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多重实时PCR快速同时检测沙门菌和志贺菌

石晓路 扈庆华 张佳峰 李庆阁 王冰 林一曼 庄志雄 刘小立 张顺祥

【摘要】 目的 建立改良分子信标一多重实时PcR同时检测沙门菌和志贺菌的快速方法，应用

于食源性致病菌的快速诊断。方法 根据GenBank公布的沙门菌侵袭性基因i咒诅和smR基因，分

别设计一对引物和改良分子信标探针，用同色荧光标记，用于同体系检测沙门菌。志贺菌根据i加H

基因的保守序列，设计引物和改良分子信标探针，加入沙门菌检测体系中，建立三重实时PCR一改良分

子信标检测体系，应用于同时对沙门菌、志贺菌食物中毒的快速诊断和门诊肠道致病菌的检测。结果

改良分子信标一多重实时PcR反应体系DNA灵敏度为69～93 fg／肛I，菌液灵敏度为32～64 cFU／mI或

1～2 CFU／PCR反应体系，无交叉反应。该反应体系同时检测134株沙门菌和67株志贺菌，均出现特

异的荧光信号，两种细菌检测互不干扰。对细菌性食物中毒样本等共1100份同时进行沙门菌和志贺

菌检测，569份沙门菌实时PCR阳性，其中551份沙门菌培养阳性；42份志贺菌实时PCR阳性，其中

41份志贺菌培养阳性。从样品处理到检测结果仅需时间2 h至1 d。结论 改良分子信标一多重实时

PCR检测体系快速、灵敏度高，特异性强，可用于沙门菌和志贺菌食物中毒的快速诊断，伤寒、痢疾等

肠道传染病的初筛及预防医学门诊的健康人群体检，为食源性疾病的分子流行病学调查提供新的检

测手段。

【关键词】 沙门菌；志贺菌；多重实时聚合酶链反应；同步检测
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【Abstract】 objective Dual detection of s“mo柙以肠and s^堙℃z肠using modified molecular beacons

and real—time PCR was developed．The estabhshed method was applied to rapid diagrlosis of SnZmo咒eZZ“and

S^i窖“如’ food poisoning，and for routine monitoring prog姐ms． Methods Two sets of primers were

designed based on the core sequence of i，ztA gene and ss配R gene published on GenBank to detect

S以Zmo扎PZZn，and i加H gene were selected to detect S^吐捌Z口．Three corresponding modified molecular

beacons labeled with different fluorOphors were designed．The m01ecular beacons and primer sets were tested

against numemus strains from 55 different bacterial species．Then the two assays were combined to establish

the dual real—time PCR assay，and were applied to the food poisoning diagnosis and surveiUance． Results

For the modified molecular beacons_based dual real—time PCR assay，the sensitivitv achieved was 69—

93纠肛1，32—64 CFU／ml or 1—2 CFU／PCR reaction．There was no cross-reaction with otherbacteria served

as contr01．The dual real—time PCR aSsay was used to detect 134 S晓Zmo咒以肠strains and 67 S矗堙“如strains

but no false signals were observed．1 100 food poisoning samples were tested with 569 S“mo，zeZ肠and 42

were S矗ig以肠identified by real time PCR．Among the positiVe samples，551 were detected S＆Zmo行PZ如and

41 were S^堙“肠by traditional culture method．The overall test could be finished within 2 hours to one day

starting from sample preparation．Conclusion The modmed mdecular beacons_based dual real一time PCR

assay was rapid，sensitive，and specific．It c叫ld be applied to the rapid diagnosis of S以Z”zo，z“Zn and

S^i窖PZZn’f00d poisoning．
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目前沙门菌和志贺菌检验仍以传统培养法为

主，操作繁琐，耗时长，且阳性率低。随着分子生物

学技术的发展，已采用PCR技术应用于细菌的快速

诊断。然而传统PCR技术易污染，造成检测失败。

自1995年美国PE公司提出实时PCR检测原理后，

实时PCR以其快速、定量、无需后电泳、无交叉污染

等突出优点而被广泛采用。1996年Tyagi，

Kramer儿1提出的分子信标是一种具有茎环构型的

分子探针，用于PCR扩增产物均相测定的原理是，

在退火阶段，分子信标与生产的靶序列结合发出荧

光，在延伸阶段则脱离靶序列而不于扰扩增，随着循

环次数的增加，与靶序列结合的分子信标的量亦增

加，最终的荧光强度与模板量成正相关。改良分子

信标是我们在分子信标探针基础上提出的一种新型

分子探针旧。，以它为基础建立的实时PCR技术，可

以更好地实现多重实时PCR检测多种致病菌。本

文采用改良分子信标技术建立沙门菌和志贺菌的多

重实时PCR方法，和国家标准检测方法进行比较，

评价新方法的准确性和灵敏度，用于食源性疾病的

快速诊断和肠道门诊的筛查。现将结果报告如下。

材料与方法

1．实验用菌株：55种细菌共218株菌株。包括

34种沙门菌标准菌株、4种志贺菌标准菌株和17种

其他肠道致病菌标准株，购自中国药品生物制品检

定所(检定所)。100株沙门菌临床分离株和63株

志贺菌临床分离株，为深圳市历年食物中毒或肠道

门诊中分离(表1)。

2．菌株的分离和鉴定：按照中华人民共和国颁

布的《食品微生物学》国家检验标准操作。

3．反应模板的制备：

(1)菌株DNA模板：菌株经LB增菌培养过夜

后，菌体用500“1 TE buffer悬浮，加入终浓度为

50 pg／弘l溶菌酶，37℃作用1 h，然后再加入终浓度为

1％SDS和0．2肛g／肛l的蛋白酶K，55℃作用1 h后，用

酚一氯仿抽提DNA。

(2)样品DNA模板：①粪便、呕吐物标本：根据

粪便和呕吐物量的多少，用100～200“l生理盐水悬

浮，煮沸，10 000 r／min离心2 min，取5扯l上清液即可

用于实时PCR反应。②食品样品：用GN或SC增

菌6—8 h后，取1 m1菌液富集，加水100弘l煮沸，离心

吸取5以上清液即可用于实时PCR反应。

4．单一细菌改良分子信标检测体系的建立：

表1 实验用菌株

菌株名称及菌号 菌株数菌株来源

阿伯丁沙门菌s．口6erd∞n(50313)

马流产沙门菌S日幻心“F田“i(47717)

阿德莱德沙门菌s．n出缸i出(50065)

鸭沙门菌s．Ⅻn￡“m(50083)

猪霍乱沙门菌s．而o￡Pm¨“is(47649)

大肠沙门菌s．∞“(50809)

都柏林沙门菌s．d“6z锄(50042)

肠炎沙门菌S．gn抛r打id如(50040)

鸡沙门菌s．胛扰mr“m(50770)

婴儿沙门菌s．i”庙”￡括(50341)

爪哇沙门菌S．尬口如nn(50364)

肯塔基沙门菌s．kn￡“c^v(50794)

利齐菲尔德沙门菌S．￡舭h^e聪(50810)

伦敦沙门菌s．zon幽n(50310)

曼彻斯特沙门菌s．m一如m把r(50380)
曼哈顿沙门菌s．mⅫ^8t￡nn(50151)

火鸡沙门菌S．mPz∞gridis(50329)

明尼苏达沙门菌sⅢi”ne∞缸(50061)

莫斯科沙门菌s．moscow(50044)

慕尼黑沙门菌s．m“en如Pn(50125)

纽波特沙门菌s．”e∞加儿(50029)

奥拉宁堡沙门菌s．omn诒们“憎(50379)

甲型副伤寒沙门菌s．却m妙加i A(50001)

甲型副伤寒沙门菌无动力变种
s．砸rat，phi A。o’t，却ts0509]

乙型副伤寒沙门菌S．抛rn￡y加i B(50004)

丙型副伤寒沙门菌s．加m砂加i c(50017)

圣保罗沙门菌S．mfn￡抛“(50339)

圣地亚哥沙门菌s．mndi卿(50009)
仙台沙门菌S．口n幽i(50350)

山夫登堡沙门菌s．∞n加n6e僧(50209)
汤h逊沙门菌S．￡^om口∞”(50023)

伤寒沙门菌s．桫肌{(47727)

猪伤寒沙门菌s．￡y加i—s“括(50734)

鼠伤寒沙门菌s．妙加im“r池m(50013)

蜡样芽孢杆菌B．∞re“s(63301)

弗劳地枸橼酸杆菌c．^t“d谢(48001)

肉毒梭菌c．60￡““n“m(64203)

产芽孢梭菌c．s加r孵nes(64941)
产气肠杆菌E．ne，‘噼nFs(45103)
阴沟肠杆菌E．cz∞cne(45301)

大肠埃希菌E．∞如(44104)

单核细胞增生李斯特菌
L．mono聊。班nes(54001)

奇异变形杆菌P．mfm6撕5(49003)

普通变形杆菌P．口“z艘以s(490叭)

粘质沙雷菌s mnMⅢens(41002)

鲍式志贺菌s．60埘越(51265)

痢疾志贺菌s如en￡e疵nP(51376)
福氏志贺菌舅，z“№矗(51093)

宋内志贺菌s．sonn“(51081)

金黄色葡萄球菌s．nM“s(26001)

粪链球菌s￡Mp￡ococf“s(33219)

乙型溶血性链球菌s．^Pmmw弘口(32210)

副溶血弧菌V．加m^neⅢo坳!c“s(20001)
霍乱弧菌v．如。如m(16001)

小肠结肠炎耶尔森菌y．Pn￡erocDzi￡icn(52201)

沙门菌＆ZmonPZ如

志贺菌劬堙P￡缸

检定所

检定所

检定所

检定所

检定所
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(1)引物和探针设计：根据GenBank公布的沙

门菌毒力岛工的i咒诅基因和毒力岛Ⅱ的s阳R基

因序列，各设计一对引物和改良分子信标探针，同时

用FAM标记，用于沙门菌的检测。根据GenBank

公布志贺菌i抛H基因片段中的开放阅读框部分序

列设计引物和改良分子信标探针，扩增片段为

112 bp。探针用RoX标记，用于志贺菌的检测。引

物和探针均由上海Sangon公司合成。

(2)PCR反应条件：反应总体积为25肛1，内含

5弘l模板，2．5肛l 10×PCR缓冲液，1．5 mmol／L

MgCl2，0．25 mmol／L dNTP，1 U Taq酶，25 pmol引

物，25 pm01探针。实时PCR反应参数为：94℃预变

性5 min，40个循环中94℃变性20 s，52℃退火

25 s，72℃延伸20 s。采用退火阶段检测荧光。

(3)特异性检测：以产气肠杆菌、阴沟肠杆菌、大

肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、变形杆菌等细菌的

DNA作对照，对沙门菌标准菌株进行i咒诅和ssnR

改良分子信标实时PCR扩增；对志贺菌标准菌株进

行i抛H改良分子信标实时PCR扩增。

(4)灵敏度分析：选1株鼠伤寒沙门菌标准菌株

(S9)作为灵敏度分析的代表株。包括DNA灵敏度

分析和菌液灵敏度分析。DNA灵敏度分析：按常规

DNA提取方法提取模板DNA。用Ultrospec2000

紫外可见光蛋白核酸分析仪(Pharmacia公司)测

DNA的浓度。然后进行5倍梯度稀释，每个稀释度

取1肚l用于实时PCR反应。菌液灵敏度分析：S9菌

株经肉汤增菌过夜后，进行10倍梯度稀释，共做10

个稀释度，然后依次取10个稀释度的1 ml菌液经简

易处理(见模板提取2)后，进行实时PCR反应。同

时相对应的按中华人民共和国颁布的《食品微生物

检验标准》做细菌总数计数。

选1株福氏志贺菌标准菌株(D1)作为灵敏度

分析的代表株。包括DNA灵敏度分析和菌液灵敏

度分析。其分析方法与沙门菌的灵敏度分析方法

相同。

5．多重体系改良分子信标一实时PCR的建立：

在上述建立的单一检测体系的基础上，优化反应条

件，建立起双色多重实时PCR，反应总体积为25肛l，

内含2．5肛l 10×PCR缓冲液，1．5 mmol／L MgCl2，

0．5 mmol／L dNTP，l U Taq酶，25 pmolinvA引物，

25 pmolinvA探针(FAM标记)；25 pmol ssaR引物，

25 pmol ssaR探针(FAM标记)；25 pmol ipaH引物，

25 pmol ipaH探针(ROX标记)。扩增和检测条件

同上，退火阶段同时检测荧光FAM和ROX。

6．多重实时PCR反应体系的应用：运用于

1100份样本的检测。包括：452份食物中毒样本(肛

拭子、呕吐物或剩余食品)、328份伤寒、痢疾标本

(肛拭子、粪便等)和320份食品从业人员肛拭子。

结 果

1．沙门菌改良分子信标体系检测：

(1)特异性分析：55种细菌经改良分子信标体

系检测，只有沙门菌有荧光信号，其余细菌均无荧光

信号，进一步证明了i咒诅基因和驱nR基因共同检
测的特异性。

(2)灵敏度结果：DNA灵敏度为69 fg／扯1，菌液

灵敏度为2 CFU／PCR反应体系，对原始样品而言，

菌液灵敏度为32 CFU／ml。

2．志贺菌改良分子信标体系的检测：

(1)特异性分析：55种细菌经改良分子信标体系

检测，只有志贺菌有荧光信号，其他细菌无荧光信号。

(2)灵敏度分析：DNA灵敏度为93 fg／肚l，菌液

灵敏度为3 CFU／PCR反应体系，对原始样品而言，

菌液灵敏度为64 CFU／ml。

3．改良分子信标．多重实时PCR检测体系的建

立：改良分子信标一多重实时PCR反应体系稳定，灵

敏度高，特异性强，两种细菌的检测互不干扰，无交

叉反应。

4．改良分子信标一多重实时PCR检测体系应

用：对1100份各类样本，用改良分子信标一多重荧光

PCR法同时检测沙门菌和志贺菌，共检出沙门菌阳

性标本569份，其中551份分离出沙门菌菌株。检

出志贺菌阳性标本42份，其中41份分离出志贺菌

菌株。其检测情况见表2。该检测体系灵敏度高，

检出率高于传统分离方法，检测时问仅需2 h。

表2 改良分子信标一多重实时PcR方法的应用

讨 论

本文在改良分子信标技术的基础上，建立了多

重实时PCR同时检测两种细菌的方法。结果表明：
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①此方法灵敏度高，每毫克或每毫升样品含32～

64 CFU细菌，即可检出。②特异性强，与对照组54

种细菌无交叉反应，即类似的肠道致病菌均呈阴性。

③操作简单，结果观察直观明了，可一次检测96份

标本(含阴阳性对照)。④对于食品从业人员肛拭

子，可采用5人份合并为一管中检测，以提高检测效

率。采用水煮法而非酚一氯仿抽提法，快速简便有

效，适用于沙门菌和志贺菌食物中毒的快速诊断和

大量样品的初：筛。⑤检测粪便和呕吐物标本仅需时

2 h，检测食品标本仅需1 d时间(包括样品的增菌和

前期处理)。在多重实时PCR研究的基础上，最终

实现多重实时PCR同时诊断10种食源性致病菌，

满足常见细菌性食物中毒快速诊断的要求。

Buysse等b o发现志贺菌侵袭性质粒抗原H

(invasive plasmid，ipaH)，同时多拷贝存在于染色体

和侵袭性大质粒上，不随传代而丢失，鉴于此，根据

志贺菌i抛H基因的保守序列，设计引物和改良分

子信标探针用于志贺菌检测，特异性强，灵敏度高。

Galan等H o克隆并描述了鼠伤寒沙门菌的一组

基因(i”诅、B、C、D)，是沙门菌毒力岛工的重要基

因，这组基因决定了沙门菌进入上皮细胞的能力，与

沙门菌的致病性密切相关，并在沙门菌中广泛分布，

而在非沙门菌中尚未发现，这是目前报道最多的一

组靶基因。Rahn等¨1在1992年率先根据鼠伤寒沙

门菌锄诅基因设计出一对引物用于沙门菌检测，
到目前为止，大多研究者仍沿用Rahn所设计的引

物哺1。然而，单纯针对i咒以基因设计引物，并不能

检测所有的沙门菌，在我们的日常工作中发现，部分

山夫登堡沙门菌和利齐菲尔德沙门菌就不存在或者

缺失该基因，因此有必要加入另外的属特异性基因

进行扩增，才能保证不产生漏检。沙门菌脚R基

因，是沙门菌毒力岛Ⅱ的重要基因，编码与系统感染

有关的分泌蛋白，调控沙门菌在宿主细胞内存活的

能力和在吞噬细胞中复制的能力，与系统性疾病如

伤寒疾病有关07’8|。本研究加入这一基因，可以确

保所有的沙门菌均被检出。

改良分子信标探针是为了提高杂交效率，在原

来分子信标原理基础上提出的。改良分子信标的突

出特点是将分子信标的臂部分也作为靶识别序列，

而不仅仅是用于形成发夹结构的无关添加序列。对

于同样长度的检测靶序列，改良分子信标比分子信

标更短，而且由于臂序列不再悬空，因而与靶序列的

结合更趋紧密。已经证明，改良分子信标比分子信

标更易设计且成功率更高，同时对扩增条件要求不

严，因此对于多个靶序列的同时检测，改良分子信标

的优势更加明显。本文采用改良分子信标的设计思

路，在分别建立沙门菌和志贺菌实时PCR检测基础

上，直接将两体系合并，保留了原来的实验条件，即

建立起二者同时检测反应体系，且灵敏度并不比单

个检测更低，进一步说明了改良分子信标的优势。

目前国外有采用砀qMan技术分别检测志贺菌

和沙门菌的文献报道∽o，但主要为单一荧光体系检测

一种细菌，未见多重实时PCR同时检测多种细菌的

文献报道。随着生态环境的变化和抗生素的滥用，许

多致病菌引起的临床症状越来越不典型，常常需要同

时检测多种细菌才能确定病原。这就对快速诊断技

术提出了更高的要求：又快又能同时检测多种病原微

生物。实际工作和经验证明，所建立的多重实时PCR

方法可用于食物中毒的初筛，极少出现漏检，与传统

方法相比具有快速灵敏、操作简便等优点，是国标检

测方法的有力补充。随着多通道荧光PCR仪的不断

普及和发展，使得同时检测4种或5种不同波长的光

源成为可能，因此同管检测4～5种常见致病菌的多

重实时PCR技术，是未来发展的趋势。
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