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多重实时聚合酶链式反应法快速检测食品中的 
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摘  要: 目的  建立多重实时聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)法快速检测食品中的产志贺毒

素大肠埃希氏菌(Shiga toxin-producing Escherichia coli, STEC)的方法。方法  以产志贺毒素大肠埃希氏菌携带

的毒力基因 stx1、stx2 和黏附基因 eae 靶基因引物探针建立多重实时 PCR 体系, 并采用原位冻干技术将 PCR

反应体系和阳性质控品进行了预先分装冻干, 制成稳定、便捷的即用型反应体系, 随后对方法的灵敏性、

特异性和稳定性进行评价。结果  所建立的多重实时 PCR 法检测 eae、stx1、stx2 基因的灵敏性为 102 CFU/mL。

与 32 种非 STEC 菌均无交叉反应。整体检测时长可控制在 1 h 以内, 冻干体系可在常温条件下保存 1 年以上。

结论  本方法快速、简便, 适用于测定食品中的 STEC。 
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multiple real-time polymerase chain reaction 
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ABSTRACT: Objective  To establish a multiplex real-time polymerase chain reaction (PCR) method for rapid 
detection of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC). Methods  A multiplex PCR system was established 
using target gene primers of virulence genes stx1, stx2 and adhesion gene eae carried by STEC. The PCR reaction 
system and positive control samples were pre-packed and lyophilized using in situ lyophilization technology to create 
a stable, convenient, ready-to-use reaction system. Subsequently, the sensitivity, specificity and stability of the 
method were evaluated. Results  The sensitivity of the multiplex fluorescent PCR method established for detecting 
eae, stx1, and stx2 genes was 102 CFU/mL. There was no cross reaction with 32 non-STEC bacteria. The overall 
detection time can be controlled within 1 h, and the lyophilized system can be stored at room temperature for more 
than 1 year. Conclusions  The method is rapid, simple and suitable for the determination of STEC in food. 

KEY WORDS: rapid detection; multiplex real-time polymerase chain reaction; Shiga toxin-producing Escherichia 

coli; freeze drying 
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0  引  言 

产志贺毒素大肠埃希氏菌 (Shiga toxin-producing 
Escherichia coli, STEC)可引起人类水样腹泻、出血性肠炎

以及溶血性尿毒综合征(hemolytic uremic syndrome, HUS)。
STEC 感染后的症状表现因人而异, 并发 HUS 后, 肾脏可

能会停止工作并产生其他严重的问题。多数合并 HUS 的

患者会在几周内治愈, 但有些会产生永久性损害甚至死

亡[1]。据报道, 人类摄入低于 100 CFU 的 STEC 就可能导致

患病, STEC 已成为严重威胁人类健康的重要致病菌[2–3]。

STEC有 400 多种血清型[4], 其中大肠埃希氏菌 O157、O26、
O45、O103、O111、O121、O145 7 种血清型为排名前 7
的主要致病型, 因其致病力强, 因此美国很早就开始在生

牛肉及其制品中强制检验这 7 种 STEC[4]。 
由于样本中往往同时存在多种与 STEC生化特性相似

的背景菌, 且目前尚未发现完全可靠的分离培养基[5–6], 致
使对 STEC 的分离鉴定十分困难, 过程耗时费力且容易造

成漏检。而针对性检测毒力基因的聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)可对 STEC 进行特异性识

别, 相较传统方法灵敏度更高、可操作性更强, 成为目前

复杂基质中检测 STEC 的最适方法[7–9]。研究发现, 具有产

志贺毒素基因(stx)及黏附基因(eae)是引起严重疾病 STEC
的典型特征[10], 因此对这 2 种基因的筛查成为各类 PCR 方

法检测 STEC 的关键。我国于 2024 年发布的 GB 
4789.49—2024《食品安全国家标准 食品微生物学检验 产
志贺毒素大肠埃希氏菌检验》加入了 PCR 初筛步骤, 但仅

涵盖了对 stx 基因的筛查而未涉及 eae 基因。可见, 在我国

探索可同时检测 STEC 多种致病基因的多重实时 PCR 方法

依然是及时溯源、采取针对性防控和赢得诊疗时间的努力

方向。 
实时 PCR 快速反应体系中含有多种试剂组分, 部分

试剂组分(如酶及标记探针)对温度变化敏感且保质期短 , 
因此常须冷链运输和低温保存并避免反复冻融。为确保

检测结果的准确性 , 同时也为实现实时现场检测提供

一种新的途径 , 各国学者开始尝试采取冻干技术优化

其反应体系 , 获得可在室温条件下长时间运输储存的稳

定体系[11–14]。 
本研究以产志贺毒素的两种主要基因型 stx1、stx2 和

eae 基因为靶序列, 经优化各阶段反应时间, 建立快速检

测 STEC 的多重实时 PCR 方法, 同时采用原位冻干技术将

PCR 反应体系和阳性质控品预先分装冻干, 制成稳定、便

捷的即用型多重实时 PCR 反应体系, 并应用大肠埃希氏菌

O157、O26、O45、O103、O111、O121、O145 7 种血清型

STEC 菌株验证其特异性、灵敏度及稳定性, 以期为 STEC
的快速筛查提供简便易行的解决方案。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

KB240 恒温培养箱(德国 BINDER 公司); SLAN-96S
荧光 PCR 仪器(上海宏石医疗科技有限公司); GZLY 医药

型冻干机(北京松源华兴生物技术有限公司); NanoDrop 
2000 核酸蛋白测定仪(美国 NanoDrop 公司)。 

1.2  试剂与材料 

1.2.1  试  剂 
QIAamp DNA 试剂盒 (编号 51304, 德国 Qiagen 公司); 

Real time PCR 反应液(编号 FM5071-NA)、 4×冻干保护剂

-9(编号: AS412-9, 珠海宝锐生物科技有限公司); petrifilm
菌落总数测试片(编号 33ADA6, 美国 3M公司); 血平板(编
号 2101023, 北京陆桥技术股份有限公司)。 
1.2.2  实验菌株 

实验用目标菌株和非目标菌株均为购买的标准菌株

和经鉴定的实验室分离菌株。 
1.2.3  引物探针 

引物探针序列参考 ISO/TS 13136:2012, 由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成, 引物探针序列见表 1。 
 

表 1  引物探针序列 
Table 1  Primers and probes 

名称 序列 

eae-F CAT TGA TCA GGA TTT TTC TGG TGA TA 

eae-P HEX-ATA GTC TCG CCA GTA TTC GCC ACC 
AAT ACC-BHQ1 

eae-R CTC ATG CGG AAA TAG CCG TTA 

stx-F TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA 
GCYTTACG 

stx-R CCC CAG TTC ARW GTR AGR TCM ACR TC

stx1-P FAM-CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT TCT 
TAT GTAA-BHQ1 

stx2-P Cy5-TCG TCA GGC ACT GTC TGA AAC TGC 
TCC-BHQ2 

 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌种培养及 DNA 提取 
将实验菌种过夜培养, 挑取菌落进行 DNA 提取。

DNA 的提取按照 QIAamp DNA 试剂盒说明书进行 , 并
用 NanoDrop2000 核酸蛋白测定仪测定其浓度。  
1.3.2  PCR 反应体系、冻干工艺及扩增条件 

多重实时PCR 25 μL 反应体系: 5 μL 5×Superstart Premix, 
0.45 μL MgCl2 (250 mmol/L), 4×冻干保护剂-9 6.25 μL, 上下

游引物(10 μmol/L)各0.5 μL, 探针0.25 μL (10 μmol/L), 加水

补足至 25 μL。 
将配制好的 PCR 反应体系分装到 PCR 反应管中 , 

25 μL/管 , 置于冻干机冻干 , 冻干条件 : –50 ℃ 300 min; 
–30 ℃ 720 min; 25 ℃ 300 min。冻干完成后置于铝箔袋

中 , 放入干燥剂 , 室温真空密封保存。  
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阳性质控品冻干及使用 : 将肠出血性大肠埃希氏

菌 O157:H7 (CMCC 44828)基因组用 TE 缓冲液稀释至

10 ng/mL, 加入 1/3 体积的 4×冻干保护剂 , 10 μL/管分

装 , 冻干。冻干及储存方法程序参照 PCR 反应体系冻

干程序。使用时 , 在管中加入 100 μL 超纯水 , 溶解冻

干粉末。  
多重实时 PCR 快速扩增条件 : 往 PCR 反应管中加

入 25 μL DNA, 溶解冻干粉 , 置于 PCR 仪上进行扩增 : 
50 ℃ 1 min; 95 ℃ 1 min; 95 ℃ 1 s, 60 ℃ 5 s(采集荧光 ), 
40 个循环。  
1.3.3  灵敏度实验 

选取携带 stx1、stx2 和 eae 基因的大肠埃希氏菌

O157:H7 标准菌株(CMCC 44828)接种于血平板, 36 ℃培养

过夜, 挑取单个菌落用 0.85%生理盐水配制成 0.5麦氏单位

的菌悬液(浓度约为 108 CFU/mL), 用生理盐水将该菌悬液

进行梯度稀释。取大肠埃希氏菌 O157:H7 标准菌株(CMCC 
44828)不同稀释度的菌液, 按照建立的方法检测 stx1、stx2
和 eae 基因, 重复检测 3 次。同时, 用 petrifilm 菌落总数测

试片对菌液进行平板计数。 
1.3.4  特异性实验 

将 40 株携带或不携带 stx1、stx2 和 eae 基因的菌

株在血平板上 36 ℃过夜培养 , 按 1.3.1 提取菌株基因

组 DNA。稀释菌株基因组 DNA, 用所建立的方法检测

质量浓度为 100 ng/mL 的菌株基因组 DNA, 检测 stx1、
stx2 和 eae 基因 , 每个检测做 3 个重复。  
1.3.5  稳定性实验 

将冻干的反应液、阳性质控品、阴性质控品(灭菌超

纯水)置于 25 ℃ 1 年。用置于 25 ℃ 1 年的冻干反应体系和

新冻干的反应体系同时检测大肠埃希氏菌O157:H7标准菌

株(CMCC 44828) stx1、stx2 和 eae 基因。 
1.3.6  破坏性实验 

将冻干的反应液、阳性质控品、阴性质控品(灭菌超

纯水)置于 55 ℃ 1 个月。用置于 55 ℃ 1 个月的冻干反应液

和新冻干的反应体系同时检测大肠埃希氏菌 O157:H7标准

菌株(CMCC 44828) stx1、stx2 和 eae 基因。 

1.4  数据处理 

所有统计分析均使用 SPSS 19.0 进行分析, P<0.05 为

差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  灵敏度实验结果 

用所建立的方法重复检测 10 倍梯度稀释的肠出血性

大肠埃希氏菌 O157:H7 (CMCC 44828)菌悬液 3 次, 该方法

的检测 stx1、stx2 和 eae 的灵敏性均为 102 CFU/mL。检测

结果如图 1 所示。 

 

 

 
注: a 为冻干体系扩增 eae 靶标的灵敏性测试; b 为冻干体系扩增 stx1 靶标的灵敏性测试; c 为冻干体系扩增 stx2 靶标的灵敏性测试。 

1~6 分别为浓度 107、106、105、104、103、102 CFU/mL; NTC 为阴性对照。  
图 1  多重实时 PCR 灵敏性实验结果 

Fig.1  Sensitivity test results of the multiplex real-time PCR 
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2.2  特异性实验结果 

用所建立的方法检测质量浓度为 100 ng/mL 的菌

株基因组 DNA, 检测 stx1、stx2 和 eae 基因 , 所有 STCE
菌株检测 stx1 或 stx2 基因至少一项为阳性 , eae 基因结

果呈现不同 ; 所有非 STEC 菌株 stx1、stx2 和 eae 基因

均呈阴性反应 , 检测结果见表 2。  

2.3  稳定性实验结果 

用置于 25 ℃ 1 年的反应体系和新冻干的反应体系同

时检测不同浓度的大肠埃希氏菌 O157:H7 标准菌株

(CMCC 44828) DNA。两种反应体系检测 stx1、stx2 和 eae
的结果均一致 , 说明反应液置于 25 ℃ 1 年其性能没有改

变, 结果见图 2。 

2.4  破坏性实验结果 

用置于 55 ℃ 1 个月的反应体系和新冻干的反应体系

同时检测不同浓度的大肠埃希氏菌 O157:H7 标准菌株

(CMCC 44828) DNA。两种反应体系检测 stx1、stx2 和 eae
的结果均一致 , 说明反应液置于 55 ℃ 1 个月其性能没有

改变, 结果见图 3。 
 
 

表 2  多重实时 PCR 特异性实验结果 
Table 2  Specificity test results of the multiplex real-time PCR 

序号 菌株 菌种来源 
stx 和 eae 基因检测结果 

stx1 stx2 eae 
1 大肠埃希氏菌 O157: H7 (CMCC 44828) 中国微生物菌种保藏中心 + + + 
2 大肠埃希氏菌 O157:H7 (CICC21530) 中国工业微生物菌种保藏管理中心 + + + 
3 大肠埃希氏菌 O103 (GDMCC1.3809) 广东省微生物菌种保藏中心 + - + 
4 大肠埃希氏菌 O26 (GDMCC1.3807) 广东省微生物菌种保藏中心 + - + 
5 大肠埃希氏菌 O45 (GDMCC1.3808) 广东省微生物菌种保藏中心 + + - 
6 大肠埃希氏菌 O121 (GDMCC1.3811) 广东省微生物菌种保藏中心 - + + 
7 大肠埃希氏菌 O145 (GDMCC1.3812) 广东省微生物菌种保藏中心 + - - 
8 大肠埃希氏菌 O111 (GDMCC1.3810) 广东省微生物菌种保藏中心 + - + 
9 双相亚利桑那菌(ATCC 29934) 美国模式菌种收集中心 - - - 

10 沙门氏菌(ATCC 35640) 美国模式菌种收集中心 - - - 
11 弗氏柠檬酸杆菌(ATCC 43864) 美国模式菌种收集中心 - - - 
12 阴沟肠杆菌(ATCC 49141) 美国模式菌种收集中心 - - - 
13 阴沟肠杆菌(ATCC 35030) 美国模式菌种收集中心 - - - 
14 霍氏肠杆菌(ATCC 700323) 美国模式菌种收集中心 - - - 
15 大肠埃希氏菌(ATCC 11775) 美国模式菌种收集中心 - - - 
16 大肠埃希氏菌(ATCC 8739) 美国模式菌种收集中心 - - - 
17 大肠埃希氏菌(ATCC 35218) 美国模式菌种收集中心 - - - 
18 大肠埃希氏菌(ATCC 25922) 美国模式菌种收集中心 - - - 
19 普通变形杆菌(ATCC 33420) 美国模式菌种收集中心 - - - 
20 奇异变形杆菌(ATCC 25933) 美国模式菌种收集中心 - - - 
21 金黄色葡萄球菌(ATCC 33592) 美国模式菌种收集中心 - - - 
22 粪肠球菌(ATCC19433) 美国模式菌种收集中心 - - - 
23 单核细胞增生李斯特氏菌(ATCC 19111) 美国模式菌种收集中心 - - - 
24 副溶血性弧菌(ATCC 17802) 美国模式菌种收集中心 - - - 
25 蜡样芽孢杆菌(ATCC 10876) 美国模式菌种收集中心 - - - 
26 肺炎链球菌(ATCC 6303) 美国模式菌种收集中心 - - - 
27 阪崎克罗诺杆菌(ATCC 25944) 美国模式菌种收集中心 - - - 
28 克氏柠檬酸杆菌(ATCC27156) 美国模式菌种收集中心 - - - 
29 宋内氏志贺氏菌(ATCC 9290) 美国模式菌种收集中心 - - - 
30 阴沟肠杆菌(实验室分离株) 东星斑鱼 - - - 
31 阴沟肠杆菌(实验室分离株) 尖角脆膨化食品 - - - 
32 鼠伤寒沙门氏菌(实验室分离株) 鸡肉 - - - 
33 肠炎沙门氏菌(实验室分离株) 猪肉 - - - 
34 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 蔬菜 - - - 
35 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 乳制品 - - - 
36 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 水果 - - - 
37 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 三文鱼 - - - 
38 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 冷冻榴莲果肉 - - - 
39 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 牛肉 - - - 
40 大肠埃希氏菌(实验室分离株) 生奶 - - - 

注: +表示检出, -表示未检出。 
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注: a 为冻干体系扩增 eae 靶标的稳定性测试(25 ℃ 1 年)扩增曲线; b 为冻干体系扩增扩增 stx1 靶标的稳定性测试(25 ℃ 1 年)扩增曲线; c
为冻干体系扩增扩增 stx2 靶标的稳定性测试(25 ℃ 1 年)扩增曲线; A 为冻干体系置于 25 ℃ 1 年后扩增性能; B 为新鲜配制的冻干体系。

1、2、3 代表不同浓度的阳性样品; NTC 表示阴性对照, 图 3 同。 
图 2  室温存储稳定性测试 

Fig.2  Stability test at room temperature 
 

 
 

注: a 为 eae 靶标破坏性测试扩增曲线; b 为 stx1 靶标破坏性测试扩增曲线; c 为 stx2 靶标破坏性测试扩增曲线。A 为冻干后的成品置于

55 ℃ 1 一个月后的扩增曲线, B 为新冻干后配制的反应体系的扩增曲线。 
图 3  55 ℃存储破坏性性测试 

Fig.3  Destructive test at 55 ℃ storage  
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3  讨  论 

STEC 被列为 9 种常见的食物传播病原体之一, 以
O157:H7、O26、O103、O104、O111、O145、O45 等 7 种

最为常见[15], 即使在高度发达的国家也会导致周期性流行

病[16–18] 。STEC 感染主要是通过受污染的食物(主要宿主

是牛)导致出血性结肠炎, 并可能留下严重的后遗症, 这与

最重要的肠出血性肠杆菌毒力因子之一志贺毒素有关[16]。

编码志贺毒素的基因 stx 是 STEC 共有的主要致病因子, 而在

菌体黏附过程中起关键作用, 最终导致黏膜上皮损伤的紧密

素的编码基因 eae 也是 STEC 致病的重要特征之一[18–20]。本

研究引用 ISO13136/TS 以 stx1、stx2 和 eae 为靶序列设计

的引物探针, 通过简并碱基创建多重 real-time PCR 反应体

系, 既保证了阳性检出率, 又可同时检测 3 种基因, 大幅

提升了检测效率。 
近年来, 对反应时长的关注使 real-time PCR 设备的

温度转换成为研究热门。有诸多快速转换 real-time PCR 反

应温度的方案被付诸实施, 并取得了优异的效果[21–26] , 这
为本研究进一步改进扩增时长提供了新的思路。研究表明, 
影响 real-time PCR 扩增时间长短的关键因素是升降温所

需要的时间 , 如果将升降温所需时间缩短到足够短 , 
real-time PCR 便可以在 10 min 内完成扩增检测[25–32]。为缩

减反应时间, 克服采用分离培养和血清学鉴定方式的传统

STEC 检测方法周期长、操作复杂等难题, 本研究尝试缩短

每一步反应时间, 将整体反应时长缩短至 1 h 以内, 不仅

大大缩短了 STEC 检测周期, 且操作简便。 
经特异性及灵敏度评价, 结果表明本研究所建立的

STEC stx1、stx2 和 eae 基因多重 real-time PCR 检测方法, 
灵敏度较高, 可达为 102 CFU/mL。对 O157:H7、O26、
O103、O104、O111、O145、O45 等 7 种最常见的 STEC
血清型菌株均有特异性扩增, 对其他 32 株非 STEC 病原

菌均无扩增信号, 这说明所建立方法具有良好的特异性。 
液态 PCR 检测试剂的储存、运输、冻融均会显著影

响其检测性能。为解决试剂稳定性、使用便利性问题, 本
研究采用原位冻干技术, 将 PCR 反应体系和阳性质控品

预先分装冻干在 PCR 管中, 并覆膜封存, 即开即用。经

稳定性和破坏性验证, 该冻干体系表现出良好的热稳定

性; 将冻干后的试剂在 25 ℃存放 1 年、55 ℃存放 1 个月, 
其检测性能均未明显降低。由此可见, 以原位冻干技术

改良 PCR 反应体系, 其引物、探针及酶活性并未受到影

响, 至少 1 年内的常温运输或储存不会对其检测性能产

生明显不利影响。这不仅大大节省了 PCR 试剂的冷链储

运成本 , 也省却了烦琐的配液步骤 , 使操作更为便捷 , 
显著缩减加样时间, 同时也降低了添加阳性质控时造成

污染的可能。 

4  结  论 

本研究建立了一种快速、简便、易用的 STEC 多重

real-time PCR 检测方法, 将反应体系原位冻干于 PCR 反应

孔中, 即开即用。加入 DNA 后, 盖上盖子直接上机检测, 
无需繁杂的配液-分液操作。冻干后的反应体系具有良好的

特异性、灵敏性, 且反应体系及质控品均具有良好的稳定

性, 为 STEC 的快速、精准筛查提供了解决方案, 有利于临

床 STEC 致病因子的早期发现, 便于及时制定和调整治疗

方案, 并为预防和监控 STEC 感染提供技术支持。 
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