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摘 要：筛选 %%6 条炭疽芽胞杆菌（!"#$%%&’ "()*+"#$’）特异序列，经双重特异性验证后得到 %& 条理想的特异序列

（F*CJ,:+ ?:FC9=@.*?），其中 " 条符合设计 29;K9C 探针建立实时定量 LMN 的要求，根据常规 LMN 检测结果选择其中

M$! 片段与炭疽芽胞杆菌毒性质粒 OP$%、OP$# 上的 ,"-.、#",! 基因建立实时定量 LMN 检测体系。经试验证实这一

体系检测灵敏度达到每 LMN 反应 %$ ’ %$$ 个拷贝。利用 %# 种相关菌株评价后获得 %$$Q特异性，对 %$ 份模拟污染

标本和 #$ 份对照标本检测，所有污染标本均被检出，所有对照标本均为阴性。此方法特异、灵敏、高效，在炭疽芽

胞杆菌感染的诊断和环境污染的检测等领域有潜在的应用前景。
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炭疽芽胞杆菌（!"#$%%&’ "()*+"#$’）是引起人类及

动物烈性传染病———炭疽的病原体，由于其致命的

致病力和炭疽芽胞对自然环境强大的抵抗力，炭疽

一直是世界上研究最多分布最广的生物战剂。早期

快速特异地检测空气、土壤、水源以及可疑标本中的

炭疽芽胞杆菌有助于降低感染人群死亡率、切断传染

源、阻断病原更大规模扩散等，具有非常重要的意义。

炭疽芽胞杆菌与自然界中广泛分布的腊样芽胞

杆菌、苏云金芽胞杆菌、枯草芽胞杆菌同属于腊样芽

胞杆菌群，在核酸水平，它们之间最大的区别是炭疽

芽胞杆菌携带两个毒性质粒 OP$% 和 OP$#［%］，但是

质粒并不稳定，容易缺失，转移和突变［#］，因此，在相

对保守染色体上寻找针对炭疽芽胞杆菌的特异序

列，利用这些炭疽芽胞杆菌基因组独有的特异序列

（F*CJ,:+ ?:FC9=@.*?）作为检测靶点建立荧光定量 LMN
检测方法，既可以提高检测特异性又可以克服以往

大部分仅依靠毒性质粒 OP$% 和 OP$# 检测方法的局

限性。尽管已有文献报道了相关染色体特异检测序

列，但后续研究相继证实这些序列的检测灵敏度、特

异性以及速度不够理想［# ’ &］。为了得到新的炭疽芽

胞杆菌染色体特异检测序列，本研究从 %%6 条［%$ ’ %#］

炭疽芽胞杆菌染色体特异序列中筛选出 " 条最优序

列，设计 29;K9C 探针和引物，最终建立了一种快速、

准确、特异定量检测炭疽芽胞杆菌的新方法。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：炭疽芽胞杆菌（ !"#$%%&’ "()*+"#$’）、伤

寒沙 门 菌（ /01+)*&’ )2,*3’&’）、变 形 杆 菌（ !"#$%%&’
,+3)1&’）、大肠杆菌（/’#*1+$#*$" #3%$）、假结核耶尔森菌

（ 41+’$($" ,’1&53)&01+#&%3’$’ ）、铜 绿 假 单 孢 杆 菌

（6’1&5373("’ "1+&-$(3’"）由本实验室保存；炭疽芽胞

杆菌疫苗株购自上海市畜牧兽医站；腊样芽胞杆菌

（!"#$%%&’ #1+1&’ TUK%I!）、苏云金芽胞杆菌（!"#$%%&’
)*&+$(-$1(’$’ TUK%I%#"）、枯 草 芽 胞 杆 菌（ !"#$%%&’
’&0)$%$’ TUK%I%#&）、多粘芽胞杆菌（!"#$%%&’ ,3%2728"
TUK%I4&）、短 小 芽 胞 杆 菌 （ !"#$%%&’ ,&7$%&’
TUK%I%4）、巨 大 芽 胞 杆 菌（ !"#$%%&’ 71-")1+$&7
TUK%I%7）、蕈 样 芽 胞 杆 菌（ !"#$%%&’ 72#3$51’
TUK%I%%7）购自广东省微生物研究所微生物菌种保

藏中心（TUK 编号），所有菌株均经培养鉴定。

!"!"# 主要试剂和仪器：9": )VS 聚合酶（大连宝

生物公司），荧光定量 LMN 试剂盒（上海复星医学诊

断公司），小量质粒提取试剂盒、SW2 克隆试剂盒（上

海 19CFJC 公司），细菌基因组抽提试剂盒（加拿大

X:J5X9?:+ 公司）；SXU(6$$ 型荧光定量 LMN 仪（美国

SXU 公司）、:MH+3*. 荧光定量 LMN 仪（美国 XUY5NS)
公司）、Z:FE=MH+3*. 荧光定量 LMN 仪（瑞士 NYM[8 公



司）、!"#$ 荧光定量 %&’ 仪（深圳匹基公司）、(’)**
紫外分析仪（上海复日公司）。

!"# 基因组 $%& 制备

所有涉及炭疽芽胞杆菌的操作均在生物安全实

验室及生物安全柜内进行。

!"#"! 方 法 #：炭 疽 芽 胞 杆 菌 悬 液 沸 煮 )*+,-，

./**01+,- 离心 2/+,-，收集上清作为粗提标本。

!"#"# 方法 3：炭疽芽胞杆菌悬液 2****01+,- 离心

2+,-，沉淀 4 )*5和 6/5反复冻融，加入 2*+" 78
（2*++9:1" 70,;<=&:，2++9:1" 8>7# ?=@A*）缓冲液重

悬浮，利用 %BC0B［.］报道的方法抽提基因组 >$#，得

到的基因组 >$# 经 *A@D琼脂糖凝胶电泳鉴定，紫

外定量后 4 )*5冻存。

!"#"’ 方法 &：炭疽芽胞杆菌及试验中其它菌株按

3,9<3B;,E 细菌基因组抽提试剂盒说明书抽提基因组

>$#，鉴定及定量方法同前。

!"’ 模拟污染标本的制备

!"’"! 模拟污染土壤：土壤标本随机取自第二军医

大学校园，分别加入系列稀释的炭疽芽胞杆菌悬液，

振荡浑匀后 .5过夜。土壤标本中 >$# 抽提方法参

考文献［2F］的方法进行。

!"’"# 模拟污染生活用水：生活用水标本取自本实

验室，分别加入系列稀释炭疽芽胞杆菌悬液，沸煮

)*+,-，2****01+,- 离 心 2*+,-，取 上 清 作 为 %&’
模板。

!"( 染色体特异性序列的筛选及引物、探针的设计

和合成

选取候选的炭疽芽胞杆菌染色体特异序列共

22G 段［2* H 2)］进行两次筛选。首先利用 $&3I 3"#!7<
C- 比对所有候选序列，筛选出完全符合 JK-3B-L 数

据库中炭疽芽胞杆菌基因组数据的候选序列。序列

入选条件：与 JK-3B-L 中 炭 疽 芽 胞 杆 菌 基 因 组 具

2**D同源性（3"#!7 8<MB:NK O *）；与其它物种尤其

是炭疽芽胞杆菌近源菌种不具有或仅具极低同源性

（3"#!7 8<MB:NK!*A2），符合条件的序列可认为具有

较理想的理论特异性。其次，为了得到适合 7BPQB-
实时定量 %&’ 检测方法目标序列，在满足特异性的

基础上还必须根据 7BPQB- 复合探针和引物的设计

原则，对这些序列进行二次筛选。由于第一次筛选

中得到的部分特异片段长度较短（小于 )**R?），难

以同时找出理想的引物对和探针，根据 JK-3B-L 中

炭疽芽胞杆菌全基因组序列向其 FS和 /S端各延伸

)**R? 得 到 6**R? 左 右 的 加 长 序 列（ KT?B-UKU
;KPNK-EK），并再次利用第一步的筛选方法和入选条

件验证这些加长序列的特异性。经两次筛选后得到

6 段既满足炭疽芽胞杆菌特异性又符合 7BPQB- 探

针和引物设计原则的特异序列（&*2、&*F、&*.、&*6）

或加长序列（&*)、&*/）。利用 V:,W9 6A* 软件人工设

计 6 条序列及 !"#$ 基因、%"!& 基因的 7BPQB- 探针

和引物，所有探针、引物及理论扩增片段序列再经

3"#!7<C- 验证具 2**D特异性之后交由上海生工生

物工程技术服务公司合成。

!") 常规 *+, 及多重 *+,
为了验证新设计引物的特异性，从 6 套引物探

针中选择最优方案用于实时定量检测，将所有 @ 对

引物（&*2 H &*6 片段、!"#$、%"!&）分别与不同浓度、

不同方法抽提的炭疽芽胞杆菌基因组 >$# 及其它

近源菌株基因组 >$# 进行常规 %&’ 反应，经多轮反

应优化条件后选定特异性较好，扩增效果稳定的

&*. 片段用于定量 %&’ 检测方法；在常规 %&’ 基础

上尝试建立基于 &*. 片段与 %"!&、!"#$ 基因的多重

%&’ 检测体系，并且最终得到 &*. 片段与 %"!& 基因

的双重 %&’ 检测体系。常规 %&’ 反应体系：/*!"
反应总体积包括 /!" 2* X %&’ 缓冲液；/!" QW&:)

（)/++9:1"）；*AF!" ’"( >$# 聚 合 酶（/Y1!"）；2!"
U$7%（2*++9:1"）；正、反向引物（2*!+9:1"）各 )!"，

)!" >$# 模板。反应条件：Z/5 /+,-；Z.5 F*;，//5
2+,-，G)5 2+,-，F) 个循环；G)5延伸 2*+,-。双重

%&’反应体系：/*!" 反应总体积包括 /!" 2* X %&’
缓冲液；@!" QW&:)（)/++9:1"）；*A/!" ’"( >$# 聚合

酶（/Y1!"）；2!" U$7%（2*++9:1"）；&*. 正、反向引物

（2*!+9:1"）各 )!"，%"!& 正、反向引物（2*!+9:1"）各

2!"，)!" 检测模板。反应条件：Z/5 /+,-；Z.5 F*;，
6*5 ./;，G)5 ./;，F) 个循环；G)5延伸 2*+,-，%&’
产物经 .D琼脂糖凝胶电泳检测。

!"- 定量标准制备

将 &*. 片段、!"#$ 基因、%"!& 基因 %&’ 产物割

胶回收，纯化后连接至 %Y&7+ 载体，转化 >=/"大肠

杆菌，挑取阳性克隆株分别用 %&’ 和抽提质粒双酶

切鉴定后测序，测序完全正确的重组质粒经核酸定

量后按 拷 贝 数 从 2*6 1!" H 2*2 1!" 系 列 梯 度 稀 释，

4 )*5备用。

!". 实时定量 *+,
选择 &*. 片段、!"#$ 基因、%"!& 基因作为实时

定量 %&’ 反应的检测靶位点，反应总体积 )/!" 包

括 /!" / X 定量 %&’ 缓冲液（含 Y$J 酶），.!" QW&:)
（)/++9:1"），*A/!" U$7%（终 浓 度 均 为 2*++9:1"），

2!" 正、反 向 引 物（2*!+9:1"），*A6!" 荧 光 探 针
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（!"!#$%&’），!()!’ 荧光 !"# 聚合酶（!*&!’），分别取

!!’梯度 稀 释 的 标 准 质 粒 作 为 模 板。反 应 条 件：

))+ ,#-.，/)+ ,#-.，/)+ ,"0，1"+ !#-.，共 2) 个

循环。

! 结果

!"# 炭疽芽胞杆菌染色体特异序列筛选结果

第一轮筛选从 !!3 条候选序列中得到了 !! 条

具有 !""4同源性和 5 条具有 //4以上同源性的炭

疽芽胞杆菌基因组特异序列（数据未列出），第二轮

筛选从 !! 条 !""4特异序列中筛选出 1 条（表 !）设

计 67897. 探 针 和 引 物，引 物 及 探 针 序 列 如 表 ,

所示。

表 # 炭疽芽胞杆菌染色体特异序列

67:%; ! $ < "%&’(")*+=0>;?-@-? A;.$#-? 0-A.7BCD;0

ED7A#;.B ’;.ABF（:>）
G$$DH-.7B;7

)I JI
K%70B

L M7%C;
G"! J2, J2233" J2)!"/ "("
G", !)! //")"5 //"1)1 "("
G"J 2,) 2,,3,/" 2,,33!" "("
G"2 12) !511"/ !5)/1) "("
G") !53 ,23,J21 ,23,)J, "("
G"1 ,2, J25)521 J25)1") "("

7N;8C;.?; >$0-B-$.0 ?$$DH-.7B;0 $. BF; $")*,,-+ "%&’(")*+ O,"!, P;.$#;<
6F; P;.K7.Q 7??;00-$. .C#:;D -0 RGS ""J//)(

表 ! 引物和探针序表

67:%; , TD-#;D0 7.H >D$:;0 @$D TGU 7.H D;7%=B-#; TGU $@ $")*,,-+ "%&’(")*+
67DA;B @D7A#;.B TD-#;D 7.H >D$:; 0;8C;.?;0（)I V JI） TGU >D$HC?B&:> W;0?D->B-$.

G"!
N：GPOGO6PPO6OGP6PP666GOO
O：O6GP6O6POGOOGG66GGGOGG
T：GOGGGPOGPGGO66GG66GOPG

!1) 7TD-#;D0 $.%X

G",
N：GOGOOG66PO66GP66OOPOPO
O：66G6OO66G6PG6G6O6PGPO6
T：OGPG6GPG66OO6PG66P666PG

!)! :TD-#;D0 $.%X Y-BF ;Z>7.H;H 0;8C;.?;

G"J
N：6P6G6GO66OGP6GOG66G666
O：6G66GOOO66OPGOGGOGGG6
T：G66PG6OOGGPG6GGPGGG66P

!32 TD-#;D0 $.%X

G")
N：GP6PG6G66OOG6GP6GGGO6
O：66OGGGOOGO6GO6G66GPGO
T：6GPG666GO6GPGO666G6GGG

,)2 TD-#;D0 $.%X Y-BF ;Z>7.H;H 0;8C;.?;

G"1
N：G666GOGGOG6O6G6P666G6
O：OOOPO66GOOOPOPPOPO6O6OO
T：OPGOOOOGO6G6P6PPPPOPOOOG

!J, TD-#;D0 $.%X

G"2
N：GP6PG6G66OOG6GP6GGGO6
O：66OGGGOOGO6GO6G66GPGO
T：6GPG666GO6GPGO666G6GGG

!3) ?TD-#;D0 7.H >D$:; C0;H -. BF-0 D;0;7D?F

T7AO
N：GP6PG6G66OOG6GP6GGGO6
O：66OGGGOOGO6GO6G66GPGO
T：6GPG666GO6GPGO666G6GGG

,"2 TD-#;D0 7.H >D$:; C0;H -. BF-0 D;0;7D?F

G7>K
N：66OGO6PP6G66GGGOPO6OO6PG
O：OGO6OGGOGPPOO6PG6P666G
T：O6GGGOOPOPGG6G6PG6OGGPG6

5/ TD-#;D0 7.H >D$:; C0;H -. BF-0 D;0;7D?F

7TD-#;D0 7.H >D$:; 7D; H;0-A.;H 7??$DH-.A B$ BF; A;.$#-? 0-A.7BCD;0 0;8C;.?;< [.%X >D-#;D0 7D; M;D-@-;H M-7 BF-0 D;0;7D?F< :TD-#;D0 7.H >D$:; 7D; H;0-A.;H
7??$DH-.A B$ 7. ;Z>7.H;H 0;8C;.?; :70;H $. BF; $D-A-.7% A;.$#-? 0-A.7BCD;0 0;8C;.?;< [.%X >D-#;D0 7D; M;D-@-;H M-7 BF-0 D;0;7D?F< ?TD-#;D0 7.H >D$:; 7D; H;0-A.;H
7??$DH-.A B$ BF; A;.$#-? 0-A.7BCD;0 0;8C;.?; 7.H C0;H -. BF-0 D;0;7D?F< N：N;.0; >D-#;D < O：O.B-0;.0; >D-#;D < T：)IEO9 7.H JI6O9OUO #$H-@-;H 67897.
>D$:;<

!"! 常规 $%&、多重 $%& 及实时定量检测靶点的

选择

G"! V G"1 片段、."/0、)".$ 基因 5 对引物分别

与不同浓度、不同方法抽提的炭疽芽胞杆菌基因组

WRO 及其它近源菌株基因组 WRO 进行常规 TGU 反

应，所有引物均可得到特异性目的扩增条带（数据未

列出），选择特异性较好，扩增效果稳定的 G"2 片段

作为定量 TGU 检测靶点，同时利用 G"2 片段与 )".$
基因建立双重 TGU 体系，扩增效果如图 ! 所示。

图 # 炭疽芽胞杆菌 %’( 片段与 !"#$、%"!& 基因的常规

$%& 及双重 $%& 结果
E-A<! TGU 7.H HC>%;Z TGU 7.7%X0-0 $. @D7A#;.B G"2，."/0 7.H )".$
A;.;0 $@ $")*,,-+ "%&’(")*+ < ! V J(WC>%;Z TGU 7#>%-@-?7B-$. $@ @D7A#;.B
G"2，)".$ Y-BF A;.$#-? WRO ;ZBD7?B;H :X #;BF$H O，#;BF$H K 7.H
#;BF$H G；2 V 1(TGU 7#>%-@-?7B-$. $@ @D7A#;.B G"2，."/0，)".$；3
V !,(TGU 7#>%-@-?7B-$. $@ $")*,,-+ "%&’(")*+ ?%$0;%X D;%7B;H 0>;?-;0；9<
W’,""" #7DQ;D <

,"/ U[RP PC7.A=FC7 1& ", < &0)&" 2*)(34*3,3/*)" 5*%*)"（,""1）21（1）



!"# 实时定量 $%& 敏感性评价

!"#"’ 利用重组质粒评价敏感性：分别将 !"# 片

段、!"#$ 基因、%"!& 基 因 标 准 质 粒 按 照 $"% &!’ (
$"$ &!’ 梯度稀释作为模板评价检测体系敏感性，如

图 ) 所示 * 套探针引物分别可以检测出每个反应体

系中 $"、$"、$"" 个目标核酸拷贝。

!"#"! 利用有炭疽芽胞杆菌基因组 +,- 评价敏感

性：将 ".$/0&!’ 炭疽芽胞杆菌基因组 +,- 以 $" 倍

比进行梯度稀释，分别取 $!’ 作为模板评价体系敏

感性，本体系最低可检出 $""10 的基因组 +,-，根据

炭疽芽胞杆菌基因组大小及其 2! 含量换算相当于

每个反应可检出约 *" 拷贝基因组 +,-。

图 ! 实时定量 $%& 敏感性评价
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图 # 实时定量 $%& 特异性评价（%() 片段）
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!") 实时定量 $%& 特异性评价

分别以炭疽有毒株、疫苗株作为阳性对照，检测

腊样芽胞杆菌、苏云金芽胞杆菌、枯草芽胞杆菌、多

粘芽胞杆菌、短小芽胞杆菌、巨大芽胞杆菌、蕈样芽

胞杆菌、伤寒沙门杆菌，变形杆菌，大肠杆菌，假结核

耶尔森菌，铜绿假单孢杆菌共 $) 株，无一出现非特

异性扩增曲线，初步证实本体系具有较理想的特异

性（图 *）。

!"* 模拟污染土壤标本的检测

将 N 份模拟污染的土壤标本和 N 份模拟污染的

生活用水标本与经高温灭菌的土壤、生活用水对照

标本各 $" 份经核酸提取步骤后利用本体系进行检

测，全部 $" 份污染标本均被检出，而对照标本无一

出现假阳性结果。

# 讨论

检测炭疽芽胞杆菌的方法主要有基于培养和生

化鉴定的传统实验室方法、基于抗原抗体结合的免

疫学方法和基于基因组特异序列的核酸检测方法。

*"O荣光华等：炭疽芽胞杆菌染色体特异序列的筛选及实时定量检测 5 &微生物学报（)""%）#%（%）



核酸检测方法特异性强，速度快，技术成熟，标本中

的炭疽芽胞杆菌在生物安全实验室中进行核酸释放

处理阶段通常被灭活，相对其它检测方法更安全。

本研究采用的基于 !"#$"% 探针技术的实时定量

&’( 方法检测灵敏度高、结果稳定，引物、探针和模

板序列之间的双重特异性克服了传统 &’( 的缺陷，

非常合适用作炭疽芽胞杆菌的快速检测。

早期的炭疽芽胞杆菌核酸检测方法主要是采用

传统的 &’()电泳法，选择的靶点多为炭疽杆菌毒性

质粒 *+,- 和 *+,. 上 !"#$、%&’、()"、("!$、("!*、

("!+ 等基因［-/，-0］。但是炭疽芽胞杆菌毒性质粒并

不稳定，已经证实自然界存在很多毒性质粒缺失的

炭疽菌株［.］，虽然缺失质粒 *+,- 或 *+,. 的菌株基

本不具备致病性，但已有文献报道成功构建了包含

!"#$ 序列的重组质粒，该重组质粒在大肠杆菌中可

以稳定表达重组炭疽杆菌保护性抗原［-1］，可以想象

利用现代分子生物学技术已经完全有可能改变毒性

质粒的读码框架，构建与毒性质粒检测靶点序列不

同但表达相同炭疽毒素的菌株，综合上述原因，仅检

测毒性质粒极易造成假阴性或者假阳性结果，只有

将染色体特异靶点和毒性质粒进行复合检测才是真

正安全有效的方法。而选择特异性高、敏感性好的

染色体检测序列就成为一套检测体系成功与否的关

键，炭疽芽胞杆菌与腊样芽胞杆菌属其它细菌之间

特殊的基因关系决定了这是一项比较困难的工作。

我们认为理想的 !"#$"% 方法检测序列应该具备以

下条件：（-）与炭疽芽胞杆菌基因组具有 -,,2同源

性而与近源细菌和其它物种不具有同源性或仅具有

极低的同源性。（.）序列具有一定的长度和满足一

定条件，可以用于设计探针和引物。.,,3 年，45"%65"
等［-.］在大规模测序的基础上分析了炭疽芽胞杆菌

7.,-. 株 部 分 基 因 组 序 列 和 腊 样 芽 胞 杆 菌

7!’’-/089 株的全基因序列，认为两者确实存在着

差异；(":%;:<; 等［-,］利用抑制性消减杂交技术研究

了炭疽芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌之间的基因组差

异，得到了 93 段炭疽芽胞杆菌特异的核酸序列，并

且利用常规 &’( 进行了初步验证；=>"<?@A@ 等［--］利

用生物信息学方法发现了 -8 段炭疽特异序列；.,,/
年以来包括炭疽芽胞杆菌在内的一系列属于腊样芽

胞杆 菌 群 的 菌 种 相 继 完 成 了 全 基 因 组 测 序 计

划［-B，-9］，使得我们利用 C;%D"%E 强大的数据库功能

对这些候选特异序列进行筛选成为可能。

目前国外已报道用于荧光定量 &’( 检测的炭

疽芽 胞 杆 菌 特 异 序 列 主 要 有 *"B-3［/］、,--$［0］、

#)-*［1］、#)-$［8］、."!［B］、./) B0,［9］、-!0*［.］等，建立的

检测方法主要可以分为两类：一类是基于单个功能

基因上一个或几个寡核苷酸突变（如 -!0*、#)-$），这

种方法的配合根据突变位点设计的引物及探针可取

得相当理想的检测效果；第二类是利用基因组可变

串连重复序列（如 ,--$、./) B0,），这类方法虽具有一

定特异性但是 &’( 扩增后还需酶切电泳，相对耗时

费力，对电泳结果的判断主观性较大。国内学者也

对炭 疽 芽 胞 杆 菌 检 测 进 行 了 大 量 的 研 究，陈 苏

红［.,］，李伟等［.-］以炭疽芽胞杆菌 -!0* 基因为染色

体检测靶点分别利用复合探针法和 !"#$"% 建立了

敏感特异的实时定量 &’( 检测方法，取得了理想的

检测效果。张玲等［..］利用炭疽芽胞杆菌毒性质粒

("! 基因和染色体特异 FG 基因建立了基于 HID(
C>;;% 4 的实时定量 &’( 检测方法，其灵敏度达到了

每反应体系 ,J03*<。相比国内外已建立的检测方

法，本研究主要目的在于筛选新的炭疽芽胞杆菌特

异序列，并通过实验对筛选序列的检测效果进行了

初步验证。最终本研究主要共得到了 -9 条新的炭

疽芽胞杆菌检测特异序列（<;%6K@A L@<%"MN>;L），其中

1 条符合设计 !"#$"% 探针建立实时定量 &’( 的要

求，常规 &’( 验证后选择其中最优的 ’,/ 片段建立

了 !"#$"% 荧光定量 &’( 检测体系，经试验验证本

体系具有较理想的检测灵敏度和特异性，整个检测

过程可以在 /? 以内完成，在炭疽芽胞杆菌诊断、环

境污染的检测和应对突发生物突发事件等领域都有

比较广阔的应用前景。而利用荧光定量检测体系中

的 ’,/、("!* 引物建立的双重 &’( 检测体系不仅可

以用作一种基于普通 &’( 仪的检测方法，更为进一

步研究炭疽芽胞杆菌多重实时定量 &’( 检测方法

打下了基础；此外 ’,/ 片段作为一种全新的特异序

列用于炭疽芽胞杆菌实时定量 &’( 检测，国内外均

未见报道，具有一定的创新性。
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