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实时荧光定量 PCR结合培养法在细菌学室间质量
评价中的应用 

霍  哲*, 任艳芳, 徐  俊, 张晶波, 苗  芳 
(北京市西城区疾病预防控制中心, 北京  100120) 

摘  要: 目的  评价培养法和实时荧光 PCR 法在细菌学质控样本中的检测应用。方法  采用培养法和实时荧

光 PCR 法分离鉴定 30 件质控考核致病菌, 探讨快速、准确检测致病菌的理想方案。结果  从鉴定结果和检

测完成时间方面具体分析了其中 5 件质控标本, 质控标本 1 号、2 号实时荧光 PCR 优于培养法, 质控标本 3

号、4 号培养法弥补了实时荧光 PCR 的局限性, 质控标本 5 号培养法和实时荧光 PCR 结合应用, 检出目标菌。

结论  培养法结合实时荧光 PCR 法能够优势互补, 是快速准确检测致病菌的理想模式。 
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Application of real-time PCR methods and the culture methods in the 
bacteriology external quality assessment 

HUO Zhe*, REN Yan-Fang, XU Jun, ZHANG Jing-Bo, MIAO Fang 
(Xicheng Center of Disease Control and Prevention, Beijing 100120, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the application of culture method and real-time PCR method in the detection 

of multi-blind external quality assessment. Methods  Thirty samples of pathogenic bacteria were isolated and 

identified by culture method and real-time fluorescence PCR method, and the ideal scheme of rapid and accurate 

detection of pathogenic bacteria was discussed. Results  Five specimens were analyzed in detail from the 

identification results and the completion time of the test. For specimens No. 1 and No. 2, real-time PCR was better 

than culture method. The limitations of real-time fluorescent PCR were fulfilled by culture methods in specimen No. 

3 and No. 4. The target bacteria were detected by the combination of quality control specimen No.5 culture method 

and real-time fluorescence PCR. Conclusion  The culture method combined with real-time PCR is an ideal model 

for rapid and accurate detection of pathogenic bacteria. 
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0  引  言 

室间质量评价(external quality assessment, EQA), 是
多家实验室分析同一样本, 由外部独立机构收集和反馈实

验室测定结果, 并以此评价实验室对某类或某些检验项目

的检测能力[1]。国内室间质量评价包括卫生部临床检验中

心和省、市、以及地区的临床检验中心组织的 EQA, 还有

一些国外机构组织的室间质量评价活动, 如美国病理学家

学会(college of american pathologists, CAP)、英国食品分析

实验室质量评估体系 (food analytical laboratory quality 
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assessment system, FAPAS)组织的能力验证活动等。室间质

量评价也存在一些局限性, EQA 不能替代实验室全面的质

量控制与管理体系。但是 EQA 观察各实验室结果的准确

性、一致性, 并采取相应的整改措施, 为实验室执照评定

或认可提供了客观依据。室间质量评价活动的基本类型有

3 种: 定量的、定性的以及解释性的[2]。卫生部临床检验中

心的细菌学项目室间质量评价活动计划是由组织者将质控

品同时分发给参与质评计划的实验室, 实验室需要在规定

时间内将结果返回组织机构, 组织结构确定实验室该项检

测结果的满意度。本实验室定期参加卫生部临床检验中心

的细菌学室间质量评价活动, 该活动的质控品多为从混合

致病菌中寻找目标菌, 存在漏检、错检的风险, 这与处理

食源性疾病事件和集中性腹泻事件很相似。实时荧光 PCR
法因其灵敏度高、快速的特点成为目前国际公认的病原微

生物检测最有效技术之一[3‒6]。此方法是在传统 PCR 技术

的基础上, 加入荧光基团, 融合了传统 PCR 高灵敏度、光

谱技术的准确定量以及 DNA 技术的高特异性等优点, 已
被应用于医学、分子生物学、环境监测和食品检测等多个

领域。单重 PCR 一次只能检测一种病原菌, 为了提高效率, 
一次可检测多个基因的多重 PCR 技术孕育而生, 已被广泛

应用于混合感染的检测中[7‒9]。本研究探讨了培养法和实时

荧光 PCR 法在细菌学项目室间质量评价中的应用, 从而建

立一套致病菌快速准确的检测方案, 以期提高应对突发公

共卫生事件的应急检测能力和实验室体系建设。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  标本来源 
卫生部临床检验中心 2015—2020 年下发的全国疾控

中心细菌学考核盲样共 30 件, 均为西林瓶中真空冻干粉

末状样品。 
1.1.2  仪  器 

IGS 180 恒温培养箱(美国 Thermo Scientific 公司); 
VITEK 2-Compact 全自动微生物鉴定系统(法国梅里埃公

司); DM1000 数码成像生物显微镜(德国莱卡公司); ABI 
7500 荧光 PCR 分析仪(美国 ABI 公司)等。 
1.1.3  培养基 

沙门显色培养基、弧菌显色培养基、O157 显色培养

基、大肠显色培养基、阪崎肠杆菌显色培养基、李斯特菌

显色培养基(中国上海科玛嘉生物技术有限公司); 营养肉

汤、Baird-Parker 琼脂平板、木糖赖氨酸脱氧胆盐(xylose 
lysine deoxycholine, XLD)琼脂平板、甘露醇卵黄多粘菌素

琼脂平板(mannitol yolk polymyxin, MYP)琼脂平板、麦康

凯琼脂平板、CIN 琼脂平板、曙红亚甲蓝琼脂培养基(eosin 
methylene blue, EMB)琼脂平板、硫代硫酸盐-柠檬酸盐-胆
盐 - 蔗糖琼脂培养基 (thiosulfate-citrate-bile salt–sucrose, 

TCBS)琼脂平板、三糖铁培养基、克氏双糖铁管、3%三糖

铁琼脂采(北京君利康生物技术有限公司); 庆大培养基、改

良纤维二糖-多粘菌素 B-多粘菌素 E (mCPC)培养基、

PALCAM 培养基、营养琼脂干粉、动力生化管、尿素生化

管(中国青岛高科园海博生物技术有限公司); 血平板(英国

OXOID 公司); 沙门氏菌属诊断血清(丹麦 SSI 公司); 志贺

氏菌属诊断血清和 O157:H7 诊断血清(宁波天润生物药业

有限公司); 革兰阴性细菌鉴定卡、革兰阳性细菌鉴定卡、

蜡样芽胞杆菌细菌鉴定卡(法国梅里埃公司)。 
1.1.4  Real-time PCR 试剂 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒、食源性致病菌核酸多

重实时荧光 PCR 检测试剂盒(包括金黄色葡萄球菌、沙门

菌、O157 大肠埃希菌、单核细胞增生性李斯特菌、阪崎

肠杆菌、小肠结肠炎耶尔森菌、弧菌属、志贺氏菌、蜡

样芽孢杆菌、气单胞菌属、产气荚膜梭菌、弯曲菌属等

常见的 12 种食源性致病菌)、5 种致泻大肠埃希氏菌核酸

多重实时荧光 PCR检测试剂盒(北京卓诚惠生生物科技股

份有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  培养法检验依据 
食源性病原细菌: GB 4789.7—2013《食品安全国家标

准  食品微生物学检验  副溶血性弧菌检验》 [10]、GB 
4789.11—2014《食品安全国家标准 食品微生物学检验 β
型溶血性链球菌检验》[11]、GB 4789.30—2010《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 单核细胞增生李斯特氏菌

检验》[12]、GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 食品

微 生 物 学 检 验  金 黄 色 葡 萄 球 菌 检 验 》 [13] 、 GB 
4789.5—2012《食品安全国家标准 食品微生物学检验 志
贺氏菌检验》[14]、GB 4789.4—2016《食品安全国家标准 食
品微生物学检验 沙门氏菌检验》[15]、GB 4789.14—2014
《食品安全国家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌

检验》[16]、WS/T 9—1996《变形杆菌食物中毒诊断标准及

处理原  则》[17]、《预防医学微生物学及检验技术》, 肠道

病原菌和健康体检规定肠道病原菌: WS 287—2008《细菌

性和阿米巴性痢疾诊断标准》[18]、WS 271—2007《感染性

腹泻诊断标准》[19]、WS 280—2008《伤寒和副伤寒诊断

标准》[20]、《预防医学微生物学及检验技术》。 
1.2.2  核酸提取及荧光 PCR 法检测 

按提取试剂盒说明书操作, 配制 0.5~4 麦氏单位的菌

悬液, 离心弃上清, 与提取液混合, 热裂解 10 min 提取细

菌基因组 DNA。依据食源性致病菌核酸多重实时荧光 PCR
检测试剂盒说明书分别配制 A、B、C 3 组扩增液分装于反

应管(18 μL/管), 分别加入处理好的待测样本核酸、阴性对

照、阳性对照各 2 μL, 终体积 20 μL/管。依据 5 种致泻大

肠埃希氏菌核酸多重实时荧光 PCR 检测试剂盒说明书分

别配制 A、B 2 组扩增液分装于反应管(18 μL/管), 分别加
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入处理好的待测样本核酸、阴性对照、阳性对照各 2 μL, 终
体积 20 μL/管。PCR 扩增检测: 依据说明书进行循环参数

设定, 实时荧光定量 PCR 扩增仪 API7500 进行扩增检测, 
依据试剂盒说明书判定结果。 

2  结果与分析 

2.1  培养结果 

本研究采用实时荧光定量 PCR 法和传统培养法对 30
件盲样进行检验, 结果涉及沙门菌属、志贺菌属、耶尔森

菌属、埃希菌属、变形杆菌属、弧菌属、气单胞菌属、李

斯特氏菌属、葡萄球菌属和链球菌属等菌属, 针对其中 5

件质控标本进行了具体分析, 结果见表 1。 

2.2  实时荧光 PCR 结果 

1 号的小肠结肠耶尔森菌的核酸阳性, 3 号的沙门菌

核酸阳性和 5 号的创伤弧菌核酸阳性, 2 号和 4 号所有菌的

核酸检测结果均为阴性, 具体 Ct 值见表 2。 

2.3  培养法与实时荧光 PCR 法检测时间比较 

质控标本 3 号是沙门菌, 需要进行血清学鉴定, 因为

涉及到鞭毛抗原的凝集, 需要利用菌体抗原进行诱导, 所
以实验完成时间比较长, 培养法可以鉴定到血清型。5 件

质控标本实时荧光 PCR 法检测时间基本一致, 可以鉴定到

种属, 见表 3。 
 

表 1  5 件质控标本培养法检测结果 
Table 1  Culture results of 5 EQA samples 

标本名称 分离培养 生化鉴定 血清学实验 结果 

1 号 
CIN 平板上菌落中心呈深玫瑰红色, 凸起

较尖锐, 周围有明显透明环, 称“公牛眼” 
改良克氏双糖斜面和底层产酸, 

不产 H2S 
/ 

检出小肠结肠炎耶尔

森菌 

2 号 
MAC 平板上为粉红色或红色菌落, 大肠显

色平板上为蓝绿色菌落 
三糖铁培养基上底层和斜面均为

黄色, 产气 
/ 

检出非致泻大肠埃希

氏菌(非目标菌) 

3 号 
XLD 平板上为粉红色, 带黑色中心菌落, 

沙门显色平板上为紫色菌落 
三塘铁琼脂斜面产碱, 底层产酸, 

产硫化氢, 不产气 
4,12: i: 1,2 检出鼠伤寒沙门菌 

4 号 
血平板上为灰白色、半透明、β溶血环的圆

形菌落 
/ / 检出无乳链球菌 

5 号 
mCPC 平板上为中心不透明边缘透明的黄

色菌落 

3%三糖铁琼脂分解表现为底层

标黄不变黑, 斜面不变或红色加

深, 不产气 
/ 检出创伤弧菌 

 
表 2  5 件质控标本实时荧光 PCR Ct 值检测结果 

Table 2  Real-time PCR Ct detection results of 5 EQA samples 

标本名称 样本(Ct) 阳性对照(Ct) 阴性对照(Ct) 结果判定 

1 号 28.1 (B组 ROX通道) 23.5 (B 组 ROX 通道) undet 小肠结肠炎耶尔森菌阳性

2 号 undet A、B 2 组 4 个通道均有 S 型扩增曲线, 且 Ct 值≤35 undet 阴性 

3 号 27.3 (A 组 VIC 通道) 22.1 (A 组 VIC 通道) undet 沙门菌阳性 

4 号 undet A、B、C 3 组四个通道均有 S 型扩增曲线, 且 Ct 值≤35 undet 阴性 

5 号 24.8 (B组 FAM通道) 22.3 (B 组 FAM 通道) undet 弧菌属阳性 

注: undet 为 Ct 值未检出, 判断为阴性结果。 
 

表 3  培养法与实时荧光 PCR 检测时间比较 
Table 3  Detection time comparison of real-time PCR and culture method  

标本名称 
培养法 实时荧光 PCR 

分离培养/h 生化鉴定/h VITEK 鉴定/h 血清学/h 完成时间/h 培养/h DNA 提取/h PCR 扩增/h 完成时间/h

1 号 24 24 8  56 24 0.5 2 26.5 

2 号 24 24 8 24 80 24 0.5 2 26.5 

3 号 24 24 8 48 104 24 0.5 2 26.5 

4 号 24 24 10  58 24 0.5 2 26.5 

5 号 24 24 8  56 24 0.5 2 26.5 
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3  结  论 

室间质量评价是一条科学的学习途径[21], 北京市西

城区疾病预防控制中心每年参加全国疾病控制中心细菌学

项目室间质量评价活动, 考核合格率为 100%。细菌学室间

质量评价作为验证实验室能力的一种手段, 不仅可以发现

问题、促进规范化、提高实验人员的专业水平, 还可以通

过室间质评考核的检测方案探索一种较理想的应对公共卫

生突发事件的思路。 
通过室间质控考核发现传统的培养法用时比较长 , 

并且检测多种未知细菌需要准备大量的培养基, 实时荧

光 PCR 法具有快速、灵敏度高的特点, 并且方法模块化, 
多重荧光定量 PCR 法在优化好的多重扩增的体系中加入

拟检测的病原体特异引物, 实现一次性检测多个病原体, 
提高了检测效率。质控标本 1 号, 培养法和实时荧光 PCR
均检出小肠结肠炎耶尔森菌, 前者用了 56 h, 后者只需要

26.5 h。正常标本中小肠结肠炎耶尔森菌需要 4 ℃冷增菌

10~20 d, 无法满足应急检测的要求, 所以实时荧光 PCR
更具有意义。培养法中, 通过血清的凝集区分致泻性大肠

埃希氏菌与非致泻性大肠埃希氏菌 [15], 这种方法主观因

素影响较大, 质检标本 2 号中非致泻性大肠埃希氏菌作

为干扰菌 , 增加了鉴定难度 , 上报非目标菌会影响考核

的成绩。采用 5 种致泻大肠埃希氏菌核酸多重实时荧光

PCR 检测试剂盒可以准确的发现致泻性大肠埃希氏菌 , 
避免了漏报错报。 

实时荧光 PCR 法虽然准确、快速, 但是该方法具有一

定的局限性, 不能从标本中分离得到目标菌株, 因此不能

完成生化、血清分型、药敏和分子分型等进一步的鉴定和

研究。质控标本 3 号实时荧光 PCR 法鉴定结果为沙门菌属, 
因为需要确定血清型别, 所以还需要培养出目标菌。实时

荧光 PCR 法检测试剂使用的病原体特异引物也有局限性, 
质控标本 4 号是无乳链球菌, 核酸试剂不覆盖此病原体, 
检测结果为阴性。 

质控标本 5号采用实时荧光PCR法检测出弧菌属, 用
培养法继续进行鉴定, 最终确定是创伤弧菌。这个检测方

案表明, 可以利用实时荧光 PCR 法特异性强、检测周期短、

灵敏度高的特点进行常见致病菌的初筛, 明确标本的检测

方向, 后采用培养法进行检测, 既培养出致病菌, 又缩短

了检测时间, 对于实时荧光 PCR 阴性的标本, 采取培养法

进行未覆盖致病菌的检测。 
综上所述, 无论是在细菌学室间质评还是在突发公

共卫生事件的应急处理中, 培养法依然是必要的鉴定技术

和手段。实时荧光 PCR 法因其快速、高效越来越多的运用

到食源性疾病事件的处理中, 2 种方法均存在优势和局限

性。因此, 通过培养法和实时荧光 PCR 法 2 种方法的结合

应用, 能够优势互补、减少漏检、提高检测效率, 是快速

准确检测致病菌的理想模式, 为突发公共卫生事件的处理

提供科学依据。 
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食品安全风险评估与风险监测 

 
食品安全问题是“食物中有毒、有害物质对人体健康影响的公共卫生问题”。食品安全要求食品对人体健

康造成急性或慢性损害的所有危险都不存在, 是一个绝对的概念, 降低疾病隐患, 防范食物中毒的一个跨学

科领域。食品安全中的风险评估是根据各个国家的具体条件来进行判定的, 其中, 人与动物的健康安全情况

均在考量范围内。食品安全不仅关系人类与动物的生命健康, 也会关系整个社会经济的可持续发展, 与国家

的国际形象和政府形象也有所关联, 更是衡量一个政府执政能力的重要判断指标。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品安全风险评估与风险监测”专题, 专题将围绕(1)危害识别、(2)危害特征描

述、(3)暴露评估、(4)风险特征描述、(5)区域性风险监测、(6)风险管理等方面。或您认为本领域有意义的问

题综述及研究论文均可, 专题计划在 2021 年 4,5 月出版。 

本刊主编国家食品安全风险评估中心吴永宁技术总师邀请有关食品领域研究人员为本专题撰写稿件, 综

述、研究论文和研究简报均可。请在 2021 年 2 月 9 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿

合格后优先发表。 

投稿方式(注明专题):  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 
《食品安全质量检测学报》编辑部 

 


