其特异度)

D

!

结
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果
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单重
:.#

结果及引物特异度检测
!

分别以
+

种
P-.

阳

性菌株为模板扩增目的基因#均能得到特异的扩增条带#产物

大小与理论相符#测序结果与目的基因一致$见图
1

%#说明这
+

对引物能正确扩增各目的片段)为检测引物的特异度#分别以

其他菌株
P$%

为模板进行扩增#结果均为阴性$见图
1

%#说明

扩增具有很好的特异度)
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C

为单核细胞增生李斯特菌&

9

为副溶血性弧菌&
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为铜绿假单

胞菌&
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为奇异变形杆菌&

1,

为英诺克李斯特菌&

1+

为
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图
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为其他肠

道致病菌)

图
,

!!

+

种
P-.

多重
:.#

扩增结果

DAD

!

多重
:.#

结果及特异度验证
!

将各引物按
1c1c1

混

合+

:.#

扩增条件优化后#分别以上述阳性菌株和其他参照菌

株
P$%

为模板进行多重
:.#

扩增#结果见图
,

)所有阳性菌

株均扩增出相应大小的目的片段#结果与单重
:.#

一致&而其

他参照菌株结果均为阴性)

E

!

讨
!!

论

!!

P-.

是引起腹泻的重要病原菌之一#在国内外腹泻患者

中的检出率都很高#然而因其血清型很多#给临床诊断带来不

便'

)

(

)近几年#

:.#

以其特异度及灵敏度高+省时+省力等优

点被广泛应用于微生物的检测和鉴定等领域&在此基础上发展

的多重
:.#

因可以同时检测多种目的基因而成为研究的一个

热点'

(

(

)多重
:.#

检测方法的灵敏度和特异度高低主要取决

于相应检测靶位点的选择和特异度引物的设计)虽然对各型

P-.

多重
:.#

的研究很多#但目前尚无公认的灵敏+特异的

P-.

多重
:.#

检测试剂盒'

@

(

)

参考国内外相关文献报道#本研究选择
-:-.

菌株引起组

织细胞病理损伤的
<4<

基因#

-Y-.

菌株分泌志贺毒素的
!=F1

基因#

-R-.

菌株产毒素的
"

G

4Y

基因作为引物设计的靶基因#

利用
Z<5/45Q

公用数据库进行致病菌相关序列和引物的

/&%V'

比对和筛选#选择其相对保守区域设计了
+

对特异度

引物#单重
:.#

验证所设计的引物扩增效率高+特异度强#其

他肠道菌均无非特异度扩增)而多重
:.#

由于需要在同一个

反应体系中加入
,

对或以上的引物#容易出现引物之间的结

合+互补及相互竞争等#导致多重
:.#

反应体系和条件的建立

更复杂)在本研究建立的
+

重
:.#

反应体系中#

+

对引物以

1c1c1

的方式混合#将反应体系中
T

I

,f 浓度提高为
)

6637

"

&

#退火温度稍降低为
),]

后#获得了较好的实验效果#

通过一次
:.#

反应即可检测
+

种目标病原菌的基因片段#具

有高通量的优点#提高了检测效率#且特异度强)

综上所述#该方法省时+省力#所需仪器设备简单#特别适

合基层实验室使用#在疾病控制相关实验室和临床中具有较高

的实际应用价值)
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