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摘 � 要: 利用基因组序列比对分析等生物信息学方法发掘肠球菌新的属特异性靶点, 根据 42个候

选靶点序列设计 50对引物, 结合普通 PCR初筛和荧光定量 PCR复筛, 挑选特异性和灵敏度等检

测性能最佳的引物,建立相应的荧光定量 PCR检测方法, 并对该方法应用于食品中肠球菌检测时

的效果作出评价。分析结果显示,特异性最强的引物为 EF1902,利用该引物建立的荧光定量体系

检测肠球菌时均产生特异性扩增信号,而检测非肠球菌菌株时均无特异性扩增信号形成。经优化

PCR体系后, 该方法的基因组 DNA 检测灵敏度为 13� 78 拷贝/ PCR,纯培养物灵敏度为 38� 4 cfu/
PCR。以肠球菌人工污染牛奶,当初始接菌量为 2� 63 cfu/ mL 时,只需增菌 6 h即可用该方法检出

肠球菌。对 52份食品样品进行检测准确率为 94� 23%, 证实了该方法可应用于食源性肠球菌的快
速检测。综上所述,作者建立的肠球菌荧光定量 PCR方法,特异性强且灵敏度高,可应用于食品中

肠球菌的快速检测。

关键词: 肠球菌; 荧光定量 PCR; 检测靶点

中图分类号: TS 207� 7 文献标识码: A

Development and Evaluation of a Rea-l Time PCR System for

Enterococcus spp� Detection in Food Samples
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Abstract:T he aim of the study w as to explore new detective tar gets fo r Enterococcus spp� , w ith
bet ter performance in specif icity and sensit ivity , and subsequent ly to develop a rea-l t ime PCR

method which could be ef fectively applied to rapid quantitativ e detect ion of entero cocci. Genomic

comparat ive analysis among Enterococcus and non-Enter coccus st rains was conducted to screen the

specific targ ets for enterococci, and 42 tar get fragments w ere selected fo r the design of 50 primer

pairs. T heir specificity and sensit iv ity w ere then evaluated by regular PCR and r ea-l time PCR,

respect iv ely . F inally , the method w as ef fectively evaluated w hile it w as used in the detect ion o f

food samples. Analysis results show ed that primer EF1902 w as conf irmed as the best primer due

to it s high specif icity and sensitivity in rea-l t ime PCR tests. T he results show ed a specif ic

amplif icat ion f rom 44 Enter ococcus str ains, w hereas no amplificat ion from 23 non-Enterococcus



st rains. A detect ion limit of 13� 78 copies/ PCR for purified genomic DNA and 38� 4 cfu/ PCR for
bacterial cultures could be achiev ed after PCR parameter optim izat ion. Art if icial contam inat ion

assay s show ed that Enter ococcus could be detected by rea-l t ime PCR af ter 6 h enrichment , w ith

an init ial spike o f 2� 63 cfu/ mL bacterium in milk samples� T he rea-l t ime PCR method developed
in this study w as also applied to detect various food samples, and the posit ive rate of detect ion

w as 57� 69% � The accuracy w as 94� 23% compar ed w ith the convent ional standard method,

w hich demonst rates it s potent ial for pract ical application. In conclusion, the rea-l t ime PCR

sy stem developed in this study w as suitable for the r apid detection of Enterococcus spp� in foods
for it s advantag es in specif icity, sensit iv ity, rapidness and accur acy.
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� � 肠球菌( Enterococcus spp� )是人和动物体内上
呼吸道、口腔或肠道的常居菌, 当其定植于其它黏

膜部位时,能引起心内膜炎等临床感染
[ 1]
, 病死率

达到 21� 0% ~ 27� 5% [ 2] ,是全球范围内主要的医院

条件致病菌[ 3]。肠球菌在乳制品、肉制品等食品中

普遍存在
[ 4]
,由于该菌对热、高盐等加工处理具有

高耐受性,容易在食品中大量增殖, 不但成为引发

临床感染的重要途径[ 5] , 而且食后还能引发腹痛腹

泻等肠道疾病[ 6- 7] 。食品分离株中常能检测到多重

耐药基因
[ 8]
和毒力基因

[ 9]
, 并且它们可以通过食物

链转移到人群 [ 10] , 从而引发更大的食品安全隐患。

此外, 肠球菌还常用作监测水质卫生的微生物指

标,饮用天然矿泉水的国家标准( GB 8537-2008)中

规定不得检出粪肠球菌。

目前,肠球菌主要的检测方法是活菌计数法

( SN/ T 1933� 1- 2007) ,该方法费时( 48~ 72 h)、费
力且灵敏度较低,有很大的局限性。PCR等分子检

测技术已逐渐成为检测细菌的常用方法, 其中荧光

定量 PCR方法不但快速省力,且能有效提高检测灵

敏度,实现污染物的定量检测。目前针对肠球菌属

的荧光定量 PCR 检测靶点主要是 16S rRNA [ 11]、

23S rRNA [ 12- 14] , 然而由于其基因序列保守性过强,

不同种属的细菌之间序列差异性较小,以此靶点设

计引物进行 PCR扩增极易产生假阳性结果。

作者利用生物信息学方法在肠球菌全基因组

序列中发掘新的检测靶点, 降低与其他常见致病菌

基因序列的同源性, 并通过普通 PCR 和荧光定量

PCR方法筛选具有强特异性、高灵敏度的引物。以

此为基础建立荧光定量 PCR体系,并通过人工污染

牛奶试验、实际样品的检测试验来评价其应用于食

品样品检测的效果, 从而建立一种特异、灵敏、快

速、准确的荧光定量 PCR检测方法。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌株 � 44株肠球菌菌株、23 株非肠球菌菌
株用于PCR体系的评价,其中标准菌株由上海出入

境检验检疫局馈赠,其余菌株来源为北京大学医学

院, 菌株信息及 PCR检测结果见表 1。

表 1 � 菌株及 PCR检测结果

Tab. 1� Bacterial strains used in the test of PCR specificity

菌名
菌株

编号

菌株

数量

PCR结果a

EF1902 EF0500 23S rRNA[ 14]

E nter ococcus f aecalis Labor ator y str ain 20 + + +

Enter ococcus f aecium Labor ator y str ain 20 + + +

E nter ococcus f aecalis ASI. 130 1 + + +

Enter ococcus f aecium ATCC27270 1 + + +

E nter ococcus f aecalis ATCC49452 1 + + +

Enter ococcus avium ATCC14025 1 + + +

S almonella ty phimurium ATCC14028 1 - - b +

Salmonella enter iti dis ATCC13076 1 - - b -
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续表 1

菌名
菌株

编号

菌株

数量

PCR结果a

EF1902 EF0500 23S rRNA[ 14]

S almonell a p aratphi A ATCC 9159 1 - - b +

Salmonella inf antis ATCC51741 1 - - b +

L ister ia monocy togenes AT CC5002 1 - - -

Shigella dy senter iae CMCC51333 1 - - -

S hig ell a f lex ner i CDC 51311 1 - - -

S tap hy lococcus aureaus AT CC0114 1 - - -

Escher icha col i O157: H7 ATCC43889 1 - - -

Escher ichia coli ATCC21148 1 - - -

Enter obacter sakaz ak ii ATCC50205 1 - - -

P roteus mirabilis ATCC12453 1 - - +

P roteus v ulg ar is ATCC33420 1 - - -

Enter obacter cloacae ATCC13047 1 - - -

Bacillus subtilis AT CC6633 1 - - -

K ocuria rhiz op hila AT CC9341 1 - - -

Ser ratia liquef aciens ATCC27592 1 - - -

K lebsiella pneumoniae ATCC27336 1 - - -

Citr obacter f reund ii AT CC8090 1 - - -

Pseudomonas aeruginosa CDC B32116 1 - - +

V ibr io cholerae ATCC25871 1 - - -

Vibr io f luvialis ATCC33810 1 - - -

Vibr io v ulnif icus ATCC27562 1 - - -

� a PCR结果中的� + �表示以对应引物进行 PCR检测能扩增出目标产物 ; � - �表示不能扩增出目标产物; b. 进行实时荧光

定量 PCR检测时呈现假阳性结果。

1� 1� 2 � 主要试剂与仪器 � Taq DNA 聚合酶、10 �

PCR Buf fer、MgCl2 : 购自深圳 Fermentas 公司;

Premix Ex TaqTM、M iniBEST Bacterial Genomic

DNA Ex tract ion Kit :购自宝生物工程大连有限公

司; EvaGr een染料:购自美国 Biot ium 公司。

PCR扩增仪 AG22331: 德国 Eppendo f 公司;

核酸与蛋白质分析仪 DU 800: 美国 Beckman Cou-l

ter; 电泳仪 RAD300:美国 Amersham Bio sciences;

全自动数码凝胶图像处理系统 T anon GIS-2020: 中

国天能科技有限公司; MJ 梯度 PCR仪 PT C-200:

美国 Bio-Rad公司。

1. 2 � 肠球菌基因组 DNA提取及浓度测定

按照 M iniBEST Bacterial Genom ic DNA Ex-

traction Kit产品说明书提供的方法提取肠球菌基

因组 DNA。将所提基因组DNA用无菌水稀释 100

倍, 用核酸与蛋白质分析仪在波长 260 nm 和 280

nm下测定其纯度与浓度,放置于- 20 � 保存。

1. 3 � 生物信息学方法发掘靶点及引物设计

下载 NCBI肠球菌标准菌株 Enter ococcus f ae-

cali s V583全基因组序列, 根据作者所在实验室自

主研发的基因组比对分析程序[ 15] 展开靶点发掘。

主要的分析过程包括构建本地细菌核酸序列数据

库,目标食源性致病菌编码序列 ( coding sequence,

CDS) 自动切割, BLAST 连续调用比对以及结果分

析筛选等。在得到的靶基因库中选取与其他常见

食源性致病菌基因序列同源性较低( E value> 1� 0)
且长度大于 200 bp的编码序列片断,在 N CBI网站

进行在线 BLAST N 比对分析后, 得到理论上特异
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性较强的序列片断作为候选靶点, 采用软件 Primer

Premier 5设计引物。所有引物均由上海生工生物

技术服务公司合成。

1. 4 � 普通 PCR特异性评价

以候选靶点及相应引物为基础, 建立普通 PCR

体系对表 1所列肠球菌和非肠球菌菌株进行检测,

从而初步评价靶点的特异性。

20 �L 的 PCR 体系包括 10 � PCR Buffer 2

�L, 25 mmol/ L 的 MgCl2 1� 5 �L, 2� 5 mmol/ L 的
dNT P 1 �L, 10 �mol/ L 的上下游引物各1 �L,模板

2 �L, 1 U /�L 的 Taq DNA 聚合酶 1 �L。PCR 循

环参数: 在 94 � 预变性 4 m in, 接着 35 个循环, 每

个循环的程序包括 94 � 变性 30 s, 58 � 退火 30 s,

72 � 延伸 30 s, 循环结束后在 72 � 延伸 10 m in。

用 1� 5 g / dL 琼脂糖凝胶电泳, 经 EB 染色后, 在凝

胶成像仪下观察结果。

1. 5 � 荧光定量 PCR特异性评价

以上述普通 PCR筛选出的引物建立荧光定量

PCR体系对表 1所列肠球菌和非肠球菌菌株分别

进行检测,以进一步评价靶点及引物的特异性, 并

以文献中基于 23S rRNA 设计的引物作为对照。

荧光定量 PCR 体系的最终体积控制在 25 �L,

反应试剂均按 Pr em ix Ex TaqTM试剂说明书的推荐

量添加。荧光定量 PCR 循环参数: 95 � 预变性 1

min, 接着 40个循环,每个循环的程序包括 95 � 变

性 30 s, 60 � 退火 20 s, 72 � 延伸 30 s, 在 77 � 停

留 2 s,读板。循环结束后熔解曲线从 65 � 逐步升

到95 � , 在升温过程中每隔1 � 停留2 s,并采集荧

光数据一次。

1� 6 � 荧光定量 PCR体系优化

保持 25 �L 的反应体系, 分别添加 0� 5、1� 0、
1� 25、1� 5、2� 0 �L 的染料量作荧光定量 PCR扩增。

分别选取引物的质量浓度为 0� 1、0� 2、0� 3、0� 4、
0� 5、0� 6 �mol/ L 作荧光定量 PCR扩增。

1� 7 � 灵敏度评价
1. 7. 1 � 基因组 DNA 灵敏度评价 � 提取肠球菌标

准菌株 AT CC 49452 的基因组 DNA 并测定其浓

度。用无菌水作 10 倍系列梯度稀释, 每个稀释度

取 2 �L 作为模板进行 PCR扩增。

1. 7. 2 � 纯培养物灵敏度评价 � 将肠球菌标准菌株

ATCC 49452 接种于胰蛋白胨大豆肉汤中, 在 37

� 、180 r / min条件下纯培养6~ 8 h后,用无菌水作

10倍系列梯度稀释,选择 10
-5
、10

-6
、10

-7
这 3 个稀释

度作平板计数, 计算出初始菌落数。同时各个稀释

度取 1 mL 按 DNA 提取试剂盒说明书提取 DNA,

取 2 �L 作为模板进行荧光定量 PCR扩增。

1. 8 � 人工污染食品样品实验

将肠球菌标准菌株 AT CC49452在37 � 培养6

h至对数期后,用生理盐水作 10倍梯度系列稀释。

取稀释度为 10-5、10-6、10-7的菌液作平板计数, 计算

肠球菌纯培养物的初始浓度。取 15份市购鲜奶 25

mL 分别和 225 mL 缓冲蛋白胨水培养基混合(每 3

份为一实验组,另设空白对照组) , 3个实验组分别

加入 1 mL 稀释度为 10-8、10-9、10-10的菌液,每组设

3个平行,空白对照组则加入 1 mL 生理盐水, 均置

于 37 � 、180 r/ min 增菌培养。培养至 0、3、6、9、12

h时取样 1 mL,按 DNA 提取试剂盒说明书来提取

基因组 DNA, 采用引物 EF1902 建立的荧光定量

PCR体系检测。

1. 9 � 食品样品检测

从市场上采集不同来源和批次的乳制品、肉制

品、蔬菜等 52份食品样品,每份样品无菌操作取 25

mL( 25 g ) ,加入到 225 mL 的缓冲蛋白胨水培养基

中, 作均质处理。参照人工污染实验结果选择增菌

时间为 12 h,在 37 � 、180 r/ m in 增菌培养 12 h后,

分别取样 1 mL 按 DNA 提取试剂盒说明书提取基

因组 DNA,并进行荧光定量 PCR检测,同时采用传

统的肠球菌检测方法即活菌计数法进行检测和比

较。

荧光定量 PCR 方法的定量准确性评价: 选取

10份肠球菌污染程度较高的食品样品,每份样品无

菌操作取25 mL( 25 g ) ,加入到 225 mL 缓冲蛋白胨

水培养基中,作均质处理,在 37 � 、180 r / m in 下增

菌培养 12 h。分别取培养液的 10-3、10-4、10-5三个

稀释度进行平板计数,每个稀释度取 3个平行。同

时取样 1 mL, 采用 Genom ic DNA Ex tract ion Kit

法提取基因组 DNA, 取 2 �L 进行荧光定量 PCR检

测, 每份样品作 3 个平行。将 PCR反应所得的 ct

值与纯培养物灵敏度实验中所作的标准曲线比较,

计算出相应的菌液浓度, 并将其与平板计数结果换

算成统一单位( cfu/ mL) , 采用 t 检验进行显著性分

析, 若 P 值> 0� 05,则认为荧光 PCR的定量结果与

平板计数法所得数据没有显著性差异。

2 � 结果与分析

2� 1 � 引物设计和普通 PCR特异性评价

通过实验室自主研发的基因组比对程序分析,

得到 171个候选检测靶点,从中选取 E 值较大且长

度合适的 CDS 片断。经在线 BLAST 比对, 针对 42

个理论上特异性较强的候选靶点, 共设计 50 对引
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物,通过普通 PCR验证, 初步筛选出两对具有属特

异性的引物: EF0500和 EF1902,见表 2。以肠球菌

的基因组 DNA 为模板分别能扩增出长度为 279 bp

和 183 bp的特异性条带,经切胶回收并测序后, 证

实为目标片断, 而以非肠球菌基因组 DNA 为模板

则没有扩增出特异性条带。经 NCBI BLAST x 比

对分析,两对引物对应的靶基因分别编码接合转移

蛋白( Conjugal t ransfer pro tein)和乙二醛酶家族蛋

白( Gly oxy lase family pro tein)。

表 2 � 引物序列

Tab. 2 � Sequences of the primer pairs

引物 名称引物序列( 5�� 3�) 产物长度

EF0500 CGT GCGAACATGACCGAT AT 279

CGAAACGGCCATTAACCAAC

EF1902 ACTGGTGTCTATGGGT TTGC 183

ATCCACGTCTTT AAT GATTGC

2� 2 � 荧光定量 PCR特异性评价

采用荧光定量 PCR体系进一步评价引物的特

异性,结果显示,引物 EF0500针对所有的肠球菌菌

株能产生扩增信号, 熔解曲线图中目的峰单一, 但

在扩增非肠球菌时出现 1个假阳性扩增结果, 得到

的 ct 值大于 35小于 40, 在熔解曲线图上与目的峰

较为接近。而引物 EF1902 经荧光定量 PCR 证实

具有强特异性, 针对所有的肠球菌能产生扩增信

号,且在熔解曲线图上 82~ 83 � 附近有单一的目

的峰,对非肠球菌菌株则均无扩增。

2� 3 � 荧光定量 PCR体系优化

对 0� 5~ 2� 0 �L 范围内的染料添加量和 0� 1~
0� 6 �mo l/ L 范围内的引物浓度进行优化, 结果显
示, 当染料的添加量为 1 �L, 引物浓度为 0� 2
�mol/ L时, ct 值较小、耗材量少且熔解曲线上没有

非特异性扩增峰, 见图 1。因此, 荧光定量 PCR 采

用的最佳反应体系为 Premix Ex T aq
TM
12� 5 �L, 10

�mol/ L的引物 0� 5 �L, 染料 1 �L, DNA 模板 2 �L,

补水至反应总体积 25 �L。

( a)

( b )

图 1 � 肠球菌荧光定量 PCR 反应体系参数的优化

Fig. 1 � Optimization of rea-l time PCR system for En-

terococci

2� 4 � 灵敏度评价
2� 4� 1 � 基因组 DNA 检测灵敏度 � 在设置的浓度

梯度系列中当基因组的 DNA 浓度达到 48� 62 fg/
PCR时荧光定量 PCR 结果产生特异性扩增, 而在

4� 86 fg/ PCR的浓度则没有产生扩增, 见图 2。表

明引物 EF1902检测肠球菌的灵敏度为 48� 62 fg/
PCR, 经公式[ 16] 换算后为 13� 78 拷贝/ PCR。以此
为基础作出标准曲线可知引物 EF1902的扩增效率

为 104� 70% ,而且基因组 DNA 浓度和 c t 值之间有

良好的线性关系(判定系数 R2= 0� 9986)。

( a)

( b )

图 2 � 肠球菌基因组 DNA灵敏度实验的扩增曲线图、

标准曲线图

Fig. 2 � Amplif ication curve and standard curve of sens-i

tivity test for purified genomic DNA
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2� 4� 2 � 纯培养物检测灵敏度 � 根据活菌计数结果
可知,培养 6~ 8 h后菌液的初始浓度为 3� 84 � 107

cfu/ PCR。结果显示, 当菌液浓度为 38� 4 cfu/ PCR
时, PCR反应产生特异性扩增; 而当菌液浓度为

3� 84 cfu/ PCR时, 没有明显的特异性扩增信号产
生,见图 3。这表明, 引物 EF1902检测肠球菌的纯

培养物灵敏度为 38� 4 cfu/ PCR。标准曲线判定系
数 R

2= 0� 999 1,由此可知,菌液浓度和 ct 值之间有

良好的线性关系。

( a)

( b)

图 3 � 肠球菌的纯培养物灵敏度实验的扩增曲线图、标

准曲线图

Fig. 3� Amplification curve and standard curve of sens-i

tivity test for enterococci cultures

2� 5 � 人工污染食品样品实验
经活菌计数法检验,市购鲜奶产品中有少量背

景菌但不含肠球菌。在人工污染实验中, 当初始接

种量为 0� 26 cfu/ mL 时,实验组在 12 h内未能检测

到扩增信号。而当初始接种量为 2� 63 cfu/ mL 和
26� 30 cfu/ mL 时, 经 6 h培养后全部检测到明显的

PCR扩增信号,利用图 3所作标准曲线计算得到的

菌液浓度估计值与最初接入的肠球菌数量趋势一

致, 即初始接种量越大,菌液浓度的估计值越大(大

致为初始接种量的 10
3
倍) , 见表 3。这说明采用引

物 EF1902建立的荧光定量 PCR方法只需增菌 6 h

即可达到 2� 63 cfu/ mL 的检测下限。
表 3� 肠球菌人工污染实验结果

Tab. 3 � Detection of enterococci from artificially contamina-

ted milk

初始接种量/
( cfu/ mL )

PCR

结果a

c t 值

x � s ( n= 3)
增菌后的菌液
浓度/ ( cfu/ mL)

0 0/ 6 - -

0. 26 0/ 3 - -

2. 63 3/ 3 34. 67 � 0. 15 4. 2 � 103

26. 30 3/ 3 32. 14 � 0. 21 2. 6 � 104

2. 6 � 食品样品检测

检测的 52 份样品包括牛奶、酸奶、奶酪、奶粉

等乳制品;熏煮火腿、火腿肠、生猪肉、鸡肉等肉制

品; 生菜、菇类等蔬菜和天然矿泉水等, 采用荧光定

量 PCR方法检测的结果见表 4。30 份阳性, 22 份

阴性,阳性检出率为 57� 69%。与传统的活菌计数
法得到的检测结果相比, 其中 2份为假阳性, 1份为

假阴性结果,准确率达到 94� 23%。
表 4 � 用于肠球菌检测的食品及其检测结果

Tab. 4 � Detective results of food samples

食品
样品

传统检测

方法a

荧光定量

PCRa
假阳性
结果

假阴性
结果

乳制品 9/ 20 11/ 20 2 0

肉制品 15/ 19 15/ 19 0 0

蔬菜 5/ 8 4/ 8 0 1

矿物质水 0/ 5 0/ 5 0 0

总计 29/ 52 30/ 52 2 1

� a.阳性结果/检测样品数

2� 7 � 荧光定量 PCR方法的定量准确性评价

对部分食品样品包括乳制品( 3份)和肉制品( 7

份)分别采用实时荧光 PCR方法进行定量检测和平

板计数。结果显示, 根据所得 c t 值与标准曲线(图

3)比较计算得到的菌液浓度平均值和平板计数结

果均处于同一数量级, 通过 t检验证明其中 9份食

品样品的荧光 PCR 定量结果和平板计数结果无显

著性差异( P 值> 0� 05) , 见表 5。
表 5 � 实时荧光 PCR 方法的定量准确性评价

Tab. 5 � Evaluation of quantization accuracy of rea-l time PCR

食品

种类
编号

荧光定量 PCR结果

ct 值

1 2 3

计算值

x � s ( cfu/ mL)

平板计数法结果

观察值

x � s ( cfu/ mL )

T 检验

P 值

乳制品 1 21� 76 22� 29 22� 64 1� 79 � 0� 45 E+ 07 1� 80 � 0� 04 E+ 07 0� 979
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续表 5

食品

种类
编号

荧光定量 PCR结果

ct 值

1 2 3

计算值

x � s ( cfu/ mL)

平板计数法结果

观察值

x � s ( cfu/ mL )

T 检验

P 值

2 23� 32 22� 66 22� 92 1� 07 � 0� 19 E+ 07 9� 57 � 0� 81 E+ 06 0� 320

3 22� 39 21� 74 22� 44 1� 83 � 0� 42 E+ 07 1� 54 � 0� 13 E+ 07 0� 466

肉制品 1 23� 80 23� 63 23� 51 7� 89 � 0� 64 E+ 06 3� 20 � 0� 21 E+ 06 0� 009*

2 25� 78 25� 63 25� 94 1� 82 � 0� 16 E+ 06 1� 15 � 0� 16 E+ 06 0� 055

3 27� 83 27� 97 27� 40 4� 80 � 0� 83 E+ 05 5� 13 � 0� 82 E+ 05 0� 799

4 29� 26 29� 11 28� 99 1� 83 � 0� 14 E+ 05 2� 33 � 0� 13 E+ 05 0� 078

5 26� 23 25� 78 26� 64 1� 38 � 0� 33 E+ 06 1� 64 � 0� 05 E+ 06 0� 362

6 30� 33 28� 74 29� 25 1� 61 � 0� 64 E+ 05 3� 70 � 0� 30 E+ 05 0� 065

7 26� 47 27� 29 27� 02 8� 48 � 2� 06 E+ 05 5� 70 � 0� 78 E+ 05 0� 295

� * 荧光定量 PCR结果与平板计数结果存在显著性差异。

3 � 讨 � 论

将目前常用于检测肠球菌的 PCR 靶点 16S

rRNA 和 23S rRNA 的基因序列在 GenBank 数据

库中做 BLAST 分析时, 发现它们与其他常见致病

菌有较高的同源性,以这些基因为靶点设计引物进

行荧光定量PCR检测容易出现假阳性结果。因此,

筛选特异性更强的检测靶点是十分必要的。作者

采用生物信息学方法在全基因组中筛选保守序列,

发掘出的检测靶点与其他常见致病菌的同源性非

常低, 降低了假阳性结果出现的机率, 所建立的荧

光定量 PCR体系对表 1所列菌株的检测结果证明

了方法的强特异性。此外,该方法的检测灵敏度为

13� 78拷贝/ PCR,与文献中报道的利用 23S rRNA

建立的荧光定量 PCR方法的灵敏度[ 14] 处于同一水

平。

采用 EvaGr een 荧光定量 PCR 进行特异性评

价时,由于染料是非特异性地与 DNA 双链结合, 引

物二聚体等会对结果产生影响, 导致假阳性扩增信

号产生。考虑到 Taq 酶对 PCR 方法特异性的影

响,作者比较了 T aKaRa 公司的 Premix Ex T aq
TM

和 Invit rog en公司的 Platinum � T aq DNA 聚合酶。

结果显示, 采用 Premix Ex Taq
TM
试剂,结合适当提

高的退火温度和读板温度,能在一定程度上减少假

阳性信号的产生。因此, 最后选择 Premix Ex

TaqTM作为 EvaGreen 荧光定量 PCR的反应试剂。

选择合适的反应体系和扩增条件如 Mg
2+
浓

度、染料浓度、引物浓度和退火温度等参数对改善

荧光定量 PCR方法的检测性能有很大作用。由于

实验中采用的 Premix Ex Taq
TM
试剂是含有 Taq酶

和 Mg 2+ 等的预混试剂,因此不需对 Mg2+ 浓度进行

优化。退火温度是影响 PCR特异性的重要因素之

一。作者以避免非肠球菌产生非特异扩增为目标,

选用 60 � 为退火温度。此外, 如果染料的浓度不

足会使荧光信号不能反映出扩增产物量的变化, 而

浓度过高则会抑制 PCR反应。作者选取的是使 ct

值到达极小值的染料浓度。同时 PCR 反应体系中

选用较低的引物浓度, 既不会使 ct 值过大,也避免

了大量引物二聚体的形成。作者通过优化影响

PCR的重要条件, 建立了稳定的荧光定量 PCR 反

应体系。

活菌计数法和滤膜法等传统检测方法最终都

需要进行生化鉴定以证实是否为肠球菌,较繁琐的

检测流程决定了检出时间至少需要 48~ 72 h [ 17]。

而作者建立的荧光定量 PCR方法在人工污染牛奶

实验中证实, 在存在背景菌干扰的情况下, 当肠球

菌初始污染量大于 2� 63 cfu/ mL 时, 增菌 6 h 后即

可检出,从而实现快速检测。

针对多种类的食品样品进行荧光定量 PCR和

传统活菌计数法检测比较, 发现本研究建立的检测

方法准确率达到 94� 23%, 证实了该方法应用于实
际样品检测的可行性与准确性。实验中出现 2 例

活菌计数法检测结果呈阴性而 PCR 结果呈阳性的

情况,这一方面是由于 PCR 方法的局限性,食品中

存在的已死细菌的 DNA 也能通过 PCR 方法检

出[ 18]。另一方面本研究中出现假阳性的两份食品

样品分别为酸奶和奶粉, 这可能是由于在冷冻冷藏

或干燥等加工环境下细菌处于活的非可培养状态

( V iable but non-culturable state, VBNC

state) [ 19] ,用基于培养的活菌计数法检测时结果呈
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阴性,采用 PCR 方法却可以检出。而处于 VBNC

状态的细菌虽然在常规培养条件下培养时不能生

长繁殖,但在合适的条件下如宿主体内可以实现复

苏
[ 20]
, 进而对食品安全构成潜在的威胁。从这个角

度来说,采用荧光定量PCR方法检测食源性肠球菌

具有重要意义。食品样品检测试验中还得到 1 个

假阴性结果,这可能是由于成分复杂的食品样品中

含有 PCR抑制剂,在后续研究中可以通过添加内标

来指示假阴性[ 21] ,也可以通过改善样品前处理方法

如预先富集菌体, 改进 DNA 提取方法如加强对肠

球菌细胞壁的破坏效果以提高 DNA 提取率, 从而

进一步提高方法的准确性。

荧光定量 PCR方法的定量性能准确性评价实

验结果显示,在 10份食品样品中只有 1份生鸡肉样

品的荧光 PCR定量数据与平板计数结果存在显著

性差异,这可能是因为用于制作标准曲线的菌株与

食品样品中存在的菌株来源存在差异,很难保证两

者的扩增效率一致,加之食品样品成分十分复杂,

可能存在抑制 PCR反应的因子,从而影响定量的准

确性。有鉴于此, 可以采用竞争性 PCR, 或者采用

相对定量的方法,即在测定目的基因的同时测定某

一恒定表达的内源性管家基因,作为内参照用以补

偿待测样本在基因组 DNA 抽提过程中造成的目的

基因的损失,从而反映PCR反应体系内是否存在影

响扩增的抑制因素 [ 22]。

4 � 结 � 语

1) 作者采用生物信息学方法在全基因组序列

上发掘与其他常见致病菌基因序列同源性低的检

测靶点,降低了假阳性结果出现的机率。结合普通

PCR和荧光定量 PCR筛选得到 1个新的特异性检

测靶点,基于该靶点所对应引物 EF1902建立了特

异性强、灵敏度高的荧光定量 PCR方法。

2) 作者针对该方法应用于食品中肠球菌检测

时的效果进行评价,结果显示, 该荧光定量 PCR 方

法只需要 6 h 增菌时间就能达到极高的检测下限,

能有效应用于多种食品样品检测且具有良好的定

量检测性能,从而为食源性肠球菌提供了一种更为

特异、灵敏、快速、准确的检测方法。
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