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4种常见食源性病原菌多重PCR检测技术研究
王 珊,王雁伟,高辉明,艾鹏飞

(河北科技大学食品与生物学院,河北石家庄 050018)

摘 要:为了解决常规方法检测食源性病原菌存在操作繁琐、周期长的问题,基于4种常见食源性病

原菌特异基因 序 列 扩 增 提 出 了 一 种 快 速、高 效 的 多 重PCR(multiplex
 

polymerase
 

chain
 

reaction,

MPCR)检测方法。根据单增李斯特菌iap 基因、蜡样芽孢杆菌gyrB 基因、产志贺毒素大肠埃希

氏菌stxⅠ基因、肠炎沙门氏菌invA 基因的特异序列分别设计引物后建立 MPCR反应体系,测试

其特异性、敏感性和可行性,并与国标培养法进行比较。结果表明:MPCR扩增出4个目标基因的

特异性条带大小依次为371、221、432、171
 

bp;在58
 

℃的退火温度下,MPCR扩增表现出良好的特

异性,无非特异性扩增,4种病原菌最低检出限达到102
 

CFU/mL;MPCR方法和国标培养法对多

种食源性病原菌感染的牛奶样品的检测结果完全一致,检测周期由原来的5~7
 

d缩减到8~9
 

h。
所建立的 MPCR技术作为一种快速、高效的检测方法,可为食品安全生产提供保障。
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Abstract:The
 

method
 

of
 

efficient
 

multiplex
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(MPCR)
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

amplification
 

of
 

specific
 

gene
 

sequences
 

of
 

four
 

common
 

food
 

borne
 

pathogens
 

in
 

order
 

to
 

solve
 

the
 

problems
 

of
 

those
 

traditional
 

detection
 

methods
 

involving
 

cumbersome
 

operations
 

and
 

time
 

consuming.
 

The
 

MPCR
 

method
 

was
 

established
 

using
 

the
 

designed
 

primers
 

according
 

to
 

the
 

specific
 

sequences
 

of
 

iap
 

gene
 

in
 

Listeria
 

monocytogenes,
 

gyrB
 

gene
 

in
 

Bacillus
 

cereus,
 

stxⅠ
 

gene
 

in
 

Shiga
 

toxin-producing
 

Escherichia
 

coli,
 

invA
 

gene
 

in
 

Salmonella
 

enteritidis,
 

respectively.
 

The
 

specificity,
 

the
 

sensitivity
 

and
 

the
 

feasibility
 

of
 

MPCR
 

were
 

analyzed,
 

and
 

it
 

was
 

compared
 

with
 

the
 

national
 

standard
 

culture
 

method.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

specific
 

bands
 

of
 

four
 

target
 

genes
 

amplified
 

by
 

MPCR
 

were
 

371,
 

221,
 

432
 

and
 

171
 

bp,
 

respectively.
 

Under
 

the
 

annealing
 

temperature
 

of
 

58
 

℃,
 

the
 

MPCR
 

presented
 

strong
 

specificity
 

without
 

non-specific
 

amplification,
 

and
 

the
 

lowest
 

detection
 

limit
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(LOD)
 

of
 

four
 

pathogenic
 

bacteria
 

reached
 

up
 

to
 

102
 

CFU/mL.
 

The
 

two
 

detecting
 

results
 

of
 

the
 

MPCR
 

and
 

the
 

standard
 

culture
 

method
 

were
 

identical,
 

and
 

the
 

detection
 

period
 

of
 

MPCR
 

was
 

reduced
 

to
 

8~9
 

h
 

from
 

that
 

of
 

traditional
 

methods
 

for
 

5~7
 

d.
 

The
 

constructed
 

MPCR,as
 

a
 

rapid
 

and
 

efficient
 

detecting
 

method
 

for
 

food
 

products
 

in
 

practice,
 

provided
 

guarantees
 

for
 

food
 

safety.
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  食品安全一直受到病原菌的威胁,由食源性病

原菌引起的疾病呈上升趋势[1]。据统计,2021年中

国爆发食源性疾病事件5
 

493起,累计发病32
 

334
人、死亡117人[2]。单增李斯特菌、蜡样芽孢杆菌、
产志贺毒素大肠埃希氏菌和肠炎沙门氏菌是4种常

见的食源性病原菌。其中:单增李斯特菌引起的李

斯特菌病被认为是世界范围内主要的食源性疾病之

一,致死率可达20%~30%[3];蜡样芽孢杆菌有很

强的耐逆性,甚至在加热的条件下也不会死亡[4],严
重时可导致肝性脑病、急性肝脏衰竭等疾病[5];产志

贺毒素大肠埃希氏菌易侵染肉类、蔬菜、生鲜奶等食

品,误食后对人体造成严重伤害[6];肠炎沙门氏菌是

位于引起食物中毒事件全球榜首的病原菌[7-8]。因

此,为了有效预防和控制食源性疾病的发生,亟需建

立起快速高效的食源性病原菌检测体系。
目前的食源性病原菌检测采用传统的微生物培

养检测方法,存在过程繁琐、周期长、成本高、通量小

等缺点[9-12]。基于特异性片段扩增的PCR检测法

具有操作简单、用时少、通量高等优点[13]。多重

PCR检测可以实现在同一PCR反应体系中同时对

多种病原菌分析,可极大缩短检测时间,提高检测

效率[14-16]。姜华等[17]利用多重PCR方法实现了

婴幼 儿 奶 粉 中3种 食 源 性 致 病 菌 的 检 测;SHI
等[18]利用多重PCR技术成功检测出牛奶中的金

黄色葡萄球菌、沙门氏菌和单核细胞增生李斯特

菌。但是截至目前,对单增李斯特菌、蜡样芽孢杆

菌、产志贺毒素大肠埃希氏菌和肠炎沙门氏菌等

4种食源性病原菌的多重PCR检测方法的研究鲜

见报道。
本文根据上述4种病原菌的特异基因设计引

物,构建多重PCR体系,并验证其实用性,以期实现

一次性检测4种食源性致病菌,为食品安全提供更

加快速高效的检测技术。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌 种

实验菌株见表1,分别购自中国医学细菌保藏

中心、中国工业微生物菌种保藏中心、美国标准菌种

收藏所,保藏于河北科技大学食品与生物学院遗传

工程实验室。

表1 实验菌株

Tab.1 Strains
 

for
 

experiments
序号 菌株名称 菌株编号 来 源

1 单增李斯特菌(Listeria
 

monocytogenes) CMCC
 

54001 中国医学细菌保藏中心

2 蜡样芽孢杆菌(Bacillus
 

cereus) CICC
 

21290 中国工业微生物菌种保藏中心

3 产志贺毒素大肠埃希氏菌(Shiga
 

toxin-producing
 

Escherichia
 

coli) CICC
 

10670 中国工业微生物菌种保藏中心

4 肠炎沙门氏菌(Salmonella
 

enteritidis) CICC
 

21482 中国工业微生物菌种保藏中心

5 金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
 

aureus) CICC
 

21600 中国工业微生物菌种保藏中心

6 空肠弯曲杆菌(Campylobacter
 

jejuni) ATCC
 

33291 美国标准菌种收藏所

7 表皮葡萄球菌(Staphylococcus
 

epidermidis) CMCC
 

26069 中国医学细菌保藏中心

8 副溶血性弧菌(Vibrio
 

parahaemolyticus) CICC
 

21617 中国工业微生物菌种保藏中心

9 阪崎肠杆菌(Enterobacter
 

sakazakii) ATCC
 

51024 美国标准菌种收藏所

10 苏云金芽孢杆菌(Bacillus
 

thuringiensis) CICC
 

22945 中国工业微生物菌种保藏中心

11 枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis) CICC
 

10002 中国工业微生物菌种保藏中心

12 福氏志贺菌(Shigella
 

flexneri) CICC
 

10865 中国工业微生物菌种保藏中心

13 痢疾志贺菌(Shigella
 

dysenteriae) CMCC
 

51335 中国医学细菌保藏中心

14 铜绿假单胞菌(Pseudomonas
 

aeruginosa) CICC
 

21636 中国工业微生物菌种保藏中心

15 荧光假单胞菌(Pseudomonas
 

fluorescens) CICC
 

21624 中国工业微生物菌种保藏中心

16 藤黄八叠球菌(Sarcina
 

lutea) ATCC
 

9341 美国标准菌种收藏所

17 蕈状芽孢杆菌(Bacillus
 

mycoides) CICC
 

21473 中国工业微生物菌种保藏中心

18 粪肠球菌(Enterococcus
 

faecalis) CICC
 

23658 中国工业微生物菌种保藏中心

19 弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter
 

freundii) ATCC
 

43864 美国标准菌种收藏所

20 无乳链球菌(Streptococcus
 

agalactiae) ATCC13813 美国标准菌种收藏所
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1.1.2 试 剂

2×Rapid
 

Taq
 

Master
 

Mix,南京诺赞维生物科

技有限公司提供;50×TAE
 

Buffer,上海宇牧博生

物科 技 有 限 公 司 提 供;琼 脂 凝 胶 提 取 试 剂 盒,

Omega公司提供;pTOPO-Blunt平末端克隆试剂

盒,艾德莱生物科技有限公司提供;细菌基因组

DNA提取试剂盒﹑D2000
 

Plus
 

DNA
 

Marker、50
 

bp
 

DNA
 

Ladder、大肠杆菌DH5α,均由天根生化科技

有限公司提供;琼脂糖﹑琼脂粉﹑蛋白胨﹑酵母粉

及其他国产分析纯试剂,均购自生工生物工程(上
海)股份有限公司;双蒸水(ddH2O),实验室自制。

1.2 仪器与设备

Veriti型PCR热循环仪,美国 ABI公司提供;

DYY-6D
 

型电泳仪,北京六一生物科技有限公司提

供;Gel
 

Doc
 

XR凝胶成像系统,美国Bio-Rad公司

提供;UV-1700型紫外分光光度计,上海元析仪器

有限公司提供;QL-901型旋涡混合仪,海门其林贝

尔仪器制造有限公司提供;DS-11型超微量核酸测

量仪,美国DeNovix公司提供。

1.3 实验方法

1.3.1 实验准备

将表1中的菌株划线接种在LB固体培养基

上,置于37
 

℃培养箱中培养过夜。用接种环挑取单

菌落接种于LB液体培养基中摇床过夜培养,培养

温度为37
 

℃,转速为180
 

r/min。取2
 

mL菌悬液

于2
 

mL离心管中,12
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上

清液提取菌体 DNA作为PCR模板。菌体 DNA
的提取按照细菌基因组DNA提取试剂盒说明书

进行,采用超微量分光光度计进行DNA浓度和纯

度测定后,用超纯水稀释至100
 

ng/μL,-20
 

℃保

存备用。
在GenBank数据库中搜寻单增李斯特菌iap

基因、蜡样芽孢杆菌gyrB 基因、产志贺毒素大肠埃

希氏菌stxⅠ 基因和肠炎沙门氏菌invA 基因的序

列,通过BLAST软件同源比对分析靶基因的特异

性序列后,应用生物信息学软件Primer
 

5.0设计扩

增产物长度不同的4对引物,委托生工生物工程(上
海)股份有限公司合成。引物序列及扩增产物长度

见表2。

表2 靶基因的引物序列

Tab.2 Primers
 

designed
 

for
 

target
 

gene
菌 株 靶基因 引物序列

 

(5’-3’) 扩增长度/bp

单增李斯特菌
iap

(NC_003210.1)
F:

 

GCACTTGAATTGCTGTTATTG
R:

 

CAAACTGCTAACACAGCTACT
371

蜡样芽孢杆菌 gyrB
(NC_011725.1)

F:
 

GCCCTGGTATGTATATTGGATCTAC
R:

 

GGTCATAATAACTTCTACAGCAGGA
221

产志贺毒素大肠埃希氏菌
stxⅠ

(NC_004913.3)
F:

 

CAGTTGATGTCAGAGGGATAGA
R:

 

CAGCAGTCATTACATAAGAACG
432

肠炎沙门氏菌
invA

(NC_003197.2)
F:

 

GACGATAACAGCATCGTATTGTT
R:

 

CTCTTCATGCGTTACCCAGAA
171

1.3.2
 

单重PCR体系建立

用表2中的引物分别对4种病原菌进行单重

PCR扩增。PCR反应体系(20
 

μL):2×Rapid
 

Taq
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,上、下游引物(10
 

μmol/L)各

0.8
 

μL﹑模板 DNA(100
 

ng/μL)0.5
 

μL,ddH2O
补足至20

 

μL。PCR反应程序:95
 

℃预变性5
 

min;

95
 

℃变性15
 

s,58
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延伸25
 

s,

32个循环;72
 

℃延伸5
 

min。PCR产物经3%(质
量分数,下同)琼脂糖凝胶对电泳后,在凝胶成像仪

下观察并拍照。采用Omega胶回收试剂盒进行目

的条带回收,回收的片段连接到pTOPO-Blunt载

体上,并转入到大肠杆菌 DH5α感受态细胞中,

37
 

℃过夜培养,选取阳性克隆寄送擎科生物科技有

限公司(北京)测序,比对分析PCR扩增的序列。

1.3.3 PCR引物特异性检测

单增李斯特菌引物特异性鉴定方法:分别以单

增李斯特菌DNA、单增李斯特菌和19种非目标菌

株的DNA、19种非目标菌株DNA以及ddH2O为

模板,采用单增李斯特菌iap 基因引物进行PCR扩

增,反应体系与程序同1.3.2项,扩增产物经3%琼

脂糖凝胶电泳分析。同样的方法分别对蜡样芽孢杆

菌、产志贺毒素大肠埃希氏菌和肠炎沙门氏菌的引

物特异性进行鉴定。

1.3.4 多重PCR退火温度优化

用设计的引物进行多重PCR退火温度优化试

验。反应体系:2×Rapid
 

Taq
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,

10
 

μmol/L上、下游引物各0.8
 

μL,细菌 DNA 各

0.5
 

μL,ddH2O补足至20
 

μL。反应程序:95
 

℃预

变性5
 

min;95
 

℃变性15
 

s,退火20
 

s,梯度设置退

火温度,分别为50、52、54、56、58、60
 

℃,72
 

℃延伸

25
 

s,32个循环;72
 

℃再延伸5
 

min。PCR扩增产

物经3%琼脂糖凝胶电泳后,采用凝胶成像分析系

531
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统观察,4条目的条带都清晰明亮时的温度为最佳

退火温度。

1.3.5 多重PCR引物浓度优化

当多对引物进行多重PCR扩增时,由于引物间

彼此干扰会出现条带亮度不一的现象。引物浓度过

低时目标条带暗淡,引物浓度过高时目标条带过于

明亮而弥散,故对多重PCR引物浓度优化实验中的

引物 用 量 进 行 优 化。反 应 体 系:2×
 

Rapid
 

Taq
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL、10
 

μmol/L引物的用量按照表3
进行正交试验设计,细菌DNA各0.5

 

μL,ddH2O补

足至20
 

μL。多重PCR反应程序同1.3.4项。PCR
扩增产物经3%的琼脂糖凝胶电泳后,采用凝胶成

像分析系统观察结果,以确定反应体系中的最佳引

物浓度。

表3 引物浓度优化的4因素3水平正交试验设计

Tab.3 Orthogonal
 

experiment
 

of
 

four
 

factors
 

and
 

three
 

levels
 

for
 

optimization
 

of
 

primer
 

concentration

组合号
引物的加入量/μL

iap gyrB stxⅠ invA
1 0.6 0.6 0.6 0.6
2 0.6 0.8 0.8 0.6
3 0.6 1.0 1.0 1.0
4 0.8 0.6 0.8 1.0
5 0.8 0.8 1.0 0.6
6 0.8 1.0 0.6 0.8
7 1.0 0.6 1.0 0.8
8 1.0 0.8 0.6 1.0
9 1.0 1.0 0.8 0.6

1.3.6 多重PCR灵敏度分析

经过夜培养的4种菌液采用平板计数法计数,
单增李斯特菌、蜡样芽孢杆菌、产志贺毒素大肠埃希

氏菌和肠炎沙门氏菌的浓度依次为2.3×107、

2.6×107、4.2×107 和3.7×107
 

CFU/mL,对其进

行连续的10倍梯度稀释,直至每种菌液都建立8个

梯度浓度(100~107
 

CFU/mL),提取各稀释梯度菌

液的DNA为模板进行多重PCR扩增试验。扩增

产物经3%琼脂糖凝胶电泳后,依据电泳图谱来分

析多重PCR扩增灵敏度,确定最低检出限。
 

1.3.7 多重PCR应用可行性评估

从市场上购买伊利纯牛奶、安慕希酸奶、开菲尔

酸奶、娃哈哈AD钙奶,分别采用国标微生物培养法

检测均无细菌污染。基于1.3.6项多重PCR最低

检出 限 的 结 果,采 用 梯 度 稀 释 的 单 增 李 斯 特 菌

(103
 

CFU/mL)、蜡样芽孢杆菌(103
 

CFU/mL)、产
志贺毒素大肠埃希氏菌(102

 

CFU/mL)和肠炎沙门

氏菌(103
 

CFU/mL)的菌液各取0.5
 

mL分别加到

8
 

mL上述4种奶制品中,提取DNA进行多重PCR
检测。实验重复3次,以评估其稳定性。

1.3.8 多重PCR检测方法与国标法比较

中国食品中致病菌检测的经典方法是“国标

法”[19]。为了验证多重PCR检测方法的准确性,利
用多重PCR检测方法和《食品安全国家标准

 

食品

微生物学检验》[20-23]分别对不同的人工接种牛奶样

品(样品中各种致病菌浓度为102
 

CFU/mL)进行

检测。

2 结果与分析

2.1 单重PCR检测结果分析

采用表2中靶基因的引物分别对各自的目标菌

进行单重PCR检测试验,结果见图1,每一对引物

都扩增出1条清晰明亮的谱带,大小分别为371、

221、432、171
 

bp。扩增的条带经纯化回收、重组克

隆、测 序 和 比 对 分 析,结 果 发 现 扩 增 的 片 段 与

GenBank数据库中序列完全一致,表明针对靶基因

序列设计的引物是正确可靠的,可用于后续的多重

PCR检测实验。

  注:M为D2000
 

Plus
 

DNA
 

Marker;1~4分别代表单增李斯

特菌、蜡样芽孢杆菌、产志贺毒素大肠埃希氏菌和肠炎沙门

氏菌。

图1 目标菌的PCR扩增

Fig.1 PCR
 

amplification
 

for
 

genomes
 

of
 

target
 

bacteria

2.2 引物特异性检测结果分析

采用表1中的引物分别对4种目标菌、目标菌

和19种非目标菌的混合液、19种非目标菌的混合

液、ddH2O进行PCR扩增,扩增产物经3%凝胶电

泳,结果如图2所示,添加有目标菌DNA的PCR
反应中均能扩增出目的条带(泳道1、2、5、6、9、10、

13、14),大小分别为371、221、432、171
 

bp,而对非

目标菌和ddH2O都没有扩增出任何条带,说明设

计的4对引物只对目标菌的靶基因序列具有特异性

扩增,可以用于目标菌的PCR检测。

2.3 多重PCR退火温度的优化结果分析

在多重PCR反应中,由于不同引物的长度存在

差异和彼此间易出现互补错配,因此退火温度的设
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  注:M为D2000
 

Plus
 

DNA
 

Marker;1~4分别代表单增李斯

特菌、单增李斯特菌+19种非目标菌、19种非目标菌、ddH2O;

5~8分别代表蜡样芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌+19种非目标菌、

19种非目标菌、ddH2O;9~12分别代表产志贺毒素大肠埃希氏

菌、产志贺毒素大肠埃希氏菌+19种非目标菌、19种非目标菌、

ddH2O;13~16分别代表肠炎沙门氏菌、肠炎沙门氏菌+19种

非目标菌、19种非目标菌、ddH2O。

图2 引物特异性检测

Fig.2 Specific
 

testing
 

of
 

the
 

primers

定尤为重要,退火温度过高抑制引物与模板链的结

合导致扩增效率降低,退火温度过低引起引物错配

而产生非特异性扩增[24]。不同温度下的多重PCR
扩增结果如图3所示,当退火温度较低时(50、52、

54
 

℃)扩增出的单增李斯特菌目的条带模糊不清

(泳道1)或产生非特异性条带(泳道1、2、3);退火温

度过高时(60
 

℃)只有沙门氏菌扩增出条带,其他

3种致病菌都没有扩增出目的条带(泳道6);退火温

度为56或58
 

℃时,4种病原菌都扩增出清晰明亮的

特异性条带,且没有出现非特异性扩增(泳道4、5)。
考虑到PCR检测时较高的温度更能保证靶标基因

序列扩增的特异性,选取58
 

℃的退火温度用于后续

的多重PCR扩增。

  注:M为50
 

bp
 

DNA
 

Ladder;1~6分别代表退火温度50、

52、54、56、58、60
 

℃。

图3 不同退火温度的多重PCR扩增结果

Fig.3 Multiplex
 

PCR
 

amplification
 

at
 

different
 

annealing
 

temperatures

2.4 多重PCR引物浓度的优化结果分析

在多重PCR反应体系中,由于不同引物彼此间

的相互干扰导致与模板链结合的难易程度存在差

异,因此需要对各引物的浓度进行优化[25]。不同引

物浓度正交试验设计[L9(34)](见表3)的结果如图

4所示,9种组合都能特异性地扩增出目的条带,没
有非特异性扩增现象的出现,说明本试验中设计的

引物不仅与靶基因序列互补结合能力强,且彼此间

干扰程度低,适用于多重PCR扩增。基于综合分

析,表3组合号8中扩增出来的4条特异性条带都

清晰明亮,相较与其他组合效果最优。因此,在

20
 

μL的多重PCR反应体系中,4种原始浓度均为

10
 

μmol/L的引物最佳用量组合:单增李斯特菌

iap 基因﹑蜡样芽孢杆菌gyrB 基因﹑产志贺毒素

大肠埃希氏菌stxⅠ 基因、肠炎沙门氏菌invA 基因

的引物添加量依次为1.0、0.8、0.6、1.0
 

μL。

注:M为50
 

bp
 

DNA
 

Ladder;1~9分别为表3中的组合号1~9。

图4 不同引物浓度的多重PCR扩增结果

Fig.4 Multiplex
 

PCR
 

amplification
 

for
 

different
 

primer
 

concentrations

2.5 多重PCR灵敏度结果分析

8个梯度浓度(100~107
 

CFU/mL)的4种病原

菌多重PCR扩增结果如图5所示,检测灵敏度不完

全一样,单增李斯特菌、蜡样芽孢杆菌、产志贺毒素

大肠埃希氏菌、肠炎沙门氏菌的最低检出限依次为

2.3×102
 

、2.6×102
 

、4.2×101、3.7×102
 

CFU/mL。
 

  注:M为50
 

bp
 

DNA
 

Ladder;1~8为菌液浓度分别为107、

106、105、104、103、102、101、100
 

CFU/mL。

图5 不同浓度梯度下多重PCR扩增结果

Fig.5 Multiplex
 

PCR
 

amplification
 

results
 

under
 

different
 

concentration
 

gradients

2.6 多重PCR检测可行性分析

采用建立的多重PCR技术对含有最低检出限浓

度的4种致病菌的不同乳品进行检测,结果如图6所

示,4种样品均能扩增出4条大小与预期完全一致的

特异性条带,没有出现非特异性条带,且单增李斯特
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  注:M为50
 

bp
 

DNA
 

Ladder;1~4分别为人工接种的伊利

纯牛奶、安慕希酸奶、开菲尔酸奶、娃哈哈AD钙奶。

图6 多重PCR对人工接种乳品的检测结果

Fig.6 Multiplex
 

PCR
 

detection
 

of
 

artificially
 

inoculated
 

dairy
 

products

菌(103
 

CFU/mL)、蜡样芽孢杆菌(103
 

CFU/mL)、
产志贺毒素大肠埃希氏菌(102

 

CFU/mL)和肠炎沙

门氏菌(103
 

CFU/mL)均能检出,说明建立的多重

PCR检测技术具有较好的特异性。3次重复实验的

结果完全一致,表明该体系具有良好的稳定性。可

见,建立的多重PCR检测体系在乳品生产实践中对

单增李斯特菌、蜡样芽孢杆菌、产志贺毒素大肠埃希

氏菌和肠炎沙门氏菌等4种常见的病原菌进行安全

检测是完全可行的。

2.7 多重PCR检测方法与国标法比较结果分析

采用建立的多重PCR检测方法和GB
 

4789.30—

2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 单核

细胞增生李斯特菌检验》[20]、GB
 

4789.14—2014《食
品安全国家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌

检验》[21]、GB
 

4789.4—2016《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 沙门氏菌检验》[22]、GB
 

4789.6—

2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 致泻

大肠埃希氏菌检验》[23]中菌株分离培养法分别对

8份染菌的牛奶样品进行检测,结果如表4所示。
由表可知,多重PCR检测方法和菌株分离培养法检

测的结果完全一致,2种方法的符合率为100%。采

用传 统 的 菌 株 分 离 培 养 法,检 测 周 期 一 般 需 要

5~7
 

d,而本文建立的多重PCR检测方法的检测周

期仅需8~9
 

h,极大地提高了检测效率。

表4 多重PCR检测方法和菌株培养法检测染菌牛奶样品的结果比较

Tab.4 Detection
 

results
 

of
 

contaminated
 

milks
 

using
 

MPCR
 

and
 

strain
 

culture

添加的目标菌
菌液浓度/
(CFU/mL)

四重PCR检测 国标法检测

LM BC SE EC LM BC SE EC
LM 100 + - - - + - - -
BC 100 - + - - - + - -
SE 100 - - + - - - + -
EC 100 - - - + - - - +
LM+BC+SE 100 + + + - + + + -
LM+SE+EC 100 + - + + + - + +
LM+BC+EC 100 + + - + + + - +
LM+BC+SE+EC 100 + + + + + + + +

       注:LM、BC、SE、EC分别表示单增李斯特菌、蜡样芽孢杆菌、肠炎沙门氏菌、产志贺毒素大肠埃希氏菌;“+”表示

检测结果为阳性,“-”表示检测结果为阴性。

3 讨 论

基于靶基因特异性引物的多重PCR扩增可以

实现 对 食 源 性 致 病 菌 的 安 全 检 测。GERMINI
等[26]建立的三重PCR方法实现了对食品中大肠杆

菌O157∶H7、鼠伤寒沙门氏菌和单增李斯特菌等

3种致病菌的检测;胡冰雪等[27]成功构建了荧光假

单胞菌、沙门氏菌和单增李斯特菌三重PCR检测技

术体系。本文建立的食品生产实践中常见的单增李

斯特菌、蜡样芽孢杆菌、产志贺毒素大肠埃希氏菌和

肠炎沙门氏菌等4种病原菌的多重PCR检测方法,
实现了在一个反应体系中同时扩增出4条标记目标

菌遗传物质靶基因序列的特异性片段,相较于传统

的微生物分离培养法和单重PCR检测方法极大地

缩短了检测时间,提高了检测效率。此外,在建立四

重PCR检测方法时,通过对每一种目标病原菌和

19种非目标菌的特异性验证实验,证明了建立的多

重PCR扩增体系具有良好的特异性。
最低检出限浓度是评价多重PCR检测方法的

重要指标之一,理论上越低越好。在冯可等[15]建

立的四重PCR检测方法中,致病菌最低检出限为

105
 

CFU/mL;李聪等[28]建立的四重PCR检测体系

中检测限为103
 

CFU/mL。本文建立的4种致病菌

多重 PCR 检 测 体 系 的 最 低 检 出 限 可 达 到

102
 

CFU/mL。相较于前人建立的四重PCR检测

方法表现出更高的灵敏度,这在一定程度上说明本

文设计的特异性引物与靶基因序列具有良好的匹配

性。此外,通过对人工接种病原菌的乳制品多重

PCR检测以及与国标菌株分离培养法检测结果的

比较,说明本文建立的多重PCR方法用于乳品中病

831



第2期 王珊,等:4种常见食源性病原菌多重PCR检测技术研究

原菌检测是完全可行的,且检测周期由国标法的

5~7
 

d缩减到8~9
 

h。

4 结 语

本研究建立的多重PCR检测方法通过一次实

验同时检测出4种食源性致病菌,为快速、高效检测

乳品中常见病原菌提供了切实可行的技术手段,具
体结论如下。

1)针对4种食源性致病菌的特异基因设计扩增

片段大小不同、退火温度相似的特异引物,建立单重

PCR检测体系并进行引物特异性验证,设计的4对

引物只对目标菌的靶基因序列具有特异性扩增。

2)通过对多重PCR检测体系进行退火温度、引
物浓度进行优化,发现:最佳退火温度为58

 

℃,单增

李斯特菌、蜡样芽孢杆菌、产志贺毒素大肠埃希氏

菌、肠炎沙门氏菌特异性引物最佳浓度依次为0.5、

0.4、0.3、0.5
 

μmol/L。在最优检测体系下,4种病

原菌最低检测限达到102
 

CFU/mL。

3)分别采用建立的多重PCR检测体系和国标

菌株分离培养法对多种食源性病原菌感染的牛奶样

品进行检测,检测结果一致,且多重PCR检测体系

的检测周期为8~9
 

h,比国标法5~7
 

d的检测周期

大大缩减。这表明建立的多重PCR检测体系完全

适用于生产实践中对乳品安全的快速检测。
在乳品安全检测中,相较于传统的微生物分离

培养法检测,多重PCR检测方法具有灵敏度高、耗
时短、成本低等优势。但在多重PCR检测体系中,
由于多对引物混在一起易造成假阳性扩增,故为了

避免对检测结果的误判,需要对扩增的条带进行测

序分析。当然,为了进一步提高检测效率,在建立的

四重PCR检测方法的基础上进一步建立五重及其

以上的多重PCR检测方法是后续研究的方向。
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