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PCR技术检测空肠弯曲菌的研究进展 

陈  金, 毕水莲* 

(广东药学院食品科学学院, 中山  528458) 

摘  要: 空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)是一种人畜共患病病原菌, 可以使人和动物引发多种疾病。目前, 检测 C. 

jejuni采用的国标方法是传统的培养法, 但 C. jejuni培养条件苛刻, 且培养法存在操作繁琐、特异性不强、费时等缺

点。聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)以其快速、准确、灵敏度高、特异性强的特点, 现已广泛应用于

C. jejuni的检测, 并成为目前快速检测临床与食品中 C. jejuni最常用的的方法。本文综述了近年来利用 RCR技术, 包

括常规 PCR、多重 PCR、巢式 PCR、实时荧光定量 PCR、PCR-酶联免疫吸附法、最大几率数-PCR、PCR-限制性片

段长度多态性、PCR-变性高效液相色谱、PCR-变性梯度凝胶电泳和磁捕获-荧光 PCR方法检测 C. jejuni的研究进展, 

并针对这些 PCR技术的原理、检测效果、优点和缺点等方面进行了分析比较, 为有效控制和预防该菌引起的疾病提

供重要信息。 
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Advances in detection of Campylobacter jejuni by polymerase chain 
reaction technology 
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ABSTRACT: As a zoonotic pathogen, Campylobacter jejuni could cause lots of diseases of human and animal. 

At present, plate-culture method is used to detect C. jejuni as the national standard. But the cultivation 

conditions of C. jejuni are very strict, and the plate-culture method has the disadvantages such as complicated 

operation, specificity, and time consuming. Polymerase chain reaction, which is excellent for the rapid, accurate, 

high sensitivity and specificity, has been widely used in the detection of C. jejuni, and become the most 

common method for the rapid detection of C. jejuni in clinical and food samples. The recent research progress 

was summarized in this paper and the principle, effect and characteristics among conventional PCR, multiplex 

PCR, nested PCR, real-time PCR, PCR-ELISA, MPN (most probable number)-PCR, PCR-RFLP (restriction 

fragment length polymorphism), PCR-DHPLC (denaturing high performance liquid chromatography), 

PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) and IMC-FPCR (immunomagnetic capture fluorescent 

PCR) were also compared and analyzed for providing important information for the effective prevention and 
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control of diseases caused by C. jejuni. 

KEY WORDS: Campylobacter jejuni; polymerase chain reaction; food-borne pathogenic bacteria; zoonoses 
 
 

1  引  言 

空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)是一种人畜共患病

病原菌 , 可以引起人和动物发生多种疾病 [1-3]。并且 C. 

jejuni 也是一种食源性致病菌, 被认为是引起全世界人类

细菌性腹泻的主要原因[4-7]。建立快速、特异的检测 C. jejuni

的方法, 对控制和预防该菌引起的疾病具有重要意义。目

前, 聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)是最

常用的快速检测临床与食品中 C. jejuni的方法[8]。本文就

近年来国内外临床和食品中在检测 C. jejuni 采用的各种

PCR技术的研究进展进行综述。 

2  空肠弯曲菌 PCR 检测方法研究现状 

2.1  常规 PCR 方法  

常规 PCR方法是所有由 PCR技术衍生的其它检测方

法的基础。Dedieu等[9]采用 omp50基因作为种特异性靶基

因建立了一种 PCR检测 C. jejuni的方法, 此外, 还报道了

一种以马尿酸盐试验和 omp50检测法联合检测弯曲杆菌属

的新方法。Bi等[10]采用基于 cdt基因开发的 PCR检测试剂

盒检测鸡肉和鸭肉中 C. jejuni, 与培养法相比, 操作更加

简便、快速, 检出率大大提高。徐义刚等[11]针对 gyrA基因

设计了一对双启动寡核苷酸引物(DPO), 建立了 C. jejuni

的 DPO-PCR 检测方法 , 该方法的退火温度范围宽 , 在

48~68 ℃退火温度范围内均可高效扩增靶基因片段, 检测

限 为 1.2×102 cfu/mL, 检 测 结 果 与 国 标 法 (GB/T 

4789.9-2008)检测结果完全一致。 

2.2  多重 PCR (multiplex PCR)方法 

多重 PCR, 又称多重引物 PCR或复合 PCR, 它是指在

一个 PCR反应体系中包括两对以上引物, 同时扩增出多个

核酸片段的 PCR方法。目前已报道的多重 PCR反应中, 最

多可同时扩增出 12条带, 主要用于多种病原微生物的同时

检测与鉴定[12]。Kabir等[13]分别以 cdtA、cdtB和 cdtC基因

建立了同时检测 C. jejuni、C. coli和 C. fetus的多重 PCR

方法, 用该方法对分离自腹泻病人的 325 株弯曲菌进行检

测, 并与基于 hipO基因的 PCR检测和 16S rRNA基因测序

结果进行对比, 结果表明, 以 cdtC基因为靶基因比 cdtA和

cdtB建立的鉴定 C. jejuni、C. coli和 C. fetus的多重 PCR

方法更加准确和可靠。盖文燕等[14]分别以 16S rRNA、hipO

和 16S-23S rRNA 基因为靶序列设计特异性引物, 建立多

重 PCR方法检测 37株 C. jejuni和 C. coli, 同时采用 ingene 

CAM nested PCR 检测试剂盒进行检测验证, 并对结果进

行比较分析。结果表明两种方法检测结果的符合率为 100%, 

二者与国标GB/T 4789.9—2008方法的符合率达 97%以上。

该多重 PCR 方法具有较好的特异性 , 灵敏度可达 0.81 

pg/μL 的 C. jejuni DNA, 0.93 pg/μL 的 C. coli DNA。

Platts-Mills [15]采用双重 PCR 法检测婴儿粪便样本中 C. 

jejuni和 C. coli, 并与酶联免疫法、传统生化培养法进行对

比, 结果酶联免疫法检测灵敏度和特异性分别为 8.7%、

98.0%, 培养法的灵敏度和特异性分别为 8.5%、97.6%。PCR

法及酶联免疫法分离样本中 C. jejuni、C. coli的阳性率均

显著高于培养法。Harrington等[16]采用国际新型 BD MAX

仪器进行基于 tuf基因多重实时 PCR检测 C. jejuni、C. coli, 

集粪便样本、提取基因组 DNA 到报告结果一体化程序处

理, 与培养法相比, 具有超高的灵敏度和特异性。 

2.3  巢式 PCR (nested-PCR)方法  

巢式 PCR 可细分为完全巢式 PCR 和半巢式 PCR 

(seminested-PCR), 前者是指使用 1对引物对目标片段进行

扩增后, 在这对引物之间再设计 1 对引物对第 1 对引物的

扩增产物进行二次扩增。后者是在第 1对引物之间加 1条

引物, 利用两对(3 条)引物先后进行扩增。通过巢式 PCR

可从极微量的模板中获得高浓度和高纯度的靶基因片段, 

克服因第 1对引物扩增产量低和目标基因含量低而造成的

假阴性, 大大提高 PCR 方法的灵敏度(通常比常规 PCR 灵

敏度高 100倍以上)[17]。Bang等[18]分别针对 16S rRNA和

hipO基因设计引物, 建立可快速检测环境样品中 C. jejuni

和 C. coli的巢式 PCR方法, 该方法的检测灵敏度可达 2～

3 cfu/mL。高正琴等[19]根据GenBank数据库C. jejuni的 flaA

基因设计两对引物, 两对引物扩增的片段大小分别为 1719 

bp和 640 bp, 对 120份临床样品提取DNA后进行巢式 PCR

扩增, 结果与传统的细菌分离培养法的结果完全一致, 特

异性好, 最低检测限为 10 cfu, 整个检测过程可在 8 h内完

成, 可用于临床样本的批量检测和实验动物中 C. jejun 的

检测。 

2.4  实时荧光定量 PCR (real-time PCR)方法  

实时荧光定量 PCR 是指在反应体系中加入荧光基团, 

利用荧光信号积累实时监测整个 PCR进程, 最后通过标准

曲线对未知模板进行定量分析的方法。实时荧光定量 PCR

所使用的荧光物质可分为两种: 荧光探针和荧光染料。荧

光探针一般采用双标记, 5’端用荧光报告基团标记, 3’端用

荧光淬灭基团标记, 当两基团离的比较近时, 检测不到荧

光 , 距离较远时 , 则能检测到荧光。常用的荧光探针有

Taqman探针、分子信标、双杂交探针等。荧光染料中最常

用的是 SYBR Green, 它是一种仅与双链 DNA进行特异结
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合的染料[20]。实时荧光定量 PCR 结合了 PCR 技术的核酸

扩增高效性, 探针技术的高特异性, 光谱技术的高敏感性

和高精确定量等多种优点, 且荧光定量 PCR仪操作完全封

闭, 仪器直接读数, 结果判断更客观真实, 已广泛应用于

多种致病菌的快速检测[21]。王大勇等[22]根据 C. jejuni 的

VS1 基因序列设计引物, 建立了一种环境水体中 C. jejuni

的荧光定量 PCR准确快速方法。该反应体系在 2.66×109～

2.66×100 copies/μL 拷贝数模板量的线性范围内, 所获得回

归方程线性关系较好(r2=0.998), 对 C. jejuni纯培养物检测

限为 46 cfu/mL, 实际水样检测结果与常规生化鉴定结果

一致, 从采用膜吸附-洗脱法浓缩富集菌体到检测整个过

程可在 4 h内完成。高瑞娟等[23]根据 C. jejuni的 hipO基因

和沙门氏菌的 invA基因分别设计合成引物和TaqMan探针, 

分别使用 FAM、JOE 作为探针报告基团, TAMRA 作为探

针淬灭基团, 建立了一种适用于检测食品中 C. jejuni 和沙

门氏菌的双重实时荧光定量 PCR方法。该方法对 C. jejuni

的检测限可达 10 cfu/mL, 沙门氏菌的检测限达 230 

cfu/mL。Vencia等[24]使用一种实时定量 PCR试剂盒检测水

果、蔬菜制品及乳制品中 C. jejuni、C. coli和 C. lari, 结果

表明, 该法可做为官方快速检测 C. jejuni、C. coli和 C. lari

阳性样本及潜在污染源的备选方法。Hao等[25]分别以 VS1

基因、23S rDNA 基因设计 3'端带有小沟结合物(minor 

groove binder, MGB)的TaqMan探针, 建立多重实时荧光定

量 PCR 法, 该方法既可准确、特异的检测 C. jejuni, 又可

同时鉴定大环内酯类抗生素的耐药突变。 

2.5  PCR- 酶 联 免 疫 吸 附 法 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA) 

PCR-ELISA方法是将 PCR方法与免疫学方法结合起

来的一种技术, 主要是使用ELSIA方法检测PCR扩增产物

来代替电泳检测, 由于 PCR-ELISA 方法的多级放大作用, 

其敏感性大大提高, 同时由于不使用电泳方法检测 PCR产

物, 从而避免了可能通过 EB染色对人体造成的伤害。Sails

等[26]应用 PCR-ELISA 方法检测环境水样品中经过富集培

养后的 C. jejuni 和 C. coli, 结果显示, 该方法可以检测出

亚致死性损伤的和“活的非可培养”状态的弯曲菌, 少数样

品使用 PCR-ELISA 方法检测为阳性, 而用传统培养方法

结果为阴性。且检测时间比传统培养方法可缩短 2～3 d。

史艳宇等[27]针对 C. jejuni的 16S rRNA基因设计特异性引

物和探针, 核酸探针 5’端标记生物素, 建立 PCR-ELISA方

法检测牛奶与鸡肉中 C. jejuni, 其检出率与 API 生化鉴定

结果一致, 灵敏度比 PCR法高 10倍。唐梦君等[28]针对 gyrA

基因设计 C. jejuni特异性引物和探针, 将生物素和地高辛

分别标记上游引物 5′端和核酸探针 3′端, 建立 PCR-ELISA

检测方法。该方法对 C. jejuni的基因组 DNA检测阈值为 2 

fg, 对模拟泄殖腔样本的检测限为 50 cfu/mL。对 100份临

床样品进行检测, PCR和 PCR-ELISA方法阳性检出率分别

为 60%和 69%。 

2.6  最大几率数 (most probable number, MPN)- 

PCR 方法 

MPN-PCR方法是将 PCR技术与最大几率数相结合的

一种技术。Tang等[29]利用 MPN-PCR法检测鸡肉及其副产

品中的弯曲菌, 结果显示生鸡肉和鸡肉副产品中弯曲菌的

污染量在 3~4600 MPN/g之间, C. jejuni的数量显著高于 C. 

coli, 鸡肝和鸡胗部位的弯曲菌的污染率比其它部位更高, 

在 103~104 MPN/g 之间。Henry 等[30]也应用 MPN-PCR 法

对澳大利亚江口和废水中的弯曲菌进行监测 , 准确率达

94%。MPN-PCR法是目前公认的最有发展前景的定量检测

技术之一, 与传统的MPN方法相比, 该方法简化了实验室

操作流程, 操作更加简便快捷, 且更节省材料[31]。 

2.7  PCR- 限 制 性 片 段 长 度 多 态 性 (restriction 

fragment length polymorphism, RFLP)方法 

PCR-RFLP技术的基本原理是用 PCR扩增目的 DNA, 

扩增产物再用特异性内切酶消化切割成不同大小片段, 通

过凝胶电泳分辨。因不同等位基因的限制性酶切位点分布

不同, 产生不同长度的 DNA片段条带。此项技术大大提高

了目的DNA的含量和相对特异性, 而且方法简便, 可用于

细菌的分型和鉴定[32]。目前欧州弯曲菌网络 Campynet 推

荐其网络实验室成员使用基于 flaA 基因的标准化

PCR-RFLP 分型方法, 这样便可通过网络将世界各地获得

弯曲菌数据进行比对, 从而能更好地了解各个基因型的区

域分布和流行趋势。Kamei 等[33]建立了以 cdt 基因为靶基

因的 PCR-RFLP方法检测和鉴定 C. jejuni, C. coli, C. fetus, 

C. hyointestinalis, C. lari, C. helveticus 和 C. upsaliensis。结

果表明, 除 C. hyointestinalis检测灵敏度为 88%以外, 其它

弯曲菌灵敏度和特异性均为 100%。 

2.8  PCR- 变性高效液相色谱 (denaturing high 

performance liquid chromatography, DHPLC)方法 

PCR-DHPLC 是一种快速检测 PCR 扩增产物的新技

术。该技术对基因突变、小片段插入或缺失等 DNA 序列

变异的检测具有快速、准确、灵敏、经济、自动化和高通

量的特点[34]。徐君怡等[35]应用多重 PCR 结合变性高效液

相色谱技术建立食品中 C. jejuni 的快速检测方法。该

PCR-DHPLC 方法的检测灵敏度在 DNA 水平上达到 10 

pg/μL, 在人工模拟污染样品起始污染浓度为 1.5 cfu/mL。 

2.9  PCR-变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient 

gel electrophoresis, DGGE)方法 

PCR-DGGE技术于 1993年首次应用于分子微生物学

研究领域, 近几年, 开始逐步应用于发酵食品的微生物研

究、食源性致病微生物的快速检测和分型[36, 37]。毕水莲等
[38]和 Vashin等[39]先后使用 PCR-DGGE技术分别对市售生
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鲜鸡、鸭肉和禽粪便样本进行 C. jejuni和 C. coli的同时检

测和分型。相比于培养方法, 可以大大缩短检测时间, 提高

C. jejuni和 C. coli的检出率。 

2.10  磁捕获-荧光 PCR (immunomagnetic capture 

fluorescent PCR, IMC-FPCR) 方法 

IMC-FPCR 方法是将免疫磁珠分离与荧光 PCR 技术

结合的一种方法。应用该方法检测样品中 C. jejuni, 可以大

大提高检出率和灵敏度, 且该方法不需要增菌培养, 因此

可以解决“活的非可培养状态”的 C. jejuni的检测难题。罗

开健[40]发明了一种 C. jejuni 和沙门氏菌的磁捕获-双重实

时荧光 PCR检测的方法, 该方法利用抗血清和磁性微珠制

备 C. jejuni 和沙门氏菌免疫磁珠, 利用免疫磁珠直接捕获

检样中目的菌, 然后利用设计的 C. jejuni 和沙门氏菌的特

异性引物和探针, 通过一次实时荧光 PCR扩增来判断样品

是否被 C. jejuni和沙门氏菌污染。该方法可在 1 d内完成

所有检测过程。Cao 等[41]将 PCR 与免疫磁分离技术结合, 

建立了一种快速、可靠、特异的检测鸡粪便样本中 

C. jejuni的方法, 在没有预增菌的情况下, 可在 3 h内完成

检测, 检测最低限为 10 cfu/μL。Suh SH等[42]开发了一种基

于核酸适配体的磁捕获荧光 PCR方法检测 C. jejuni, 与相

类似的 IMC-FPCR 方法相比, 其灵敏度和捕获效率更高, 

表明核酸适配体是采用荧光 PCR 检测时比免疫磁珠抗体

更好的选择。 

3  空肠弯曲菌 PCR 检测方法的对比 

PCR 是体外酶促合成特异 DNA 片段的一种方法, 由

高温变性、低温退火复性及适温延伸反应组成一个周期, 

循环进行, 使目的 DNA得以迅速扩增。与传统培养法分离

鉴定 C. jejuni相比, 具有特异性强、灵敏度高、操作简便、

省时等优点, 但美中不足的是, PCR方法只能用于 C. jejuni

的鉴定, 如需从临床或食品中获取 C. jejuni 菌株, 仍然要

依赖培养法进行分离。由常规 PCR 衍生的其它 PCR 技术

检测 C. jejuni除具有 PCR技术的共性以外, 均有其各自的

优缺点, 见表 1。 

 
 

表 1  各种 PCR 方法检测 C. jejuni 的原理、效果及特点对比 
Table 1  The principle, effect and characteristics of detection of C. jejuni by PCR technology 

PCR方法 原理 优点 缺点 

multiplex PCR 
采用 2 对以上特异性引物

进行聚合酶链扩增 

可同时检测多种弯曲菌或包含 C. jejuni在内的

其它致病菌 

检测 C. jejuni 的准确性和特异性可

能受到影响 

nested-PCR 
采用 2 对以上引物进行套

式聚合酶链扩增 

扩增倍数提高, 从而灵敏度提高；降低了非特

异性反应连续放大进行的可能性 , 特异性更

强, 准确性更高 

交叉污染的几率增大 

real-time PCR 
使用荧光探针或荧光染料

标记 

检测时间缩短, 灵敏度和特异性均提高, 可定

量检测 C. jejuni 

仪器(荧光定量 PCR仪)昂贵, 检测成

本高, 荧光探针保存时间较短 

PCR-ELISA PCR与 ELISA技术结合 
灵敏度、特异性、准确度均有所提高, 可定量

检测, 对仪器高求较低 

容易产生污染引起假阳性 , 灵敏度

及特异性不及荧光探针检测 , 且操

作繁琐 

MPN-PCR PCR与 MPN技术结合 
可定量检测样品中 C. jejuni活菌体, 不需特殊

仪器 
操作繁琐, 耗时长 

PCR-RFLP PCR与 RFLP技术结合 
简便, 特异性提高, 可用于多种弯曲菌的同时

鉴定 
检测成本较高 

PCR-DHPLC PCR与 DHPLC技术结合 
PCR产物不需纯化, 更加快速、准确、灵敏, 检

出率大大提高, 可自动化、高通量检测 
仪器(高效液相色谱)昂贵, 成本较高

PCR-DGGE PCR与 DGGE技术结合 
对标本的纯度要求低, 可实现 C. jejuni的同时

检测及分型 

需要特殊电泳仪器(变性梯度凝胶电

泳仪), 对操作人员经验要求较高 

IMC-FPCR 
免疫磁珠分离与荧光 PCR

技术结合 

无需增菌培养, 耗时短, 检出率和灵敏度显著

提高, 可定量检测 

对于大体积样本中微量 C. jejuni 的

检测灵敏度略有降低 
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4  结论与展望 

作为最常用的分子生物学技术之一的 PCR 技术以其

简便、快速、特异性强、灵敏度高等众多优点一直被政府

检测机构、医院、科研院所、企业等高度重视, 并飞速发

展。近年来 PCR技术已广泛应用于 C. jejuni的检测, 可选

用的保守靶基因也日益增多, 主要有 16S rRNA[43,44]、23S 

rRNA基因、甲硫氨酸氨肽酶基因 mapA[45,46]、载铁体转运

相关脂蛋白基因 ceuE[46]、鞭毛蛋白基因 flaA 或 flaB、外

膜纤维结合蛋白基因 cadF[47,48]、马尿酸酶基因 hipO[48,49]、

细胞扩张毒素基因 cdtA、cdtB或 cdtC[49,50]、外膜蛋白基因

omp50[51]、细菌延展因子基因 tuf 等。随着 PCR 技术的迅

猛发展, 新的检测方法的不断涌现, 国际公认的快速检测

C. jejuni的标准方法有望就此产生。 
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 “食品化学与营养”专题征稿函 
 
 

食品中成分相当复杂, 有些成分是动、植物体内原有的; 有些是在加工过程、储藏期间新产生的; 有些是

人为添加的; 有些是原料生产、加工或储藏期间所污染的; 还有的是包装材料带来的。食品营养是指人体从食

品中所能获得的满足自身生理需要的必要的生物学过程, 而食品营养学是研究食物、营养与人体生长发育和

健康的关系以及提高食品营养价值的措施。食品化学就是从化学的角度和分子水平上研究食品中化学成分的

结构、理化性质、营养作用、安全性及可享受性, 以及各种成分在食品生产、食品加工和储藏期间的变化及

其对食品营养性、享受性和安全性影响的科学, 为改善食品品质、开发食品新资源、革新食品加工工艺和储

运技术、科学调整膳食结构、改进食品包装、加强食品质量与安全控制及提高食品原料加工和综合利用水平

奠定理论基础。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品化学与营养”专题, 由西南大学食品科学学院副院长, 西南大学“食品科学

与工程”一级学科博士学位授权点、重庆市重点一级学科“食品科学与工程”和重庆市“食品科学与安全优秀教

学团队”的带头人, 重庆市营养学会的副理事长, 重庆市营养学会营养与保健食品专业委员会的主任委员, 重

庆市食品安全促进会专家委员会主任委员, 重庆市营养师协会副会长, 国家食品药品监督管理局保健食品审

评专家 阚建全 教授 担任专题主编, 围绕 食品中的营养成分、微量及添加成分、生理活性成分及以上各成

分在食品加工、储藏过程中的次生物质的分离与分析, 食品加工、储藏和运销过程对食品化学成分的影响, 营

养与膳食平衡、能量平衡、疾病防治的关系, 食品的营养素强化与功能性食品等方面或您认为本领域有意义

的问题进行论述, 计划在 2015年 12月份出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及专题主编 阚建全 教授 特邀请您和您的团队为本专题撰写稿件, 

以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2015年 11月 10日前通

过网站或 E-mail投稿。我们将快速处理并优先发表。 

谢谢您的参与与支持！ 
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