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摘  要: 目的  建立一种快速、灵敏、特异、高效的食源性大肠埃希氏菌 O157:H7 型实时荧光聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)检测方法。方法  针对大肠埃希氏菌 O157:H7 型的 O 抗原特异基

因 rfbE 保守区域设计特异性引物和探针, 合成基因片段绘制标准曲线, 在菌液基因组 DNA 和质粒双层面

调试优化以完成方法的初步建立。其后, 对该方法的特异性、敏感性、重复性等进行全面的质量评估验

证。结果  该方法特异性 100%; 基因组 DNA 检测敏感性为 7.11×102 fg/μL; 纯培养物水平检测敏感性为

1.0×102 CFU/mL; 重复性变异系数在 0.10%~1.00%之间; 标准曲线相关系数 r2 为 0.9994。结论  成功建

立了一种性能良好的大肠埃希氏菌 O157:H7 型实时荧光探针 PCR 快速检测方法, 该方法具有灵敏度高、

特异性强、扩增时间短, 仅为 35 min 的特点, 可用于疑似大肠埃希氏菌 O157:H7 型污染样品的快速诊断

检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid, sensitive, specific and efficient real-time polymerase chain reaction 

(PCR) method for the detection of food-borne Escherichia. coli O157:H7. Methods  Specific primers and probes 

were designed for the conserved region of the O antigen-specific gene rfbE of E.coli O157:H7. Standard curves 

were drawn by synthesizing gene fragments, and double-level debugging and optimization of genomic DNA and 

plasmid in bacterial solution were performed to complete the preliminary establishment of the method. Then, the 

specificity, sensitivity and repeatability of the method were evaluated and verified. Results  The specificity of 
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this method was 100%, the sensitivity of genomic DNA was 7.11×102 fg/μL, the sensitivity of pure culture level was 

1.0×102 CFU/mL, the coefficient of variation of repeatability was between 0.10% and 1.00%, the correlation 

coefficient r2 of the standard curve was 0.9994. Conclusion  A good real-time fluorescent probe PCR method for 

rapid detection of E. coli O157:H7 is successfully established. The method has the characteristics of high sensitivity, 

strong specificity and short amplification time (only 35 min), and can be used for the rapid diagnostic detection of 

suspected E. coli O157:H7 contaminated samples. 

KEY WORDS: Escherichia coli O157:H7; rfbE conserved region; real-time fluorescent polymerase chain reaction 

technology; probe; rapid amplification 
 
 

0  引  言 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli) O157:H7 是肠杆菌科

埃希氏菌属的代表血清型, 是一种人兽共患的条件性致病

菌[1], 可引起感染性腹泻、出血性结肠炎和溶血性尿毒综

合征等疾病, 严重时可致人死亡, 感染量极低, 摄取 10 个

活菌即可感染[2‒4]。 

在食品中广泛存在着可能感染人类的大肠埃希氏菌

O157:H7 株, 肉制品、各种蔬菜、生鲜乳、水源以及婴幼儿

奶粉等, 都有可能存在该致病菌, 尤其是牛肉及其制品[5‒7]。

国际上, 曾经有多个国家报道大肠埃希氏菌 O157:H7 感染

事件, 而且在欧美等发达国家地区相对更为频繁, 可能与

他们的食物结构中牛肉及制品占比更高有关[8‒9]。因此, 大

肠埃希氏菌 O157:H7 被列为重点监测致病菌之一, 国内外

也制定了多项相关检测标准。 

经典的微生物鉴别诊断方法一般是要对疑似感染样

品进行增菌培养, 再使用特定鉴别培养基进行鉴别培养, 

再结合生化检验等实现诊断, 通常周期长、操作复杂[10‒12], 

这与食品安全的快速检测需求极其不匹配。荧光聚合酶链

式反应技术(polymerase chain reaction, PCR)敏感性高、特

异性强、易操作、可数据化, 广泛的应用于病原微生物检

测中[13‒16]。 

有效保障食品安全的核心需求之一就是能够快速、准

确的实现诊断。不同的分子生物技术在微生物的诊断中均

有应用 , 也都有不同程度的缺点 , 如环介导等温扩增法

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)引物设计

难、敏感性低[17‒20]; 数字 PCR 和高通量测序技术成本较

高[21‒23]; 基因芯片技术不仅仪器昂贵, 而且对技术人员要

求严格, 专业性较强[24‒25], 相对应用较多的仍是荧光探针

技术, 但扩增时间普遍需要 1 h 左右, 时效性有所不足。 

因此, 本研究采用在微生物诊断中相对更加高效的

荧光探针技术, 通过对靶基因、引物探针、体系、程序等

的深度挖掘, 拟实现在 30 min 左右完成扩增的短程序条件

下, 建立一种大肠埃希氏菌 O157:H7 的快速荧光 PCR 核酸

检测方法, 以期在兼顾成本、敏感性、时效性等方面对食

源性大肠埃希氏菌 O157:H7 型的快速检测提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  菌  株 

大肠埃希氏菌 O157:H7(菌种编号: NCTC12900)、大

肠埃希氏菌(菌种编号: ATCC 25922)、金黄色葡萄球菌(菌

种编号: ATCC6538)、单核细胞增生李斯特菌(菌种编号: 

ATCC19115)、鼠伤寒沙门氏菌(菌种编号: ATCC14028)、

副溶血性弧菌(菌种编号: ATCC17802)(广东环凯微生物科

技有限公司。 

1.1.2  试剂与耗材 

核酸柱式提取试剂盒(No.20220601)(郑州中道生物

技术有限公司); 50×superstart fast enzyme /UNG mix、

2×superstart fast buffer(珠海宝锐生物科技有限公司); LB营

养肉汤培养基(北京奥博星生物技术有限公司); 0.9%氯化

钠注射液(河南科伦药业有限公司); TE 缓冲液(pH 8.0, 北

京索莱宝科技有限公司)。 

1.1.3  仪器与设备 

JBZ-D 冷冻恒温振荡培养箱(常州普天仪器制造有限

公司); DH-500 电热恒温培养箱(北京中兴伟业仪器有限公

司 ); SW-CJ-1FD 超 净 工 作 台 ( 苏 洁 净 化 有 限 公 司 ); 

BHC-1300ⅡA2 生物安全柜[阿尔泰实验室设备(北京)有限

公司]; H1650-W 台式高速离心机(湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司); UV5 Nano 超微量紫外分光光度计[梅特勒托

利多科技(中国)有限公司]; Gentier 48E 实时荧光定量 PCR

检测系统(西安天隆科技有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  引物、探针设计与合成 

基于 National Center for Biotechnology Information 网

站收录的大肠埃希氏菌 O157:H7 rfbE 基因序列(登陆号

S83460.1), 利用 DNAman 软件分析比对 rfbE 基因的保守

区域, 再结合软件 Beacon Designer 8.0 设计引物和探针(见

表 1), 同步对应的靶序列为靶基因。委托华大基因合成引

物 O157-rfbE-F 和 O157-rfbE-R、探针 O157-rfbE-P、靶基

因 pUC57-O157-rfbE。 
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表 1  引物和探针序列信息 
Table 1  Sequences of the primer and probe 

引物、探针 

名称 
引物、探针序列(5'-3') 大小

O157-rfbE-F 5'-GAAGCCTTTGGTTCTAAATA-3' 

139 bp
O157-rfbE-R 5'-GGTCATAAAGTGTTTTGTC-3' 

O157-rfbE-P 
FAM-5'-ACCATTCCACCTTCACCTGT

AGTAAT-3'-BHQ1 

 
1.2.2  模板 DNA 的制备 

将大肠埃希氏菌 O157:H7 菌种经营养琼脂纯化分离, 

然后挑取单个菌落接种于 LB营养肉汤培养基中, 在 37℃、

200 r/min 条件下 , 摇床中增菌培养 16 h; 参照 GB/T 

4789.2—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 菌

落总数测定》中平板计数法测定培养菌液浓度。 

取 1 mL 培养菌液于 1.5 mL 离心管中, 13767×g 离

心 5 min, 弃上清, 用 0.2 mL氯化钠注射液重悬沉淀, 作为

样品。利用核酸柱式提取试剂盒并按其说明书步骤提取制

备 DNA 模板。使用 UV5 Nano 超微量紫外分光光度计测定

制备的 DNA 浓度。 

1.2.3  大肠埃希氏菌 O157:H7 型实时荧光 PCR 快速检测

方法的建立 

以大肠埃希氏菌 O157:H7 过夜培养菌液提取的核酸

作为阳性核酸模板; 对合成质粒 pUC57-O157-rfbE 测定浓

度, 并用 TE 缓冲液稀释至 1×106 copies/μL 作为阳性质粒

模板; 以核酸模板和质粒模板的循环阈值(cycle threshold, 

Ct)最小为原则, 对反应程序、引物浓度、探针浓度等条件, 

采用矩阵法摸索, 优化调试以建立大肠埃希氏菌 O157:H7

型实时荧光 PCR 快速检测方法。 

1.2.4  标准曲线的建立 

将合成质粒 pUC57-O157-rfbE 用 TE 缓冲液 10 倍连

续梯度稀释, 制备 1×106 ~1×100 copies/μL 7 个梯度标准浓

度模板, 同时设立 TE 缓冲液为空白对照。对标准曲线 7

个梯度质粒模板检测, 试验进行 3 次平行重复, 建立大肠

埃希氏菌 O157:H7 型实时荧光 PCR 快速检测方法的标准

曲线, 分析线性关系。 

1.2.5  特异性评价 

以大肠埃希氏菌 O157:H7、大肠埃希氏菌、金黄色葡萄

球菌、单核细胞增生李斯特菌、鼠伤寒沙门氏菌、副溶血性

弧菌等 6 种菌液样品提取的核酸作为特异性验证核酸模板, 

使用建立的大肠埃希氏菌O157:H7型实时荧光PCR快速检测

方法, 对特异性验证核酸模板进行特异性检测验证。 

1.2.6  敏感性评价 

基因组 DNA 敏感性评价: 将提取的大肠埃希氏菌

O157:H7 的基因组 DNA 浓度测定, 按 10 倍递增稀释方法

稀释成 6 个梯度, 对这 6 个梯度进行荧光 PCR 扩增并重复

3 次, 能得到明显扩增曲线的最低稀释浓度即为该方法检

测体系的敏感性。 

纯培养物水平敏感性评价: 大肠埃希氏菌 O157:H7

培养 6 h, 进行 10 倍梯度稀释, 选择 10‒3、10‒4 和 10‒5 这 3

个稀释倍数的菌液进行平板计数。提取基因组 DNA, 以

ddH2O 为空白对照, 分别进行荧光 PCR 扩增并重复 3 次。 

1.2.7  重复性评价 

使用建立的大肠埃希氏菌 O157:H7 型实时荧光 PCR

快速检测方法, 对稀释的 6 个梯度核酸模板和阳性质粒模

板 1×106~1×100 copies/μL, 分别在第 1 d、第 2 d、第 3 d 进

行重复检测。分别统计分析各梯度的 Ct 值平均值( X )、标

准差 (standard deviation, SD) 和变异系数 (coefficient of 

variation, CV), 验证所建立方法的重复性。 

1.3  数据处理 

采用 Statistical Product and Service Solutions 23.0 软

件对试验数据进行统计分析, 试验数据以“平均值±标准

差”表示, 并使用 Origin 9.0 软件绘制标准曲线图。 

2  结果与分析 

2.1  大肠埃希氏菌 O157:H7 型荧光 PCR 快速检测

方法的建立 

本研究经过一系列以大肠埃希氏菌 O157:H7 阳性核酸和

合成基因的阳性质粒为模板, 对反应程序、引物浓度、探针浓

度等条件优化调试。最终确定大肠埃希氏菌 O157:H7 型实时荧

光 PCR 快速检测方法的最佳引物终浓度为 400 nmol/L, 探针

终浓度为 240 nmol/L; 反应体系如表 2 所示。反应程序为: 

95℃/30 s; 94℃/8 s, 60℃/8 s(收集荧光), 40 个循环。 
 

表 2  荧光反应体系 
Table 2  Fluorescence reaction system 

成分 用量/μL 

O157-rfbE-F  0.2 

O157-rfbE-R  0.2 

O157-rfbE-P  0.3 

50×superstart fast enzyme /UNG mix  0.5 

2×superstart fast buffer 12.5 

ddH2O  6.3 

DNA 模板 5.0 

总体积 25.0 

 

2.2  标准曲线建立 

大肠埃希氏菌 O157:H7 型阳性质粒 pUC57-O157-rfbE

用 TE 缓冲液 10 倍连续梯度稀释至 1×106、1×105、1×104、

1×103、1×102、1×101、1×100 copies/μL 7 个梯度, 进行实时荧

光PCR 快速检测。结果显示, 最低检出量为 1×101 copies/μL(见

图 1)。以阳性质粒浓度(X, copies/μL)为 X 轴, 以 Ct 值(Y)为

Y 轴, 绘制回归方程, 可得到大肠希氏菌 O157:H7 型实时荧

光 PCR 标准曲线(见图 2), 计算分析相关系数 r2=0.9994, 回
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归方程式 Y=‒3.2353X+40.231, 扩增效率 E 为 103.7%。说明

该方法扩增效率高, 梯度线性关系良好。 

 

 
 

注: 扩增曲线图中标注 1~7 代表质粒模板浓度依次为

1.0×106~1.0×100 copies/μL。 

图 1  荧光 PCR 标准品扩增曲线 

Fig.1  Amplification curves of fluorescence PCR for  
standard plasmid 

 

 
 

图 2  荧光 PCR 标准曲线 

Fig.2  Standard curve of fluorescence PCR 
 

2.3  特异性评价 

采用大肠埃希氏菌 O157:H7 型实时荧光 PCR 快速检

测方法分别以大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、单核细胞

增生李斯特菌、鼠伤寒沙门氏菌、副溶血性弧菌等 5 种菌

液样品提取的核酸进行检测, 结果显示均为阴性, 而对大

肠埃希氏菌 O157:H7 提取核酸样品检测结果为阳性(见图

3)。试验结果显示该检测方法与常见食源性微生物核酸无

交叉反应, 特异性为 100%。 

2.4  敏感性评价 

提取出的菌液基因组 DNA 初始质量浓度为 7.11×106 fg/μL, 

以 10 倍稀释成 6 个梯度, 最小质量浓度为 71.1 fg/μL。对

这 6 个梯度进行 3 次荧光 PCR 扩增(见图 4), 结果显示质

量浓度为 7.11×102 fg/μL 能稳定检出(见表 3), 说明该实时

荧光 PCR 检测体系的扩增敏感性为 7.11×102 fg/μL。 

 
 

注: 扩增曲线图中标注 1 为大肠埃希氏菌 O157: H7; 标注 2~7 依

次为大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、单核细胞增生李斯特菌、

鼠伤寒沙门氏菌、副溶血性弧菌、空白对照。 

图 3  荧光 PCR 检测大肠埃希氏菌 O157:H7 特异性扩增曲线 

Fig.3  Specific amplification curves of Escherichia coli O157:H7 by 
fluorescence PCR 

 

 
 

注: a、b、c 为 3 次荧光 PCR 检测扩增曲线, 数字 6~1 分别代表基

因组 DNA 质量浓度 7.11×106、7.11×105、7.11×104、7.11×103、

7.11×102、7.11×10 fg/μL。 

图 4  荧光 PCR 检测大肠埃希氏菌 O157:H7 基因组 DNA 扩增曲线 

Fig.4  Genomic DNA amplification curves of Escherichia coli 
O157:H7 by fluorescence PCR 
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表 3  DNA 质量浓度与 Ct 值关系 
Table 3  Relationship between DNA mass concentration of Escherichia coli O157:H7 and Ct value 

DNA 质量浓度/(fg/μL) 7.11×106 7.11×105 7.11×104 7.11×103 7.11×102 7.11×101 

Ct 值 24.44±0.16 27.74±0.04 31.62±0.26 34.47±0.23 37.97±0.94 - 

注: -表示未检出, 下同。 
 

将培养 6 h 的大肠埃希氏菌 O157:H7 进行平板计数, 

算得原始菌液浓度为 1.5×106 CFU/mL, 把原始菌液稀释成

1.0×106 CFU/mL, 然后 10 倍梯度稀释至 10‒5 核酸提取, 进

行 PCR 扩增(见图 5)。在稀释度为 10‒4 时, 3 次荧光 PCR

检测均能稳定检出, 而在稀释度为 10‒5 时, 3 个重复有 2 个

检出, 概率为 66.7%(见表 4)。则判定该实时荧光 PCR 检测

体系的纯培养物水平敏感性为 1.0×102 CFU/mL。 

2.5  重复性评价 

经过对大肠埃希氏菌 O157:H7 稀释的核酸模板

7.11×106~7.11×102 fg/μL 的 3 重复检验, 计算各梯度 X 、

SD 和 CV, 结果显示, 该方法各梯度 CV 在 0.20%~0.50%区

间, 整体小于 0.5%(见表 5)。说明该方法在核酸层面重复

性良好, 多次检测数据波动小。 

经 过 对 大 肠 埃 希 氏 菌 O157:H7 阳 性 质 粒 模 板

1×106~1×101 copies/μL 的 3 重复检验, 计算各梯度 X 、SD

和 CV, 结果显示, 该方法各梯度 CV 在 0.10%~1.00%区间, 

整体小于 1.00%(见表 6)。说明该方法在质粒层面重复性良

好, 多次检测数据波动小。 

3  讨论与结论 

大肠埃希氏菌主要有 O、K、H 3 种抗原, 即菌体(O)

抗原、鞭毛(H)抗原和荚膜(K)抗原, 每一种血清型都只具

有这 3 种抗原中一种。O 抗原为细胞壁上的脂多糖, 是大

肠埃希氏菌血清型分群的基础, 具体很好的热稳定性, 经

高压灭菌 2 h 仍保持其结构完整性 [26]。大肠埃希氏菌

O157:H7 是重要的出血性大肠杆菌血清型之一, 开展其

血清型的分子生物学检测方法的研究可实现快速、准确、

高效检测 , 尤其利于应对食品安全紧急突发事件 , 具有

重大意义。在前人研究的基础上 , 如 WANG 等 [27]和

BILGE 等[28]均对大肠埃希氏菌 O157 中的 rfbE 基因进行了

研究, 发现其序列与其他细菌没有同源性, 为大肠埃希氏

菌 O157 的 O 抗原编码基因。 

 

 
 

注: a、b、c 为 3 次荧光 PCR 检测扩增曲线, 数字 6~1 分别代表菌液浓度 1.0×106、1.0×105、1.0×104、1.0×103、1.0×102、1.0×10 CFU/mL。 

图 5  荧光 PCR 检测大肠埃希氏菌 O157:H7 菌液梯度扩增曲线 

Fig.5  Gradient amplification curves of Escherichia coli O157:H7 solution by fluorescence PCR 
 

表 4  纯培养物浓度与 Ct 值关系 
Table 4  Relationship between pure culture concentration of Escherichia coli O157:H7 and Ct value 

菌液浓度/(CFU/mL) 1.0×106 1.0×105 1.0×104 1.0×103 1.0×102 1.0×101 

Ct 值 24.39±0.07 28.00±0.15 31.77±0.03 35.09±0.06 38.17±0.52 - 

 
表 5  荧光 PCR 检测核酸模板组间重复性试验结果 

Table 5  Results of inter group repeatability test of nucleic acid template by fluorescence PCR 

质量浓度/(fg/μL) 第 1 d 第 2 d 第 3 d X ±SD CV/% 

7.11×106 24.441 24.348 24.457 24.415±0.058 0.24 

7.11×105 27.996 27.996 27.801 27.931±0.113 0.40 

7.11×104 31.043 31.207 31.169 31.140±0.086 0.27 

7.11×103 35.043 35.129 34.801 34.991±0.170 0.48 

7.11×102 37.801 37.957 37.879 37.520±0.078 0.21 
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表 6  荧光 PCR 检测质粒模板组间重复性试验结果 
Table 6  Results of inter group repeatability test of plasmid template by fluorescence PCR 

质粒浓度/(copies/μL) 第 1 d 第 2 d 第 3 d X ±SD CV/% 

1×106 20.652 20.660 20.598 20.637.±0.034 0.16 

1×105 23.738 24.027 24.121 23.962±0.200 0.83 

1×104 27.238 27.363 27.379 27.327±0.077 0.28 

1×103 30.371 30.613 30.598 30.527±0.136 0.44 

1×102 33.707 33.793 33.801 33.767±0.052 0.15 

1×101 35.973 36.301 35.965 36.080±0.192 0.53 

 
本研究选择大肠埃希氏菌 O157:H7 的 O 抗原基因簇

的 rfbE 基因作为靶基因, 选择其保守区域设计引物和探针, 

建立了一种基于荧光探针 PCR 技术的核酸检测方法。根据

NCBI BLAST 分析比对结果, 选择的引物、探针序列与其

他基因序列无明显相关性, 与大肠埃希氏菌 O157:H7 对应

基因序列完成吻合。建立的荧光探针 PCR 方法对大肠埃希

氏菌 O157:H7 菌株和非大肠埃希氏菌 O157:H7 菌株进行检

测, 结果表明, 该方法特异性 100%, 与常见食源性微生物

金黄色葡萄球菌、单核细胞增生李斯特菌、鼠伤寒沙门氏菌、

副溶血性弧菌等均无交叉反应。刘鑫等[29]、黄丽等[30]运用

PCR 技术建立的检测牛奶中大肠埃希氏菌 O157:H7 的方法, 

特异性较好, 检测极限分别为 100 和 8.58×103 CFU/mL, 王

华健等[31]、陈秀琴等[32]建立的多重荧光定量 PCR 检测方

法中提到大肠埃希氏菌 O157:H7 最低检测灵敏度均仅为

104 copies/μL, 而本研究建立的方法质粒检测敏感性可达

10 copies/μL, 基因组 DNA 敏感性为 7.11×102 fg/μL, 纯

培养物水平敏感性为 100 CFU/mL, 对比可见 , 本法的

敏感性优异, 同时曲线的扩增效率为 103.7%, 标准曲线

相关系数为 0.9994, 且核酸和质粒梯度的重复性 CV 在

0.10%~1.00%区间, 均小于 1.00%, 适宜于微生物核酸的定

量检测分析。 

本研究建立的一种大肠埃希氏菌 O157:H7 型荧光探

针 PCR 技术的核酸检测方法全程(包括样品前增菌、核酸

提取、荧光 PCR 扩增反应)8~16 h 完成, 样品扩增时间提

速至 35 min, 与传统细菌分离鉴定方法比较显著缩短检测

时间。 

综上所述, 本研究针对大肠埃希氏菌 O157:H7 特有

rfbE 基因的保守序列, 基于荧光探针 PCR 技术建立的核酸

检测方法, 在特异性、敏感性、重复性等方面性能良好, 而

且检测时间较短, 可为食源性大肠埃希氏菌 O157:H7 型快

速检测提供一种技术支撑。 
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