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４种感染性腹泻病原菌免疫磁珠多重ＰＣＲ快速检测体系的建立
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　　［摘要］　目的　基于免疫磁珠分离及多重ＰＣＲ技术建立出血性大肠埃希菌、福氏志贺菌、空肠弯曲菌、副溶血弧菌
的快速检测体系。方法 　根据出血性大肠埃希菌ｕｉｄＡ、福氏志贺菌ｉｐａＨ、空肠弯曲菌 ｈｉｐｏ及副溶血弧菌 ｔｌｈ的基因序列
设计特异性引物，优化免疫磁珠分离过程及多重ＰＣＲ扩增中的各个环节，建立上述４种病原菌同步快速扩增体系，并鉴定
该体系特异性、敏感性。结果 　发现Ｍｇ２＋浓度对该体系影响最大，在Ｍｇ２＋浓度为４ｍｍｏｌ／Ｌ时扩增效率最高；该体系对４
种病原菌的敏感性分别为：出血性大肠埃希菌２．７×１０ｃｆｕ／ｍｌ、福氏志贺菌６．４×１０ｃｆｕ／ｍｌ、空肠弯曲菌７．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ、
副溶血弧菌３．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ。结论　 建立了出血性大肠埃希菌、福氏志贺菌、空肠弯曲菌、副溶血弧菌的免疫磁珠多重
ＰＣＲ快速检测体系，该体系特异性及敏感性高，检测过程简单，结果稳定，可应用于临床诊断及食品卫生监管中致病菌的
快速检测。
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　　出血性大肠埃希菌、福氏志贺菌、空肠弯曲菌、副
溶血弧菌是引起细菌性感染性腹泻病的常见病原菌。

其广泛流行于我国境内，发病率高、季节性明显，给人

们身体健康带来极大的危害。目前这类病原菌的检测

主要依靠传统的细菌学培养，检测周期长、敏感性

低［１］且只能用于单种病原菌鉴定，建立快速、特异、敏

感、高通量的检测体系具有重要意义。免疫磁珠［２－４］

能特异高效地吸附目的细菌；多重 ＰＣＲ技术［５－７］可以

同时进行多种病原菌的快速扩增检测，因此将上述两

种方法联合应用于细菌快速检测可以大大提高检测效

率。本研究将免疫磁珠分离及多重 ＰＣＲ技术联合应
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用于出血性大肠埃希菌、福氏志贺菌、空肠弯曲菌、副

溶血弧菌的快速检测，通过优化反应体系中的重要环

节，以期找到一种更省时、更稳定、效率更高的检测

方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种及来源　　４种细菌均购于中国工业微生物菌种
保藏管理中心（ＣＩＣＣ）：出血性大肠埃希菌（２１５３０）、福氏志贺
菌（２１６７８）、空肠弯曲菌（２２９３６）、副溶血弧菌（２１６１７）。
１．１．２　主要试剂、仪器　　 ＡｎａｅｒｏＰａｃｋ２．５Ｌ微需氧产气袋
（日本三菱）；磁珠 Ｄｙｎａｂｅａｄｓ Ｍ２８０ＳｈｅｅｐａｎｔｉＲａｂｂｉｔ／Ｍｏｕｓｅ
ＩｇＧ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；抗体 Ｍｏｕｓｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ［３０１１］ｔｏＥ．ｃｏｌｉ
Ｏ１５７（Ａｂｃａｍ，ａｂ２０９７６）、Ｍｏｕｓｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ［ＢＤＩ７２７］ｔｏＣａｍｐｙ
ｌｏｂａｃｔｅｒｊｅｊｕｎｉ（Ａｂｃａｍ，ａｂ３３０２４）、ＲａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌｔｏＳｈｉｇｅｌｌａ
（Ａｂｃａｍ，ａｂ６５２８２）、ＲａｂｂｉｔｐｏｌｙｃｌｏｎａｌｔｏＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
Ｋ１＋Ｋ３＋Ｋ４＋Ｋ５＋Ｋ６＋Ｋ７＋Ｋ８（Ａｂｃａｍ，ａｂ８００３２）；Ｐｌａｔｉｎｕｍ
Ｔａｑ高保真 ＤＮＡ聚合酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｃ１１３０４）；Ａｎａｅｒｏ
Ｐａｃｋ２．５Ｌ密闭厌氧培养罐（日本三菱）；Ｄｙｎａｍａｇ２磁力架
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；Ｃ１０００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　细菌培养　　出血性大肠埃希菌与福氏志贺菌采用
ＣＭ０００２＃培养基（氯化钠０．５ｇ，牛肉膏０．３ｇ，蛋白胨０．５ｇ，琼
脂２．０ｇ，水１００ｍｌ，ｐＨ７．０）３７℃过夜培养；副溶血弧菌采用
ＣＭ０１１１培养基（牛肉膏３．０ｇ，蛋白胨１０．０ｇ，氯化钠３５．０ｇ，
琼脂２０．０ｇ，水１．０Ｌ，ｐＨ７．２～７．４）３０℃过夜培养；空肠弯曲
菌用布氏肉汤液体培养基（每１００毫升培养基里添加１ｍｌＦＢＰ
浓原液）接种，采用日本三菱公司生产的厌氧罐及匹配的微需

氧产气袋形成的微需氧条件，４２℃孵箱培养３～５ｄ。
１．２．２　免疫磁珠的制备及目的细菌 ＤＮＡ提取　　吸取振荡
混匀的磁珠２０μｌ（约１．３４×１０７个）至１ｍｌＰＢＳ，清洗３次，加
入２００μｌＰＢＳ重悬浮磁珠，向磁珠悬液中分别加入抗体（大肠
杆菌Ｏ１５７０．５μｇ、福氏志贺菌１．０μｇ、空弯１．５μｇ、副溶血弧
菌５μｌ）混匀，４℃冷库旋转混匀２ｈ，ＰＢＳ清洗３次，加入细菌
悬液，常温翻滚混匀２ｈ，ＰＢＳ清洗３次，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ清洗３
次，５０μｌ１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ洗下捕获目的细菌的磁珠至另一清洁
１．５ｍｌ离心管，加入蛋白酶Ｋ（５０μｇ／ｍｌ），５５℃消化２ｈ，升温
至１００℃后煮沸１０ｍｉｎ，经１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃、３ｍｉｎ离心，留取
上清直接作为ＰＣＲ扩增模板。

１．２．３　引物组的选择　　根据出血性大肠埃希菌 ｕｉｄＡ、福氏
志贺菌ｉｐａＨ、空肠弯曲菌ｈｉｐｏ、副溶血弧菌ｔｌｈ保守序列，通过查
阅文献中已成功扩增的引物序列。采用特异性较高，退火温度

处在同一区间，产物片段能在凝胶上清晰区分的原则进行组合。

１．２．４　４种病原菌的单基因ＰＣＲ扩增　　根据引物Ｔｍ值，采
用５２～６２℃温度梯度 ＰＣＲ进行扩增。反应体系：ｄｄＨ２Ｏ
１３．８μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．０μｌ，４×ｄＮＴＰｓ０．４μｌ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），Ｍｇ
ＳＯ４０．８μｌ（２ｍｍｏｌ／Ｌ），上下游引物各０．４μｌ（０．２μｍｏｌ／Ｌ），模
板ＤＮＡ２．０μｌ，ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑ高保真ＤＮＡ聚合酶０．２μｌ（１Ｕ），
总体积２０．０μｌ。扩增条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，每个循环９４℃
变性３０ｓ，５２～６２℃梯度退火３０ｓ，６８℃延伸３０ｓ，３５个循环，产
物最后６８℃延伸１５ｍｉｎ。电泳检测扩增产物，并确定４种病原
菌共同的退火温度。

１．２．５　多重ＰＣＲ扩增条件优化　　对４种病原菌单基因ＰＣＲ
的反应体系和扩增条件进行优化来实现４种基因的同时扩增。
反应体系优化为：ｄｄＨ２Ｏ２６．０μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ５．０μｌ，４×ｄＮＴＰｓ
１．０μｌ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ），ＭｇＳＯ４４．０μｌ（４ｍｍｏｌ／Ｌ），４种细菌的上
下游引物分别各加１．０μｌ（０．２μｍｏｌ／Ｌ），模板 ＤＮＡ（Ｏ１５７，志
贺，空肠）各１．５μｌ、副溶血１．０μｌ，ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑ高保真 ＤＮＡ
聚合酶０．５μｌ（２．５Ｕ），总体积 ５０．０μｌ。扩增条件优化为：
９４℃ 预变性２ｍｉｎ，每个循环９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，
６８℃延伸３０ｓ，４０个循环，产物最后６８℃延伸１５ｍｉｎ。
１．２．６　免疫磁珠多重 ＰＣＲ快速检测体系的抗干扰性实验　
　留取正常人新鲜粪便标本，将出血性大肠埃希菌、福氏志贺
菌、空肠弯曲菌、副溶血弧菌４种病原菌悬液任意２种分别组
合后加入粪便悬液，经磁珠捕获后煮沸法提取细菌 ＤＮＡ作为
多重ＰＣＲ模板进行扩增。
１．２．７　免疫磁珠分别联合单基因 ＰＣＲ、四重 ＰＣＲ的敏感性实
验　　对４种病原菌的菌悬液分别１０倍递增稀释１０～１０８倍，
混匀后取１０μｌ进行细菌平板计数，剩下的菌悬液经磁珠捕获
后煮沸法提取ＤＮＡ，单基因 ＰＣＲ及四重 ＰＣＲ分别扩增检测并
确定其敏感度。

２　结果

２．１　引物组的确定
　　计算引物的退火温度、产物片段大小，分析引物特异性及
引物之间相互干扰因素。选择出退火温度处在同一区间、产物

大小能在凝胶上区分、经实验证明特异性好的４对引物（表１）
组合作为四重ＰＣＲ扩增引物对。

表１　大肠埃希菌、福氏志贺菌、空肠弯曲菌、副溶血弧菌的４种ＰＣＲ扩增引物序列及参数

序号 引物名称 扩增基因 引物序列（５′→３′） 产物大小（ｂｐ） Ｔｍ值 估计可用退火区间（℃）

１ Ｅ１１ Ｏ１５７ｕｉｄＡ ＴＴＧＡＣＣＣＡＣＡＣＴＴＴＧＣＣＧＴＡＡ ２２６ ６１．４ ５０～６０

Ｅ１２ ＧＣＧＡＡＡＡＣＴＧＴＧＧＡＡＴＴＧＧＧ ６０．４

２ ＳＨ１１ 志贺ｉｐａＨ ＣＴＴＧＡＣＣＧＣＣＴＴＴＣＣＧＡＴＡ １１７ ５８．６ ４８～５８

ＳＨ１２ ＡＧＣＧＡＡＡＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＧＡＡＧ ５９．９

３ ＣＪｈｉｐｏ１１ 空肠ｈｉｐｏ ＴＧＣＴＴＣＴＴＴＡＣＴＴＧＴＴＧＴＧＧＣＴＴＴ ８４ ６０．６ ５０～６０

ＣＪｈｉｐｏ１２ ＧＣＴＣＣＴＡＴＧＣＴＴＡＣＡＡＣＴＧＣＴＧＡＡＴＴ ６２．９

４ ＶＰｔｌｈ２１ 副溶血ｔｌｈ ＡＡＡＧＣＧＧＡＴＴＡＴＧＣＡＧＡＡＧＣＡＣＴＧ ４５０ ６５．０ ５０～６０

ＶＰｔｌｈ２２ ＧＣＴＡＣＴＴＴＣＴＡＧＣＡＴＴＴＴＣＴＣＴＧＣ ５７．５
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２．２　免疫磁珠分离病原菌后的单基因ＰＣＲ扩增及敏
感性

　　成功扩增出出血性大肠埃希菌 ｕｉｄＡ基因２２６ｂｐ，福氏志
贺菌ｉｐａＨ基因１１７ｂｐ，空肠弯曲菌 ｈｉｐｏ基因８４ｂｐ，副溶血弧
菌ｔｌｈ基因４５０ｂｐ，均与预期目的条带一致（图１）。其敏感性
分别达到出血性大肠埃希菌 ８．５×１０２ｃｆｕ／ｍｌ，福氏志贺菌
２．３×１０ｃｆｕ／ｍｌ，空肠弯曲菌 ５．５×１０２ｃｆｕ／ｍｌ，副溶血弧菌
１．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ。根据扩增效率，确定５６℃为４种病原菌特异
性引物多重ＰＣＲ扩增的共同退火温度。
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Ｍ：标准；１：出血性大肠埃希菌 ｕｉｄＡ基因；２：福氏志贺菌 ｉｐａＨ基
因；３：空肠弯曲菌ｈｉｐｏ基因；４：副溶血弧菌ｔｌｈ基因
图１　免疫磁珠分离４种病原菌悬液后的单基因ＰＣＲ扩增电泳结果

２．３　多重ＰＣＲ条件优化扩增结果
　　双重ＰＣＲ较易扩增（图２），三重ＰＣＲ和四重ＰＣＲ由于体系
中成分的增多，更难把握，于是我们通过添加ＰＣＲ佐剂甘油和改
变Ｍｇ２＋浓度来尝试三重ＰＣＲ的扩增，最终发现将Ｍｇ２＋浓度提
高到４ｍｍｏｌ／Ｌ时，成功实现三重ＰＣＲ的扩增，而甘油对扩增的
帮助不大（图３）。并以三重 ＰＣＲ扩增摸索的最优条件，即将
Ｍｇ２＋浓度提高到４ｍｍｏｌ／Ｌ用于四重 ＰＣＲ，最终成功实现扩增
（图４）。
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Ｍ：标准；１：５０．０℃；２：５０．７℃；３：５２．０℃；４：５３．９℃；５：５６．３℃；
６：５８．３℃；７：５９．４℃；８：６０．０℃

图２　不同退火温度对双重ＰＣＲ扩增效率的影响
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Ｍ：标准；１：Ｍｇ２＋（２．０ｍｍｏｌ／Ｌ）；２：５％甘油；３：１０％甘油；４：１５％甘油；
５：Ｍｇ２＋（１．０ｍｍｏｌ／Ｌ）；６：Ｍｇ２＋（１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）；７：Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）；
８：Ｍｇ２＋（３．０ｍｍｏｌ／Ｌ）；９：Ｍｇ２＋（４．０ｍｍｏｌ／Ｌ）
图３　甘油浓度、Ｍｇ２＋浓度的改变对三重ＰＣＲ扩增效率的影响

２．４　免疫磁珠多重 ＰＣＲ快速检测体系的抗干扰性
实验

　　正常人粪便标本加入上述细菌任意２种进行染菌实验后，

经磁珠分离及多重ＰＣＲ扩增，６种组合结果均与预期相符，未
进行染菌的粪便标本扩增结果为阴性（图５）。表明该体系具
有很强的抗干扰能力。
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Ｍ：标准；１：四重ＰＣＲ（出血性大肠埃希菌 ｕｉｄＡ基因、福氏志贺菌
ｉｐａＨ基因、空肠弯曲菌ｈｉｐｏ基因、副溶血弧菌ｔｌｈ基因）

图４　四重ＰＣＲ扩增电泳结果
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Ｍ：标准；１：出血性大肠埃希菌 ｕｉｄＡ基因、福氏志贺菌 ｉｐａＨ基因；
２：出血性大肠埃希菌 ｕｉｄＡ基因、空肠弯曲菌 ｈｉｐｏ基因；３：出血性
大肠埃希菌ｕｉｄＡ基因、副溶血弧菌ｔｌｈ基因；４：福氏志贺菌ｉｐａＨ基
因、空肠弯曲菌ｈｉｐｏ基因；５：福氏志贺菌ｉｐａＨ基因、副溶血弧菌ｔｌｈ
基因；６：空肠弯曲菌ｈｉｐｏ基因、副溶血弧菌ｔｌｈ基因；７：未进行染菌
实验的正常人标本

图５　免疫磁珠多重ＰＣＲ快速检测体系的抗干扰性实验结果

２．５　免疫磁珠多重ＰＣＲ快速检测体系的敏感性实验
　　４种细菌悬液分别１０倍递增稀释１０１～１０８后平板计数
结果为出血性大肠埃希菌 ２．７×１０８ｃｆｕ／ｍｌ，福氏志贺菌
６．４×１０９ｃｆｕ／ｍｌ，空肠弯曲菌 ７．６×１０９ｃｆｕ／ｍｌ，副溶血弧菌
３．６×１０８ｃｆｕ／ｍｌ。ＰＣＲ结果（图６）显示第７泳道稀释１０７倍时
能同时检测出４种细菌，第８泳道可以检测到福氏志贺菌与空
肠弯曲菌。该体系对这４种病原菌的敏感性分别为出血性大
肠埃希菌２．７×１０ｃｆｕ／ｍｌ，福氏志贺菌６．４×１０ｃｆｕ／ｍｌ，空肠弯
曲菌７．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ，副溶血弧菌３．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ。
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Ｍ：标准；０：未稀释菌悬液；１：１０１稀释；２：１０２稀释；３：１０３稀释；
４：１０４稀释；５：１０５稀释；６：１０６稀释；７：１０７稀释；８：１０８稀释
图６　免疫磁珠多重ＰＣＲ快速检测体系的敏感性实验结果

３　讨论

　　感染性腹泻［８］是由多种病原微生物及其产物引
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起的以腹泻为主要表现的一类肠道传染病。可以引起

感染性腹泻的病原微生物种类较多。目前用于临床诊

断及食品卫生检测等方面的常规检测方法主要以细菌

学培养鉴定为主，通常需经富集培养，形态学观察，生

理生化鉴定等过程。操作复杂，过程冗长，且难以发现

培养条件苛刻的病原菌，例如本研究涉及的空肠弯曲

菌。通过煮沸法直接提取病原菌ＤＮＡ并进行 ＰＣＲ扩
增，可以大大提高这类细菌的检出效率。

　　细菌目的基因的筛选对ＰＣＲ检测的特异性非常重
要。出血性大肠埃希菌含有ｕｉｄＡ基因，但不编码β葡
萄糖苷酸酶，因为ｕｉｄＡ在９２位点是Ｇ残基（而在其他
的大肠杆菌中的是Ｔ残基）［９］，利用这一特异的等位基
因设计引物可用来鉴别出血性大肠埃希菌和其他的大

肠杆菌；福氏志贺菌侵袭性质粒抗原基因（ｉｐａＨ）具有高
度特异性，比其他毒力因子具有更高灵敏度，是侵袭力

的特异标志；ｈｉｐｏ是空肠弯曲菌特异的马尿酸氧化酶基
因，是区分空肠弯曲菌与其他弯曲菌的重要指标；不耐

热溶血毒素（ｔｌｈ）基因是副溶血弧菌主要致病因素，具
有种属特异性的特点；我们通过上述４种基因选择引
物，借此实现出血性大肠埃希菌、福氏志贺菌、空肠弯曲

菌、副溶血弧菌的特异性多重ＰＣＲ扩增。
　　多重ＰＣＲ技术能在单个反应体系里同时扩增多
种细菌ＤＮＡ，大大节省了检测时间及费用。１９８８年，
该方法首次报道用于［１０］人类疾病的诊断以来，陆续有

研究利用多重 ＰＣＲ技术应用于病原菌的检测［１１］，为

临床腹泻诊断提供了一种高效可行的思路。但是，尽

管多重ＰＣＲ技术特异性及敏感性较高，但由于检测样
品中干扰杂质众多，其扩增结果并不稳定，找到一种快

速稳定的细菌学分离技术是改善多重 ＰＣＲ扩增稳定
性的关键。免疫磁珠分离技术［１２］能通过包被有单克

隆抗体的磁性微球与含有相应抗原的靶物质特异性结

合形成新的复合物从而实现细菌的分离，具有相对较

高的检测效率和灵敏度，可以用于复杂组分样本中的

细菌分离。本研究将免疫磁珠分离技术与多重 ＰＣＲ
技术结合，建立了１套用于出血性大肠埃希菌、福氏志
贺菌、空肠弯曲菌、副溶血弧菌的快速检测体系，可以

用于临床腹泻的鉴别诊断。经过临床粪便标本实验，

表明特异性免疫磁珠能特异高效地分离出目的细菌，克

服了粪便标本中食物残渣及脱落上皮细胞等杂质可能

造成的影响。在ＰＣＲ反应体系中，佐剂的选择是影响
ＰＣＲ的重要因素。本研究中，为了提高多重 ＰＣＲ扩增
效率，我们采取对反应体系中添加甘油［１３－１４］佐剂、调整

Ｍｇ２＋浓度、提高ＰＣＲ循环数量等策略，得出当 Ｍｇ２＋浓
度为４ｍｍｏｌ／Ｌ时，４重ＰＣＲ扩增效率最高。在本体系
中，这４种病原菌的敏感性分别可达到出血性大肠埃希
菌２．７×１０ｃｆｕ／ｍｌ，福氏志贺菌６．４×１０ｃｆｕ／ｍｌ，空肠弯
曲菌７．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ，副溶血弧菌３．６×１０ｃｆｕ／ｍｌ，可

以满足临床常规检测的需要。该体系整个过程不到

１０ｈ，与传统的鉴定方法相比，极大地节约了时间，为
突发腹泻事件的及时诊断提供了基础。

　　本研究将感染性腹泻４种常见病原菌组合到一
起，建立了免疫磁珠多重 ＰＣＲ快速检测体系，可用于
临床腹泻的鉴别诊断。对爆发性的腹泻事件，为临床

医生的及时诊断提供了基础。该体系也可用于公共卫

生食品监管等领域，有极其重要的应用价值。
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