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免疫捕获 PCR法快速检测大肠埃希氏
O157∶H7 的研究

牛建军1 ,黄建炜1 ,李 　莉1 ,彭宣宪2

摘　要 :目的 　建立两种免疫捕获 PCR 法快速检测 E. coli O157∶H7 ,并探讨其灵敏度和特异性。方法 　运用免疫磁珠

集菌 ( IMS)和抗体包被扩增管 (mACT)两种方法富集待测样品中 E. coli O157∶H7 ,再应用巢式 PCR 法检测编码 E. coli O157

∶H7 O 抗原的 rfbE基因 ,对 13 株 E. coli O157 菌和 10 株非 E. coli O157 菌进行检测。结果 　应用两种 icPCR 检测 ,所有 E.

coli O157∶H7 和 E. coli O157 :NM 菌株均为阳性结果 ,而其它包括与 O157 抗血清能交叉凝集的菌株检测结果均为阴性 ;对于

含有 418 ×102cfu/ ml 以上浓度的 E. coli O157∶H7 菌悬液 ,两种方法 ,所有试验管都能检测到特异性扩增 ;并证实了这两种方

法可用于检测鲜牛奶中 E. coli O157∶H7 ,样品中 E. coli O157∶H7 的含量只要不少于 101cfu/ ml ,经过 6 小时增菌均能检测出

来。结论 　IMS - icPCR 和 mACT - icPCR 用于检测 E. coli O157∶H7 ,是快速、灵敏且高特异的方法。
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Rapid detection of E. coli O157∶H7 by immunocaptured PCR

N IU Jian2jun1 ,HUAN G Jian2wei1 ,L I Li1 ,PEN G Xuan2xian2

( Xiamen M unicipal Center f or Disease Cont rol and Prevention , Xiamen 361004 , China)

ABSTRACT :To develop two methods for the rapid detection of E1 coli 157∶H7 by immunocapture PCR (icPCR) and to investi2
gate their sensitivity and specificity , IMS and mACT were carried out to capture E1 coli O157∶H7 in test samples and the nest PCR

was used to detect the rf bE gene encoding for the production of lipopolysaccharide O side chain of E. coli O157∶H7 in 13 strains of

E. coli O157∶H7 and 10 strains of non2 E. coli O157∶H7. It was found that all the strains of E. coli O157∶H7 and E. coli∶O157∶

NM showed positive results as determined by these two methods of immumnocaptured PCR. whereas other strains , including those

cross2reacting with the O157 antisera ,showed negative results. Positive detection of E. coli O157∶H7 was obtainable when the load of

organism in the test samples was over 4. 8 ×102 cfu/ ml. In addition , these two methods could be used for the detection of E. coli O157

∶H7 in fresh milk with 6 hours enrrichend , (within 6 hours) , when the concentration of this organism was not as few as 10 cfu/ ml.

It is concluded that IMS2icPCR and mACT2icPCR appear to be the rapid , sensitive and specific methods for the detection of E. coli

O157∶H7 in test samples.

　　KEY WORDS :rapid microbial detection ;immunocapture PCR ;pathogens

　　肠出血性大肠杆菌 ( EHEC) O157∶H7 是引发出

血性结肠炎和溶血性尿毒症的重要病原菌 ,可介水

及食物引起传播、流行和爆发。世界上已发生多次

大规模的爆发流行事件 ,涉及水、家禽家畜肉制品等

多种污染源。1999 年我国苏皖两省发生了迄今为

止规模最大、时间最长的流行事件。近年来的监测

表明 EHEC 的感染多呈散发状态 ,但如果未及时控

制 ,很可能转化为大规模流行。

对 E1 coli O157∶H7 的检测 ,传统的细菌分离

培养费时费力且效率低下。徐建国、景怀其等通过

快速诊断金卡筛选和免疫磁珠集菌 ( IMS) 后作细菌

的分离培养 ,大幅度地降低工作量 ,提高效率。目前

已知有多种细菌〔1～3〕与 E1 coli O157 存在抗原交叉

现象 ,尤其是弗劳地氏枸椽酸杆菌 ( C1 f reundii ) 可

与 O157 抗血清高度交叉凝集 ,在快诊金卡和 IMS

中无法区别。免疫学检测方法可检测 EHEC 病原

菌产生的 SL Ts 等毒素 ,由于产 SL Ts 毒素的大肠杆

菌有很多种血清型别 , 因而无法鉴别是否源于

E1 coli O157〔4〕。PCR 方法快速、敏感 ,郭喜玲〔5〕等

应用其检测 E1 coli O157 菌株的 slt1、slt2、eaeA、hly
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基因 ,以鉴定菌株的产毒能力。本文采用免疫捕获

PCR 法 ( Immunocaptured PCR ,icPCR) ,即应用免疫

磁珠捕获法和抗体包被微量 PCR 管免疫捕获法富

集标本中的 E1 coli O157∶H7 ,再以 PCR 法快速检

测 O157 抗原编码基因 ,以期更为快速且高灵敏度。
1 　材料和方法

111 　试验菌株 　试验菌株均为本实验室近年分离保存 ,包

括 E1 coli O157 菌株 13 株 ,以及 C1 f reundii 等非 O157 菌株

10 株 ,见表 1。试验菌株均以小鼠灌胃进行复壮、分离回收。

经复壮回收 ,具典型的菌落形态、染色特性及生化特征。

112 　免疫捕获方法的选择与灵敏度检测

11211 　免疫磁珠 ( IMS) 捕获 　取 13 号菌株 E1 coli O157∶

H7 (XM02EC003)在营养琼脂 37 ℃18h 的培养物以灭菌 PB2
ST制成 107cfu/ ml 的菌悬液 ,并以灭菌 PBST 作 10 倍稀释

系列至 100cfu/ ml ,做活菌计数。取 011ml 菌悬液加入含

20μl 抗 E1 coli O157 免 疫 磁 珠 ( Dynal 产 品 ) 悬 液 的

012mlPCR 扩增管中 ,室温孵育 30min (每 5min 轻轻摇动 1

次)后置入 Dynal mpc - M 磁珠架上 ,待免疫磁珠附于管壁以

后吸弃管中液体。以 PBST 洗 2 次后 ,加入 20μl ddH2O。当

免疫磁珠用于捕获标本增菌液时 ,取 1ml 标本液加入 20μl

免疫磁珠悬液于 Eppendorf 管中 ,经同样处理 ,最后加入 20μl

ddH2O。

11212 　抗体包被 PCR 扩增管 ( McAb - coated Microtube ,

mACT)作免疫捕获 　E1 coli O157 McAb (中国 CDC 传染病

预防控制所 ,小鼠腹水)盐析法纯化后 ,配制成 20μg/ ml 的浓

度 ,取 100μl 于 012mlPCR 扩增管中 37 ℃ 3h ,再放置 4 ℃过

夜 ,以 PBST 洗 3 次 ,分别加入 10 倍稀释系列的菌悬液 ,

37 ℃孵育 1h ,再同样以 PBST 洗 3 次 ,扣干残液 ,加入 20μl

ddH2O。

11213 　以两种免疫捕获方法对同一菌株重复试验 3 次 ,每

次试验中 ,高浓度 (107～104cfu/ ml)每一稀释浓度做 5 管 ,低

浓度 (103～100cfu/ ml) 每一稀释度做 10 管。观察检验方法

的灵敏度。

113 　模板制备与引物 　两种免疫捕获方法获得的 20μl 标

本处理液可于 PE9600 PCR 仪上以 9919 ℃裂解 10min 或沸

水浴裂解 10min ,再经 12 ,000r/ min 离心后 ,以上清液作为

PCR 扩增模板。扩增引物引用 Nathalie Y〔6〕文章中 O157 抗

原编码基因 (rfbE) 的巢式扩增引物系列 ,外围引物 O157AF

5’- AA GA TTGCGCTGAA GCCTTTG - 3’和 O157AR 5’-

CA TTGCGA TCGTGTGGACA G- 3’,扩增片段为 497 bp ;内

侧 引 物 O157BF 5 ’ - AAA TA TAAA G2
GTAAA TA TGTGGGAACA TTTGG - 3’和 O157BR 5’- TG2
GCCTTTAAAA TGTAAACAACGGTCA T - 3’,扩增片段为

149 bp。两对引物均由上海生工合成。

114 　PCR 扩增

11411 　反应体系 　总体积 30μl ,含 Taq 酶 1u ( Promega 公司

产 品 ) , Mg2 + 215mmol/ L , ddN TP 200μmol/ L , 引 物

0125μmol/ L ,加入模板量为 20μl。

11412 　扩增参数 　95 ℃变性 5min 后 ,以 94 ℃ 45s、54 ℃

45s、72 ℃45s 扩增 32 循环 ,最后以 72 ℃保温 10min。

11413 　巢式 PCR 内侧片段的扩增 　以外围引物扩增产物

作 1 ,000 倍稀释后作为模板 ,反应体系和扩增参数不变。

11414 　结果观察 　扩增产物于 2 %琼脂糖凝胶电泳 ,紫外

透射仪观察和拍照电泳结果。

115 　icPCR 方法特异性试验 　取表 1 中 1～13 号 E1 coli

O157 菌株和 14～23 号非 E1 coli O157 菌株制备 107cfu/ ml

菌悬液 ,分别作 IMS 和 mACT 免疫捕获 PCR 法检测。重复

试验三次。

116 　模拟标本的检测 　表 1 中 1～13 号 E1 coli O157 分别

制备 105cfu/ ml ～101cfu/ ml 系列菌悬液 ,非 E1 coli O157 菌

株制备 105cfu/ ml 菌悬液 ,菌悬液再以鲜牛奶进行 10 倍稀释

(V/ V) ,加入菌液的样品再取 1ml 加入 9ml 的 mEC 增菌液

中 ,37 ℃增菌 6h ,增菌前后分别取 1ml 用于免疫磁珠捕获法

检测和 011ml 用于抗体包被管免疫捕获法的检测。

2 　结 　　果

211 　两种免疫捕获 PCR 法检测 E1 coli O157∶H7

的检测限 　对于 13 号菌株 100～107cfu/ ml 的 PB2
ST 菌悬液 ,以两种方法作免疫捕获后 PCR 检测结

果见表 2、图 1、图 2。巢式 PCR 扩增条带长度与引

物设计的靶基因片段长度符合 ,可以认为是特异性

扩增。对于 418 ×102cfu/ ml 以上浓度的菌悬液 ,两

种方法 ,所有试验管都能检测到特异性扩增。而对

于 315 ×102cfu/ ml 的菌悬液 , IMS 法 10 管均能检

测到特异性扩增带 ,而 mACT 法只有 4 管检测到特

异性扩增带。IMS 法对于 712 ×101cfu/ ml ,仍有 2

管可检测到特异性扩增带 ,而 mACT 法则均未检测

到。从本次试验来看 ,两种免疫捕获方法 ,检测限在

102cfu/ ml 左右。两种方法灵敏度略有差异 ,但尚需

加大样本量进一步进行统计学论证。

212 　方法特异性的检测 　C1 f reundii 等 10 株非

E1 coli O157 菌株用两种免疫捕获 PCR 法检测 ,结

果均为阴性 ;而 13 株 E1 coli O157 菌株 ,包括 O157

∶H7 和 O157∶NM 均可检测到特异性扩增。结果见

表 1。

213 　模拟标本检测结果　非 E1coli O157 菌株模拟标

本增菌前后 ,以两种方法检测结果均为阴性。E1coli

O157 菌株模拟标本的检测结果见表 3。增菌前 ,终浓

度含有 103cfu/ ml E1coli O157 的模拟标本均能检测出

特异扩增 ,终浓度为 101cfu/ ml 的模拟标本中 , IMS 法

大部分可检出 ,mACT 法仅有部分可以检测出 , IMS 法

检出率明显高于 mACT 法 (四格表确切概率法 , P <

0105 ,若经过 6h 的选择性增菌 ,含有 101cfu/ ml 的模拟

标本均能检测特异扩增 ,而且 100cfu/ ml 的模拟标本以

IMS法大部分可检出 ,而 mACT 法只有个别菌株可检

出(四格表确切概率法 , P < 0105) 。
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表 1 　icPCR法菌株及特异性的试验

Tab11 　Strains tested for the specif icity of icPCR and the results

序号
NO1

菌株号
strain ID

血清型别
serotype

基因型
genotype

IcPCR result

IMS mACT

1 E1 coli L Y1999 - 23 O157∶NM ——— + +

2 E1 coli L Y1999 - 25 O157∶H7 ——— + +

3 E1 coli L Y1999 - 27 O157∶H7 ——— + +

4 E1 coli L Y1999 - 13 O157∶H7 eae、hly + +

5 E1 coli L Y1999 - 18 O157∶H7 hly + +

6 E1 coli L Y1999 - 20 O157∶H7 eae、hly + +

7 E1 coli L Y01 - 004 O157∶NM ——— + +

8 E1 coli L Y E23 O157∶NM ——— + +

9 E1 coli L Y E201 O157∶H7 ——— + +

10 E1 coli XM01 EC001 O157∶H7 ——— + +

11 E1 coli XM02 EC001 O157∶H7 eae、hly + +

12 E1 coli XM02 EC002 O157∶H7 eae、hly + +

13 E1 coli XM02 EC003 O157∶H7 slt1、slt2、eae、hly + +

14 Kluyvera XM02066 ——— 未知 (unkown) - -

15 S1 ariaonal L Y E208 ——— 未知 - -

16 C1 f reundii XM02CF001 ——— 未知 - -

17 C1 f reundii XM02CF002 ——— 未知 - -

18 C1 f reundii XM02CF003 ——— 未知 - -

19 S1 typhi m urii um O2 未知 - -

20 Y1enterocolitica O9 未知 - -

21 S1 f lex neri ——— 未知 - -

22 EIEC O4 未知 - -

23 EPEC ——— 未知 - -

表 2 　两种 icPCR法检测结果比较

Tab12 　Detection limit of two icPCR methods

试验次别
Test NO1

菌悬液浓度
Conc1 (cfu/ ml)

试验管数
(tubes)

icPCR 法检测结果 (icPCR results)

IMS 法检出数 ( %)
Positive tubes( %)

mACT 法检出数 ( %)
Positive tubes( %)

Ⅰ ≤315 ×101 20 0 0 0 0

315 ×102 10 10 100 4 40

≥315 ×103 30 30 100 30 100

Ⅱ ≤418 ×101 20 0 0 0 0

418 ×102 10 10 100 10 100

≥418 ×103 30 30 100 30 100

Ⅲ ≤711 ×101 20 2 10 0 0

711 ×102 10 10 100 10 100

≥711 ×103 30 30 100 30 100

表 3 　两种 icPCR法对 E1 coli O157∶H7 模拟标本检测结果比较

Tab13 　Results of detecting E1 coli O157∶H7 in ra w milk by two icPCR methods

模拟标本
含菌终浓度

Conc1 (cfu/ ml)

检测菌株数
numbers

IMS - icPCR mACT - icPCR

增菌前检出
n ( %)

增菌后检出
n ( %)

增菌前检出
n ( %)

增菌后检出
n ( %)

104 13 13 (100 %) 13 (100 %) 13 (100 %) 13 (100 %)

103 13 13 (100 %) 13 (100 %) 13 (100 %) 13 (100 %)

102 13 13 (100 %) 13 (100 %) 8 (6115 %) 13 (100 %)

101 13 11 (84161 %) 13 (100 %) 1 (7169 %) 13 (100 %)

100 13 2 (15138 %) 12 (92131 %) 0 (0 %) 2 (15138 %)
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图 1 　IMS - icPCR外侧引物 PCR扩增电泳结果

Fig11 　IMS - icPCR results with outer set of primers

图 2 　IMS - icPCR内侧引物 PCR扩增电泳结果

Fig12 　IMS - icPCR results with inner set of primers

3 　讨 　　论

311 　免疫捕获 PCR 法是一种快速的病原菌检测方

法〔7 ,8〕。根据特异性抗体与病原菌菌体抗原特异性

结合的免疫学原理 ,将特异性抗体包被于磁珠或

PCR 管壁上 ,富集或捕获菌悬液和标本中的病原

菌 ,再进行 PCR 反应 ,即可检测目标病原菌。捕获

所得病原菌 ,加入适量的 ddH2O 经过 PCR 仪上

9919 ℃裂解 10min 或沸水浴裂解 10min ,即可作为

模板直接进行 PCR 扩增 ,省却了提取标本细菌总

DNA 的繁琐步骤 ,操作快捷简便。O157 病原菌检

测 ,基于生化特性的传统培养法约需 72h ,而本方

法 ,只需 4～5h ,如有必要 ,亦只需前增菌 6h 以提高

灵敏度 ,故不失为一种快速简便的方法。

312 　icPCR 方法检测灵敏度取决于抗体捕获效率

和 PCR 扩增效率。单克隆抗体的亲和力及纯化程

度直接影响微量管壁包被后和免疫磁珠的捕获效

率。本文应用免疫捕获 PCR 法检测 E1 coli O157∶

H7 ,其检测限可达 102cfu/ ml ,而且通过模拟标本检

测试验发现其检测限基本不受加入的模拟标本的干

扰 ,经过 6h 的选择性增菌 , 其可靠检测限可达

101cfu/ ml 甚至更低 ,也就是说只要每 ml 标本中含

有数个 E1 coli O157∶H7 ,就有可能经增菌后检出。

313 　抗 E1 coli O157 的 McAb 的特异性以及 PCR

引物的特异性是决定本方法高度特异检测能力的根

本因素。近年来编码 E1 coli O157∶H7 O 抗原的 rf2
bE基因已被阐明并被应用于 PCR 法特异地检测

E1 coli O157〔9 ,10〕,Nathalie1 Y〔6〕的研究中成熟应用

分子信标荧光探针检测 rfbE 基因 ,并证实其特异

性。本研究引用其巢式 PCR 引物 ,应用 ic PCR 对

23 株已知细菌进行检测 ,其中 E1 coli O157 菌株检

测均为阳性结果 ,而对于非 E1 coli O157 细菌的检

测结果均为阴性。有报告表明 , E1 coli O157 金标

快诊卡检测下限可达 100 菌以下 ,但无法鉴别有交

叉菌体抗原的细菌。本研究中部分非 E1 coli O157

菌株的 O 抗原与 O157 具有交叉反应 , 尤其是

C1 f reundii 在玻片凝集试验中与 E1 coli O157 基本

无法鉴别 ,其检测结果也未出现假阳性 ,显示了本法

特异性。

314 　本文采用的免疫磁珠捕获 ( IMS) 和抗体包被

PCR 管 (mACT) 两种免疫捕获方式 ,前者为均相免

疫反应体系 ,后者为固相免疫反应体系 ,结果显示两

种 icPCR 法的检测限均在 102cfu/ ml 左右 ,前者检

测效率略高于后者 ,有待加大样本量进一步验证。

在模拟标本的检测中发现 ,两种方法检出率有明显

差异 ,原因可能 IMS 法标本处理量为 1ml ,是 mACT

法 (100ul)的 10 倍 ,捕获所得的细菌数量更多 ,利于

检测。因此 , IMS 法较 mACT 法更适合运用于检测

病人标本或食品标本。但 mACT 法 ,价格低廉 ,不

必具备免疫磁珠与磁珠架。
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列 ,结合计算机软件分析 ,设计了 3 条以 SSUrRNA

为扩增靶基因的引物 ,为了保证引物的特异性 ,在设

计中排除了引物与其它相近原虫和人类基因组相应

片段的同源性 ,并且 ,在同一个反应休系中 ,能同时

扩增出间日疟原虫和恶性疟原虫感染 ,以及两者的

混合感染 ,这无凝提高了工作效率 ,降低了检测成

本。为了使 3 条引物能有效地在同一反应体系中扩

增恶性疟原虫和间日疟原虫的两种 DNA 模板 ,合

理的引物设计很重要。除尽量遵守引物设计的基本

原则外 ,本研究设计了把疟原虫属特异性 引物作为

间日疟原虫和恶性疟原虫共同的上游引物 ,以 3 条

引物扩增两个靶片段 ,降低引物间的相互影响 ,实验

结果表明 ,此 3 条引物特异性强 ,扩增效果满意 ,减

少了引物间的竟争抑制或互补从而降低了检测成

本。

许多学者认为在同一个体系中同时扩增两条靶

片大段 ,分子量较小的链比分子量较大的链优先得

到扩增 , 产物间分子量差别愈大这种趋势愈明

显〔6〕。若产物间分子量差别过小 ,则难以通过普通

的琼脂糖凝胶电泳区分。为有效地解决这一矛盾 ,

本研究分别以分子量差别适中的 359bp 和 449bp 的

两条链作为恶性疟原虫和间日疟原虫阳性扩增产

物 ,既通过琼脂糖电泳可准确判定原虫种类 ,又可减

少小分子量产物对大分子量产物的竟争抑制。为了

进一步证实扩增产物的准确性 ,还采用限制性内切

酶谱分析方法 ,对扩增产物作了鉴定。在相同的反

应条件下 ,我们分别采用 RT - PCR 和 PCR 方法对

提取的恶性疟原虫 RNA 和 DNA 进行检测 ,结果发

现以 RNA 为检测对象的 RT - PCR 产物电泳肉眼

可见区带检测水平明显较以 DNA 为检测对象的

PCR 高 ,这与 Engstrand 等〔7〕报道用 rRNA 基因引

物对螺旋杆菌 16srRNA RT - PCR 扩增比 PCR 扩

增检测敏感性提高 50 倍的结果相类似 ,表明 PT -

PCR 方法检测敏感性高于 PCR 方法。

本研究在国内首次报道了用 PT - PCR 方法检

测疟疾流行区现场采集的疟疾患者血样 ,通过对方

法的改进和完善 ,进一步缩短了反应时间 ,简化了操

作步骤。从检测的结果来看 ,RT - PCR 方法和常规

镜检阳性符合率达 96109 % ,而阳性检出率较后者

高。综上所述 ,本研究所建立的 RT - PCR 检测疟

疾体系具有特异性强 ,敏感性高 ,对疟疾诊断、镜检

质量控制和流行病学调查研究具有较大的实用价

值。
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