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摘要! 根据金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因 ")1%沙门氏菌的侵袭蛋白基因 ("9,%志贺氏菌

的侵染性质粒抗原1基因(;%1和副溶血性弧菌的毒力表达调控基因*,C*设计引物!建立一

种快速检测水产品中上述 ? 种常见食源性致病菌的多重 A3*方法$ 结果显示!沙门氏菌%金

黄色葡萄球菌%志贺氏菌及副溶血性弧菌的多重 A3*扩增片段产物大小分别为 "?<%?#;%!?B

和 #?! 9P!该检测方法具有良好的特异性和灵敏度$ 设计优化了可用于水产样品中 ? 种目标

致病菌的共增菌培养基!该方法应用于 !" 份实际水产样品的检测!并与国标方法对比验证!?

种致病菌的整体符合率达 <?\以上!两种检测方法无显著性差异"<p$7$"#$ 可见!该多重

A3*方法可应用于水产品中沙门氏菌%金黄色葡萄球菌%副溶血性弧菌及志贺氏菌 ? 种食源

性致病菌的快速检测和分子流行病学调查$

关键词! 食源性致病菌& 多重A3*& 水产品& 检测

中图分类号! lB!;& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

&&近几年我国水产品消费量不断上升!而水产

品在养殖&捕捞&储藏&加工&运输&销售等环节容

易受到病原微生物的污染'%(

!因此病原微生物检

测是水产品及其加工品卫生检测中的一项重要工

作!关系到消费者的健康及生命安全) 其中沙门

氏菌&金黄色葡萄球菌"J'14-&(14(% 1,(2#&副溶血

性弧菌和金黄色葡萄球菌被认为是重要的污染水

产品的致病菌'# :;(

!已引起各个国家卫生检测部

门的广泛重视) 我国标准 =U%%@"%< :#$$B .生

食水产品卫生要求/规定沙门氏菌 " 7%26,"-22%

SPP7#& 大 肠 杆 菌& 金 黄 色 葡 萄 球 菌

"7*%;482,1,11)'%)&-)'#& 副溶血弧菌 " :(>&(,

;%&%4%-6,28*(1)'#&志贺氏菌"74(5-22% SPP7#等不

得检出) 严格的食品微生物检验是保障食品安全

的重要环节) 然而!传统致病菌检测方法检测时

间长!一般检测周期在 " m%$ L!检测程序繁琐!工

作量大!很难适应现代化食品安全快速检测的需

要!因此亟需建立一种操作简便&快速准确&灵敏

度和特异性都较高的现代化检测方法)

分子生物学检测技术的发展为病原微生物快

速检测提供了良好的技术平台!如基因探针'>(

&

+,0U,

'B(

"核酸序列依赖性扩增法#&,]A生物

发光法'<(以及 A3*等技术已逐渐被研究并完善

以用于病原微生物的检测当中) 其中多重 A3*

"EW6OGP68ICA3*#技术不同于传统 A3*技术只能

检测单一靶基因!其是通过在同一A3*反应体系

里加入多对特征引物!同时扩增出多个目标核酸

片段的A3*反应!可用于多种病原微生物的同时

快速检测或鉴定'%$ :%#(

) a2*V/+/等'%!(根据沙

门氏菌的 ("9,基因!单核细胞增生李斯特菌的

;&S,基因!大肠杆菌 (%">r1> 的 -%-,基因以及

细菌的 %;0Q*+,基因设计引物!应用多重 A3*

技术对全蛋液进行测定!特异性地检出上述菌种!

灵敏度高!检测效果稳定) 国内陈伟等'%?(对肉品

中的沙门氏菌&志贺氏菌及大肠杆菌 $%">r1> !

种致病菌建立了多重A3*检测体系!检测灵敏度
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可达 % 3.)@E-!可在 #? N内完成检测工作!并集

成了快速检测试剂盒)

本研究旨在利用多重 A3*技术系统地建立

水产品及其加工制品中沙门氏菌&金黄色葡萄球

菌&副溶血性弧菌和志贺氏菌 ? 种常见食源性致

病菌的快速检测方法!为水产品微生物检测及安

全控制行业提供一种快速准确&高效经济的检测

手段)

%&材料与方法

"#"$材料

菌株&&甲型副伤寒沙门氏菌" 7%26,"-22%

;%&%*8;4(,#!3V33"$$<!!中国医学细菌保藏管

理中 心% 福 氏 志 贺 氏 菌 " 74(5-22% S2-C"-&(#!

,]33%#$##&金黄色葡萄球菌!,]33;"!B&副溶

血性弧菌!,]33%>B$#!中国普通微生物菌种保

藏管理中心% 鼠伤寒沙门氏 菌 " 7%26,"-22%

*8;4(6)&()6#&柠檬色葡萄球菌 " 7*%;482,1,11)'

1(*&-)'#&痢疾志贺氏菌"74(5-22% =8'-"*-&(%-#&拟

态 弧 菌 " :(>&(, 6(6(1)'#& 河 弧 菌 " :(>&(,

S2)9%(2('#&创伤弧菌":(>&(, 9)2"(S(1)'#&溶藻弧菌

":(>&(, %25(",28*(1)'#&枯草芽孢杆菌 "L%1(22)'

')>*(2('#&蜡状芽孢杆菌"L%1(22)'1-&-)'#&阪崎肠

杆菌"J"*-&,>%1*-&'%#%K%#((#&侵袭性大肠埃氏杆

菌 "2RO8Q5GRYFSGY8J'14-&(14(% 1,2(#&大肠杆菌

(%"> "J'14-&(14(% 1,(2(%"> #!均为实验室分

离株)

试剂&&.%/ =+,聚合酶!%$ cA3*UWTT8Q!

VX36

#

!L+]AEGIOWQ8!=-#$$$ =+,VFQZ8Q!大连

宝生物工程有限公司%琼脂糖&*RFS8,&UG5SPGR

细菌=+,基因组抽提试剂盒&所有培养基及生

化鉴定管!杭州昊天生物技术有限公司%多重

A3*引物合成!上海生工生物工程有限公司)

仪器&&微量移液器&VFSO8QKHK68QXQFLG8RO

A3*扩增仪!德国2PP8RL5QT公司%VG66GĈ 超纯水

仪!美国 V/--/A(*2公司%)4:#"$$ 紫外分光

光度计!日本 01/V,=_)公司%高速离心机!美

国0GXEF公司%凝胶成像系统!美国 U/(C*,=公

司%=2-],!#$ P1计!瑞士 V2]]-2*C](-2=(

公司)

"#%$方法

多重A3*引物设计与合成&&选择金黄色

葡萄球菌的耐热核酸酶基因 ")1&沙门氏菌的侵

袭蛋白基因("9,&志贺氏菌的侵染性质粒抗原 1

基因 (;%1&副溶血性弧菌的毒力表达调控基因

*,C*作为特征靶基因!利用AQGE8QPQ8EG8Q"7$ 及

(6GX5 ;7$ 软件设计 ? 对引物) 引物由上海生工

生物工程公司合成!序列见表 %)

表 "$目的基因引物序列

)*+#"$&/01-/2-=8-79-243/18:;0.:-EL&'(*1.:0409*;037

细菌

PFON5X8RGK9FKO8QGF

目的基因

OFQX8OX8R8

引物序列""bC!b#

PQGE8QS8dW8RK8""bC!b#

.

6

"`#

产物大小"9P#

PQ5LWKOSGe8

沙门氏菌

7%26,"-22% SPP7

("9, .Caa]3a]3a]]aaa,3]a,]]aa ;;7% "?<

*C33a]aa3,]a]3]a,a3,3]]3 ;"7%

贺氏菌

74(5-22% SPP7

(;%1 .Ca3]3a,,,3aaa3]a]a3],,]a ;>7< !?B

*C,3aa],]3aa,,,aa3aa]3,, ;>7"

副溶血性弧菌

:(>&(, ;%&%4%-6,28*(1)'

*,C* .C3]a,],,3,,]a,3a33]3]a3],,] ;!7" #?!

*C]3]a,],3]3,33,,]3]a,3aa,,3] ;?7>

金黄色葡萄球菌

7*%;482,1,11)'%)&-)'

")1 .C,,3aa3,,],3a3,,,a,aa "<7; ?#;

*C],],3a3],,a33,3a]33,], "B7!

&&细菌=+,提取&&所有菌株分别接种于营

养肉汤!其中副溶血性弧菌需接种于含 !\ +F36

的营养肉汤中!振荡培养过夜后!提取细菌 =+,

基因组) 其中酚@氯仿抽提法参照.分子克隆实

验指南/

'%"(

%3],U@+F36提取法参考 -22等'%;(

的方法%试剂盒法则采用 UG5SPGR 细菌 =+,基因

组抽提试剂盒!按说明书要求提取) 紫外分光光

度计测定模板=+,的浓度与纯度)

多重A3*反应条件的优化&&将 ? 种菌的

=+,模板等量混合后!对影响多重 A3*反应效

果的引物浓度&VX

# f浓度&.%/ 酶浓度以及退火

温度这 ? 个反应体系条件和参数进行调整和优

化!确定最佳反应条件)

引物特异性的验证&&从鼠伤寒沙门氏菌&

甲型副伤寒沙门氏菌&福氏志贺氏菌&痢疾志贺

氏菌&金黄色葡萄球菌&柠檬色葡萄球菌&副溶

"*$



# 期 翁思聪!等$水产品中 ? 种常见致病菌多重A3*检测方法的建立及评价 &&

血性弧菌&拟态弧菌&河弧菌&创伤弧菌&溶藻弧

菌&枯草芽孢杆菌&蜡状芽孢杆菌&阪崎肠杆菌&

侵袭性大肠埃氏杆菌&大肠杆菌 (%"> 中提取

=+,模板!进行四重 A3*扩增!检验引物特

异性)

多重A3*灵敏度的测定&&将 ? 种目标菌

株分别培养至对数期!普通平板计数琼脂"A3,#

计数"其中副溶血性弧菌的计数琼脂需加 !\

+F36#!将各菌样以 %$

B

3.)@E-等体积混合后!

用无菌生理盐水以十倍稀释使菌液从 %$

B

3.)@

E-到 %$

$

3.)@E-!各梯度取 % E-菌液!采用试

剂盒提取 =+,模板!检测多重 A3*方法的灵

敏度)

共增菌培养基的优化&&? 种目标致病菌中

金黄色葡萄球菌为耐盐菌!副溶血性弧菌为嗜盐

菌!而志贺氏菌和沙门氏菌不耐盐) 为使 ? 种菌

能在同一培养体系中正常生长!以提高模板 =+,

提取效率!故在缓冲蛋白胨水"UAg#的基础上!

增加营养物质和促进剂!对影响 ? 种目标菌能否

在同一体系中共同生长的关键因素,+F36的浓

度进行优化) 通过提取不同 +F36浓度培养下 ?

种菌的总=+,模板!进行多重A3*扩增!确定最

适盐浓度条件)

多重A3*方法和国标方法对水产样品的检

测&&购买杭州文二路农贸市场常见海鲜及浙江

省兴业集团有限公司的鱼糜制品共 !" 份样品!通

过上述优化的共增菌培养基进行前增菌 B N!提取

总细菌=+,模板!应用多重 A3*方法与国标方

法 aU@]?>B<7" :#$$!!aU@]?>B<7> :#$$B!

aU@]?>B<7%$ :#$%$!aU@]?>B<7? :#$%$ 对上

述样品进行检验!通过符合率&敏感性&灵敏性等

指标以及显著性差异分析对两种方法进行比较

评价)

#&结果与分析

%#"$多重&'(反应条件的优化

引物浓度的优化&&添加 ? 对正反引物"#$

!

E56@E-#各 $7;&$7B&%7$&%7#&%7?&%7;&%7B

!

-

进行多重A3*扩增"图 %C,#!结果显示!当引物添

加量为 %7#

!

-时!沙门氏菌和副溶血性弧菌的扩

增条带清晰明亮!扩增量适宜%当引物添加量到 %7;

!

-时志贺氏菌和金黄色葡萄球菌的扩增效果最为

理想!而引物浓度过高在凝胶电泳图中表现为条带

过亮过粗!影响结果观察!更会增加错配机率而产

生非特异性扩增条带) 故沙门氏菌&副溶血性弧

菌&志贺氏菌和金黄色葡萄球菌的最适引物添加量

分别为 %7#!%7#!%7;!%7;

!

-)

VX

# f浓度的优化&&VX

# f可以提高引物 :

模板复合物的稳定性!通过优化VX

# f浓度以获得

最大 A3*反应产量) 反应体系中的 VX

# f

"#"

EE56@-#的添加量依次为 %&%7"&#&#7"&!&!7"&?

!

-!从中优化出适宜 VX

# f浓度"图 %CU#) 结果

显示!VX

# f添加量为 !7"

!

-时条带明亮清晰!条

带之间互不干扰!无拖尾!无非特性扩增条带!但

随着VX

# f浓度的增加!会导致非特异性扩增并降

低A3*的保真性!故确认最适VX

# f添加量为 !7"

!

-)

.%/酶浓度的优化&&多重 A3*反应体系

中同时进行多个扩增反应!不同反应之间对 .%/

=+,聚合酶存在竞争!将会使效率相对较低的

=+,扩增受到抑制) 在多重 A3*体系中加入适

量.%/ =+,聚合酶可以减弱抑制作用) 本研究

中.%/酶"" )@

!

-#添加量依次递增为 $7%&$7#&

$7!&$7?&$7"&$7;&$7>

!

-"图 %C3#) 结果显示!

.%/酶添加量为 $7;

!

-时扩增的条带效果最为

理想!而聚合酶浓度过高同样会导致非特异性扩

增!故最适酶添加量为 $7;

!

-)

退火温度的优化&&退火温度决定 A3*特

异性与产量!退火温度过高会导致引物不能与模

板牢固结合!=+,扩增效率下降%退火温度低!

A3*反应的产量提高!但过低可造成引物与模板

错配!易出现非特异性扩增) 本研究根据引物 :

模板复合物解链温度.

6

的大小设计梯度A3*反

应程序!退火温度依次为 "#7<!"?7$!""7#!";7>!

"B7%!"<7;!;%7# `!从中优化出适宜退火温度

"图 %C=#) 结果显示!退火温度在 "B7% `时条带

最为明亮清楚!表明该温度时多重A3*扩增产量

最大!且无非特异性扩增) 故最适退火温度为

"B7% `)

优化后的多重 A3*反应体系条件及参数&

总反应体系 "$

!

-!VX

# f

"#" EE56@-#!7"

!

-!

L+]A"各 #7" EE56@-#?

!

-!.%/ 酶"" )@

!

-#

$7;

!

-!A3*UWTT8Q"

!

-!引物"#$

!

E56@-#沙门

氏菌&副溶血性弧菌正反向各 %7#

!

-!金黄色葡

萄球菌&志贺氏菌正反向各 %7;

!

-!=+,模板

",

#;$

@,

#B$

比值为 %7B q$7%#各 %

!

-!灭菌双蒸水

'*$
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补足 "$

!

-) 采用冷启动!<? ` !$ S!退火 "B7%

` % EGR!延伸 ># ` % EGR!!$ 个循环!终延伸 >#

` " EGR)

图 "$多重&'(反应条件的优化

506#"$d.;010D*;03734/-*9;037937<0;03743/18:;0.:-EL&'(

%#%$多重&'(的引物特异性

对鼠伤寒沙门氏菌&甲型副伤寒沙门氏菌&

福氏志贺氏菌&痢疾志贺氏菌&金黄色葡萄球

菌&柠檬色葡萄球菌&副溶血性弧菌&拟态弧菌&

河弧菌&创伤弧菌&溶柒弧菌&枯草芽孢杆菌&蜡

状芽孢杆菌&阪崎肠杆菌&侵袭性大肠埃氏杆

菌&大肠杆菌 (%"> 的 =+,模板进行多重 A3*

扩增"图 ##) 扩增结果显示!沙门氏菌在 "?< 9P

处出现扩增条带!金黄色葡萄球菌在 ?#; 9P 处

出现扩增条带!志贺氏菌在 !?B 9P 处出现扩增

条带!副溶血性弧菌在 #?! 9P 处出现扩增条带!

条带清晰!无拖尾!也未发现由于引物二聚体或

者错配引起的非特异性扩增条带!其他细菌

=+,则均无扩增条带出现!表明 ? 对引物特异

性好!无相互干扰)

图 %$多重&'(检测的特异性

V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% %7副溶血性弧菌% #7金黄色葡萄球菌% !7甲型副伤寒沙门氏菌% ?7鼠伤寒沙门氏菌% "7痢疾志贺氏

菌% ;7福氏志贺氏菌% >7柠檬色葡萄球菌% B7拟态弧菌% <7创伤弧菌% %$7河弧菌% %%7大肠杆菌(%">% %#7侵袭性大肠埃氏杆菌%

%!7蜡状芽孢杆菌% %?7阪崎肠杆菌% %"7阴性对照% %;7阳性对照)

506#%$),-2.-904090;C 34<-;-9;037+C 18:;0.:-EL&'(

-FR8V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% %7:A;%&%4%-6,28*(1)'% #77A%)&-)'% !77A;%&%*8;4(,% ?77A*8;4(6)&()6% "77A=8'-"*-&(%-% ;77A

S2-C"-&(% >77A1(*&-)'% B7:A6(6(1)'% <7:A9)2"(S(1)'% %$7:AS2)9%(2('% %%7JA1,(2(%">% %#72RO8Q5GRYFSGY8JA1,2(% %!7LA1-&-)'% %?7JA

'%#%K%#((% %"7R8XFOGY8K5ROQ56% %;7P5SGOGY8K5ROQ567

(*$



# 期 翁思聪!等$水产品中 ? 种常见致病菌多重A3*检测方法的建立及评价 &&

%#!$多重&'(反应的灵敏度

不同稀释倍数的菌悬液提取 =+,后进行

多重 A3*扩增"图 !#!菌液从 %$

B

3.)@E-稀

释至 %$

:;倍时!志贺氏菌和金黄色葡萄球菌的

=+,模板进行扩增后依然出现条带!而稀释至

%$

:>倍时无条带出现!可确定该多重 A3*方法

中志贺氏菌和金黄色葡萄球菌的最低检出限为

%$

#

3.)@E-%当菌液从 %$

:B

3.)@E-稀释到

%$

:>倍时!沙门氏菌和副溶血性弧菌的 =+,模

板进行扩增后依然出现条带!而稀释至 %$

:B倍

时无条带出现!可确定该多重 A3*方法中沙门

氏菌和副溶血性弧菌的最低检出限为 %$

3.)@E-)

图 !$多重&'(检测的灵敏度

V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% % m<7致病菌浓度从 %$

B

3.)@E-到 %$

$

3.)@E-)

506#!$),-2-720;0Z;C 34<-;-9;037+C 18:;0.:-EL&'(

-FR8V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% -FR8S% :<7Q8PQ8S8ROFOGY85TPFON5X8RSK5RK8ROQFOG5R TQ5E%$

B

O5 %$

$

3.)@E-7

%#A$共增菌培养基

基于缓冲蛋白胨水"UAg##$ X@-上!添加酵

母浸膏 " X@-!胰蛋白胨 # X@-!葡萄糖 %7" X@-!

甘露醇 % X@-!设计梯度 +F36浓度!依次为

%7#\&%7?\&%7;\&%7B\&#7$\!调节 P1至

>7$ q$7#!接种 ? 种目标菌!振荡培养 ? N 后!进

行多重A3*扩增"图 ?#!其中金黄色葡萄球菌为

耐盐菌!其生长情况基本不受盐浓度的影响!扩增

结果稳定%副溶血性弧菌为嗜盐菌!其在低盐环境

下无法正常生长!当 +F36浓度低于%7?\时无扩

增条带出现%志贺氏菌和沙门氏菌均不耐盐!细菌

生长随盐浓度增加而受到抑制!并导致=+,模板

量减少而影响扩增效果!#7$\ +F36时两种细菌的

扩增条带很微弱) 可见!在 %7B\ +F36浓度培养

下的 ?种菌均能扩增出较为清晰的条带!说明在该

盐浓度下 ?种菌都能较为正常生长!故共增菌培养

基中最适+F36浓度为 %7B\)

%#I$多重 &'(与国标方法对水产品检测结果

比较

来自于水产品市场上及水产品加工企业的实

际 !" 份水产样品同时通过多重 A3*方法"图 "#

以及国标方法进行检测"表 ##!其中国标方法检

出沙门氏菌阳性样品 #! 份!金黄色葡萄球菌阳性

样品 %? 份!志贺氏菌阳性样品 %> 份!副溶血性弧

菌份阳性样品 #? 份%多重 A3*方法检出沙门氏

菌阳性样品 #! 份!金黄色葡萄球菌阳性样品 %;

份!副溶血性弧菌阳性样品 #? 份!志贺氏菌阳性

样品 %; 份)

以此进一步评价了建立的多重A3*方法在水

产品实际样品中的检测效果"表 !#) 与食品卫生检

验国标方法比较!该多重A3*方法对水产样品检测!

?种致病菌的整体符合率达 <"\以上!利用 0A00

%!7$统计软件进行配对样本*检验!两种方法无显

著性差异"<p$7$"#%检测特异性和敏感性都较高!

且具有在一天内同时完成 ? 种致病菌的检测的优

点!故可应用于大批量水产实际样品的分析)

图 A$共增菌培养基?*':浓度的优化

V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% % m"7盐浓度依次为 %7#\&%7

?\&%7;\&%7B\&#7$\)

506#A$d.;010D*;03734?*':9379-7;/*;03707

;,--7/09,1-7;+/3;,

-FR8V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% -FR8% :"!Q8PQ8S8ROFOGY85T

+F36K5RK8ROQFOG5R 5T%7#\!%7?\!%7;\!%7B\!#7$\7

)*$
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表 %$水产品中致病菌的国标方法检测结果

)*+#%$(-28:;234<-;-9;03743/.*;,36-724/31*=8*;09./3<89;2+C 7*;037*:2;*7<*/<1-;,3<2

水产样品

S8FT55L SFEP68S

菌种检出

ON8L8O8KO8L 9FKO8QGF

沙门氏菌

7%26,"-22% SPP7

金黄色萄萄球菌

7A%)&-)'

志贺氏菌

74(5-22% SPP7

副溶血性弧菌

:A;%&%4%-6,28*(1)'

%7虾蛄 EFROGSSNQGEP f f : f

#7龙虾 659SO8Q f f f f

!7褐菖
'

7->%'*('1)'6%&6,&%*)' f : : f

?7鸦片鱼 9FSOFQL NF6G9WO : : f f

"7马鲛 71,6>-&,6,&)'"(;4,"()' f : f f

;7鳓 B(2('4% -2,"5%*% f f f f

>7鲥 M(2'% &--9-'( f : f :

B7橡皮鱼 P%9,=," '-;*-"*&(,"%2(' f f f f

<7大菱鲆 71,;4*4%26)'6%C(6)' f : f :

%$7银鱼 MNGO89FGO f : : f

%%7梭子蟹 P5QOWRGL f : f f

%#7海蜇 j866H TGSN : : : f

%!7蛏子 QFe5QK6FE f : f f

%?7三文鱼 0F6E5R f f f f

%"7鲳 A5ETQ8OS f : : f

%;7鱼糜原料 0WQGEGQFMEFO8QGF6 f f : f

%>7鱼丸 TGSN 9F66S : f : f

%B7蟹肉棒 KQF9 SOGKZS : f : :

%<7虾肉卷 SNQGEP Q566 f f : :

#$7鱼肠 TGSN SFWSFX8 : : : :

#%7扇贝 SKF665PS : : : f

##7白姑鱼 N&58&,',6)'%&5-"*%*)' f : : :

#!7鲐 <"-)6%*,;4,&)'!%;,"(1)' f : : f

#?7鱿鱼 SdWGL f : : f

#"7虾干 LQG8L PQFMR : : : :

#;7鲣 O%*')I,")';-2%6(' f f f f

#>7海瓜子 E)=(*%;-'9%&(-5%*)' : : : f

#B7秋刀鱼 $,2,2%>(''%(&% : : f f

#<7三文鱼片 SF6E5R TG668OS f : : :

!$7草鱼 $*-",;4%&8"5,=," (=-22)' f : f :

!%7目鱼卷 SdWGL Q566 : : : :

!#7毛蚶 71%;4%&1% ')>1&-"%*% f f f f

!!7蟹浆 KQF9 PFSO8 f : : :

!?7小黄鱼 D%&(6(14*48';,28%1*(' : f : f

!"7大黄鱼 D%&(6(14*48'1&,1-% : f f f

*#$
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图 I$水产品中致病菌的多重&'(检测结果

V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% %7虾蛄% #7龙虾% !7褐菖
'

% ?7鸦片鱼% "7马鲛% ;7鳓% >7鲥% B7橡皮鱼% <7大菱鲆% %$7银鱼% %%7梭

子蟹% %#7海蜇% %!7蛏子% %?7三文鱼 %"7鲳% %;7鱼糜原料% %>7鱼丸% %B7蟹肉棒% %<7虾肉卷% #$7鱼肠% #%7扇贝% ##7白姑鱼% #!7

鲐% #?7鱿鱼% #"7虾干% #;7鲣% #>7海瓜子% #B7秋刀鱼% #<7三文鱼片% !$7草鱼% !%7目鱼卷% !#7毛蚶% !!7蟹浆% !?7小黄鱼% !"7

大黄鱼% +7阴性对照% A7阳性对照)

506#I$(-28:;234<-;-9;03743/.*;,36-7243/1*=8*;09./3<89;2+C 18:;0.:-EL&'(

-FR8V7=-#$$$

]V

=+,VFQZ8Q% %7EFROGSSNQGEP% #7659SO8Q% !77A6%&6,&%*)'% ?79FSOFQL NF6G9WO% "77A"(;4,"()'% ;7BA-2,"5%*%% >7

MA&--9-'(% B7PA'-;*-"*&(,"%2('% <77A6%C(6)'% %$7MNGO89FGO% %%7P5QOWRGL% %#7j866H TGSN% %!7QFe5QK6FE% %?70F6E5R% %"7P5ETQ8OS% %;7

0WQGEGQFMEFO8QGF6% %>7TGSN 9F66S% %B7KQF9 SOGKZS% %<7SNQGEP Q566% #$7TGSN SFWSFX8% #%7SKF665PS% ##7NA%&5-"*%*)'% #!7<A!%;,"(1)'%

#?7SdWGL% #"7LQG8L PQFMR% #;7OA;-2%6('% #>7EA9%&(-5%*)'% #B7$A'%(&%% #<7SF6E5R TG668OS% !$7$A(=-22)'% !%7SdWGL Q566% !#77A

')>1&-"%*%% !!7KQF9 PFSO8% !?7DA;,28%1*('% !"7DA1&,1-%% +7R8XFOGY8K5ROQ56% A7P5SGOGY8K5ROQ567

表 !$多重&'(方法评价

)*+#!$[Z*:8*;0373418:;0.:-EL&'(931.*/-<M0;,7*;037*:2;*7<*/<1-;,3<2

多重A3*方法

EW6OGP68ICA3*E8ON5L

目标菌种 OFQX8OPFON5RX8RGK9FKO8QGF

沙门氏菌

7%26,"-22% SPP7

金黄色葡萄球菌

7A%)&-)'

志贺氏菌

74(5-22% ';;A

副溶血性弧菌

:A;%&%4%-6,28*(1)'

符合率"\ #K5GRKGL8RK8QFO8 %$$ <?7! <>7% %$$

特异性"\# SP8KGTGKGOH %$$ <%7! %$$ %$$

敏感性"\# S8RSGOGYGOH %$$ %$$ <?7? %$$

显著性差异 SGXRGTGKFROLGTT8Q8RK8 <o$7B<$

检测时间"L# L8O8KOGRX P8QG5L %

注$其中符合率o"真阴性数f真阳性数#@被检总数!特异性o真阴性数@"真阴性数f假阳性数#!敏感性o真阳性数@"真阳性数f假阴

性数#

'%> :%B(

)

+5O8S$ON8SWE5TOQW8CR8XFOGY8FRL OWQ8CP5SGOGY8RWE98QSLGYGL8L 9H O5OF6L8O8KO8L RWE98QSGS8dWF6O5 K5GRKGL8RK8QFO8!OQW8CR8XFOGY8RWE98QS

LGYGL8L 9H ON8SWE5TOQW8CR8XFOGY8RWE98QSFRL TF6S8CP5SGOGY8GS8dWF6O5 SP8KGTGKGOH QFO8!OQW8CP5SGOGY8RWE98QSLGYGL8L 9H ON8SWE 5TOQW8C

P5SGOGY8FRL TF6S8CR8XFOGY8RWE98QSGS8dWF6O5 S8RSGOGYGOH QFO8

'%> :%B(

7

!&讨论

为解决传统方法中由于反复增菌&菌落分离

及多种生化&血清型鉴定而导致检测周期长!不宜

大批量检测及成本高等问题!水产品致病菌的快

速检测技术不断得到发展!其中尤以商品化显色

培养基和2-/0,等免疫学检测技术的应用最为

成熟广泛'%< :#%(

) 这两种检测方法检出结果准确

可靠&特异性强!但同时也存在无法同时分析多种

成分的缺陷) 随着 A3*技术的飞速发展!多重

A3*技术正好克服了上述不足而得到发展和应

用) 本研究建立的多重 A3*方法实现了对水产

品中沙门氏菌&金黄色葡萄球菌&副溶血性弧菌和

志贺氏菌的同时快速检测!整个过程包括共增菌&

总=+,提取&A3*扩增和电泳分析!可在一天时

间内完成!符合水产品及其加工品现代化大批量

检测的需求!具有广泛的应用前景) 此外!多重

A3*方法还可与其他检测技术联用!以达到定量

检测或者提高检测精确性等目的) g,+a等'##(

利用多重 A3*方法与基因芯片技术联用对炭疽

##$
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芽胞杆菌进行了鉴定和分类) g2/等'#!(利用多

重A3*方法结合实时 A3*技术定量检测了革兰

氏阴性菌的四环素释放基因) 所以该方法的系统

建立也为后续技术方法延伸发展提供了坚实的研

究基础)

影响多重A3*反应效果的因素较多!其中引

物设计的好坏直接关系到 A3*扩增的特异性和

成功与否) 然后还需要通过调整优化多重 A3*

反应体系和条件参数以使多重 A3*检测效果得

到最佳'#?(

) 本研究对多重 A3*反应体系引物浓

度&VX

# f浓度&.%/ 酶浓度以及反应条件中的退

火温度进行了优化!并得到理想结果) 此外

L+]A浓度&=+,模板浓度以及A3*循环数都会

对多重A3*反应效果产生影响)

实验中设计的复合型增菌培养基可以使 ? 种

目标致病菌在同一培养基中生长!减少了培养基

对A3*检测的影响!避免了实际样品检测过程中

需分别培养以获得目标致病菌 =+,模板的问

题!从而大幅提高检测效率) 另一方面!本研究检

测的 ? 种致病菌由于生长特点各不相同!从而其

在共增菌培养基也具有不同生长速率) 研究主要

优化了氯化钠浓度!在 %7B\最佳盐度下!耐盐菌

金黄色葡萄球菌条带明显!而不耐盐的志贺氏菌

和嗜盐菌副溶血性弧菌的条带相对较弱!表明 ?

种菌在接种量相同的条件下!细菌的生长速度不

同而导致=+,模板量的差异) 在实际样品检验

中!如志贺氏菌的初始菌较少!在加工和贮藏过程

又有损伤!则必然影响到其生长速度!并导致检测

中假阴性的出现) 在后续工作中!还有待于对共

增菌培养条件进一步完善)

在实际样品检测过程当中!一方面由于 A3*

检测方法本身易污染!且无法分辨死菌和活菌!故

与国标方法相比时会出现假阳性的情况!在试验

中就发现鲳&鱼肠样品中金葡菌检测就出现假阳

性的现象!可能与样品中存在一定量死菌有关%另

一方面不当的细菌基因组 =+,提取过程会导致

=+,无法正常释放或者受到损伤!从而在 A3*

过程中出现假阴性) 同时传统的电泳手段通过肉

眼观察判断条带位置!多重A3*过程中同一泳道

中亮条带的光带或拖尾会对分辨其周围弱条带造

成视觉上的影响!在统计时也会导致假阴性的产

生) 综上所述!今后多重A3*检测技术的发展将

通过引入新的 A3*产物检测手段以及计算机技

术向全封闭&自动化&高通量的一体化检测系统方

向发展!从而极大避免了假阴性和假阳性的产生)
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