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实验树鼩空肠弯曲菌、沙门氏菌和志贺菌
多重荧光定量 ＰＣＲ 方法的建立

冯育芳，王莎莎，邢　 进，付　 瑞，巩　 薇，岳秉飞

（中国食品药品检定研究院实验动物资源研究所，北京　 １０００５０）

　 　 【摘要】 　 目的　 为实验树鼩微生物检测提供一种快速、简便、灵敏，并且特异性强的空肠弯曲菌、沙门氏菌和

志贺菌多重荧光定量 ＰＣＲ 检测方法。 方法　 根据空肠弯曲菌的 ＨｉｐＯ 区域、沙门菌的 ｉｎＶ 区域和志贺菌的 ｉｐａＨ 区

域设计特异性引物和探针，并进行单病原定量 ＰＣＲ 检测验证；后分析多重 ＰＣＲ 的灵敏度和特异性，并使用该多重

ＰＣＲ 方法检测实验树鼩样品。 结果　 本研究的 ＰＣＲ 要素可用于空肠弯曲菌、沙门氏菌及志贺菌等单种菌的实时

荧光定量 ＰＣＲ 扩增。 多重定量 ＰＣＲ 扩增出了空肠弯曲菌、沙门氏菌和志贺氏菌标准扩增曲线；该方法的灵敏度为

１ × １０３ｎｇ ／ μＬ；特异性检测未从其他参考菌株中检出阳性。 结论　 该多重定量 ＰＣＲ 方法在实验树鼩微生物检测中

具有很好的应用和推广前景。
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　 　 空肠弯曲杆菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ），是弯曲

杆菌属的一种，是近十年来受到国内外广泛重视

的人畜共患病原菌［１］ 。 沙门氏菌（ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）也

是一种在公共卫生学上具有重要意义的，常见的

人畜共患病的病原菌，广泛分布于自然界［２］ 。 志

贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）是人类细菌性痢疾的病原体，主
要引起急性直肠结肠炎和痢疾［３］ 。 空弯、沙门和

志贺均属于肠道病原菌，对人和动物都可以致病，
引起的症状也很类似，三种菌都可引起急性肠炎

和食 物 中 毒 症 状［４］ ， 为 实 验 动 物 需 要 排 除 的

病原体。
树鼩作为新型的实验动物，来源于自然环境，

其实验动物化首先要排除人兽共患病［５］，如空弯、
沙门和志贺等肠道病原菌。 为了提高日常检测的

效率，适应送检单位的需求，满足国际交流与合作

的需要，急需建立同时检测这三种菌的多重 ＰＣＲ 方

法，为保证实验动物微生物检测质量提供技术支

撑。 同时，为了提高检测方法的灵敏度和特异性，
本研究拟建立多重荧光定量 ＰＣＲ 方法，用于实验树

鼩空肠弯曲杆菌、沙门氏菌和志贺氏菌的检测。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌种：本实验所用菌种、编号及来源见表 １。
１􀆰 １􀆰 ２　 样本：随机抽取了 ５６ 份树鼩肠道样本，

全部进行了沙门、志贺和空弯菌的检测。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物：根据沙门氏菌的 ｉｎＶ 区域、志贺菌的

ｉｐａＨ 区域和空肠弯曲菌的 ＨｉｐＯ 区域，分别设计了

探针和引物，序列见表 ２
１􀆰 １􀆰 ４　 标准品：根据 ３ 种菌的特异基因序列，由
Ｔａｋａｒａ 公司进行质粒制备，将制备的质粒作为本实

验的标准品。
１􀆰 １􀆰 ５　 所用试剂：Ｑｉａｇｅｎ ＤＮＡ 提取试剂盒（５１３０４，

５４１６１） 购 自 凯 杰 企 业 管 理 （ 上 海 ） 有 限 公 司。
ＯＸＩＯＤ 哥伦比亚血琼脂（ＣＭ００３１Ｂ）、ＯＸＩＯＤ 胰蛋

白胨大豆琼脂 （ ＣＭ００１３１Ｂ）、胰蛋白胨大豆肉汤

（ＣＭ０１２９Ｂ）、 ＢＤ 公司 ＳＳ 琼脂 （ ２１２１１８ ）、 ＯＸＩＯＤ
ＸＬＤ 培养基（ＣＭ０４６９Ｂ）以及添加剂（ ＳＲ０１０９Ｅ）均

购自北京兰伯瑞生物技术有限公司。 Ｔａｋａｒａ Ｐｒｏｂｅ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （ ＲＲ３９１Ａ） 购自北京六合通经贸有限

公司。
１􀆰 １􀆰 ６　 仪器设备：所用 ＰＣＲ 仪为美国 ＡＢＩ ７５００ ｆａｓｔ
Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪；微量分光光度计为美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００； 自 动 核 酸 提 取 仪 为 德 国 Ｑｉａｇｅｎ
ＱＩＡｃｕｂｅ；德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ ２２Ｒ 冷冻离心机。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 空弯、沙门和志贺菌的培养：参照国标 ＧＢ ／ Ｔ
１４９２６􀆰 １ － ２００１、 ＧＢ ／ Ｔ １４９２６􀆰 ４７ － ２００１ 和 ＧＢ ／ Ｔ
１４９２６􀆰 ４９ － ２００１ 中的方法进行培养。

表 １　 实验用菌株
Ｔａｂ． １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

参考菌株 菌株编号 来源
肺炎克雷伯杆菌 ４６１０８ ＣＭＣＣ

绿脓杆菌 ２７８５３ ＡＴＣＣ
金黄色葡萄球菌 ２６００１ ＣＭＣＣ

大肠杆菌 ４４１１０ ＣＭＣＣ
啮齿类柠檬酸杆菌 ＢＡＡ⁃３５２ ＡＴＣＣ

奇异变形杆菌 １３ － １８７０ 分离株
普通变形杆菌 Ｓ３ － ５６ 分离株
宋内志贺菌 ５１０８２ ＣＭＣＣ
痢疾志贺菌 ５１２５２ ＣＭＣＣ

假结核耶尔森氏菌 ５３５１８ ＣＭＣＣ
小肠结肠炎耶尔森氏菌 ５２３０１ ＡＴＣＣ

空肠弯曲菌 ７００８１９ ＡＴＣＣ
鸡白痢沙门氏菌 ５２５ ＣＶＣＣ

雏沙门氏菌 ５００４７ ＣＭＣＣ
鼠伤寒沙门氏菌 ５０１１５ ＣＭＣＣ
肠炎沙门氏菌 ５３３ 分离株

副伤寒沙门氏菌 ５００７１ ＣＭＣＣ
乙型副伤寒沙门氏菌 ５００９４ ＣＭＣＣ
亚利桑那沙门氏菌 ４７００１ ＣＭＣＣ

甲型副伤寒沙门氏菌 ５００９３ ＣＭＣＣ
肠炎沙门氏菌 ５００４１ ＣＭＣＣ

表 ２　 多重定量 ＰＣＲ 实验所用引物序列
Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｓｓａｙ

检测病原
Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列（５’ － ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

扩增片段大小
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

沙门
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ

ＡＩＴ９７ＩＥ＿Ｆ ＧＣＣＡＡＧＣＣＴＡＡＡＡＣＣＡＧＴＡＡＡＧＧ
ＡＩＴ９７ＩＥ＿Ｒ ＧＴＣＣＴＡＧＣＧＡＣＧＴＴＣＣＴＴＣＴＴＴＴ
ＡＩＴ９７ＩＥ＿Ｍ ＦＡＭ⁃ＣＡＧＣＣＧＣＴＣＡＧＴＡＴＴＧ⁃ＭＧＢＮＦＱ

９６ ｂｐ

空弯
Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ

ｊｅｊｕｎｉ

ＡＩＣＳＸＩＩ＿Ｆ ＣＡＣＡＴＴＡＡＡＴＣＴＴＴＡＴＴＴＴＣＡＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡ
ＡＩＣＳＸＩＩ＿Ｒ ＡＣＡＡＴＣＣＡＴＣＴＴＣＴＡＴＣＡＴＴＧＣＣＴＴＡＧＣ
ＡＩＣＳＸＩＩ＿Ｍ ＶＩＣ⁃ ＡＣＣＡＣＣＣＡＡＡＣＣＴＴＣ⁃ＭＧＢＮＦＱ

７３ ｂｐ

志贺
Ｓｈｉｇｅｌｌａ
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１􀆰 ２􀆰 ２　 模板 ＤＮＡ 的提取：沙门菌、志贺菌和空弯菌

等 ２１ 株参考菌株用 Ｑｉａｇｅｎ ＤＮＡ 提取试剂盒，按照

使用说明提取基因组 ＤＮＡ。 经微量分光光度计检

测，所提取的细菌 ＤＮＡ 浓度均不低于 ５０ ｎｇ ／ μＬ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 体系和反应条件： ＰＣＲ 反应体系为

２０􀆰 ４ μＬ，包括：Ｍｉｘ １０ μＬ，Ｒｏｘ ＩＩ ０􀆰 ４ μＬ，沙门探针

＋引物 １ μＬ，空弯、志贺引物及探针各 １ μＬ，模板

ＤＮＡ ３ μＬ，见表 ３。 ９４℃ ５ ｍｉｎ；９４℃ ３０ ｓｅｃ，５８℃ ３０
ｍｉｎ，７２℃ １􀆰 ５ ｍｉｎ，共 ３５ 个循环；７２℃ ７ ｍｉｎ。

表 ３　 ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

试剂名称 浓度 ２０ μＬ 内体积（１ × ）
Ｍｉｘ ２ × １０ μＬ

Ｒｏｘ ＩＩ ／ ０􀆰 ４ μＬ
沙门探针 ＋ 引物 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ

空弯引物 Ｆ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ
空弯引物 Ｒ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ
空弯探针 Ｍ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ
志贺引物 Ｆ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ
志贺引物 Ｒ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ
志贺探针 Ｍ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ １ μＬ
模板 ＤＮＡ ＞１ ｐｇ ／ μＬ ３ μＬ

根据上述体系对待检样本 ＤＮＡ 进行 Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 检测，同时设置标准品阳性对照和阴性对照。

反应条件为 ９５℃ 预变性 ３０ ｓ；然后 ９５℃ ５ ｓ，
６０℃ ３４ ｓ，共 ４０ 个循环，在每个循环延伸结束时进

行荧光信号检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 特异性检测：用所建立的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 体

系分别扩增肺炎克雷伯菌、绿脓杆菌、金黄色葡萄

球菌、大肠杆菌、啮齿类柠檬酸杆菌、奇异变形杆

菌、普通变形杆菌、假结核耶尔森氏菌和小肠结肠

炎耶尔森氏菌等来检测所建方法的特异性。
１􀆰 ２􀆰 ５　 敏感性检测：将合成的标准品质粒浓度进行

换算，得出质粒的拷贝数均为 １ × １０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 数

量级，将 １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 浓度的质粒按 １：１：１ 合并，
并做 １０ 倍系列稀释至 １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，分别为 １０１０

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０９ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０７ ｃｏｐｉｅｓ ／
μＬ、１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０３

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，同时设置

阴性对照，检测所建方法的敏感性。
１􀆰 ２􀆰 ６　 应用：用所建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法

对树鼩的 ５６ 份粪便样本进行检测。

２　 结果

为建立实验树鼩空肠弯曲菌、沙门氏菌和志贺

菌多重定量 ＰＣＲ 方法，首先需要分别设计针对 ３ 种

细菌的 ＰＣＲ 引物和探针，以及合适的 ＰＣＲ 体系和

扩增条件，为此，本研究首先分别设计了针对 ３ 种细

菌的 ＰＣＲ 引物和探针，并进行单细菌实时荧光定量

ＰＣＲ 检测，以检测所有的定量 ＰＣＲ 的实验要素，包
括引物对、探针、实验体系及扩增条件等。
２􀆰 １　 空肠弯曲菌 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实时荧光定量

ＰＣＲ 方法建立

本研究测试了针对空肠弯曲菌的 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ
实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，结果显示，该 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 能有效地扩增空肠弯曲菌标准品，其检测灵敏

度下限为 １ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ（图 １Ａ）。 该扩增标准曲

线的斜率为 － ３􀆰 ３９１，相关系数为 ０􀆰 ９９９，扩增效率

为 ９７􀆰 １９６％ （图 １Ｂ）。 用所建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方

法扩增表 １ 中除空弯之外的 １２ 株菌，结果见图 １Ｃ，
所测样品均未见扩增，说明该体系特异性良好。 此

外，使用该方法对空肠弯曲菌进行了扩增，可得到

特异性扩增，结果见图 １Ｄ。 上述结果说明，本研究

的实验要素可用于空肠弯曲菌的 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实时

荧光定量 ＰＣＲ 扩增。
２􀆰 ２　 沙门氏菌 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实时荧光定量 ＰＣＲ
方法建立

本研究测试了针对沙门氏菌的 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法，结果显示，该 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
能有效地扩增沙门氏菌标准品，其检测灵敏度下限

为 １ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ（图 ２Ａ）。 该扩增标准曲线的斜

率为 － ３􀆰 ３９，相关系数为 １，扩增效率为 ９７􀆰 ２４７％
（图 ２Ｂ）。 用所建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法扩增表 １
中除沙门氏菌之外的 １２ 株菌，结果见图 ２Ｃ，所测样

品均未见扩增，说明该体系特异性良好。 此外，使
用该方法对本实验室的 ９ 株空肠弯曲菌进行了扩

增，均可得到特异性扩增，只是菌株间载量存在差

异，结果见图 ２Ｄ。 上述结果说明，本研究的实验要

素可用于沙门氏菌的 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实时荧光定量

ＰＣＲ 扩增。

２　 志贺菌 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法建立 ３

首先，本研究测试了针对志贺菌的 ＴａｑＭａｎ⁃
ＭＧＢ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，结果显示，该 ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅＰＣＲ 能有效地扩增志贺菌标准品，其检测灵敏

度下限为 １ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ（图 ３Ａ）。 该扩增标准曲

线的斜率为 － ３􀆰 ３１６，相关系数为 ０􀆰 ９９９，扩增效率

为 １００􀆰 ２４４％ （图 ３Ｂ）。 用所建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
方法扩增表 １ 中除沙门氏菌之外的 １１ 株菌，结果见
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图 ３Ｃ，所测样品均未见扩增，说明该体系特异性良

好。 此外，使用该方法对本实验室的痢疾志贺菌和

宋内志贺菌进行了扩增，均可得到特异性扩增，只
是菌株间载量存在差异，结果见图 ３Ｄ。 上述结果说

明，本研究的实验要素可用于志贺菌的 ＴａｑＭａｎ 实

时荧光定量 ＰＣＲ 扩增。

Ａ： 空肠弯曲菌 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法敏感性结果（图中曲线上所标数字的单位为 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）；Ｂ： 空肠弯曲菌

ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法标准曲线；Ｃ： 空肠弯曲菌 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法特异性结果；Ｄ： 对空弯菌种扩增的结果

图 １　 图 １　 空肠弯曲菌 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法建立

Ａ： Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）；
Ｂ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ； Ｃ： Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ

ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ； Ｄ： Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ｓｔｒａｉｎ

Ｆｉｇ． １　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ．

４　 三重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法建立

在建立空弯、沙门及志贺菌单菌实时荧光定量

ＰＣＲ 方法后，本研究把 ３ 种细菌引物和探针混合尝

试建立三重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法。 结果

显示，该 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 能有效地扩增空弯、沙门及

志贺菌标准品，其检测灵敏度下限为 １ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／
μＬ（图 ４Ａ）。 该扩增中空弯标准曲线的斜率为 －
３􀆰 ３８７，相关系数为 １，扩增效率为 ９７􀆰 ３５４％ ；沙门标

准曲线的斜率为 － ３􀆰 ２６３，相关系数为 １，扩增效率

为 １０２􀆰 ５２８％ ；志贺标准曲线的斜率为 － ３􀆰 ２９４，相
关系数为 １，扩增效率为 １０１􀆰 １７５％ （图 ４Ｂ）。 用所

建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法扩增表 １ 中除空弯、沙门

及志贺菌之外的 ９ 株菌，结果见图 ４Ｃ，所测样品均

未见扩增，说明该体系特异性良好。 上述结果说

明，本研究成功建立三重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量

ＰＣＲ 方法。

之后，用本实验所建立的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法对

５６ 份树鼩肠道样本进行检测，结果显示，空弯有 ５
份样本阳性（空弯单重有 ７ 份阳性，培养有 ５ 份阳

性），志贺有 ４ 份样本阳性（志贺单重有 ５ 份阳性，
培养有 ４ 份阳性），沙门检测无阳性，结果见图 ４Ｄ。
本研究建立的三重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

与经典的细菌培养检测法结果一致，说明本方法具

有较好的灵敏性和特异性。

５　 结论

空肠弯曲杆菌主要可引起人体急性肠炎和食

物中毒，并伴发反应性关节炎、肝炎、瑞特氏病和格

林⁃巴利综合症等免疫性损伤性疾病。 也可引起动

物流产不孕、乳房炎及幼畜禽腹泻和家禽肝炎。 沙

门氏菌不仅能导致鸡白痢、鸡伤寒、副伤寒、仔猪副

伤寒、鼠伤寒、动物流产、死亡等，还能使人类发生

伤寒、副伤寒、败血症、胃肠炎、感染性腹泻和食物

中毒。 在世界各地的食物中毒中，沙门菌引起的中

毒病例占首位或第二位。 志贺氏菌是人类细菌性

痢疾的病原体之一，主要引起急性直肠结肠炎和痢

疾。 空弯、沙门和志贺均属于肠道病原菌，对人和

动物都可以致病，引起的症状也很类似，三种菌都

可引起急性肠炎和食物中毒症状［６］。
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Ａ： 沙门氏菌 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法敏感性结果（图中曲线上所标数字的单位为 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）；
Ｂ： 沙门氏菌 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法标准曲线；Ｃ： 沙门氏菌 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法特异性结果；Ｄ： 对沙门氏菌种扩增的结果

图 ２　 沙门氏菌 ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法建立

Ａ： Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）； Ｂ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ；
Ｃ： Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ； Ｄ： Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｏｆ ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ．

Ａ： 志贺菌 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法敏感性结果（图中曲线上所标数字的单位为 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）；
Ｂ： 志贺菌 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法标准曲线；Ｃ： 志贺菌 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法特异性结果；Ｄ： 对志贺菌种扩增的结果

图 ３　 志贺菌 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法建立

Ａ： Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓｈｉｇｅｌｌａ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）； Ｂ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓｈｉｇｅｌｌａ；
Ｃ： Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓｈｉｇｅｌｌａ； Ｄ： Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｏｆ ｔｈｅ ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｓｈｉｇｅｌｌａ．

唐梦君等人建立空肠弯曲杆菌 ＰＣＲ⁃ＥＬＩＳＡ 检

测方法，用于家禽泄殖腔样本的检测［７］。 阳成波等

人先后建立基于 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 或 ＴａｑＭａｎ 探针的

ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量检测空肠弯曲杆菌［８， ９］。 刘俊华

等［１０］人建立实时荧光 ＰＣＲ 快速检测食品中的空肠

弯曲菌。 孔繁德等［１１］ 人进行了沙门菌 ＰＣＲ 快速检

测试剂盒的研制，并进行了初步应用。 郑友限等人

建立实时荧光定量 ＰＣＲ 法用于沙门菌的检验，用鼠

伤寒标准菌和 ６０ 份食品样本进行检测方法的特异

性、敏感性和重复性试验，并与常规法和科玛嘉平
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Ａ： 空弯沙门志贺菌 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法敏感性结果（图中曲线上所标数字的单位为 ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）；Ｂ： 空弯沙门志贺菌

ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法标准曲线；Ｃ： 空弯沙门志贺菌 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法特异性结果；Ｄ： 对树鼩样品扩增的结果

图 ４　 空弯沙门志贺菌多重 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法建立

Ａ： Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ， Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｎｄ Ｓｈｉｇｅｌｌａ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）；
Ｂ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ， Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｎｄ Ｓｈｉｇｅｌｌａ；

Ｃ： Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ， Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｎｄ Ｓｈｉｇｅｌｌａ；
Ｄ： Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＴａｑＭａｎ⁃ＭＧＢ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ， Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｎｄ Ｓｈｉｇｅｌｌａ

板分离法做比较［１２］。 赵雪涛等人也建立了鉴定沙

门菌的荧光定量 ＰＣＲ 方法［１２］。 陈峰等人利用二聚

体蝎型荧光探针法，建立检测志贺菌的荧光定量

ＰＣＲ 技术，可应用于食品卫生监管以及传染病诊断

等［１３］。 高春燕等人建立一种检测志贺菌属快速敏

感的荧光定量 ＰＣＲ 方法。
为方便快速检测，也有部分联合检测方法的建

立，如王晨等人建立了沙门菌和志贺菌二联实时荧

光 ＰＣＲ 检测方法，实验结果与权威检验机构的结果

符合率达 １００％ ，适用于 ＣＤＣ 体检等同时对沙门菌

和志贺菌的快速临床检测［１４］。 陈萍等人基于 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｉ 染料建立沙门菌、志贺菌和金黄色葡萄球菌

的多重荧光定量 ＰＣＲ 检测方法，该方法能快速、灵
敏、特异检出沙门菌、志贺菌和金黄色葡萄球菌。
石晓路等［１５］人建立改良分子信标⁃多重实时 ＰＣＲ 同

时检测沙门菌和志贺菌的快速方法，应用于食源性

致病菌的快速诊断。 于新芬等［１６］ 人建立多重实时

荧光 ＰＣＲ 检测沙门菌侵袭蛋白 Ａ 基因（ ｉｎｖＡ）、肠
产毒性大肠埃希菌 （ ＥＴＥＣ） 不耐热肠毒素基因

（ｅｌｔ）、志贺菌和肠侵袭性大肠埃希菌侵袭力基因

（ｉｐａＨ）的方法，可用于临床腹泻粪便标本的快速筛

检。 但未见空弯、沙门和志贺三种肠道病原菌的荧

光定量 ＰＣＲ 检测方法的建立，而且上述检测都是针

对临床样品或食品检测，与本研究针对的实验树鼩

存在一定的差异。
本研究通过引物、探针的设计，及实验体系、扩

增条件的优化，成功建立了沙门志贺空弯菌多重

ｑＰＣＲ 检测方法，所建方法特异性良好，敏感性可以

检测到 １ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ （与单重比低一个数量

级），而且特异性好，对非目标菌株未见阳性扩增。
并对该方法进行了初步的应用，其中 ５６ 份树鼩样本

中空弯有 ５ 个阳性，志贺有 ４ 个阳性，沙门无阳性，
与分离培养相比检测结果完全一致，与单重荧光定

量比略低，但是多重可以节省检测试剂，节约检测

时间。 因此，该多重 ＰＣＲ 方法在实验动物微生物检

测具有很好的应用和推广前景。
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进行脑部 ＭＲＩ 扫描。 如呼吸功能恢复不足则可能

导致实验动物缺氧，甚至死亡；⑷完成脑部 ＭＲＩ 后

需再次回到介入中心行溶栓术，此阶段需 １ ～ ２ ｈ，要
维持一定的麻醉深度，并根据其生命体征进行补

液；因全身麻醉后实验猴的体温调节功能降低，受
外界温度影响较大，需采取保温措施。

速眠新加氯胺酮诱导麻醉丙泊酚静脉持续泵

入可维持适宜的麻醉深度并可随时调整麻醉深度，
为恒河猴大脑中动脉 Ｍ１ 段栓塞模型建立提供了一

种安全、简便、易行的麻醉方法。

参考文献：

［ １ ］　 马诺山， 姚咏明， 于勇． 速眠新与盐酸氯胺酮对猕猴麻醉效

果的初步观察 ［Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２００３， １１（０３）： １９１
－ １９２．

［ ２ ］ 　 田肇隆，王小华，许亚超，等． 恒河猴脊髓半断模型行脑和脊

髓 ｆＭＲＩ 检查麻醉方案的实验研究 ［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志，
２０１３， ２３（０３）： ３９ － ４１．

［ ３ ］ 　 刘雪萍， 谢莉萍， 韦祝梅． 四种麻醉药物对食蟹猴麻醉效果

分析和选择应用［ Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１０， ２０（０２）：
４５ － ４７．

［ ４ ］ 　 和占龙， 鲁帅尧， 陈丽雄， 等． 速眠新在实验猕猴麻醉中的

应用 ［Ｊ］ ． 实验动物与比较医学， ２００５， ２５（０４）： ２３６ － ２３７．
［ ５ ］ 　 陶静茹， 任荣荣， 赵璇， 等． 猕猴视觉光学成像的麻醉方法

［Ｊ］ ． 上海医学， ２０１２， ３５（１０）： ８７１ － ８７３．
［ ６ ］ 　 肖建华， 王洪斌， 亢飞飞， 等． 猴专用复方麻醉剂安全性试

验 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２００９， ４１（０１）： ７０ － ７１．
［ ７ ］ 　 刘辉梅， 庾俊雄， 丁可， 等． 食蟹猴肝纤维化不同阶段对丙

泊酚代谢的影响［Ｊ］ ． 实用医学杂志， ２０１２， ２８（２２）： ３７００ －
３７０２．

〔修回日期〕２０１６ － １０ － ２６

２６ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２７ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ６


