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FTA滤膜用于多重PCR检测豆制品中3种

食源性致病菌的研究

周 巍，周 正，康素芬，刘 东，穆燕魁

(河北省食品质量监督检验研究院，河北省食品安全实验室，河北 石家庄      050051)

摘   要：为建立豆制品中金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌的多重 PCR 检测方法，采用 FTA 滤膜从豆

制品中直接提取模板 DNA，根据金黄色葡萄球菌的 nuc 基因、沙门氏菌的 phoP 基因、福氏志贺氏菌的 ipaH 基因，

设计 3对特异性引物进行多重 PCR，并对反应条件进行优化。结果表明：3对引物能特异性扩增出 280、409、326bp
的目的条带；不增菌的情况下，多重 PCR 同时检测 3 种致病菌的灵敏度分别是 101、101、102CFU/ml，检测时间

4h。建立的三重 PCR 具有准确、快速、高效的特点，为同时检测豆制品中金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏

志贺氏菌提供了新的方法。
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FTA Filter-based Multiplex PCR Detection of Three Species of Food-borne Pathogens in Soybean Products
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Abstract ：To establish a multiplex PCR method for the simultaneous detection of pathogens (Staphylococcus aureus,

Salmonella spp, and Shigella flexneri) in soybean products, FTA filter was used to directly extract the template DNAs from

soybean products. On the basis of nuc gene of Staphylococcus aureus, phoP gene of Salmonella spp, ipaH gene of Shigella flexneri,

three pairs of specific primers were designed for the multiplex PCR detection, and the reaction conditions were optimized. The

results showed that three targeted genes of 280, 409, and 326 bp could be specifically amplified using the three pairs of primers.

Without bacterial enrichment, the sensitivities of the multiplex PCR for detecting Staphylococcus aureus, Salmonella spp, and

Shigella flexneri were 101, 101, and 102 CFU/ml, respectively, and the detection could be finished within 4 h. This multiplex PCR

method is accurate, fast and effective, thereby providing a new approach for the detection of Staphylococcus aureus, Salmonella

spp, and Shigella flexneri in soybean products.
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随着人们生活水平的提高，人们对食品安全问题越

来越重视，食源性致病菌引起的食物中毒也成为一个重要

问题[1]。食物中毒事件每年都在世界范围内频繁爆发[2-4]，

其中大部分是食品中污染致病菌引起的。根据统计，这

些致病菌中最常见的主要是沙门氏菌、金黄色葡萄球

菌、福氏志贺氏菌、单核增生李斯特氏菌等[ 5 -6 ]。由于

这些致病菌的传统检测方法，检测时间长，检测程序

繁琐，因此，急需建立一种快速有效的检测方法。

近年来，PCR 针对某一种或一类致病菌的检验方法

被逐渐建立起来，如金黄色葡萄球菌[7]、单核增生李斯

特氏菌[8]、大肠杆菌 O157[9]等，但是一旦检测方向有误

就会造成时间和药品的浪费。多重 PCR 技术实现了对多

种菌的同步检测，更加节省时间和成本，是快速检测

致病菌的重要研究方向[10 ]。

本研究根据国标中豆制品卫生标准选择三种致病

菌，对金黄色葡萄球菌的 nuc 基因、沙门氏菌的 phoP
基因、福氏志贺氏菌的 ipaH 基因设计 3 对特异性引物

进行多重 PCR，以期建立准确、快速、高效的三重 PCR
检测方法，为同时检测食品中金黄色葡萄球菌、沙门

氏菌、福氏志贺氏菌方法的研究提供理论指导。
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1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

1.1.1 菌种

金黄色葡萄球菌 ( S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s )
ATCC6538、1.800、1.1476、20063、ATCC25923、
ATCC13565、ATCC14458、ATCC8095；沙门氏菌

(Salmonella spp.) 50041、50001、50004、50115；福

氏志贺氏菌(Shigella spp.)51571、51107，均购自中国

医学细菌保藏管理中心。

1.1.2 PCR 引物的设计和合成

 利用 Array Designer 2.0 设计多重 PCR 引物，由上

海生工生物工程有限公司合成。

引物名称 引物序列(5'→3') 目的基因 产物长度(bp) 致病菌

St-nuc-F AAAGCGATTGATGGTGATACGG
nuc 280 Staphylococcus aureus

St-nuc-R CCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

Sa- phoP-F AGGTTCAGCTCCAGGATTCAGG
phoP 409 Salmonella spp.

Sa- phoP-R AACGCCGTGAGTTTGATGACC

Sh-ipaH-F GTTGCTGCTGATGCCACTGAG
ipaH 326 Shigella spp.

Sh-ipaH-R GTGCGGAGGTCATTTGCTGTC

表1   多重PCR靶基因及引物

Table 1   Primer sequences used for PCR amplification and the
expected amplicon sizes

1.1.3 培养基

营养肉汤培养基、营养琼脂培养基、Baird-Park 培

养基均购自北京市陆桥技术有限公司。

1.1.4 材料

豆腐、卤制豆制品  市售。

10 × PCR buffer、dNTPs、TaKaRa Taq、DNA
Marker DL2000    大连宝生物工程公司；引物(正向引

物，反向引物)     上海生工生物工程公司；无水乙醇、

石油醚、氯仿、氨水、糖原、乙酸乙酯为国产分析

纯；10% SDS；TE 缓冲液：10mmol/L Tris-HCl，1mmol/L
EDTA； FTA 滤膜片(使用 Harris 打孔器将 FTA 滤膜打

成直径 2.00mm 的圆片)；FTA 专用缓冲液    Whatman
公 司 。

1.1.5 仪器与设备

 PCR仪    Eppendorf 公司； DXY-33A型电泳仪     北
京市六一厂；UVP GelDoc-IT 凝胶成像系统    美国 UVP
公司；2.00mm 微孔打孔器    Whatman 公司。

1.2 方法

1.2.1 细菌的培养和基因组 DNA 的提取

将金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌接

种于营养肉汤过夜培养，利用 FTA 滤膜提取 DNA[11]：

吸取菌液 20μl，加入直径 2.00mm FTA 滤膜片，吸出

菌液，然后 56℃干燥，干燥后的 FTA 滤膜片加入 10%
SDS 溶液 200μl 煮沸 10min，用 FTA 专用缓冲液洗涤两

次，然后再用 T E 缓冲液洗涤两次，5 6℃干燥后，可

作为 PCR 反应的模板。

1.2.2 单重 PCR 扩增

PCR 反应采用冷启动。PCR 反应程序为 94℃预变性

5min；按照 94℃ 90s，56.8℃ 60s，72℃ 90s 进行 35 个

循环；最后 72℃延伸 5min。PCR 反应体系：总反应体

系 50μl，包括 5μl 10 × PCR buffer，4μl dNTPs 混合

物，0.5μl 10pmol 正向引物(三种各 0.5μl)，0.5μl 10pmol
反向引物(三种各 0.5μl)，1μl(5U/μl)Taq，吸附 DNA
的 FTA 滤膜。电泳检测：取 5μl  PCR 产物在 2% 琼脂

糖凝胶上进行电泳，利用凝胶成像系统观察结果。

1.2.3 引物特异性的检验

以从每一种标准菌液提取的 DNA 和 3 种标准菌混合

液提取的 DNA 作模板，分别同时加入多重 PCR 反应体

系中，以去离子水作为阴性对照，检验引物的特异性。

1.2.4 多重 PCR 反应条件的优化

初步条件下，在同一离心管中同时扩增 3 种目的基

因片段，结果在 280、326、409bp 处出现三条明显的

平行条带。对不同引物用量(0.5、1.0、1.5、2.5μl)、退

火温度(52.4、53.6、55.8、56.8、57.7、58.3、58.8℃)、
dNTPs(2.0、3.0、4.0、5.0μl)条件下的产物进行电泳，

确定多重 PCR 反应条件。

1.2.5 多重 PCR 反应的灵敏度

取菌悬液，然后分别稀释到 1～109CFU/ml。利用

FTA 滤膜提取 DNA[11]，进行多重 PCR 反应，检测反应

的灵敏度。

1.3 豆制品中三种致病菌的多重 PCR 检测

1.3.1 豆制品的人工污染

豆腐、卤制豆制品人工污染前均按照国标法检测证

实不含有食源性致病菌。将三种食源性致病菌人工污染

到上述两种豆制品中：取 25g 样品加入 225ml 生理盐水

均质，然后将菌液污染到匀浆液中，污染的浓度依次为

1、101、102、103、104、105、106、107、108CFU/ml。

1.3.2 豆制品中模板 DNA 的提取[11]

取 10ml 匀浆以 500r/min 离心 10min。吸取上清液加

入另一灭菌离心管中以 14000r/min 离心 10min，沉淀用

500μl 生理盐水悬浮，加入 0.25 倍体积的乙酸乙酯，振

荡器混匀 2min，然后以 17000r/min 离心 10min。去掉上

清液，沉淀用 20μl 生理盐水悬浮，加入直径 2.00mm 滤
膜片，然后 56℃干燥，干燥后的滤膜片，加入 10% SDS
溶液 200μl 煮沸 10min，用滤膜专用缓冲液洗涤两次，

然后再用 TE 缓冲液洗涤两次，56℃干燥后即可作为 PCR
反应的模板。
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泳道 1 和 9 为 Marker DL2000；泳道 2 为去离子水阴性对照；泳道 3 为

福氏志贺氏菌；泳道 4 为沙门氏菌；泳道 5 为金黄色葡萄球菌和福氏志

贺氏菌；泳道 6 为金黄色葡萄球菌和沙门氏菌；泳道 7 为福氏志贺氏菌

和沙门氏菌；泳道 8 为金黄色葡萄球菌、福氏志贺氏菌和沙门氏菌。

图1   多重PCR扩增电泳图

Fig.1   Electrophoretogram of amplification products obtained using
the multiplex PCR assay developed for the simultaneous detection
of Staphylococcus aureu, Salmonella spp. and Shigella flexneri.

100bp→

1 2 3 4 5 6 7 8 9

250bp→500bp→

泳道 1 和 14 为 Marker DL2000；泳道 2 到 11 为金黄色葡萄球菌、

沙门氏菌和福氏志贺氏菌的混合物，浓度从 1 0 9 逐级降低到

1CFU/ml；泳道 12 为去离子水阴性对照；泳道 13 为阳性对照。

图2   金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌纯菌检出限

Fig.2   Sensitivity of multiplex PCR detection of Staphylococcus
aureu, Salmonella spp. and Shigella flexneri in pure-culture

bacterial suspensions.

100bp→

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11121314

250bp→
500bp→

泳道 1 和 13 为 Marker DL2000；泳道 2 为去离子水阴性对照；

泳道 3 为阳性对照；泳道 4 到 12 为金黄色葡萄球菌、沙门氏菌

和福氏志贺氏菌的混合物，浓度从 108 逐级降低到 1CFU/ml。
图3   豆腐中金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌的检出限

Fig.3   Sensitivity of multiplex PCR detection of Staphylococcus
aureu, Salmonella spp. and Shigella flexneri in tofu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

100bp→
250bp→
500bp→

本研究建立的多重 PCR 技术，利用 FTA 滤膜直接

从金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌的菌悬

液提取金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌的

D N A，成功的检测出了金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、

福氏志贺氏菌，确定了反应条件为 5μl 10 × PCR buffer，
4μl dNTPs 混合物，1μl 10pmol 正向引物(三种各 1μl)，
1μl 10pmol 反向引物(三种各 1μl)，1μl(5U/μl)Taq 酶，

水补足至 50μl，退火温度 56.8℃为最优体系。由图 2 可

知，纯菌的检出限为金黄色葡萄球菌 10CFU/ml、沙门

氏菌 10CFU/ml、福氏志贺氏菌 102CFU/ml。利用 FTA
滤膜直接从人工污染的豆制品匀浆中提取金黄色葡萄球

菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌的 DNA 进行 PCR 检测，

由表 2 可知在人工污染的豆制品匀浆中，金黄色葡萄球

菌检出限是 102CFU/ml、沙门氏菌 102CFU/ml、福氏志

贺氏菌 102CFU/ml。虽然有拖尾现象，但不影响检测结

果(图 2～4)。
2.2 PCR 产物鉴定

浓度(CFU/ml) 108 107 106 105 104 103 102 101 1
金黄色葡萄球菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

沙门氏菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

福氏志贺氏菌 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

表2   豆制品中多重PCR 检测金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、

福氏志贺氏菌的检出限

Table 2   Detection limits of Staphylococcus aureus, Salmonella spp.
and Shigella flexneri in soybean products by multiplex PCR assay

注：＋. PCR 检测结果阳性；－. PCR 检测结果阴性。

基因库序列号 物种 同源性(%)
EF529608.1 金黄色葡萄球菌 2513 99
EF529605.1 金黄色葡萄球菌G26 99
EF529603.1 金黄色葡萄球菌G15 99
EF529602.1 金黄色葡萄球菌G14 99
EF529601.1 金黄色葡萄球菌G13 99

表3   金黄色葡萄球菌扩增片断的比对结果

Table 3   Homology of amplified DNA fragment of 5 Staphylococ-
cus aureus strains to the counterpart in Genbank

泳道 1 为阳性对照；泳道 2 为去离子水阴性对照；泳道 3 为阳性对照；

泳道 4 到 12 为金黄色葡萄球菌、沙门氏菌和福氏志贺氏菌的混合物，

浓度从 108 逐级降低到 1CFU/ml；泳道 3 和 13 为 Marker DL2000。
图4   卤制豆制品中金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌的检出限

Fig.4   Sensitivity of multiplex PCR detection of Staphylococcus aureu,
Salmonella spp. and Shigella flexneri in brined soybean products

←100bp
←250bp
←500bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213

2 结果与分析

2.1 三重 PCR 结果

基因库序列号 物种 同源性(%)
CP001120.1 肠炎沙门氏菌 SL47 99
CP001113.1 肠炎沙门氏菌 SL254 99
CP000886.1 肠炎沙门氏菌 SPB 99
DQ644811.1 肠炎沙门氏菌 CNM3556 99
DQ644810.1 肠炎沙门氏菌 CNM1374 99

表4   沙门氏菌扩增片断的比对结果

Table 4   Homology of amplified DNA fragment of 5 Salmonella
spp. strains to the counterpart in Genbank

由上海生工生物工程公司对 PCR扩增产物进行DNA
测序。PCR 扩增产物 DNA 序列分别与 NCBI 中的序列进

行同源性比对，结果分别为 9 9 %、9 9 %、9 9 %，证明
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基因库序列号 物种 同源性(%)
CP001063.1 鲍氏志贺氏菌 CDC3083 99
CP001062.1 鲍氏志贺氏菌 CDC3083 99
CP000266.1 福氏志贺氏菌 8401 99
EU743832.1 鲍氏志贺氏菌 99
AE005674.1 福氏志贺氏菌2a301 99

表5   福氏志贺氏菌片断的比对结果

Table 5   Homology of amplified DNA fragment of 5 Shigella
flexneri strains to the counterpart in Genbank
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3 讨 论

多重 PCR 技术具有高效、高产、低成本、速度快

等优点，目前已在多种病原微生物的检测中得到了初步

应用 [ 1 2 ]，是食源性致病菌快速检测技术的重要开发方

向。Lantz 等[13]利用多重 PCR 技术检测猪肉样品中小肠

结肠炎耶尔森氏菌，该方法对样品进行增菌后，使检

测灵敏度达到 102CFU/ml。2Jinneman 等[14]利用多重 PCR
扩增技术检测原料奶、牛肉等样品中 E. coli O157:H7 的

D N A，也是利用增菌来提高检测的灵敏度。虽然增菌

提高了检测灵敏度，但也延长了检测时间，一般可延

长 12～24h。
本研究建立的多重 PCR 检测方法，无需增菌，直

接从豆制品中提取 DNA，利用多重 PCR 技术对金黄色

葡萄球菌的 nuc 基因、沙门氏菌的 phoP 基因、福氏志

贺氏菌的 ipaH 基因进行扩增以检测这三种致病菌。该

方法可直接从人工污染的豆制品中同时检出三种致病

菌，金黄色葡萄球菌最低检出限为 102CFU/ml、沙门氏

菌为 102CFU/ml、福氏志贺氏菌为 102CFU/ml，从对样

品的处理到检测结束约需 4h，比目前常用的 PCR 检测

方法缩短了 12～24h。该方法对于同时检测豆制品中金

黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志贺氏菌是一种快速、

有效的方法，省略了样品增菌的过程，大大缩短了检

测时间，更加符合快速检测的要求。

PCR 扩增产物确为目的扩增产物(表 3～5)。
..


