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水产 种致病菌多重PCR检测方法的建立

王娜 ' 陶妍

(上海海洋大学食品学院，上海201306)

摘 要：根据副溶血弧茵(Vibrio parahaemolyticus)的耐热直接溶血素基因(tdh)、金黄色葡萄球

茵(S￡口户^yzDfDff“saureus)的耐热核酸酶基因(nuc)和单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)的

侵入关联蛋白基因(iap)分别设计引物，进行PCR扩增及反应条件的优化，建立了对3种茵的多重

PCR检测方法。结果表明：3对引物能特异性地扩增出202 bp、484 bp和714 bp的目的片段。优

化后的多重PCR反应体系为：10×PCR buffer(M92+)2．5“L、200 gmol／L dNTP、2 mmol／L

M92十、模板2“L、2．5 U Taq酶，引物浓度分别为：副溶血孤茵200 nmol／L、金黄色葡萄球茵40

nmol／L、单增李斯特茵320 nmol／L，总反应液25弘L。对贝类模拟样品的检测结果显示，应用多重

PCR技术对3种菌的检测限分别为副溶血弧茵2．3×102 CFU／mL、金黄色葡萄球菌2．5×101

CFU／mL、单增李斯特茵1．5×103 CFU／mL。作者通过多重PCR技术实现了对副溶血弧茵、金黄

色葡萄球菌和单增李斯特菌的同时检测，具有快速、灵敏度高、特异性强等优点。
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Abstract：In this study，a multiplex PCR(MPCR)was carried using three pairs of primer，which

were designed according to the genes encoding the thermostable direct hemolysin(TDH)，the

thermostable nuclease (TNase) and the invasion associated protein from Vibrio

parahaemolyticus， S￡口p^yZocoff“s aureus and Listeria monocytogenes， respectively．The

reaction conditions for the MPCR were optimized to establish a rapid，sensitive and convenient

method detecting pathogens in seafood．The results showed that MPCR using the three pairs of

primer produced specific amplicons of expected sizes 202 bp，484 bp and 7 14 bp for V．

parahaemolyticus，S．aureus and￡．monocytogenes，respectively．The optimized reaction

conditions followed as 10×PCR buffer(M92十)2．5 ttL，200tlmol／L dNTP，2mmol／L M92+，

template 2 pL，2．5 U Taq DNA polymerase，and the concentrations of primers were 200 nmol／L

for V．parahaemolyticus，40nmol／L for S．aureu$and 320 nmol／L for L．monocytogenes，and the

final volume was aajusted to 25弘L with sterilized water．Meretrix meretrix were inoculated with
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these three types of pathogens tO prepare simulation samples．The MPCR assays for the

simulation samples indicated that the detection limits were 2．3 X 102 CFU／mL for V．

parahaemolyticus，2．5×101 CFU／mL for S． aureus and 1．5×103 CFU／mL for L．

monocytogenes．This MPCR offers an efficient way for high sensitive detection of V．

parahaemolyticus，S．aureus and L．monocytogenes in aquatic foods．

Key words： multiplex PCR， Vibrio parahaemolyticus， Sfnp^yZofoff“5 aureus，Listeria

monocytogenes

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、金黄

色葡萄球菌(S￡n加yZofDff“s aureus)和单增李斯特

菌(Listeria monocytogenes)被认为是3种重要的污

染水产品的致病菌，由这些菌引起的食物中毒事件

近年来呈上升趋势[1]。通常，对这3种菌的传统的

检测和鉴定方法依赖于分离培养和生化鉴定等，但

这些方法烦琐费时、耗力，且特异性不强。因此，建

立快速、灵敏、特异性强的病原微生物检测方法是

食品安全的当务之急。

在对微生物致病机理的研究中，各种毒力因子

的存在已被确认是重要的致病性因素[z]。副溶血

弧菌的致病性主要与该菌产生的耐热直接溶血素

(Thermostable direct hemolysin，TDH)和耐热相

关溶血素(Thermostable direct related hemolysin，

TRH)有关，并以TDH为主[33；耐热核酸酶(Ther-

mostable Nuelease，TNase)是金黄色葡萄球菌产

生的一种细胞外酶，存在于被金黄色葡萄球菌感染

的组织中，是鉴定金黄色葡萄球菌的重要指标之

一[43；单增李斯特菌的致病性与多种毒力因子有

关，其中侵入关联蛋白(Invasion associated pro-

tein)为重要的毒力因子，可作为检测单增李斯特菌

污染的指标[5]。对上述毒力因子的检测方法通常

有DNA杂交、免疫学方法和PCR技术等，其中以

PCR方法最为简单易行。多重PCR(multiplex

PCR，MPCR)是在一个反应体系里加入两对以上

引物，同时扩增出多个核酸片段的PCR反应，因其

具有全面、系统、快速、高效和操作简单等诸多优

点，已被逐步应用于核酸诊断的多个领域[6_7]，包括

病原微生物的检测。

Soumet等∞3根据伤寒沙门氏菌的fliC基因和

肠炎沙门氏菌的sefA基因设计引物，应用多重

PCR技术对1078份家禽样品进行检测，特异性地

检出伤寒沙门氏菌和肠炎沙门氏菌，敏感性达到

95％，高于常规细菌学的鉴定方法(92．5％)。国内

焦豫良等凹]通过多重PCR技术一次性地扩增到基

于肠毒性大肠埃希菌、蜡样芽胞杆菌、伤寒沙门菌、

大肠埃希菌、福氏志贺菌和霍乱弧菌等6种致病菌

的特异性片段。然而，迄今为止，关于食品尤其是

水产品中病原微生物的多重PCR检测技术方面的

研究报道较少。作者以编码副溶血弧菌、金黄色葡

萄球菌和单增李斯特菌的3种毒力蛋白的基因

tdh、nuc和iap作为靶基因，设计3对特异性的引

物，先进行单重PCR扩增，在此基础上，再对多重

PCR的反应体系及条件进行调整和优化。另一方

面，以人工接种上述3种菌的文蛤(Meretrix mP心一

trix)作为检测对象，进一步考察多重PCR技术对

实际样本中病原菌检测的效果，以期建立快速、灵

敏、特异性强的水产品病原微生物的多重PCR检测

方法。

1材料与方法

1．1菌株和DNA提取

实验菌共6株，其中金黄色葡萄球菌

(ATCC6538)购自上海市工业微生物研究所；沙门

氏菌(Salmonella spp)、大肠杆菌(Escherichia CO-

li)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)、副溶血弧菌和

单增李斯特菌为作者所在实验室保藏菌种。所有

菌株接种营养肉汤，37℃振荡培养18 h，采用天根

公司提供的试剂盒，对菌体基因组DNA进行提取

和纯化。

1．2引物设计

选择副溶血弧菌的耐热直接溶血素基因

(tdh)、金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因(nuc)和

单增李斯特菌的侵入关联蛋白基因(iap)作为靶基

因，参考基因数据库登录的序列(AY044108，

V0128，AF532235)分别设计3对引物[10_12]进行

PCR扩增。引物由上海生工生物工程公司合成，序

列见表1。

1．3单重PCR的反应体系和条件

分别以副溶血弧菌、金黄色葡萄球菌和单增李

斯特菌的基因组DNA为模板，其反应体系的组成

如下：10×PCR buffer 2址L，2．5 mmol／L dNTP
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1．6弘L，DNA模板1 pL，10 tzmol／L引物各0．5

pL，1 U Taq酶，加无菌水至总体积20弘L。反应

条件如下：94℃预变性4 min、94℃变性30 S、58℃

退火30 s、72℃延伸40 s、最终72℃延伸10 min，

反应共进行30个循环。

表1引物名称及序列

Tab．1 Names and sequences of primers

引物名称 序列

tdh．F

tdh．R

ntlc-F

nue-R

iap-F

iap-R

5，_GGTACTAAATGGCTGACATC-3，

5，-CATCCAAATACATTTTACTTGG一37

5。AAAGGGCAATACGCAAAGAGGT一3，

5，-CTTTAGCCAAGCCTTGACGAAC一3’

5，-CAAACTGCTAACACAGCTACT一3’

5。TTATACGCGACCGAAGCCAAC一3，

1．4 多重PCR的反应体系和条件

在单重PCR结果的基础上，将3种菌的基因组

DNA混合后作为模板，同时加入3对引物进行多

重PCR反应，并对M92+浓度、dNTP浓度和延伸时

间等反应参数进行调整和优化，确定最佳反应条

件，同时对3对引物在多重PCR检测中的特异性

进行检验。

1．5序列分析

PCR扩增的目的片段经1 g／dL琼脂糖凝胶电

泳后，进行割胶纯化，与pGM—T按1：l在16℃下

用T。DNA连接酶连接过夜，并转化人感受态细胞

Topl0。将转化菌接种于含X-gal、IPTG、100

tzg／mI。氨苄青霉素的LB琼脂平皿，37℃培养过

夜。挑取白色菌落，通过PCR法进行插入检验，分

别挑选2-3个阳性克隆于LB培养液中，37℃培养

过夜，送上海生工生物工程公司测序。

1．6模拟样品的制备及单重和多重PCR检测

将文蛤用灭菌的刀片撬开，取出整个内容物，

称取25 g于灭菌的锥形瓶中，接种不同浓度的混合

菌液，加入225 mL的灭菌生理盐水，均质，混匀成

稀释液；采用天根公司的细菌基因组DNA试剂盒

提取DNA，分别进行单重和多重PCR的检测。

2 结果与分析

2．1 3种菌的单重PCR结果及其目的片段的DNA

测序

琼脂糖凝胶电泳结果显示，利用合成的3对引

物，分别以副溶血弧菌、金黄色葡萄球菌和单增李

斯特菌的基因组DNA为模板，采用1．3的PCR反

应模式，成功地扩增出202 bp、484 bp和714 bp的

特异性条带，见图1。3种目的片段的DNA序列经

BI。AST搜索，与GenBank中序列比对后，同源性分

别达到100％、100％和98％，进而证实所克隆的3段

基因分别为副溶血弧菌的耐热直接溶血素基因

(tdh)、金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因(nuc)和单

增李斯特菌的侵入关联蛋白基因(iap)。

2．2引物特异性的考察结果

将金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、大肠杆菌、蜡样

芽孢杆菌、副溶血弧菌和单增李斯特菌分别接种营

养肉汤，37℃振荡培养18 h后，分别提取基因组

DNA，然后将这6种菌的DNA混合作为模板进行

PCR扩增。结果显示：加入副溶血弧菌引物的只扩

增出一条202 bp的特异性片段；加入金黄色葡萄球

菌引物的只扩增出一条484 bp的特异性片段；加入

单增李斯特菌引物的，只扩增出一条714 bp的特异

性片段；而同时加入3对引物的，则扩增出3条预期

的片段，见图2。上述结果证明了对应于3种菌的3

对引物具有很好的特异性。

2．3 3种菌的多重PCR结果及其反应条件的优化

在单重PCR结果的基础上，反应体系中同时加

入3对引物进行多重PCR扩增，并对影响PCR扩

增的dNTP浓度、M92+浓度和延伸时间等因素进

M：100 bp DNA Ladder；1：副溶血弧菌扩增产物；2：金黄色葡萄球菌扩增产物}3：单增李斯特菌扩增物

图l 3种菌的单重PCR结果

Fig．1 Results of singleplex PCR for the three types of pathogen
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M：i00 bp DNA Ladder；1、2、3：以6种菌混合DNA为模板，

分别加入副溶血弧菌、金黄色葡萄球荫和单增李斯特菌的引

物}4：以6种菌混合DNA为模板。同时加入3对引物

图2引物特异性的考察结果

Fig．2 Specificity of primers for three t)rpes of pathogen

行调整和优化，见图3。结果显示：M92十浓度为2

mmol／L时扩增出的3个条带较其它两个浓度的条

带更明显(图3a)；dNTP浓度为200 t_￡mol／I．时扩

增出的3个条带较其他两个浓度的条带更亮(图

3b)；延伸时间为2 min时扩增到的3个条带最明显

(图3c)。据此，优化后的多重PCR反应体系确定

为：10×PCR buffer(一M92+)2．5 gI。、200 gmol／L

dNTP、2 mmol／I。M92+、模板2“L、2．5 U Taq酶，

引物浓度分别为：副溶血弧菌200 nmol／L、金黄色

葡萄球菌40 nmol／L、单增李斯特菌320 nmol／L，

总反应液25“I。。反应条件：94℃预变性4 min；94

℃变性30 S、58℃退火40 S、72℃延伸2 min，共进

行35个循环；72℃延伸15 min。

(a)Mg”浓度；M：100 bp DNA ladder；1：1 mmol／l。12：1．5 mmol／L；3；2 mmol／Ll(b)dNTP浓度；M：100 bp DNA ladder；1：150

；amol／L；2：200 tI_mol／L；3：250 pmol／L：(c)延伸时间；M：100 bp DNA ladder；1：40 s；2：1 min；3：2 min

图3多重PCR反应条件的优化结果

Fig．3 Optimization of reaction conditions for multiplex PCR

2．4 贝类模拟样品检测限的测定结果 球菌2．5 CFU／mL(图4b)、单增李斯特菌1．5

先对副溶血弧菌、金黄色葡萄球菌和单增李斯 CFU／mI。(图4c)。多重PCR检测结果显示：在105

特菌的培养液进行平板计数，再将3种菌的培养液 倍稀释度下，可以同时检测到3种菌；106倍稀释度

混合，进行梯度稀释；对105、106、107和108倍4个 下可以检测到副溶血弧菌和金黄色葡萄球菌；107倍

稀释度的菌液各取1 mL接种到文蛤肉中，然后取 稀释度下只有金黄色葡萄球菌被检测到，见图5。

样提取DNA，按前述PCR方法进行单重和多重 据此，应用多重PCR技术对3种菌的检测限分别

PCR检测，见图4。单重PCR榆测结果显示：3种 为：副溶血弧菌2．3×102 CFU／mL、金黄色葡萄球

菌在4种稀释梯度下均能被检测到，检测限分别 菌2．5×101 CFU／mL、单增李斯特菌1．5 x 103

为：副溶血弧菌2．3 CFU／mL(图4a)、金黄色葡萄 CFU／mI。。

(a)副溶血弧菌；(b)金黄色葡萄球菌；(c)单增李斯特菌；M：100 bp DNA Ladder；1～4：105、106、107、108倍的稀释度

图4模拟样品的单重PCR检测结果

Fig．4 Results detected by monoplex PCR for simulation samples
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M；100 bp DNA Ladder；1～4：105、106、107、108倍的稀释度

图5模拟样品的多重PCR检测结果

Fig．5 Results detected by multiplex PCR for simulation

samples

3讨 论

多重PCR实验设计较为复杂，除了对引物的特

异性要求很高，其反应体系的组成如缓冲液的成

分、dNTP的浓度和反应条件等都会影响实验的结

果[13叫4‘，需要对反应体系和条件进行反复调整，才

能提高多重PCR的效果。作者在对M92+浓度、

dNTP浓度和延伸时问等因素进行调整和优化后获

得的多重PCR结果亦证明了这一点。作者在研究

中还发现，采用多对引物的多重PCR可能发生一个

扩增片段对另一个片段的扩增产生抑制作用，在3

对引物浓度相同的情况下。副溶血弧菌和金黄色葡

萄球菌都能成功扩增出相应片段，而单增李斯特菌

的扩增受到了抑制，因此需要对引物的浓度进行适

当的调整。首先增加单增李斯特菌引物的浓度，但

效果不好；然后，减少扩增效率最好的金黄色葡萄

球菌的引物浓度，使3种菌的相应片段都得到了同

时扩增。黄留玉等L151亦提出降低扩增效率高的引

物的浓度比增加扩增效率低的引物的浓度更有效。

另外，模板纯度也是影响PCR结果的另一个重要因

素。在对实际样本的检测中，由于水产品组成成分

丰富，致使检测背景干扰因素增多，可能会破坏

PCR的缓冲体系，进而干扰检测结果。因此，在

DNA的提取时，一般需要进行预增菌，如果发现同

时富集多种菌的效果不好时，可采用选择性培养基

对各种菌分别培养，再混合后收集菌体以提取

DNA。

作者通过多重PCR技术实现了对副溶血弧菌、

金黄色葡萄球菌和单增李斯特菌3种菌的同时检

测，将常规的细菌学鉴定中需要进行的复杂生化实

验转化为几小时的一次性实验。该方法快速、简

便、特异性强、灵敏度高。适合于批量样本的检测，

具有很好的应用前景。
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