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多种食源性致病菌检测的多重 PCR 方法的研究 *
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摘要 目的：利用多重 PCR 技术，建立可以同时检测多种食源性致病菌的多重 PCR 方法。方法：分别选择沙门氏菌 invA 基因，志

贺氏菌的 ipaH 基因，单核细胞增生李斯特氏菌的 hlyA 基因，大肠杆菌 O157：H7 的 eaeA 基因，副溶血弧菌的 toxR 基因，设计多

重 PCR 引物，建立多重 PCR 检测体系，并对该体系进行特异性和灵敏度实验。结果：通过对 19 株菌株进行实验，所有的目标菌株

均为阳性，而其余菌株为阴性。对多重 PCR 体系的灵敏度进行考察，沙门菌的灵敏度为 5000 CFU/mL；志贺氏菌的灵敏度为 5500
CFU/mL；单核细胞增生李斯特氏菌的灵敏度为 5200 CFU/mL；O157：H7 的灵敏度为 5000CFU/mL；副溶血弧菌的灵敏度为 6300
CFU/mL。结论：建立的多重 PCR 体系能实现多种致病菌同时检测。
关键词：多重 PCR；食源性致病菌

中图分类号：R378 文献识别码：A 文章编号：1673-6273（2012）11-2177-05

Study of A Multiplex PCR Method for the Detection of Foodborne Pathogen*
WAN Zhi-gang1, TANG Mu-jin1, LV Jing-zhang1, LUO Zhi-jun2, HONG Xiao-liu1, MA Shu-mian1

(1 Food Inspection Center Of CIQ Shenzhen, Shenzhen 518045, China;
2 Shenzhen Bay Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Shenzhen 518054, China)

ABSTRACT Objective: To develop a multiplex PCR method to detect five food borne pathogenic microorganisms simultaneously.
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of Escherichia coli O157:H7 and toxR gene of Vibrio parahaemolyticus were designed, and the specificity and sensitivity of the devel-
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present study can be applied in practice.
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前言

食源性致病菌已经被公认是造成食品污染的重要原因之

一，建立食源性致病菌的多重快速检测体系，及时准确地检测

出多种致病菌，对食品安全保障具有重大意义。常规的微生物

学检测方法需要经过增菌、选择性平板分离、生物化学试验和

（或）血清学分型鉴定多个步骤，针对不同致病菌需采用不同的

增菌及检测方法，检测周期一般为 5~7 天，工作量大，样品处理

量有限，无法满足快速检测的需要。PCR 方法具有特异性强、灵
敏度高、简便快速的特点，因而广泛应用于致病菌的检测，但常

规 PCR 一次检测只能针对一种细菌，而食品中可能同时存在

多种致病菌的污染。多重 PCR（multiplex PCR）方法能通过同一

PCR 反应体系同时扩增出多个核酸片段，与普通 PCR 相比，多

重 PCR 具有高效和简便的特点，可快速经济地一次性检测多

种食源性致病菌。本研究建立多重 PCR 体系，实现特异性检测

沙门氏菌、志贺氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌、大肠杆菌

O157：H7 及副溶血性弧菌等 5 种食品中常见致病菌。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 菌株 沙门氏菌 3 株（ATCC 13314、9150、35640），志贺氏

菌 3 株 （ATCC 9199、9207、9290），单核增生细胞氏菌 3 株

（ATCC 7644，其他两株为本实验室分离），大肠杆菌 O157：H7
3 株（NCTC 12900，其他两株为本实验室分离），副溶血弧菌 2
株（ATCC 17802，另一株为本实验室分离），阪崎肠杆菌 1 株

（ATCC 51329），大肠杆菌 1 株（ATCC 11775），创伤弧菌 1 株

（ATCC 27562），蜡样芽孢杆菌 1 株（ATCC 10876）和霍乱弧菌

1 株（ATCC 14035）。
1.1.2 仪器与试剂 PTC-200 PCR 仪 （美国 BIO-RAD 公司），

VLBI-PROFIL3000 凝胶成像系统 (法国 VILBER LOURMAT
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公司)，KB240 恒温培养箱(德国 Binder 公司)。培养基均购自北

京陆桥技术有限公司，分子生物学试剂购自宝生物工程（大连）

有限公司。
1.2 实验方法

1.2.1 模板制备 水煮法制备模板：取 1mL 菌液，12 000 rpm 离

心 2 min，弃上清，加入 100 μL 超纯水悬浮沉淀，100℃ 10 min，

离心取上清作为模板。
1.2.2 引物设计和合成 选择 invA [2,3,5-7] 基因作为沙门氏菌检测

的靶基因；选择 ipaH[4,6-9]基因作为志贺氏菌检测的靶基因；选择

hlyA [1,10] 基因作为单核增生李氏特氏菌检测的靶基因；选择

eaeA[2]基因作为 O157：H7 检测的靶基因；选择 toxR[5,11]基因作

为副溶血弧菌检测的靶基因。选择各个基因的保守区，设计合

适用于多重 PCR 的引物。为了减少因引物对之间竞争而产生

的抑制，在每条引物的 5' 端加上一段通用序列，由此，可以使用

通用的序列对所有的 PCR 产物进行相同效率的扩增。引物序

列见表 1，引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。

表 1 多重 PCR 引物序列

Table 1 Primer design for multiplex PCR

Gene Amplicon length (bp) Sequence5'->3'

Vibrio parahaemolyticus toxR 150
AGGTGACACTATAGAATAAGCACCT-

GTGGCTTCTGCTG

GTACGACTCACTATAGGGAGGAACTGA-

GATTCCGCTGGGTTTGT

Escherichia coli O157:H7 eaeA 159
AGGTGACACTATAGAATACGGC-

TAAAGCGGATAACGCCGA

GTACGACTCACTATAGGGATGCCCCAA-

GAGTTGCAGTTCC

Salmonella spp. invA 169
AGGTGACACTATAGAATACGC-

CACGTTCGGGCAATTCG

GTACGACTCACTATAGGGAAATCGGGC-

CGCAACTTCCGC

Listeria monocytogenes hlyA 204
AGGTGACACTATAGAATACGGCAAC-

CTCGGAGACTTACGC

GTACGACTCACTATAGGGAACGTATC-

CTCCAGAGTGATCGATGTT

Shigella spp. ipaH 336
AGGTGACACTATAGAATAAGATTAGCT

CAGAATGCCTTCGTAA

GTACGACTCACTATAGGGAGCCAT-

GCAGCGACCTGTT

Universal primer / AGGTGACACTATAGAATA

GTACGACTCACTATAGGGA

1.2.3 多重 PCR 反应体系的建立 PCR 体系总体积为 25μL，含

5μL DNA 模板，2.5μL10×PCR 缓冲液，2 mM MgCl2，50nM 特

异性引物 （每条），400nM 通用引物，0.2 mM dNTP，100μg/mL
BSA，15mM (NH4)2SO4，2U HotStart Taq(Takara)。

表 2 PCR 程序

Table 2 PCR programme

Step Temperature Time Cycles

1 95℃ 3min 1

2 95℃ 30s 10

60℃ 40s

72℃ 30s

3 95℃ 30s 25

55℃ 30s

72℃ 30s

4 72℃ 7min 1
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PCR 扩增完成之后，用 15%PAGE 对产物进行分析。
1.2.4 特异性实验 将 19 株目标菌株和非目标菌株先经增菌，

后经平板划线分离，挑取菌落于生理盐水，制备成 0.5 个麦氏

单位（相当于 108 CFU/mL）的菌悬液，生理盐水十倍稀释至 104

CFU/mL 梯度。取 100μL 菌液各涂布两个琼脂平板，37℃培养

48h 后进行平板计数。同步取原 108 CFU/mL 菌悬液 1 mL 通过

水煮法制备模板，模板用超纯水稀释至 10-4 数量级后，用建立

的多重 PCR 方法检测目标菌株，不同的非目标菌株，考察其特

异性。
1.2.5 灵敏度实验 对于不同的目标菌株，分别选择 1 株菌株作

为菌液灵敏度分析的代表。先经增菌，后经平板划线分离，挑取

菌落于生理盐水，制备成 0.5 个麦氏单位（相当于 108 CFU/mL）
的菌悬液，生理盐水十倍稀释至 103 CFU/mL 梯度。分别取

103CFU/mL 和 104CFU/mL 梯度的 100 μL 菌液各涂布两个琼

脂平板，37℃培养 48h 后进行平板计数。同步取原 108 CFU/mL
菌悬液 1mL 通过水煮法制备模板，模板用超纯水进行十倍梯

度稀释，用 PCR 方法进行检测。
对于混合样品，取 5 种目标菌株等比例混合，每种目标菌

株均为 0.5 个麦氏单位（相当于 108 CFU/mL）的菌悬液，生理盐

水十倍稀释至 103 CFU/mL 梯度。分别取 103 CFU/mL 和 104

CFU/mL 梯度的 100 μL 菌液各涂布两个琼脂平板，37℃培养

48h 后进行平板计数。同步取原 108 CFU/mL 菌悬液 1mL 通过

水煮法制备模板，模板用超纯水进行十倍梯度稀释，用 PCR 方

法进行检测。

2 结果

2.1 多重 PCR 体系特异性考察

为了考察多重 PCR 体系的特异性。我们用 19 株目标菌株

和非目标菌株对所建立的多重 PCR 体系进行特异性实验，由

19 株菌株 PCR 产物电泳分析的结果，多重 PCR 体系的特异性

良好。对于目标菌株，只有目的片段得到扩增；对于非目标菌

株，均为阴性结果（图 1）。

2.2 多重 PCR 体系灵敏度考察

2.2.1 沙门氏菌的灵敏度考察 按 1.2.5 步骤对多重 PCR 体系

的沙门氏菌检测进行灵敏度考察，沙门氏菌在 5×103 CFU/mL

时可以得到阳性结果；而在 5×102 CFU/mL 时，结果为阴性。以

上结果表明，在多重 PCR 体系中，沙门氏菌的灵敏度为 5×103

CFU/mL（图 2）。

2.2.2 志贺氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌、大肠杆菌 O157:
H7、副溶血弧菌灵敏度考察 按 1.2.5 步骤分别对多重 PCR 体

系的志贺氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌、大肠杆菌 O157:H7、
副溶血弧菌检测进行灵敏度考察，实验结果表明，在多重 PCR
体系中，志贺氏菌的灵敏度为 5.5×103 CFU/mL（图 3），单核细

胞增生李斯特氏菌的灵敏度为 5.2×103 CFU/mL（图 4），大肠

杆菌 O157:H7 的灵敏度为 5×103 CFU/mL（图 5），副溶血弧菌

的灵敏度为 6.3×103 CFU/mL（图 6）。

1-3, Salmonella spp.; 4-6, Shigella spp.; 7-9, Listeria monocytogenes;

10-12, Escherichia coli O157:H7; 13-14, Vibrio parahaemolyticus; 15,

Enterobacter sakazaii; 16, Escherichia coli; 17, Vibrio vulnificus; 18,

Bacillus cereus; 19, Vibrio cholerae; N, negative control; M, DL2000 DNA

Marker

图 1 多重 PCR 特异性实验结果

Fig.1 Specificity of Multiplex PCR

1, 5×102CFU/mL; 2, 5×103CFU/mL; 3, 5×104CFU/mL; 4, 5×

105CFU/mL; 5, 5×106CFU/mL; 6, 5×107CFU/mL; N, Negative control;

M, DL2000 DNAMarker

图 2 沙门氏菌灵敏度考察电泳图

Fig.2 Sensitivity result of Salmonella spp.

1, 5.5×102CFU/mL; 2, 5.5×103CFU/mL; 3, 5.5×104CFU/mL; 4, 5.5×

105CFU/mL; 5, 5.5×106CFU/mL; 6, 5.5×107CFU/mL; N, Negative

control; M, DL2000 DNAMarker

图 3 志贺氏菌灵敏度考察电泳图

Fig.3 Sensitivity result of Shigella spp
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1,6.3×102 CFU/mL; 2, 6.3×103 CFU/mL; 3, 6.3×104 CFU/mL;

4, 6.3×105 CFU/mL; 5, 6.3×106 CFU/mL; 6, 6.3×107 CFU/mL; N,

Negative control; M, DL2000 DNAMarker

图 6 副溶血性弧菌灵敏度考察电泳图

Fig. 6 Sensitivity result of Vibrio parahaemolyticus

1, 103 CFU/mL; 2, 104 CFU/mL; 3, 105 CFU/mL; 4, 106 CFU/mL; 5, 107

CFU/mL; 5, 108 CFU/mL; N,Negative control; M, DL2000 DNAMarker

图 7 混合样品灵敏度考察电泳图

Fig.7 Sensitivity result of mixed samples

2.2.4 PCR 体系对混合样品的灵敏度考察 按 1.2.5 步骤对混合

样品多重 PCR 体系进行灵敏度考察，实验结果表明，对于等比

例混合的样品，多重体系的灵敏度为 104 CFU/mL。

3 讨论

多重 PCR 检测方法的特异性主要取决于相应检测靶点的

选择和特异性引物的设计，而其灵敏度主要取决于通用引物的

设计和 PCR 体系的优化。常见的食源性致病菌的特异性靶点

一般是核糖体基因（rDNA/rRNA）或编码特殊功能的基因，以毒

理基因为主。沙门氏菌的靶基因主要有 ttrA[1]、invA[2,3,5-7]、oriC[3]，

fimY[5,6]、sirA[20]等；志贺氏菌的靶基因主要有 ipaH[4,6-9]和 virF[10]

等；单核细胞增生李斯特氏菌的靶基因主要有 hlyA[1,12]和 prfA[2]

等；大肠杆菌 O157：H7 的靶基因主要有 rfbE[1]，eaeA[2]和 uidA[3]

等；副溶血弧菌的靶基因主要有 tlh[13, 16]、gyrB[14-15, 17]、toxR[7,18]、和

pR72H[19]。本研究参考以上文献报道，利用 GenBank 公用数据

1, 5.2×102CFU/mL; 1, 5.2×103CFU/mL; 3, 5.2×104CFU/mL; 4, 5.2×

105CFU/mL; 5, 5.2×106CFU/mL; 6, 5.2×107CFU/mL; N, Negative

control; M, DL2000 DNAMarker

图 4 单核细胞增生李斯特氏菌灵敏度考察电泳图

Fig.4 Sensitivity result of Listeria monocytogenes

1, 5×102CFU/mL; 2, 5×103CFU/mL; 3, 5×104CFU/mL; 4, 5×

105CFU/mL; 5, 5×106CFU/mL; 6, 5×107CFU/mL; N, Negative control;

M, DL2000 DNAMarker

图 5 大肠杆菌 O157:H7 灵敏度考察电泳图

Fig 5 Sensitivity result of Escherichia coli O157:H7
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库进行相应致病菌相关序列和引物的 BLAST 对比和初步筛

选，并对其进行相关生物学评价。根据生物学评价中的特异性

和灵敏度结果，最终选择 invA 基因作为沙门氏菌检测的靶基

因；选择 ipaH 基因作为志贺氏菌检测的靶基因；选择 hlyA 基

因作为单核增生李氏特氏菌检测的靶基因；选择 eaeA 基因作

为 O157：H7 检测的靶基因；选择 toxR 基因作为副溶血弧菌检

测的靶基因。针对已选定的不同致病菌的靶基因，设计可以进

行多重 PCR 的特异性引物，同时在体系中加入了一对通用的

扩增引物，使多重 PCR 体系能对所有的 PCR 产物进行相同效

率的扩增，从而以有效的避免因引物的竞争性抑制而导致的假

阴性。在多重 PCR 体系优化方面，主要针对体系中退火温度

Tm 值和 Mg2+ 浓度进行优化，最终实现了 5 种常用食源性致病

菌的一次性同时检测，且其特异性和灵敏度都满足实际检测工

作的要求。
本研究建立的多重 PCR 体系，可以在同一 PCR 反应管内

同时检测出 5 种常见的食源性致病菌，将大大节省检测时间，

同时减少试剂耗材的消耗，具有高效和经济简便的优点。该方

法不需配置荧光定量 PCR 仪等昂贵的仪器设备，只需普通

PCR 仪和电泳仪，特别适合基层实验室使用，为食品安全检测

以及临床标本的检测提供技术手段，在致病菌的检测中具有广

阔的应用前景。
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