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摘 � 要: 以耐热核酸酶基因 nuc、纤维蛋白原结合蛋白基因 cl f A 和S maI 限制性酶切片段特异序

列为靶基因, 设计筛选引物, 建立并优化了检测金黄色葡萄球菌( S tap hy lococus aureus , SA)的多

重 PCR体系。采用 10株 SA 和 46株非 SA 验证了该多重 PCR具有很好的特异性。PCR检测的

灵敏度在 DNA水平上达到 1� 197 3 ng。人工污染样品, 当起始污染量为 1� 2个/ g 时, 37 � 增菌

培养 6 h 即可检出。一共检测了43份样品, 检出 3份阳性样品, 其中有 2份阳性样品与传统方法一

致, 另外一份阳性样品用测序验证。作者建立的多重 PCR方法可特异、快速地实现对 SA的检测。
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Abstract: In this manuscr ipt , a mult iplex PCR assay for detection of S. aur eus was developed by

designing thr ee sets of pr imer s that specif ically amplify segments o f the nuc、clf A and S maI

genes. A nalysis of ten S. aur eus st rains and forty�six non� S . aureus strains demonst rated that

this PCR system w as specif ic. T he detection lim it of the PCR was 1� 1973 ng w ith genomic DNA

and 1� 2 cfu/ g in art ificially contaminated br ead after enr ichment at 37 � for 6 h. Fo rty�three
foods w ere detected to confirm the accuracy of this method. Among of them, three w ere found to

be po sit iv e, and tw o were consistent w ith that of the internat ional standar d method, and one w as

thr ough verif icat ion by sequenced . T he result proven that the specific multiplex PCR assay can

be used for detect ion of S. aur eus in foods.
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� � 金黄色葡萄球菌( S tap hy lococus aur eus, SA )

是引起细菌性食物中毒的重要病原菌之一, 国内外

由 SA 引发的食物中毒屡屡发生。据美国疾病控制

中心报告, 由 SA 引起的细菌性食物中毒居第二

位, 占整个细菌性食物中毒的 33%。加拿大则高

达 45% [ 1~ 2]。近年来, 我国每年由 SA 引起的食物

中毒事件已居第 4位
[ 3]
。

在检测手段上, 目前国内外检测机构仍主要采

用传统的方法对 SA 进行检测, 整个过程一般需要

3~ 5 d, 且操作烦琐, 已不能满足微生物快速准确

检测的现实需要。因此, 迫切需要建立新的快速检

测技术和方法。PCR 技术以敏感、特异、简便和快

速等优点被越来越多地应用。迄今, 已有文献介绍

采用多重 PCR方法检测 SA [ 4- 8]。然而, 这些方法

大多侧重于耐药性相关基因和毒素基因, 并较少应

用于实际样品的检测。因此, 建立适合于食品中特

异性强且灵敏度高的多重 PCR 检测方法显得尤为

重要。

在用 PCR方法检测 SA 中, 除了上述的耐药

性相关基因和毒素基因外, 同时也不断发现一些种

属特异性靶基因。SA 会产生耐热核酸酶, 耐热核

酸酶编码基因( nuc基因)不仅为 SA 所特有, 而且

在不同菌株之间具有较高保守性, 因此, 很多研究

者采用了 nuc基因作为扩增的靶基因[ 9] ; 另外, 研

究显示纤维蛋白原结合蛋白基因( clfA)存在于所有

SA 的染色体中, 可以特异的检出 SA [ 10] ;同时, 一

段 44 kb 的 SmaI 序列被证实为 SA 特异性序列,

而其它葡萄球菌缺失这段序列
[ 11]

, Stepan J等人的

研究发现在所有的 SA 中均存在一段 2052 bp的特

异序列[ 12]。因此, 作者在选择 SA 特异性基因 nuc

和 cl f A 的基础上, 根据 SmaI 序列设计特异性引

物, 建立了食品中 SA 特异灵敏的多重 PCR 检测

方法, 并进行了食品中 SA 多重 PCR 检测方法的

应用性研究。

1 � 材料和方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 主要仪器 � 凝胶成像分析系统 UVI; PCR

仪 PE2400; 梯度 PCR仪 PT C�200; 核酸蛋白分析
仪 DU640。

1� 1� 2 � 主要试剂 � Taq酶、dNT P 购自晶美生物工

程公司, 各种培养基购自广东环凯微生物科技有限

公司。

1� 1� 3 � 引物合成 � 以 S maI 限制性酶切片断特异

序列为靶基因, 根据网上 GeneBank 序列和 Prim�

er5� 0设计引物; 以耐热核酸酶基因 nuc、纤维蛋白

原结合蛋白基因 clf A 为靶基因, 利用 Primer5� 0
分析筛选文献引物, 委托上海英骏生物技术公司合

成, 其序列见表 1。

表 1 � 引物序列

Tab. 1 � Primer sequence

目标基因 引物序列( 5� � 3� ) PCR产物
( bp)

nuc [9]

F : GCG ATT GAT GGT GAT
ACG GT T
R: AGC CAA GCC TTG ACG

AAC T AA AGC

279

cl f A [ 10]

F : GCA AAA TCC AGC ACA
ACA GGA AAC GA
R: CTT GAT CTC CAG CCA
T AA TT G GT G G

638

S maI

F : TGC GAA ACA T CC ACG
ACA T A
R: CGT T TG TGC T GA TT T
CCC T AC

426

1� 1� 4 � 菌株 � 56 株实验菌株分别是 10 株 SA ( 2

株标准株, 8株分离株) , 46株非 SA。产气肠杆菌

( Enterobacter aer ogenes) CMCC 45103、痢疾志贺氏

菌( Shigella dy senteriae ) CMCC51252、福氏志贺氏

菌( Shigella f lex ner i ) CMCC51572、宋内氏志贺氏

菌( Shigella sonnei ) CMCC51592、甲型副伤寒沙门

氏菌( Salmonel la p ar aty p hi A ) CMCC 50093、伤寒

沙门氏菌( Salmonella ty p hi ) CMCC 50071和鼠伤

寒沙门氏菌 ( S almonella ty p himurium ) CMCC

50115由广东环凯微生物科技有限公司提供; 其余

菌株均为广东省微生物研究所保存株。

1� 1� 5 � 样品 � 样品购自市场和超市。
1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 菌株培养 � SA 和其它葡萄球菌用质量分

数 7� 5% NaCl的营养肉汤( NB)培养基培养, 副溶

血性弧菌( Vibrio p ar ahaemoly ti cus )和其它弧菌均

用含质量分数 3� 5% NaCl的 NB培养基培养, 单

核细胞增生李斯特菌 ( L ister ia monocy togenes )用

胰酪胨大豆酵母浸膏肉汤( T SB�YE) 培养基培养,

其他菌株用 NB培养。

1� 2� 2 � 模板 DNA 制备 � 参照刘刚等( 2004)的方

法稍作修改提取模板 DNA
[ 13]
。

1� 2� 3 � 多重 PCR 反应 � 优化后, 多重 PCR 体系

总体积为 25 �L, 其中包括 10 � PCR buf fer 2� 5
�L, 2� 5 mmol/ L MgCl2 , 0� 2 mmo l/ L dNT P, 200

nmol/ L 引物, 1� 25 U Taq 酶, 1 �L DNA 模板。

扩增反应程序为: 94 � 预变性 4 min; 94 � 变性 30

s、58 � 退火 45 s、72 � 延伸 1 min, 共进行35个循
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环; 72 � 延伸 10 m in; 于 4 � 下保存。扩增后的

PCR产物用 1� 2 %的琼脂糖凝胶电泳检测, 凝胶

成像分析系统 UVI观察结果并拍照。

1� 2� 4 � PCR特异性分析 � 包括 SA 在内的共 56株

菌, 按上述方法制备模板, 进行PCR特异性检测。

1� 2� 5 � 多重PCR检测灵敏度 � 用核酸蛋白分析仪

DU640检测 DNA 的浓度, 做 10 倍梯度稀释, 将

不同稀释度的 DNA 分别作 PCR扩增。

1� 2� 6 � 人工污染样品检测 � 将计数的 SA 菌液进

行梯度稀释, 取 1 mL 菌悬液人工接种奶油面包,

每份 10 g 奶油面包样品接种菌液的稀释度为 10
4
,

103 , 102 , 101 , 100 , 奶油面包碎片中加入 90 mL 质

量分数 7� 5% NaCl NB, 混匀, 37 � 培养, 在 6 h

和 10 h 后分别取 1 mL 增菌液, 提取 DNA 进行

PCR检测。同时对含不同稀释度的菌液进行平板

计数。

1� 2� 7 � 食品中 SA 检测 � 从超市购买样品 43份,

无菌操作取 10 g 样品于 90 mL 质量分数 7� 5%
NaCl NB中, 37 � 培养一段时间, 取适量增菌液

按 1� 2� 2提取 DNA 为模板, 进行多重 PCR检测。

2 � 结 � 果

2� 1 � 多重 PCR反应

作者设计筛选了 SA 特异的 nuc、clfA 和 SmaI

基因引物, 在进行单重 PCR 检测的研究基础上,

对多重 PCR各反应参数进行了优化, 从而确定了

最佳反应体系(见图 1)。

M: 100�bp DNA ladd ers; 1: c lf A 基因扩增产物; 2: S maI 基因

扩增产物; 3: nuc基因扩增产物; 4: c lf A , SmaI , nuc3个基因

同时扩增产物

图 1 � SA多重 PCR

Fig. 1 � The multiplex PCR of SA

2� 2 � PCR特异性
根据所设计筛选的 3对特异性 PCR 引物对 56

株常见致病菌(表2)进行 PCR检测, 10株 SA均为

阳性, 46株其他菌株均为阴性, 部分结果见图 2。

M: 100�bp DNA ladders ; 1: SA ( CMCC26003 ) ; 2: SA

( AT CC6538) ; 3: SA 分离株( a) ; 4: SA 分离株( b) ; 5: SA 分离

株( d) ; 6: SA 分离株( i) ; 7: SA 分离株( k ) ; 8: SA 分离株( T 7) ;

9: SA分离株 ( R8) ; 10: SA 分离株 ( T 8 远) ; 11: 藤黄微球菌

M icr ococcu s lut eus ; 12:腐生葡萄球菌 S . sapr op hy ti cus; 13:中

间葡萄球菌 S . inte rmed iu s; 14:溶血葡萄球菌 S . h aemoly ti c�

u s ; 15:科氏葡萄球菌 S. c ohni i ; 16:猪葡萄球菌 S . hy ic us ;

17:马胃葡萄球菌 S. equorum; 18:人葡萄球菌 S . homini s; 19

空白对照

图 2 � 金黄色葡萄球菌特异性验证部分结果

Fig. 2 � Specif ic detection of SA

表 2� SA 引物特异性供试菌株

Tab. 2 � Specific detection of strains

+ = PCR amplification posit ive, - = no PCR product

菌株 来源/编号 clf A S maI nuc

SA CMCC26003 + + +

SA AT CC6538 + + +

SA 分离株 a + + +

SA 分离株 b + + +

SA 分离株 d + + +

SA 分离株 i + + +

SA 分离株 k + + +

SA 分离株 T 7 + + +

SA 分离株 R8 + + +

SA 分离株 T 8远 + + +

腾黄微球菌 CMCC 28001 - - -

腐生葡萄球菌 DTB 80111 - - -

中间葡萄球菌 DTB 80121 - - -

溶血葡萄球菌 DTB 80101 - - -

科氏葡萄球菌 DTB 80116 - - -

猪葡萄球菌 DTB 80122 - - -

马胃葡萄球菌 DTB 80107 - - -

人葡萄球菌 DTB 80106 - - -

粪链球菌 AT CC 29212 - - -

白色葡萄球菌 AT CC 8032 - - -
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续表 2

菌株 来源/编号 clf A S maI nuc

大肠杆菌 CMCC 44113 - - -

大肠杆菌 8099 - - -

大肠杆菌 ATCC 8739 - - -

大肠杆菌 ATCC 25922 - - -

大肠杆菌 CMCC 44102 - - -

大肠杆菌 O157�
H7

NCTC 12900 - - -

宋内氏志贺菌 CMCC 51592 - - -

福氏志贺菌 CMCC 51572 - - -

痢疾志贺菌 CMCC 51252 - - -

铜绿假单胞菌 ATCC 9027 - - -

副溶血性弧菌 VPL4- 90 - - -

单核细胞增生李

斯特氏菌
CMCC 54002 - - -

单核细胞增生李
斯特氏菌

CMCC 54003 - - -

单核细胞增生李
斯特氏菌

CMCC 54004 - - -

霍乱弧菌 Vb0 - - -

解藻朊酸弧菌 DT B 30103 - - -

枯草芽孢杆菌 CMCC 63501 - - -

阪崎肠杆菌 ATCC 51329 - - -

产气肠杆菌 CMCC 45103 - - -

小肠结肠炎耶尔
森菌

广临检- 52 - - -

亚利桑那沙门氏
菌

CMCC 47001 - - -

乙型副伤寒沙门
氏菌

CMCC 50094 - - -

副伤寒沙门氏菌 CMCC 50098 - - -

汤卜逊沙门氏菌 CMCC 50023 - - -

肠炎沙门氏菌 CMCC 50335 - - -

伤寒沙门氏菌 CMCC 50071 - - -

甲型副伤寒沙门
氏菌

CMCC 50093 - - -

鼠伤寒沙门氏菌 CMCC 50115 - - -

空白对照 - - -

2� 3 � PCR灵敏度
培养 SA, 抽提基因组 DNA, 用核酸蛋白分析

仪 DU640测定模板 DNA含量, 按梯度稀释, 将不

同稀释度的 DNA 分别作 PCR 扩增, 结果表明,

SA多重 PCR检测的灵敏度达到 1� 197 3 ng, 结果

见图 3。图中, M : 100�bp ladder M arker; 1: 1 197� 3
ng; 2: 119� 73 ng ; 3: 11� 973 ng; 4: 1� 197 3 ng; 5:

0� 119 73 ng ; 6: 11� 973 pg; 7: 1� 197 3 pg; 8: 0� 119
73 pg ; 9:空白对照

图 3� 多重 PCR 检测 SA的灵敏度

Fig. 3� Sensitivity of the PCR for detecting SA

2� 4 � 人工污染样品检测
培养 SA, 将计数的菌液进行梯度稀释, 取 1

mL 菌悬液人工污染奶油面包, 起始污染菌量为

1� 2 � 103
~ 1� 2 � 10

- 1
个/ g , 实验设空白( 1 mL 生

理盐水) 对照;增菌培养6 h 和10 h, 分别取菌悬液

提取 DNA, PCR 检出情况见图 4。从图 4可以看

出, 当起始污染菌量为 1� 2个/ g 时, 37 � 增菌 6 h

即可检出。图中 1- 5: 增菌 10 h, 1: 1� 2 � 10
4
, 2:

1� 2 � 103 , 3: 1� 2 � 102 , 4: 1� 2 � 101 , 5: 1� 2 � 10; 6

- 10:增菌 6 h, 6: 1� 2 � 104 , 7: 1� 2 � 103 , 8: 1� 2 �
10

2
, 9: 1� 2 � 10

1
, 10: 1� 2 � 100; 11:样品对照(未加

菌) , 12:空白对照; M : DL2 000 M ar ker

图 4 � SA人工污染奶油面包不同菌量不同培养时间对

PCR敏感性的影响

Fig. 4 � Ef fects of different levels and pre�incubation

times of artif icially contaminated bread on sen�

sitivity of the PCR detection of SA

2� 5 � 食品中 SA检测

从农贸市场和超市一共购买 43份样品, 样品

主要有热狗、生香肠( 4份)、披萨、时蔬、水果拼盘、

蛋糕( 4份)、乌头鱼、鲜肉肠、酿四宝、寿司、基斯、小
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西点、木瓜汤、猪肉( 13 份)、牛肉 ( 7 份)、鸡肉 ( 2

份) , 禽内脏( 2份)。采用多重 PCR 和传统方法同

时进行SA。多重 PCR检测结果显示有3份样品扩

增出 638 bp、426 bp和 279 bp的目的片段, 表明检

出3份疑似样品(部分结果见图 5) ;传统方法检出 2

份疑似样品。多重 PCR 检出的 3份疑似样品中,

有 2份疑似样品(水果拼盘和蛋糕)与传统方法一

致, 用法国生物梅里埃细菌鉴定系统 API ST APH

生化试剂条对疑似的菌落进行最终鉴定, 水果拼盘

样品分离的 SA 符合率为 97� 8%, 蛋糕样品分离的

SA 符合率 95� 5% ;另外一份疑似样品(酿四宝)由

于传统方法未检出, 作者将阳性样品的 PCR 产物

进行测序, 对序列进行分析, 结果证明与 SA 的同

源性达到 98%。图中M : 2 000 bp M arker; 1:热狗;

2:生香肠( 1) ; 3: 披萨; 4:时蔬; 5: 水果拼盘; 6: 蛋糕

( 1) ; 7:乌头鱼; 8: 鲜肉肠; 9: 蛋糕 ( 2) ; 10: 生香肠

( 2) ; 11: 蛋糕 ( 2) ; 12: 寿司; 13: 生香肠 ( 3) ; 14: 基

斯; 15:生香肠( 4) ; 16: 蛋糕( 3) ; 17: 小西点; 18: 空

白对照; 19:阳性对照

图 5 � 食品中 SA 检测

Fig. 5� Results of naturally contaminated samples by the

multiplex PCR assay

3 � 结 � 语

近年来, 人们对多重 PCR检测的研究已越来

越深入[ 14]。目前, 用于 SA PCR检测的靶基因主

要包括耐药性相关基因 mecA 和 f emA , 毒素相关

基因 S EA、SE B、SEC、SED、SEI 和 SE J 等, 特异

性鉴别基因 nuc、cl f A、scp A、ssp B 和 SmaI 酶切片

段等
[ 15]
。

� � 选择特异的靶基因并设计出合理的引物对多

重 PCR 检测 SA 至关重要。作者在查阅和分析大

量文献的基础上, 通过研究和比较致病菌的分子特

征和生理生化特性, 确定了检测 SA 的特异靶基因

为 nuc、cl f A 和 SmaI。引物设计时首先将引物序

列在 GenBank 上同源比对, 对获得的同源序列进

行分析, 发现这 3个目标片段的 DNA 序列与数据

库上的 SA 具有 100%的同源性, 与其它葡萄球菌

和非葡萄球菌没有同源性或同源性很低, 理论上显

示这 3个片段能鉴定出 SA, 作者的特异性验证实

验亦证明这 3个片段能特异检出 SA。另外, 在引

物设计和筛选时充分应用分子生物学软件进行分

析, 从而有效避免了引物退火温度的不同和引物间

相互干扰等问题的发生;同时对多重PCR的反应条

件进行了优化, 通过调整Mg2+ 、Taq 酶和引物的浓

度, 使多重 PCR具有很好的稳定性以及很高的敏

感性。田静等( 2007)建立了适用于牛奶、冰淇淋及

肉中的 SA 检测的 PCR 方法, 在 3 种食品中的检

出限均为 10 个/ g[ 16]。郑华妮等( 2009)建立了 SA

肠毒素 A、E 基因的 PCR 检测方法, 敏感性达 1� 2
� 102

个/ g
[ 17]
。作者的多重 PCR 体系可以检测到

1� 1973 ng 的 DNA;人工污染面包增菌培养 6 h 的

检测限为 1� 2 个/ g。实际样品检测时, 采用选择性

培养基培养, 这样可以有效避免非目标菌的竞争,

更有利于目标菌的检出。

研究检测了 43份实际样品, 多重 PCR 检出的

3份阳性样品中, 有 2份与传统方法一致, 另外一

份用测序验证。结果表明, 作者建立的多重 PCR

方法比传统方法灵敏, 能够用于食品中 SA 的特异

灵敏检测。
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