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摘要：将５种致泻 大 肠 埃 希 氏 菌 的 毒 力 基 因 保 守 序 列 进

行设计并合成了 引 物 和 探 针，建 立 的 多 重 实 时 荧 光ＰＣＲ

４种试剂盒可以同时 检 测５种 致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌。结 果

表明：４种试剂盒的１２对 毒 力 基 因 通 过５种 致 泻 大 肠 埃

希氏菌的标准储 备 菌 株 均 得 到 验 证；并 且１２对 毒 力 基 因

只对对应的致泻大肠埃希氏菌特异性起作用，对常见的食

源性致病菌都无扩增曲线；ｅｓｃＶ、ｂｆｐＢ、ｓｔｘ１、ｉｐａＨ 和ｉｎｖＥ
基因 的 检 出 限 是１０ＣＦＵ／ｍＬ，ａｇｇＲ 基 因 的 检 出 限 是

１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，ａｓｔＡ和ｐｉｃ基 因 的 检 出 限 是１０３　ＣＦＵ／ｍＬ，

而ｓｔｘ２Ａ、ｉｐａＨ 和ｓｔＩｂ基因菌 液 浓 度＜１０ＣＦＵ／ｍＬ时，

均可观察到明显 的“Ｓ”型 扩 增 曲 线，且 线 形 较 好；并 且 对

抽查和委托检验 的 肉 类、奶 和 动 物 腹 泻 物 以 及 人 工 污 染

样品等４０份 样 品 进 行 检 测，共 检 出１１份 阳 性 样 本，与

ＧＢ　４７８９．６—２０１６标准检测结果相一致，表明建立的４种

试剂盒方法具有良好的实用性。
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致泻大肠埃希氏菌是一类能引起人体腹泻的食源性病

源微生物。由于致泻性大肠埃希氏菌相同的基因片段内保

守区很相似，检测单一基因片段特异性并不高，难以确认或

排除致泻性大肠埃希氏菌感染，很容易造成漏检［１－３］。因而

５种致泻性大肠埃希氏菌的检测方法的灵敏度和准确性对预

防和控制由其引起的腹泻有着十分重要的作用。

在新标准（ＧＢ　４７８９．６—２０１６）发布之前采用的检测方
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法主要是从分离培养、生化试验 鉴 定、血 清 试 验 和 肠 毒 素

试验进行鉴 定［４－６］，该 传 统 检 测 方 法 简 单 易 行、费 用 低，

但周期长，所用的试剂和血清 要 求 严 格［７］；对 于 那 些 致 病

菌含量很低且生化特征与普通大肠埃 希 氏 菌 相 似 的 病 原

体，很难挑出真正的目的菌，也可 能 因 为 杂 菌 增 长 速 度 过

快不易检出目的菌。２０１６年发布的ＧＢ　４７８９．６—２０１６《食

品安全国家标准 食 品 微 生 物 学 检 验 致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌

检验》中明确要求，在常规微生物检 测 的 基 础 上 必 须 要 根

据分子生物学中的ＰＣＲ技 术 进 行 确 认 试 验，此 方 法 很 好

地解决了传统方法中检测特异 性 不 高，耗 时 较 长、操 作 较

繁琐等问题，但该方法对人员专 业 技 术 要 求 较 高，试 验 试

剂溴化乙啶对检 验 人 员 的 身 体 健 康 危 害 十 分 严 重，并 且

在开盖操作时会 增 加 气 溶 胶 污 染 的 可 能 性，造 成 假 阳 性

的产生，难 以 根 除［８－１０］。实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ技 术 中 的

ＴａｑＭａｎ法对目标序列具有较高的特异性，结果重复性也

比较好，引物和探针的设计相对 比 较 简 单，因 此 该 方 法 已

广泛应用于分子生物学研究中。ＰＣＲ技术的应用十分广

泛，已从扩增单一基因片段的ＰＣＲ，发展到同时扩增几个

基因的多重荧光定量ＰＣＲ［１１－１６］。

目前，研究致 泻 性 大 肠 埃 希 氏 菌 与 志 贺 菌 等 的 区 分

或检测某几类大 肠 埃 希 氏 菌 的 类 似 方 法 很 多，如 朱 惠 芳

等［１７］利用微生物法鉴 定１株 与 志 贺 氏 菌 生 化 相 似、抗 原

相同的大肠埃希氏，所用微生物 法 耗 时 耗 力，人 为 因 素 干

扰比较大，未根据分子方法进行 确 认 试 验，也 未 覆 盖 其 他

大肠埃希氏菌的检测；Ｙｏｕｍａｎｓ等［１８］利用普通ＰＣＲ对产

肠毒 素 大 肠 杆 菌 进 行 检 测，Ｏｃｔａｖｉａｎａ等［１９］和 赵 爱 兰

等［２０］使用多重ＰＣＲ方法鉴定了５类致泻性大肠埃希菌，

所使用的均为普 通ＰＣＲ，其 扩 增 结 果 需 配 制 扩 增 体 系 繁

多，并进行凝胶电泳，较为费 时 费 力、操 作 较 繁 琐、引 物 特

异性不高；张红宇等［２１］利用Ｔａｑｍａｎ多重实 时ＰＣＲ技 术

即可在同一ＰＣＲ反应管内 同 时 检 出３种 病 原 微 生 物，有

效地解决了单基因ＰＣＲ体系１次只可检测１个基因型的

低效缺点，但未 覆 盖 其 他 大 肠 埃 希 氏 菌 的 检 测。本 研 究

拟在以往研究的基础上全面覆盖检 测 这５种 致 泻 大 肠 埃

希氏菌，并且 采 用ＴａｑＭａｎ探 针 技 术 结 合 了 商 品 化 的 多

重普通ＰＣＲ技术的方法 共 同 验 证 本 研 究 的 可 行 性，并 对

４种试剂盒进行特异性、灵敏度、准确度的验证，旨在为准

确高效的全面筛 检５种 致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌 提 供 参 考，提

高检验质量水平。

１　材料和方法

１．１　材料与仪器设备

Ｃｈｅｌｅｘ－１００提取液：宝生物工程（大连）有限公司；

ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ和预混合Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（２×）：

宝生物工程（大连）有限公司；

脑心浸液培 养 基、平 板 计 数 琼 脂、肠 道 增 菌 肉 汤 等：

北京陆桥技术股份有限公司；

引物和探针：生工生物工程（上海）股份有限公司；

５种致泻大肠 埃 希 氏 菌 多 重 普 通ＰＣＲ检 测 试 剂 盒：

北京卓诚惠生生物公司；

猪肉和牛奶：市售；

冷冻离 心 机：Ｆｒｅｓｃｏ　１７型，美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技

公司；

漩涡混匀器：ＭＸ－Ｓ型，美国赛洛捷克公司；

实时荧光定量ＰＣＲ仪：７５００Ｆａｓｔ型，美国ＡＢＩ公司；

凝胶成像系统：ＣｈｅｍｉＤｏｃ　ＸＲＳ＋ 型，美国伯乐公司；

试验所用标准储备菌株：美国菌株保存中心（ＡＴＣＣ）或

中国工业微生物菌种保藏管理中心（ＣＩＣＣ）菌种库（见表１）。

表１　试验所用菌株

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

菌株名称 菌种库编号 携带毒力基因

ＥＰＥＣ　 ＣＩＣＣ２４１８９　 ｅｓｃＶ 或ｅａｅ、ｂｆｐＢ

ＳＴＥＣ　 ＣＩＣＣ１０６７０　 ｅｓｃＶ 或ｅａｅ、ｓｔｘ１、ｓｔｘ２Ａ

ＥＨＥＣ　 ＣＩＣＣ２４１８７　 ｅｓｃＶ 或ｅａｅ、ｓｔｘ１、ｓｔｘ２Ａ

ＥＴＥＣ　 ＣＩＣＣ１０６６７　 ｌｔ、ｓｔＩａ、ｓｔＩｂ

ＥＩＥＣ　 ＣＩＣＣ２４１８８　 ｉｎｖＥ 或ｉｐａＨ

ＥＡＥＣ　 ＣＩＣＣ２４１８６　 ａｓｔＡ、ａｇｇＲ、ｐｉｃ

大肠埃希氏Ｏ１５７：Ｈ７ ＦＳＣＣ１４９０１５　ｅｓｃＶ

沙门氏菌 ＡＴＣＣ１４０２８ ／

副溶血性弧菌 ＡＴＣＣ１７８０２ ／

单增李斯特氏菌 ＡＴＣＣ１９１１５ ／

阪崎肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９４４ ／

１．２　引物和探针的设计与合成

肠道致病 性 大 肠 埃 希 氏 菌（ＥＰＥＣ）的 毒 力 基 因 为

ｅｓｃＶ／ｅａｅ、ｂｆｐＢ，产志贺 毒 素 大 肠 杆 菌（ＳＴＥＣ）和 肠 道 出

血性 大 肠 埃 希 氏 菌（ＥＨＥＣ）的 毒 力 基 因 为ｅｓｃＶ／ｅａｅ、

ｓｔｘ１、ｓｔｘ２Ａ，产肠毒素大肠 埃 希 氏 菌（ＥＴＥＣ）的 毒 力 基 因

为ｌｔ、ｓｔＩａ、ｓｔＩｂ，肠道侵袭性大肠埃希氏菌（ＥＩＥＣ）的毒力

基因为ｉｎｖＥ／ｉｐａＨ，肠 道 聚 集 性 大 肠 埃 希 氏 菌（ＥＡＥＣ）

的毒力基因为ａｓｔＡ、ａｇｇＲ、ｐｉｃ（见表１）；首先在 ＮＣＢＩ中

查找 出ｅｓｃＶ、ｂｆｐＢ、ｓｔｘ１、ｓｔｘ２Ａ、ｌｔ、ｓｔＩａ、ｓｔＩｂ、ｉｎｖＥ、

ａｓｔＡ、ａｇｇＲ 和ｐｉｃ的 多 个ｇｅｎｅｂａｎｋ序 列 号 的 基 因 序 列，

通过Ｇｅｎｂａｎｋ软件和ＢＬＡＳＴ软件进行序列同源性分析，

确定各毒力基因的保守区域，采用Ｐｒｉｍｅｒ　Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０和

ＤＮＡｓｔａｒ软件 在 各 自 保 守 区 域 中 设 计 引 物 与 探 针（见

表２），将设计好的引物 和 探 针 委 托 生 工 生 物 工 程（上 海）

股份有限公司进行人工合成。

１．３　模板制备

１．３．１　菌种活化和计数　将５种致泻大肠埃希氏菌和食

品 中 常 见 致 病 菌 的 标 准 储 备 菌 株 在ＢＨＩ培 养 基 中 培 养
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表２　５种致泻大肠埃希氏毒力基因的引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ　２　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｐｒｏｂｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｉｖｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ　ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

５种致泻

大肠埃希氏
毒力基因 引物和探针序列

ＥＰＥＣ与

ＳＴＥＣ／ＥＨＥＣ
（１号）

ｅｓｃＶ

ｂｆｐＢ

ｓｔｘ１

ｓｔｘ２Ａ

Ｆ：ＣＣＡＣＡＡＴＣＣＴＧＴＴＧＡＴＴＡＣＧＡＣＧＴＴ　 Ｒ：ＴＡＣＣＧＡＡＧＧＡＧＴＡＡＡＴＡＡＴＧＴＣＡＣＣＣ

Ｔ：ＦＡＭ－ＴＧＣＧＣＣＴＧＴＣＧＣＴＣＡＧＴＧＴＴＡＧＴＡＣＡＡＣ－ＢＨＱ１

Ｆ：ＴＧＧＧＣＴＣＴＧＴＴＴＣＡＡＣＣＴＣＡＡ　 Ｒ：ＣＧＴＴＣＣＣＡＴＴＣＡＧＡＴＡＴＣＣＴＧＴＡＡ

Ｔ：ＣＹ５－ＣＧＧＣＡＡＣＡＡＧＣＧＧＣＡＣＣＣＣ－ＢＨＱ３

Ｆ：ＴＣＧＣＣＡＴＴＣＧＴＴＧＡＣＴＡＣＴＴＣＴＴ　 Ｒ：ＡＡＣＡＴＣＧＣＴＣＴＴＧＣＣＡＣＡＧＡ

Ｔ：ＲＯＸ－ＣＧＣＡＴＡＧＣＧＧＡＡＣＣＴＣＡＣＴＧＡＣＧＣ－ＢＨＱ２

Ｆ：ＧＴＧＴＣＧＣＡＧＣＧＣＴＧＧＡＡ　 Ｒ：ＡＡＣＧＣＣＡＧＡＴＡＴＧＡＴＧＡＡＡＣＣＡ

Ｔ：ＪＯＥ－ＴＴＣＣＧＧＡＡＴＧＣＡＡＡＴＣＡＧＴＣＧＴＣＡＣＴＣ－ＢＨＱ１

ＥＩＥＣ（２号）

ｉｐａＨ

ｉｎｖＥ

Ｆ：ＧＡＴＴＡＡＣＣＴＣＴＴＣＧＣＣＧＧＡＣＴＡＣ　 Ｒ：ＧＧＡＡＣＣＡＴＧＣＴＧＴＣＡＣＧＧＣ

Ｔ：ＦＡＭ－ＣＧＧＣＣＣＧＣＡＧＡＴＴＴＡＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＡＧＴＧ－ＢＨＱ１

Ｆ：ＣＴＴＴＣＡＧＧＣＡＧＣＡＡＧＣＧＴＴＣＣＡＣＡＧＧＡ　 Ｒ：ＣＧＣＧＣＧＡＡＡＧＴＣＡＣＴＣＧＴ

Ｔ：ＪＯＥ－ＡＧＡＧＡＴＴＣＡＴＴＡＧＣＣＴＴＴＴＣＡＡＧＴＣＣＴＴ－ＢＨＱ１

ＥＴＥＣ（３号）

ｌｔ

ｓｔＩａ

ｓｔＩｂ

Ｆ：ＡＧＴＧＧＡＡＡＣＡＴＡＴＣＣＧＴＣＡＴＣＡＴＡＴＣＴ　Ｒ：ＧＧＣＡＴＡＡＴＧＡＧＴＡＣＴＴＣＧＡＴＡＧＡＧＧＡＡ

Ｔ：ＦＡＭ－ＣＡＡＡＧＣＣＧＧＴＴＴＧＴＧＴＴＣＣＴＣＴＣＧＣ－ＢＨＱ１

Ｆ：ＣＴＣＣＣＣＴＣＴＴＴＴＡＧＣＣＡＧＡＡＡＧ　 Ｒ：ＧＣＴＣＴＧＴＣＡＣＴＡＧＡＡＴＴＴＡＡＴＡＡＣＡＴＧＧ

Ｔ：ＪＯＥ－ＡＧＣＡＣＡＧＧＣＡＧＧＡＴＴＡＣＡＡＣＡＡＡＧＴＴＣＡＣＡＧＣＡＧ－ＢＨＱ１

Ｆ：ＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＧＡＣＴＡＡＧＡ　 Ｒ：ＣＣＴＴＧＣＣＴＴＣＣＧＣＴＡＡＣＡＣＴ

Ｔ：ＲＯＸ－ＴＧＡＡＡＧＴＣＣＴＣＣＡＣＡＣＡＣＣＣＧＧＴＧＡ－ＢＨＱ２

ＥＡＥＣ（４号）

ａｓｔＡ

ａｇｇＲ

ｐｉｃ

Ｆ：ＣＣＧＧＡＴＧＣＣＡＴＣＡＡＣＡＣＡ　 Ｒ：ＧＣＡＣＣＡＴＡＴＧＣＡＣＧＡＴＧＣＡ

Ｔ：ＦＡＭ－ＡＴＡＴＣＣＧＡＡＧＧＣＣＣＧＣＡＴＣＣＡＧＴＴ－ＢＨＱ１

Ｆ：ＣＣＡＴＴＴＡＴＣＧＣＡＡＴＣＡＧＡＴＴＡＡＧＣＡＧ　 Ｒ：ＣＧＧＡＣＡＡＣＴＧＣＡＡＧＣＡＴＣＴＡＣ

Ｔ：ＪＯＥ－ＧＣＧＡＴＡＣＡＴＴＡＡＧＡＣＧＣＣＴＡＡＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＧＡＴＧＡ－ＢＨＱ１

Ｆ：ＴＡＣＣＣＧＴＧＧＡＧＣＡＣＡＴＧＣＴ　 Ｒ：ＣＧＴＧＴＣＡＧＡＣＣＣＧＡＴＧＧＴＡＡ

Ｔ：ＲＯＸ－ＴＣＡＴＧＣＣＴＣＴＧＣＧＧＣＧ　ＴＣＡＡＣＡ－ＢＨＱ２

　　Ｆ为上游引物，Ｒ为下游引物，Ｔ为探针，ＦＡＭ、ＲＯＸ、ＪＯＥ和ＣＹ５为荧光基团，ＢＨＱ１、ＢＨＱ２和ＢＨＱ３为淬灭基团。

（见表１），取１ｍＬ培 养２４ｈ后 的 菌 液 提 取 核 酸，另 取

１ｍＬ菌液 逐 级 稀 释 至１０－９，选 择４个 稀 释 度（１０－６、

１０－７、１０－８和１０－９）分别吸取１ｍＬ在ＰＣＡ平板中３６℃
培养生长２ｄ后计数。

１．３．２　核酸提取　取１ｍＬ已活化的菌液至１．５ｍＬ离心

管中，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离 心３ ｍｉｎ。弃 上 清，加 入５％的

Ｃｈｅｌｅｘ－１００提取液３０μＬ，震荡 混 匀，煮 沸１０ｍｉｎ后 立 刻

放入冰上，１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ后取上清扩增待用或

放入－２０℃冰箱备用。

１．４　实时荧光ＰＣＲ扩增体系建立

根据致泻大肠埃希氏菌携带 的 毒 力 基 因 及 其 探 针 的

荧光报告基团，设计４组 反 应 体 系 对５种 致 泻 大 肠 杆 菌

进行实时荧光ＰＣＲ扩增和 分 型，其 中１号 反 应 体 系 检 测

ＥＰＥＣ、ＳＴＥＣ、ＥＨＥＣ，扩 增ｅｓｃＶ、ｂｆｐＢ、ｓｔｘ１和ｓｔｘ２Ａ 基

因；２号 反 应 体 系 检 测ＥＩＥＣ，扩 增ｉｐａＨ 和ｉｎｖＥ 基 因，

３号反应体系检测ＥＴＥＣ，检 测ｌｔ、ｓｔＩａ和ｓｔＩｂ基 因，４号

反应体系检测ａｓｔＡ、ａｇｇＲ 和ｐｉｃ基因。

实时荧光ＰＣＲ反 应 体 系（２５μＬ）：Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ（２×）１２．５μＬ、上 下 游 引 物（１０－５　ｍｏｌ）各１μＬ、菌 株

ＤＮＡ模板２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ　８．５μＬ；实时荧光ＰＣＲ扩增条件

为：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，６０℃退火３４ｓ，４０个

循环。

１．５　特异性分析

取１ｍＬ已活化的 沙 门 氏 菌、副 溶 血 性 弧 菌、单 增 李

斯特氏菌、阪崎肠 杆 菌 菌 液，按１．３．２中 的 方 法 进 行 提 取

核酸。使用本研究建立的４组实时荧光ＰＣＲ扩增体系对

此４种常见的食源性致病菌的基因组ＤＮＡ进行检测，Ｃｔ
值报告 为“Ｕｎｄｅｔ”或 无 明 显 的“Ｓ”型 扩 增 曲 线，判 定 为

阴性。

１．６　灵敏度分析

将已 计 数 的５种 致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌 进 行１０倍 梯 度

稀释，取１ｍＬ稀释液，按１．３．２中 的 方 法 进 行 提 取 核 酸，
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使用本研究建立的４组实时荧光ＰＣＲ扩增体系对各梯度

稀释液的核酸 进 行 检 测，当 检 测 体 系 的Ｃｔ值＜３５．０时，

有荧光信号检出，并 出 现 典 型 的“Ｓ”扩 增 曲 线，判 定 为 阳

性；当３５．０≤Ｃｔ值≤４０．０时，且有典型的“Ｓ”扩增曲线时，

则需重复试验。再次 扩 增 后 检 测 体 系 的Ｃｔ值 仍≤３５．０，

判定为阳性。当再次扩增后，检测体系Ｃｔ值＞３５．０，或无

典型的扩增曲线，则判定为阴性。

１．７　与商品化ＰＣＲ试剂盒对比分析

将本研究中检测为阳性的５种 致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌 使

用商品化ＰＣＲ试剂盒进行 同 步 对 比，分 析２种 方 法 的 检

测结果一致性。

１．８　大量样本验证

将本单位抽查和委托本 单 位 检 验 的４０例 肉 类、奶 产

品、动物腹泻物和人工污染样品，分 别 使 用 本 研 究 建 立 的

４组实时荧光ＰＣＲ扩 增 体 系 和 商 品 化ＰＣＲ试 剂 盒 进 行

同步检测，分析２种方法的检 测 结 果，统 计 阳 性 符 合 率 和

阴性符合率。

１．９　数据分析

测得的 试 验 数 据 以（Ｘ±Ｓ）来 表 示，以 Ｅｘｃｅｌ进 行

分析。

２　结果与分析

２．１　检测５种致泻大肠埃希氏菌标准储备菌株的结果

设计大肠埃希氏的内参基因ｕｉｄＡ 的引物探针，上游

引 物 为 ＡＣＴＡＴＧＣＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＣＧＣ，下 游 引 物 为

ＣＡＡＣＡＧＡＣＧＣＧＴＧＧＴＴＡＣＡＧＴ，探 针 为 ＲＯＸ－ＧＴＡ－
ＡＴＧＣＴＣＴＡＣＡＣＣＡＣＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＴ－ＢＨＱ２，按１．４配

制反 应 体 系，ＡＢＩ　７５００Ｆａｓｔ仪 器 中 检 测，结 果 显 示

（图１），６种 致 泻 大 肠 埃 希 氏 的 标 准 储 备 菌 株 的 内 参

ｕｉｄＡ 基因均有明显的“Ｓ”型扩增曲线，并且Ｃｔ值 基 本 一

致，均位于１５～３５［２２］，说 明 提 取 的５种 致 泻 大 肠 埃 希 氏

核酸质量良好，可保障后续试验的有效性。

图１　大肠埃希氏菌内参基因ｕｉｄＡ 的扩增图谱

Ｆｉｇｕｒｅ　１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｕｉｄＡｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

２．２　检测５种致泻大肠埃希氏标准储备菌株毒力基因的

结果

　　将人工合成 的１２对 毒 力 基 因 的 引 物 和 探 针 组 合 至

４种反应体系中，对５种 大 肠 埃 希 氏 菌 的 核 酸 进 行 检 测，

检测结果 显 示（图２）：ＥＰＥＣ与ＥＨＥＣ的４种 毒 力 基 因

ｓｔｘ１、ｓｔｘ２Ａ、ｂｆｐＢ 和ｅｓｃＶ；ＥＡＥＣ的３种毒力基因ａｓｔＡ、

ａｇｇＲ 和ｐｉｃ；ＥＩＥＣ的２种毒力基因ｉｎｖＥ 和ｉｐａＨ；ＥＴＥＣ
的３种毒力基因ｌｔ、ｓｔＩａ和ｓｔＩｂ均有明显的“Ｓ”型 扩 增 曲

线，且Ｃｔ值均位于１５～３５，说 明４个 反 应 体 系 对５种 致

泻大肠埃希氏菌核酸检测效果非常好。

２．３　检测４种试剂盒的特异性试验

使用本研究 建 立 的 检 测 方 法 对 常 见 食 源 性 致 病 菌：

沙门氏菌、副溶血性弧菌、单增 李 斯 特 氏 菌 和 阪 崎 肠 杆 菌

的核酸进行检测，结果显示（表３），沙门氏菌、副溶血性弧

菌、单增李斯特氏菌和阪崎肠 杆 菌 中 均 检 测 为 阴 性，说 明

使用本研究建立的５种致泻大肠 埃 希 氏 菌 的 检 测 方 法 特

异性强。大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７血 清 型 是ＥＨＥＣ一 种 代 表

菌株，其携带ＥＨＥＣ的毒 力 基 因ｅｓｃＶ，表３显 示ｅｓｃＶ 基

因的检测结果为 阳 性，进 一 步 验 证 了 本 方 法 的 有 效 性 和

特异性。

２．４　检测４种试剂盒的灵敏度试验

对不 同 浓 度 的５种 致 泻 大 肠 杆 菌 进 行 检 测，结 果 见

图３和表４，肠道致病 大 肠 埃 希 氏 菌（ＥＰＥＣ）的 检 测 范 围

为１０６～１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，检测限１０２　ＣＦＵ／ｍＬ；产志贺 毒 素

大肠 埃 希 氏 菌（ＳＴＥＣ）和 肠 道 出 血 性 大 肠 埃 希 氏 菌

（ＥＨＥＣ）的 检 测 范 围 为 １０６ ～１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，检 测 限

１０２　ＣＦＵ／ｍＬ；产肠 毒 素 大 肠 埃 希 氏 菌（ＥＩＥＣ）的 检 测 范

围为１０６～１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，检 测 限１０２　ＣＦＵ／ｍＬ肠 道 致 病

大肠埃希氏菌（ＥＴＥＣ）的检测范围为１０６～１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，

检测限１０２　ＣＦＵ／ｍＬ；肠道致病 大 肠 埃 希 氏 菌（ＥＡＥＣ）的

检测１０８～１０４　ＣＦＵ／ｍＬ，检 测 限１０４　ＣＦＵ／ｍＬ，表 明 对

５种致泻大肠埃希氏菌检测的灵敏度均较高。

　　将不同浓度的菌液进行扩增，４种试剂盒的扩增曲线

见图３，当 菌 液 浓 度＜１０ＣＦＵ／ｍＬ时，ｅｓｃＶ、ｂｆｐＢ、ｓｔｘ１、

ｉｐａＨ 和ｉｎｖＥ 基 因 均 无 扩 增 曲 线；当 菌 液 浓 度 ＜

１０２　ＣＦＵ／ｍＬ时，ａｇｇＲ 基 因 无 扩 增 曲 线；当 菌 液 浓 度＜

１０３　ＣＦＵ／ｍＬ时，ａｓｔＡ 和ｐｉｃ也 无 扩 增 曲 线，表 示 此 时 的

菌液浓 度 已 超 出 了 方 法 的 检 出 限。因 此，ｅｓｃＶ、ｂｆｐＢ、

ｓｔｘ１、ｉｐａＨ 和ｉｎｖＥ 基 因 的 检 出 限 是１０ＣＦＵ／ｍＬ；ａｇｇＲ
基因的检出限是１０２　ＣＦＵ／ｍＬ；ａｓｔＡ 和ｐｉｃ基因的检出限

是１０３　ＣＦＵ／ｍＬ；而ｓｔｘ２Ａ、ｉｐａＨ 和ｓｔＩｂ 基 因，菌 液 浓

度＜１０２　ＣＦＵ／ｍＬ时 还 可 观 察 到 扩 增 曲 线，且 线 形 较 好

（见表４）。

２．５　４种试剂盒与普通ＰＣＲ法的试剂盒比对试验

根据ＧＢ　４７８９．６—２０１６标准使用多重普通ＰＣＲ检测
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图２　５种致泻大肠埃希氏菌携带毒力基因的扩增图谱

Ｆｉｇｕｒｅ　２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｆｉｖｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

表３　各标准储备菌株毒力基因检测结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｐｌｉｆｙ　ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｒｅｓｅｒｖｅ　ｓｔｒａｉｎ

菌株名称 ｅｓｃＶ　 ｂｆｐＢ　 ｓｔｘ１ ｓｔｘ２Ａ　 ｉｐａＨ　 ｉｎｖＥ　 ｌｔ　 ｓｔＩａ　 ｓｔＩｂ　 ａｓｔＡ　 ａｇｇＲ　 ｐｉｃ

ＥＰＥＣ ＋ ＋ － － － － － － － － － －

ＳＴＥＣ ＋ － ＋ ＋ － － － － － － － －

ＥＨＥＣ ＋ － ＋ ＋ － － － － － － － －

ＥＩＥＣ － － － － ＋ ＋ － － － － － －

ＥＴＥＣ － － － － － － ＋ ＋ ＋ － － －

ＥＡＥＣ － － － － － － － － － ＋ ＋ ＋

大 肠 埃 希 氏

Ｏ１５７：Ｈ７
＋ － － － － － － － － － － －

沙门氏菌 － － － － － － － － － － － －

副溶血性弧菌 － － － － － － － － － － － －

单增李斯特氏菌 － － － － － － － － － － － －

阪崎肠杆菌 － － － － － － － － － － － －

　　“＋”表示扩增出曲线；“－”表示没有扩增出曲线。
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图３　４个试剂盒在不同菌液浓度下的扩增图谱

Ｆｉｇｕｒｅ　３　Ｆｏｕｒ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｋｉｔｓ　ｗｅｒｅ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ａｎａｌｙｚｅ　ｔｈｅ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒａ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

表４　毒力基因在不同菌液浓度下的Ｃｔ值

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｔ　ｖａｌｕｅｓ　ｏｆ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｆｌｕｉｄ

浓度／（ＣＦＵ·ｍＬ－１） ｅｓｃＶ　 ｂｆｐＢ　 ｓｔｘ１ ｓｔｘ２Ａ　 ｉｐａＨ　 ｉｎｖＥ

１０８ ／ ／ ／ ／ ／ ／

１０７ ／ ／ １８．５±０．４４　 １８．１±０．１７ ／ ／

１０６　 １６．３±０．２０　 １７．６±０．３６　 ２２．１±０．５６　 ２１．４±０．７２　 １６．９±０．１７　 １９．１±０．５３

１０５　 １９．１±０．４６　 ２０．４±０．７０　 ２５．６±０．９６　 ２４．９±０．５３　 ２０．２±０．１０　 ２２．３±０．４４

１０４　 ２２．８±０．６２　 ２４．２±０．７８　 ２９．５±０．５３　 ２９．０±０．５６　 ２３．７±０．４４　 ２６．６±０．１７

１０３　 ２６．６±０．３０　 ２９．５±０．５３　 ３２．４±０．６２　 ３０．３±０．２６　 ２６．７±０．４６　 ２９．７±０．７２

１０２　 ３１．１±０．７２　 ３３．１±０．５６　 ３５．８±０．８９　 ３４．１±０．３６　 ２９．９±０．９６　 ３４．５±０．２６

１０ ／ ／ ／ ３５．５±０．６１　 ３２．６±０．３６ ／

浓度／（ＣＦＵ·ｍＬ－１） ｌｔ　 ｓｔＩａ　 ｓｔＩｂ　 ａｓｔＡ　 ａｇｇＲ　 ｐｉｃ

１０８ ／ ／ ／ １６．４±０．１０　 １９．４±０．１７　 １７．７±０．１７

１０７ ／ ／ ／ １９．４±０．２６　 ２２．８±０．２６　 ２１．０±０．６１

１０６　 １８．７±０．３５　 １６．８±０．８７　 １６．６±０．２６　 ２４．５±０．６６　 ２４．０±０．５６　 ２５．２±０．２６

１０５　 ２１．７±０．３５　 ２０．０±０．４０　 １９．５±０．３５　 ２９．１±０．１７　 ２６．９±０．６９　 ２９．１±０．２０

１０４　 ２５．０±０．２６　 ２３．６±０．５３　 ２３．２±０．２６　 ３２．６±０．１７　 ２８．１±０．５０　 ３２．３±０．１７

１０３　 ２９．１±０．１７　 ２７．４±０．６１　 ２６．６±０．１７ ／ ３２．４±０．５２ ／

１０２　 ３２．１±０．３５　 ３１．５±０．３６　 ３１．１±０．３０ ／ ／ ／

１０ ／ ／ ３５．１±０．１７ ／ ／ ／
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试剂盒对５种致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌 致 病 菌 进 行 检 测，结 果

均为阳性（图４），说 明 本 研 究 建 立 的 方 法 检 测 结 果 与ＧＢ

４７８９．６—２０１６标 准 中 多 重 普 通 ＰＣＲ检 测 的 结 果 一 致。

根据ＧＢ　４７８９．６—２０１６标准使用多重普通ＰＣＲ检测试剂

盒将５种致泻大肠埃希氏菌致病菌 的 所 有 毒 力 基 因 电 泳

跑胶出相应的ＤＮＡ条带（见 图４），在 整 个 过 程 中 耗 时 较

长、操作较繁琐，也进一步验证 了 设 计 的４种 试 剂 盒 毒 力

基因的扩增结果与多重普通ＰＣＲ检测试剂盒相一致。

２．６　对污染较严重和人工污染样品进行检测

对抽查和委托检验的肉 类、奶 的 样 品，以 及 动 物 腹 泻

物和人工污染样品 等４０份 样 品 用 人 工 合 成 的４种 试 剂

盒法 和 商 品 化 的 多 重 普 通ＰＣＲ检 测 试 剂 盒 分 别 进 行 检

测，结 果 显 示２种 方 法 的 结 果 相 一 致，进 一 步 表 明 建 立 的

图４　５种致泻大肠埃希氏菌多重普通ＰＣＲ
检测试剂盒图谱

Ｆｉｇｕｒｅ　４　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃｏｍｍｏｎ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔｓ　ｗｅｒｅ　ｕｓｅｄ　ｔｏ

ｄｅｔｅｃｔ　ｆｉｖｅ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

表５　不同的方法对样品的检测结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｉｎ　ａ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｗａｙ

样品种类 样品数
４种试剂盒（探针法）

阳性 阴性

ＧＢ　４７８９．６—２０１６（普通ＰＣＲ）

阳性 阴性

猪肉　　　 １０　 ０　 １０　 ０　 １０

牛奶　　　 １０　 ０　 １０　 ０　 １０

动物排泄物 １０　 １　 ９　 １　 ９

人工污染　 １０　 １０　 ０　 １０　 ０

４种试剂盒方法操作简便、特异性强、灵敏度高，具有良好

的实用性。

３　结论

本研究采用ＴａｑＭａｎ探 针 技 术 的 多 重ＰＣＲ技 术，针

对５种致泻大肠 埃 希 氏 菌 的 保 守 序 列，设 计 并 合 成 了 相

关１２对特异性的毒力基因的 引 物 与 荧 光 探 针，根 据 设 计

的条件和原理建立了４种ＰＣＲ扩 增 试 剂 盒，采 用 四 色 荧

光ＰＣＲ技术在全封闭的扩增体系中对５种致泻大肠埃希

氏菌检测，其中１号试剂盒包括ＥＰＥＣ与ＥＨＥＣ两种菌，

２号试剂盒包括ＥＩＥＣ；３号 试 剂 盒 包 括ＥＴＥＣ；４号 试 剂

盒包括ＥＡＥＣ。４种 试 剂 盒 不 仅 可 以 单 独 检 测１种 致 泻

大肠埃希氏菌，也可以同时检 测５种 致 泻 大 肠 埃 希 氏 菌，

检测 的 灵 敏 度 最 高 达 到１０ＣＦＵ／ｍＬ，检 测 范 围 达 到

１０８～１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，说明该方法有 较 高 的 灵 敏 度；使 用 本

研究建立的检测 方 法 对 常 见 食 源 性 致 病 菌 进 行 检 测，结

果显示常见的食源性致病菌均 检 测 为 阴 性，无 扩 增 曲 线，

只有５种致泻大 肠 埃 希 氏 菌 和 大 肠 埃 希 氏 Ｏ１５７：Ｈ７有

扩增曲线，说明使 用 本 研 究 建 立 的 检 测 方 法 有 较 强 的 特

异性；对抽查和委托检验的４０份 样 品 用 该 方 法 和 商 品 化

的多重普 通ＰＣＲ检 测 试 剂 盒 分 别 进 行 检 测，结 果 显 示

２种方法的结果相一致，进一步表明该方法具有较高的准

确度；并且可以降 低 检 测 成 本，减 轻 工 作 量，避 免 致 癌 物

给工作人员带来的危害。

本研究克服 了 以 往 常 规 检 测 中 选 择 性 分 离、生 化 鉴

定和血清学鉴定中的试验周 期 耗 时 较 长、操 作 较 繁 琐、人

为因素干扰等造 成 检 测 结 果 不 确 定 和 漏 检 的 缺 点；也 克

服了使用普通ＰＣＲ中 配 制 扩 增 体 系 繁 多、跑 凝 胶 电 泳、

操作较繁琐和引物特异性 不 高 等 缺 点；ｕｉｄＡ 基 因 为 大 肠

埃希氏菌特异性基 因［２３］，可 以 作 为 初 筛 去 除 很 多 不 含 大

肠埃希氏的样品。但是在使用４种 试 剂 盒 研 究 其 特 异 性

时，选取的食源性致病菌种类 较 少，涉 及 的 菌 种 数 量 面 不

够广泛；使用４种 试 剂 盒 对 污 染 较 严 重 和 人 工 污 染 样 品

进行检测时，对检测的样品量 不 够，还 需 再 多 的 搜 集 相 关

样品进行检测来 验 证４种 试 剂 盒 的 准 确 性，拓 展 它 们 的

实用性；在多重反 应 中 对 每 对 引 物 和 探 针 的 浓 度 比 列 会

对灵敏度产生影响，系统地优 化 反 应 体 系，可 以 在 增 菌 液

中目的菌不多或 者 提 取 的 核 酸 模 板 量 不 多 的 情 况 下，也

可以很准确地检测出来，从而提高阳性检出率［２４］。
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２００７，１７（５）：９４５－９４６．
［２］燕勇，吉季梅，张建平．致泻 大 肠 埃 希 菌 实 验 室 检 测 工 作 的

探讨与分析［Ｊ］．中国卫生检验，２００７，１７（１０）：１　８９５－１　８９６．
［３］陈芳，陈云，杨林，等．双重ＰＣＲ检测猪产肠毒素性大肠埃

希菌耐热 肠 毒 素 基 因［Ｊ］．黑 龙 江 畜 牧 兽 医，２０１０（１１）：
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安全与检测ＳＡＦＥＴＹ　＆ＩＮＳＰＥＣＴＩＯＮ 总第２１１期｜２０１９年５月｜



１２３－１２４．
［４］丁琦．八种不同血 清 型 肠 出 血 性 大 肠 埃 希 氏 菌 多 重ＰＣＲ检

测方法的建立及应用［Ｄ］．广州：华南理工大学，２０１７．
［５］张铁男，李继昌，鲁成武，等．３种致泻性大肠埃希氏菌多重

ＰＣＲ检测方法的研究［Ｊ］．中国兽医，２００７，４３（９）：１７－１９．
［６］秦小玄，朱朝敏．致泻性大肠杆菌的流行及耐药现状［Ｊ］．儿

科药学，２００８，１４（２）：６１－６４．
［７］陈小玲．与Ｏ１群霍乱弧菌多价血清交叉凝集 的 肠 道 产 毒 性

大肠埃希氏菌的鉴定［Ｊ］．医学 动 物 防 制，２０１５（１１）：１　２８９－

１　２９０．
［８］姚栋，张如胜，欧新华．多重ＰＣＲ快速检测３种致泻性大肠埃

希菌方法的建立［Ｊ］．国际检验医学，２０１５（８）：１　０３２－１　０３３．
［９］李红，陈松，周汉洪，等．致泻性大肠埃希菌２种检测方法的

比较［Ｊ］．现代预防医学，２０１５，４２（２０）：３　７７７－３　７７９．
［１０］劳希，梁炳健，林静梅．多重实时荧光ＰＣＲ检测食品中致

泻性大肠埃希菌［Ｊ］．中国城乡企业卫生，２０１７（１２）：２８－３１．
［１１］ＧＵＩＯＮ　Ｃ　Ｅ，ＯＣＨＯＡ　Ｔ　Ｊ，ＷＡＬＫＥＲ　Ｃ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｅｔｅｃ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｂｙ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｍｅｌｔｉｎｇ－

ｃｕｒｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ

Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００８，４６（５）：１　７５２－１　７５７．
［１２］ＷＥＳＴ　Ｄ　Ｍ，ＳＰＲＩＮＧＩＮＧＳ　Ｋ　Ａ，ＣＡＳＳＡＲ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｒａｐｉｄ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｇｅｎｅｓ　ｕｓｉｎｇ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ　ａｓｓａｙｓ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｉ－

ｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００７，１２２（３）：３２３－３３１．
［１３］ＹＡＮＧ　Ｊｉ－ｒｏｎｇ，ＷＵ　Ｆａｎｇ－ｔｚｙ，ＴＳＡＩ　Ｊｉｎ－ｌａｉ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｏｍｐａｒ－

ｉｓｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｏ　ｓｅｒｏｔｙｐｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ

ｔｏ　ｉｄｅｎｔｉｆｙ　ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｉｎ　Ｔａｉｗａｎ［Ｊ］．Ｊ　Ｃｌｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，４５（１１）：３　６２０－３　６２５．
［１４］ＰＥＲＳＳＯＮ　Ｓ，ＯＬＳＥＮ　Ｋ　Ｅ　Ｐ，ＳＣＨＥＵＴＺ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｍｅｔｈ－

ｏｄ　ｆｏｒ　ｆａｓｔ　ａｎｄ　ｓｉｍｐｌｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍａｊｏｒ　ｄｉａｒｒｈｏｅａｇｅｎｉｃ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｏｕｔｉｎｅ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ［Ｊ］．

Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｎｆｅｃｔ，２００７，１３（５）：５１６－５２４．

［１５］金玉娟，陈应坚，刘渠，等．多重实时荧光ＰＣＲ检测三种致

泻性大肠埃希菌和志 贺 菌 方 法 的 建 立［Ｊ］．中 国 卫 生 检 验，

２０１３（１）：１０３－１０８．
［１６］金玉娟，刘渠，陈应坚，等．四种致泻性大肠埃希氏菌实验

室检 测 研 究 进 展 ［Ｊ］．中 国 热 带 医 学，２０１１，１１（１）：

１１６－１１８．
［１７］朱惠芳，黄巧萍．１株 与 志 贺 氏 菌 生 化 相 似、抗 原 相 同 的 大

肠埃希氏菌［Ｊ］．实用检验医师，２０１４，６（４）：２５６－２５８．
［１８］ＹＯＵＭＡＮＳ　Ｂ　Ｐ，ＡＪＡＭＩ　Ｎ　Ｊ，ＪＩＡＮＧ　Ｚｈｉ－ｄｏｎｇ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｅ－

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ａｃｃｕｒａｃｙ　ｏｆ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　Ｐｏｌｙ－

ｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ （ＥＴＥＣ）Ｈｅａｔ

Ｌａｂｉｌｅ　ａｎｄ　Ｈｅａｔ　Ｓｔａｂｌｅ　Ｔｏｘｉｎ　Ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　Ｔｒａｖｅｌｅｒｓ＇Ｄｉａｒｒｈｅａ

Ｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒｏｐｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　＆ Ｈｙ－

ｇｉｅｎｅ，２０１４，９０（１）：１２４－３２．
［１９］ＦＩＡＬＨＯ　Ｏ　Ｂ，ＤＥ　ＳＯＵＺＡ　Ｅ　Ｍ，ＤＥ　Ｂ　Ｄ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｅｔｅｃ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉａｒｒｈｅａｇｅｎｉｃ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｔｗｏ－ｓｙｓｔｅｍ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ－ＰＣＲ　ｐｒｏｔｏｃｏｌ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ａｎａｌｙｓｉｓ，２０１３，２７（２）：１５５－１６１．
［２０］赵爱兰，熊衍文，白雪梅，等．鉴定五类致泻性大肠埃希菌

和志贺菌的 多 重ＰＣＲ方 法［Ｊ］．疾 病 监 测，２０１１，２６（１）：

６５－６７．
［２１］张红宇，孟祥晨，姜博，等．Ｔａｑｍａｎ三重实时ＰＣＲ快速检

测原料乳中致泻性大 肠 埃 希 氏 菌［Ｊ］．东 北 农 业 大 学 学 报，

２０１０，４１（１０）：１０８－１１５．
［２２］王娉，袁 飞，杨 海 荣，等．奶 液 模 拟 标 本 中 单 增 李 斯 特 菌

ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检 测 方 法 的 建 立［Ｊ］．卫 生 研 究，２０１１，４０
（６）：７６５－７６８．

［２３］席美 丽，只 帅，王 小 璞，等．食 源 性 大 肠 杆 菌 的 ＰＣＲ检

测［Ｊ］．西北农业学报，２０１１，２０（１２）：１８８－１９１．
［２４］舒畅，姜琛璐，钟慈平，等．三种食源性致病菌多重ＰＣＲ检

测方法的建立［Ｊ］．食品工业科技，２０１４，３５（１２）：４９－５４．

欧盟限制食品中的反式脂肪含量

　　据欧盟官方公报消息，２０１９年４月２５日，欧盟委员会发布（ＥＵ）２０１９／６４９号条例，限 制 食 品 中 反 式 脂 肪 的 含

量。具体修订如下：

在（ＥＣ）１９２５／２００６法规附件ＩＩＩ的Ｂ部分中插入了下表：

受限物质 使用条件 其他要求

动 物 脂 肪 中 天 然 存

在 的 反 式 脂 肪 以 外

的反式脂肪

面向最终 消 费 者 的 食 品 和 面

向零售 的 食 品 中 每１００ｇ脂

肪 中 最 多 含２ｇ人 造 反 式

脂肪

向其他食品经营者供应 非 最 终 消 费 者 食 品 或 非 零 售

食品的食品 经 营 者，应 确 保 向 供 应 的 食 品 经 营 者 提

供反式脂肪 含 量 的 信 息，但 动 物 源 性 脂 肪 中 天 然 存

在的反式脂肪除外，其含量超过２ｇ／１００ｇ。

（来源：ｈｔｔｐ：／／ｎｅｗｓ．ｆｏｏｄｍａｔｅ．ｎｅｔ）
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｜Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５ 王芳妹等：５种致泻大肠埃希氏菌实时荧光定量ＰＣＲ快速检测技术


