
食品中微生物的快速检验



食品中的微生物检验

大肠菌群 沙门氏菌 金黄色葡萄球菌



食品中的微生物检验

测定菌落总数
能不能分辨出
细菌的组成和

类别？



食品中的微生物检验



食品中金黄色葡萄球菌检验

耗时3天

有没有更快速便
捷且准确的方法

呢？



利用分子生物学方法进行食品微生物检验—以金黄色葡萄球菌为例

利用PCR技术进行
金黄色葡萄球菌的
检测，我们应该怎

么做呢？

1、需要有细菌的DNA

2、需要有能够特异性识别的引物



1、细菌DNA怎么来？

细菌----没有细胞核的原核生物，DNA大多数集
中在细胞质中低电子密度区，称为核质体。

核质体：浅绿色区域

细菌中除了核质
体区的基因组

DNA，还有哪种
能自主复制的遗

传因子？



1、细菌DNA怎么来？

提取细菌基因组DNA的总原则：
（1）保证核酸一级结构的完整性；
（2）尽量去除其他分子（如蛋白质、多糖、脂类等），降低污染；
（3）尽量去除其他核酸分子（RNA）；
（4）不应含有对PCR反应有抑制作用的有机溶剂或较高浓度的金属离子。



1、细菌DNA怎么来？

裂解细胞

核酸释放

核酸分离纯化

核酸鉴定保存



裂解细胞

破裂细胞壁
革兰氏阴性菌和革
兰氏阳性菌的区别

是什么？

由于G-和G+细胞壁组成不同，厚度也会有所差别。
G-：细胞壁较薄，肽聚糖仅2-3层，容易破裂；
G+：细胞壁较厚，有15-50层肽聚糖、磷壁酸和少量蛋白质。



裂解细胞

（1）机械法：
高压匀浆破碎法
振荡珠击破碎法
高速搅拌珠研磨破碎法
超声波破碎法

常用裂解细菌细胞壁的方法：

（2）非机械法：
渗透压冲击破碎法
冻融破碎法
酶溶破碎法
化学破碎法
去垢剂破碎法

实验室常用
方法

溶菌酶：胞壁质酶，能够水解细菌中的
黏多糖，导致细胞壁破裂



核酸释放—提它！提它！提它！

需要从复杂化合物的混合物质中，提取出DNA，并纯化

细胞破裂后，释
放出来的只有

DNA吗？



DNA与蛋白质“纠缠”
在一起，怎么才能使

DNA释放出来？

利用SDS（十二烷基硫酸钠）或
CTAB（十六烷基三甲基溴化铵），
破坏DNA与蛋白质的静电结合或使
蛋白质变性，分离DNA和蛋白质。

核酸释放—提它！提它！提它！



核酸释放—提它！提它！提它！

分离后，混合物中
有什么？我们需要
怎么把DNA单独分

出来？

相似相溶原理

蛋白质：苯酚：氯仿：异戊醇（体积比）25:24:1

               氯仿：异戊醇（体积比）24:1

RNA：利用Rnase消化



核酸释放—提它！提它！提它！

去除其他杂质后，DNA溶解在溶液中，
需要沉淀纯化出来

利用预冷的无水乙醇进行沉淀，DNA可
沉淀出白色絮状物

利用70%乙醇洗涤、干燥后，利用TE溶
解DNA

这里的DNA是
某一种细菌的
DNA还是很多
种细菌的混合

物？



2、引物怎么办？

引物：一般是一对（两条引物）：其中一条引物与目的基因一端的一条

DNA模板链互补，另一条与目的基因另一端的另一条DNA模板链互补。

这一段就是我们的目的
基因了！



2、引物怎么办？

（1）提取出的DNA中有
很多种不同的细菌，我们
怎么去挑选引物呢？

（2）我们挑选出的引物，
能不能是很多细菌都有的？

提取出来的可能有大肠
杆菌、沙门氏菌、单增
李斯特菌等等，我们只
想看看是不是有金黄色
葡萄球菌，怎么办？

如果我们选择的引物是
许多细菌都共有的，会
发生什么情况？



大肠杆菌

沙门氏菌

金黄色葡萄球菌

G
C

引物需要具备特异性



2、引物怎么办？
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

通过NCBI网站，
检索金黄色葡
萄球菌
（
Staphylococcus 
aureus）的序列



GTATGGCAATTGTTTCAATGTTACTTATAGGGATGGCTATCAGTAATGTTTCGAAAGGGCAATACGCAAA

GAGGTTTTTCTTTTTCGCTACTAGTTGCTTAGTGTTAACTTTAGTTGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCA

GCAAATGCATCACAAACAGATAACGGCGTAAATAGAAGTGGTTCTGAAGATCCAACAGTATATAGTGCAA

CTTCAACTAAAAAATTACATAAAGAACCTGCGACTTTAATTAAAGCGATTGATGGTGATACGGTTAAATT

AATGTACAAAGGTCAACCAATGACATTCAGACTATTATTGGTTGATACACCTGAAACAAAGCATCCTAAA

AAAGGTGTAGAGAAATATGGTCCTGAAGCAAGTGCATTTACGAAAAAAATGGTAGAAAATGCAAAGAAAA

TTGAAGTCGAGTTTGACAAAGGTCAAAGAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTGA

TGGAAAAATGGTAAACAAAGCTTTAGTTCGTCAAGGCTTGGCTAAAGTTGCTTATGTTTATAAACCTAAC

AATACACATGAACAACTTTTAAGAAAAAGTGAAGCACAAGCGAAAAAAGAGAAATTAAATATTTGGAGCG

AAGACAACGCTGATTCAG

检索到金黄色葡萄球菌nuc基因的一段序列（EF529608），这段序列是金黄色
葡萄球菌特有的。



http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

利用该网站进行引物设计



经过一系列操作后，网站给出引物设计结果：

我们要进行扩增的是双链DNA，那么
引物的序列应该是怎样的？请大家把

右侧引物的序列写出来

目
的
片
段



2、引物怎么办？

名称 起始位点 Tm 目标片段长度

左侧引物（F） 255 58.13
222bp

右侧引物（R） 476 58.13

Tm：退火温度，引物与模板链结合

Tm的高低对
PCR有什么影

响？



解决了模板DNA、引物问题，下面就可以P它了！



看看结果

目的片段大小在100~
250bp区间内

这一结果代表
了什么意思？



上述所讲的过程只是一个理想状态

在实际工作中
（1）引物的选择：一般的，会参考国内外知名杂志中已发表的引物。
但同时也会自行设计几对引物，同时进行实验，再根据自己实验的需
求，选择合适的引物；

（2）PCR体系和Tm的选择：在实际工作中，由于模板DNA浓度各异，
因此PCR体系不会一成不变，需要根据DNA浓度及其他因素进行各组分
体积的调整，以达到最佳效果；同时，Tm的选择影响PCR结果，需要
进行Tm的筛选，获得最佳效果。



一次PCR只能检测一种微生物，有些浪
费；有没有办法能够一次做多种微生物

的检测呢？

多重PCR（multiplex PCR, mPCR）



多重PCR：在同一PCR反应体系中加入两对以上的引物，同时扩增

多个核酸片段的PCR反应。

1、市场中购买的肉糜、肉丸，是不是纯肉丸？
还是夹杂了其他肉类成分？

2、食品检验中提取的细菌DNA，是不是包含了
多种不同的食源性致病菌？

3、果汁中是否包含了其他果蔬的成分？



多重PCR

其基本原理、操作过程、反应试剂等均与常规PCR相同，但其也有自身的特点

（1）高效性：P一次就可以进行多种目的基因的扩增

（2）系统性：适用于易污染相同食品的一组病原菌进行分析

（3）经济简便性：节省人力、时间及试剂



多重PCR

前提 每个物种都有与其他物种完全不同的高度保守的
核酸（DNA和RNA）序列

根据这些完全不同的保守序列进行PCR扩增，
就可以得到不同物种的不同目的DNA片段

我们所设定的目
的DNA片段长度
有什么要求？可
以长度一致吗？



3种不同血清型沙门氏菌的多重PCR结果

1、在这个多重PCR体系中，我们一共使用了几组引物？
2、每组引物对应的目的基因的片段大小是多少？
3、为什么要这样进行引物设计？

4组
915bp，551bp，295bp，201bp
片段大小太接近，就看不出来了！



除了目的基因片段长度需要有100-200bp的差异外，
还要注意什么问题呢？

退火温度！Tm！



引物 Tm（℃）
Primer1 58
Primer2 56
primer3 60

引物 Tm（℃）
Primer1 64
Primer2 58
primer3 50

永远噩梦的小明利用引物设计软件选择出了下面2套进行
三重PCR的引物，你认为哪一套实用性更强？

温度差异过大，
Tm很难选择，容

易引起结果假阴性
或假阳性



对比项目 传统培养 分子检测

检测时间 费时，至少需要3-4d 从样品采集到结果检出，在
1d左右

检测内容 微生物培养、凝血、产气等，
涉及内容多

提取DNA、进行PCR，有时
需要电泳检测

技术要求 微生物学基本操作 分子生物学操作

是否可定量 定性、定量操作方式不同 可利用荧光定量PCR直接定
性及定量


