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改良环介导等温扩增技术快速检测婴儿配方奶粉中的阪崎肠

杆菌

胡连霞，张伟!，张先舟，袁耀武，张蕴哲，张会彦，马晓燕，苏旭东
（河北农业大学食品科技学院，保定 -$1--1）

摘要：【目的】采用改良环介导等温扩增（MN(O）技术，快速检测婴儿配方奶粉中的阪崎肠杆菌。【方法】以阪

崎肠杆菌（NB33’"4!!）的 12/E’#/ *P0N 间区序列作为靶序列，设计内、外引物和环引物，通过肉眼观察白色

沉淀，判断检测结果。【结果】MN(O 检测阪崎肠杆菌的灵敏度为 -Q1-1 3RS5AM，人工污染阪崎肠杆菌的婴儿

配方奶粉的检出限为 1Q1 3RS5H。采用试剂盒提取 T0N，从样品处理到报告结果，耗时 1 ,。而对照，O3P 检

测阪崎肠杆菌的灵敏度为 1-1 3RS5AM，人工污染阪崎肠杆菌的婴儿配方奶粉的检出限为 11-- 3RS5H。采用

同样方法提取 T0N，从样品处理到报告结果，耗时 # ,。【结论】因此，MN(O 检测婴儿配方奶粉中的阪崎肠杆

菌灵敏度高，耗时短，方法简便。
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阪崎肠杆菌（F<7C*:U)+7C* >)V)G)V@@）是人和动物

肠道内寄生的一种革兰氏阴性无芽孢杆菌，属肠杆

菌科。阪崎肠杆菌是条件致病菌，在一定条件下对

所有人群都有致病性，尤其对出生 ’% 天内，低体重

儿或免疫力低下的婴幼儿，引起严重的新生儿脑膜

炎、菌血症、小肠结肠炎，并可能引起神经功能紊乱，

造成严重的后遗症，死亡率高达 ’-W X 4-W 以上，

只有婴儿配方奶粉中的阪崎肠杆菌与疾病的爆发相

联系，已经引起世界范围内的广泛关注［1 & #］。目前

对阪崎肠杆菌的检测方法主要有 RTN 推荐的传统

检测方法，免疫学方法和各种 O3P 方法。传统检测

方法操作繁琐，检测时间长，而且灵敏度较低；免疫

学方法的特异性和灵敏度也不理想；O3P 方法敏感、

快速［!］，但由于需要昂贵的仪器设备、繁琐的电泳过

程以及对检测人员较高的技术要求，而使其难以在

基层普及和推广。

环 介 导 等 温 扩 增 （ M::8EACY@)7CY @>:7,C*A)=

)A8=@Z@+)7@:<，MN(O）是 0:7:A@ 等在 ’--- 年开发的一

种新颖的恒温核酸扩增方法，其原理是针对目的基

因的 2 个区域设计 ! 条特异引物，利用一种链置换

T0N 聚合酶（[>7 T0N 8:=KAC*)>C）在等温 24\左右，

几十分钟，即可实现核酸的高效扩增［4 & 2］。! 条引物

对靶序列的 2 个特异序列区域的识别，保证了 MN(O
扩增 的 高 度 特 异 性。MN(O 不 需 要 模 板 的 热 变

性［$］，长时间温度循环，在等温条件下扩增，不会因

温度改变而造成时间的浪费。有无肉眼可见的焦磷

酸镁的白色沉淀［% & "］，成为判断核酸是否扩增的最

简单的方法。MN(O 将成为可以替代 O3P 的核酸扩

增的新技术。增加环引物的环介导等温扩增方法，

使反应速度可提高 15’ X 15#［1-］。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要仪器设备和试剂：电热恒温水浴锅，高



速冷冻离心机（!"#$%&’&(，德国西格马公司），)*+
扩增 仪（,-./0.1 2 #3.4561/ 基 因 扩 增 仪，德 国

75806/3. 公 司 ），恒 温 培 养 箱，凝 胶 成 像 系 统

（’84.9:;%!<=(，美国柯达公司），电泳仪（北京市六

一 厂 生 产 ;>?@&&% 型 ），微 量 移 液 器（ (AB C
B(((DE7"FG"2 芬兰）等。;H% 试剂盒（758 7.I5J "1JK
BL( 283M.N +8.4，$.39-.0 F1/.358 D&+ B#L *.1.4.），

7I/;H% 聚合酶，2.O ;H% 聚合酶，4H2)，B( P D8.451Q
MRSS63，;H% $.3963 ;DB((、;D<(((，D%$) 引物等购自

或合成于上海生工生物工程有限公司；营养肉汤培

养基，营养琼脂培养基等购自北京路桥公司。

!"!"# 菌 株：本 实 验 室 保 存 的 阪 崎 肠 杆 菌

（%2**<=TUU、%2**TB((V、%2**TB(<U），由南开大学

生命学院提供。

!"!"$ 样品来源：婴儿配方奶粉购自当地超市。

!"# 方法

!"#"! 纯菌培养：阪崎肠杆菌接种于新鲜无菌的营

养肉汤培养基中，&VW培养 B< -。用生理盐水进行

B( 倍系列稀释，一直稀释到 B(B(。采用稀释平板法，

测定其纯培养物活菌数为 BA(B P B(X *YZ[0D；同时

从每稀释度菌液中取 B 0D 直接用试剂盒法提取阪

崎肠杆菌基因组 ;H%，作为模板，进行 D%$) 和 )*+
试验。

!"#"# 人工污染婴儿配方奶粉：在人工污染阪崎肠

杆菌前，婴儿配方奶粉按 Y;% 推荐的常规检验法和

)*+ 法检测证实不含阪崎肠杆菌。然后将阪崎肠杆

菌人工污染到婴儿配方奶粉中：取 <T Q 婴儿配方奶

粉溶于 <<T 0D 灭菌生理盐水中，然后对奶粉溶液人

工污染不同浓度的阪崎肠杆菌，人工污染的奶粉溶

液中 阪 崎 肠 杆 菌 的 浓 度 为 BAB( P B(V *YZ[0D C
BAB( P B(\ B *YZ[0D。同时从每稀释度奶粉溶液中取

B 0D 分别加入 E 0D 无水乙醇、E 0D 氨水和 E 0D 石

油醚，混匀。混合物以 =TL<AT P Q，离心 B( 051。弃

去上清液，剩余的沉淀分别用 B 0D B( 008E[D 2:
（]GVAX）溶解。再用试剂盒法提取溶液中阪崎肠杆

菌基因组 ;H%，直接进行 D%$) 和 )*+ 检测，确定

检出限。

!"#"$ 模板 ;H% 的制备：用 ;H% 试剂盒提取阪崎

肠杆菌 ;H%，按照制造商的说明所提取的 ;H%，溶

解在 B((!D 的洗脱缓冲液中，储存在 \ <(W备用。

!"#"% 引物设计：为了检测阪崎肠杆菌，针对阪崎

肠杆菌（%2**<=TUU）#617.19 中（基因号 %?V(<(=& ）

BL!@<&! 3+H% 间区序列，运用引物设计软件（-//]I：[[
]350636^]E8363K _][E.0]&A(A([5146^K -/0E） 在 线 进 行

D%$) 引物设计。引物设计的原则如 18/805 6/ .E［T］

所述。设计的 L 条引物是：< 条外引物（Y& 和 7&），<
条内引物（Y") 和 7")），以及 < 条环引物（DY 和 D7）。

< 个外引物被描述为上游外引物（Y& ）和下游外引

物（7&）。< 个内引物被描述为上游内引物（Y")）和

下游内引物（7")）。此外，两个环引物被描述为上游

环引物（DY）和下游环引物（D7）。扩增基因组中的

位置从 U&= 至 L<V 区域 BX= M] 目的基因片断。引物

的名称和具体序列见表 B。Y") 由 YB 的一个互补序

列和正向序列 Y< 构成。7") 由 7B 的一个互补序列

和正向序列 7< 构成。每条引物在基因组中具体的

位置如图 B 所示。

表 ! &’() 引物

2.ME6 B D%$) ]35063I
)35063 1.06 !6OR61J6（T‘!&‘）

Y83a.34 8R/63（Y&）

7.J9a.34 8R/63（7&）

Y83a.34 51163 ]35063（Y")）

7.J9a.34 51163 ]35063（7")）

Y83a.34 E88] ]35063（DY）

7.J9a.34 E88] ]35063（D7）

%%%2#*#*##2#2#2*%#
##222****%22*##%*%2
%**#2#2%*#*22#22*#*222*2*2*%%%*2*#*%#*%*
##*%#2*%#%##*#%2#*#**##22%2%%*##22*%
%%**2*%*%%***#%%#%
%#*#**##2%%##2#%2%

图 ! 每条引物在基因组中的位置

Y5QKB :.J- ]35063 51 /-6 Q61806 8S /-6 E8J./581K FE5Q81RJE68/546 ]35063I RI64 S83 D%$) .II.N 8S :1/638M.J/63 I.9.b.95 S380 /-6 #617.19 4./.M.I6
（.JJ6II581 c K%?V(<(=&）a5/-51 /-6 BL!@<&! 3+H% Q616K #61806 .0]E5S5J./581 S380 /-6 ]8I5/581 8S U&=@L<V 36Q581 BX= M] Q616 S3.Q061/IK Y") J81I5I/I 8S
. J80]E6061/.3N I6OR61J6 8S YB .14 . I61I6 I6OR61J6 8S Y<A 7") J81I5I/I 8S . J80]E6061/.3N I6OR61J6 8S 7B .14 . I61I6 I6OR61J6 8S 7<A
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!"#"$ !"#$ 反应：%&!! 的反应体系由内引物（’($
和 )($）各 *+,!-，外引物（’. 和 ).）各 /+%!-，环引

物（!’ 和 !)）各 /+0!- ，%+& --123! 456$，*+, -123!
甜菜碱（789-:，7; < !1=8>，#1<），? --123! #97@?，*/ A
)>; B5" 聚合酶反应缓冲液（5CD EF92:F4 )812:G>，
#"）（%/ --123! 6H8>IJK2（LJ 0+0），*/ --123! MK2，
*/ --123!（5J? ）% 7@?，% --123! #97@?，/+*N 6H8;1F
OI*//），0 P 的 )>; B5" 聚合酶大片段（5CD EF92:F4
)812:G>，)CQCH2R，#"），.!! B5" 模板和用灭菌双蒸

水补足体系。!"#$ 反应过程是首先在 ,?S水浴锅

中反应 %/ -8F，然后将其放入 0/S水浴锅中，水浴

*/ -8F终止反应，通过肉眼观察有无白色焦磷酸镁

沉淀。此外，取扩增产物 &!!，与 *!! 的 21448F9
G=TTCH 混合均匀，进行 *+&N琼脂糖凝胶电泳，观察

梯形条带，以证实是否发生了 !"#$ 反应。

!"#"% $KU 反应：为了比较 !"#$ 检测阪崎肠杆菌

灵敏度和人工污染检出限，进行了 $KU 反应，$KU
反应的引物是检测阪崎肠杆菌的 !"#$ 反应的两条

外引物（’. 和 ).），见表 *。$KU 扩增反应的 %&!!
反应 体 系 包 括 */ A 聚 合 酶 链 反 应 缓 冲 液（#9% V

’HCC）（ *// --123! 6H8>IJK2（ $J0+.），&// --123!
MK2），%& --123! #9K2%，%+& --123! 456$，上下游引

物各*/!-，& P 的 6:W B5" 聚合酶，.!! 的 B5" 模

板和用灭菌双蒸水补足体系。$KU 反应体系在 $KU
仪中反应的程序是预变性 X&S，& -8F；变性 X&S，

?& >；退火 &YS，./ >；延伸 Y%S，./ >。进行 .& 个循

环。$KU 产物 &!!，与 *!! 的 21448F9 G=TTCH 混合均

匀，进行 *+&N琼脂糖凝胶电泳。

# 结果

#"! &’() 反应的肉眼可视结果

在阪崎肠杆菌 *,7I%.7 HU5" 间区序列，即靶序

列的高度保守的区域进行引物在线设计，从 */// 对

引物中筛选，得到这套带有 % 条环引物的特异引物。

成功地进行了 !"#$ 检测婴儿配方奶粉中的阪崎肠

杆菌的试验。反应结果如图 % 所示，" 管未发生

!"#$ 反 应，没 有 产 生 白 色 沉 淀；而 ) 管 发 生 了

!"#$ 反应，产生了白色沉淀。

#"# &’() 和 )*+ 检测阪崎肠杆菌的纯培养物的

灵敏度的比较

阪崎肠杆菌经培养，采用稀释平板法，测得原菌

液浓度为 *+/* A */0 K’P 3-!，*/ 倍系列稀释，进行

!"#$ 和常规 $KU 检测阪崎肠杆菌的灵敏度试验如

图 . 所 示。!"#$ 方 法，在 稀 释 到 */X 倍（*+/* A
*/Z *）时出现沉淀，电泳也有梯形条带。而稀释到

图 # &’() 反应的可视结果

’89< % 6[C Q8>=:2 HC>=2;> 1T ;[C !"#$ HC:\;81F< 6=GC"：FC9:;8QC
\1F;H12，4=:2I=>C >;CH82C D:;CH 8F>;C:4 1T B5" ;C-L2:;C L:H;8\8L:;C 8F ;[C
!"#$ HC:\;81F< 6=GC)：L1>8;8QC HC>=2;>，GC\:=>C 1T ;[C 2:H9C F=-GCH 1T
B5" :-L28T8\:;81F，D[8;C LRH1L[1>L[:;C -:9FC>8=- LHC\8L8;:;81F D:>
Q8>8G2C4 ;1 ;[C F:]C4 CRC 8F ;[C L1>8;8QC HC:\;81F 1T : -8^;=HC<

图 , 比较 &’()和常规 )*+检测阪崎肠杆菌的灵敏度

’89< . K1-L:H:;8QC >CF>8;8Q8;R 1T !"#$ :F4 \1FQCF;81F:2 $KU T1H
4C;C\;81F 1T EF;CH1G:\;CH >:]:_:]88 < "：6[C Q8>=:2 HC>=2;> 1T ;[C !"#$
HC:\;81F T1H %/ -8F< )：E2C\;H1L[1HC;8\ :F:2R>8> 1T !"#$ HC:\;81F T1H %/
-8F< K：E2C\;H1L[1HC;8\ :F:2R>8> 1T \1HHC>L1F48F9 $KU HC:\;81F T1H X/

-8F< 6=GC> :F4 2:FC> .，?，&，,，Y，0，X，*/，**，*% :F4 *.，*+/* A */0，

*+/* A */Y，*+/* A */,，*+/* A */&，*+/* A */?，*+/* A */.，*+/* A

*/%，*+/* A */*，*+/* A *//，*+/* A */ Z * :F4 *+/* A */ Z % K’P3-!
LCH HC:\;81F，HC>LC\;8QC2R；;=GC :F4 2:FC *，L1>8;8QC HC:\;81F；;=GC :F4
2:FC %，FC9:;8QC \1F;H12；2:FC #，（)）*// GL B5" 2:44CH -:H]CH；（K）

%/// GL B5" 2:44CH -:H]CH <

*/*/倍（*+/* A */Z %）时未出现沉淀，电泳也无梯形条

带。即检测阪崎肠杆菌灵敏度达 /+*/* K’P3-!，相

应的沉淀图如图 .I" 所示，琼脂糖凝胶电泳图如图

.I) 所示。而常规 $KU 稀释到 */, 倍（*+/* A */%）时

能检测到阪崎肠杆菌，稀释到 */Y 倍（*+/* A */*）时

就不能检测到阪崎肠杆菌，即灵敏度为*/* K’P3-!。

其琼脂糖凝胶电泳图如图 .IK 所示。比较 !"#$ 和

常规 $KU 的灵敏度试验，!"#$ 更加灵敏，其灵敏度

/0. !8:F^8: J= C; :2 < 3!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（%//X）?X（.）

Absent Image
File: 0



是 !"# 的 $%%% 倍。

!"# $%&’ 和 ’() 检测人工污染样品中的阪崎肠

杆菌的检出限的比较

人工污染的奶粉溶液的阪崎肠杆菌的浓度从

$&$% ’ $%( ")*+,- . $&$% ’ $%/ $ ")*+,-，按 $&0&0
方法处理样品提取 123，进行 -34! 和常规 !"# 检

测人工污染婴儿配方奶粉的阪崎肠杆菌的检出限试

验如图 5 所示。-34! 方法在稀释到 $%( 倍（$&$% ’
$%%）时能出沉淀，电泳有梯形条带。稀释到 $%6 倍

（$&$% ’ $%/ $）时不能检测到阪崎肠杆菌，不出沉淀，

电泳无梯形条带。即检测人工污染婴儿配方奶粉中

的阪崎肠杆菌的检出限是 $&$% ")*+7，耗时约$ 8，

其沉淀图如图 593 所示，琼脂糖凝胶电泳图如图 59:
所示。而常规 !"# 稀释到 $%5 倍（$&$% ’ $%; ）时能

检测到阪崎肠杆菌，稀释到 $%< 倍（$&$% ’ $%0）时就

不能检测到阪崎肠杆菌，即检出限是 $$%% ")*+7，耗

时 ; 8，其琼脂糖凝胶电泳图如图 59" 所示。比较

图 * 比较 $%&’和常规 ’()检测婴儿配方奶粉中阪崎

肠杆菌检出限

)=7>5 "?,@ABAC=DE C8E FECEGC=?H I=,=C ?J -34! AHF G?HDEHC=?HAI !"#
J?B FECEGC=?H ?J KHCEB?LAGCEB MANAOAN== ?J @?PFEBEF =HJAHC J?B,QIA> 3：R8E
D=MQAI BEMQICM ?J C8E -34! BEAGC=?H J?B 0% ,=H> :：KIEGCB?@8?BEC=G
AHAISM=M ?J -34! BEAGC=?H J?B 0% ,=H> "：KIEGCB?@8?BEC=G AHAISM=M ?J
G?BBEM@?HF=H7 !"# BEAGC=?H J?B T% ,=H> RQLEM AHF IAHEM ;，5，<，U，(，6，

T，$% AHF $$，$&$% ’ $%(，$&$% ’ $%U，$&$% ’ $%<，$&$% ’ $%5，$&$% ’

$%;，$&$% ’ $%0，$&$% ’ $%$，$&$% ’ $%% AHF $&$% ’ $% / $ ")*+,- @EB
BEAGC=?H，BEM@EGC=DEIS；CQLE AHF IAHE $，@?M=C=DE BEAGC=?H；CQLE AHF IAHE
0，HE7AC=DE G?HCB?I；IAHE 4，（:）$%% L@ 123 IAFFEB ,ABNEB；（"）0%%%
L@ 123 IAFFEB ,ABNEB >

-34! 和常规 !"# 反应的检出限试验，同样，-34!
的检出限是 !"# 的 $%%% 倍。

# 讨论

阪崎肠杆菌在极其少量的情况 下 都 有 致 病

性［$$］，即使是婴儿配方奶粉中大肠菌群污染水平符

合相应的微生物学标准，也可能存在阪崎肠杆菌的

污染［$0］。因此检测阪崎肠杆菌的方法是否灵敏、快

速至关重要。近年来，阪崎肠杆菌的生化及分子检

测方法取得重要进展，基于保守序列如 $UV B#23、

0;V B#23 以及 $UV90;V B#23 间区序列（WRV）等的分

子检测技术相继建立。最近研究表明 -34! 法检测

各种食源性致病菌方面具有良好潜力［$; / $5］。本研

究以阪崎肠杆菌的 $UV90;V B#23 间区序列作为靶

序列，采用带有 0 条环引物的 -34! 方法，检测婴儿

配方奶粉中的阪崎肠杆菌，表现出较高的灵敏度。

-34! 法检测阪崎肠杆菌的研究至今未见报道，本

研究探索了一种更为稳定、快捷的分子检测样品中

阪崎肠杆菌的新技术。

-34! 方法是一种新型的恒温核酸扩增技术。

它依赖于能够识别靶 123 上 U 个特定区域的 5 条

引物和一种具有链置换活性的 123 聚合酶，在恒温

条件下扩增核酸，保证了扩增的高特异性和高效率。

由于 -34! 独特的核酸扩增机制，它的产物是由多

重复靶序列的茎9环状 123 和花椰菜状 123 所组成

的混合物，在琼脂糖凝胶电泳上会呈现出 -34! 反

应典型的阶梯状条带。另外，核酸大量生成时，从

F2R!M 中 析 出 的 焦 磷 酸 根 离 子 与 反 应 体 系 中 的

470 X 结合，产生肉眼可见的扩增反应副产物9白色焦

磷酸镁沉淀。结果鉴定简单，非常适合高通量的快

速检测。

从研究结果中我们可以看到，改良的 -34! 方

法检测灵敏度是常规的 !"# 的 $%%% 倍，许多研究表

明，-34! 技术可检测到 $% 个拷贝数甚至更低的靶

标，在检测灵敏度上具有更大的优势［$< / $U］。而且

-34! 方法操作简单，反应快速，不需要昂贵的仪器

设备、繁琐的电泳过程，尤其适合在基层医疗单位和

食品检测部门推广和应用。
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