
种特异性 !"# 快速检测奶粉中阪崎肠杆菌研究!

叶应旺!，"，# 吴清平"!! 郭伟鹏" 张菊梅" 董晓晖!，"，#

（中国科学院南海海洋研究所 广州 $!%#%!）! （广东省微生物研究所 广东省菌种保藏与应用重点实验室 广州 $!%%&%）"

（中国科学院研究生院 北京 !%%%’(）#

摘要：阪崎肠杆菌是一种目前认为以奶粉为传播媒介的食源性条件致病菌，通过!)!，’)葡萄糖苷酶基因和 !"#* 基

因分别设计引物 +,-)+,. 和 +,,-)+,,.，进行单重和双重 /0. 方法研究，结果显示所有阪崎肠杆菌菌株 /0. 扩增

均为阳性，阴性对照均未扩增出目的片段；纯菌单重 /0. 灵敏度分别为 !%" 123456 和 !%! 123456，双重 /0. 灵敏度为

!%# 123456；在有或无其他细菌存在时，人工污染阪崎肠杆菌模拟样品单重 /0. 检测灵敏度分别为 !%# 123456 和

!%" 123456，双重 /0. 检测灵敏度为 !%’ 123456；实际样品检测显示 /0. 方法与传统方法具有很好的一致性。结果表

明：该 /0. 方法具有很好的种特异性和灵敏度，能够克服奶粉中杂菌对快速检测阪崎肠杆菌造成的干扰，减少以保

守序列来设计引物导致假阳性结果的出现，可以较好地应用于奶粉中阪崎肠杆菌的检测与鉴定。
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阪崎肠杆菌（C*&,:!>+1&,: .+D+7+D))）是一种重要

的食源性致病菌，目前其感染疾病的传播途径以及

致病机理还不是很清楚［!，"，#，’］。为了控制和预防阪

崎肠杆菌感染疾病的流行，寻找阪崎肠杆菌种特异

性基因或特征序列，建立种特异性快速分子检测技

术显得尤为重要。近年来，基于阪崎肠杆菌具有!)
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葡萄糖苷酶活性特征的特异性显色生化检测方法取

得重要进展［!，"］，但是特异性生化方法均存在检测时

间较长以及时有不同程度的假阳性结果。最近根据

阪崎肠杆菌 #"$ %&’( 和 #"$)*+$ %&’( 居 间 序 列

（,-$）为 分 子 靶 点，./01/% 等［2］、(34/5678 等［9］、:6;
等［<］先后建立检测阪崎肠杆菌的分子检测方法。

*==" 年，’86% 等［#=］克隆了阪崎肠杆菌 !"#( 基因，并

以其基因序列为目标建立了单重 >?@ 快速检测方

法，同年 :/A3/% 等［##］证实了阪崎肠杆菌基因组中存

在!)葡萄糖苷酶基因簇，并获得该基因簇的分子序

列。但目前尚未见有以!)#，B)葡萄糖苷酶基因为目

标片 段 的 分 子 检 测 技 术 的 相 关 报 道。针 对 #"$
%&’(保守序列检测结果种特异性不强以及单重

>?@ 易于产生假阳性的问题，本研究以阪崎肠杆菌

基因组中种特异性!)#，B)葡萄糖苷酶基因的分子序

列为目标设计特异性引物，并结合 !"#( 基因设计

引物［#=］，建立起快速、特异性强、灵敏度较高的单重

和双重 >?@ 检测阪崎肠杆菌分子检测方法，并且对

方法的特异性、灵敏度以及模拟样品检测结果进行

了系统的分析研究。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：本研究所用菌株见表 #，其中阪崎肠杆

菌 (-??!#+*< 标准菌株由广东环凯微生物科技有

限公司提供，阪崎肠杆菌野生分离株采用传统的

C&( 标准方法［B］从奶粉中分离获得，其余菌株由本

研究室提供。

表 !

!!!

本实验所用菌株

$D/E6/1 ’;FG/% $H%8631 I% 1I;%E/1 $D/E6/1 ’;F

!!!

G/% $H%8631 I% 1I;%E/1

$%&’(!)*+&’( ,*-*.*-// # (-??!#+*< 0/,&’(/*

!!!

1DJ + K,L

$ J ,*-*.*-// 2 K,L 0 J "!%!+1&!2’%’,

!!!

+ K,L

$,+3’(/+3/* J +!4/ # (-??*!<** 5*4"!%’44* J #*(*&1#3/

!!!

M # ?L??!===B

$ J +!4/ # (-??92+< 5 J #*(*&1#3/

!!!

( # ?L??!==<+

$ J +!4/ # ?L??BB#=* 5 J *(/.!%*’

!!!

# ?L??B2==#

$ J +!4/ # (J $# J2!# 5 J &3!"#,!%

!!!

# ?L??!==*+

$ J +!4/!#!2 + K,L 5 J ’%&’(/+*

!!!

# ?L??!=++!

$ J +!4/N#!2：O2 # (-??#*<== 5 J &1#3!,*

!!!

# ?L??!=##!

$ J +!4/ *! K,L 5*4"!%’44*

!!!

1DJ #= K,L

53/2’44* ,!%%’/ # ?L?? !##=! 64’),/’44* #%’7"!%/*’

!!!

# K,L

5 J 84’9%’(/ # ?L?? !#!2* :’(,/%/* ’%&’(!+!4/&/+*

!!!

B K,L

5 J ;1,’%&’(/*’ # ?L?? !#!<* $%&’(!)*+&’(+4!*+*’

!!!

# ’>?>M>B!#=+

5 J ;1,’%&’(/*’ + K,L $%&’(!)*+&’( +4!*+*’

!!!

# K,L

0/,&’(/* "!%!+1&!2’%’, # ’,?>M>!B==* 5&*#314!+!++7, *7(’7, # (-?? *"==+

(-??：(F/%6E83 -0D/ ?;5H;%/ ?I55/EH6I3；?L??：?A638 L6E%IG6I5I46E85 ?;5H;%/ ?I55/EH6I3；

K,L：K;834PI34 ,31H6H;H/ IQ L6E%IG6I5I40；
’,?>M>：’8H6I385 ,31H6H;H/ QI% HA/ ?I3H%I5 IQ >A8%F8E/;H6E85 83P M6I5I46E85 >%IP;EH1；(J $：(E8P/F0 IQ $E6/3E/J

!"!"# 主要试剂：本研究 &’( 提取试剂盒以及其

它用于 >?@ 的分子试剂或试剂盒均购于北京天为

时代有限公司，培养基或原料购于广东环凯微生物

科技有限公司，R’,S)#= &’( 凝胶回收试剂盒购于

大连宝生物工程公司。

!"# $%& 反应

!"#"! 基因组 &’( 的提取：将实验 KT 和 K)纯菌分

别接种至营养肉汤（’M）和胰蛋白胨肉汤（-$M）中，

+2U过夜培养，取过夜培养物 #V=F:，KW 和 KT 分别

按照 &’( 提取试剂盒说明书和传统酚)氯仿方法提

取细菌基因组 &’(，溶解于 -X 缓冲液（DO Y 2V"）

中。模拟样品中 的细菌基因组同样按照上述方法

提取。

!"#"# 引物的设计：本实验所用引物见表 *，由北京

赛百盛公司合成。
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表 ! 本实验所用引物

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

8’’9［:;］ 00< ===<<>>0= 0<< >=== ==>> -?, @ -AB CD;;;?;B ABE

8’’F［:;］ >0>><0>0<=0==<0<<0 < GG, @ GE-

8’9 00> 00< 0>> 0<< =<< >=0 BEHGG @ BEHEA <IG;,?H; BG-

8’F >0= 0>> >=0 ><= 0<0 <<< < G;,-: @ G;,AE

"#!#$ 扩增体系和程序：单重反应体系（,;!J）：:;
K "%2+/." 6)LL%" ,!J，正向、反向引物各 ; 4 ,!$.MNJ，

5O=! 各 :,;!$.MNJ，? 4 , P 的 =2( 酶，模板为 , 4 ;

!J，加双蒸水补足 ,;!J。扩增反应程序：E,Q预变

性，? $#*；EAQ变性，A, &，B;Q退火，-; &，G?Q延

伸，A, &，-, +R+M%&；G?Q，G $#*。双重 !>F 反应体

系（,;!J）：:; K "%2+/." 6)LL%" ,!J，8’9 和 8’F 各

; 4,!$.MNJ，8’’9 和 8’’F 各 : 4 ;!$.MNJ，5O=! 各

?;;!$.MNJ，A P 的 =2( 酶，模板为 , 4;!J，加双蒸水

补足 ,;!J。扩增反应程序：E,Q 预变性，, $#*；

EAQ变性，,;&，,HQ退火，,,&，G?Q延伸，: 4, $#*，

-, +R+M%&；G?Q，:;$#*。

"#$ %&’ 反应特异性测定

以阪崎肠杆菌 <=>>,:-?E 为阳性对照，检测从

奶粉中分离的阪崎肠杆菌野生菌株，并且以 G; 株非

阪崎肠杆菌为阴性对照菌株（见表 :），提取其基因

组 CO<，按照 : 4 ? 4 - 条件和程序扩增。运用 POSDT
:; CO< 凝胶试剂盒回收、纯化 !>F 产物，委托上海

英骏公司对 !>F 产物进行测序。

"#( 特异性生化显色培养基验证 %&’ 检测结果

为了更进一步验证 !>F 方法的特异性，采用特

异性生化显色培养基（C9S 培养基［B］）验证 !>F 方法

的检测结果。挑取 !>F 检测为阪崎肠杆菌菌落，用

无菌水稀释，取合适稀释度的稀释液 :;;!J，直接

涂布在加有特异性底物（,T溴TAT氯T-T吲哚T"TCT葡萄

糖苷）的琼脂上，-GQ培养 :H @ ?A U，观察结果。实

际样品验证采用肠道增菌肉汤进行前增菌［A］，再涂

布在特异性显色培养基上，培养 ?AU，观察结果。

"#) %&’ 反应灵敏度测定

以阪崎肠杆菌 <=>>,:-?E 为参考菌株进行灵

敏度测定，提取 :$J 平板菌落计数为 :;H +L)N$J 的

过夜 O1 培养液基因组 CO<，用无菌双蒸水将基因

组 CO< 按 :;; @ :;V H进行 :; 倍梯度稀释，取不同稀

释度的 CO< 样品 ,!J 进行单重和双重 !>F 扩增。

以部分野生分离菌株进行同样重复。

"#* 人工污染奶粉的检测

"#*#" 人工污染阪崎肠杆菌样品的检测：以阪崎肠

杆菌 <=>>,:-?E 为参考菌株，用经 9C< 标准传统方

法鉴定，取阪崎肠肠杆菌为阴性的国产奶粉和进口

奶粉各 , 份（每份 : W）无菌操作分别置于 H$J 的无

菌蒸馏水中形成均质液，把阪崎肠杆菌的过夜培养

液进行 :; 倍稀释，取 : $J 置于 E $J 的均质液中形

成不同浓度阪崎肠杆菌（:;H +L)N$J @ :;; +L)N$J）均质

液，基因组的提取以及扩增等参照 : 4 ? 4 :，: 4? 4-方

法进行。

"#*#! 样品中存在其它细菌时阪崎肠杆菌的检测：

为了使奶粉中细菌更接近真实情况以及验证奶粉中

其他细菌的存在对阪崎肠杆菌 !>F 扩增可能产生

的影响。设计 ? 组实验，其中一组均质液中分别接

种不同浓度（:;H +L)N$J @ :;; +L)N$J）的阪崎肠杆菌

的同 时，再 接 种 浓 度 为 :;H >L)N$J 的 大 肠 杆 菌

（8&+U%"#+U#2 +.M#）H;EE。另外一组接种三种不同浓度

（:;A +L)N$J，:;- +L)N$J 和 :;? +L)N$J）的阪崎肠杆菌，

同时分别接种不同浓度（:;H +L)N$J @ :;: +L)N$J）的

大肠杆菌 H;EE。

"#+ 实际样品的检测

为了更好地了解 !>F 方法在实际样品中的应

用，本研究对 -B 份实际样品进行调查。取 :;; W 奶

粉置于 E;; $J J1 培养基中形成均质液，-GQ培养

:H U。用 CO< 提取试剂盒提取 :X; $J 培养液 CO<，

溶解 ,;!J 的 =8（ 7Y Z GXB）缓冲液中作为 !>F 反应

的模 板。!>F 扩 增 反 应 条 件 和 参 数 参 见 :X?X-。

!>F 检测结果与 9C< 标准方法检测结果进行比较，

阳性结果采用特异性生化显色培养基进行验证。

! 结果

!#" 阪崎肠杆菌的单重和双重 %&’ 检测特异性

把阪崎肠杆菌 <=>>,:-?E 作为阳性对照，检测

奶粉中阪崎肠杆菌野生分离株，以 G; 株非阪崎肠杆

菌为阴性对照菌株（见表 :）来检验该方法的特异
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性，如图 !，图 " 所示。阳性对照与 # 株分离株均扩

增出特征性条带，阴性对照株均无特征性条带出现，

表明该方法检测阪崎肠杆菌具有很强的种特异性。

运用凝胶试剂盒回收、纯化 $%& 产物，测序结果表

明 !"#’ 基因目的片段（()*+,）同源性达 *-. /
**.，!0!，(0葡萄糖苷酶基因目标片段（)#1+,）同源

性达 *". / *).。

图 ! 阪崎肠杆菌的单重 $%& 扩增检测

2：3454&6748 9:’ ;<==48；7<54!：$%&’(!)*+&’( ,*-*.*-//’>%%-!1"*；

7<54 " / ?：$%&’(!)*+&’( ,*-*.*-// @AB7<C4A D8BE ,BF=484= E@7GA；:：

54H<C@I4 JB5C8B7K

图 " 阪崎肠杆菌双重 $%& 扩增结果

2：3454&6748 9:’ ;<==48；;<54!：$ K ,*-*.*-//’>%%-!1"*；;<54" /

?：$ K ,*-*.*-// @AB7<C4A D8BE ,BF=484= E@7GA；;<54*：54H<C@I4 JB5C8B7K

!"! 阪崎肠杆菌 #$% 检测与生化检测方法的比较

本实验用阪崎肠杆菌野生菌株采用 L9’ 标准

方法从奶粉中分离获得，并对本实验建立的 $%& 技

术检测结果与 L9’ 鉴定结果和特异性生化培养基

验证结果进行比较。在 ? 株菌株中，菌株 !、"、1、(、

-、)、#，运用 1 种方法鉴定均为阪崎肠杆菌，菌株 ?
采用 $%& 和特异性生化培养基鉴定为非阪崎肠杆

菌，而 L9’ 方法则显示为阪崎肠杆菌（表 1）。针对

菌株 ? 不同鉴定结果的情况，本研究作进一步的生

化试验结果显示，菌株 ? 为阴沟肠杆菌（$%&’(!)*+&’(
+0!*+*’），可见本实验所建立的方法不仅与生化方法

具有很好的一致性，而且特异性更强，克服了传统

方法检测结果假阳性较突出等问题。

!"& 灵敏度测定

取 !E; 阪崎肠杆菌 ’>%%-!1"* 过夜培养液，提

取基因组 9:’，用无菌水做 !M 倍稀释，以不同稀释

度的 9:’ 为模板，结果显示：!MM / !MN #稀释的模板，

OPPL0OPP& 作引物检测呈现阳性结果；!MM / !MN ) 稀

释的模板，OPL0OP& 作引物检测呈现阳性。平板菌

落计数得起始的细菌为 !M? JD6QE;，即 OPPL0OPP& 和

OPL0OP& 作 引 物 单 重 $%& 检 测 灵 敏 度 分 别 为

!M! JD6QE;和 !M" JD6QE;（图 1，图 (），双重 $%& 检测灵

敏度为 !M1 JD6QE;（图 -）。部分野生菌株重复实验

结果与之一致。

表 & #$% 分子方法与生化方法鉴定结果比较

24CRB= PC8<@5! PC8<@5" PC8<@51 PC8<@5( PC8<@5- PC8<@5) PC8<@5# PC8<@5?
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图 1 OPL0OP& 单重 $%& 检测阪崎肠杆菌灵敏度

2：3454&6748 9:’ ;<==48；7<54! / *：9:’ H45BE@J BD !M? JD6QE; /

!MM JD6QE; 84A,4JC@I47VK

!"’ 人工模拟样品灵敏度测定

!"’"( 奶粉中阪崎肠杆菌测定：按照方法 !K)K!，接

图 ( OPPL0OPP& 单重 $%& 检测阪崎肠杆菌灵敏度

2：3454&6748 9:’ ;<==48；7<54! / *：9:’ H45BE@J BD !M? JD6QE; /

!MM JD6QE; 84A,4JC@I47VK

种阪崎肠杆菌至传统方法鉴定为阪崎肠杆菌阴性的

奶粉中，提取基因组 9:’，OPL0OP& 和 OPPL0OPP& 作
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图 ! "#$%"#& 和 "##$%"##& 双重 ’(& 检测阪崎肠杆菌灵

敏度

)：*+,+&-.+/ 012 3455+/；.4,+6 7 8：012 9+,:;<= :> 6?@ =>-A;3 7

6?? =>-A;3 /+BC+=D<E+.FG

引物进行单重 ’(& 扩增，检测结果表明，人工模拟

样品的检测灵敏度分别为 6?H =>-A;3 和 6?I =>-A;3
（图 J，图 K），双重 ’(& 的检测灵敏度为 6?L =>-A;3
（图 @）。

图 J "#$%"#& 单重 ’(& 检测人工污染奶粉灵敏度

)：*+,+&-.+/ 012 3455+/；.4,+6 7 8：012 9+,:;<= :> 6?@ =>-A;3 7

6?? =>-A;3 /+BC+=D<E+.FM

图 K "##$%"##& 单重 ’(& 检测人工污染奶粉的灵敏度

)：*+,+&-.+/ 012 3455+/；.4,+6 7 @：012 9+,:;<= :> 6?@ =>-A;3 7

6?6 =>-A;3 /+BC+=D<E+.FG

图 @ "##$%"##& 和 "#$%"#& 双重 ’(& 检测人工污染奶粉

的灵敏度

)：*+,+&-.+/ 012 3455+/；.4,+6 7 8：012 9+,:;<= :> 6?@ =>-A;3 7

6?? =>-A;3 /+BC+=D<E+.FG

!"#"! 奶粉中杂菌对阪崎肠杆菌测定的影响：按照

6GJGI 方法接种阪崎肠杆菌，提取不同浓度下细菌

基因组，扩增程序和条件参照 6GIGH。奶粉中存在

6?@ =>-A;3 大肠杆菌时，采用 "#$%"#& 和 "##$%"##&
为引物，以!%6，L%葡萄糖苷酶基因和 !"#2 基因作

为扩增目标片段，对阪崎肠杆菌模拟样品的检测灵

敏度分别为 6?H =>-A;3 和 6?I =>-A;3；当存在不同浓

度大肠杆菌（6?@ =>-A;3 7 6?6 =>-A;3）时，上述两种

基因的单重 ’(& 检测灵敏度同样分别为 6?H =>-A;3
和 6?I =>-A;3；双重 ’(& 检测灵敏度为 6?L =>-A;3，

6?@ =>-A;3 的大肠杆菌作为阴性对照均没有扩增出

特征目的条带（图 8、图 6?、图 66）。

图 8 奶粉中大肠杆菌对 "#$%"#& 单重 ’(& 检测模拟样

品的影响

)：*+,+&-.+/ 012 3455+/；.4,+6 7 8：’(& C/:5-=D :> <,>4,D >:/;-.4

=:,D4<,<,9 6?@ =>-A;3 7 6?6 =>-A;3 $ G %&’&(&’)) <, DN+ C/+B+,=+ :>

6?@ =>-A;3 $ G *!+) @?88 >:/ +4=N B4;C.+ :/ .4,+； 34,+6?： ’(&

4;C.<><=4D<:, <, <,>4,D >:/;-.4 =:,D4<,<,9 6?@ =>-A;3 $ G *!+) @?88；.4,+

66 7 6@： ’(& C/:5-=DB <, <,>4,D >:/;-.4 =:,D4<,<,9 6?H =>-A;3

$ G %&’&(&’)) 4.:,9 O<DN 6?@ =>-A;3 7 6?6 =>-A;3 $ G *!+) @?88M

图 6? 奶粉中大肠杆菌对 "##$%"##& 单重 ’(& 检测模拟

样品的影响

)：*+,+&-.+/ 012 3455+/；.4,+6 7 8：’(& C/:5-=D :> <,>4,D >:/;-.4

=:,D4<,<,9 6?@ =>-A;3 7 6?? =>-A;3 $ G %&’&(&’)) <, DN+ C/+B+,=+ :>

6?@ =>-A;3 $ G *!+) @?88 >:/ +4=N B4;C.+；34,+6?：’(& 4;C.<><=4D<:, :>

<,>4,D >:/;-.4 =:,D4<,<,9 6?@ =>-A;3 $ G *!+) @?88；.4,+ 66 7 6@：’(&

C/:5-=DB :> <,>4,D >:/;-.4 =:,D4<,<,9 6?I =>-A;3 $ G %&’&(&’)) 4.:,9 O<DN

6?@ =>-A;3 7 6?6 =>-A;3 $ G *!+) @?88

!"$ 实际样品的检测

运用本实验建立的 ’(& 方法对 HJ 份实际奶粉

样品的检测结果显示，I 份奶粉被阪崎肠杆菌污染，
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图 !! 奶粉中大肠杆菌对双重 "#$ 检测模拟样品的影响

%：&’(’$)*’+ ,-. /011’+；*0(’! 2 3："#$ 4+51)67 58 9(80(7 85+:)*0

65(709(9(; !<= 68)>:/ 2 !<< 68)>:/ ! ? "#$#%#$&& 9( 7@’ 4+’A’(6’ 58 !<=

68)>:/ ! ? ’()& =<33 85+ ’06@ A0:4*’；/0(’!<："#$ 0:4*98960795( 58

9(80(7 85+:)*0 65(709(9(; !<= 68)>:/ ! ? ’()& =<33；*0(’ !! 2 !=："#$

4+51)67A 58 9(80(7 85+:)*0 65(709(9(; !<B 68)>:/ ! ? "#$#%#$&& 0*5(; C97@

!<= 68)>:/ 2 !<! 68)>:/ ! ? ’()& =<33

检出率达 D?DDE，这与 F,. 标准方法的检测结果

一致，阳性样品均在特异性生化显色培养基上生长

出蓝绿色特征菌落。可见 "#$ 方法较传统方法具

有更高的灵敏度和特异性，能实现对奶粉中阪崎肠

杆菌的早期快速检测。

! 讨论

目前对阪崎肠杆菌的检测主要采用特异性生化

显色培养基［D，G］和以保守序列及 (*+. 基因为目标

片段的单重 "#$ 检测方法［H I !<］，而以!J!，BJ葡萄糖

苷酶基因为目标设计引物建立单重 "#$ 的分子检

测技术以及同时以!J!，BJ葡萄糖苷酶基因及 (*+.
基因为目标的双重 "#$ 分子检测技术尚未见报道。

本文在分析阪崎肠杆菌!J!，BJ葡萄糖苷酶基因基础

上设计特异性引物 KLFJKL$，并结合 (*+. 基因所

设计的引物 KLLFJKLL$［!<］，建立起奶粉中快速检测

鉴定阪崎肠杆菌的单重和双重 "#$ 检测方法。结

果表明以!J!，BJ葡萄糖苷酶基因和 (*+. 基因为目

标片段，该方法单重 "#$ 纯菌检测灵敏度分别为

!<M 68)>:/ 和 !<! 68)>:/，其中以 KLLFJKLL$ 为引物

对纯菌和模拟样品的检测，灵敏度均比 -09+［!<］的灵

敏度检测结果提高 !< 倍；在此基础上通过优化条件

建立的双重 "#$ 检测灵敏度为 !<N 68)>:/。当模拟

样品中存在不同浓度的大肠杆菌时，以 KLFJKL$ 和

KLLFJKLL$ 为引物单重 "#$ 检测灵敏度分别为 !<N

68)>:/ 和 !<M 68)>:/，双重 "#$ 检测灵敏度为 !<B 68)>
:/，与 不 存 在 大 肠 杆 菌 时 的 模 拟 样 品 灵 敏

度检测结果完全一致。另外以 H< 株其他菌株作阴

性对 照，均 未 扩 增 出 目 标 片 段，而 阪 崎 肠 杆 菌

.O##D!NM3 和 H 株阪崎肠杆菌野生分离菌株则均扩

增出目的条带。

本研究中，单重和双重 "#$ 方法对纯菌检测灵

敏度较模拟样品均提高了 !< 倍，这可能是由于奶粉

中复杂的组分对目标菌 ,-. 的提取产生了一定的

影响，降低了目标菌 ,-. 模板纯度，另外奶粉中金

属离子等特殊组分对 "#$ 反应可能具有抑制作用，

导致 "#$ 方法对模拟样品的检测灵敏度较纯菌有

所降低。本实验建立的 "#$ 方法具有很强的种特

异性，能够克服奶粉中杂菌对阪崎肠杆菌快速准确

检测造成的干扰，可以减少以保守序列来设计引物

导致的假阳性结果的出现。实际样品的检测结果显

示 "#$ 方法与传统检测方法具有很好的一致性，同

时克服了传统检测所需时间较长、假阳性结果较突

出等缺点，因而在阪崎肠杆菌检测与鉴定方面将具

有优势和应用前景，可以更好地实现对奶粉中阪崎

肠杆菌的早期快速检测，为预防和控制以奶粉为媒

介的阪崎肠杆菌感染疾病的流行提供技术手段。
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