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实验技术与方法

TaqMan探针法实时荧光定量 PCR快速检测沙门菌的探讨

郑友限　杨育红　陈培蓉　陈秀恋

(泉州市卫生防疫站 ,福建　泉州　362000)

摘　要 :为建立一种快速、灵敏、特异的实时荧光定量 PCR法用于沙门菌的检验 ,根据 GenBank上登录的编号为

AE016841的沙门菌序列 ,应用生物学软件在 fim Y基因的保守区设计引物和 TaqMan探针 ,同时应用 BLAST程序进

行网上序列比对 ,并进行筛选、优化。用鼠伤寒标准菌和 60份食品样本进行本检测方法的特异性、敏感性和重复

性试验 ,并与常规法和科玛嘉平板分离法做比较。本方法对沙门菌的检测具高度的特异性 ,检测的灵敏度达 102

CFUΠml ,从增菌至完成检测仅需 24 h左右 ,是一种快速检测沙门菌的敏感、特异的新方法。
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Rapid Detection of Salmonella by TaqMan2based Real2time PCR Assay
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Abstract : To establish a rapid , sensitive and specific method of TaqMan2based real2time PCR assay for detection of salmonella ,

based on the gene sequence of salmonella from GenBank (accession no. AE016841) , the specific primers and probes were

designed in the conserved regions of the fim Y gene by using the biologic software. The specificity of the sequences were tested by

BLAST search in GenBank. This assay was applied to the S . typhimurium and 60 food samples to test its specificity , sensitivity

and repeatability , compared with those of the regular bacterial culture and the culture on CH ROMager plate. The assay was

proved to be highly specific to salmonella , the sensitivity was 102 CFUΠml , and it only took 24 hours to complete the whole assay.

It is concluded that the TaqMan2based real2time PCR assay is a rapid , sensitive and specific method for the detection of

salmonella.
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　　沙门菌菌型繁多 ,分布广泛 ,是重要的人畜共患

病的病原体 ,也是食源性疾病特别是食物中毒最常

见的病原体。目前对沙门菌的检测主要依赖于常规

微生物学方法 ,一般需要 4～5 d时间 ,比较费时费

力[1 ,2 ]。免疫酶试验、免疫荧光试验、基因探针等方

法检测方法 ,由于特异性较差而难以推广[3 ]。近年

来 ,用 PCR技术检测沙门菌得到了迅速发展 ,产生

了多种 PCR法如常规 PCR、套式 PCR、多重 PCR ,比

常规法更快速、敏感和简便 ,但其存在着检测易污染

与假阳性率高的缺点[4 ]。最近发展起来的荧光定量

PCR技术是在 PCR反应体系中加入荧光基团 ,借助

荧光信号检测 PCR产物 ,利用荧光信号的累积来实

时监测整个 PCR进程。不仅克服了传统 PCR定性

检测的不足 ,而且具有特异性好 ,灵敏度高 ,操作简

单 ,自动化程度高等优点[5 ]。本实验利用目前最常

用的 TaqMan 探针法建立沙门菌的实时荧光 PCR

(Real2time PCR)检测方法 ,并对鼠伤寒标准菌的纯

培养及相关食品进行检测 ,探讨一种新的、快速、敏

感、特异的沙门菌检测技术。

1　材料与方法

111　材料

11111　菌株与标本对照菌株 　鼠伤寒沙门菌

ATCC13311由福建省疾病预防控制中心细菌科提

供 ,60份食品样本为本单位 2005年 6～7月份“餐桌

污染监测”工作采集的市区菜市场样品 ,其中生肉

30份、冻鸡爪、鸡翅 10份、海产品 20份。

11112　培养基与诊断血清 　SC、MM增菌液、营养

琼脂、三糖铁 ( TSI)琼脂、动力半固体、SS、HE、DHL、

WS琼脂均购自杭州天和生物试剂厂 ,科玛嘉沙门

菌显色培养基购自北京陆桥公司 ,沙门菌诊断血清

(57种)购自兰州生物制品所。

11113　主要试剂及仪器 　DNA 提取试剂盒 ,美国

invitrogen公司生产 ;opction 2荧光定量 PCR仪 ,美国

MJ 公司 ;21R超速冷冻离心机 ,德国 Backman公司 ;

细菌鉴定仪 ,英国 SENSITITRE微生物鉴定药敏分析
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系统。

112　方法

11211　常规法分离　按国标 GBΠT 478914—2003对

60份食品样本进行沙门菌检测 ,在分离培养的同时

将增菌液划线于科玛嘉沙门菌显色平板 ,挑可疑菌

落 (紫色或紫红色)进一步试验 ,所有分离菌株最后

用 SENSITITRE微生物鉴定分析系统进行生化鉴定。

11212　模板 DNA的提取　将按 GBΠT 478914—2003

检测的过夜增菌液 1 ml加到 115 ml Eppendorf管中 ,

8 000 rΠmin离心 5 min ,去上清液 ,用 invitrogen提取试

剂盒提取细菌 DNA ,具体方法按说明书操作 ,鼠伤

寒标准菌作为阳性对照经纯培养后制成菌悬液 ,进

行菌落计数后将其稀释至 106、105、104、103、102、50

CFUΠml ,同时提取 DNA。

11213　引物和探针的设计 　选择沙门菌特异性基

因 f im Y ( GenBank 上的编号为 AE016841) ,根据

Beacon Designer 210软件程序进行引物、探针的设计

和理论分析 ,确保引物之间无二聚体或发夹结构形

成 ,产物大小在 100 bp 左右 ,探针位置尽可能地靠

近上游引物 , Tm值最好比引物高10 ℃左右 ,同时应

用 NCBIΠBLAST程序对引物和探针序列在 GenBank、

EMBL、DDBJ 等数据库进行检索和比对 ,并做适当修

改以确保引物和探针对沙门菌的特异性 ,引物和探

针由深圳太太基因公司合成和提供 ,引物和探针序

列见表 1。

表 1　引物和探针序列

名称 序列 位置 Tm值 (℃)

Primer fim Y21
CCCCTTTTCAATCCACAAA
GAAAT

450～473 5711

Primer fim Y22
CCCCTTTTCAATCC
ACAAAGAAAT

508～531 5814

Target probe
FAM2AAACGTACCGCTGCA
TTCCGCTCA2Dark Quencher

6614

11214　实时荧光 PCR反应体系与反应条件 　反应

总体积为 25μl ,包含 215μl 10 ×PCR缓冲液 ; 2μl

200 mmolΠL dNTP ;5μl 215 mmolΠL Mg
2 + ;各 015μl 20

mmolΠL的上下游引物 ; 0125μl 20 mmolΠL 的探针 ;

015μl (2U) Taq 酶 ;0106μl (015U) UNG酶 ;2μl 模板

DNA ;最后用 DEPC水补至 25μl。在MJ Opction 2荧

光定量 PCR 仪上按下列参数进行反应和检测 :

37 ℃,5 min , 1 个循环 ; 95 ℃, 3 min , 1 个循环 ;

95 ℃,5 s ,60 ℃,40 s (检测荧光信号) ,40 个循环。

结果判定 :检测样本 Ct 值小于等于 3510时为阳性 ,

大于 3510且小于 4010时 ,重复 1次 ,如果 Ct值仍小

于 4010 ,且曲线有明显的对数增长期 ,可判为阳性 ,

否则判为阴性 ,检测不到样本 Ct 值时判为阴性。

11215　荧光定量 PCR的特异性、敏感性和重复性试

验　对 60 份食品样本按国标法、荧光定量 PCR法

及科玛嘉显色平板分离法进行沙门菌检测 ,比较其

特异性。对已进行菌落计数的各浓度鼠伤寒标准菌

的 DNA按上述条件同时进行反应和检测 ,测定本试

验检测的敏感性。对于 10
5

,10
4

,10
3

CFUΠml 3 个浓

度的鼠伤寒标准菌的菌悬液 ,每个浓度重复 3次按

上述方法和条件提取模板 DNA 并进行荧光定量

PCR检测 ,比较定量试验的重复性。

2　结果

211　荧光定量 PCR的特异性　对 60份食品样本按

国标法、荧光定量 PCR法及科玛嘉显色平板分离法

进行沙门菌的检测 ,结果比较见表 2、表 3 ,3种方法

的检出率经 t 检验分析 ,差异无显著性 ( P > 0105) ,

表明本法在特异性上与传统的培养分离法上无差

别 ,但检测时间却大大缩短。

表 2　60份食品样本 3种方法检测沙门菌的比较

样品
编号

样品
类型

检测方法

荧光定量
PCR

国标法
科玛嘉
平板分离

沙门菌
血清型

05QB01 生牛肉 + + + 德尔卑

05QB02 生牛肉 + + - 鸭沙门菌

05QB04 生牛肉 + + + 韦太夫雷登

05QA07 生猪肉 + + + 鸭沙门菌

05QD07 鲜鸭心 + + + 鼠伤寒

05QB09 猪肉　 + + + 鼠伤寒

05QB14 猪肉　 + + + 曼哈顿

注 :检出用“+”,未检出用“ - ”。

表 3　60份食品样本 3种不同检测方法阳性率的比较

检测方法 样品数 阳性数 阳性率 %

荧光定量 PCR 60 7 1117

国标法 60 7 1117

科玛嘉平板分离法 60 6 1010

注 :用 SPSS1115软件 t检验分析得 P = 01113

212　荧光定量 PCR的敏感性　各浓度的鼠伤寒沙

门菌模板 DNA ,用本研究建立的荧光定量 PCR法进

行检测 ,结果见表 4、图 1。按 Ct 值小于等于 3510

时结果判定为阳性 ,本法的检测灵敏度可达 10
2

CFUΠml。

表 4　各浓度鼠伤寒沙门菌荧光定量 PCR检测的 Ct值比较

荧光定量 PCR检测结果

106 105 104 103 102 50

Ct值 17197 26109 31126 33133 35178 38146

213 　荧光定量 PCR 的重复性 　对 106、105、

104 CFUΠml 3个浓度的鼠伤寒沙门菌中每个浓度的菌

悬液 ,重复 3次做荧光定量 PCR检测 ,并计算 Ct 值的

标准差来检验本法的重复性 ,结果见表 5、图 2。
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A :106 CFUΠml ;B :105 CFUΠml ;C :104 CFUΠml ;

D :103 CFUΠml ; E:102 CFUΠml ;F :50 CFUΠml。

图 1　鼠伤寒沙门菌荧光定量 PCR敏感性试验扩增曲线图

表 5　荧光定量 PCR对鼠伤寒沙门菌检测的重复性

菌落总数
(CFUΠml)

荧光定量 PCR检测 Ct值

1 2 3
平均值 标准差

106 17189 17199 18103 17197 0107

105 26111 26100 26116 26109 0108

104 31133 31147 30198 31126 0125

A :106 CFUΠml ;B :105 CFUΠml ;C :104 CFUΠml。

图 2　鼠伤寒沙门菌荧光定量 PCR重复性试验扩增曲线图

3　讨论

　　据美国环保局报道 ,大多数致病菌感染菌剂量

超过 10
3

CFUΠml就可引起疾病发生[6 ]
,本研究的荧

光定量 PCR检测的灵敏度小于致病菌的感染量 ,而

且重复性很好 ,克服了普通 PCR难以定量和重复性

差的缺点 ,一般从增菌液就可直接检出沙门菌 ,甚至

增菌液煮沸后直接上机反应也可检出而无需像普通

PCR要提核酸 ,而且整个反应和产物分析都是在完

全封闭的状态下进行 ,因而 PCR产物不污染环境 ,

本实验采用 dUTP代替 dTTP , 并在 PCR前将样品用

UNG酶处理 ,阻止受污染的扩增产物再作为模板 ,

从而保证荧光定量 PCR检出的阳性结果均来源于

　　

被检样品 ,减少了假阳性的出现[7 ]。而对于样品中

可能存在的 PCR抑制物而导致的假阴性结果 ,则需

根据被扩增序列设计、制备一定分子量的 DNA序列

作为内标对照和相对应的不同荧光素标记的探针 ,

再以适当的拷贝数加入被测样品中同时进行扩增 ,

这样一个内部扩增控制 (internal amplification control ,

IAC)可以避免假阴性的出现[8 ]
,但成本较高。由于

本实验无 IAC ,故一旦样品中存在 PCR抑制物就有

可能漏检[9 ]。
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