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花生制品中金黄色葡萄球菌 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
快检方法的评价研究
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[摘要] 　 金黄色葡萄球菌是花生及其制品中常见的一种食源性致病菌ꎬ针对金黄色葡萄球菌的快速检测方法对

实现花生及其制品中的食品安全防控有重要意义. 根据金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因(ｎｕｃ)设计了 ３ 对特异

性引物ꎬ同时优化了退火温度ꎬ成功建立了一种特异性引物的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)快速检测方

法ꎬ进一步对该方法的特异性、重现性及灵敏度进行了验证. 以 ８ 种模拟污染花生加工产品为实验对象ꎬ对该方法

与荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法及商品化 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 干粉培养基法进行了评价研究. 结果表明ꎬ建立的 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 快速检测方法特异性和重现性良好ꎬ最低检测限为 ８.９９ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ其灵敏度比荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－
探针法高 ２ 个数量级. ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 快速检测方法具有成本低、检测快速、特异性好、灵敏度高的优点ꎬ可用于

花生及其制品中金黄色葡萄球菌的快速检测ꎬ也可为防控其他食品中的金黄色葡萄球菌污染提供参考.
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食品安全问题一直是全社会共同关注的重点问题. 微生物污染引起的食源性疾病是国内外食品安

全中的首要问题[１－２] . 在食品加工过程中ꎬ食源性病菌通常会随着原料的生产、加工、包装、储存进入到

食品中ꎬ从而造成食品的污染[３] . 金黄色葡萄球菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)是一种常见的共生型致病菌ꎬ
有快速适应宿主的能力ꎬ且可通过受污染的食物进行传播[４－５] . 其传播到食物中产生的多种有害毒素

可通过直接与宿主相互作用对生物膜造成损害ꎬ导致细胞死亡ꎬ从而威胁人类健康[６－７] . 因此ꎬ金黄色

葡萄球菌的检验工作对保证产品卫生质量及消费饮食安全有着重要的作用. 金黄色葡萄球菌易感染的

食品主要有剩饭、米面、牛乳及乳制品、肉制品等ꎬ目前对金黄色葡萄球菌的检测大多集中在各类牛乳

及其制品和肉类及其制品[８－１０] . 据新闻报道ꎬ在日常的食品安全监管抽调中其他食品中也被发现检出

了金黄色葡萄球菌.
金黄色葡萄球菌的传统检测方法是微生物生化鉴定法[１１]ꎬ尽管其准确度高ꎬ但需辅以形态学鉴定、生

化鉴定等步骤ꎬ检验周期长、所需试剂复杂、操作步骤繁琐ꎬ不适用于大批量食品的快速检测. 在食品检测

中ꎬ新鲜食品的供应和样本检验之间存在时间差距ꎬ导致未经检验的产品中的致病菌造成食品安全问

题. 为填补这一空白ꎬ研究人员开发了多种灵敏度和特异性高、耗时短的食源性致病菌检测方法[１２]ꎬ例如

基于分子生物学的实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬｑＰＣＲ)的试剂盒法、基于显色反应和核

酸酶原理的试纸片法和商品化干粉培养基法、基于胶体金免疫层析技术原理的快速检测卡法等. 对于微

生物检验来说ꎬ检测方法与传统的常规方法相比ꎬ能够缩短 １ / ２ 或 １ / ３ 的时间出具具有判断性意义结果的

方法即可视为快速方法[１３－１４] .
本文通过对金黄色葡萄球菌 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法与商品化 Ｂａｉｒｄ￣

Ｐａｒｋｅｒ 干粉培养基法 ３ 种不同的微生物快速检测技术ꎬ以代表性花生制品为样本ꎬ从检测方法的时间、成
本、结果准确度等方面进行评价研究[１５]ꎬ以期为花生及其制品中的生物安全防控提供更可靠的快速检测

方法.

１　 材料与方法

１.１　 主要材料和试剂

金黄色葡萄球菌(ＡＴＣＣ ２５９２３)、大肠杆菌(ＡＴＣＣ ２９９２２)、蜡样芽孢杆菌(ＡＴＣＣ １４６７９)、巨大芽孢杆

菌(ＡＴＣＣ １４５８１)由本实验室保存.
花生加工产品:１ 号花生酱(四季宝)ꎬ２ 号花生香辣脆(小康)ꎬ３ 号香辣花生(洽洽)ꎬ４ 号花生牛奶

(银鹭)ꎬ５ 号花生巧克力豆(Ｍ＆Ｍ’ｓ)ꎬ６ 号花生巧克力脆(士力架)ꎬ７ 号麻辣花生(口水娃)ꎬ８ 号凉拌花生

(苏果超市零售) .
细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(ＤＰ２００１)、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒(ＤＰ１７２１)ꎬ百泰克生物技术有

限公司ꎻＰＣＲ 反应试剂:２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ)、ｑ￣ＰＣＲ 反应试剂:ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ诺
唯赞生物科技股份有限公司ꎻ金黄色葡萄球菌荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法(５０Ｔ)ꎬ上海康朗生物科技有

限公司ꎻＢａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 琼脂基础ꎬ青岛海博生物ꎻ引物由南京擎科生物科技有限公司合成.
１.２　 主要仪器与设备

ＴＣ１０００ 梯度 ＰＣＲ 仪ꎬ大龙兴创实验仪器有限公司ꎻＥＰＳ３００ 电泳仪ꎬ上海天能科技有限公司ꎻＳｔｅｐ
Ｏｎｅ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统ꎬ美国 ＡＢＩ 生物应用公司ꎻＤ３０２４Ｒ 高速冷冻离心机ꎬ大龙兴创实验仪器有限

公司.
１.３　 实验方法

１.３.１　 细菌培养

将菌株接种于肉汤培养基(Ｌｕｒｉａ ＢｒｏｔｈꎬＬＢ)营养琼脂平板 ３７ ℃培养 ２４ ｈꎬ挑取单菌落于 ＬＢ 营养肉汤中

培养 ２４ ｈ(１８０ ｒ / ｍｉｎꎬ３７ ℃)ꎬ取 １ ｍＬ 菌液于新鲜 ＬＢ 营养肉汤中ꎬ混匀后放入振荡培养箱 ４ ｈ(１８０ ｒ / ｍｉｎꎬ
３７ ℃)ꎬ使菌液浓度保持在 １０６－１０７ ＣＦＵ / ｍＬ.

ＬＢ 培养基配制:以配制 １ Ｌ 培养基为例ꎬ在 ９５０ ｍＬ 去离子水中加入胰蛋白胨 １０ ｇ、酵母提取物 ５ ｇ、
氯化钠 １０ ｇ(固体培养基需加入 １５ ｇ 琼脂)ꎬ１２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎ.

—０７—
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１.３.２　 模拟污染样品的准备

称取 ８ 种不同的花生加工产品各 ９ ｇ 于无菌锥形瓶中ꎬ任取不同体积的金黄色葡萄球菌菌液加入到

已称取的样品中ꎬ然后分别添加 ４５ ｍＬ 质量比 ７.５％氯化钠肉汤ꎬ均质 ２ ｍｉｎꎬ制成模拟金黄色葡萄球菌污

染的样品ꎬ静置后取上层液体作为待检液.
７.５％氯化钠肉汤:蛋白胨 １０ ｇ、牛肉膏 ５ ｇ、氯化钠 ７５ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬ１２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎ.

１.３.３　 细菌 ＤＮＡ 提取

按照细菌基因组 ＤＮＡ 提取说明书ꎬ提取金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、蜡样芽胞杆菌、巨大芽孢杆菌

ＤＮＡꎬ使用微量紫外可见分光光度计进行质量检查ꎬ－２０ ℃保存备用.
１.３.４　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测方法的建立

反应体系:按照 ｑＰＣＲ 预混液说明书提供的反应体系进行 ｑＰＣＲ 扩增:ＳＹＢＲ ｍｉｘ １０ μＬꎻ正反向引物各

０.４ μＬꎻＤＮＡ 模板 １ μＬꎻ加超纯水至 ２０ μＬ.
扩增条件:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环.
熔解曲线条件:９５ ℃ １５ ｍｉｎꎻ６０ ℃ ６０ ｓꎻ９５ ℃ ３０ ｓ.

１.３.４.１　 引物设计与合成
表 １　 ｎｕｃ 基因特异性引物

Ｔａｂｌｅ １　 ｎｕｃ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物编号 引物序列 ５′→３′ 产物长度 / ｂｐ

Ｓ１ Ｆ:ＴＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＴＧＧＣＴＡＡＡＧＴ
Ｒ:ＧＣＧＴＴＧＴＣＴＴＣＧＣＴＣＣＡＡＡ １２０

Ｓ２ Ｆ:ＧＧＴＴＧＡＴＡＣＡＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＧＣＡ
Ｒ:ＴＡＣＧＣＴＡＡＧＣＣＡＣＧＴＣＣＡＴＡ １５７

Ｓ３ Ｆ:ＴＧＧＴＴＧＡＴＡＣＡＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＧＣ
Ｒ:ＴＡＴＡＣＧＣＴＡＡＧＣＣＡＣＧＴＣＣＡ １６０

　 　 从美国国立生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬＮＣＢＩ)的 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据

库中查找金黄色葡萄球菌耐热核酸酶基因[１６－１７]

(ｎｕｃ)序列(ＧＵ１８６３７２.１ꎬＥＦ５２９６０６.１ꎬＭＺ０６７３９２.１)ꎬ
通过 ＤＮＡＭＡＮ ８ 软件比对分析 ｎｕｃ 基因序列的同源

性并确定保守区域ꎬ采用 Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｂｌａｓｔ 在线网站根据

保守区域设计 ３ 对引物(表 １)ꎻ通过 ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ 法

筛选引物ꎬ确定最佳引物.
１.３.４.２　 标准品制备

以金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ ２５９２３ 基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增:２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｄｙｅ
Ｐｌｕｓ)２５ μＬꎬ引物 Ｆ 和 Ｒ(１０ μｍｏｌ / ｍＬ)各 ２ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬ. 将上述反应体系充分混

匀并短暂离心后进行 ＰＣＲ 扩增ꎻ反应结束取扩增产物 ５０ μＬ 于质量比 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ进行胶片段回

收ꎻ取 ３ μＬ 胶回收产物ꎬ１％琼脂糖凝胶电泳分析ꎬ验证产物片段长度ꎬ将胶回收产物作为阳性标准品.
ＰＣＲ 反应条件:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎻ５６ ℃退火 １５ ｓꎻ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３４ 个循环ꎻ７２ ℃

彻底延伸 ５ ｍｉｎ. 用超微量紫外分光光度计测定浓度和纯度ꎬ取 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０比值为 １.８ ~ ２.０ 的胶回收产物

作为标准品.
１.３.４.３　 标准曲线的建立

按公式计算胶回收产物的拷贝数制备阳性标准品ꎬ拷贝数 ＝ (６.０２×１０２３) ×(１ ｎｇ / μＬ×１０－９) / (ＤＮＡ
ｌｅｎｇｔｈ×６６０)＝ ＤＮＡ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ以 １０ 倍梯度稀释的标准品为模板ꎬ建立 ２０ μＬ ｑＰＣＲ 反应体系ꎬ以拷贝数的

对数值(以 １０ 为底)为 Ｘ 轴ꎬＣ ｔ 值(扩增循环数)为 Ｙ 轴绘制标准曲线ꎬ每个拷贝数重复测定 ３ 次.
１.３.４.４　 特异性实验

以提取的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ同时设置阳性和阴性对照. 通过分析扩增曲线和 Ｃ ｔ 值验证其特异性ꎬ
每个模板重复测定 ３ 次.
１.３.４.５　 灵敏度实验

用 ｄｄＨ２Ｏ 对阳性标准品进行系列梯度稀释制备为标准品(１０５ ~１０－１ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)ꎬ并进行 ｑＰＣＲ 扩增确

定本实验所设计引物可检测的最小拷贝数ꎬ每个拷贝数重复测定 ３ 次.
１.３.４.６　 重复性实验

选取 ３ 种不同浓度的标准品进行 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测ꎬ进行所建立方法的批内和批间的重复性实

验[１８] . 进行 ３ 个不同批次的检测ꎬ每个批次重复 ３ 个ꎬ对各浓度梯度标准品的 Ｃ ｔ 值进行统计分析ꎬ计算各

Ｃ ｔ 值的标准差(ＳＤ)和变异系数(ＳＶ)ꎬ验证所建立方法的重复性.

—１７—
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１.３.５　 模拟污染样品的检测

采用 ３ 种不同的快速检测方法对 １.３.２ 的样品进行检测ꎬ针对 ３ 种方法检测结果之间的差异性及灵敏

度进行分析ꎬ并基于实际检测情况对快检方法进行多方面的评价研究.
１.３.５.１　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法

取 １.３.３ 中处理的样品 ＤＮＡ 作为模板ꎬ按照 １.３.４ 中建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法进行检测ꎬ每种样品

重复测定 ３ 次ꎻ按照待测样品的 Ｃ ｔ 值从建立的标准曲线推算出样品 ＤＮＡ 的拷贝数.
１.３.５.２　 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法

反应体系(２０ μＬ):２×Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ Ｍａｇｉｃ Ｍｉｘ １０ μＬꎻ金黄色葡萄球菌 ＰＣＲ 引物－探针混合液 ３ μＬꎻ模
板 ７ μＬ.

表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｒｏｂｅ ＰＣＲ ｋｉｔ

过程 温度 / ℃ 时间

预变性 ９５ １０ ｍｉｎ
ＰＣＲ 反应(４５ 个循环) ９５ １５ ｓ

５０ １ ｍｉｎ

　 　 标准曲线的建立:以试剂盒提供的金黄色葡萄球

菌阳性对照(１×１０７ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)为模板开始 １０ 倍稀

释ꎬ对 １０１ ~ １０７ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 这 ７ 个稀释度的标准品按

照试剂盒说明书的参数(表 ２)进行 ｑＰＣＲ 检测ꎬ以阳

性对照浓度的对数值(以 １０ 为底)为横坐标ꎬ对应的

Ｃ ｔ 值为纵坐标ꎬ绘制标准曲线.
样品检测:取 １.３.３ 中处理的样品 ＤＮＡ 进行检测ꎬ每个样品设置 ３ 个复孔ꎬ按照待测样品的 Ｃ ｔ 值从建

立的标准曲线推算出样品 ＤＮＡ 的拷贝数.
１.３.５.３　 商品化 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 干粉培养基法

称取 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 琼脂粉 ６３.０ ｇꎬ加热搅拌溶解于 ９５０ ｍＬ 蒸馏水中ꎬ分装每瓶 ９５ ｍＬꎬ１２１ ℃高压灭菌

１５ ｍｉｎꎬ冷却至 ５０ ℃左右ꎬ于每 ９５ ｍＬ 培养基中加入常温解冻的卵黄亚碲酸钾增菌剂 ５ ｍＬ 摇匀后倾入无

菌平皿(６０ ｍｍ) . 取 １.３.３ 中的各样品的待检测液 ２００ μＬ 均匀涂布于平板表面ꎬ于 ３７ ℃培养箱倒置培养

２４ ｈꎬ每种样品重复检测 ３ 次.

图 １　 扩增产物熔解曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｆｕｓｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２　 结果与分析

２.１　 引物筛选

根据 ｑＰＣＲ 引物设计原则共设计 ３ 对引物ꎬ经改变退火温度ꎬ通过 ｑＰＣＲ 扩增的熔解曲线进行分析ꎬ
结果如图 １ 所示. ３ 对引物在退火温度为 ６０ ℃时ꎬ均能有完整的熔解曲线ꎬ其中引物 Ｓ１ 的熔解曲线在

７６.９３ ℃处出现单一峰ꎬ说明无引物二聚体和非特异性扩增峰ꎬ而引物 Ｓ２ 和 Ｓ３ 的熔解曲线在 ６５~７０ ℃之

间出现非特异性扩增峰. 因此ꎬ选取引物 Ｓ１ 作为金黄色葡萄球菌 ｎｕｃ 基因的特异性引物用于后续实验.

—２７—
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２.２　 标准曲线的建立

利用引物 Ｓ１ 从金黄色葡萄球菌的 ＤＮＡ 中扩增出约 １００ ｂｐ 的片段(图 ２)ꎬ经胶回收后测序片段大小

为 １２０ ｂｐꎬ与预期相符ꎬ将其作为阳性标准品. 计算得到阳性标准品的拷贝浓度为 ８.９９×１０６ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ. 取

１０ 倍梯度稀释的标准品进行 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 扩增ꎬ并建立标准曲线ꎬＲ２>０.９９ꎬ线性关系良好(图 ３) .

Ｍ:２０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＳ１:引物 Ｓ１ 胶回收产物

图 ２　 引物 Ｓ１ 胶回收电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｓ１
图 ３　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测法的标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ

２.３　 特异性实验结果

用建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 方法检测大肠杆菌、蜡样芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌的 ＤＮＡ 样品ꎬ扩增曲

线如图 ４ 所示. 金黄色葡萄球菌的扩增曲线呈现“Ｓ”型ꎬＣ ｔ 值为 ２０.０８ꎻ其余非目标菌的扩增曲线未呈现

“Ｓ”型ꎬ检测结果的 Ｃ ｔ 值均为“ｕｎｄｅｔ”ꎻ说明建立的特异性引物 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法无法检测出大肠杆

菌、蜡样芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌ꎬ证明建立的金黄色葡萄球菌检测方法特异性较好.
２.４　 灵敏度实验结果

用 ７ 个稀释梯度(８.９９×１０５ ~８.９９×１０－１ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)的标准品为模板ꎬ进行 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测ꎬ扩
增曲线如图 ５ 所示. ８.９９×１０５ ~８.９９ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 这 ６ 个浓度的标准品呈现“Ｓ”型曲线ꎬＣ ｔ 值分别为 １２.５５、
１４.４３、１６.１５、１８.０６、２０.９８、２２.９２ꎻ浓度为 ８.９９×１０－１ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品的 Ｃ ｔ 值为 ２７.０２ꎬ虽然数值未大于

３５ꎬ但扩增曲线图无良好的“Ｓ”型扩增ꎬ可能是由于检测目标的浓度低于检测限而无法呈现良好的扩增曲

线ꎻ说明本文所建立方法的最低检测限为 １０１ 数量级ꎬ灵敏度为 ８.９９ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ.

　 　 ０:ｄｄＨ２Ｏꎻ１:金黄色葡萄球菌ꎻ２:大肠杆菌ꎻ３:蜡样芽胞杆

菌ꎻ４:巨大芽孢杆菌

图 ４　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测法的特异性

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ

　 　 ０:ｄｄＨ２Ｏꎻ１－７ 依次表示模板浓度为:８.９９×１０５、８.９９×１０４、

８.９９×１０３、８.９９×１０２、８.９９×１０１、８.９９、０.８９９ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ
图 ５　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测法的灵敏度

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ

２.５　 重复性实验结果

选取 ８.９９×１０５、８.９９×１０２、８.９９×１０１ｃｏｐｉｅｓ / μＬ ３ 种不同浓度的标准品为模板ꎬ计算 Ｃｔ 值的标准差(ＳＤ)和
变异系数(ＳＶ)ꎬ考察其批内和批间的精密度. 如表 ３ 所示ꎬ模板浓度为 ８.９９×１０２ 的变异系数相比其他浓度更

低ꎬ可能是加样时的操作误差小ꎬ检出的复孔 Ｃｔ 值相差小. 总体而言ꎬ批内的变异系数范围为 ０.４７％~４.６７％ꎬ
批间的变异系数范围为 ０.５６％~４.２８％ꎬ均小于 ５％ꎬ说明此方法的批内和批间精密度较好ꎬ建立的检测方法重

复性高.
—３７—
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表 ３　 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 的重复性实验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ

模板浓度 / (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
批内重复实验

平均值±标准差 变异系数 / ％

批间重复实验

平均值±标准差 变异系数 / ％

８.９９×１０５ １２.５５±０.５９ ４.６７ １２.８１±０.５５ ４.２８
８.９９×１０２ １８.０６±０.０９ ０.４７ １７.９８±０.１０ ０.５６
８.９９×１０１ １９.９８±０.５６ ２.７９ １９.９４±０.３３ １.６５

２.６　 模拟污染样品的检测结果

采用商品化 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 干粉培养基法检测 １.３.２ 制备的模拟污染样品ꎬ金黄色葡萄球菌生长情况如

表 ４ 所示. 理论检测结果应是 ８ 种模拟污染样品均检测出金黄色葡萄球菌菌落ꎬ但实际检测结果只有 ８ 号

样品的 ３ 次重复检测都出现阳性结果ꎬ其他样品检测结果平行性差ꎬ出现假阴性结果ꎬ说明商品化 Ｂａｉｒｄ￣
Ｐａｒｋｅｒ 干粉培养基法的灵敏度和重现性较低.

本文建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法检测结果如表 ５ 所示ꎬ对 ８ 种模拟污染样品均能不同程度地检出金

黄色葡萄球菌污染.
表 ４　 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ

样品编号 ｎ１ ｎ２ ｎ３ 样品编号 ｎ１ ｎ２ ｎ３

１ ＋ － － ５ － － －
２ － － － ６ ＋ － －
３ － ＋ － ７ － － ＋
４ － － － ８ ＋＋ ＋＋ ＋＋

　 　 注:＋:菌落特征较明显ꎻ＋＋:菌落特征明显ꎻ－:无菌落.

表 ５　 ３ 种检测方法的定量结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ

样品编号
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法

Ｃｔ 平均值 拷贝数 / (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)

荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法

Ｃｔ 平均值 拷贝数 / (ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)
Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基法

１ １７.０５ ３ ８５３.２２ ３３.８７ ３ ９１６.０２ 无法计数

２ １７.４４ ２ ４６５.２１ ３４.５４ ２ ５２７.０４ ＮＤ
３ １７.２８ ２ ９５６.３５ ３４.２５ ３０５４.５８ 无法计数

４ １８.６０ ６６２.９０ ３６.０８ ９２３.３４ ＮＤ
５ ２２.４５ ８.３４ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
６ ２０.７０ ６１.１９ ＮＤ ＮＤ 无法计数

７ １８.３２ ９０７.５８ ３６.０９ ９１７.３２ 无法计数

８ １５.４４ ２３ ９７６.６０ ３０.９２ ２６ ９４２.４６ 无法计数

　 　 注:ＮＤ 表示未检出.

根据试剂盒提供的阳性标准品 １０１ ~１０７ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法建立的标准曲线ꎬ实
际检测结果发现浓度为 １０２ 和 １０１ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品 Ｃ ｔ 值未检出ꎬ说明此试剂盒检测方法的检测限为

１０３ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ而试剂盒说明书描述最低检测限为 １０２ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ推测可能是由于检测仪器的差异造

成. 对检出的 ５ 种不同浓度的标准品建立标准曲线ꎬ结果如图 ６ 所示ꎬＲ２ ＝ ０.９９７ ３>０.９９ꎬ线性关系良好. 荧
光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法检测结果如表 ５ 所示ꎬ对 ６ 种样品检出金黄色葡萄球菌污染ꎬ５ 号和 ６ 号样品

的 Ｃ ｔ 值未检出.
对 ３ 种检测方法的结果进行定量分析ꎬ发现 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基法对检测结果呈阳性的样品无法计

数ꎬ可能是因为样品污染程度过高ꎬ无法进行准确定量ꎬ若对模拟样品的待检液进行稀释则可能增加样品

假阴性的检测结果ꎬ造成检测结果准确度降低ꎻ说明 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法和荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针

法的灵敏度及准确度均高于 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基法. 对两种可计数方法的检测结果进行线性拟合(图 ７)ꎬ
得到 Ｒ２>０.９９ꎬ说明两种方法的相关性较好ꎬ且检测结果都较准确. 但荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法未检

出样品 ５ 号和 ６ 号ꎬ说明本文建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法的灵敏度要优于荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探

针法.
—４７—
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赵　 萍ꎬ等:花生制品中金黄色葡萄球菌 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 快检方法的评价研究

图 ６　 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ ｋｉｔ

图 ７　 两种 ｑＰＣＲ 方法检测结果的相关性(除样品 ５ 和样品 ６)
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｓ

(Ｅｘｃｅｐｔ ｓａｍｐｌｅ ５ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ６)

３　 讨论

金黄色葡萄球菌一直是食品安全领域的重点检测对象[１９]ꎬ其主要致病因子肠毒素具有热稳定性ꎬ且
难以通过热处理等方式去除[２０] . 目前多数研究侧重于肉制品及奶制品[２１] 中金黄色葡萄球菌检测方法的

开发ꎬ但不代表其他食品不会被金黄色葡萄球菌污染ꎬ因此本文以不同的花生制品为实验对象开展 ３ 种不

同的金黄色葡萄球菌检测技术的评价研究.
本文以金黄色葡萄球菌 ｎｕｃ 基因为目标基因ꎬ设计了 ３ 对特异性引物ꎬ通过观察熔解曲线筛选出特异

性较好的一对引物ꎬ建立了一种特异性引物扩增 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 的金黄色葡萄球菌检测方法. 后来旺

等[２２]根据金黄色葡萄球菌 ｎｕｃ 基因序列设计引物ꎬ建立重组酶等温扩增结合侧流层析试纸条的金黄色葡

萄球菌快速检测方法ꎬ根据试纸条 Ｔ 线条带亮度进行结果判断ꎬ不能进行准确的定量检测. 郭建平等[２３]建

立的基于可视化环介导等温扩增技术快速检测金黄色葡萄球菌ꎬ根据反应物的颜色变化来判断样品的阴

性和阳性结果ꎬ无法达到准确定量. 母润红等[２４]针对饲料中金黄色葡萄球菌和蜡样芽孢杆菌ꎬ建立了微滴

式数字聚合酶链式反应(ｄｄＰＣＲ)快速检测方法ꎬ最低检测限为 ８.８×１０１ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ比本文所建立方法的灵

敏度低了一个数量级. 本文建立的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法ꎬ可对样本进行准精确定量的计算ꎬ避免人为判断

的误差ꎬ方法的灵敏度可达 ８.９９ ｃｏｐｉｅｓ / μＬ. 通过对比 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 检测方法、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－
探针法以及商品化 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基法 ３ 种快速检测方法对 ８ 种模拟污染的花生制品的检测结果ꎬ发现

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法、荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法对花生制品的检测结果较一致ꎬ说明所建立的 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法的特异性良好ꎬ且检出准确度较高ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法的检出结果与 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基

法的检出结果不一致ꎬ原因可能是 ＰＣＲ 技术能从基因水平进行判断ꎬ其敏感性和特异性都高于传统的微

生物学方法[２５]ꎻ从时间成本比较ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法和荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法仅需 ２ ｈ 即可对大

量样本完成检测并得到结果ꎬ而 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 培养基法需要孵育 ２４ ｈ 才可得出结果ꎻ从经济成本比较ꎬ由
于合成探针的成本ꎬ试剂盒法每完成一个样品的检测至少花费 ７６.８ 元ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法每完成样品

的一次检测约花费 ３１.２ 元ꎬ远远低于荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法ꎬ说明 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法经济实惠.

４　 结论

本文首先基于金黄色葡萄球菌的 ｎｕｃ 基因建立了特异性引物的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法ꎬ经验证发现此方

法特异性好、重现性稳定且灵敏度高ꎬ检测限可达 ８.９９ ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ比荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法的灵敏度

高 ２ 个数量级. 利用所建立方法与荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法、商品化 Ｂａｉｒｄ￣Ｐａｒｋｅｒ 干粉培养基法对 ８ 种

模拟污染花生制品为实验对象进行金黄色葡萄球菌的检测ꎬ并以此为基础对金黄色葡萄球菌的 ３ 种不同快

速检测方法进行了评价研究ꎬ发现基于分子生物学原理的 ２ 种快速检测方法的准确度及灵敏度都高于传统

的微生物学方法ꎬ分子水平的快检方法可在短时间内完成大量样本的检测ꎬ效率高于培养基法. 从经济成本

考虑ꎬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法要比荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒－探针法更加经济实惠. 综上ꎬ本文所建立的 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ 法成本低、检测时间短、方法特异性较好、准确度高、灵敏度高ꎬ对花生及其制品中金黄色葡萄球

菌的现场快速检测适用性较好ꎬ可为防控其他食品中的金黄色葡萄球菌污染提供参考.
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