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　　肠道感染性疾病重要病原菌，如志贺菌和沙门

菌等感染发病率高、传播速度快、耐药发生率也

高［１２］。据文献报道，肝硬化［３］、ＨＩＶ感染
［４］、炎症

性肠道病［５］以及血糖调节［６］等均与肠道菌群失调有

关。此外，引起胃肠道感染的食源性致病菌是食品

安全的严重隐患［７］，可引起胃肠炎、败血症等疾病。

因此，快速检测威胁人类健康的病原菌刻不容缓。

目前，临床常规的病原菌检测技术多采用传统细菌

培养并进行生化反应及血清学鉴定等，耗时繁琐，检

测灵敏度低，且检测技术人员的操作水平和经验也

对检测结果的准确性有重要影响［８］。研发灵敏度

高、特异性强的检测技术进行病原菌的快速检测，在

疾病预防以及临床诊断、指导用药等方面具有重要

意义。１９８５年美国Ｋａｒｙｍｕｌｌｉｓ首次提出聚合酶链

式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术，该

技术因其高效、灵活以及快速等特点被广泛应用。

由于传统ＰＣＲ技术存在一定缺陷，为弥补该检测方

法的不足，一系列基于ＰＣＲ原理的新型检测技术不

断研发，为肠道病原菌的鉴定提供了有效的指导与

技术支持。本文就基于ＰＣＲ技术原理的肠道病原

菌检测技术进行归纳综述，并分析比较各类方法的

优缺点。

１　ＰＣＲ技术的基本原理

传统ＰＣＲ技术的基本思路与ＤＮＡ的天然复

制过程相似，包括变性、退火和延伸。扩增过程中，

以单链ＤＮＡ为模板，寡核苷酸为引物，在ＤＮＡ聚

合酶的作用下沿５’→３’方向扩增ＤＮＡ片段，使目

的基因得以大量复制［９］（见图１Ａ）。以肠道病原菌

特异性靶基因为研究对象，通过ＰＣＲ引物的设计与

合成，以临床微生物样本的基因组ＤＮＡ为模板，可

实现肠道病原菌特异性靶基因的ＰＣＲ快速检测。

通过该技术，可以进行１２种志贺菌毒力因子的快速

检测［１０］以及该肠道病原菌的耐药性检测［１１］。尽管

传统ＰＣＲ技术具有高效、灵活以及快速等优点（见

表１），但是该技术仍受采样过程中无菌操作、样品

预处理以及定量不准确等因素的影响，而作为对传

统ＰＣＲ技术的补充，基于ＰＣＲ原理的衍生检测技术

为肠道病原菌的鉴定提供了有效指导与技术支持。

·２２１１· 中国感染控制杂志２０１８年１２月第１７卷第１２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１７Ｎｏ１２Ｄｅｃ２０１８



!"

!"#

$$!

#$

%&!

%&

'(

!"#

)*!+

!"#

,-./

'()

0

'()

0

*+!

12

12

%&

34

,-

,-

,& ,.

/.

/-

/-

/&

0

#

'(

!"#

56

./

&
$
1
.
2

7

8

9

:

;

&
$
1
.
2

<

8

=

:

;

Ａ：传统ＰＣＲ；Ｂ：多重ＰＣＲ

图１　ＰＣＲ原理图

表１　不同ＰＣＲ方法的优缺点比较

检测类型 技术缩写 常见检测对象 优点 缺点 文献来源

传统ＰＣＲ ＰＣＲ 靶基因组ＤＮＡ 特异、敏感、产率高、快速、简

便、重复性好、易自动化、对

标本的纯度要求低

检测限受限，有假阳性、

假阴性的可能，仅定性

检测

［９１１］

ＰＣＲ衍生技术 ｍＰＣＲ 志贺菌、大肠埃希菌、金黄色

葡萄球菌、沙门菌、艰难梭菌、

单核细胞增生李斯特菌

提高扩增效率 容易发生错配及非特异

性扩增

［１２１８］

ＲＴＦＱＰＣＲ 志贺菌、沙门菌、大肠埃希菌、

弯曲杆菌

实时检测，绝对或相对定量

分析，解决ＰＣＲ污染问题

可能出现假阳性，依赖

校准物

［１９２３］

ｄＰＣＲ 沙门菌、大肠埃希菌、单核细

胞增生李斯特菌、弯曲杆菌

通过计数单个分子实现绝对

定量

成本较高 ［２４２９］

ＲＡＰＤＰＣＲ 大肠埃希菌 无需设计引物，允许适当错

配，覆盖率大，使用灵活，成

本较低

重复性、稳定性差 ［３０３２］

ｒｅｐＰＣＲ 大肠埃希菌 快速分型，重复性好，分辨率高 对反应体系要求高 ［３３３５］

ａＰＣＲ 金黄色葡萄球菌、志贺菌、沙门

菌、大肠埃希菌、副溶血弧菌

解决非目标扩增物与目标产

物竞争的问题

对限制性引物的绝对量

要求较高

［３６３９］

ＩＣＰＣＲ 沙门菌、大肠埃希菌 特异性和灵敏度提高，耗时短 检测灵敏度依赖抗体 ［４０４１］

ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ 大肠埃希菌、霍乱弧菌、副溶

血弧菌

提高反应特异性，提高扩增

倍数

交叉污染概率大 ［４２４４］

ＤＰＯＰＣＲ 大肠埃希菌、沙门菌、空肠弯

曲杆菌、金黄色葡萄球菌、单

核细胞增生李斯特菌、志贺菌

及小肠结肠炎耶尔森氏菌

对退火温度不敏感，提高扩

增效率，简化了引物设计

步骤

有假 阳 性、假 阴 性 的

可能
［４５４７］

２　基于ＰＣＲ技术的肠道病原菌检测

２．１　多重ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ，ｍＰＣＲ）　Ｃｈａｍ

ｂｅｒｌａｉｎ于１９８８年首次设计并命名了多重ＰＣＲ，该

方法是普通ＰＣＲ技术的延伸，旨在一个扩增体系中

添加多对引物，完成多个目的片段的扩增，达到同时

进行多种靶基因检测的目的（见图１Ｂ）。通过多重

ＰＣＲ技术，研究者对志贺菌、侵袭性大肠埃希菌及

艰难梭菌进行了快速检测［１２１３］。孟相秋等［１４］应用

该方法，对肠毒性大肠埃希菌（ＥＴＥＣ）的肠毒素基

因ＳＴａ、ＳＴｂ、ＬＴＩ和ＬＴＩＩ同时进行检测，检测结

果证明了该方法的高效性与特异性。Ｖａｎ等
［１５］成

功建立了食源性大肠埃希菌 Ｏ１５７∶Ｈ７狊狋狓１、狊狋狓２
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靶基因的快速检测技术，与传统培养方法相比，该方

法可将检测时间缩短至２ｄ。此外，与传统血清学方

法相比，肠道病原菌如沙门菌、大肠埃希菌等分型繁

多，多重ＰＣＲ既可以较大程度地提高致病菌的检出

率，同时还可以鉴定其型别及突变。张晓云等［１６］对

比多重ＰＣＲ与血清凝集法鉴定志贺菌，结果显示，

前者的检出率（５５．００％）高于后者（３３．３３％），表明

多重ＰＣＲ技术有助于提高肠道病原菌检测的准确

性及有效性。此外，有研究团队［１７］结合多重ＰＣＲ

技术与基因芯片技术，进一步尝试致病菌的高通量

检测。理论上，相较于传统ＰＣＲ而言，多重ＰＣＲ更

高效，但李新福团队在对比传统和多重ＰＣＲ检出限

时，发现多重ＰＣＲ的灵敏度明显下降
［１８］。因此，我

们通常需要对多重ＰＣＲ的反应体系，如引物浓度、

退火温度、退火时间以及ＤＮＡ聚合酶含量等参数

进行优化。

２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴＦＱＰＣＲ）　ＲＴＦＱＰＣＲ 是

一种能将核酸放大并同时进行核酸产物检测的方

法，以ＴａｑＭａｎ探针技术为例，探针完整时，报告基

团发射的荧光信号被淬灭基团吸收；ＰＣＲ扩增时，

Ｔａｑ酶的５’→３’外切酶活性将探针酶切降解，使报

告荧光基团和淬灭荧光基团分离，荧光信号产生，即

每扩增一条ＤＮＡ链，就有一个荧光分子形成，荧光

信号的累积与 ＰＣＲ 产物的形成完全同步（见图

２Ａ）。该技术实现了ＰＣＲ从定性到定量的突破，具

有更高的灵敏度、特异度及精确性。与传统ＰＣＲ方

法相比，该方法最大的优势是全封闭操作以及不需

要后续的分析过程，显著缩短了检测时间，并减少了

标本污染的可能性。Ｂａｒｌｅｔｔａ研究团队曾利用该方

法对志贺菌、沙门菌和弯曲杆菌进行了识别［１９］。胡

慧等［２０］使用该技术对大肠埃希菌Ｏ１５７∶Ｈ７特异性

基因进行检测，结果显示纯菌检测的灵敏度可达２×

１０ＣＦＵ／ｍＬ，同时假阳性率降低，其检出率是普通

ＰＣＲ的两倍多。高春燕团队针对志贺菌属侵袭性质

粒抗原Ｈ基因（犻狆犪Ｈ）建立了志贺菌快速敏感的荧光

定量ＰＣＲ检测方法，检测下限可达２００拷贝／ｍＬ
［２１］。

刘生峰等［２２］使用基于ＴａｑＭａｎ探针的荧光ＰＣＲ技

术检测肠出血性大肠埃希菌Ｏ１５７∶Ｈ７，实验显示该

方法的线性范围为１０２～１０
８ＣＦＵ／ｍＬ，检测限达

２０ＣＦＵ／ｍＬ。麻丽丹团队将ＴａｑｍａｎＭＧＢ（Ｍｉｎｏｒ

ＧｒｏｏｖｅＢｉｎｄｅｒ）探针技术与实时ＰＣＲ相结合，于２ｈ

内完成水产品中沙门菌的检测，纯菌检测限达

１３ＣＦＵ／ｍＬ
［２３］。

２．３　数字ＰＣＲ（ｄｉｇｉｔａｌＰＣＲ，ｄＰＣＲ）　ｄＰＣＲ是一

种定量分析技术（见图２Ｂ），扩增前首先对样品进行

预处理，使含有核酸分子的反应体系被划分为成千

上万个独立反应室，每个反应室中含有零、一个至数

个待检靶核酸分子。经ＰＣＲ扩增后，通过检测每个

反应室，含有单个模板分子的反应室产生阳性信号，

其数量可通过绝对定量的方式读出，根据泊松分布

原理及阳性微滴的个数与比例，即可得出靶分子的

起始拷贝数或浓度。该方法确保了痕量核酸也可获

得高拷贝的定量结果［２４２５］。
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图２　衍生ＰＣＲ技术原理图
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　　董莲华等
［２６］通过该方法建立了大肠埃希菌

Ｏ１５７∶Ｈ７的检测体系，检出限可达１０ＣＦＵ／ｍＬ。

此方法除灵敏度高，特异性强外，更有无需核酸标准

品的优点。王静团队将叠氮溴化丙锭与微滴数字

ＰＣＲ技术（ｄｄＰＣＲ）相结合，对沙门菌进行检测，检出

限为８．０拷贝／２０μＬ，在检测人工污染鸡肉样品时，

最低可检出１０２ＣＦＵ／ｍＬ的沙门菌
［２７］。Ｂｉａｎ等

［２８］

另选择了油饱和的聚二甲基硅氧烷与ｄｄＰＣＲ技术

相结合，对致病性大肠埃希菌 Ｏ１５７和单核细胞增

生李斯特菌进行检测，同时对比ＲＴＦＱＰＣＲ技术，

结果显示，前者具有高灵敏度的特点，最低检测限达

１０ＣＦＵ／ｍＬ，但该方法的缺点是稳定性和精密度略

低于后者；Ｓｕｏ等
［２９］成功验证此法，针对大肠埃希

菌Ｏ１５７∶Ｈ７、肠炎沙门菌、单核细胞增生李斯特菌

和空肠弯曲杆菌的不同７０聚体寡核苷酸，开发了病

原体微阵列检测技术，结合多重ＰＣＲ扩增，成功区

分了４种病原体，其检测灵敏度为１×１０－４ｎｇ（约

２０拷贝）／每个基因组ＤＮＡ。

２．４　 随机扩增多态性 ＰＣＲ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡＰＣＲ，ＲＡＰＤＰＣＲ）　１９９０年，

由 Ｗｉｌｌｉａｍｓ建立起来的一项ＤＮＡ多态检测技术—

ＲＡＰＤＰＣＲ，进入广大研究人员视野，该技术具有

多态性检测的特点，打破了传统ＰＣＲ技术使用特定

核苷酸序列作为引物的惯例，采用一系列人工合成

的随机寡核苷酸链，对所研究的基因组ＤＮＡ进行

ＰＣＲ扩增（见图２Ｃ），通过该技术可有效研究肠杆

菌亚群之间的遗传性差异，以及尿路感染（ＵＴＩ）大

肠埃希菌多重耐药分离株的遗传分型［３０３１］。此外，

Ａｌｎｉ等
［３２］利用该技术对人、牛和食品样品中分离的

金黄色葡萄球菌进行基因分型，确定分离株之间的

遗传关系，从而进行感染流行病学的监测与控制。

２．５　基因组重复序列 ＰＣＲ（ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ

ＰＣＲ，ｒｅｐＰＣＲ）　ｒｅｐＰＣＲ是利用设计好的引物扩

增目标ＤＮＡ间高度保守的重复序列，得到不同区

域间的扩增图谱，分析目标基因组的多态性。该方

法具有高分辨力，常用于病原菌的分子分型、基因图

谱制作、溯源性的系统分析等，其中肠杆菌基因间重

复共有序列ＰＣＲ（ＥＲＩＣＰＣＲ）是重要的检测方法之

一。Ｒａｎｊｂａｒ等
［３３］应用ＥＲＩＣＰＣＲ对地表水大肠埃

希菌菌株的基因组指纹图谱进行分析；Ａｂａｋｐａ研

究小组应用该方法对从蔬菜、灌溉水等４４０份样本

中分离的耐药性大肠埃希菌 Ｏ１５７∶Ｈ７进行指纹

图谱分析，揭示了发展中国家耐药性菌株的传播威

胁［３４］。张辉团队利用此方法对分离自食品及住院

患者的大肠埃希菌菌株进行检测，为防控食源性大

肠埃希菌引起的疾病提供了有力的实验依据，但该

方法也有不足之处，如对反应体系要求较高［３５］。

２．６　 不对称 ＰＣＲ（ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃＰＣＲ，ａＰＣＲ）　

ａＰＣＲ技术其反应原理和操作步骤与传统ＰＣＲ相

似，主要区别是体系中添加了不等量的一对引物。

在ＤＮＡ聚合酶的催化下，通过对不等量引物结合

的ＤＮＡ片段进行扩增，在扩增前期其产物主要是

双链ＤＮＡ，而扩增后期则为大量单链ＤＮＡ
［３６］。因

不存在互补双链的竞争性结合，使得该方法的杂交

效率及检测灵敏度提高［３７３８］。王小强团队利用多重

不对称ＰＣＲ技术结合基因芯片技术，建立了一种可

同时检测７种常见食源性致病菌的方法，并使基因

组ＤＮＡ的检测灵敏度达０．１～１ｐｇ，该方法提供了

一种特异性检测单一和混合感染目标菌的手段［３９］。

２．７　免疫捕捉 ＰＣＲ（ｉｍｍｕｎｏｃａｐｔｕｒｅＰＣＲ，ＩＣ

ＰＣＲ）　ＩＣＰＣＲ是免疫捕捉与传统ＰＣＲ相结合的

一门技术，在传染病诊断、流行病学调查等诸多领域

有着广阔的应用前景。该方法首先将特定抗原微生

物通过固相或均相抗体特异性捕捉，之后通过加热

等步骤完成ＰＣＲ模板的制备，再利用基因组序列特

异性引物进行ＰＣＲ扩增，从而对样本中的病原微生

物进行定性或定量分析（见图３Ａ）。张体银等
［４０］采

用免疫捕捉－通用引物ＰＣＲ（ＩＣＵＰＰＣＲ）对食品中的

沙门菌进行检测，检测灵敏度可达２×１０２ＣＦＵ／ｍＬ，

该技术表现出特异性好、灵敏度高和高通量等特点，

适用于食品卫生监管以及临床诊断等领域。高涛团

队将免疫磁珠捕获－通用引物ＰＣＲ（ＩＭＣＵＰＰＣＲ）

与传统培养法进行比较，结果显示免疫捕捉ＰＣＲ与

传统培养法符合率达９３．２２％
［４１］，说明该方法还有

进一步的发展空间和广阔的应用前景。

２．８　巢式ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）　ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ又称套

式ＰＣＲ，即通过两对ＰＣＲ引物进行两轮ＰＣＲ扩增，

得到完整的目的片段。利用第一对ＰＣＲ引物进行

常规ＰＣＲ扩增，之后利用第二对引物（即巢式引物，

设计于第一次ＰＣＲ扩增产物的内部）进行二次扩

增，第二对引物可结合在第一次ＰＣＲ产物的内部，

使得第二次ＰＣＲ扩增片段短于第一次扩增片段（见

图３Ｂ）。该方法特异性强、灵敏度高，可避免由于环

境污染造成的假阳性结果，成本也相对较低。樊琛

研究小组通过套式ＰＣＲ技术检测了１０株大肠埃希

菌的犻狊狊基因，并探讨该技术的检测缺陷和改进方

法［４２］。陈爱平等［４３］通过该方法对外环境水中的致

病霍乱弧菌进行监测，在保证霍乱监测数据灵敏度
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的同时，有助于追踪霍乱的传播趋势。樊晓琳等［４４］

通过ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ对水产品中的副溶血弧菌进行快

速检测，结果表明该方法对副溶血弧菌纯培养物的

检测限为６．６２ＣＦＵ／ｍＬ，对 ＤＮＡ 的检测限为

２００ｆｇ，且该方法与国家标准检测方法结果一致，但

检测时间更具优势。
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Ａ：免疫捕捉ＰＣＲ技术；Ｂ：巢氏ＰＣＲ技术

图３　衍生ＰＣＲ技术原理图

２．９　双启动寡核苷酸ＰＣＲ（ｄｕａｌｐｒｉｍｉｎｇｏｌｉｇｏｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅＰＣＲ，ＤＰＯＰＣＲ）　ＤＰＯＰＣＲ是一种融合

新型引物设计方法，进行靶基因快速检测的新技术。

在该技术中，ＤＰＯ引物由三个区域组成：较长的５’

区段、较短的３’区段，以及桥接５’和３’区段的聚

肌苷酸［ｐｏｌｙ（Ｉ）］连接物
［４５］。该检测技术可以有效

消除错配引发，从而提高ＰＣＲ扩增的特异性，其检

测结果要比传统ＰＣＲ方法更精确。该方法可有效

检测肠出血性大肠埃希菌 Ｏ１５７∶Ｈ７，其检测灵敏

度低至９４ＣＦＵ／ｍＬ
［４６］。针对致病性大肠埃希菌，

李丹丹研究小组建立的ＤＰＯＰＣＲ检测体系，其灵

敏度为９７ＣＦＵ／ｍＬ
［４７］，上述实验为精准、快速检测

大肠埃希菌提供了新的检测思路。此外，基于

ＤＰＯ多重ＰＣＲ技术可以同时进行沙门菌、空肠弯

曲杆菌、金黄色葡萄球菌、单核细胞增生李斯特菌、

志贺菌及小肠结肠炎耶尔森菌的快速检测，为食源

性病原菌的快速检测提供了有效检测手段［４５］。

３　其他ＰＣＲ技术

其他基于ＰＣＲ原理的肠道病原菌检测技术包括

与新兴检测技术结合的检测方法，如随机ＰＣＲ结合

基因 芯 片 技术［４８］、多重 ＰＣＲ 结合 基 因 芯 片 技

术［１７，４９］、传统ＰＣＲ与变性高效液相色谱法结合的多

重ＰＣＲＤＨＰＬＣ技术
［５０５１］、ＰＣＲ技术结合免疫层析

技术（ＰＣＲＩＣＴ）
［５２］和多重荧光ＰＣＲ结合Ａｌｌｇｌｏ探针

技术［５３］，上述技术在肠道致病菌，如致泻性大肠埃希

菌、艰难梭菌等的快速检测中发挥着重要作用。

４　讨论

ＰＣＲ技术自问世以来，在医学检验等领域，如

临床疾病诊断，细菌、病毒以及寄生虫定性和定量检

测等方面取得了巨大成就［５４５７］，并成为常用临床快

速检测方法之一。由于传统ＰＣＲ技术存在易交叉

污染、产生假阳性及定量不准确等缺点，已经不能满

足人们的检测需求。研究人员研发的各种基于

ＰＣＲ原理的衍生技术，可针对ＰＣＲ各方面的性能

进行不断地突破：如将变性高效液相色谱及量子点

免疫层析技术与ＰＣＲ技术相结合
［５０，５８］，提高了检

测速度与灵敏度；将传统琼脂糖电泳替换成基于测

序仪的荧光毛细管电泳，提高了分辨性［５９６０］，解决反

应产物处理后的污染问题；将荧光基团引入引物扩

增便于进行实时监测，改进了时效性［６１］并避免相关

物质的干扰。尽管现有ＰＣＲ衍生技术自身仍存在

不足，还需要在检测成本、稳定性等方面进行优化，

然而在医学检验诊断中，这些方法因其具有的显著

优势，仍将发挥重要的作用。总之，随着创造性地将

ＰＣＲ及其衍生技术与现代分子生物学检测新技术

相结合，以及生物芯片、质谱、拉曼光谱等新技术的

不断推广及检测水平的不断提升，ＰＣＲ技术的限制

正在逐渐被打破，在肠道病原菌检测方面的应用价

值也得到了更大程度的体现，并在感染控制、卫生预

防、食品安全监测等领域发挥着巨大作用。
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