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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种快速、准确的微滴式数字 ＰＣＲ（ｄｒｏｐｌｅｔ ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ）检测方法，用于检

测实验动物和环境中的金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＳＡ）。 方法　 针对 ＳＡ 耐热核酸酶基因（ｎｕｃ）的
保守区域，设计并合成一对特异性引物和探针，通过实验优化，确定最佳反应条件，检测动力学范围，验证该方

法的特异性和方法再现性；以相同的模板分别进行 ｄｄＰＣＲ 和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）方法反应，检测两种

方法的互换性；最后将该方法用于各种临床样品的检测。 结果　 建立的 ＳＡ ｄｄＰＣＲ 方法的动力学范围为 １００
～ １５ ０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，检测极限为 ２􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ，定量极限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ；检测该方法的特异性，结果仅 ＳＡ 有阳性微

滴，其他病原体均无阳性微滴；对 ３ 个平行样本进行测量后，计算得到其标准偏差与相对标准偏差发现，在
ｄｄＰＣＲ 的动力学检测区间内，随着目标拷贝数的逐渐降低，相对标准偏差呈现上升趋势，然而始终低于 ２５％
的，这一结果表明该检测方法具有良好的稳定性。 ｔ 检验分析 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 方法的检测结果，显示两种方

法所得拷贝数均无明显差异。 共检测 １０ 份临床样本，有 ２ 份临床样本为阳性，其他均为阴性，该结果与 ｑＰＣＲ
检测结果一致。 结论　 建立的检测 ＳＡ 的 ｄｄＰＣＲ 方法灵敏度高、特异性强、稳定性好和重复性好，可用于实验

动物 ＳＡ 的检测。
【关键词】 　 金黄色葡萄球菌；微滴式数字 ＰＣＲ；实验动物
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　 　 金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ，ＳＡ）
是一种广泛存在于自然环境和宿主体内的革兰

氏阳性菌，因其致病性强且易于传播，成为实验

动物研究中的重要病原体［１－２］。 ＳＡ 感染可导致

实验动物出现多种严重的疾病，包括皮肤感染、
肺炎、败血症和心内膜炎等［３－４］，啮齿类动物感染

则常引发肺炎、睾丸炎、乳腺炎以及化脓性炎症

等［５］，这不仅影响实验动物的健康和福利，还可

能干扰实验结果的准确性和可靠性［６］。
实验动物中 ＳＡ 感染的有效监测与控制至关

重要，因此开发一种快速且准确的检测方法显得

尤为关键。 尽管传统的细菌培养法一直是检测

ＳＡ 的“金标准”，但其漫长的检测周期严重制约

了检测效率，通常需要 ２４ ～ ４８ ｈ 才能得到结果，
难以满足实验研究中对快速诊断的需求［７］。 随

着分子生物学技术的快速发展，病原体的快速检

测有了新的技术手段。 在众多新兴技术中，
ｄｄＰＣＲ 凭借其高灵敏度、高特异性和绝对定量的

优势，成为核酸精准检测领域的重要方法之

一［８］。 ｄｄＰＣＲ 通过将样本分配到数万个微滴中

进行独立的 ＰＣＲ 反应，能够在短时间内对目标基

因进行绝对定量检测［９］。 该方法不仅能够快速

提供检测结果，还可以定量分析样本中 ＳＡ 的浓

度，为实验研究和感染控制提供重要参考。
本研究致力于构建一种针对 ＳＡ 的 ｄｄＰＣＲ 检

测方法，通过系统性地优化各项参数，并对其灵

敏度、特异性和重复性进行全面评估，旨在为 ＳＡ
的精准定量检测提供一种新的技术手段。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选用 ＳＰＦ 级雌性 ＩＣＲ 小鼠，８ 周龄，平均体质

量约为 ２８ ｇ，共计 ２０ 只，均购自北京维通利华实

验动物技术有限公司 【 ＳＣＸＫ（京） ２０２１⁃０００６】。
饲养于北京大学实验动物中心【ＳＹＸＫ（京）２０２０⁃
００３５】；饲养环境温度在 ２０ ～ ２６ ℃、相对湿度

３０％ ～ ７０％、保持昼（１２ ｈ）夜（１２ ｈ）明暗交替。
本实验的全部操作流程均严格遵循北京大学实

验伦理学的相关要求，并已获得北京大学实验动

物福利伦理委员会的审批（ＬＡＣ⁃ＷｅｉＹＳ⁃１），且全

程遵循 ３Ｒ 原则。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＳＡ 阳性核酸（苏州西山，０１０１⁃３３４１），螺杆菌

阳性核酸（苏州西山，０１０１⁃３０６１），肺炎克雷伯杆

菌阳性核酸（苏州西山，０１０１⁃３２３１），肺支原体阳

性核酸（苏州西山，０１０１⁃３０２１），沙门氏菌阳性核

酸（苏州西山，０１０１⁃３０７１），绿脓杆菌阳性核酸

（苏州西山，０１０１⁃３３３１），嗜肺巴斯德杆菌阳性核

酸 （ 苏 州 西 山， ０１０１⁃３２７１ ）。 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

（Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ）酶试剂盒（宝生物工程（大连）有限

公司，ＲＲ３９０Ａ），ｄｄＰＣＲ ｓｕｐｅｒｍｉｘ ｆｏｒ ｐｒｏｂｅｓ （ Ｂｉｏ
Ｒａｄ，１８６３０１０），粪便基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（天
根生化科技（北京）有限公司，ＤＰ３２８），数字 ＰＣＲ
探针法生成油（Ｂｉｏ Ｒａｄ，１８６３００５），血液 ／细胞 ／组
织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（天根生化科技（北

京）有限公司，ＤＰ３０４⁃０２）。 微滴式数字 ＰＣＲ 仪

ＱＸ２００（Ｂｉｏ Ｒａｄ，美国），荧光定量 ＰＣＲ 仪 ＣＦＸ９６
（Ｂｉｏ Ｒａｄ，美国）， Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ 微量分光光度计

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 特异性引物和探针

根据已发表的 ＳＡ 耐热核酸酶 ｎｕｃ 基因（Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ 登录号： ＯＰ８２１４１１􀆰 １） 的序列，利用软件

Ｓｎａｐｇｅｎｅ ６􀆰 ０􀆰 ２ 设计了特异性引物和探针。 具体

序列如下：ＳＡ⁃Ｆ⁃１：５’⁃ＧＣＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＡＣＧ⁃

１３４
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３’；ＳＡ⁃Ｒ⁃１：５’⁃ＣＧＴＡＡＡＴＧＣＡＣＴＴＧＣＴＴＣ⁃３’；ＳＡ⁃
Ｐ⁃１：５’⁃ＦＡＭ⁃ＡＡＡＴＴＡＡＴＧＴＡＣＡＡＡＧＧＴＣＡＡＣＣＡ
ＡＴＧＡＣ⁃ＢＨＱ１⁃３’。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｄｄＰＣＲ 检测体系的建立及优化

在 ｄｄＰＣＲ 平台 ＱＸ２００ 上进行 ＳＡ ｄｄＰＣＲ，用
ｄｄＰＣＲ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 配置反应体系，体系中引物浓度

经优化确定为 ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、探针浓度经优化确定

为 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 将 ２０ μＬ ＰＣＲ 反应液和 ７０ μＬ 微

滴生成油加入微滴生成卡生成微滴。 将生成的

微滴转移到 ＰＣＲ 管中进行 ＰＣＲ 扩增反应。 经退

火温度优化，确定 ｄｄＰＣＲ 的最佳退火温度为

５１ ℃。 ｄｄＰＣＲ 反应程序：９４ ℃变性 １０ ｍｉｎ；９４ ℃
变性 ３０ ｓ，５１ ℃退火延伸 １ ｍｉｎ，４５ 个循环；９８ ℃
变性 １０ ｍｉｎ；４ ℃保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｄｄＰＣＲ 的特异性

分别以 ＳＡ 阳性核酸、绿脓杆菌阳性核酸、嗜
肺巴斯德杆菌阳性核酸、螺杆菌阳性核酸、沙门

氏菌阳性核酸、肺支原体阳性核酸、肺炎克雷伯

杆菌阳性核酸为模板，阴性对照组使用去离子水

作为模板，设置 ３ 个平行样本，利用优化好的反应

程序和体系，进行 ｄｄＰＣＲ 反应，以评估所设计引

物和探针的特异性。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ｄｄＰＣＲ 检测方法的动力学范围及稳定性

ｄｄＰＣＲ 的理论检测范围可涵盖从单拷贝到

１２ 万 ｃｏｐｉｅｓ 的数量级。 在 ２０ μＬ 的反应体系中，
微滴生成器能够产生大约 １􀆰 ２ 万 ～１􀆰 ６ 万个有效

的微滴。 结果表明，当微滴的数量超过 １０ ０００ 个

时，反应被认为是有效的。 将 ＳＡ 阳性核酸稀释，
使得加入反应体系中的模板量分别为 ５０ ０００、
２５ ０００、１０ ０００、２０００、４００、８０、４０、２０、１０、５、２􀆰 ５、
１􀆰 ２５ 和 ０􀆰 ６２５ ｃｏｐｉｅｓ，每种浓度设置 ３ 个平行样

本，利用已优化好的反应程序和反应体系，进行

ｄｄＰＣＲ 反应，分析预期值和测量值的相关性，以
确定该检测方法的动力学范围。 根据 ３ 个平行间

测量值的相对标准偏差评估该方法的稳定性。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ｄｄＰＣＲ 的检测极限和定量极限

将 ＳＡ 阳性核酸 ２ 倍梯度稀释至 ４０、２０、１０、
５、２􀆰 ５ 和 １􀆰 ２５ ｃｏｐｉｅｓ，进行 ｄｄＰＣＲ 扩增，每个浓度

平行 ３ 次，确定其检测极限和定量极限。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ｄｄＰＣＲ 方法和 ｑＰＣＲ 方法的互换性测试

将 ＳＡ 阳性核酸稀释为不同浓度，进行 ｄｄＰＣＲ
和 ｑＰＣＲ 反应，分析两种方法测试结果的差异。

（ １ ） ＳＡ ｑＰＣＲ 方 法 的 反 应 体 系： ｑＰＣＲ
ｓｕｐｅｒｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，模板 ５ μＬ，引物 ０􀆰 ５ μＬ，探针

０􀆰 ２５ μＬ，用水补齐至 ２５ μＬ。 ｑＰＣＲ 的扩增程序：
９５ ℃，３０ ｓ；９５ ℃，５ ｓ；６０ ℃，３４ ｓ；４５ 个循环，
７２ ℃，１０ ｓ；４ ℃保存。

（２）绘制 ｑＰＣＲ 标准曲线：用 ｄｄＰＣＲ 定过值

的阳性核酸绘制标准曲线。
（３）制备 ８ 个盲样，分别用 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ

的方法进行定值。
１􀆰 ２􀆰 ７　 临床样品的验证实验

对 １０ 份临床样本，包括动物暂养设施环境擦

拭样、暂养设施小鼠粪便、暂养设施小鼠肠道组

织和暂养设施小鼠脏垫料接触介质，分别用

ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 检测。
１􀆰 ３　 统计学分析

利用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行统计学分

析。 １􀆰 ２􀆰 ６ 中两组间拷贝值比较采用独立样本 ｔ
检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ｄｄＰＣＲ 退火温度的优化

在 ５０ ～ ６５ ℃之间设置 ８ 个不同的温度梯度

作为退火温度，进行 ｄｄＰＣＲ 检测。 实验结果显

示，在退火温度设定为 ５１ ℃的条件下，观察到的

阳性微滴信号荧光强度最明显，并且阳性与阴性

微滴之间的荧光信号差异清晰可辨（图 １）。 并且

“下雨” 现象较弱，因此选择 ５１ ℃ 为最优退火

温度。

图 １　 退火温度优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２３４
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２􀆰 ２　 ｄｄＰＣＲ 引物和探针浓度的优化

设置 ４ 组引物和探针浓度，分别是引物浓度

４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和探针浓度 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、引物浓度

７００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和探针浓度 １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、引物浓度

９００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和探针浓度 ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、引物浓度

１１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 ８００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，每种浓度组合设置 ３
个平行，进行 ｄｄＰＣＲ 反应。 实验数据表明，在引

物和探针的浓度配比为 ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ
时，能够获得最强的阳性微滴信号，并且阳性微

滴与阴性微滴的荧光信号之间呈现出明显的区

分度（图 ２），并且下雨现象较弱，因此选择引物浓

度 ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和探针浓度 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 为最优引

物和探针浓度。

注：Ａ：引物浓度 ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，探针浓度 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；Ｂ：引物浓度 ７００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，探针浓度 １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；Ｃ：引物浓度 ９００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ，探针浓度 ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ；Ｄ：引物浓度 １１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，探针浓度 ８００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ２　 引物探针浓度优化结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ． Ｂ． Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ７００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｐｒｏｂｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ． Ｃ． Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ９００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ． Ｄ． Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
１１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ８００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２􀆰 ３　 ｄｄＰＣＲ 特异性检验

以 ＳＡ 阳性核酸、沙门氏菌阳性核酸、螺杆菌

阳性核酸、绿脓杆菌阳性核酸、肺炎克雷伯杆菌阳

性核酸、肺支原体阳性核酸、嗜肺巴斯德杆菌阳性

核酸为模板，进行 ｄｄＰＣＲ 检测的特异性评估。 结果

显示，仅 ＳＡ 阳性核酸检测结果为阳性，其他样品均

为阴性，表明该检测方法具有较高的特异性（图 ３）。

２􀆰 ４　 ｄｄＰＣＲ 动力学范围

将 ＳＡ 阳性核酸的浓度调整为 ５６ ７３３􀆰 ３３、
２９ ５２６􀆰 ６７、 １１ ３０６􀆰 ６７、 ２ ０３３􀆰 ３３、 ２５８􀆰 ６７、 ８２􀆰 ６７、
４１􀆰 ３３、２０􀆰 ００、８􀆰 ８０、６􀆰 １３、２􀆰 ０７、１􀆰 ８７、０􀆰 ８０ ｃｏｐｉｅｓ
分别进行 ｄｄＰＣＲ。 对预期值与测量值的相关性

进行分析后发现，当模板量处于 ５ ～ ５０ ０００
ｃｏｐｉｅｓ 之间时，ｄｄＰＣＲ 所获得的测量值与预期拷

３３４
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注：１：绿脓杆菌；２：沙门氏菌；３：螺杆菌；４：嗜肺巴斯德杆菌；５：肺
炎克雷伯杆菌；６：肺支原体；７：金黄色葡萄球菌；Ｎ： 阴性对照。

图 ３　 特异性检测结果

Ｎｏｔｅ． １． Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ． ２． Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐｐ． ３．
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ． ４． Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ． ５． Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ． ６． Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ． ７． Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ．
Ｎ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

表 １　 ｄｄＰＣＲ 检测的稳定性测试

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

预期值 ／ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

重复数
Ｒｅｐｌｉｃａｔｅ
ｎｕｍｂｅｒ

测量值 ／ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

平均值 ／ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ａｖｅｒａｇｅ ／

（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

标准偏差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

相对标准偏差
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

５０ ０００

１ ５５ ８００
２ ５６ ８００
３ ５７ ６００

５６ ７３３􀆰 ３３ ７３６􀆰 ３６ １􀆰 ３０

２５ ０００

１ ２７ ５２０
２ ２９ ５６０
３ ２８ ５００

２８ ５２６􀆰 ６７ ８３３􀆰 ０４ ２􀆰 ９２

２０００

１ ２０２０
２ ２０００
３ ２０８０

２０３３􀆰 ３３ ３３􀆰 ９９ １􀆰 ６７

２００

１ ２６０
２ ２７０
３ ２４６

２５８􀆰 ６７ ９􀆰 ８４ ３􀆰 ８１

８０
１ ８２
２ ８１
３ ８０

８１ ０􀆰 ８２ １􀆰 ０１

贝数呈现出良好的相关性，其决定系数 Ｒ２ 值为

０􀆰 ９９９６（图 ４）。 当测试样品的浓度处于动力学范

围内 时， 定 量 结 果 最 为 准 确。 因 此， 在 配 置

ｄｄＰＣＲ 反应体系之前，需将基因组 ＤＮＡ 稀释至

每微升 １００ ～ １５ ０００ ｃｏｐｉｅｓ。 之后，加入 ２ μＬ

ＤＮＡ 溶液到反应体系中，使初始模板量在 ２００ ～
３０ ０００ ｃｏｐｉｅｓ 之间，这样可以有效保证检测结果

的稳定性和可靠性。
２􀆰 ５　 ｄｄＰＣＲ 的稳定性测试

使用不同浓度的 ＳＡ ＤＮＡ 为模板进行 ｄｄＰＣＲ
扩增，统计 ３ 个平行样本的相对标准偏差。 结果

表明，在 ｄｄＰＣＲ 的动力学范围内，拷贝数降低时

相对标准偏差升高，但低于 ２５％，说明测试样品

稳定性良好（表 １）。
２􀆰 ６　 ｄｄＰＣＲ 的检测极限和定量极限

　 　 将 ＳＡ 阳性核酸原液稀释为 ４０、２０、１０、５、２􀆰 ５
和 １􀆰 ２５ ｃｏｐｉｅｓ，进行 ｄｄＰＣＲ 扩增，每个浓度平行 ３
次。 当 ＳＡ 阳性核酸浓度低至 ２􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ 时，依然

可以稳定地检测到阳性信号，阳性信号微滴数在

１ ～ ９ 之间，而当 ＳＡ 阳性核酸浓度低至 １􀆰 ２５
ｃｏｐｉｅｓ 时，均无阳性微滴；推测 ｄｄＰＣＲ 的检测极

限为 ２􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ（表 ２）。
　 　 当 ＳＡ 阳性核酸浓度为 １０ ｃｏｐｉｅｓ 时，重复反

应间测量值的相对标准偏差为 ９􀆰 ８２％；当 ＤＮＡ 浓

度低至 ５ ｃｏｐｉｅｓ 时，重复反应间测量值的相对标

准偏差为 ２３􀆰 ３２％，推测 ｄｄＰＣＲ 的定量极限是 １０
ｃｏｐｉｅｓ（表 ２）。
２􀆰 ７　 ｄｄＰＣＲ 方法和 ｑＰＣＲ 方法的互换性测试

结果见图 ５、图 ６、表 ３。 使用经 ｄｄＰＣＲ 定量

４３４
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图 ４　 动力学范围测试

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｙｎａｍｉｃｓ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ

表 ２　 ｄｄＰＣＲ 检测极限和定量极限分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｄＰＣＲ

预期值 ／ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

重复数
Ｒｅｐｌｉｃａｔｅ
ｎｕｍｂｅｒ

测量值 ／ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｖａｌｕｅ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

平均值 ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ａｖｅｒａｇｅ ／

（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

标准偏差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

相对标准偏差
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

４０
１ ５０􀆰 ００
２ ４４􀆰 ００
３ ４６􀆰 ００

４６􀆰 ６７ ２􀆰 ５０ ５􀆰 ３４

２０
１ ２０􀆰 ００
２ １８􀆰 ００
３ ２２􀆰 ００

２０􀆰 ００ １􀆰 ６３ ８􀆰 １６

１０
１ ８􀆰 ００
２ ８􀆰 ４０
３ １０􀆰 ００

８􀆰 ８０ ０􀆰 ８６ ９􀆰 ８２

５
１ ８􀆰 ４０
２ ６􀆰 ６０
３ ４􀆰 ２０

６􀆰 ４０ １􀆰 ４９ ２３􀆰 ３２

２􀆰 ５
１ ７􀆰 ００
２ １􀆰 ８０
３ ５􀆰 ６０

４􀆰 ８０ ２􀆰 １９ ４５􀆰 ７７

１􀆰 ２５
１ －
２ －
３ －

－ － －

图 ５　 ｑＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｑＰＣＲ

５３４
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的阳性核酸作为标准样品，绘制实时荧光 ＰＣＲ 标

准曲线， 得到标准曲线公式： ｙ ＝ ３６􀆰 ２３６ｘ －
３􀆰 １３６。 初始浓度是 ５０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，进行 ５ 倍稀

释，共 ５ 个点。 绘制完标准曲线之后，分别用

ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 方法对 ８ 个盲样进行检测（图

６）。将两种方法测试盲样所得到的拷贝数进行

图 ６　 ８ 个盲样 ｑＰＣＲ 扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｆｏｒ ８ ｂｌｉｎｄ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ３　 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 方法检测结果互换性检测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｎｔｅｒｃｈａｎｇｅａｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｄＰＣＲ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｓ

样品
编号
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ
ｑＰＣＲ ｄｄＰＣＲ

浓度 ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

平均值 ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ａｖｅｒａｇｅ ／

（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

标准差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

相对标
准差

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

浓度 ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

平均值 ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
Ａｖｅｒａｇｅ ／

（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）

标准差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

相对标
准差

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

是否有显
著性差异
Ｉｓ ｔｈｅｒｅ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

１
１２ ５６０􀆰 ００
１３ １３１􀆰 ００
１１ ０８９􀆰 ００

１２ ２６０􀆰 ００ ８６０􀆰 ２１ ７􀆰 ０２
１３ ６００
１３ ２７０
１３ ０１０

１３ ２９３􀆰 ３３ ２４１􀆰 ４３ １􀆰 ８２ ０􀆰 １７７ 否
Ｎｏ

２
２ ８３０􀆰 ００
３ ３２６􀆰 ６０
３ ８０１􀆰 ８９

３ ３１９􀆰 ５０ ３９６􀆰 ８０ １１􀆰 ９５
３ ８７０
３ ７６０
３ ６６０

３ ７６３􀆰 ３３ ８５􀆰 ７６ ２􀆰 ２８ ０􀆰 １９７ 否
Ｎｏ

３
４０７􀆰 ３８
５２４􀆰 ８０
５２４􀆰 ８０

４８５􀆰 ６６ ５５􀆰 ３５ １１􀆰 ４０
５５１
４５６
５２８

５１１􀆰 ６７ ４０􀆰 ４７ ７􀆰 ９１ ０􀆰 ６２０ 否
Ｎｏ

４
１８１􀆰 ９７
２３４􀆰 ４２
２８１􀆰 ８４

２３２􀆰 ７４ ４０􀆰 ７９ １７􀆰 ５３
２４８
２６５
２３３

２４８􀆰 ６７ １３􀆰 ０７ ５􀆰 ２６ ０􀆰 ６２７ 否
Ｎｏ

５
５７􀆰 ５４
４８􀆰 ９８
５３􀆰 ７０

５３􀆰 ４１ ３􀆰 ５０ ６􀆰 ５５
４８
４５
５７

５０􀆰 ００ ５􀆰 １０ １０􀆰 ２０ ０􀆰 ４８０ 否
Ｎｏ

６
２０􀆰 ８９
２９􀆰 ５１
２５􀆰 １１

２５􀆰 １７ ３􀆰 ５２ １３􀆰 ９８
２８
２６
３２

２８􀆰 ６７ ２􀆰 ４９ ８􀆰 ７０ ０􀆰 ３１６ 否
Ｎｏ

７
４􀆰 ７８
６􀆰 ０２
６􀆰 ３０

５􀆰 ７０ ０􀆰 ６６ １１􀆰 ５９
７

２􀆰 ６０
４􀆰 １０

４􀆰 ５７ １􀆰 ８３ ３９􀆰 ９９ ０􀆰 ４５６ 否
Ｎｏ

８
３􀆰 ５４
３􀆰 ９８
２􀆰 ０８

３􀆰 ２０ ０􀆰 ８１ ２５􀆰 ３８
６􀆰 １０
１􀆰 ７０
０􀆰 ８０

２􀆰 ８７ ２􀆰 ３２ ８０􀆰 ７８ ０􀆰 ８５７ 否
Ｎｏ

６３４
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注：Ａ：１ ～ ８ 号临床样品；Ｂ：９ ～ １０ 号临床样品；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；１：环境样品 １；２：环境样品 ２；３：环境样品 ３；４：环境样

品 ４：５：小鼠粪便 １；６：小鼠粪便 ２；７：小鼠肠道 １；８：小鼠肠道 ２；９：脏垫料接触介质；１０：小鼠肠道 ４。

图 ７　 临床样品 ｄｄＰＣＲ 检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ Ｎｏ． １ ｔｏ Ｎｏ． ８． Ｂ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ Ｎｏ． ９ ｔｏ Ｎｏ． １０． Ｐ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｎ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． １．
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ １． ２． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ２． ３． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ３． ４． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ４． ５． Ｍｏｕｓｅ ｆｅｃｅｓ １． ６．
Ｍｏｕｓｅ ｆｅｃｅｓ ２． ７． Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １． ８． Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ２． ９． Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｂｅｄｄｉｎｇ ｃｏｎｔａｃｔ ｍｅｄｉｕｍ． １０． Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ４．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｄｄＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

注：１：环境样品 １；２：环境样品 ２；３：环境样品 ３；４：环境样品 ４：５：小鼠粪便 １；６：小鼠粪便 ２；７：小鼠肠道 １；８：小鼠肠道 ２；９：脏垫

料接触介质；１０：小鼠肠道 ４；Ｂ：空白对照；Ｎ：阴性对照；Ｐ：阳性对照。

图 ８　 临床样品 ｑＰＣＲ 检测结果

Ｎｏｔｅ． １． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ １． ２． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ２． ３． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ３． ４． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ４． ５． Ｍｏｕｓｅ
ｆｅｃｅｓ １． ６． Ｍｏｕｓｅ ｆｅｃｅｓ ２． ７． Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ １． ８． Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ２． ９． Ｓｏｉｌｅｄ ｂｅｄｄｉｎｇ ｃｏｎｔａｃｔ ｍｅｄｉｕｍ． １０． Ｍｏｕｓｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ４． Ｂ．
Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｎ． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｐ． Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

比较。 通过 ｔ 检验分析表明，两种方法所得的检

测结果均无显著性差异，说明两种方法得到的检

测结果可以有效互换（表 ３）。 说明设计的引物和

探针在 ｑＰＣＲ 和 ｄｄＰＣＲ 两个平台可以通用，考虑

到大多数检测单位没有配备数字 ＰＣＲ 仪，该方法

在两个平台通用，且实时荧光 ＰＣＲ 的结果与绝对

定量的 ｄｄＰＣＲ 可以互换，进一步扩大了该方法的

应用场景。
２􀆰 ８　 临床样本测试

结果见图 ７ 和图 ８。 利用本研究建立的方法

对 １０ 份样本，包括动物暂养设施环境擦拭样、暂
养设施小鼠粪便、暂养设施小鼠肠道组织和暂养

７３４



中国实验动物学报 ２０２５ 年 ３ 月第 ３３ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２５，Ｖｏｌ． ３３， Ｎｏ． ３

设施小鼠脏垫料接触介质，分别进行 ｄｄＰＣＲ（图
７）和 ｑＰＣＲ（图 ８），同时设置空白对照、阴性对照

和阳性对照。 结果显示两种方法检测结果一致，
仅 １ 份接触脏垫料（样品 ９）和 １ 份小鼠肠道组织

样品（样品 １０）为阳性，其余样品为阴性。 ｄｄＰＣＲ
可对弱阳性样品进行精确的定量。

３　 讨论

ＳＡ 是一种人畜共患的条件性病原菌，既影响

实验动物的质量，也会对从业人员的健康构成威

胁［３－５］。 因此，建立一种准确、灵敏、快速的检测

方法，对控制屏障环境中 ＳＡ 的传播至关重要。
目前， 检测 ＳＡ 的常用方法有细菌分离培养

法［１０－１１］；分子生物学方法，包括 ＰＣＲ 法、ｑＰＣＲ 方

法、核酸等温扩增技术（ ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）等［１２－１４］；免疫学方法，包括乳

胶凝集法、酶联免疫吸附法、化学发光酶联免疫

检测法等［１５］。 常规培养鉴定法成本较低、容易操

作，但是这种方法需要的时间长，不能适应快速

检测的需要［１６］。 ＰＣＲ 方法检验结果准确，可以将

大大缩短实验时间，但容易出现外源 ＤＮＡ 的污

染、只能定性分析、存在非特异性扩增等；常规的

ＬＡＭＰ 检测方法虽然特异性强、敏感性高，操作简

便快速，但分析过程容易产生交叉污染且只能得

到定性结果［１７］。 ｑＰＣＲ 方法灵敏度高、不易造成

污染，可以实现相对定量分析，但仍需依赖标准

曲线来实现。 ｄｄＰＣＲ 技术是通过“有限稀释”原

理，使得每个反应单元独立扩增，再经＂ 泊松分

布＂理论模型统计分析，计算样品中目标基因的

拷贝数，不依赖标准曲线就可以完成目标分子的

绝对定量［８，１８］。
编 码 ＳＡ 的 细 胞 外 耐 热 核 酸 酶

（ ｔｈｅｒｍｏｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＮａｓｅ）的 ｎｕｃ 基因［１９－２１］，具有较

强的保守性和特异性，常被用作诊断和检测 ＳＡ
的分子靶标［２２－２３］。 本研究以 ｎｕｃ 基因为靶基因，
成功建立了针对实验动物中 ＳＡ 的 ｄｄＰＣＲ 检测方

法，并通过优化引物和探针浓度及退火温度，提
升了 ｄｄＰＣＲ 的扩增效率，并实现了阳性微滴和阴

性微滴的明显区分，从而减弱了“下雨现象”。 经

过优化，引物浓度确定为 ４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，探针浓度为

２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，最佳退火温度为 ５１℃。 该方法检测

极限为 ２􀆰 ５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，定量极限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，

灵敏度高，可检测低载量样本。 此外该方法专一

性检测出 ＳＡ，具有较高的特异性。 本方法设计的

引物和探针也可以用于 ＳＡ 的 ｑＰＣＲ 检测，通过对

不同浓度 ＳＡ 阳性样本进行 ｄｄＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 检

测，ｔ 检验分析结果表明两种方法所得样本拷贝

数均无明显差异。 对采集的 １０ 份临床样本，包括

小鼠组织样本、小鼠粪便样本和环境样本，分别

进行 ｑＰＣＲ 和 ｄｄＰＣＲ 检测，结果显示 ２ 种检测方

法所得的检测结果均一致。 ｑＰＣＲ 方法只能实现

相对定量，必须依赖标准曲线才能进行定量分

析；ｄｄＰＣＲ 是不依赖于标准曲线的绝对定量检测

方法，可以适用于对低浓度样品的精准定量。
总之，本研究建立的实验动物中 ＳＡ ｄｄＰＣＲ

方法特异性强、重复性好、检测灵敏度高，为实验

动物中 ＳＡ 的快速检测提供了一种高效且精确的

检测手段。 该方法的应用将显著助力于实验动

物中 ＳＡ 感染的早期诊断以及及时控制，从而提

高实验结果的可靠性和动物福利。 未来的研究

应进一步验证其在不同样本中的应用效果，并探

索其在其他领域样品检测中的潜在应用。
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