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摘　要：在口岸压载水检测中发现有多种食源性致病菌的存在，给公共卫生和口岸生态环境带来极大风险。
目前对食源性致病菌的检测主要是通过细菌的培养及生化鉴定、荧光ＰＣＲ等方法，但是不能同时检测多种致
病菌。本研究针对一种能检测１２种食源致病菌的芯片进行了应用研究，用参比菌株和实验室自分离的菌株
检测该芯片的特异性，结果表明该芯片的特异性良好，在所检测的菌株之间无交叉反应。在ＤＮＡ水平上可以
检测到１１０～７０００ｃｏｐｙ的ＤＮＡ分子，在菌裂解液的水平上可以检测到１０４～１０５ｃｏｐｙ数目的菌体，样品添加
实验证明１ｃｆｕ／ｍＬ的菌浓度就可以通过增菌后芯片检测到。该芯片可鉴别金黄色葡萄球菌、阪崎肠杆菌、肠
出血性大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７、霍乱弧菌、志贺氏痢疾杆菌、空肠弯曲杆菌、单增李斯特菌、副溶血性弧菌、弯曲肠
杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌、蜡样芽孢杆菌和产气荚膜杆菌等。研究证明该芯片的灵敏度比ＰＣＲ水平略低，但
是其具备高通量、快速、准确，简单易操作等优点，可以应用于口岸压载水中携带食源致病菌的快速检测。
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　　２０１７年 ９月８日，随着芬兰正式向国际海事
组织（ＩＭＯ），递交了《关于船舶压载水及其沉积
物管理和控制的国际公约》（以下简称压载水国

际公约）［１］加入文书，公约缔约国船舶吨位总数

达到 ３５．１４４１％，缔约国总数达到５２个，满足了
公约生效的条件，公约将在２０１７年９月８日正式
生效。该公约由 ＩＭＯ于２００４年制定，规定了压
载水的置换与性能标准，性能标准里规定了霍乱

弧菌、大肠菌群和粪肠球菌的标准，其他致病病

原体并未规定。但是据以往的检测数据，大量的

致病细菌存在于压载水中，山东从入港的船舶压

载水中检出了多达５０种细菌，多为致病或条件
致病菌，除了霍乱弧菌、副溶血弧菌等大量弧菌，

还有大肠埃希氏菌、阪岐杆菌等食源致病菌［２］。

对大连入境的船舶压载水和沉积物４８份样
本进行检测，发现 １５种细菌，包括 １例霍乱弧
菌［３］。对宁波港来自美洲、印度洋和新加坡等海

域的压载水中细菌群落多样性研究，也发现了葡

萄球菌属、弧菌属和军团菌属等细菌的存在［４］。

国外对压载水中携带致病菌的研究也是由来已

久，针对到达切萨皮克海湾的压载水细菌总数进

行研究发现，平均每毫升的压载水中，有多达

８．３×１０５个细菌 ［５］；针对到达墨西哥湾的五艘

船舶的非饮用水进行了研究，检出了致病性霍乱

弧菌，而其中有四艘船舶可能是因为途经了有霍

乱疫情的拉丁美洲国家 ［６］，这些致病菌以及病原

体能直接进入人体，危害人体的健康。因此，针

对处理前后的压载水，构建病原微生物检测体

系，已成为世界各海洋国家亟待解决的问题。

在这些病原微生物中，包括霍乱弧菌、副溶

血弧菌、大肠杆菌 Ｏ１５７、阪崎杆菌等食源性致病
菌首当其冲。据世界卫生组织（ＷＨＯ）报道，全球
每年因食源性微生物污染引起的腹泻病例达数

亿起，死亡的０～１５岁儿童约１７０万人［７］。２０１０
年中国卫生部发布的全国食物中毒事件调查结

果显示，微生物性食物中毒事件的报告起数和中
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毒人数最多，分别占总数的３６．８２％和６２．１０％。
在我国发生的食物中毒事件中，常见的重要致病

菌有沙门氏菌、副溶血性弧菌、蜡样芽胞杆菌、金

黄色葡萄球菌、肉毒梭菌、单核细胞增生性李斯

特菌、空肠弯曲杆菌及肠出血性大肠埃希菌

等 ［８１０］。压载中携带有大量的致病菌，很可能会

导致口岸公共卫生事件的发生，本研究针对压载

水中可能存在的，口岸重点关注的食源性致病

菌，采用高通量基因芯片进行分析和研究，建立

压载水中常见致病菌的高通量快速检测方法。

目前采用的传统食品微生物检测方法包括

增菌、分离、鉴定等程序，一般需要５～７ｄ才能完
成，检验过程繁琐、费时费力，很难适应公共卫生

事件应急处理快速反应的需要。以高通量、灵

敏、特异、适用范围广和低成本为特点的快速检

测方法受到越来越多的关注，而在这些方法中又

以ＤＮＡ检测为基础的各种分子生物学方法应用
尤为广泛。而ＤＮＡ芯片技术是一种基于核酸杂
交的检测方法，是在固相载体（比如玻璃或硅片）

上固定靶特异性的寡核苷酸探针，然后与标记的

样品（一般指样品的ＤＮＡ）杂交，通过对杂交信号
的检测分析，即可获得样品的遗传信息，用于检

测一种或多种致病菌。文中的高通量检测芯片

通过在一张芯片上针对常见的食源性致病菌设

计多重ＰＣＲ引物，扩增致病菌的目标基因，并在
同一张芯片上完成杂交反应，快速、准确、同步地

检测包括大肠埃希氏菌、空肠弯曲菌、副溶血性

弧菌、蜡样芽孢杆菌等在内共ｌ２种致病菌。

１　材料与方法

１．１　菌株及压载水来源
沙门氏菌、单增李斯特氏菌、蜡样芽孢杆菌、

痢疾杆菌、产气荚膜梭菌、副溶血性弧菌、空肠弯

曲杆菌、大肠弯曲杆菌和阪崎肠杆菌、肠出血性

大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７菌株标准菌株购自美国
ＡＴＣＣ。霍乱弧菌ＤＮＡ来自军事医学科学院。金
黄色葡萄球菌为本实验室分离得到的阳性菌株。

压载水取自上海口岸入境船舶采集的压载水，已

经通过ＰＣＲ的方法检测为阴性，用来作为模拟样
本验证。

１．２　ＤＮＡ提取方法
使用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱

型，Ｑｉａｇｅｎ公司）提取细菌ＤＮＡ。取１．５ｍＬ增菌

液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃去上清液，重悬沉
淀，按照试剂盒说明书中的提取步骤提取ＤＮＡ。
１．３　靶基因的扩增
１．３．１　引物和探针

由上海交大与威特公司联合开发的高通量

病原体检测芯片，主要是利用细菌的 １６ＳｒＤＮＡ
或者２３ＳｒＤＮＡ序列设计通用引物，在此引物扩
增片段内设计每种细菌的特异探针，对于在１６Ｓ
ｒＤＮＡ或者２３ＳｒＤＮＡ引物扩增片段内无法满足
探针特异性的菌株，则利用特异基因设计引物和

探针。

１．３．２　反应平台
为防止引物间的互相作用，分两个反应室进

行ＰＣＲ反应，两个反应室都可以联通到杂交室，
ＰＣＲ后的扩增液可以通过注射压力方式使其流
入杂交室进行杂交反应。

ＰＣＲ反应体系为：２ＸＭａｔｅｒｍｉｘ６．２５μＬ，
ＰｒｉｍｅｒＡ／Ｂ１μＬ，ＰＣＲＧｒａｄｅＨ２Ｏ０．７５μＬ，ＰＣＲ
Ｃｏｎｔｒｏｌ２μＬ，Ｓａｍｐｌｅ２．５μＬ。

反应条件相同：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变
性３０ｓ，６０℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，８个循
环，每个循环退火温度降低１℃ 。８个循环完成
后９４℃ 变性３０Ｓ，５６℃ 退火３０Ｓ，７２℃延伸１
ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ，８ｍｉｎ。
１．４　杂交反应

分别注入ＰＣＲ反应室１４．５μＬ杂交液，使杂
交液和扩增液都进入到杂交舱内，反应３０ｍｉｎ。
杂交后的芯片用ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ３０００ｒ／ｍｉｎ２ｍｉｎ
冲洗，直接用威特荧光扫描仪检测。

１．５　检测体系的灵敏度与特异性
　　ＤＮＡ水平检测：将参比菌株的过夜培养物用
生理盐水制备成菌悬液，通过麦氏比浊法建立标

准曲线图１，判断菌的浓度。将离心后的菌体抽
提ＤＮＡ，并用 Ｔｈｅｒｍｏ公司的 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００Ｃ
测定 ＤＮＡ浓度。根据 ＤＮＡ浓度将各个菌的
ＤＮＡ稀释到大约１０、１００和１０００ｃｏｐｙ／μＬ。取各
个梯度ＤＮＡ作为模板加入到芯片中进行检测。

混合菌ＤＮＡ水平检测：将多种菌的 ＤＮＡ混
合到一起，稀释到１０、１００和１０００ｃｏｐｙ／μＬ的浓
度，作为模板进行检测。

菌裂解液直接检测：将参比菌株的过夜培养

物用生理盐水制备成菌悬液，通过麦氏比浊法建

立标准曲线图 １，测定菌的 ＯＤ，计算菌的浓度

２３４
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（ｃｆｕ／ｍＬ），根据测定的菌浓度，将菌液进行梯度
稀释，并１００℃裂解１０ｍｉｎ，取２．５μＬ进行 ＰＣＲ
扩增杂交。

图１　菌浓度测定标准曲线，标准品适用的
是麦氏比浊液的ＢａＳＯ４溶液

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ

ｍａｔｅｒｉａｌｉｓｔｈｅＢａＳＯ４ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

１．６　样品添加灵敏度的测定
　　取经荧光ＰＣＲ检测的１２种致病菌阴性的压
载水样品３份，每份５ｍＬ，每份分别同时接种１、
１０、１００ＣＦＵ／ｍＬ的５种菌悬液各１ｍＬ，同时以不
接种病原菌的压载水做阴性对照，加入９０ｍＬ优
化培养基中，３０℃培养１２ｈ［１１］。取２ｍＬ增菌液
离心后加入生理盐水，１００℃ 热裂解１０ｍｉｎ，进
行高通量芯片测定。

２　结果和讨论

２．１　致病菌ＤＮＡ提取
　　采用Ｑｉａｇｅｎ公司的ＤＮＡ提取试剂盒提取过
夜培养的细菌ＤＮＡ，结果如表１所示。由表１可
见样品抽提的ＤＮＡ，２６０／２８０多在２．０左右，说明
其中含有较多ＲＮＡ，加入ＲＮＡ酶进行处理后备用。

表１　ＤＮＡ抽提结果以及灵敏度测定
Ｔａｂ．１　ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

菌种

（Ｂａｃｔｅｒｉａ）

核酸浓度／（ｎｇ／μＬ）
Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＯＤ２６０／２８０
ＤＮＡ拷贝数
／（ｃｏｐｙ／μＬ）
ＤＮＡｃｏｐｉｅｓ

稀释倍数

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅｓ
实际测量数

ｃｏｐｙ

志贺氏菌Ｓｈｉｇｅｌｌａ ２２ ２．０５ ４．４６ｘ１０６ １０５ １１２
志贺氏痢疾杆菌 Ｓｈ．ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ ３７．５ ２．１７ ７．２２ｘ１０^６ １０５ １８１
坂岐杆菌 Ｅ．ｓａｋａｚａｋｉｉ ５．５ １．９９ １．０２ｘ１０６ １０４ ２５５
伤寒沙门氏菌 ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ４．５ ２．１４ ８．７Ｘ１０５ １０４ ２１８
单增李斯特菌 Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ８３．９ ２．０２ ２．６８Ｘ１０７ １０５ ６７０
金黄色葡萄球菌 Ｓ．ａｕｒｅｕｓ ８．７ ２．０４ ２．７６Ｘ１０６ １０３ ６９００
大肠杆菌Ｏ１５７ＥＨＥＣＯ１５７：Ｈ７ ２４．８ ２．０４ ４．１Ｘ１０６ １０４ １０２５
蜡样芽孢杆菌 Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ ２７．６ ２．０８ ４．９Ｘ１０６ １０４ １２２５
副溶血弧菌 Ｖ．Ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ３０．１ １．９８ ５．４Ｘ１０６ １０５ １３５
空肠弯曲菌 Ｃ．ｊｅｊｕｎｉ ５．７ ２．１ ３．２Ｘ１０６ １０４ ８００
产气荚膜杆菌 Ｃ．ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎ ２．９ ２．０３ ８．９Ｘ１０５ １０３ ２２２５
霍乱弧菌 Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ ４．６ １．８２ １．１Ｘ１０６ １０３ ２７５０

２．２　芯片的特异性和灵敏度
２．２．１　芯片的特异性

设计的微阵列芯片含有１１２条探针，包括１０
条ＰＣＲ阳性对照探针和 １０条杂交阳性对照探
针，８条阴性对照探针，以及８４条病源菌专一性
探针。

用从美国ＡＴＣＣ购买的参比菌株和实验室自
分离菌株共１２株菌进行了杂交实验。其中６种
单独菌株杂交结果见图２。

图２显示，用不同的菌株杂交，在芯片的相

应位置会出现明显的阳性信号。同时，阳性对照

位置出现明显的杂交信号，阴性对照处不出现杂

交信号。这表明芯片的特异性良好，不会出现引

物的假阳性现象。

我们对多种病源菌同时在同一张芯片上进

行特异性检测，其互相之间的干扰程度见图３所
示。可以同时检测到十二种致病菌，这表明该芯

片的特异性良好，在所检测的菌株之间无交叉反

应，完全可以用于同时检测多种食源性致病菌。
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图２　６种食源性致病菌高通量芯片检测灵敏性
Ｆｉｇ２　６ｋｉｎｄｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｙｃｈｉｐｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

图３　１２种致病菌的ＤＮＡ杂交检测
Ｆｉｇ３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ１２ｋｉｎｄｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｓ

２．２．２　芯片的灵敏度
对于２．１中检测的 ＤＮＡ模板，我们测定其

ＤＮＡ浓度，并根据ＤＮＡ分子的大小，估算出具体
能检测的ｃｏｐｙ数如表１所示，可以看到检测能力
最好的为志贺氏菌，能检测到 ５．５×１０－４ｎｇ，即
１１２ｃｏｐｙ的 ＤＮＡ；对金黄色葡萄球菌的检测能力
最弱，约为２．２×１０－２ｎｇ，约７０００ｃｏｐｙ的ＤＮＡ。

按照我们提取 ＤＮＡ的经验，抽提的效率约
１０％，预测通过该芯片直接进行原位菌液扩增杂
交为１０倍的ＤＮＡ数目，为验证这个假设，我们选
取了５种菌，沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、单增李
斯特菌、副溶血弧菌、志贺氏菌的增菌液稀释后，

测定了其灵敏度，如图４ａ．在１０４～１０５水平上可
以测到５种菌。
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图４　增菌裂解液的芯片测定
Ｆｉｇ．４　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＬｙｓｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｂｙｔｈｅｃｈｉｐ

ａ：五种菌（沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、副溶血弧菌、志贺氏菌）在１０４～１０５ｃｏｐｉｅｓ时的检测；ｂ：Ａ中５种菌添加到压

载水中增菌后的检测结果；ｃ，负对照

ａ：Ｆｉｖｅｋｉｎｄｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０４～１０５ｃｏｐｉｅｓ；ｂ：Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｄｄｅｄｔｏｂａｌｌａｓｔｗａｔｅｒ；ｃ，Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．３　添加灵敏度试验
应用高通量芯片方法对添加到压载水中的

菌进行检测，结果见图４ｂ．从图中可以看出，高通
量芯片检测认为添加的５种混合菌的敏感性可
以达到１ｃｆｕ。

３　讨论

高通量ＤＮＡ芯片将ＤＮＡ杂交检测的扩增过
程和杂交检测过程浓缩到一张高通量芯片上进

行检测，大大缩减了检测的时间和复杂性，检测

设备简单易于携带。检测系统可以定量检测低

达１１０ｃｏｐｙＤＮＡ的致病菌，大大提高了当前的检
测能力。

当前研究多需要抽提 ＤＮＡ后进行检测，只
要菌量足够，该芯片系统可以直接检测细菌的裂

解液，其检测的灵敏性也可以达到 １０４～１０５水
平，这就意味着增菌的时间可以大大缩短到几个

小时，而从样品到增菌以及检测总时间完全可以

在８ｈ内完成，有益于快速准确地检测食源性致
病菌。

当前对于ＰＣＲ检测的灵敏度研究，主要通过
模拟样品添加菌或者检测样品直接增菌后抽提

ＤＮＡ进行ＤＮＡ水平的检测完成，而对于灵敏度
的测定多是添加菌的量来评价，如本研究２．３中
的结果，赵新等研究的 ４种食源致病菌的多重
ＰＣＲ检测，以及 ＫＡＷＡＳＡＫＩ等在肉中检测沙门

氏菌、单增李斯特菌和大肠杆菌 Ｏ１５７的多重
ＰＣＲ检测 ［１２１３］。本研究既测定了芯片添加菌灵

敏性，又直接检测了芯片的检测下限，对于 ＤＮＡ
水平的分子，可以在１０２～１０３的水平上进行直接
检测，但是因为本方法测定下限时采用的是 ＤＮＡ
浓度直接除以该菌总 ＤＮＡ分子量的方法，未考
虑游离核酸等，所以实际检测的下限可能会更

小，灵敏度可能更高一些。

目前该方法与其它ＰＣＲ方法一样，不能区分
待检样品中的阳性样本含有的是死菌还是活菌，

因此只能当作一个初步的筛选，检测结果还需要

进一步用其他生理生化手段来确认。在本实验

中，尚未开展大量对在真实压载水样本的检测，

将进一步通过对口岸采集的实际样品进行检测，

然后将芯片检测结果与传统检测结果进行比较

来评价。
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