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摘　要:目的　基于猪霍乱沙门菌血清型特异性基因,建立 TaqMan逆转录实时聚合酶链反应(TaqManＧrRTＧPCR)检测

猪霍乱沙门菌的方法.方法　利用基因组序列比对筛选到猪霍乱沙门菌特有的基因SC０３５８,通过普通PCR及利用多种血清

型沙门菌及非沙门菌菌株共计１４５株,评价该方法的菌株特异性,针对该基因设计 TaqManＧrRTＧPCR检测方法的引物,优化

反应条件,建立针对该靶基因的 TaqManＧrRTＧPCR检测方法,以纯菌及血液模拟标本 RNA 为模板进行敏感性检测.结果　
利用该方法检测２６株猪霍乱沙门菌均为阳性,其余菌株扩增均阴性,对纯菌 RNA 检测中,TaqManＧrRTＧPCR的最低检测限

度为５fg/反应,约为１０个拷贝/反应.对全血液模拟样品分析中,敏感性达２５cfu/mL.结论　以猪霍乱沙门菌保守、特异

基因SC０３５８建立的 TaqManＧrRTＧPCR方法,能够简便快捷区分猪霍乱沙门菌与其他血清型沙门菌,尤其能够区分与其有抗

原式相同的丙型副伤寒沙门菌,此方法为猪霍乱沙门菌感染的快速诊断提供了简便的手段,可用于对猪霍乱沙门菌的早期诊断.
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Abstract:ATaqManrealＧtimereversetranscriptionpolymerasechainreaction(TaqManＧrRTＧPCR)assaywasestablished
forthedetectionofSalmonellaCholeraesuisonthebasisoftheSC０３５８gene．ThespecificS．CholeraesuisgeneSC０３５８wasiＧ
dentifiedthroughalignmentofthegenomesequencesofS．CholeraesuiswiththoseofotherSalmonellaserotypesinGenBank
andthehumangenome,andthespecificityofSC０３５８wasconfirmedbyPCR．ThespecificityanddetectionlimitoftheTaqＧ
ManＧrRTＧPCRassaywereevaluatedonpureculturestrainsandS．Choleraesuissimulatedbloodspecimens．AllS．CholeraesuＧ

isstrainsinourstudywereamplifiedandfoundtobepositivewithTaqManＧrRTＧPCRassays,whereasotherisolateswerenegＧ
ative．ThedetectionlimitoftotalRNAfromthepureculturedisolateswas５fg/reaction,equivalentto１０molecularcopiesper
reaction．ForRNAfromstimulatedblood,thesensitivitywas２５cfu/mL．Theestablishedassaybasedontheconservedand
specificgeneSC０３５８fordetectingS．CholeraesuishadhighsensitivityandspecificityindistinguishingS．Choleraesuisfrom
otherserotypes,particularlyS．ParatyphiC,withthesameantigenicformula．ThismethodshouldbesuitableforrapiddetecＧ
tionanddiagnosisinearlyclinicaltreatment．

Keywords:SalmonellaCholeraesuis;TaqMan;detection

SupportedbytheNationalNaturalScienceFoundationofChiＧ
naYouthFund (No．８１５０１７２４),the MajorProjectofthe
ThirteenthFiveYearSpecialforInfectiousDiseaseofChina
(No．２０１８ZX１０１０１００２)．ZhangJingＧshanandLiXucontribuＧ
tedequallytothispaper．
Correspondingauthor:FanFenＧxia,Email:fanfenxia＠icdc．
cn

０１４



　　猪霍乱沙门氏菌是非伤寒沙门菌的一种,是引

起仔猪副伤寒的主要病原菌[１Ｇ２],也容易侵染人[３],
人感染后主要表现为高热及菌血症等全身性感染症

状[２Ｇ４],但临床症状不典型,很难与伤寒及副伤寒沙

门菌引起的肠热症及其他非沙门菌引起的人类发热

症状区分,如布鲁氏菌病、钩端螺旋体病、斑疹伤寒

及侵袭性金黄色葡萄球菌感染等.在发达国家,沙
门菌引起的腹泻仍是公共卫生问题,但血液感染伤

寒及非伤寒沙门菌的病例很少;在非洲,非伤寒沙门

菌感染引起发热病例很常见[５];在我国,也有猪霍乱

沙门菌引起败血症的报道[６Ｇ８].
利用沙门菌增菌液进行细菌分离培养是传统鉴

定猪霍乱沙门菌的方法[９Ｇ１１].对分离得到的疑似菌

落进行生化及血清型凝集鉴定,需要３~５d,耗时费

力,同 时 血 清 凝 集 反 应 及 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)等存在交叉反应、特异性不高及敏感性低

等一些问题,这样很容易引起病例漏诊、误诊而延误

治疗.ELISA法诊断猪霍乱沙门菌比传统的方法

时间短[１２],但猪霍乱沙门菌与丙型副伤寒沙门菌两

者的抗原式相同,均可引起血液感染,且利用血清凝

集试验 以 及 ELISA 诊 断 疑 似 样 本 时 会 出 现 交

叉[１３],最终准确鉴别还需要特殊生化反应[１４].沙

门菌血清分型鉴别主要基于细菌细胞壁脂多糖(O
抗原)和鞭毛抗原(H 抗原)[１５],鞭毛抗原的编码基

因两端在不同血清型沙门菌间高度保守,中间区域

高度变异,有时能够根据变异区基因序列找到特异

引物用于区分不同的血清型[１６],但高度变异的特性

作为分子检测靶标时也存在结果不准确的隐患.寻

找简单、特异的单基因分子诊断方法对猪霍乱沙门

菌的快速灵敏诊断以及鉴别排除十分必要,也是传

染病检测、监测和应急中亟待解决的关键问题.
已有研究利用核酸扩增(PCR)检测猪霍乱沙门

菌的报道[１７Ｇ１８],但一般是用样本 DNA 为模板进行

扩增.由于DNA可能是来源于处于感染状态的活

细菌,也有可能是来源于死亡细菌的 DNA 残留,如
果检测标本是原始样本,在不能培养出菌株的情况

下,无法最终判断阳性样本中细菌处于活的状态还

是死亡细菌残留的 DNA,导致假阳性结果.另外,

PCR检测不同血清型沙门菌,也需要以特异基因片

段作为靶标.本研究经过不同血清型沙门菌基因组

序列分析,筛选到猪霍乱沙门菌的保守、特异基因

SC０３５８,根据SC０３５８的基因序列,设计基于 TaqＧ
Man方 法 的 逆 转 录 实 时 聚 合 酶 链 反 应 (reverse
transcriptionalrealＧtime polymerasechain reacＧ
tion,rRTＧPCR)所用引物和探针,简写为 TaqManＧ
rRTＧPCR,进而验证基因及方法的特异性,并优化

反应体系,以纯菌、血样本模拟等分析了反应体系的

敏感性,建立了快捷、特异和高灵敏的诊断猪霍乱沙

门菌的 TaqManＧrRTＧPCR检测方法.

１　材料与方法

１．１　猪霍乱沙门菌特异基因寻找和引物探针设计

根据以往的研究[１９],我们对猪霍乱沙门菌的特有基

因进行了筛选,数据的分析过程简述为:利用 R 脚

本,分析比对 GenBank中所有猪霍乱沙门菌已知序

列,初步获得这些全基因组序列共有的基因序列,再
将这些共有序列与其他血清型沙门菌及人类基因组

(人类EST库)进行比对分析,最终获得猪霍乱沙门

菌特异基因SC０３５８.分析过程中,判定基因是否

存在的标准为:基因序列一致性若＜５０％,则认为该

基因不存在;若≥５０％,则认为该基因存在.根据猪

霍乱沙门菌参考菌株 SCＧB６７(NC_００６９０５．１)中

SC０３５８基因(GeneID:３３３２７７５)序列,利用 BeaＧ
conDesigner软件设计相应的 TaqManＧrRTＧPCR
引物(表１).

表１　实验所用引物

Tab．１　Primersusedinthisstudy

Assays Primers Position Sequence(５′Ｇ３′) Length/bp

TaqManＧrRTＧPCR SC０３５８ＧF ７２Ｇ９１ TGATGGCTGAATGGCTTGGC ２０

SC０３５８ＧR １９２Ｇ２１１ GGATCTGGAGCGACATCTGC ２０

SC０３５８ＧProbe １５２Ｇ１７６ Cy５ＧTGCGTCACCTGGCATCAACGTTGGCＧBHQ３ ２５

PCR SC０３５８ＧPCRＧF 　１Ｇ２０ ATGAACCTGACAACGAAGGG ２０

SC０３５８ＧPCRＧR ４８２Ｇ５０１ TTATTCGCTCCCGTTATCGC ２０

１．２　实验用菌株及培养　本研究所用菌株均来自 中国疾病预防控制中心传染病预防控制所,所有菌
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株均经过生化及血清型(群)鉴定.其中伤寒沙门菌

(S．Typhi)１０株、甲型副伤寒沙门菌(S．ParaＧ
typhiA)４株、乙型副伤寒沙门菌(S．Paratyphi
B)２株、丙型副伤寒沙门菌(S．ParatyphiC)２０株、
猪霍乱沙门菌(S．Cholerasuis)２６株、阿贡纳沙门

菌(S．Agona)３株、肠炎沙门菌(S．Enteritidis)８
株、鼠伤寒沙门菌(S．Typhimurium)８株、汤卜逊

沙门菌(S．Thompson)４株、德尔卑沙门菌(S．DerＧ
by)４株、山夫登堡沙门菌(S．Senftenberg)２株、韦
太夫雷登沙门菌(S．Weltevreden)２株、阿伯丁沙门

菌(S．Aberdeen)１株、鸭沙门菌(S．Anatum)１株、
火鸡沙门菌(S．Meleagridis)１株、圣地亚哥沙门菌

(S．Sandiego)１株、乌干达沙门菌(S．Uganda)１
株、肯塔基沙门菌(S．Kentukey)１株、梦得维的亚

沙门菌 (S．Montevideo)１ 株、斯坦利沙门菌 (S．
Stanly)１株、波摩那沙门菌(S．Pomona)１株、波茨

坦沙门菌(S．Potsdam)１株、姆班达卡沙门菌(S．
Mbandaka)１株、伊斯坦布尔沙门菌(S．Istanbul)１
株、非丁伏斯沙门菌(S．Hvittingfoss)１株、利奇菲

尔德沙门菌(S．Litchfield)１株、印第安纳沙门菌

(S．Indiana)１株、盖茨黑德沙门菌(S．Gateshead)

１株、维尔肖沙门菌(S．Virchow)１株、威廉斯堡沙

门菌(S．Wilhelmsburg)１株、旺兹沃斯沙门菌(S．
Wandsworth)１ 株、胥 伐 成 格 隆 沙 门 菌 (S．
Schwarzengrund)１株、利文斯通沙门菌(S．LivＧ
ingstone)１株、利物浦沙门菌(S．Liverpool)１株、
斯坦利维尔沙门菌(S．Stanleyville)１株.另外,本
研究也选用其他肠道常见病原菌 O１、O１３９血清群

霍乱弧菌(V．choleraeserogroupO１,V．cholerae
serogroupO１３９)各２株、副溶血弧菌(V．parahaeＧ
molyticus)３株、志贺菌(Shigellaspp．)４株、致泻

性大肠杆菌(DiarrhealE．coli)４株以及引起发热并

可在血液标本中分离到的金黄色葡萄球菌(S．auＧ
reus)５株、肺炎链球菌(S．peumoniae)１株、伯氏疏

螺旋体 (Borreliaburgdorferi)１ 株、钩 端 螺 旋 体

(Leptospira)１株、嗜肺军团菌(Legionella)１株、脑
膜炎奈瑟菌(N．meningitis)１株、立克次体(RickＧ
ettsia)１株、布鲁氏菌(Brucella)３株等共２９株作

为伤寒沙门菌的特异性评价检测菌株.菌株培养所

用培养基:肺炎链球菌(哥伦比亚血平板)、嗜肺军团

菌(GVPC液体培养基)、伯氏疏螺旋体(BSK 培养

基)、钩端螺旋体(Korthof培养基)、脑膜炎奈瑟菌

(血琼脂培养基)、立克次体(VeroＧE６细胞培养)和
布鲁氏菌(布氏琼脂),其余菌株均用 LuriaＧBertani
培养基.

１．３　反应体系与扩增条件　以提取的病原菌的

RNA 为模板,参照 OneStepPrimeScriptTM RTＧ
PCRKit(PerfectRealTime)试剂盒说明书(TakaＧ
ra,codeNo．RR０６４A),采用２０μL 反应体系:１０

μL２×OneStepRTＧPCRBufferⅢ (１×)、０．４μL
TaKaRaExTaqHS(５U/μL)、０．４μLPrimeScript
RTEnzymeMix Ⅱ、０．５μLPCRForwardPrimer
(１０μmol/L)、０．５ μL PCR ReversePrimer(１０

μmol/L)、１μL 探针引物、RNA 模板２μL、５．２μL
无RNase水.使用CFX９６荧光PCR仪对RNA样

本进行反转录及核酸扩增,反应条件为:４２ ℃ ５
min;９５℃１０s;９５℃５s,５８℃２０s,４０个循环.
对于Ct值≤３５的扩增结果判定为阳性.以相应的

Ct值为纵坐标,横坐标为细菌浓度的对数值,绘制

TaqManＧrRTＧPCR标准曲线方程.
普通PCR反应体系:５μL１０×扩增缓冲液(含

Mg２＋ )、４μLdNTP混合物(每种浓度为２．５mmol/

L)、上游和下游引物分别 １．５μL (１０μmol/L)、１

μLPfu(５U/μL)、２μL模板 DNA(５０ng/反应)、

３５μLddH２O.反应条件为:９５℃５min,３５个循

环:９５℃１０s,５２℃３０s,７２℃１min,７２℃５min,

２５℃５min.

１．４　血模拟标本的制备及RNA提取　从平板上挑

取新鲜培养的单克隆,液体振摇培养５h,菌液浓度

经平板计数(６．５×１０８cfu/mL),将培养液按１０倍

梯度系列稀释为１０１~１０６cfu/mL,分别用２mL新

鲜的人抗凝血与同体积的各浓度菌液混匀,室温放

置３０min,作为全血模拟标本.对上述模拟标本进

行猪霍乱沙门菌RNA的提取(QIAampUCPPureＧ
PathogenBloodfieldtestKit,QIAGEN 公司),将
不加菌液的血液作为阴性对照组(NC).

１．５　纯培养细菌的RNA提取　将从平板上挑取的

单克隆猪霍乱沙门菌过夜培养,第２天,按１∶１００
接种到新鲜的培养液里,菌液浓度为 OD＝０．６左右

时,收集菌液,提取总 RNA(RNeasyMinikit,QIAＧ
GEN公司).对提取的总 RNA 进行浓度测定后,
进行１０ 倍 梯 度 稀 释,最 后 选 取 ６ 个 浓 度 梯 度:

０００５、０．０５、０．５、５、５０和５００pg/μL,每个浓度的样

本各取２μL作为模板,分析 TaqManＧrRTＧPCR反

应体系的敏感性.

１．６　细菌的 DNA 提取　挑取平板上的新鲜单克

隆,接种到LB液体培养基中,菌液浓度为 OD＝０．６
左右时,收集菌液,提取总 DNA,按照相应试剂盒

(QIAGEN)说明书操作步骤进行.
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２　结　果

２．１　TaqManＧrRTＧPCR检测体系建立　根据筛选

到的猪霍乱沙门菌的特异基因SC０３５８,设计普通

PCR引物(表１),选取从我国不同地点及时期分离

到的猪霍乱沙门菌,共计２６株,提取 DNA 为模板,
对SC０３５８进行全基因扩增,结果得到大小为５０１
bp的目的条带,随机选择５个PCR产物进行测序、
比对分析,DNA序列一致率为１００％,说明SC０３５８
在猪霍乱沙门菌中高度保守.同时利用３４种血清

型１１６株沙门菌及２９株非沙门菌进行扩增,结果均

为阴性,说明SC０３５８是猪霍乱沙门菌的特异、保守

的基因,可作为诊断猪霍乱沙门菌感染的分子靶标.
利用软件BeaconDesigner设计针对该基因的 TaqＧ
ManＧrRTＧPCR引物(表１),以猪霍乱沙门菌的纯菌

样本提取的总 RNA 为模板进行扩增反应,最终确

定的反应条件、引物用量及退火温度详见１．３(反应

体系与扩增条件).

２．２　TaqManＧrRTＧPCR特异性分析　以４８种１４５
株细菌为检测样本,进一步分析 TaqManＧrRTＧPCR

引物的特异性,其中２６株猪霍乱沙门菌检测结果均

为阳性,沙门菌属的其余３４种血清型９０株菌扩增

结果均为阴性,其他常见的腹泻症状致病菌及临床

常见的发热病原菌扩增均为阴性.同时将这些样品

进行了普通 PCR 检测,TaqManＧrRTＧPCR 与普通

PCR检测结果一致.结果说明:根据SC０３５８基因

序列,设计 TaqManＧrRTＧPCR体系检测引物,可很

好的识别猪霍乱沙门菌,具有非常高的血清和菌种

特异性,目前检测的菌株基础上分辨率可达１００％.

２．３　 以纯菌样本 RNA 为模板的 TaqManＧrRTＧ
PCR敏感性分析　提取猪霍乱沙门菌纯培养物的

RNA,按１０倍梯度稀释后作为模板,检测 TaqManＧ
rRTＧPCR反应的敏感性,本实验重复３次,结果一

致(图１A).本研究结果显示检测SC０３５８基因的

敏感性为５fg/反应,大约为１０个拷贝/反应.以反

应Ct值为纵轴,以模板RNA的拷贝数的对数值为

横轴,得到的标准曲线方程为:y＝－１．５３ln(x)＋
３６１９６,R２＝０．９９９６(图１B),说明引物的扩增效率

很高.

A:纯菌 RNA样本 TaqManＧrRTＧPCR敏感性分析,提取的猪霍乱沙门菌总 RNA经系列梯度稀释后,作为反应的模板.

１:５０００pg/反应;２:５００pg/反应;３:５０pg/反应;４:５pg/反应;５:０．５pg/反应;６:０．０５pg/反应;７:０．００５pg/反应;NC:阴

性对照.B:模板浓度和Ct值之间的相关系数分析.

图１　纯菌样本中猪霍乱沙门菌TaqManＧrRTＧPCR敏感性分析

Fig．１　SensitivityofTaqManＧrRTＧPCRindetectingSC０３５８inpurestrainspecimens

２．４　血液模拟标本中 TaqManＧrRTＧPCR敏感性分

析　将猪霍乱沙门菌培养液按１０倍梯度稀释至不

同浓度后,与新鲜的血液混匀,室温放置后,从模拟

血标本中提取猪霍乱沙门菌的RNA,用５０μL的无

RNase的无菌水溶解每个样品的 RNA 产物,取其

中２μL作模板,进行 TaqManＧrRTＧPCR敏感性分

析,进行了３次独立重复实验,结果一致.如图２A

所示:以猪霍乱沙门菌特异基因SC０３５８为靶标的

TaqManＧrRTＧPCR反应体系检测血模拟标本的最

低检测下限为２５cfu/mL.以反应Ct值为纵轴,模
板RNA拷贝数的对数值为横轴,得到的标准曲线

方程为:y＝－１．５４６ln(x)＋３７．４５１,R２＝０．９８９３
(图２B),说明引物的扩增效率很高.
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A:血模拟样本 RNA的 TaqManＧrRTＧPCR敏感性分析,提取猪霍乱沙门菌血模拟样本的总 RNA经系列梯度稀释后,作为

反应的模板.a:２．５×１０６cfu/mL;b:２．５×１０５cfu/mL;c:２．５×１０４cfu/mL;d:２．５×１０３cfu/mL;e:２．５×１０２cfu/mL;f:

２．５×１０１cfu/mL;NC:阴性对照.B:模板浓度和Ct值之间的相关系数分析.

图２　血液模拟样本中猪霍乱沙门菌TaqManＧrRTＧPCR敏感性分析

Fig．２　SensitivityofTaqManＧrRTＧPCRindetectingSC０３５８insimulatedbloodspecimens

３　讨　论

靶标的特异性是分子诊断最关键一步.基于全

基因组、多基因和单基因的病原菌检测技术都是基

于病原菌的遗传物质 DNA 或 RNA 的特征识别.
寻找病原微生物的特异基因并据此设计引物,通过

荧光定量PCR检测病原菌仍旧是方便快捷、性价比

高的检测手段.另外,当前基因组测序和生物信息

学分析技术快速发展,大量病原微生物进行了基因

组测序,病原基因组数据库包括的种类和数量也急

剧增加,使得通过基因组数据库的比对、筛选到某种

病原微生物的特异基因序列变得很容易.我们可以

不经过大量菌株实验测试,只需将基因组数据库中

存储的各类病原微生物基因组序列进行比对,就可

以寻找、判断一种病原体的特异基因或片段序列.
目前,已建立通过检测编码特异抗原的基因鉴

别病原菌的检测方法[１３,２０Ｇ２３],也有根据病原菌特有

保守的非抗原基因的检测方法[２４Ｇ２５].分子检测所选

的靶基因应为待检病原微生物的特有识别序列,这
是建立特异分子检测方法的基本要求.根据沙门菌

毒力岛(SPIＧ１)三型分泌系统中编码伴侣分子的inＧ
vB 基因序列,设计检测猪霍乱沙门菌的PCR引物,
虽然猪霍乱沙门菌可扩增出阳性目的条带,但扩增

产物 的 特 异 性 比 较 低,此 序 列 与 NC００６９０５、

AE００８８３２、STU０８２７９和 AE０１７２２０序列同源性高

达９９％~１００％[１７],所以利用invB 基因并不能直

接区分猪霍乱沙门菌与其他血清型沙门菌,还需其

他的血清学及生化实验辅助.
目前为止,经数据库序列比对,经本研究所用沙

门菌属及临床症状类似的非沙门菌致病菌的核酸扩

增筛选,确定SC０３５８基因是猪霍乱沙门菌的特异

基因,SC０３５８编码 DNA 稳定蛋白.根据SC０３５８
全基因序列,设计 TaqManＧrRTＧPCR的引物,能很

好地区分猪霍乱沙门菌与其他常见的沙门菌血清

型,此方法可应用于发热病原的鉴别诊断.
以 TaqMan技术为基础建立的rRTＧPCR方法

检测猪霍乱沙门菌有明显的优势.首先,除内外引

物外,还有探针序列,３条序列覆盖的３个区域可增

加检测的特异性.其次,在临床和疫情现场,判断病

例样本中是否存在活菌或处于应急感染期至关重

要.TaqManＧrRTＧPCR 反 应 体 系 所 用 的 模 板 为

RNA,阳性结果表明处于感染期,致病菌处于活的

状态,可排除死菌残留 DNA 的假阳性结果.另外,
细菌染色体DNA 为单拷贝,而基因转录产物 mRＧ
NA具有明显多的拷贝数,因此,对于细菌相关基因

转录的 mRNA 进行检测,具有提高方法敏感性和

明确活菌感染的优势.最后,我们以猪霍乱沙门菌

特有基因SC０３５８建立的 TaqManＧrRTＧPCR 反应

体系分析纯菌、血模拟样本的敏感性分别为５fg/反

应(大约为１０个拷贝/反应)、２５cfu/mL,优于之前

的检测体系[１８Ｇ１９].
鉴于猪霍乱沙门菌是一类重要的人兽共患菌,

也是食品安全中需要防范的病原菌;另外,猪霍乱沙

门菌也可致血流感染,因此以发热和血液为标本进

行病原微生物检测时,应作为一种筛查的病原体;又
因为猪霍乱沙门菌在沙门菌血清型鉴定上难与丙型

副伤寒沙门菌进行血清凝集鉴别,本研究建立的

TaqManＧrRTＧPCR检测猪霍乱沙门菌的反应体系,
为解决上述问题提供很好的方法.本研究特异性和

敏感性数据均来自猪霍乱沙门菌纯培养及血液模拟

标本,将来需要进一步收集来自食品、临床病人或者
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动物的实际标本,对本研究建立的猪霍乱沙门菌

TaqManＧrRTＧPCR检测体系进一步验证和完善.
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