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(4)加入2倍体积无水乙醇，一20℃冰箱放置30 20 min左右，加入30pL水或TE溶解，用于PCR分

min以上，12 000 g离心15 min，弃上清液，倒置晾干 析。

表2引物序列及其产物

1．2．3 PCR反应体系及条件

(1)反应体系：1．25U Taq酶；250肛mol／L

dNTP；3mm01／L MgCl2；10×PCR buffer 2．5pL；

2弘mol／L引物；总体积为25pL。

(2)反应条件：94℃预变性5 min后进入循环，

94℃1 min；58℃1 min；72℃1 min；共循环35个

反应；72℃延伸10 min；4℃保存。

(3)反应结果检测：取5～8pL PCR扩增产物，用

1．5％(w／v)琼脂糖凝胶，100V电压电泳，用syber

green染料染色及UV I凝胶成像系统观察分析结

果。

1。2．4 单重PCR检测

分别以标准菌株S(ASl．1859)、E(NICPB

44752)和L(NICPB 54001)提取的DNA作为模板，

加入各自相应的引物，进行PCR的检测。

1．2．5 多重PCR检测

以上述3种菌提取的混合DNA为模板，同时加

入3对引物，进行PCR扩增及检测，同时对退火温度

及时间进行优化。

1．2．6人工接种对样品进行检测

将每种肉样取2．59放入无菌样品袋内，同时接

种22．5 mL经10倍稀释法进行稀释的每种细菌的

菌液。匀质后于37℃振荡培养过夜。抽提DNA进

行PCR扩增。

2结果与分析

2．1特异性分析

2．1．1 单重PCR特异性分析

对3种目标菌做单重PCR，验证引物的特异性，

结果(见图1)目标菌株仅对其对应引物有特异性反

应，在相应位置出现了特征条带，而对其他菌的引物

没有扩增现象。说明引物对其特定菌有很高的特异

-眭。
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M一100bp DNA Ladder；1，2，3一依次为E、L的单一DNA膜

板，加入S引物的扩增结果；4，5，6一依次为S、E、L的单一DNA

膜板，加入E引物的扩增结；7，8，9一依次为S、E、L的单一

DNA膜板，加入L引物的扩增结果

图1 S、E、L的单重PCR产物的凝胶电泳结果

2．1．2 多重PCR特异性分析

(1)引物对致病菌的特异性分析

提取3种目标菌的混合DNA为膜板，分别加入

S、E、L的单对引物进行扩增；另外分别以金黄色葡

萄球菌、志贺氏菌、蜡样芽孢杆菌、副溶血性弧菌和产

气荚膜梭菌提取的单一DNA为模板，同时加人3对

引物进行扩增(见图2)。

M一1∞bp DNA Ladder，1～5一分别是以提取的金黄色葡萄球

菌、志贺氏菌、蜡样芽孢杆菌、副溶血性弧菌和产气荚膜梭菌单

一DNA为膜板，加入3对引物的扩增结果，6～8一提取的3种

目标菌的混合DNA为膜板，分别加入s、E、L的单对引物的扩

增结果9多重PCR扩增结果

图2引物对致病菌的特异性分折实验

由图2，引物仅与其特定目标菌株DNA反应，而

本实验设计的3对引物与目标菌株以外的金黄色葡

萄球菌、志贺氏菌、蜡样芽孢杆菌、副溶血性弧菌和产

气荚膜梭菌均没有扩增现象。结果表明，引物对致病

   



菌具有极高的特异性。

(2)致病菌对引物的特异性分析

以3种标准菌株提取的单一DNA、两两混合及3种

混合为膜板，分别加入3对引物进行扩增(见图3)。结

果无论是单菌还是混菌对引物都具有极高的特异性。

M一100bp DNA Ladder；1～3一分别以S、E、L的单一DNA为

模板，加入3对引物的扩增结果；4一以s、E二者混合DNA为

模板，加入3对引物的扩增结果；5一以S、L二者混合DNA为

模板，加入3对引物的扩增结果；6一以E、L二者混合DNA为

模板，加入3对引物的扩增结果；7一多重PCR扩增结果

图3致病菌对引物的特异性分析实验

2．2 灵敏度分析

2．2．1 单重PCR灵敏度分析

分别将3种标准菌株的培养液以10倍稀释法进行

梯度稀释，提取Ⅸ她．，进行P(聚检测。并将最后3个梯
度的稀释液进行平板记数。结果显示S灵敏度可达到5

cfu／H1L，E达到5 cfu／H1L，L达到6 cfu／H1L。

2．2．2 多重PCR的灵敏度分析

等量混合3种菌液，使每种菌的含量达到

108cfu／mL，以10倍稀释法进行梯度稀释，分别提取

DNA后进行多重PCR检测；同时将108cfu／mL至

10cfu／mL菌液分别接种到59肉糜上，进行多重

PCR检测，灵敏度可达103cfu／mL。结果见图4。

度(见图5)和退火时间(见图6)，在最佳的退火温度

下再根据条带的亮暗调整引物浓度，同时调整循环数

(见图7)以便在最短的时间内达到最佳的效果。

M一100bp L)NA Ladder；l一53．5；2—55℃；3—56．5℃；

4—58℃：5—59．5℃

图5退火温度／℃

由图5可知，温度过高，引物则不能有效退火；温
度低了，则会影响其特异性。而在56．5℃扩增时条

带均能达到最佳效果，退火时间一般为30～60，足以

使引物与模板之间完全结合。由图6，退火时间为60

s时条带最亮且最均匀。

M一100bp．DNA La(1der；1—60；2—45；3—30

图6退火时间／s

图4 17旦?妻曩紫R的灵敏度。fu7mL混合菌液’ min后进入循环，94℃1 min；56．5℃1 min；72℃1
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就是退火温度。首先利用梯度PcR仪，优化退火温 ＆≮：。菇却肉≤艾矢菌三角瓶中，同时接种经10
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