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摘 要 利用 TA8 滤膜，采用 R>0 技术可直接检测肉及肉制品中的金黄色葡萄球菌，无需增菌，灵敏度高。在采用浮选与溶

剂萃取相结合方法的基础上，使用 TA8 膜可高效地从鲜肉中提取金黄色葡萄球菌的 U*8，消除 R>0 反应的抑制因子。以金黄

色葡萄球菌耐热核酸酶基因（$)0）为靶基因，经过 R>0 扩增得到 !DE.9 的产物。经过 U*8 测序证实该产物为目的扩增产物。

使用 TA8 滤膜处理样品，再通过 R>0 方法检测金黄色葡萄球菌，猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉匀浆液的检出限均为 "$1V;W-J，可在 #@
内完成对肉中金黄色葡萄球菌的检测，比目前普遍采用的先增菌再进行 R>0 检测的方法缩短了 "! X !Y@ 。实际检测了 D! 份

样品，同时与 QZ YD7E["$BEY 方法及两种快速检测致病性金黄色葡萄球菌检测方法做比较，R>0 方法的检出率为 D![!\，检出

时间为 #@，QZ YD7E["$BEY 方法检出率为 D$[7\，检出时间为 %3，R/V2(- 0]8 方法的检出率为 #"["\，检出时间为 "7@，Z52/3B
R5/^,/ 0) R) T 方法的检出率为 #E[Y\，检出时间为 "7@，结果表明 TA8 滤膜用于 R>0 检测肉中金黄色葡萄球菌检出率高，耗时

短。使用 TA8 滤膜法制备模板 U*8，为食品中的致病菌快速检测构建了一个技术平台。
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金黄色葡萄球菌（ !"#$%&’()())*+ #*,-*+）是一种普遍存在

于自然界中的人兽共患病菌。金黄色葡萄球菌存在于原料

肉及发酵肉制品、牛奶及乳制品、蔬菜中。这种细菌有很强

的耐盐性，还可耐硝酸盐，在水分活度很低的情况下仍可生

长［!，"］。经常发生金黄色葡萄球菌食物中毒的食品主要有各

类生肉、熟肉制品，乳及乳制品、蛋及蛋制品、和部分淀粉类

食品，特别是在肉及肉制品中发生中毒的频率较高。

金黄色葡萄球菌肠毒素食物中毒是个世界性卫生问题，

近年来，由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒越来越多，据美

国疾病控制中心报告，由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒居

第二 位，占 整 个 细 菌 性 食 物 中 毒 的 ##$，加 拿 大 则 高 达

%&$［#］。我国每年发生的此类中毒事件也非常多。因而金

黄色葡萄球菌是一种重要的食源性致病菌，它对食品加工业

存在着潜在的危害。

’() 滤膜能在室温下对各种生物样品进行收集、运输、

存档，还可以用于核酸纯化，进行 *+,、-.*、,(/*+,、,’0* 分

析，其最早是用于储存血液样品，’() 卡是将变性剂和螯合

剂渗透在纤维基质上，当捕捉到细胞后能自动将其裂解，

1.)吸附在 ’() 卡上经干燥后既可长期保存，也可以用专

用缓冲液洗涤，去除样品中的杂质、细胞残片，以及其他 *+,
抑制因子的干扰，可直接作为模板用于 *+, 反应［%/2］。

肉中的 *+, 抑制因子主要有脂肪、胶原蛋白、金属离子

以及其它的蛋白质等，这些抑制因子的存在大大降低了 *+,
检测肉中的致病菌的灵敏度［3］。韩国科学家 -456789: ;<:
等人研究发现胶原蛋白是肉中的重要成分，能强烈抑制 *+,
反应，能与镁离子结合降低 1.) 聚合酶活性，可以通过增加

镁离子浓度来消除其影响［=］。*>?94 @ABCCD 曾经采用浮选的

方法移除猪肉匀浆中的 *+, 抑制因子，最低检出限可达到

%E" F !G# HC8I:0［J］。K-LM./NMM K-LK 等人将免疫磁珠分离技

术和多重 *+, 结合起来可快速检测食品中的致病菌［!G］。

045?O>?4B -" #’ 利用多重 *+, 技术检测猪肉样品中小肠结肠

炎耶尔森氏菌，该方法对样品进行增菌后，使检测灵敏度达

到 !G" HC8I:0［!!］。P<55>:45 -" #’ 利用多重 *+, 扩增技术检测

原料奶、牛肉等样品中 . Q )(’/ R!&3：K3的 1.)，也是利用增菌

来提高检测的灵敏度［!"］。虽然增菌提高了检测灵敏度，但

也延长了检测时间，一般可延长 !" S "%T。

近几年，一些国外的科学家经研究发现 ’() 滤膜可裂

解菌体细胞，但是也只是局限于临床检验，还未真正应用到

食品检验中。本研究以耐热核酸酶基因 0*) 为靶序列，进行

*+, 扩增来检测金黄色葡萄球菌［!#］。使用 ’() 滤膜直接制

备 1.) 模板用于 *+, 扩增，并对 ’() 滤膜用于鲜肉中致病

菌 *+, 检测的具体方法进行了探索，为食品特别是肉中致

病菌的 *+, 直接检测（无需增菌）奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌种：

!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U )(++2&#=
!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U !E=GG
!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U !E!%32

!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U "2GG#/"!
!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U )(++"&J"#
!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U )(++!#&2&
!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U )(++!%%&=
!"#$%&’()())*+ #*,-*+（金黄色葡萄球菌）U )(++=GJ&。

以上菌种分别购自中国普通微生物菌种保藏管理中心

和中国医学细菌保藏管理中心。菌种接种于营养肉汤培养

基中，#3V，摇瓶过夜培养。

!"!"# 培养基：营养肉汤培养基、营养琼脂培养基、W4<9X/
*49Y 培养基，购自北京市陆桥技术有限公司。

!"!"$ 鲜肉：牛肉、猪肉、羊肉、鸡肉均购自当地超市。

!"!"% 化学试剂：*9>:<Z (4[ 1,GG%)、1.) \49Y>9 10"GGG，购

自大连宝生物工程公司。引物（正向引物，反向引物）由大连

宝生物工程公司合成。乙酸乙酯为国产分析纯产品。’()
’<B?>9 购 自 @T4?:45 公 司，’() 缓 冲 液 购 自 @T4?:45 公 司，

*>?9C<B: ,-) 购自美国 #\ 公司，W4<9X/*49Y>9 ,E*E’ 购自法国

梅里埃公司。

!"!"& 实验仪器：*+, 仪为 @T4?:45 ( ]94X<>5? 基因扩增仪，

电泳仪为北京市六一厂生产 1^N/##) 型电泳仪，凝胶成像

系统 为 华 粤 企 业 集 团 有 限 公 司 _‘La9A 凝 胶 成 像 系 统

"EGG:: K499<D \<H9A *85HT 45X \4? 购自 @T4?:45 公司。

!"# 方法

!"#"! 鲜肉人工污染：牛肉、猪肉、羊肉、鸡肉均购自当地超

市，在人工污染金黄色葡萄球菌前，% 种产品均按国标法检

测证实不含有金黄色葡萄球菌。然后将金黄色葡萄球菌人

工污染到牛肉、猪肉、羊肉、鸡肉中 ：取 "&6 样品加入 ""&:0
生理盐水匀浆，然后对匀浆液人工污染不同浓度的金黄色葡

萄球菌，人工污染的匀浆液中金黄色葡萄球菌的浓度依次为

!GG HC8I:0!!G!" HC8I:0 ，直接提取人工污染的鲜肉中金黄色

葡萄球菌的 1.)。

!"#"# 1.) 提取：

（!）浮选步骤：取 !G:0 匀浆液以 &GG F 6 离心 !G:<5。

（"）吸取上清液加入另一灭菌离心管中以 !%GGG F 6，离

心 !G :<5，沉淀用 &GG!0 生理盐水悬浮，加入 GE"& 倍体积的

乙酸乙酯，振荡器混匀 ":<5，然后以 !3GGG F 6，离心 !G :<5。

（#）去掉上清液，沉淀用 "G!0 生理盐水悬浮，加入直径

"EGG:: ’() 滤膜片，然后 &2V干燥，干燥后的 ’() 滤膜片，

加入 !G$ -1- 溶液 "GG!0 煮沸 !G :<5，用 ’() 专用缓冲液

洗涤 " 次，然后再用 (M 缓冲液洗涤 " 次，&2V干燥后，可作

为 *+, 反应的模板。

!"#"$ *+,：

（!）*+, 引物［!#/!&］：引物序列是根据编码耐热核酸酶基

因，利用软件 *9<:>9 a9>:<>9&EG 设计而成（见表 !），由大连宝

生物公司合成。

（"）*+, 反应体系：总反应体系 &G!0。包括 "&!0 *9>:<Z
(4[预混液，!!0 "G!:AB 正向引物，!!0 "G!:AB 反向引物，去

离子水 "#!0。

阳性对照：取过夜培养的金黄色葡萄球菌，!GGGG F 6 离

心 !G:<5，用 去 离 子 水 洗 涤 两 次，然 后 以 !GGGG F 6 离 心

!G:<5，加 !GG!0 去离子水煮沸 !G:<5，!%GGG F 6 离心 !G:<5，

G!G! 1%/0-+- 2(*,0#’ (3 4/("-)%0(’(5& 生物工程学报 "GG&，‘ABE"!，.AE2



取 !!" 上清夜作为模板，加入反应体系进行 #$% 扩增，扩增

结果作为阳性对照。

表 ! 引物序列与目的扩增产物大小

"#$%& ! ’()*&( +&,-&./& #.0 &12&/3&0 4)5& 67
38& !"# ’9: 2(60-/3

&’(’ #)*+’) ,’-.’(/’
（01!21）

34’ ’56’/7’8 9*:’ ;<
74’ !"# #$% 6);8./7

!"# &$&=33&=3&&3&=3=$&&33 !>?@6
=&$$==&$$33&=$&==$3===&$

阴性对照：取 !!" 去离子水代替模板，加入反应体系进

行 #$% 扩增，作为阴性对照。

（2）#$% 扩增程序：#$% 反应采用冷启动。?AB预变性 A
+*(，再按 ?ABC +*( D 0EB FG0 +*( D >!B CG0 +*( 进行 20 个

循环，最后 >!B延伸 2G0 +*(。

（A）电泳检测：取 CF!" #$% 产物在 !H琼脂糖凝胶上进

行电泳，利用凝胶成像系统观察结果并成像。

（0）#$% 产物鉴定：大连宝生物工程公司对 #$% 扩增产

物进行 IJ= 测序。

!;<;= 实际 样 品 的 检 测：利 用 所 建 立 的 #$% 检 测 方 法 同

#’7)<*K+ %,= 方法、LM*)8N#M)O’) %G#GP 方法和国标法对 >! 件

实际样品进行检测，计算其检出率。

< 结果与分析

<;! 人工污染的样品检测结果

本研究能直接从人工污染的含有 CF/<.Q+" 金黄色葡萄

球菌的鲜肉匀浆液中提取金黄色葡萄球菌的 IJ=。利用

#$% 扩增技术，成功的检测出了人工污染的鲜肉中的金黄色

葡萄球菌。由表 ! 可知检出限是 CF/<.Q+"。检测结果见电

泳图（图 C、图 !、图 2、图 A）。

表 < 鲜肉中 ’9: 检测金黄色葡萄球菌的检出限

"#$%& < >&3&/3)6. %)*)34 67 $%&’()*+#+##", &"-.", ). *&#3 $? ’9:
/;(/’(7)M7*;(（/<.Q+"）： CFC! CFCC CFCF CF? CFE CF> CFR CF0 CFA CF2 CF! CFC CFF

6;)O S S S S S S S S S S S S T
@’’< S S S S S S S S S S S S T
+.77;( S S S S S S S S S S S S T
/4*/O’( S S S S S S S S S S S S T

“ S ”+’M(9 6.9*7*U’ 8’<’/7*;( )’9.K7 @V #$%；“ T ”+’M(9 (’WM7*U’ 8’7’/7*;( )’9.K7 @V #$%X

图 C 猪肉中金黄色葡萄球菌 #$% 检测结果

P*WX C I’7’/7*;( )’9.K7 ;< $%&’()*+#+##", &"-.", *( 6;)O @V #$%

KM(’ C：+M)O’) I"!FFF；KM(’ !：6;9*7*U’ /;(7);K；KM(’ 2：(’WM7*U’ /;(7);K；74’ /;(/’(7)M7*;( ;< $%&’()*+#+##", &"-.", <);+ KM(’ A 7; KM(’ CR *9 CFF /<.Q +" 7;

C Y CFC! /<.Q+" )’96’/7*U’KV ；KM(’C>：+M)O’) I"!FFFX

图 ! 牛肉中金黄色葡萄球菌 #$% 检测结果

P*WX ! I’7’/7*;( )’9.K7 ;< $%&’()*+#+##", &"-.", *( @’’< @V #$%

KM(’ C：+M)O’) I"!FFF；KM(’ !：6;9*7*U’ /;(7);K；KM(’ 2：(’WM7*U’ /;(7);K；74’ /;(/’(7)M7*;( ;< $%&’()*+#+##", &"-.", <);+ KM(’ A 7; KM(’ CR *9 CFF /<.Q +"

7; C Y CFC! /<.Q+" )’96’/7*U’KV；KM(’C>：+M)O’) I"!FFFX

CCFC刘景武等：P3= 滤膜用于 #$% 检测肉中的金黄色葡萄球菌



图 ! 羊肉中金黄色葡萄球菌 "#$ 检测结果

%&’( ! )*+*,+&-. /*012+ -3 !"#$%&’()())*+ #*,-*+ &. 41++-. 56 "#$

27.* 8：47/9*/ ):;<<<；27.* ;：=-0&+&>* ,-.+/-2；27.* !：.*’7+&>* ,-.+/-2；+?* ,-.,*.+/7+&-. -3 !"#$%&’()())*+ #*,-*+ 3/-4 27.* @ +- 27.* 8A &0 8<< ,31B 4:

+- 8 C 8<8; ,31B 4: /*0=*,+&>*26 ；27.* 8D：47/9*/ ):;<<<(

图 @ 鸡肉中金黄色葡萄球菌 "#$ 检测结果

%&’( @ )*+*,+&-. /*012+ -3 !"#$%&’()())*+ #*,-*+ &. ,?&,9*. 56 "#$

27.* 8：47/9*/ ):;<<<；27.* ;：=-0&+&>* ,-.+/-2；27.* !：.*’7+&>* ,-.+/-2；+?* ,-.,*.+/7+&-. -3 !"#$%&’()())*+ #*,-*+ 3/-4 27.* @ +- 27.* 8A &0 8<< ,31B 4:

+- 8 C 8<8; ,31B4: /*0=*,+&>*26；27.* 8D：47/9*/ ):;<<<(

!"! #$% 产物鉴定结果

大连宝生物工程公司对 "#$ 扩增产物进行 )EF 测序，测序结果见表 !。

表 & #$% 产物鉴定结果

’()*+ & ’,+ -+./*0 12 34+50323+4 #$%6(78*323+4 8-14/90.
（"#$GF4=2&3&*H =/-H1,+0 0*I1*.,*） （.*) 0*I1*.,*）
J#JFKKJFKJJKJFKF#JJKKFFFKKFFKJKF#F J#JFKKJFKJJKJFKF#JJKKFFFKKFFKJKF#F
FFJJK#FF##FFKJF#FKK#FJF#KFKKFKKJJKK FFJJK#FF##FFKJF#FKK#FJF#KFKKFKKJJKK
JFKF#F##KJFFF#FFFJ#FK##KFFFFFFJJKJK JFKF#F##KJFFF#FFFJ#FK##KFFFFFFJJKJK
FJFJFFFKFKJJK##KJFFJ#FFJKJ#FKKKF#JF FJFJFFFKFKJJK##KJFFJ#FFJKJ#FKKKF#JF
FFFFFFKJJKFJFFFFKJ#FFFJFFFFKKJFFJK# FFFFFFKJJKFJFFFFKJ#FFFJFFFFKKJFFJK#
JFJKKKJF#FFFJJK#FFFJFF#KJFKFFFKFKJJ JFJKKKJF#FFFJJK#FFFJFF#KJFKFFFKFKJJ
F#JKJJ # KKFJ#JKFKFKKKFKJ#KJFKJJFFFFF F#JKJJ K KKFJ#JKFKFKKKFKJ#KJFKJJFFFFF
KJJKFFF#JFFJ#KKKFJKK#JK#FFJJ#KKJJ#K KJJKFFF#JFFJ#KKKFJKK#JK#FFJJ#KKJJ#K

由表 ! 可知 "#$ 扩增产物 )EF 序列与靶基因序列的同

源性达 LLMAN，从而证实 "#$ 扩增产物确为目的扩增产物。

!"& 实际样品检测结果

利用 "#$ 检测方法、O7&/HG"7/9*/ $M"M% 方法、=*+/3&24 $PF
方法和国标法对 D; 件样品进行检测，结果见表 @。

共检测了 D; 份样品，同时与 JO @DQLM8<GL@ 方法及两种

快速检测致病性金黄色葡萄球菌检测方法做比较，"#$ 方法

的检出率为 D!MAN，检出时间为 A?，JO @DQLM8<GL@ 方法检出

率为 D<MQN，检 出 时 间 为 RH，"/3&24 $PF 方 法 的 检 出 率 为

A8M8N，检出时间为 8Q? ，O7&/HG"7/9*/ $( "( % 方法的检出率

为 ALM@N，检出时间为 8Q? ，与国标方法相比，%KF 滤膜用于

"#$ 检测肉中金黄色葡萄球菌检出率高，检测时间短。与其

它两种快速检测致病性金黄色葡萄球菌检测方法相比，虽然

都不用增菌，但由于肉及肉制品中有许多杂菌，并且这些菌

在样品整个菌系统占优势，所以在培养过程中，这些杂菌的

生长会与金黄色葡萄球菌竞争营养成分，结果一些金黄色葡

萄球菌没有长起来，造成漏检，检出率低。由于 "#$ 方法特

异性强，所以使用 %KF 滤膜采用 "#$ 方法检测可避免上述问

题，检出率高。由此可见，使用 %KF 滤膜结合 "#$ 方法可用

于食品和原料的快速检测。
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表 ! 实际样品检测结果

"#$%& ! ’&(&)(*+, -&./%(. +0 1(#234%+)+))/. #/-&/. *, 5#-*+/. 0++6.

!""# $%&’()$ *+&,)-$
./0 1%2-#3.%-4)- 05 .5 ! .)6-72(& 089 86%*#%-# /+(62:%62"*

&)6;"#
."$262:) *)<%62:) ."$262:) *)<%62:) ."$262:) *)<%62:) ."$262:) *)<%62:)

1))7 => ? @ ? @ A B ? @
C+66"* => A B A B A B A B
."-4 => ? @ ? @ D D ? @
/;2E4)* == D A D A D A D A
8%+$%<) =A =@ @ => A F ? == D
G6;)- &)%6 =D =D > =D > =@ H =D >
I"6%( ?H D@ =F D> HH BB HJ D= H=
K)6)E62"* -%6)LM ?@NA AFNB A=N= ?>NJ
K)6)E62"* 62&) A; =J; =J; D#

7 讨论

目前国内外采用的 ./0 方法检测致病菌一般都需要进

行前增菌，虽然能提高检测的灵敏度，但相应的增加了检测

的时间，一般延长 =H O HB;。本试验采用浮选、溶剂萃取和

!I9滤膜相结合的方法，来消除鲜肉中的 ./0 抑制因子，采

用浮选的方法目的是去除大的肉渣沉淀，乙酸乙酯在本实验

中用于去除脂肪的干扰，!I9 滤膜在前人研究基础上使用

P%--2$ 打孔器打成直径 HN>>&& 的圆片然后再点样 ，与改进

前效果相同，但大大降低了成本。!I9 滤膜吸附菌体，并将

其裂解，KQ9 吸附在滤膜上，在本实验中对膜的处理过程加

以改进，使用 =>M8K8 将干燥后的 !I9 滤膜煮沸 =>&2* 后，既

能沉淀杂蛋白，使核酸酶变性，同时使菌体裂解更充分 5使用

!I9滤膜从肉中提取污染的金黄色葡萄球菌模板相比较其

他方法更快速、简便，且价格低廉。
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