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纯"加入硝酸镁溶液的量要准"和样品充分混匀"水
浴 >) k蒸干) 氧化镁粉末要细"称量要准"误差控
制在 )=)% X以内"覆盖要均匀"这些可以降低试剂
空白值"保证较好的平行试验效果) ’炭化前最好
在 &+) k电热板上先烤干水分再炭化"可防止炭化
时样品起泡*飞溅"减少样品损失)

综上所述"湿消解法具有灵活调节消解温度"消
解酸种类*用量和消解时间等优点"可适用于大部分
食品样品的前处理#微波消解法处理食品样品时耗费
时间短"但最高消解温度有限"酸用量大"适合砷存在
形态相对简单的样品#干灰化法处理食品样品时耗费
时间较长"适用于挥发温度高*油脂含量高*砷存在形
态比较复杂的样品) 对于前处理比较理想的样品"氢
化物发生原子荧光光谱法具有准确灵敏*简便高效的
特点"适用于食品中总砷的测定)
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实验技术与方法
实时荧光单引物等温扩增检测阪崎克罗诺杆菌方法的建立

李静!段永生!王建昌!孙晓霞!胡连霞
!河北出入境检验检疫局检验检疫技术中心"河北 石家庄$)*))*%$
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作者简介!李静$女$农艺师$研究方向为植物病原#食源性致病菌的分子生物学检测$8/EFGH’%’+)’’>#*%%J%+’(B\E

通讯作者!胡连霞$女$副高级工程师$研究方向为微生物检验$8/EFGH’DPHGFLOGF%+"JN\E(B\E

摘$要!目的$建立实时荧光单引物等温扩增$;.4,%检测阪崎克罗诺杆菌的方法" 方法$本文以阪崎克罗诺杆

菌 Z:&%基因特异序列为靶序列!设计 <9,/d9,组合引物和链终止序列!优化反应体系!对 ! 株不同来源阪崎克

罗诺杆菌和 &% 株其他食源性致病菌进行实时荧光 ;.4,特异性分析!通过不同浓度梯度阪崎克罗诺杆菌菌悬液灵

敏度的检测和添加有阪崎克罗诺杆菌的婴儿配方奶粉样品检出限的确定!评价方法的准确度" 结果$除 ! 株阪崎

克罗诺杆菌外!其他细菌均未出现特异性荧光扩增曲线!具有良好的特异性" 在 !) EGL 内!实时荧光 ;.4,检测阪

崎克罗诺杆菌纯培养基因拷贝灵敏度为每反应 % B\aGMK!相应活菌数为 %=+ m%) l% BCP@EH&对婴儿配方奶粉模拟样

品中阪崎克罗诺杆菌的检出限是 %=* m%)) BCP@%)) X" 结论$本研究建立的方法具有灵敏度高#特异性强#耗时短#

操作简单等优点!适用于实验室快速检测阪崎克罗诺杆菌 Z:&%基因"

关键词!实时荧光& 单引物& 等温扩增& 阪崎克罗诺杆菌& Z:&%基因& 婴儿配方奶粉& 食源性致病菌

中图分类号!<%**#g>’/’$$文献标志码!,$$文章编号!%))!/"!*+$&)%*% )*/)*&!/)#
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实时荧光单引物等温扩增检测阪崎克罗诺杆菌方法的建立!!!李静"等 !*&*$$ !

M/-*7&./,5’3-%0-,’+’*&6-.5’0&)%+’/(’3(’/.3A&’1+.5’+./%-,’+5*&
*51&.0.(*-.%30%+-,’4’-’(-.%3%0(+%&%1"0*’+)"2"3"2,,

34VGLX" dS,9T\LX/KDMLX" R,97VGFL/BDFLX" ;S96GF\/OGF" 2S3GFL/OGF
$5DM5MBDLGBFH0MLNM]\C4LKaMBNG\L FL^ gPF]FLNGLM" 2MIMG8LN][/8OGN4LKaMBNG\L

FL^ gPF]FLNGLMQP]MFP" 2MIMG;DGAGFcDPFLX)*))*%" 0DGLF%

97/-+*(-& "7:’(-.;’$8KNFIHGKDEMLN\C]MFHNGEMCHP\]MKBMLBMKGLXHMa]GEM]GK\NDM]EFHFEaHGCGBFNG\L EMND\̂ C\]̂MNMBNG\L

\C($)!)2’-=5$Q’U’\’U??;$’-,%4/$5F_GLX($)!)2’-=5$Q’U’\’U??Z:&%XMLMKaMBGCGBKMYPMLBMFKNDMNF]XMNKMYPMLBM"

NDM<9,/d9,B\EIGLFNG\L a]GEM]FL^ BDFGL NM]EGLFNG\L KMYPMLBMbFK̂ MKGXLM̂" FL^ NDM]MFBNG\L K[KNMEbFK\aNGEGcM̂(!

^GCCM]MLNKN]FGLK\C($)!)2’-=5$Q’U’\’U??KN]FGLKFL^ &% \NDM]C\\̂I\]LMaFND\XMLKbM]M^MNMBNM̂ I[NDMEMND\̂" FL^ NDM

KaMBGCGBGN[\CNDM]MFH/NGEMCHP\]MKBMLN;.4,bFKFLFH[cM̂(5DMKMLKGNG‘GN[bFKFLFH[cM̂ I[̂ GCCM]MLN̂GHPNG\L \C($)!)2’-=5$

Q’U’\’U??FL^ NDM^MNMBNG\L HGEGNbFK̂ MNM]EGLM̂ I[KaG_M̂ GLCFLNC\]EPHF(<’/)&-/$ULH[($)!)2’-=5$Q’U’\’U??B\PĤ IM

^MNMBNM̂ FL^ KD\bM̂ NDMN[aGBFHCHP\]MKBMLBMBP]‘M(5DMEMND\̂ DFKX\\̂ KaMBGCGBGN[(4L !) EGL" NDMKMLKGNG‘GN[\C]MFH/NGEM

CHP\]MKBMLN;.4,C\]NDM̂ MNMBNG\L \C($)!)2’-=5$Q’U’\’U??GL aP]MBPHNP]MbFK% B\aGMK@]MFBNG\L(5DMB\]]MKa\L^GLXLPEIM]

\CNDMHG‘GLXIFBNM]GFbFK%=+ m%) l% BCP@EH(5DM̂ MNMBNG\L HGEGN\C($)!)2’-=5$Q’U’\’U??GL GLCFLNC\]EPHFGK%=* m%)) BCP@

%)) X(=%3(&)/.%3$5DMEMND\̂ DFKNDMF̂‘FLNFXMK\CDGXD KMLKGNG‘GN[" KN]\LXKaMBGCGBGN[" HMKKNGEM/B\LKPEGLX(

>’? @%+4/& <MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM# KGLXHMa]GEM]# GK\NDM]EFHFEaHGCGBFNG\L# ($)!)2’-=5$Q’U’\’U??# Z:&%XMLM# GLCFLN
C\]EPHFEGH_ a\b̂M]# C\\̂I\]LMaFND\XMLGBIFBNM]GF

$$阪崎克罗诺杆菌$($)!)2’-=5$Q’U’\’U??%是克罗
诺杆菌属的一种条件性致病菌"以前属于肠杆菌
属"亦称阪崎肠杆菌$<!=5$)2’-=5$Q’U’\’U??% ’%( ) 该
菌可导致婴幼儿$尤其是新生儿%脑膜炎*小肠结肠
炎和败血症"甚至遗留神经系统后遗症或导致死
亡"死亡率高达 &)e f*)e ’&( ) 尽管阪崎克罗诺杆
菌可以从多种食品中检出"但在新生儿感染该菌事
件的调查中发现婴儿配方奶粉是主要的感染渠
道 ’’/!( ) W,U@R2U在 &))! 年召开了两次国际相关
会议"倡导采用国际通用的分子生物学方法来检测
阪崎克罗诺杆菌"以弥补传统方法的局限性 ’*( )

单引物等温扩增技术$;.4,%是近年报道的一种
新型线性核酸等温扩增技术’+( ) 该技术主要是通过
一条 ’h端是d9,片段**h端是<9,片段的组合引物*
<9FKM2及具有强链置换活性的 d9,聚合酶实现
d9,的体外线性等温扩增) 在扩增反应中"<9FKM2
不断降解引物与模板 d9,所形成的 d9,@<9,杂合
链中 <9,部分"使未结合的引物能够不断获得结合
位点并与模板结合进行链置换合成"并在模板链末端
或链终止序列$QH\B_M]%结合处终止"最终扩增出大
量的具有高度忠实性 Bd9,单链’#( ) ;.4,技术具有
操作设备简单*高忠实性*高效率和有效防污染等优
点) 美国的 9P789公司已经开发出专门用于 <9,

扩增的 <GI\/;.4,相关产品) .\NFKD 等’"(成功应用
<GI\/;.4,技术从生物样品中扩增全基因组 Bd9,对
重组病毒 8B\24i感染小鼠后感染应激基因表达情
况进行研究) RDGNb\]ND 等’>(在分析猪胚胎不同发育
阶段基因表达差异时也应用了 <GI\/;.4,技术进行

E<9,的扩增和转录)

外膜蛋白 ,$UEa,%是革兰阴性菌的主要外膜
蛋白之一"其主要作用是维持外膜的完整) 阪崎克
罗诺杆菌外膜蛋白 ,基因 $Z:&%%"具有高度保守
性"能够很好地将阪崎克罗诺杆菌与肠杆菌科其他
属*种区分 ’%)/%%( ) 本研究以阪崎克罗诺杆菌 Z:&%

基因序列为靶序列"设计 <9,/d9,组合引物和链
终止序列"在单引物等温扩增技术的基础上加入荧
光染料"建立了实时荧光单引物等温扩增$]MFH/NGEM
CHP\]MKBMLBM;.4,%检测阪崎克罗诺杆菌的方法) 通
过实时荧光检测仪对荧光信号进行实时检测"具有
操作简单*耗时短*实时监控等优点) 国内外目前
关于 ;.4,方法的报道比较少"实时荧光单引物等温
扩增方法也未见到报道)

%$材料与方法
%=%$材料
%=%=%$试验菌株

本试验所用 ! 株不同来源的阪崎克罗诺杆菌和
&% 株非阪崎克罗诺杆菌分别购自美国典型微生物
菌种保藏中心$,500%#中国工业微生物菌种保藏
管理中心$0400%#中国医学微生物菌种保藏管理中
心$0-00%) 具体信息见表 %)
%=%=&$主要仪器与试剂

79-/0#/" 型实时荧光定量 .0<仪$北京金诺
美生物技术有限公司%*RDFNEFL 57]F̂GMLN.0<扩
增仪 $德国 QG\EMN]F%*核酸蛋白分析仪 $德国
8aaML^\]C%)
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表 %$试验用菌株

5FIHM%$;N]FGLKGL NDGKKNP^[
菌种名称 菌种编号
阪崎克罗诺杆菌$($)!)2’-=5$Q’U’\’U??% ,500&>*!!

阪崎克罗诺杆菌$($)!)2’-=5$Q’U’\’U??% ,500*%’&>

阪崎克罗诺杆菌$($)!)2’-=5$Q’U’\’U??% ,500&>))!

阪崎克罗诺杆菌$($)!)2’-=5$Q’U’\’U??% 0400&%*!"

单核细胞增生李斯特菌$ Y?Q=5$?’ :)!)-#=)"5!5Q% ,500%>%%!

空肠弯曲杆菌$(’:&#6)2’-=5$T5T@!?% ,500’’&>%

鼠伤寒沙门菌$ 3’6:)!566’ =#&>?:@$?@:% 0400&&>*+

大肠杆菌 U%*#&2#$<Q->5$?->?’ -)6?U%*#&2#% 0400&%*’)

宋内志贺菌$ 3>?"566’ Q)!!5?% 0400&%+#>

福氏志贺菌$ 3>?"566’ V65+!5$?% 0400&%+#"

蜡样芽胞杆菌$,’-?66@Q-5$5@Q% 0400%)!+"

小肠结肠炎耶儿森菌$P5$Q?!?’ 5!=5$)-)6?=?-’% 0400&%+)>

大肠埃希菌$<Q->5$?->?’ -)6?% 0-00!!%)&

乙型溶血性链球菌$ 3=$5&=)-)--@Q>5:)6#=?-0!% 0-00%)’#’

金黄色葡萄球菌$ 3=’&>#6)--)-@Q’@$5@Q% ,500+*’"

嗜麦芽寡养单胞菌$ 3=5!)=$)&>):)!’Q:’6=)&>?6?’% ,500%’+’#

地衣芽胞杆菌$,’-?66@Q6?->5!?V)$:?Q% ,500&%!&!

恶臭假单胞菌$NQ5@S):)!’Q&@=?S’% ,500%#!"*

河生肠杆菌生物群 &$<!=5$)2’-=5$’:!?"5!@Q2?"$)@&&% ,500*%"%+

粘质沙雷菌$ 35$$’=?’ :’$-5Q-5!Q% ,500%!#*+

粪肠球菌$<!=5$)-)--@QV’5-’6?Q% ,500&>&%&

弗氏柠檬酸杆菌$(?=$)2’-=5$V$5@!S??% ,500%)#"#

肺炎克雷伯杆菌$W652Q?566’ &!5@:)!?’5% ,500!’*&

奇异变形杆菌$N$)=5@Q:?$’2?6?Q% ,500&>>)+

雷氏普罗威登斯菌$N$)R?S5!-?’ $5=="5$?% ,500&>>!!

$$QKNd9,聚合酶*<9FKM2酶*<9,酶抑制剂*
-X03&*^95.K*;TQ8<7]MML$均购自上海生工生
物工程有限公司"基因组 d9,提取试剂盒购自北京
天根生化科技有限公司"营养琼脂*营养肉汤*缓冲
蛋白胨均购自北京陆桥有限责任公司"试验中所用
到的婴儿配方奶粉均购自当地超市)
%=&$方法
%=&=%$阪崎克罗诺杆菌的培养

取保藏的阪崎克罗诺杆菌$,500&>*!!%在营
养琼脂培养基中进行斜面划线"恒温培养箱 ’# k培
养 %& D"传代培养 & 次) 挑取传至第 ’ 代培养的单
菌落接种至新鲜无菌的营养肉汤中"’# k振荡过夜
培养)
%=&=&$阪崎克罗诺杆菌基因组 d9,的提取

采用普通热裂解法*蛋白酶 Z法*饱和酚提取
法和商业化试剂盒法对纯培养的阪崎克罗诺杆菌
进行基因组 d9,的提取"并测定浓度 ’%&/%!( )

%=&=’$<9,@d9,组合引物和 QH\B_M]的设计和
合成

根据 7MLMQFL_ 中阪崎克罗诺杆菌 Z:&%基因
$基因号&,T#)&)>’%己知序列"对其进行同源性分
析"确定其保守序列"用 .]GEM]a]MEGM]*=) 设计组
合引物和相应链终止序列所设计组合引物 N2$!C 和
,6)-U5$C 均由大连 5,Z,<,公司合成"见表 &)

表 &$实时荧光 ;.4,设计的引物

5FIHM&$<MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM;.4,a]GEM]̂ MKGXL
引物名称 序列 *h/’h 修饰
N2$!C 77S007,00,07,,,700 *h端 " LN碱基为 <9,序列"

’h端 %% LN碱基为 d9,序列

,6)-U5$C 07,07,00,07,0, ’h端用生物素修饰"中间随
机加上两个 69,修饰

注&69,"即 39,"又称-锁核酸. $H\B_M̂ LPBHMGBFBĜ"39,% "是一种
经过修饰的类寡核苷酸衍生物"包括 ,"0"7"5"S"E0+ 种堿基

%=&=!$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,反应体系和
反应条件的建立

建立阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测 &* #H
反应体系"优化反应体系中 <9,@d9,组合引物*链
终止序列 $QH\B_M]%*QKNd9,聚合酶*<9FKM2*
^95.K*-X03&*<9FKMK抑制剂 $4LDGIGN\]%和 ;TQ8<
7]MML$的使用浓度"以期筛选出最佳的引物和
QH\B_M]组合"以及最佳的反应体系"从而建立阪崎
克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,最佳检测方法)

将阪崎克罗诺杆菌基因组 d9,模板*组合引
物*QH\B_M]及反应缓冲液的混合液经 >> k">) K处
理后降温至 +) k"迅速加入 <9FKM2酶和 QKNd9,
聚合酶"在实时荧光定量 .0<仪上 ** f+* k"反应
!) EGL$& !)) K%) 反应过程中实时监测荧光信号"
以期确定最佳反应温度"建立阪崎克罗诺杆菌实时
荧光 ;.4,检测方法)
%=&=*$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法的
特异性分析

取表 % 中 &* 株过夜培养菌悬液 % EH"用热裂解
法提取基因组 d9,作为模板"根据 %=&=! 中建立的
最佳反应条件对所建立的实时荧光 ;.4,方法进行
扩增特异性分析)
%=&=+$不同基因组 d9,提取方法对实时荧光
;.4,检测结果的影响

使用 %=&=& 中 ! 种方法提取阪崎克罗诺杆菌基
因组 d9,"并作为模板进行实时荧光 ;.4,检测"以
分析不同方法提取的 d9,对检测结果的影响)
%=&=#$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法的
灵敏性分析

挑取营养琼脂 ’# k培养 %& D 的阪崎克罗诺杆
菌单菌落"制备成一定浓度菌悬液) 用生理盐水进行
%) 倍系列稀释"采用稀释平板法"测定其纯培养物活
菌数为 %=+ m%)> BCP@EH#同时取 % EH纯培养物直接
用热裂解法提取阪崎克罗诺杆菌基因组 d9,"测得
d9,浓度为 *=) m%)% LX@#H"换算成基因拷贝数为
%=) m%)%) B\aGMK"用灭菌焦碳酸二乙酯水 $d8.0
2&U%进行 %) 倍系列稀释"进行 ;.4,灵敏性试验)
%=&="$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法在
模拟样品中检出限分析
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在婴儿配方奶粉中添加阪崎克罗诺杆菌作为
模拟污染样品进行检出限分析) 进行添加前"婴
儿配方奶粉样品已按 7Q!#">=!)!&)%) +食品安
全国家标准 食品微生物学检验 阪崎肠杆菌检
验, ’%*(常规检验法证实阪崎克罗诺杆菌阴性) 挑
取营养琼脂上"’# k培养 %& D 的阪崎克罗诺杆菌
单菌落"制备成一定浓度菌悬液"用生理盐水进行
%) 倍系列稀释后"选取适当系列浓度菌悬液 % EH
分别添加到婴儿配方奶粉溶液中$取 %)) X婴儿配
方奶粉于 !! k">)) EH灭菌缓冲蛋白胨水中均
质% ) 采用稀释平板法计数"确定添加模拟样品中
活菌数为%=* m%) l& f%=* m%)* BCP@%)) X)

各取 % EH模拟样品"直接用热裂解法提取阪崎
克罗诺杆菌基因组 d9,"并将获得的系列浓度 d9,
模板"用于检测限分析) 本试验重复 ’ 次)

&$结果与分析
&=%$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,反应体系和反
应条件的建立

如图 % 所示"经过各种反应体系和条件的优化"
设计合成的组合引物和 QH\B_M]$N2$!C ],6)-U5$C%对
阪崎克罗诺杆菌出现特异性扩增曲线"其最佳反应体
系为&&=" #E\H@3<9,@d9,组合引物*)=& #E\H@3
QH\B_M]**=) EE\H@3-X& ?*%=) EE\H@3^95.K*&) S
$$$

注&% 为阪崎克罗诺杆菌阳性对照#& 为 d8.02&U

图 %$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,组合引物 N2$!C 和
,6)-U5$C 扩增结果

WGXP]M%$<MKPHNK\CNDM]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM;.4,

bGND N2$!C .]GEM]KFL^ ,6)-U5$C C\]($)!)2’-=5$Q’U’\’U??

QKNd9,*&=* S<9FKM2酶*’& S<9FKM4LDGIGN\]*
;TQ8<7]MML$用量为 )=’ #H$’)) 倍稀释%"用灭菌
d8.02&U补足体系#最佳反应条件为 **=) k"反应
!) EGL)
&=&$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法的特
异性分析

在实 时 荧 光 定 量 .0< 仪 上 采 用 N2$!C ]
,6)-U5$C 对 ! 株阪崎克罗诺杆菌和 &% 株食源性肠道
细菌进行检测"阪崎克罗诺杆菌出现典型的荧光扩
增曲线"其他细菌均未产生荧光扩增曲线) 结果表
明建立的实时荧光 ;.4,检测方法对阪崎克罗诺杆
菌有很好的特异性"见图 &)

注&图 ,中 % f! 表示阪崎克罗诺杆菌$,500&>*!!*,500*%’&>*,500&>))!*0400&%*!"% "* f# 表示单核细胞增生李斯特菌*空肠弯曲杆

菌*鼠伤寒沙门菌"" 表示 d8.02&U#图 Q中 % 表示阪崎克罗诺杆菌$,500&>*!!% "& f# 表示大肠杆菌 U%*#&2#*宋内志贺菌*福氏志贺菌*

蜡样芽胞杆菌*小肠结肠炎耶儿森菌*乙型溶血性链球菌"" 表示 d8.02&U#图 0中 % 表示阪崎克罗诺杆菌$,500&>*!!% "& f# 表示大肠埃

希菌*金黄色葡萄球菌*嗜麦芽寡养单胞菌*地衣芽胞杆菌*恶臭假单胞菌*河生肠杆菌生物群"" 表示 d8.02&U#图 d中 % 表示阪崎克罗诺杆

菌$,500&>*!!% "& f# 表示粘质沙雷菌*粪肠球菌*弗氏柠檬酸杆菌*肺炎克雷伯杆菌*奇异变形杆菌*雷氏普罗威登斯菌"" 表示 d8.02&U

图 &$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,方法特异性检测结果
WGXP]M&$;aMBGCGBGN[\CNDM]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM;.4,C\]($)!)2’-=5$Q’U’\’U??



!*&"$$ !
中国食品卫生杂志

02498;8VUS<9,3UWWUUd2T74898 &)%* 年第 &# 卷第 * 期

&=’$不同模板 d9,提取方法对实时荧光 ;.4,检
测结果的影响

! 种不同方法提取的阪崎克罗诺杆菌模板 d9,
用实时荧光 ;.4,方法检测的结果没有明显差异"均
出现典型的扩增曲线) 研究表明"可以选择经济*
快捷又简便的普通热裂解法提取阪崎克罗诺杆菌
d9,作为模板) 普通热裂解法提取阪崎克罗诺杆
菌的 d9,有利于实时荧光 ;.4,扩增方法在基层的
推广"见图 ’)

注&%(商业化试剂盒法#&(普通热裂解法#’(蛋白酶 Z法#

!(饱和酚提取法#*(d8.02&U

图 ’$不同方法提取阪崎克罗诺杆菌模板 d9,检测效果比较
WGXP]M’$0\EaF]GK\L \CNDM^MNMBNG\L ]MKPHNKC\]($)!)2’-=5$

Q’U’\’U??NMEaHFNMd9,C]\EC\P]̂ GCCM]MLNMON]FBNG\L EMND\̂K

&=!$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法的灵
敏性试验

如图 ! 所示"当模板用量为 %=) m%)& f%=) m
%)) B\aGMK时"均出现典型的扩增曲线#当模板用量
为 %=) m%) l% B\aGMK时"则无扩增曲线) 所以将建
立的实时荧光 ;.4,检测方法对阪崎克罗诺杆菌的
检测灵敏度确定为 % B\aGMK"见图 ’)

注&% 为阪崎克罗诺杆菌阳性对照#& 为 %=) m%)&B\aGMK的模

板用量#’ 为 %=) m%)%B\aGMK的模板用量#! 为 %=) m%))B\aGMK

的模板用量#* 为 %=) m%) l%B\aGMK的模板用量#

+ 为 d8.02&U

图 !$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法灵敏性试验
WGXP]M!$;MLKGNG‘GN[\C]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM;.4,

^MNMBNG\L C\]($)!)2’-=5$Q’U’\’U??

&=*$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法在模
拟样品中的检出限试验

当模拟样品中细菌浓度为 %=* m%)) BCP@%)) X
时"反应出现典型的扩增曲线#当模拟样品中细菌

浓度为 %=* m%) l% BCP@%)) X时"则无扩增曲线) 因
此阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法在模拟
样品中检出限为 %=* m%)) BCP@%)) X"见图 *)

注&% 为阪崎克罗诺杆菌阳性对照#& 表示细菌浓度为

%=* m%)&BCP@%)) X#’ 表示细菌浓度为 %=* m%)%BCP@%)) X#

! 表示细菌浓度为 %=* m%)) BCP@%)) X#* 表示细菌浓度为

%=* m%) l% BCP@%)) X#+ 为 d8.02&U

图 *$阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,对模拟样品中

阪崎克罗诺杆菌的检出限
WGXP]M*$dMNMBNG\L HGEGN\C]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM

;.4,C\]NDM($)!)2’-=5$Q’U’\’U??GL KGEPHFNM̂ KFEaHM

’$讨论
根据引物长度及组成"本研究设计了 ’ 条阪崎

克罗诺杆菌 ;.4,组合引物"经过筛选"确定当组
合引物长度为 %> LN"其中 d9,部分为 %% LN"<9,
部分为 " LN时"反应效果最好) 在 QH\B_M]序列上
进行-锁核酸.修饰"提高其 7:值"使 QH\B_M]增强
与模板的结合力"同时 QH\B_M]’h/U2经过小分子
生物素阻塞"起到了有效终止扩增的作用) 阪崎
克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法的特异性决
定于组合引物"同时其反应时间对于靶基因的检
测亦非常重要) 本研究中当阪崎克罗诺杆菌实时
荧光 ;.4,反应时间为 !) EGL 时"反应呈现良好的
特异性"同时检测灵敏度最高"检出限最低#反应
时间小于 !) EGL 时"检测的灵敏度相应降低"检出
限相对提高#反应时间超过 !) EGL 时"则容易出现
非特异性荧光扩增曲线)

阪崎克罗诺杆菌在极其微量的情况下都有
致病性 ’ %+ ( "即使是婴儿配方奶粉中大肠菌群污
染水平符合相应的微生物学标准"也可能存在阪
崎克罗诺杆菌的污染 ’ * ( ) 因此检测阪崎克罗诺
杆菌的方法是否灵敏*特异及快速至关重要) 目
前对阪崎克罗诺杆菌的检测方法主要有 Wd,推
荐的传统检测方法"免疫学方法和各种 .0<方
法) 传统检测方法操作繁琐"检测时间长"而且
灵敏度较低#免疫学方法的特异性和灵敏度均较
低#.0<方法敏感*准确*快速"可替代传统检测
方法"但由于需要昂贵的仪器设备*繁琐的电泳
过程以及对检测人员较高的技术要求"而使其在
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基层和现场难以推广)
阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,检测方法是

新型线性等温核酸扩增技术"不需要进行温度偱
环"同时 ;.4,反应的 Bd9,产物缺少 *h端引物
区大部分序列"使得 ;.4,产物无法与引物结合
进行扩增反应"从而有效避免了扩增产物污染造
成-假阳性.的可能性"使其适用于临床开放平台
高通量试验"更易于在条件艰苦的基层和现场
推广)

近年来"阪崎克罗诺杆菌的生化及分子检测方
法取得重要进展 ’%#/%"( "基于保守序列如 %+; ]<9,*
&’; ]<9,以及 %+; f&’; ]<9,间区序列$45;%"以
及基于其特异性基因的分子检测技术也相继建立)

高旗利等 ’%>(建立了奶粉中阪崎克罗诺杆菌 .0<检
测方法"奶粉样品中阪崎克罗诺杆菌检测低限为
&=& f*=! BCP@%)) X) ;M\等 ’&)(建立了阪崎克罗诺
杆菌实时荧光定量 .0<方法"灵敏性为 %)) BCP@EH
.Q;"增菌后检测限可达到 )=+ BCP@%)) X婴儿配方
奶粉) 张霞等 ’&%(建立的实时荧光 .0<方法检测灵
敏度可达到 %=% BCP@%)) X) 张宏伟等 ’&&(建立的奶
粉中阪崎克罗诺杆菌中环介导等温扩增方法"检测
低限为 %=& BCP@%)) X)

本研究在普通 ;.4,的基础上"采用加入特异
性结合单链 d9,的荧光染料 ;TQ8<7]MML$"利
用荧光仪进行实时监测扩增情况"建立了实时荧
光 ;.4,检测方法) 本方法可省去烦琐的凝胶电
泳检测过程"比 .0<技术省时省力"成为可以替代
.0<的核酸扩增新技术) 同时这是第一个应用实
时荧光 ;.4,检测婴儿配方奶粉中的阪崎克罗诺
杆菌的研究"探索了一种更为特异*敏感的分子检
测实际样品中阪崎克罗诺杆菌的新技术) 本文建
立的实时荧光 ;.4,法检测方法"其反应时间仅为
!) EGL"对阪崎克罗诺杆菌纯培养的灵敏度为每反
应 % B\aGMK"在检测婴儿配方奶粉模拟污染样品时
其检出限是 %=* BCP@%)) X"与环介导等温扩增方
法的灵敏度相当"具有特异性强*灵敏度高*快速*
简便的优点)

本文建立的阪崎克罗诺杆菌实时荧光 ;.4,方
法具有很好的敏感性和特异性"同时对模板 d9,要
求较低"因此能够用于检测效果明显*成本低廉的
检测体系的建立) 随着对 ;.4,技术研究的不断深
入"将不断完善*发展这种新型的技术"使之在食源
性致病菌检测方面发挥更大地优势"得到更全面的
应用) 单引物等温扩增技术在食源性致病菌的快
速检测方面将具有极大的应用前景)
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实验技术与方法
同位素稀释/液相色谱/串联质谱法测定动物源性

食品中 + 种玉米赤霉醇类化合物
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摘$要!目的$建立动物源性食品中 + 种玉米赤霉醇类化合物残留量的同位素稀释/液相色谱/串联质谱的检测方
法" 方法$样品加入同位素内标后!用甲醇提取!离心后上清液经 *) k水浴氮气吹至近干!乙酸乙酯溶解残渣后!

采用氨基小柱固相萃取!正己烷/乙酸乙酯$&)o")!J@J%和乙酸乙酯两种溶液洗脱后!氮气吹干!流动相溶解后!涡

旋混匀过 )=&& #E有机滤膜后!30/-;@-; 多反应离子监测$-<-%模式检测!内标法定量" 结果$ + 种玉米赤霉

醇类化合物在 ’ 类动物源性食品中的加标回收率为 "!="e f%)’=+e&I34为 ’=#e f"=+e&检出限和定量限分别

为 )=)’ f)=)# #X@_X和 )=%) f)=&! #X@_X" 结论$该方法灵敏#准确!适用于动物源性食品中玉米赤霉醇类物质

的检测"
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$$玉米赤霉醇类化合物$cM]FL\HK"1,3K%属于同化
激素的一种"有促进细胞的生长与分化*扩增肌肉*

增强骨强度等作用"常被用于畜牧业养殖中"以促
进动 物 生 长) 1,3K通 常 包 括 玉 米 赤 霉 烯 酮
$cMF]FHML\LM"1U9%*"/玉米赤霉醇 $"/cMF]FHFL\H""/
1,3%*!/玉米赤霉醇 $ !/cMF]FHFL\H" !/1,3%*"/玉米
赤霉烯醇$"/cMF]FHML\H""/1U3%*!/玉米赤霉烯醇$!/
cMF]FHML\H"!/1U3%*玉米赤霉酮 $cMF]FHFL\LM"1,9%


