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生物实验室 

禽大肠杆菌、肠炎、鼠伤寒、鸡白痢及鸡伤寒沙门菌多重

PCR 方法的建立及应用 
梁华 1,2  王少辉 2  吴晓君 2  许漩 2  田明星 2  丁铲 2  张焕容*1  于圣青*2 
1 西南民族大学生命科学与技术学院  四川 成都  610041 
2 中国农业科学院上海兽医研究所  上海  200241 

摘  要：【背景】大肠杆菌病和沙门菌病是最常见的家禽细菌性疾病，给养禽业造成严重经济损失。

另外，禽大肠杆菌和沙门菌也是重要的人畜共患病原菌，可通过禽类及其产品传播给人类，对人类

健康造成严重威胁。加强禽大肠杆菌和沙门菌的快速鉴别检测，对养禽业和公共卫生都具有重要意

义。【目的】建立禽大肠杆菌、肠炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌、鸡白痢沙门菌和鸡伤寒沙门菌的多重

PCR 检测方法。【方法】通过比较分析确定禽致病性大肠杆菌、肠炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌、鸡白

痢沙门菌和鸡伤寒沙门菌的特异靶标基因，设计 5 对特异性引物，通过条件优化建立多重 PCR 方法，

分析该多重 PCR 方法的特异性、敏感性及可靠性。【结果】该方法能特异性地鉴定禽致病性大肠杆

菌、肠炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌、鸡白痢沙门菌和鸡伤寒沙门菌，每个 PCR 反应的最低检出限分别

为 103 CFU 细菌和 100 pg 基因组 DNA。临床分离菌株检测显示，多重 PCR 与传统血清学方法结果

一致。【结论】建立的多重 PCR 方法能够快速鉴别禽致病性大肠杆菌和不同血清型沙门菌，对禽大

肠杆菌病和沙门菌病的流行病学调查及临床检测具有重要意义。 
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Multiplex PCR assay for detection of Avian pathogenic E. coli, 
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella 
gallinarum and Salmonella pullorum  
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Abstract: [Background] Colibacillosis and salmonellosis are the most common bacterial diseases in 
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poultry, causing economically devastating to poultry industries. Salmonella and avian pathogenic E. coli 
(APEC) are important zoonotic pathogens, also with potential threat to human health. Thus, it is necessary 
to strengthen the rapid detection and differential diagnosis of these bacterial diseases. [Objective] We 
developed multiplex PCR to efficiently detect APEC, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, 
Salmonella gallinarum and Salmonella pullorum. [Methods] The special genes of APEC, Salmonella 
enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella gallinarum and Salmonella pullorum were screened and 
selected for primers designing. A multiplex PCR method was developed by optimization of conditions. 
Then, the sensitivity and usage for detection of clinical isolates were determined. [Results] A multiplex 
PCR was established for accurately and effectively detection of APEC, Salmonella enteritidis, Salmonella 
typhimurium, Salmonella gallinarum and Salmonella pullorum. The sensitivity of the multiplex PCR was 
103 bacterial colony forming units (CFUs) and 100 pg genomic DNA. The results of multiplex PCR for 
detection of clinical isolates agreed well with those of traditional serological assays. [Conclusion] 
Multiplex PCR developed in this study could efficiently detect APEC, Salmonella enteritidis, Salmonella 
typhimurium, Salmonella gallinarum and Salmonella pullorum. 

Keywords: Avian pathogenic Escherichia coli, Salmonella, Multiplex PCR, Detection 

随着集约化养禽业的快速发展，长期、不合理

地使用抗生素引起广泛的耐药性，由此导致疾病的

发生和流行不断增多，给养禽业造成重要经济损

失。目前，严重危害家禽的细菌性传染病主要是禽

大肠杆菌病和沙门菌病，表现为心包炎、肝周炎、

脑膜炎、败血症、肠炎、白痢、伤寒等症状[1-2]，

其 主 要 由 禽 致 病 性 大 肠 杆 菌 (Avian pathogenic 

E. coli，APEC)、肠炎沙门菌(S. enteritidis)、鼠伤寒

沙门菌(S. typhimurium)、鸡白痢沙门菌(S. pullorum)

和鸡伤寒沙门菌(S. gallinarum)引起。另外，APEC

和沙门菌是人畜共患病原，且家禽是 APEC 和沙

门菌的储库，可通过禽类及其产品传播给人类，对

人类健康及公共卫生造成潜在威胁[3-5]。 

目前，对细菌性疾病的诊断主要通过细菌分类

鉴定、血清型鉴定、生化试验、分子生物学技术、

免疫学技术等方法。传统方法主要通过血清凝集鉴

定沙门菌，但该方法费时费力，且有些血清型难以

区分。PCR 技术因其特异性强、敏感性高、操作简

单、检测快速等优点而被广泛应用[6]。多重 PCR

具有省时省力、高效经济、简便等优点，可实现并

常用于对多种不同病原或多个基因的同步检测。因

此，本研究通过序列比对分析确定了禽致病性大肠

杆菌、肠炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌、鸡白痢沙门菌

和鸡伤寒沙门菌的特异性检测靶基因，然后设计引

物并建立了一种能够准确快速检测禽大肠杆菌、肠

炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌、鸡白痢沙门菌和鸡伤寒

沙门菌的快速检测 PCR 方法，为禽大肠杆菌病和

沙门菌病的鉴别诊断及流行病学调查提供了技术

手段。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
禽致病性大肠杆菌 DE719、鼠伤寒沙门菌

(S. typhimurium) ATCC14028 、 鼠 伤 寒 沙 门 菌   
(S. typhimurium) SL1344 、 鼠 伤 寒 沙 门 菌        
(S. typhimurium) CVCC3384 、 肠 炎 沙 门 菌       
(S. enteritidis) CVCC3374 、 肠 炎 沙 门 菌         
(S. enteritidis) CVCC1805 、 鸡 白 痢 沙 门 菌 (S. 
pullorum) CVCC519 、 鸡 伤 寒 沙 门 菌 (S. 
gallinarum) ATCC9184 、 禽 波 氏 菌

ATCCIPDH591-77、铜绿假单胞菌 PA14、鸡毒支

原体 CVCC1651、猪链球菌、血清 1 型鸭疫里默

氏杆菌 CH3、血清 2 型鸭疫里默氏杆菌 Yb2、血

清 10 型鸭疫里默氏杆菌 HXb2、单增李斯特菌

10403s、禽巴氏杆菌 CVCC493、金黄色葡萄球

菌 CVCC543、禽致病性大肠杆菌临床分离株和

沙门菌临床分离株由上海兽医研究所保存。 
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1.2  主要试剂和仪器 
DNA marker、2×Taq PCR Master Mix，北京康

为世纪生物科技有限公司；GeneJET Gel Extraction 
Kit，Thermo 公司；细菌基因组 DNA 提取试剂

盒，天根生化科技(北京)有限公司。PCR 仪，ABI
公司；核酸电泳仪、全自动凝胶成像系统，上海

天能科技有限公司。 

1.3  引物设计 
通过比较分析不同血清型沙门菌的全基因组

序列及禽致病性大肠杆菌基因序列，筛选特异性

诊断靶标基因，设计特异性检测引物(表 1)，引物

由华津生物科技有限公司合成。 

1.4  基因组 DNA 的提取 
根据细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书进行

基因组 DNA 的提取。 

1.5  多重 PCR 反应体系的建立及优化 
首先以阳性菌株为模板进行单基因 PCR 扩

增，建立单基因 PCR 反应体系。然后，采用方阵

法优化引物浓度、退火温度，确定最佳 PCR 反应

体系及反应条件，建立多重 PCR 方法。多重 PCR
反应体系：2×Taq PCR Master Mix 10 μL，模板  
1 μL，各引物对最佳浓度见表 1，超纯水补至 20 μL。

PCR 反应条件：94 °C 2 min；94 °C 50 s，57 °C  
30 s，72 °C 50 s，35 个循环；72 °C 10 min。 

1.6  PCR 产物的鉴定 
取 10 μL PCR 扩增产物上样于 1.5%琼脂糖凝

胶，120 V 恒压电泳 30 min，在紫外灯下观察并记

录结果。将阳性条带切胶，采用 GeneJET Gel 
Extraction Kit 回收目的片段，送上海华津生物科

技有限公司测序。 

1.7  多重 PCR 的特异性试验 
分别以禽致病性大肠杆菌、沙门菌、禽波氏

菌、鸡毒支原体、鸭疫里默氏杆菌、禽巴氏杆

菌、铜绿假单胞菌、单增李斯特菌、金黄色葡萄

球菌等细菌基因组 DNA 为模板进行多重 PCR 扩

增，以检测建立多重 PCR 方法的特异性。 

1.8  多重 PCR 的敏感性试验 
1.8.1  菌液敏感性试验 

分别培养禽致病性大肠杆菌 DE719、鼠伤寒沙

门菌、鸡白痢沙门菌、鸡伤寒沙门菌、肠炎沙门菌

标准株，并依次稀释，取 1 μL 作为模板进行多重

PCR 反应，检测多重 PCR 方法的菌液敏感性。 
1.8.2  基因组 DNA 敏感性试验 

分别提取禽致病性大肠杆菌 DE719、鼠伤寒沙 

 
表 1  多重 PCR 检测引物 
Table 1  Primers used for the multiplex PCR 

Primers name Primers sequences (5ʹ→3ʹ) Concentration of primers (μmol/L) Size (bp) 

phoA-F GGCAATACACTCACTATGCGCTG 0.5 761 

phoA-R AGGATTCGCAGCATGATCCTG 0.5 

glgC- F CGTCGCTATAAAGCGGAATATGT 0.2 83 

glgC-R CCTTTTCAAAACATACGCGAGTAG 0.2 

SGP-F GTTGCCGTACCGGTCGTAACG 0.3 249 

SGP-R TTCCTGACGGGCATCGACGGC 0.3 

sdfI-F GATGTGGTTGGTTCGTCACTG 0.4 409 

sdfI-R GCGAGACCTCAAACTTACTCAG 0.4 

STM4495- F CAGCGGTATGATGCGGTAGT 0.5 569 

STM4495- R TCACCGGTGGACATGCCTGC  0.5 
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门菌、肠炎沙门菌、鸡白痢沙门菌、鸡伤寒沙门菌

标准株的基因组 DNA，并依次稀释，取 1 μL 作为

模板进行多重 PCR，检测多重 PCR 方法的 DNA 敏

感性。 

1.9  多重 PCR 的应用 
应用建立的多重 PCR 方法对本实验室保存的

52 株 APEC 及沙门菌菌株进行检测，比较与血清

学和生化鉴定的结果，验证多重 PCR 方法的可 
行性。 

2  结果与分析 

2.1  多重 PCR 方法的建立 
分别以禽致病性大肠杆菌 DE719 和沙门菌标

准菌株基因组 DNA 为模板，用设计的引物建立单

基因 PCR，然后经过条件优化建立多重 PCR 检测

体系。结果显示，建立的 PCR 可特异性扩增出目

的条带，且与预期扩增基因片段大小一致(图 1)。
禽致病性大肠杆菌可扩增出 761 bp 特异性条带；

鼠伤寒沙门菌可扩增出 569 bp 特异性条带；肠炎 
 

 
 

图 1  多重 PCR 方法的建立 
Figure 1  Development of multiplex PCR 
注：1：多重 PCR 产物；2：鸡伤寒沙门菌 ATCC9184；3：鸡

白痢沙门菌 CVCC519；4：肠炎沙门菌 CVCC3374；5：鼠伤

寒沙门菌 ATCC14028；6：禽致病性大肠杆菌 DE719；7：阴

性对照；M：DL2000 DNA marker. 
Note: 1: Products of multiplex PCR; 2: S. gallinarum ATCC9184; 
3: S. pullorum CVCC519; 4: S. enteritidis CVCC3374; 5: S. 
typhimurium ATCC14028; 6: APEC DE719; 7: Negative control; 
M: DL2000 DNA marker. 

沙门菌可扩增出 409 bp 特异性条带；鸡白痢沙门

菌可扩增出 249 bp 特异性条带；鸡伤寒沙门菌可

扩增出 249 bp 和 83 bp 特异性条带。将阳性特异

性条带切胶回收后测序，结果表明扩增条带序列

与目的基因序列一致。经过试验条件优化最终确

定各引物对的最佳浓度(表 1)及 PCR 反应程序，

具体反应参数见 1.5。 

2.2  多重 PCR 的特异性检测 
分别以禽致病性大肠杆菌 DE719、鼠伤寒沙

门菌 ATCC14028、肠炎沙门菌 CVCC3374、肠炎沙

门菌 CVCC1805、鸡白痢沙门菌 CVCC519、鸡伤寒

沙门菌 ATCC9184、禽波氏菌 ATCCIPDH591-77、

铜绿假单胞菌 PA14、鸡毒支原体 CVCC1651、猪

链 球 菌 、 鸭 疫 里 默 氏 杆 菌 、 单 增 李 斯 特 菌

10403s、禽巴氏杆菌 CVCC493、金黄色葡萄球菌

CVCC543 等细菌基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩

增，结果显示阳性菌株均扩增出目的条带，而阴

性菌株均未扩增出目的片段(图 2)，表明多重 PCR
方法具有较好的特异性。 

2.3  多重 PCR 的敏感性检测 
分别以稀释的阳性菌株菌液为模板进行多重

PCR 扩增，结果显示，禽致病性大肠杆菌、鼠伤

寒沙门菌、肠炎沙门菌、鸡白痢沙门菌和鸡伤寒

沙门菌的最低检出量均为 103 CFUs/反应(图 3A)。 
以不同稀释度的阳性菌株基因组 DNA 为模

板进行多重 PCR 扩增，结果显示，多重 PCR 反

应体系检测禽致病性大肠杆菌、鼠伤寒沙门菌、

肠炎沙门菌、鸡白痢沙门菌和鸡伤寒沙门菌的最

低检出 DNA 量均为 100 pg/反应(图 3B)，具有较

高的灵敏度。 

2.4  临床分离菌株的检测 
采用本研究所建立的多重 PCR 方法对本实验

室保存的 52 株临床分离菌株进行检测，结果显

示，多重 PCR 检测结果(图 4)与单重 PCR 检测、

玻板凝集试验及生化鉴定结果一致，表明多重

PCR 方法可用于临床菌株检测。 



964 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 2  多重 PCR 的特异性 
Figure 2  The specificity of multiplex PCR 
注：1：多重 PCR 产物；2：血清 1 型鸭疫里默氏杆菌 CH3；3：金黄色葡萄球菌 CVCC543；4：铜绿假单胞菌 PA14；5：猪链球

菌；6：血清 2 型鸭疫里默氏杆菌 Yb2；7：鼠伤寒沙门菌分离株 SAT52；8：血清 10 型鸭疫里默氏杆菌 HXb2；9：鸡伤寒沙门菌

ATCC9184；10：单增李斯特菌 10403s；11：禽巴氏杆菌 CVCC493；12：禽致病性大肠杆菌 DE719；13：血清 15 型鸭疫里默氏杆

菌 wg4；14：鸡白痢沙门菌 CVCC519；15：禽支原体 CVCC274；16：鼠伤寒沙门菌 SL1344；17：禽波氏菌 IPDH591-77；18：金

黄色葡萄球菌 CVCC543；19：肠炎沙门菌 CVCC1805；20：鸡毒支原体 CVCC1651；21：阴性对照；M：DL2000 DNA marker. 
Note: 1: Products of multiplex PCR; 2: Riemerella anatipestifer CH3; 3: Staphylococcus aureus CVCC543; 4: Pseudomonas aeruginosa 
PA14; 5: Streptococcus suis; 6: Riemerella anatipestifer Yb2; 7: S. typhimurium SAT52; 8: Riemerella anatipestifer HXb2; 9: S. gallinarum; 
10: Listeria monocytogenes 10403s; 11: Pasteurella CVCC493; 12: APEC strain DE719; 13: Riemerella anatipestifer wg4; 14: S. pullorum 
CVCC519; 15: Mycoplasma avium CVCC274; 16: S. typhimurium SL1344; 17: Bordetella IPDH591-77; 18: Staphylococcus aureus 
CVCC543; 19: S. enteritidis CVCC1805; 20: Mycoplasma gallisepticum CVCC1651; 21: Negative control; M: DL2000 DNA marker. 

 

    
 

图 3  多重 PCR 敏感性试验 
Figure 3  Sensitivity test of multiplex PCR 
注：A：多重 PCR 菌液敏感性. 1：108 CFUs；2：107 CFUs；3：106 CFUs；4：105 CFUs；5：104 CFUs；6：103 CFUs；7：102 
CFUs；8：阴性对照. B：多重 PCR 的 DNA 敏感性. 1：200 ng；2：100 ng；3：50 ng；4：10 ng；5：1 ng；6：500 pg；7：100 pg；

8：阴性对照. M：DL2000 DNA marker. 
Note: A: Sensitivity test of multiplex PCR using bacteria. 1: 108 CFUs; 2: 107 CFUs; 3: 106 CFUs; 4: 105 CFUs; 5: 104 CFUs; 6: 103 CFUs; 
7: 102 CFUs; 8: Negative control. B: Sensitivity test of multiplex PCR using DNA. 1: 200 ng; 2: 100 ng; 3: 50 ng; 4: 10 ng; 5: 1 ng;  
6: 500 pg; 7: 100 pg; 8: Negative control. M: DL2000 DNA marker. 

 
 

3  讨论与结论 

目前对细菌性传染病的防治主要采用抗生素等

药物进行防治，但由于抗生素的不合理使用，导致

耐药性的出现及禽类产品的药物残留，不仅影响养

禽业的健康发展，而且危害食品安全和人类生 

存环境。禽大肠杆菌病和沙门菌病是危害养禽业

的重要细菌病，给养禽业造成重大经济损失[1-2]，

且具有重要的公共卫生学意义。因此，建立禽大

肠杆菌病和沙门菌病的快速准确的检测及鉴别诊

断方法，对养禽业及公共卫生具有重要作用。 
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图 4  细菌临床分离株的检测 
Figure 4  Detection of bacterial isolates 
注：M：DL2000 DNA marker；1：鼠伤寒沙门菌 SM5；2：猪霍乱沙门菌 SM1；3：鼠伤寒沙门菌 SM10；4：禽致病性大肠杆菌

APCE94；5：肠炎沙门菌 SM2；6：肠炎沙门菌 SM12；7：鸡白痢沙门菌 SP001；8：鼠伤寒沙门菌 SM11；9：都柏林沙门菌

SM3；10：禽致病性大肠杆菌 FJ1-B；11：鼠伤寒沙门菌 SM47；12：鸡白痢沙门菌 SP017；13：都柏林沙门菌 SM4；14：鼠伤寒

沙门菌 SM50；15：肠炎沙门菌 SM8；16：肠炎沙门菌 SM13；17：鼠伤寒沙门菌 SM51；18：猪霍乱沙门菌 SM9；19：肠炎沙门

菌 SM14；20：鸡白痢沙门菌 SP035；21：阿贡那沙门菌 SA1；22：鸡白痢沙门菌 CVCC519；23：鼠伤寒沙门菌 SM15；24：阴性

对照. 
Note: M: DL2000 DNA marker; 1: S. typhimurium SM5; 2: S. choleraesuis SM1; 3: S. typhimurium SM10; 4: APEC APCE94; 5: S. 
enteritidis SM2; 6: S. enteritidis SM12; 7: S. pullorum SP001; 8: S. typhimurium SM11; 9: S. dublin SM11; 10: APEC FJ1-B; 11: S. 
typhimurium SM47; 12: S. pullorum SP017; 13: S. dublin SM4; 14: S. typhimurium SM50; 15: S. enteritidis SM8; 16: S. enteritidis SM13; 
17: S. typhimurium SM51; 18: S. choleraesuis SM9; 19: S. enteritidis SM14; 20: S. pullorum SP035; 21: S. agona SA1; 22: S. pullorum 
CVCC519; 23: S. typhimurium SM15; 24: Negative control. 

 
传统的细菌性疾病诊断方法仍是通过细菌分

离培养、生化鉴定及血清凝集反应，但该方法费

时费力，且平板凝集易出现假阳性等，不能满足

临床快速诊断及疾病防控的需求。鸡白痢沙门

菌、鸡伤寒沙门菌和肠炎沙门菌的抗原结构相

似，需要通过生化鉴定才可鉴别血清型，过程繁

琐、耗时耗力[7]。免疫学技术虽然比传统方法操作

简单，但灵敏度不如 PCR 方法。PCR 方法具有快

速、灵敏、特异等优点，因此广泛应用于病原菌

检测。多重 PCR 是在单基因 PCR 基础上发展起来

的检测方法，可同时检测多种病原及不同基因，

因此具有高效快速、经济简便等优点，已广泛应

用于多种病原菌的检测。前期研究分别建立了常

见家禽病原菌，如禽大肠杆菌、沙门菌、禽多杀

性巴氏杆菌、副鸡嗜血杆菌、鸭疫里默氏杆菌的多

重 PCR 检测方法[8-9]。然而这些方法仅特异性检测

沙门菌属基因，无法进一步区分不同血清型。另

外，也有研究针对沙门菌种属特异性基因建立了肠

炎沙门菌、鼠伤寒沙门菌、伤寒沙门菌、鸡白痢

沙门菌及不同血清组的 PCR 检测方法[10-16]。因

此，本研究通过序列分析筛选并参考前期研究，

建立了可以同时检测禽大肠杆菌并区分常见禽源

沙门菌血清型的多重 PCR 方法。 
特异性诊断靶标基因的筛选对 PCR 检测方法

的建立及可靠性至关重要。由于鸡白痢沙门菌和鸡

伤寒沙门菌的抗原表型及基因组结构非常相似，难

以鉴别。本研究通过比对分析沙门菌全基因组序

列，筛选出鸡伤寒沙门菌和鸡白痢沙门菌的特异性

基因片段 SGP 作为靶标基因。另外，与其他血清型

沙门菌相比，鸡伤寒沙门菌的 glgC 基因存在 11 bp
核苷酸的缺失，常作为靶标基因鉴定鸡伤寒沙门

菌[17]，因此本研究选其作为鸡伤寒沙门菌的检测

基因。参考前期研究，本文分别选择了大肠杆菌看

家基因 phoA、肠炎沙门菌特异性基因 sdfⅠ、鼠伤

寒沙门菌特异性基因 stm4495 作为靶标基因[8,18]。

引物序列直接决定了 PCR 的特异性及反应条件，本
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研究根据筛选的靶标基因分别设计了 5 对特异性引

物，保证其退火温度尽量接近且不产生发卡结构。

通过条件优化，建立了检测禽大肠杆菌和区分不同

血清型沙门菌的多重 PCR 方法。特异性试验、敏感

性试验检测结果表明建立的多重 PCR 方法能够特

异、灵敏地检测禽大肠杆菌并区分不同血清型沙门

菌。利用建立的多重 PCR 方法检测 52 株 APEC 和

沙门菌临床分离株，结果显示多重 PCR 和传统细菌

分离鉴定、血清凝集结果一致，结果可靠。因此，

本研究建立的多重 PCR 方法可检测禽大肠杆菌并

区分常见的禽源沙门菌的血清型，具有快速简便、

特异性强、敏感性高等优点，可用于禽源样品中

APEC 和沙门菌的特异性快速检测及分子流行病学

调查。 
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