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摘 要 为提 高畜禽类食品中空肠弯曲菌的检出率和灵敏度，应用抗血清和磁性微殊首次制备弯曲菌免疫磁殊，利用弯曲菌 

免疫磁珠直接捕获检样中目的菌，不需要增菌培养；通过荧光 PCR检测鞭毛蛋白 A(flaA)基因和／或马尿酸酶(hipO)基因，首次 

建立空肠弯曲菌的磁捕获一荧光聚合酶链反应(IMC—FPCR)方法。IMC—FPCR法检测空肠 弯曲菌方法简便 易行，可在 24h内完 

成，特异性好，检测低限达到 1Ocfu／mL，抗干扰性强。IMC—FPCR方法可望解决非可培养状态的空肠弯曲菌检测难题 ，是一种适 

用于检验检疫、卫生防疫和农产品安全检验等领域 的快速方法。 
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Abstract In order to develop a rapid method which can check Campylobacter jejuni in animal and poultry foods nicely，an 

immunomagnetic capture—fluorescent PCR(IMC—FPCR)method was established in this paper．The reported method involves 

isolation of the target pathogen by immunocapture prior to the fluorescent PCR step，therefore the immunomagnetic—beads for 

Campylobacter were developed，and two groups of primer／probe，which targeted for the species special sequence of flaA gene and 

hipO gene for Campylobaeter jejuni were designed．The immunomagnetic capture—fluorescent PCR assay amplification of the hipO 

gene and flaA gene for detection of Campylobacter jejuni was firstly reported in this paper．Result indicated that IMC—FPCR 

method permits direct detection of the pathogen without an enrichment step and can be perform ed in approximately 24 h．The 

assay results are positive for all of the isolates of Campylobacter jejuni t 3 isolates，including type strain ATCC 33560 and 

ATCC8341)with a detection limit of approximately 10 cfu／mL，are negative for Campylobacter coli and several other bacteria． 

IMC—FPCR assay provide not only a rapid．sensitive method for quantitative detection of Campylobacter j~uni，but also an 

important method for detecting of Campylobacter uni of viable but non—culturerable(VNC)state． 
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空肠弯曲菌 (Campylobacterjejuni)是近十几年来被认识 

的在世界范围广泛流行的人兽共患病原菌 ，可引起人体急性 

肠炎和食物中毒，并引发格林一巴利综合症、反应性关节炎和 

肝炎等严重的并发症。该菌通过动物带菌者或患病者的粪 

便进入环境中，并在水环境中可以进入一种称为“活的非可 

培养状态”(viable but non—cuhurerable，VNC)的休眠期。接触 

畜禽类 ，或食人受到污染的禽制品、水源和牛奶是该菌感染 

人体的主要媒介 。国外流行病学调查表明，该菌作为肠炎 

的病因仅次于沙门氏菌和志贺氏菌 ，在很多地区甚至有超过 

沙门氏菌而居首位 的趋 势 。我国在上海 、北京 、福建等地 

多次报道经食物感染该菌并引发疾病 。世界卫生组织已 

将该病列为最常见的食源性传染病之一。 

建立空肠弯曲菌快速而特异性的分离和检测方法，是有 

效控制和预防该类“正在发展的食源性病原菌”的关键所在： 

面对复杂多样的样品时 ，传统的分离鉴定方法需要耗费大量 

的时间和人力，而且存在敏感性低、难以检测 VNC状态的空 

肠弯曲菌和易出现假阴性结果等问题 ，这将严重制约对该 

菌的快速准确检测 ，因此迫切要求新的检测技术来改变这一 

状况 ： 

本研究应用抗血清和磁性微珠制备弯曲菌免疫磁珠，利 

用免疫磁珠直接捕获检样中 目的菌；通过荧光 PCR检测鞭 

毛蛋白 A(flaA)基因和／或马尿酸酶(hipO)基因，建立磁捕获一 

荧光 PCR(immunomagnetic capture—fluorescent PCR，IMC—FPCR) 

检测方法，以期提高畜禽类食品中空肠弯曲菌的检出率和灵 

敏度，并达到 1个工作 日内完成检测的要求。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验 菌株：本研 究使用 的空肠 弯 曲菌标准 菌株 

(ATCC33560)来 自福建省疾病预防控制中心，空肠弯曲菌标 

准菌株(ATCC 8341)及结肠弯曲菌标准菌株(ATCC7709)来自 

上海 市 疾 病 预 防 控 制 中 心，空 肠 弯 曲 菌 阳 性 菌 株 

(XMIQO30516)系本实验室从实物样 品中分离得到，12种其 

它细菌菌株由本实验室保存或分离(表 1)。 

1．1．2 主要试剂 ：弯曲菌免疫血清(力 口，≮夕夕一免疫 

血清，Lot No．104041)为 力生研株式会社产品；磁珠 液 

D、nabeads M一280 Sheep anti—Rabbit IgG及其试 剂(PBST缓 冲 

液、10×洗 液、重 悬 液 和 NaOH等 )为 Dynal公 司 产 品； 

AmpliTaq Gold DNA聚合酶和 AmpErase UNG酶为 Applied 

Biosvstems公 司产品 。 

1．2 方法 

1．2．1 引物及探针设计 ：目前空肠弯曲菌检测的 目的 DNA 

序列有 23S rRNA、16S rRNA、hipO和 flaA等基因 ：本研究 

选择了常用的 16S rRNA、hipO和 flaA基 因作为扩增 目标序 

列，使用 Primer Express 软件(Applied Biosystems)自行设计多 

组引物及 Taqman探针。对设计的引物及探针进行比较选择 

后 ，从中确定了五组引物及探针，分别是 74一UC、RDB、JSCIQ、 

11168和4OO一1134，由上海生工生物工程技术服务有限公司 

表 1 本研 究使用 的菌株 

TabIe 1 List of bacterial reference strains used in this study 

ATCC：American Type Culture Collection；XMIQ：Xiamen Inspection 

and Quarantine 

合 成 。 

1．2．2 血清特异性试验：将弯曲菌免疫血清与 l6个已知细 

菌(3株空肠弯曲菌、1株结肠弯曲菌和 l2种其它细菌，表 1) 

进行玻片凝集试验 ’ ，以确定其特异性和交叉反应性： 

1．2．3 免疫磁捕获方法的建立 ’ ：①免疫磁珠的制备 ：取 

0．1mL磁珠液于 1．0mL PBST缓冲液中，混匀，3000r／min离心 

2min，弃液体；重复清洗 3次后 ，加入 1．0mL PBST缓冲液使磁 

珠重悬其中；加入 0．1mL弯曲菌免疫血清 ，室温轻缓旋转振 

荡 3h；用 1．0mL洗液清洗 5次后 ，加入 0．5mL重悬液，于 4。c 

保存备用。 

②目的菌的磁捕获：无菌操作取检样至 50mL蛋 白胨水 

中，轻缓振荡 30min；取检样上清液于 3000r／min离心 2min，上 

清液再次于5000r／min离心 20min，弃液体，沉淀重悬于 1．0mL 

PBST缓冲液中；取检样悬液于装有 0．1mL免疫磁珠悬液的 

小管中，室温轻缓旋转振荡 30min；将小管置于 Dvnal MPC—S 

磁架上 3min，小心移出管中液体；加入 1．0mL洗液混匀，置于 

磁架上 3min，移出洗液 ；重复清洗 5次，加入0．1mL重悬液使 

吸附弯曲菌的磁珠重悬其中。带有弯曲菌的磁珠悬液可转 

接在肉汤或平板中进行培养，也可直接用于提取细菌 DNA= 

③细菌 DNA的提取(煮沸法)：取 50 L弯曲菌磁珠悬液 

于 0．5mL管 中 ，100。C水浴 10min，5000r／min离 心 5min，上 清 

液于 一20℃条件下保存备用。 

1．2．4 荧光 PCR检测方法的建立 ：荧光 PCR扩增反应体 

系含有 ：10×PCR缓 冲液，MgCh，dNTP(dATP，dGTP，dCTP， 

dUTP)，引物 1和 2，TaqMan探针 ，UNG酶，DNA聚合酶 ，细菌 

DNA模板，灭菌超纯水。荧光 PCR扩增反应条件 为 50℃／ 

2min，预变性 95℃／10min；而后 95℃／15s，55℃／60s，共 4JD个循 

环。PCR扩增反应条件则以 50℃作用 2min开始，此阶段为 
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UNG酶作用时间，UNG酶在 5OoC可选择性地将含有 dUTP的 

产物降解而对正常胸腺嘧啶的模板 DNA无破坏作用：由于 

UNG酶不耐热，可通过热变性失活，不影响新扩增的 PCR产 

物 ：这样 既防止 了含有 dUTP的 PCR产物 污染 ，又不 妨 碍 日 

的基因的扩增，提高了 PCR的准确性和特异性 ： 

1．2．5 磁捕获．荧光 PCR检测方法的特异性和敏感性试验： 

① 抗干扰性试验：将培养 24h的 ATCC33560菌液与结 

肠弯曲菌及 12种其它细菌增菌液等量混合，以弯曲菌免疫 

磁珠从混合菌液中捕获并提取细菌 DNA，荧光 PCR检测空 

肠弯曲菌 flaA和 hipO基因。 

② 敏 感性 试验 ：用 改 良布 氏肉汤对 ATCC33560菌 液依 

次进行 1O‘。、1O 、1O 、1O～、1O 、1O一、1O～ 、1O 和 1O 

倍梯度稀释。每份稀释菌液取 1mL以磁捕获法获取 DNA． 

进行荧光 PCR检测；同时取 0．1·n1 稀释菌液涂布哥伦 比亚 

马血平板 ，于 37oC培养 24h，进行 菌落 汁数 。 

2 结果 

2．1 引物及探针设计 

选择合适的引物与探针是成功进行 DNA分析检测的关 

键：查阅了国内外相关文献及 GenBank、EMBL和美 国专利 

网等数据库后中获得了空肠弯曲菌的基因序列 ，对 目前传统 

PCR方法检测弯曲菌时所选定的目标 DNA序列进行归纳总 

结，并经过比较和筛选，针对 16S rRNA基因设计了 74一UC、 

RDB、JSCIQ三对引物及探针，针对 hipO基 因设 计了 400一l134 

引物 及探 针 ，针 对 flaA基因设 计 _r l1168引 物硬探 针 ：设计 

的引物及探针序列已申请专利 

2．2 血 清特异性试 验 

弯曲菌免疫血清与 12种其它细菌菌株的凝集试验显 

示，尽管弯曲菌免疫血清与鼠伤寒沙门氏菌 、埃希氏大肠杆 

菌和宋氏志贺氏菌等有交叉反应 ，但与 3株空肠弯曲菌及 1 

株结肠弯曲菌的玻片凝集反应均呈阳性。因而初步认为，本 

研究采用 力 '／ 口，≮夕 少一 免疫血 清 对 Dynabeads M一280磁 

性微株制备的弯曲菌免疫磁珠可用于弯曲菌的分离= 

2．3 免疫磁珠捕获目的细菌 

以 16个已知细菌作为测试菌 ，应用制 备的弯曲菌免疫 

磁珠捕获 目的菌，采取煮沸法获取细菌 DNA。琼脂糖凝胶电 

泳结果显示，磁捕获结合煮沸法提取的所有弯曲菌 DNA均 

条带清晰明亮 、具有较好的完整性 ；提取的鼠伤寒沙门氏菌 、 

埃希氏大肠杆菌和朱氏志贺氏菌 DNA条带较模糊且有拖尾 

现象；而其它 9种细菌均无明显的 DNA条带 由电泳图谱 

分析，本研究制备的弯曲菌免疫磁珠能获取少许鼠伤寒沙门 

氏菌、埃希氏大肠杆菌和宋氏志贺氏菌 DNA，叮能是抗血清 

的非特异性反应及磁珠的非特异性吸附引起的 、但考虑到 

免疫磁珠可以捕获浓缩检样中的弯曲菌，而且获取的弯曲菌 

DNA条带清晰 、无拖尾现象 、具有较好的完整性 ，适于用作荧 

光 PCR反应模板。因此，确定 了磁捕获结合煮沸法作为细 

菌 分 离 及 DNA 提 取 方 法 ，同 时 以 Wizard Genomic DNA 

Puriftcation kit法作为细菌 DNA提取的对照试验。 

2．4 引物及探针的特异性试验 

对自行设计的五对引物及探针进行检测特异性 的比较 

选择试验 ，以便从中确定对空肠弯曲菌检测敏感度高、特异 

性强的引物及探针组合。 

分别以不同引物及探针的荧光 PCR对 I6个已知细菌进 

行检测：结果发现(荧光 PCR检测图未显示)，JSC1Q引物及 

探针的检测敏感度低 ，无论是空肠弯曲菌菌株还是结肠弯曲 

菌和其它细菌菌株的检测 Ct值均为 40．0；RDB引物及探针 

既能正确扩增出空肠弯曲菌 目的片段 ，但也能对霍乱弧菌、 

鼠伤寒沙门氏菌、宋氏志贺氏菌 、埃希氏大肠杆菌和结肠弯 

曲菌发生阳性扩增信号 ；74．UC引物及探针在扩增出空肠弯 

曲菌目的片段的同时，对豚鼠气单胞菌 、溶藻弧菌 、埃希氏大 

肠杆菌 、宋氏志贺氏菌 、鼠伤寒沙门氏菌和结肠弯曲菌也能 

检出阳性信号。 

以 f 结果 表明 ，由于 JSC1Q引物 及探 针不能 正确 扩增 出 

空肠弯曲菌 目的片段，而 RDB、74一UC引物 及探针则对多种 

非空肠弯曲菌发生假阳性结果 ，所以排除了上述 3种引物及 

探针在荧光 PCR检测空肠弯曲菌中的使用= 

400一l134、l1168引物 硬探 针对 16个已知 细菌 的荧 光 

PCR检测结 果 如 图 1～2所 示 ，两组 引 物及探 针 对 3株 空 肠 

弯曲菌均显示阳性结果 ，同时对其它 13个细菌菌株则始终 

显示阴性结果，其中包括属内同源程度极高的结肠弯曲菌： 

以上结果表明，4OO．1134、l1168引物及探针检测特异性 

高，不仅能特异性扩增出空肠弯曲菌 目的片段 ，而且对包括 

结肠弯曲菌在内的多种非空肠弯曲菌不产生假 阳性结果 一 

由此确定了400．1l34、ll168引物及探针在荧光 PCR检测空 

肠弯曲菌中的使用。 

2．5 IMC—FPCR方法的抗 干扰性和敏 感性试验 

2．5．1 抗干扰性试验：在实际情况中，由于空肠弯曲菌所处 

的环境可能含有大量其它种属细菌，建立的检测方法必须能 

抵抗其它细菌干扰，从混合菌液中正确检出空肠弯曲菌= 

在确立了磁捕获结合煮沸法作为弯曲菌分离及 DNA提 

取方法，以及使用 400一l134和／或 l1 168引物及探针来进行荧 

光 PCR检测的基础上，将 空肠弯 曲菌 ATCC33560菌液与结 

肠弯曲菌及 12种其它细菌菌液等量混合后，以弯曲菌免疫 

磁珠从混合菌液中捕获并提取细菌 DNA，然后荧光 PCR检 

测空肠弯曲菌的 flaA基因和／或 hipO基因=结果如图 3昕 

示，IMC—FPCR方法能成功地从混合菌液中检出空肠弯曲菌， 

排除 r其它细菌的干扰 ，尤其是解决了窄肠弯曲菌 与结肠弯 

曲菌的区别鉴定难题 ，显示出良好的持异性和抗干扰性： 

2．5．2 敏感性试验 ：建立的 IMC—FPCR检测空肠弯曲菌方 

法应当具有较高的敏感性 ，以便检样中窄肠弯曲菌含量较低 

时仍能准确检出。本研究取空肠弯曲菌 ATCC33560菌液，经 

空白增菌液稀释得到 1O～～1O 倍梯度稀释菌液，从中分别 

取 0．1mL用于菌落计数 ；取 1mL用于 IMC—FPCR检测～ 

血平板菌落计 数结果显示 ，浓 度为 1O 的细菌 数为 

1OHDcfu，浓度为 1O。“的细菌数为 lOcfu，浓度为 1O“的细菌数 

为 1 cfu。荧光 PCR检测结 果显示 ，400．1134引物及探针 对 
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图 1 400．1134引物及探针的荧光 PCR特异性试验 

Fig 1 The result of 400—1 1 34 primer／probe applyed to 

detect C．|￡】u试 

1：C．jq'uni ATCC33560，Ct=17 344；2：C．jejuni ATCC8341． 

Ct=17 848；3：C．jejuni XMIQ030516，Ct=18 147；4：ddH2O， 

Ct=40 0；5～17：other 13 bacteria(inclusion of C．coli)，Ct=40 0 
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图 2 1I168引物及探针的荧光 PCR特异性试验 

Fig 2 The result of¨ 168 primer／probe applyed to detect C
．  

1：C．jejuni ATCC33560，Ct=16．248： 

2：C．jejuni ATCC8341，Ct=16．547： 

3：C．jejuni XMIQ030516，Ct：17 196；4：ddH20， 

Ct=40 0；5～17：other 13 bacteria(inclusion of C．cDli)，Ct：40 0 

10 ～10 倍稀释菌液均检出阳性信号，对 10 倍稀释菌液 

的检测 结果为 阴性 (图 4)。11168引 物 及 探 针 的 IMC．I；PCR 

检测敏感度与此是相一致 的(图略)：因此，IMC—FPCR方法 

对空肠弯曲菌的最低检测值为 10c ／mL。 

3 讨论 

3．1 免疫磁珠法捕获细菌 

免疫磁珠分离法是基于抗原抗体反应和磁分离技术，本 

研究采用力 、／ 口， 夕夕一免疫血清对 Dynabeads M．280磁 

性微珠进行包被，制备了弯曲菌免疫磁珠。尽管使用的弯}#i 

菌免疫血清与鼠伤寒沙门氏菌 、埃希氏大肠杆菌和宋氏志贸 

氏菌等革兰氏阴性菌有交叉反应，但与所有弯曲菌菌侏(包 

括 3抹空肠弯曲菌及 1株结肠弯曲菌)的玻片凝集反应均呈 

阳性：将制备的弯曲菌免疫磁珠直接加至检样中，室温轻缓 

摇转 ，弯曲菌有机体将被吸附在磁珠的抗体上，在磁场作用 

下与其它微生物和样品残渣分离开来，从而直接捕获得检样 

中的弯曲菌 ，不需要增菌培养。经琼脂糖凝胶电泳分析及荧 
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图 3 IMC．FPCR检测混 合菌试验 

Fig 3 The result of application of IMC—FPCR to detect 

C．jejuni in mixed bacterial solution 

：the detection of 400—1 1 34 primer／probe ill mixture containing 

C ．j~j'uni，Ct= 15 766： 

2：the detection of 1 1 168 primer／probe in nlixture contaimng 

C．jejuni，Ct=17 038： 

3：the detection of 4OO一1 1 34 primer／probe ill nlixture without 

C．jejuni，Ct=40 0； 

4：the detection of 1 1 168 primer／probe ill mixttlre without 

C jejuni，Ct=40 0． 

Cycle 

图4 400—1134引物及探针的 IMC．Fl】cR俭测锑度稀释的 

夺肠弯曲菌菌液结果 

Fig 4 The result of 400-1 134 prinler／probe tlet ·t C 咖n 

in gradient—diluted solution 

1：10一 ，Ct= 16．038；2：10～ ，Ct= 16 141： 

3：10 ，Ct= 16 361；4：10 ，Ct： 17 039： 

5：10 ，Ct= 17 441；6：10 ，Ct= 17 965： 

7：}O一 ，Ct= j8．205：8：j0 ，Ct：40 0 

光 PCR检测证实，免疫磁珠技术从检样中育接分离和富集 

目的菌是一个简便有效 、且小会伤及细菌的方法 

免疫磁珠吸附法可特异地从检样中分离目的细菌 ，简化 

_r操作 ，缩短了时间、 煮沸法采用裂解释放原理，提取 的细 

菌 DNA质量较好，适用于荧光 PCR检测 值得注意的是 ，免 

疫磁珠分离操作过程中应避免检样r{·的盐浓度过高，在洗涤 

时则应轻缓振荡或小心吹口及，以免造成混合物的碎裂 ，最后 

洗涤出的混合物应重悬至均质状态 

3．2 引物及探 针的选择 

本研究设计的五对引物及探针经检测效力比较 ，结果显 
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示 74．UC、RDB和 JSCIQ三对引物及探针不适合用于空肠弯 

曲菌的荧光 PCR检测 ，而 400．1134和 11168两对引物及探针 

特异性 好、灵 敏 度 高。究 其 原 因，可 能是 74．UC、RDB和 

JSCIQ三对引物的 目标序列均定位于 16S rRNA基因，空肠弯 

曲菌的 16S rRNA基因与同属的结肠弯曲菌甚至不同属的其 

它革兰氏阴性细菌有较高的同源性，因此根据 16S rRNA基 

因设计空肠弯曲菌特异性引物及探针难度较大。相比之下， 

hipO及 flaA基因由于其本身的独特性，因而目标序列定位为 

这两个基因的 400．1134和 11168两对 引物保证 了荧光 PCR 

检测的高特异性。 

3．3 荧光 PCR检测 方法 的建 立 

实时荧光 PCR技术是在 PCR扩增时加入一个特异性的 

荧光标记探针(如 Taqman探针、分子信标探针)：本研究选 

用的Taqman探针两端分别标记荧光报告基团和荧光淬灭基 

团，探针完整时，报告基团发射的荧光信号被淬灭基团吸收； 

PCR扩增时，Taq酶的 5'-3 外切酶活性将探针酶切降解，破 

坏了两个荧光分子之间 FRET，从而发出荧光；即每扩增一条 

DNA链，就有一个荧光分子形成，实现 了荧光信号的累积与 

PCR产物形成完全同步 。。 

实时荧光 PCR检测结果的判定来 自于对图中曲线及一 

些重要的参考数据(如循环阈值 ct值)。 

我们认为 ct值的合理设定有助于减少结果判定中的主 

观因素。本研究首先求出了不同空肠弯曲菌菌株检测时的 

基线值，并依此得到荧光 PCR检测空肠弯曲菌的判定标准。 

在同时进行 的阳性 、阴性和空 白检测对照符合预期的基础 

上，扩增动力学曲线呈 s型或接近 s型，ct值小于 30的检样 

判定为阳性 ；扩增动力学曲线没有明显的指数增长期，ct值 

大于 35的检样判定为阴性 ；扩增动力学 曲线有较明显的上 

升，ct值位于 30～35之间，需进行重复实验 ，重复实验 的 ct 

值仍处于该区间可判定为阳性。 

3．4 小结 

对比传统的空肠弯曲菌检测方法，本研究建立的空肠弯 

曲菌 IMC．FPCR方法具有多方面的优势：①简便快速，IMC— 

FPCR法检测空肠弯曲菌可在 1天内完成，传统 的检测方法 

阴性结果需 5d，阳性结果需 5～14d ②特异性好，单独用免 

疫磁珠分离方法缺乏种问的特异性 ，并且由于不能完全消除 

交叉反应，就有可能和其它杂菌发生非特异性结合；在免疫 

磁珠分离方法的基础上利用实时荧光 PCR进行鉴定，专一 

性更高、结果更准确。③敏感度高 ，敏感度是检验方法是否 

成熟有效的重要指标 ，IMC—FPCR法对空肠弯曲菌的检删低 

限为 10cfu／mL，达到甚至超过 传统检测方法的检测低限： 

④抗干扰性强 ，免疫磁珠方法直接从检样中捕扶靶细菌 ，去 

除了 PCR抑制物质 ；同时由于荧光 PCR特异性扩增空肠弯 

曲菌 DNA，免疫磁珠吸附的包括结肠弯曲菌在内的其它细菌 

不会干扰 PCR，IMC．FPCR技术解决了干扰及抑制问题= 
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