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摘要：以大肠杆菌 ’!&( !"#$ 和 %&’" 为待检靶基因，设计两对引物和两条 )*+ 探针，!"#, 和 %&’" 探针 &-端分别用

./)和 012 基团标记，#-端均用 3456478)*+ 标记。建立并优化了检测大肠杆菌 ’!&( 的二重荧光定量 92: 方法，

可检测的最低 ;</ 浓度是 !$ 拷贝=!>；实验中 ’!&( 菌株检测结果均为 !"#, 阳性，而非 ’!&( 菌株检测结果均为阴

性；重复性实验中，批间差异小于 ?$@，批内差异小于 ($@。实验结果显示此二重荧光定量 92: 方法可对分离的

可疑大肠杆菌 ’!&( 菌株进行快速鉴定，同时得知菌株是否携带 %&’" 毒力基因，有利于菌株毒力强弱的判定。
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肠出血性大肠杆菌（,E,2）’!&( 可引起腹泻、

出血性肠炎（E2）、严重的可引起溶血性尿毒综合征

（EFP），血栓形成性血小板减少性紫癜（339），其中

并发 EFP 和 339 者死亡率高达 ?$@左右，危害十分

严重［!］。’!&( 的感染剂量极低，食入不足 !$ 个细

菌能在短时间内迅速繁殖引起疾病［"］。因此，急需

建立一种快速、敏感的检测方法，以有效预防大肠

杆菌 ’!&( 感染。

大肠杆菌 ’!&( 特异性基因的检测是鉴定大肠

杆菌 ’!&( 的必需指标。 !"#, 基因编码大肠杆菌

’!&( 菌体 ’ 抗原特异合成酶，参与 ’ 抗原脂多糖

的生物合成，是鉴定大肠杆菌 ’!&( 的依据［#］。类志

贺毒 素（PKHI48THbL WMUH7）也 称 为 志 贺 毒 素（ PKHI4
WMUH7，PWU），由于该毒素可致 0LVM 细胞病变，因此也

称为 0LVM 毒素，目前专家推荐统一使用志贺毒素

（PWU），它是大肠杆菌 ’!&( 的主要毒力因子之一，现
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已证实 !"# 毒素与溶血性尿毒综合征相关，!"# 有

!"# $和 !"# %，!"#% 对人的肾脏微血管内皮细胞的毒

性作用比 !"#$ 强 $&&& 倍，因此本文将 !"#% 基因作

为 ’$() 毒力指标。近年来，实时定量 *+, 技术发

展迅速，已广泛应用于多个领域，在反应体系中加

入染料或特异性探针，能实时监控反应的进程，无

需通过 *+, 反应后的电泳和 -. 染色［/］，即可观察

到产物的量，并可对样本中的微生物进行准确的定

性和定量。012314567.（67.56849: 7:99;< .84=<:，
小沟结合物）探针法是高度特异的定量 *+, 技术，

由于探针和模板是特异性结合，所以荧光信号的强

弱代表模板的数量，适合在同一个反应体系中对多

个目的基因进行定量。因此本试验采用 0123145
67. 探针建立了二重荧光定量 *+, 检测大肠杆菌

’$()。

! 材料与方法

!"! 试剂和仪器

61>"<:38# 购于北京鼎国生物技术有限公司，引

物和探针由上海基康生物技术有限公司合成，琼脂

糖（?@1:9><），A. 培养基均购自上海生工生物工程有

限公司，实时荧光定量 *+, 仪（’*0B+’C % 型，6D
,<><1:EF 公司）

!"# 菌株

GH 株临床分离可疑菌株是由本实验室及上海

市畜牧兽医站从临床动物样本中分离所得，经生化

鉴定和血清学鉴定 $H 株为大肠杆菌 ’$()，(& 株为

非 ’$() 大肠杆菌。阴性对照为本实验室保存的链

球菌、粘质沙雷氏菌、沙门氏菌和非 ’$() 大肠杆

菌。阳性对照为大肠杆菌 ’$() ?0++ /HIIJ，由本实

验室保存。

!"$ 引物和 %&’ 探针的设计合成

以 $%&’ 和 !"#% 基因作为待检靶基因，通过比对

已经发表的肠出血性大肠杆菌 ’$() 的特异性序

列，设计了两条 67. 探针和两对引物，以 $%&- 为靶

基因的探针，(K端用 L?6（G5羧基荧光素）基团标

记［(］，HK端用 012314567. 标记，以 !"#% 为靶基因的

探针，(K端用 MB+ 基团标记，HK端用 012314567. 标

记（表 $）。

!"( !"#)、$%&# 基因的克隆

以大肠杆菌标准菌株 NC? 为模板，分别扩增

$%&-、!"#% 目的基因，*+, 产物用 %O琼脂糖凝胶电

泳，采用小量胶回收试剂盒从 *+, 产物中回收目的

基因，保存以备构建重组质粒。

表 ! 二重荧光定量 *+, 的引物和探针

引物和探针
序列

（(K5HK）

产物长度

（PQ）

03 值

（R）

$%&-5L +0?77?++7+?7?77???7?7? $&) (J

$%&-5, 00++7?70?+?0077+?0+70 (J

Q:9P<5 $%&- ?00??77??0+?++007+?7?0 GJ

!"#%5L ?++?+?0+77070+0700?00??++ $// (J

!"#%5, ??+7??+++77++?+?0?0? (J

Q:9P<5 !"#% 0007+0+??0??0+?7?+7?? GJ

!"- 重组质粒（标准样品）的构建

将 Q6N $I50 M<E"9: 和目的 NC? 以 $：H 的比例

连接，$GR$$F，连接产物转化 NS(!感受态大肠杆

菌细胞。将已转化的感受态大肠杆菌涂布在含有

氨苄青霉素（$&&"@T3A）的培养基上，H)R 培养 $%F
U $GF。 挑 取 阳 性 菌 落，于 含 有 氨 苄 青 霉 素

（$&&"@T3A）的 A. 中震荡培养 H)R$%F U $GF，菌液提

取质粒，采用 ’(),#、*!"#双酶切后 *+, 鉴定。此

重组质粒作为二重荧光定量 *+, 的标准样品。

!". 二重荧光定量 *+, 反应体系和反应条件的确

立

以 (IR为起始退火温度，$R为幅度逐渐上调

和下调，以确定最佳退火温度。 $%&-、!"#% 的探针起

始 浓 度 均 为 &V("39WTA，引 物 起 始 浓 度 均 为

&V("39WTA，逐步改变探针和引物的浓度使 $%&-、!"#%
的扩增效率最接近。

!"/ 特异性

用经生化鉴定和血清学鉴定为阳性的 $H 株

’$() 大肠杆菌、(& 株非 ’$() 大肠杆菌，以及阴性

和阳性对照作荧光定量 *+,，比较检测结果。

!"0 敏感性

将标准样品重组质粒作 $& 倍比稀释，稀释至

$& 拷贝T"A。大肠杆菌 ’$() 标准株用碱裂解法和

煮沸法提取基因组，作 $& 倍比稀释；同时将大肠杆

菌 ’$() 标准株的纯培养液作 $& 倍比稀释，对以上

各稀释度进行荧光定量 *+,，以确定反应能检测出

的最低拷贝数。

!"1 单一和双重荧光定量 *+, 检测结果比较［.］

以不同稀释度的大肠杆菌 ’$() 标准株作为待
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检样品，进行单一和双重荧光定量 !"#，单一和双

重反应中模板、引物、探针浓度，!"# 循环参数均一

致。比较双重 !"# 是否存在干扰。

!"!# 动力学范围［$］

将标准样品重组质粒作 $% 倍倍比稀释，分别以

浓度为 $% 拷贝&!’ ( $%$$ 拷贝&!’ 的标准样品作为

模板，得出的结果进行分析，确定一个线性范围。

!"!! 重复性

!"!!"! 批内差异：分别以浓度为 $% 拷贝&!’ (
$%$$拷贝&!’ 的标准样品作为模板，每个稀释度的标

准样品作 ) 个重复，进行荧光定量 !"#，对结果进行

统计学分析，计算每个稀释度 "* 值和拷贝数的标

准偏差（ !）与变异系数（"+）。

!"!!"% 批间差异：分别以浓度为 $% 拷贝&!’ (
$%$$拷贝&!’ 的标准样品作为模板，每次 !"# 每个稀

释度作一管，作 ) 次重复，对结果进行统计学分析，

计算每个稀释度 "* 值和拷贝数的标准偏差（ !）与

变异系数（"+）。

% 结果

%"! 重组质粒的鉴定

!"# 扩增产物电泳后在 $%%,- 和 $)%,- 处有可

见的目的条带。采用 "#$#"、%!&"双酶切后电泳

结果在 $)%,- 和 .%%,- 处有可见条带，与目的条带

大小一致。将已确定插入目的片断的重组质粒，提

取重组质粒 /01 作 $% 倍比稀释，重复 2 次测 ’(
值，取平均值，按照以下公式计算质粒的拷贝数。

34-567&!’ 8 9 : $%.2 : ’( 值［;］

分子量

%"% 二重荧光定量 &’( 反应体系和反应条件的确

立

!"# 反 应 体 系 为 .%!<，$%!< =>7?6@A5B（. : ），

%C)!A4<&’ )*+DEF ，%C) !A4<&’ )*+DE#，%CG !A4<&’
!&,.EF，%CG !A4<&’ !&,.E#，%C2 !A4<&’ !@4,6E )*+D，

%C2!A4<&’ -@4,6E !&,.，2C.!’ 水，.!’ 模板。循环条

件为：HGI GA5J；HGI 2%7，)9I 2%7，9%I 2%7，共循

环 )% 次。9%I读取荧光值，此反应体系获得检测结

果稳定。

%") 特异性

用建立的荧光定量 !"# 对 92 株临床分离菌进

行检测，阳性和阴性对照均成立，检测结果为 $2 株

为大肠杆菌 K$)L、)% 株为非 K$)L 大肠杆菌，与血清

学的检测结果的阴阳性符合率均达 $%%M，假阳性

率为 %M。

%"* 敏感性

分别用 $% 倍比稀释的标准样品、碱裂解法、煮

沸法提取的基因组，以及 $% 倍比稀释的细菌纯培养

液作为基因扩增的模板，进行荧光定量 !"#，此反应

体系能检测出的最低 /01 浓度为 $% 拷贝&!’。

%"+ 单一和双重荧光定量 &’( 检测结果比较

在动力学范围内，单一和双重荧光定量 !"# 的

"* 值接近，表明双重 !"# 反应体系已最优化，两种

荧光探针无相互干扰。

%", 动力学范围

当 检 测 的 模 板 浓 度 在 $%. 拷 贝&!’ ( $%
$$

拷贝&!’之间时，相关系数为 %CHH9，所得到的实验结

果比较准确，见图 $。即 /01 浓度在 $%. 拷贝&!’ (
$%$$拷贝&!’ 之间时，所得的荧光曲线与所检测的靶

基因浓度之间具有较好的相关性。

图 $ $% 拷贝&!’ ( $%
$$拷贝&!’ /01 标准曲线

%"$ 重复性

%"$"! 批内差异：由图 . 可知，所有稀释度的变异

系数均小于 $%%M，即批内差异较小，在动力学范围

内具有较好的重复性。

图 . 批内试验的变异系数（M）

%"$"% 批间差异：由图 2 可知，所有稀释度的变异

系数均小于 $%%M，即批间差异较小，在动力学范围

内具有较好的重复性。
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图 ! 批间试验的变异系数（"）

! 讨论

近年来，荧光定量 #$% 已广泛应用于生物、医

药等各个领域，国内已有报道运用荧光定量 #$% 对

大肠杆菌 &’() 进行检测［*，’+］，本文所建立的方法与

之相比有以下特点：’）设计、合成了两条 ,-. 探针，

具有更高的特异性和敏感性。/）建立的二重荧光

定量方法，在一个体系中能同时检测两种基因，可

以有效的节约成本，并更能体现快速。结果表明本

实验所建立的荧光定量 #$% 敏感性高，双重 #$% 两

种荧光探针无相互干扰，当 012 浓度为 ’+ 拷贝3!4
5 ’+’’拷贝3!4 时，批内和批间差异分别小于 )+"和

6+"，实验结果稳定，且特异性强。

本文设计了两条 ,-. 探针，(7端分别用 82,
和 9:$ 标记，!7端用非荧光淬灭基团标记，建立的检

测方法具有更高的特异性和敏感性。在实验过程

中采用了 ! 种方法处理模板：水煮法、碱裂解法提

取 012 和直接用细菌培养液作为模板。当样本中

的细菌含量较低时，用碱裂解法提取模板过程中，

会损失大量的基因组，不能作到准确定量，此时用

水煮法提模板或直接用细菌培养液作为模板较好。

当样本中的细菌含量较高时，其中含抑制 #$% 反应

的物质相对较高，用碱裂解法提取模板可除去大部

分抑制物，有利于提高 #$% 扩增效率。由实验可知

当样品的 $; 值在 ’( 5 !+ 时，定量相对准确，如果样

本中细菌的含量过高，可适当稀释，以提高准确性。

实验中标准样品是纯化的重组质粒，成分比较单

一，而且重组质粒的长度较细菌基因组短，此外，通

常待检样本中含有较多的抑制 #$% 反应物，因此，

标准品的扩增效率比未知样品的扩增效率高很多，

这就需要在建立二重 #$% 反应体系时充分优化，使

待检样品和标准品的扩增效率接近，本实验中二重

荧光定量 #$% 与单一 #$% 的扩增结果一致，表明所

建立的检测体系已得到了很好的优化。
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