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摘 要: 为了建立能同时检测产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌的多重荧光定量 PCＲ 方法，试验根据

GenBank 中产肠毒素大肠杆菌 ST 和 LT 基因及沙门氏菌 invA 基因序列设计引物和探针，通过优化扩

增体系中引物和探针剂量建立检测产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌的多重荧光定量 PCＲ 方法，分析该

方法的特异性、敏感性和重复性，用建立的方法对 85 份临床样品进行检测，并与实验室传统血清学分

离鉴定方法进行比较。结果表明: 在 ST 基因的最佳引物和探针剂量为 0. 4 μL、0. 8 μL，LT 基因的最

佳引物和探针剂量为 0. 6 μL、1. 0 μL，invA 基因的最佳引物和探针剂量为 1. 0 μL、1. 2 μL 时，扩增曲

线良好，ST 基因、LT 基因、invA 基因的标准曲线回归方程相关系数( Ｒ2 ) 分别为 0. 975，0. 968，0. 915，

扩增曲线具有良好线性关系; 建立的多重荧光定量方法对铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌等细菌核酸

无交叉反应; 组内重复变异系数均低于 2%，且产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌的最低检出浓度均为 1×
101 copies /μL; 从 85 份临床样品中检出产肠毒素大肠杆菌 20 份，沙门氏菌阳性样品 10 份，双阳性样

品 2 份，与实验室传统血清学分离鉴定方法的符合率为 94. 12%。说明试验建立的多重荧光定量

PCＲ 方法的特异性好、敏感性强，稳定性高，具有良好的使用前景。
关键词: 产肠毒素大肠杆菌; 沙门氏菌; ST 基因; LT 基因; invA 基因; 多重荧光定量 PCＲ

开放科学( 资源服务) 标识码

Open Science Identity ( OSID)

腹泻是危害畜禽养殖业的重要疾病之一。据报
道，细菌、病毒及寄生虫均可引起畜禽腹泻［1］，由细菌
引起的畜禽腹泻占众多因素的 30%以上［2］。在细菌性
腹泻中，大肠杆菌和沙门氏菌引起的腹泻位居首位［3］。
产肠毒素大肠杆菌是大肠杆菌腹泻最常见的病原［4］，

其特点是能够产生两种类型的毒力因子，一种是促进
与特定肠细胞受体结合的黏附素; 另一种是负责液体
分泌的肠毒素［5］。肠毒素又包括两类，分别是热稳定
肠毒素( ST) 和热不稳定肠毒素( LT) ［6］。沙门氏菌是

革兰氏阴性杆菌，包含 2 600 多种血清型［7］，畜禽感染
后的临床症状一般表现为腹泻、脱水、体温升高、精神
不振，其中腹泻以带脓血和肠黏膜组织的稀样便或水
样便为主，传染性较强，急性发病会迅速死亡［8］。本研
究根据 GenBank 中产肠毒素大肠杆菌 ST 和 LT 基因
及沙门氏菌 invA 基因序列设计引物和探针，通过优化
扩增体系中引物和探针剂量建立用于检测产肠毒素大
肠杆菌及沙门氏菌的多重荧光定量 PCＲ 方法，以期为
上述病原菌的快速、准确检测提供技术支持。
1 材料与方法
1. 1 菌株、核酸及样品

产肠 毒 素 大 肠 杆 菌 CVCC 209 株 ( 血 清 型 为
O20，产生 ST ) 、CVCC 216 株 ( 血 清 型 为 O8，产 生
LT) 、大肠杆菌质控菌株 ATCC 25922 及肠炎沙门氏
菌 CVCC 2184 株，均购自中国兽医微生物菌种管理
保藏中心; 牛曼氏杆菌( Mh) 、多杀性巴氏杆菌 A 型
( PmA) 、多杀性巴氏杆菌 B 型( PmB) 、牛羊产气荚膜
梭菌 A 型( CpA) 、牛羊产气荚膜梭菌 B 型( CpB) 、牛
羊产气荚膜梭菌 D 型( CpD) 、铜绿假单胞菌、金黄色
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葡萄球菌的核酸，均由金宇保灵生物药品有限公司
馈赠。

用于临床检测的 85 份牛粪便样品，采自内蒙古
呼和浩特地区某规模化牛场。
1. 2 主要试剂及仪器

Premix TaqTM、Premix Ex Taq ( Probe qPCＲ ) 、
DL－500 Marker、pMD－19T 载体、大肠杆菌 DH5α 感
受态细胞，均购自 TaKaＲa 公司; DNA 提取试剂盒，购
自哈尔滨元亨生物药业有限公司; 质粒小量提取试剂
盒，购自天根生化科技( 北京) 有限公司; 琼脂糖凝胶
DNA 回收试剂盒，购自南京诺唯赞生物科技有限公
司; 实 时 荧 光 定 量 PCＲ 仪，购 自 美 国 Applied
Biosystems公司; 掌上离心机，购自美国赛默飞世尔科
技( 中国) 有限公司。
1. 3 引物及探针的设计

根据 GenBank 中产肠毒素大肠杆菌毒力基因 ST
和 LT 基因及沙门氏菌毒力基因 invA 基因的序列，设
计特异性引物和探针( 见表 1) ，其中 ST－P 5' 端的荧
光报告基团为 CY5，3' 端的荧光淬灭基团为 BHQ1;
LT－P 5' 端的荧光报告基团为 ＲOX，3' 端的荧光淬灭
基团为 BHQ2; invA－P 5' 端的荧光报告基团为 HEX，
3' 端的荧光淬灭基团为 BHQ3。引物及探针均由生
工生物工程( 上海) 股份有限公司合成。

表 1 产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌特异性引物及探针序列信息

Table 1 Specific primer and probe sequence information of
enterotoxigenic Escherichia coli and Salmonella

引物 /
探针

序列
预扩增片

段大小 /bp
ST－F 5'－GTCAACTGAATCACTTGACTCTTC－3'
ST－Ｒ 5'－GCACAGGCAGGATTACAACAA－3' 147
ST－P 5'－CAACTGAATCACTTGACTCTT－3'
LT－F 5'－ATGGCTCCTCAGTCTATTACAGA－3'
LT－Ｒ 5'－GTCTCGGTCAGATATGTGATTCTT－3' 242
LT－P 5'－CCGGGACTTCGACCTGAAATGTTGC－3'
invA－F 5'－CACGCTCTTTCGTCTGGCATTA－3'
invA－Ｒ 5'－TAGACAGGGCGGAGGACAAATC－3' 464
invA－P 5'－CCTACCATACGGGCCATTTGTC－3'

1. 4 阳性质粒的构建
按照 DNA 提 取 试 剂 盒 说 明 书 提 取 参 考 菌 株

CVCC 209、CVCC 216 和 CVCC 2184 的 DNA 并作为
模板，用表 1 的引物进行 PCＲ 扩增。PCＲ 扩增体系
( 总体积为 25 μL) : Premix TaqTM 12. 5 μL，10 μmol /L
上下游引物各 1 μL，DNA 模板 2 μL，ＲNase－free H2O
8. 5 μL。PCＲ 扩增程序: 94 ℃预变性 3 min; 94 ℃变
性 20 s，56 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 20 s，共 30 个循环;
72 ℃再延伸 7 min。回收、纯化 PCＲ 产物并与 pMD－
19T 载体连接，将连接产物转化至大肠杆菌 DH5α 感

受态细胞中，挑取阳性克隆接种于 LB 液体培养基
中，以培养后的菌液为模板进行 PCＲ 扩增，参照质粒
小量提取试剂盒说明书提取质粒并进行 PCＲ 鉴定，

并将阳性质粒送至深圳华大基因股份有限公司测序，

测序结果与 GenBank 中公布的基因序列进行比对分
析，计算阳性质粒的拷贝数。将阳性质粒于－20 ℃保
存，备用。
1. 5 多重荧光定量 PCＲ 方法的建立
1. 5. 1 扩增体系的优化 多重荧光定量 PCＲ 扩增
体系: Premix Ex Taq( Probe qPCＲ) 12. 5 μL，上下游引
物及探 针 的 使 用 剂 量 见 表 2，DNA 模 板 2 μL，用
ＲNase－free H2O 补充至 25 μL。多重荧光定量 PCＲ
扩增程序: 94 ℃预变性 3 min; 94 ℃变性20 s，56 ℃退
火 20 s，72 ℃延伸 20 s，共 30 个循环。

表 2 引物 /探针的优化

Table 2 Primer /probe optimization μL

序号 ST－F /Ｒ ST－P LT－F /Ｒ LT－P invA－F /Ｒ invA－P
1 0. 6 0. 4 0. 6 0. 6 0. 8 0. 8
2 0. 4 0. 6 0. 8 0. 6 0. 8 0. 8
3 0. 2 0. 8 1. 0 0. 6 0. 8 0. 8
4 0. 6 0. 4 0. 8 0. 8 1. 0 1. 0
5 0. 4 0. 6 0. 6 0. 8 1. 0 1. 0
6 0. 2 0. 8 1. 0 0. 8 1. 0 1. 0
7 0. 6 0. 4 0. 6 1. 0 1. 2 1. 2
8 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0 1. 2 1. 2
9 0. 2 0. 8 1. 0 1. 0 1. 2 1. 2

1. 5. 2 标 准 曲 线 的 绘 制 选 择 1 × 108 ～ 1 ×
101copies /μL共 8 个浓度的阳性质粒作为模板，每个
模板重复 3 次，同时以 ddH2O 为阴性对照。
1. 5. 3 敏感性试验 选择 1×107 ～ 1×101 copies /μL
阳性 质 粒 作 为 模 板，每 个 模 板 重 复 3 次，同 时 以
ddH2O 为阴性对照。采用建立的多重荧光定量 PCＲ
方法进行扩增，验证该方法的敏感性。
1. 5. 4 特异性试验 以铜绿假单胞菌、金黄色葡萄
球 菌、Mh、PmA、PmB、CpA、CpB、CpD、CVCC 209、
CVCC 216、CVCC 2184、ATCC 25922 的核酸为模板，

以 1×107 copies /μL ST 基因、LT 基因、invA 基因的阳
性质粒分别作为阳性对照，并以 ddH2O 为阴性对照，

采用建立的多重荧光定量 PCＲ 方法进行扩增，验证
该方法的特异性。
1. 5. 5 重复性试验 选择 1×106 ～ 1×104 copies /μL
阳性 质 粒 作 为 模 板，每 个 模 板 重 复 3 次，同 时 以
ddH2O 为阴性对照，采用建立的多重荧光定量 PCＲ
方法进行扩增，验证该方法的稳定性。
1. 6 临床样品的检测

采用本研究建立的产肠毒素大肠杆菌和沙门氏
菌多重荧光定量 PCＲ 方法及实验室传统血清学分离
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鉴定方法对采集的 85 份牛粪便样品进行检测，并比
较二者的符合率。
2 结果与分析
2. 1 阳性质粒的构建

PCＲ 扩增结果显示: ST 基因、LT 基因、invA 基因
阳性质粒 的 拷 贝 数 分 别 为 3. 22 × 1010，3. 20 × 1010，
3. 19×1010 copies /μL。
2. 2 多重荧光定量 PCＲ 方法的建立
2. 2. 1 扩增体系的优化 优化结果( 见图 1) 显示:
ST 基因的最佳引物剂量为 0. 4 μL，最佳探针剂量为

0. 8 μL; LT 基因的最佳引物剂量为 0. 6 μL，最佳探针
剂量为 1 μL; invA 基因的最佳引物剂量为 1. 0 μL，最
佳探针剂量为 1. 2 μL。以最佳引物和探针剂量对各
基因进行扩增得到的扩增曲线良好。

最终的多重荧光定量 PCＲ 扩增体系: Premix Ex
Taq ( Probe qPCＲ ) 12. 5 μL，ST － F 0. 4 μL，ST － Ｒ
0. 4 μL，ST－P 0. 8 μL，LT－F 0. 6 μL，LT－Ｒ 0. 6 μL，
LT－P 1 μL，invA － F 1 μL，invA － Ｒ 1 μL，invA － P
1. 2 μL，DNA 模板 2 μL，用 ＲNase －free H2O 补充至
25 μL。

a．LT 基因; b．ST 基因; c．invA 基因。

图 1 产肠毒素大肠杆菌 ST 基因、LT 基因和沙门氏菌 invA 基因多重荧光定量 PCＲ 引物和探针剂量的优化结果

Fig．1 Optimization results of the primer and probe amounts of multiplex fluorescent quantitative PCＲ for enterotoxigenic
Escherichia coli ST gene，LT gene and Salmonella invA gene

2. 2. 2 标准曲线的绘制 用优化后的扩增体系进行
多重荧光定量 PCＲ 扩增，绘制标准曲线，见图 2。ST
基因的标准曲线回归方程为 y = －3. 524x+40. 237，Ｒ2

= 0. 975，扩增效率( E) 为 92. 2%; LT 基因的标准曲
线回归方程为 y= －4. 153x+41. 710，Ｒ2 为 0. 968，E 为
74. 1%; invA 基因的标准曲线回归方程为 y= －3. 365x
+41. 347，Ｒ2 = 0. 915，E 为 98. 2%。

A．LT 基因; B．ST 基因; C．invA 基因。

图 2 多重荧光定量 PCＲ 标准曲线

Fig．2 Standard curve of multiplex fluorescent
quantitative PCＲ

2. 2. 3 敏感性试验 结果见图 3。
由图 3 可知，产肠毒素大肠杆菌 ST 基因、LT 基

因和沙门氏菌 invA 基因的最低检出浓度均为 1 ×
101 copies /μL，说明本研究建立的多重荧光定量 PCＲ
方法敏感性高。
2. 2. 4 特异性试验 结果见图 4。

由图 4 可知，仅有 ST 基因、LT 基因、invA 基因的

1～7．1×107 ～1×101 copies·μL－1 ; 8．阴性对照。

图 3 多重荧光定量 PCＲ 敏感性检测结果

Fig．3 Sensitivity test results of multiplex fluorescent
quantitative PCＲ

阳性质粒出现扩增曲线，说明本研究建立的多重荧光
定量 PCＲ 方法具有良好的特异性。
2. 2. 5 重复性试验 结果见图 5。

由图 5 可知: ST 基因、LT 基因、invA 基因同一浓
度模板 Ct 值基本一致，扩增曲线也大致相同; 组内重
复变异系数均低于 2%，说明本研究建立的多重荧光
定量 PCＲ 方法的重复性高，稳定性良好。
2. 3 临床样品的检测

多重荧光定量 PCＲ 方法的检测结果( 见图 6) 显

示，从85 份牛粪便样品中检出产肠毒素大肠杆菌阳
性样品 20 份 ( 23. 53%) ，沙门氏菌阳性样品 10 份
( 11. 76%) ，双阳性样品 2 份。传统血清学分离鉴定
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1．CVCC 209; 2．CVCC 216; 3．CVCC 2184; 4．阴性对照

( ATCC 25922、Mh、PmA、PmB、CpA、CpB、CpD、铜绿假单胞菌、
金黄色葡萄球菌) 。

图 4 多重荧光定量 PCＲ 特异性检测结果

Fig．4 Specificity test of multiplex results fluorescent
quantitative PCＲ

1～3．1×106 ～1×104copies·μL－1 ; 4．阴性对照。

图 5 多重荧光定量 PCＲ 重复性检测结果

Fig．5 Ｒesults of reproducibility test of multiplex fluorescent
quantitative PCＲ

结果显示: 从 85 份牛粪便样品中检出产肠毒素大肠
杆菌阳性样品 22 份( 25. 88%) ，沙门氏菌阳性样品
10 份( 11. 76%) ，双阳性样品 2 份。两种方法的符合
率为 94. 12%。说明本研究建立的产肠毒素大肠杆
菌和沙门氏菌多重荧光定量 PCＲ 方法的检测结果较
可靠，准确性较高，可用于临床检测。

1．阳性质粒; 2．临床样品; 3．阴性对照。
图 6 临床样品的检测结果

Fig．6 Determination results of clinical samples

3 讨论与结论
产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌是导致人和动物

腹泻的主要细菌性肠道病原体［9－10］。在畜禽动物中，

仔猪和犊牛易受到产肠毒素大肠杆菌的侵袭，其感染
导致幼畜发育不良，死亡率飙升，给世界各国猪和牛
的养殖造成极大的经济损失［11］。沙门氏菌是一种高
度拟合的环境微生物，可在土壤、灰尘、海洋地表水中
持续存在［12］，伺机侵袭易感动物。上述两种病原菌
严重阻碍了畜牧养殖业的持续健康发展。

回顾传统的产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌的检
测方法，利用光学显微镜观察细菌形态学结构并作出
判定，其敏感性和特异性均较低; 生化鉴定一般需要
进行十几种试剂的生化试验，最后依据结果逐个判
定，操作步骤复杂繁琐，并且如果出现个别生化试验
结果不符合判定标准时会影响最终结果; 血清学试验
也会因交叉抗体反应等原因导致出现假阳性结果，且
生化鉴定与血清学试验都需要对样品进行增菌纯化
培养及划线培养，进一步延长了检测时间。而本研究
建立的产肠毒素大肠杆菌和沙门氏菌多重荧光定量
PCＲ 方法的前期准备过程简单，检测时间约为 1 h，

且对操作人员自身专业技术能力和工作经验要求较
低，可从大批次样品中同时筛检出上述两种致病菌，

减少人力、物力的成本投入，且极大地缩短了检测
时间。

本研究建立的多重荧光定量 PCＲ 方法对产肠毒
素大肠杆 菌 和 沙 门 氏 菌 的 最 低 检 出 浓 度 均 为 1 ×
101 copies /μL，比王芳［13］采用 SYBＲ Green Ⅰ荧光定
量 PCＲ 方法对产肠毒素大肠杆菌的最低检出浓度
4. 09×103 copies /μL、王华健等［14］采用 TaqMan 多重
荧光定量 PCＲ 方法对沙门氏菌的最低检出浓度1×
104 copies /μL 均低，说明本研究建立的方法敏感性
高。临床样品检测结果显示，在内蒙古呼和浩特地区
采 集 的 样 本 中，产 肠 毒 素 大 肠 杆 菌 的 检 出 率 为
25. 53%，沙门氏菌检出率为 11. 76%。杨德鸿［15］利
用 16S rＲNA 测序鉴定方法对苏北地区猪场进行产
肠毒素大肠杆菌的流行病学调查，结果产肠毒素大肠
杆菌的检出率为 25. 1%; 宋美英［16］对黑龙江、河北、
山西、陕西、宁夏、安徽 6 个省( 自治区) 9 个规模化奶
牛养殖场进行大肠杆菌毒力因子的流行病学调查，结
果 112 份病料中的毒力因子以 K88、K99、F17、F41 为
主，表明分离的致病性大肠杆菌以产肠毒素大肠杆菌
为主; 王丽扬［17］对苏皖地区 1 618 份样品进行 PCＲ
检测，其中沙门氏菌的检出率为 12. 79%; 孙璐等［18］

对山东地区 995 份肉鸡样本进行 PCＲ 检测，结果沙
门氏菌的检出率为 24. 01%。以上研究结果说明产
肠毒素大肠杆菌及沙门氏菌在内蒙古地区感染严重
且流行广泛，因此必须加强对这两种病原菌的监测
管理。
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综上所述，本研究建立的产肠毒素大肠杆菌和沙
门氏菌多重荧光定量 PCＲ 检测方法的敏感性强，特
异性好，在大规模流行病学调查时具有较高的稳定
性，使用前景良好。
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Establishment and application of multiplex fluorescent quantitative PCＲ method
for enterotoxigenic Escherichia coli and Salmonella
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Abstract: In order to establish a multiplex fluorescent quantitative PCＲ method for the simultaneous detection of enterotoxigenic Escherichia coli
and Salmonella，in this experiment，primers and probes were designed by using enterotoxigenic Escherichia coli ST gene and LT gene and
Salmonella invA gene in GenBank and the amounts of primers and probes in the amplification system were optimized． Thus，a multiplex
fluorescent quantitative PCＲ method for the detection of enterotoxigenic Escherichia coli and Salmonella was established． Its specificity，

sensitivity and repeatability were determined． Eighty－five clinical samples were tested using the established method，which was compared with
traditional laboratory serological isolation and identification methods． The results showed that when the optimal primer and probe amounts for the
ST gene of 0. 4 μL and 0. 8 μL respectively，the optimal primer and probe amounts for the LT gene of 0. 6 μL and 1 μL respectively，and the
optimal primer and probe amounts for the invA gene of 1. 0 μL and 1. 2 μL respectively，good amplification curves were obtained． The
correlation coefficients ( Ｒ2 ) of the standard curve regression equations for ST gene，LT gene and invA gene were 0. 975，0. 968 and 0. 915，re-
spectively，and the amplification curves had good linear relationships． The established multiplex fluorescent quantitative PCＲ method had no
cross－reaction against bacterial nucleotides such as Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus． The coefficient of intra－batch repeat
variation was less than 2%，and the lowest detection concentrations of enterotoxigenic Escherichia coli and Salmonella were 1×101 copies /μL．
From 85 clinical samples，20 samples of enterotoxigenic Escherichia coli，10 positive samples of Salmonella and 2 double positive samples were
detected． The consistency rate with the traditional laboratory serological separation and identification methods was 94. 12%． The results suggested
multiplex fluorescent quantitative PCＲ method had good specificity，strong sensitivity，high stability，and good practical prospects．

Keywords: enterotoxigenic Escherichia coli; Salmonella; ST gene; LT gene; invA gene; multiplex fluorescent quantitative PCＲ ( 011)
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