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大肠杆菌 O157 ∶H7 微滴数字 PCＲ定量方法的建立
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摘 要 以大肠杆菌 O157∶ H7 ( E． coli O157∶ H7) rfbE 基因为靶基因，建立了可对其准确定量的微滴数字
PCＲ( ddPCＲ) 方法。对 ddPCＲ反应中的探针浓度进行了优化，考察了方法的线性范围、精密度、定量限和检
出限。最终确定 ddPCＲ 反应中的最佳探针浓度为 300 nmol /L。E． coli O157 ∶ H7 基因组 DNA 浓度范围
为 4 ～ 1． 25×105 拷贝 /20 μL ddPCＲ反应液时，ddPCＲ方法线性相关系数( Ｒ2 ) 为 0． 999。当 DNA 浓度为 760
～ 88400 拷贝 /20 μL 时，方法的精密度最好 ( ＲSD ＜ 5% ) 。本方法的定量限为 4 拷贝 /20 μL，检出限
为 3 拷贝 /20 μL。特异性验证结果表明，建立的 ddPCＲ方法特异性良好，对 13 份猪肉、牛肉和鸡肉样品的检
测结果与定量 PCＲ方法检出结果一致。
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1 引 言
大肠杆菌 O157∶ H7( E． coli O157∶ H7) 是肠出血性大肠杆菌常见的血清型，是以食物为主要的传播

途径的致病菌，牛、羊、猪和鸡等家畜家禽是其主要宿主［1，2］。可引起严重并发症，甚至导致死亡，死亡
率可达 5% ～10%。近年，肠出血性大肠杆菌 O157∶ H7 感染在世界各地都有不同规模的爆发和流行，在
世界范围内都受到普遍关注。此外，E． coli O157∶ H7 的感染剂量极低，在食入不足 10 个细菌就可能引
起疾病［2，3］。目前还没有一种特效药或有效的治疗手段，因此建立快速、有效的检测方法对 E． coli
O157∶ H7 的预防工作显得尤为重要。
目前，检测肠出血性 E． coli O157∶ H7 的方法可分为传统方法、免疫方法和分子检测方法。传统的

分离培养法和生化鉴定时间长，灵敏度低; 免疫学方法虽然检测时间相对较短［4］，但是容易发生于大肠

杆菌的多种血清型的交叉反应。刘霞等［5］采用纳米金标记抗体增强表面等离子体共振( SPＲ) 传感器对
E． coli O157∶ H7 进行检测。随着分子生物学技术的发展，聚合酶链式反应( PCＲ ) 方法被广泛用
于E． coli O157 ∶ H7 疾病的快速诊断中。实时荧光定量 PCＲ ( Ｒeal time quantitative PCＲ，qPCＲ) ［6，7］技
术以其特异性强、灵敏度高、速度快等优点在基因表达、病原体基因检测等方面得到广泛应用，已经成为
当前细菌快速检测的重要方法，并已成功用于不同来源的 E． coli O157∶ H7 的检测中［8 ～ 12］。如 Fratami-
co等［10］建立了不同食品中针对 stx1、stx2、wzyO157、eae和 fliC目标基因检测 E． coli O157∶ H7 的多重定
量 PCＲ方法。Bonetta等［12］建立了一步富集法结合 PCＲ方法检测地表水中的 E． coli O157∶ H7，解决了
由于方法灵敏度的限制而难以检测地表水中的 E． coli O157∶ H7，检测限低至 3 CFU /L。
微滴数字 PCＲ方法( Droplet digital PCＲ，ddPCＲ) 是近年来发展起来的快速、准确、可实现 DNA 绝

对定量的 PCＲ方法。其原理是通过把稀释到一定浓度的 DNA 分子分布在一定数目的微滴中，使大部
分微滴中的 DNA分子数目为 1 或 0，然后通过 PCＲ扩增和荧光信号的累计读取阳性微滴数目，再根据
泊松分布计算出样本中的 DNA分子数［13 ～ 15］。本方法无需依赖外部核酸标准，可实现核酸绝对定量分
析。ddPCＲ与 qPCＲ方法相比，本方法无需核酸标准品，又兼具 qPCＲ方法的优点，用于环境微生物［16］

和病原体基因的检测具有更广阔的应用前景。因此，研究和建立 E． coli O157 ∶ H7 的 ddPCＲ 方法，
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对E． coli O157 ∶ H7 的快速、准确的定性和定量检测具有重大意义。本研究在之前建立的 qPCＲ 方
法［17］基础上，进行 ddPCＲ检测 E． coli O157∶ H7 方法的建立和优化。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

Nanodrop 2000 超微量紫外分光光度计( 美国赛默飞世尔公司) ; Ｒoche Light Cycle 480 实时荧光定
量 PCＲ仪( 瑞士罗氏诊断公司) ; QX100 微滴式数字 PCＲ仪( 美国伯乐公司) 。

E． coli O157∶ H7( ATCC 35150) 、志贺氏菌、霍乱弧菌、金黄色葡萄球菌、副溶血性弧菌等非大肠杆
菌菌株和 5 株非 O157∶ H7 血清型大肠杆菌基因组 DNA由北京基因组研究所提供。实时荧光定量 PCＲ
试 剂盒( 美国LifeTechnology公司) 。微滴数字PCＲ定量试剂盒( 美国伯乐公司) 。肉类样品购自本地

表 1 大肠杆菌 O157∶ H7 特异性 PCＲ扩增引物和探针序列
Table 1 Primer and probe sequence for quantifying E． coli O157 by polymerase chain reac-
tion ( PCＲ)
引物 /探针
Primer /probe

序列( 5'-3')
Sequence ( 5'-3')

产物长度
Product Length ( bp)

正向引物 rfbE-Forward TGTAGCCTATAACGTCATGCCAAT
反向引物 rfbE-Ｒeverse GGTGGAATGGTTGTCACGAAT 109
探针 rfbE-Probe ATCCTTGGCCTTTAAAATGTAAACAACGGTCA

超市和集贸市场。
2． 2 实验方法
2． 2． 1 引物探针设计 根
据 E． coli O157∶ H7 编码脂
多糖的 rfbE 特异性基因序
列，设计的引物和探针序列

见表1，采用设计好的引物
和探针建立实时荧光定量 PCＲ方法，包括扩增循环条件的优化及引物和探针浓度的优化。
2． 2． 2 探针浓度优化 PCＲ体系中上下游引物浓度分别为 400 nmol /L，设置探针浓度分别为 100，200，
300和 400 nmol /L，然后加入 12． 5 μL PCＲ mastermix，DNA模板 5 μL，用 1×TE0． 1 补足 25 μL。然后进行
qPCＲ扩增。扩增条件确定为: 95 ℃，4 min，40个循环; 95 ℃，15 s; 60 ℃，1 min。
2． 2． 3 微滴数字 PCＲ线性范围 将 E． coli O157∶ H7 基因组 DNA进行梯度稀释，分别标记为 S0 ～ S8，
根据紫外分光光度计测定结果计算，在总体积为 20 μL 的 ddPCＲ 反应体系中加入稀释好的 S0 ～ S8 的
DNA模板 4 μL，使稀释后的浓度分别为 1． 08×106，2． 63×105，1． 07×105，1． 05×104，1． 04×103，1． 06×
102，21． 2，10． 6 和 1． 01 拷贝 /20 μL ddPCＲ反应液，进行 ddPCＲ 方法的线性范围研究［16］。ddPCＲ 扩
增的循环条件为: 95 ℃，4 min，40 个循环; 95 ℃，15 s; 60 ℃，1 min; 98 ℃，10 min。
在考察本方法的线性范围时，每个浓度梯度设置 4 次重复。以 4 次重复测量结果的 ＲSD 值表示

ddPCＲ测定 O157∶ H7 时相应浓度下的精密度，以 E． coli O157∶ H7 基因组 DNA 浓度的对数为横坐标，
以相应浓度下测定的 ddPCＲ方法的精密度为纵坐标作图，研究 ddPCＲ 方法精密度与目标基因组浓度
之间的相关性。
2． 2． 4 方法特异性验证 分别提取购自 ATCC 的菌株 E． coli O157∶ H7 参考株、沙门氏菌、军团菌、霍
乱弧菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌和 5 株非 O157 血清型大肠杆菌的纯培养物菌液的基因组
DNA，浓度分别为: 4． 1×103 拷贝、3． 8×103 拷贝、4． 2×103 拷贝、5． 1×103 拷贝、4． 1×103 拷贝、5． 2×103 拷

贝、5． 7×103 拷贝、4． 8×103 拷贝、4． 7×103 拷贝、5． 2×103 拷贝和 5． 4×103 拷贝，按照优化的条件进行

ddPCＲ检测，验证其特异性。
2． 2． 5 实际样品分析 无菌条件下取 10 g 样品于 90 mL 含 20 mg /L 新生霉素的改良 EC 肉汤中，
42 ℃培养，取适量培养液参考文献［18］的方法进行基因组 DNA的提取。然后进行 ddPCＲ和实时荧光
定量 PCＲ［19］两种方法检测。

3 结果与讨论
3． 1 探针浓度的确定
由于 ddPCＲ方法对结果的判读是基于反应终点阅读到的微滴的荧光信号强度，荧光信号高于阈值

的反应判定为阳性反应，低于阈值的反应则判定为阴性反应，然后根据得到的阳性微滴和阴性微滴的数

目，利用泊松分布公式［16］计算出目标 DNA分子的浓度。因此 ddPCＲ方法中所有反应扩增后累积的荧
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光信号的强弱直接决定了该方法的准确性，而荧光信号的累积与 PCＲ扩增效率密切相关。在没有 PCＲ
抑制因子的情况下，PCＲ扩增效率与 PCＲ 扩增体系中的引物、探针浓度密切相关。通常 qPCＲ 方法的
扩增体系可以直接用到 ddPCＲ方法上，但如果微滴数字 PCＲ扩增结果不够理想，需要对探针浓度进行
调整。
采用 qPCＲ对探针的浓度进行了优化和确定。探针浓度分别为 100，200，300 和 400 nmol /L 时，

qPCＲ扩增的 Ct值分别为 27． 85，28． 49，28． 80 和 29． 05，即探针浓度在 100 nmol /L 时，Ct 值最小。从
荧光信号强度来看，探针浓度为 300 nmol /L时，qPCＲ荧光信号强度达到最高，探针浓度在 400 nmol /L
时，荧光信号强度与 300 nmol /L时的荧光信号强度无显著差异。综合考虑荧光信号强度和 Ct 值两个
指标，确定探针浓度为 300 nmol /L。
3． 2 微滴数字 PCＲ扩增

ddPCＲ对 E． coli O157 ∶ H7 DNA 扩增的一维散点图和直方图见图 1。经过优化的 PCＲ 体系
对 O157 ∶ H7 基因组 DNA扩增结果良好，其中阳性微滴和阴性微滴明显分成两簇( 图 1a) ，而且中间弥
散的微滴数目很少; 直方图( 图 1b) 中阳性峰和阴性峰显著分开，中间没有任何干扰，表明经过优化确
定的 ddPCＲ探针浓度和扩增体系适合对 E． coli O157∶ H7 进行定量分析。

图 1 微滴数字 PCＲ 方法扩增大肠杆菌 O157∶ H7 的一维散
点图( a) 和直方图( b)
Fig． 1 One-dimensional scatter plos of selected wells / samples
( a) and histograms of selected wells / samples fluorescent droplet
amplitudes ( b) for quantifying E． coli O157∶ H7 genomic DNA by
droplet digital PCＲ

3． 3 微滴数字 PCＲ线性范围
所有反应( 32 个) 生成的平均微滴数目为

14101±1759，每个浓度下产生的可接受的平均
微滴数目均大于 10000( 图 2a) ，表明所有反应
微滴生成正常，保证了后续定量分析的准确

性。从 S1 至 S8 生成的可接受总微滴数和阳
性微滴数分布图( 图 2a) 还可看出，DNA 样品
从高浓度至低浓度经过扩增后，阳性微滴数目

随着浓度的降低而逐渐减少，但阴性微滴数目

却逐渐增加。在 S0 中，阳性微滴数与微滴总
数接近，表明所有的微滴有 DNA分子分布，该
浓度下所有微滴均被 DNA 饱和，无阴性微滴
存在，这可在一维散点图( 图 2b) 上得到证实。
如果 DNA浓度过高，微滴不满足泊松分布，定
量结果将显著偏离真实值，无法实现 ddPCＲ
的准确定量。因此在图 3 中，S0 不在线性直
线上。此外，NTC 中没有检测到阳性微滴，可
见该体系中没有污染或非特异性扩增，方法的特异性较好。
由图 3 可知，从 S7 至 S1，E． coli O157 ∶ H7 基因组 DNA 浓度范围在 4． 16 拷贝 /20 μL ～ 1． 25

×105 拷贝 /20 μL，线性关系良好，线性相关系数为 0． 999，因此可以确定 ddPCＲ 方法对 E． coli O157∶
H7 定量检测的线性范围为 5 个数量级。这与之前的研究结果［20〗一致。
3． 4 微滴数字 PCＲ方法测定大肠杆菌 O157∶H7 基因组 DNA的定量限( LOQ)和检出限( LOD)
由图 3可见，S7为可准确定量的最低浓度，ddPCＲ测定的 S7在 PCＲ反应液中的浓度为 0． 2 拷贝 /μL，因

此该方法检测 E． coli O157∶ H7 基因组 DNA 的定量限为 4 拷贝 /20 μL。对于检测限的确定，当 20 μL
ddPCＲ反应液中含 1拷贝、2拷贝、3拷贝和 4拷贝 DNA时，经 ddPCＲ检测后，3 拷贝和 4拷贝的样品检测
结果均为阳性，因此 ddPCＲ方法测定 E． coli O157∶ H7 的检测限确定为 3 拷贝 /20 μL。
3． 5 微滴数字 PCＲ方法的精密度与目标基因组 DNA浓度之间的关系
由图 4 可见，ddPCＲ方法的精密度和所测定的 DNA浓度有很好的相关性，Ｒ2 =0． 91。当每个反应中

DNA量由低到高逐渐增加时，测定结果的精密度逐渐增高，即 ＲSD降低; 但 DNA量增加到一定值时，方法
精密度不再增加，之后随着每个反应中的 DNA量的增加，精密度降低，即 ＲSD增加。由图 4 可知，当 DNA
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图 2 不同浓度的大肠杆菌 O157∶ H7 基因组 DNA 样品扩增的微滴数目柱状图( a) 和一维散点图
( b) 。a中黑色柱状图表示每个相应浓度下产生的平均阳性微滴数目，灰色柱状图表示每个相应浓
度下产生的平均可接受的总微滴数目

Fig． 2 Number of droplet events counted for selected wells / samples for quantifying different concentrations
of E． coli O157∶ H7 genomic DNA ( a) and one-dimensional scatter plots for selected wells / samples fluores-
cent droplet amplitudes． Black histogram stands for the average number of positive droplets，and grey histo-
gram stands for the average accepted total number of droplets in Fig 2a

浓度为 4拷贝 /20 μL时，测量结果的 ＲSD=51%，而当浓度增加到 759 拷贝 /20 μL时，测定结果的重复性
达到 5%，DNA浓度为 8419拷贝 /20 μL时，测定结果的精密度达到最好( ＲSD为 0． 39% ) 。当 DNA浓度
在 760 拷贝 /20 μL ～ 88400 拷贝 /20 μL 时，测量结果的 ＲSD 小于 5%。因此，采用 ddPCＲ 对 E． coli
O157∶ H7 基因组 DNA 进行绝对定量时，将 DNA 浓度控制在 759 ～ 88417 拷贝 /20 μL 范围内，可保证
ddPCＲ测量结果的精密度好、准确度高。

图 3 微滴数字 PCＲ方法测定大肠杆菌 O157∶ H7 基因
组 DNA的线性范围
Fig． 3 Linearity range of droplet digital PCＲ for quan-
ti-fying E． coli O157∶ H7 genomic DNA

图 4 微滴数字 PCＲ 方法精密度与 DNA 浓度
( 拷贝 /20 μL ddPCＲ反应液) 的关系
Fig． 4 Ｒelationship between the precision of ddPCＲ
method and the DNA concentration ( copies /20 μL ddPCＲ
system)3． 6 特异性检测

采用 5 株非大肠杆菌和 5 株大肠杆菌非 O157∶ H7 血清型的菌株基因组 DNA进行 ddPCＲ方法特异
性验证，结果表明，除了 E． coli O157 ∶ H7 得到了特异性扩增，其它菌株的检测均为阴性，表明建立的
ddPCＲ方法特异性良好。
3． 7 肉类样品检测
从市场和超市共采集肉类样品 13份，其中猪肉 7份、牛肉 3 份、鸡肉 3 份。分别采用我国出入境检验

检疫行业标准中规定的 qPCＲ方法和本研究建立的 ddPCＲ方法对肉类样品进行 E． coli O157∶ H7 检测。
检测结果表明，13份样品中，猪肉和鸡肉各 1份样品为 E． coli O157∶ H7阳性，两种方法检测结果一致。
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猪肉、牛肉和鸡肉各 1 份阴性样品，各添加高、中、低 3 个浓度( 5． 25×103，5． 25×102 和 1． 20 CFU)
的标准 E． coli O157∶ H7 菌液后，经 ddPCＲ测定后的回收率均大于 96%，表明肉类基质对 ddPCＲ 测定
E． coli O157∶ H7 无显著影响。
3． 8 肠出血性 E． coli O157∶H7 dd PCＲ方法的优点
采用传统的分离培养方法进行肠出血性 E． coli O157∶ H7 的鉴定和检测至少需要 4 ～ 7 天，检出限

约为 104 CFU /mL。郭小英等［21］利用化学发光磁酶免疫分析法，将食品中肠出血性 E． coli O157∶ H7 的
检出限降低至 850 CFU /mL。徐义刚等［22］利用对退火温度不敏感的 DPO-PCＲ 技术，检测 E． coli
O157 ∶ H7 的检出限达到 94 CFU /mL。通常，在无预增菌的情况下，普通的 PCＲ技术可检测 30 CFU /mL
的E． coli［12］。姜君等［17］针对 E． coli O157∶ H7 的同一基因( rfbe) 建立了特异性更好的 TaqMan 探针荧
光定量 PCＲ 方法，在无需富集的情况下，检出限可达到 10 拷贝 /20 μL ( 3 CFU /mL) 。本研究中针
对 O157 ∶ H7 的 rfbe基因所建立的 ddPCＲ方法的检测限可到 3 拷贝 /20 μL( 1CFU /mL) 。可见，ddPCＲ
方法检测肠出血性 E． coli O157∶ H7 的灵敏度非常高。
由于前期研究［18］中用经生化鉴定和血清学鉴定为阳性的 13 株 O157 ∶ H7 大肠杆菌、50 株

非 O157 ∶ H7 大肠杆菌对针对同一基因的荧光定量 PCＲ方法的特异性进行了验证，本研究中 ddPCＲ方
法所使用的引物和探针与之前研究相同，而 PCＲ 方法的特异性主要取决于引物和探针的特异性，经过
验证，本研究建立的 ddPCＲ方法的特异性与 qPCＲ方法的特异性表现一致。

ddPCＲ测定 E． coli O157∶ H7 基因组含量的结果与紫外吸收法测定结果相比显著偏低，方法的特异
性更强。而紫外方法测定的是所有在 260 nm 处有吸收的物质，无法区分 DNA 与 ＲNA、蛋白质等杂
质［23，24］，通常会导致测定结果偏高，这与文献［20］的结果一致。
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Development of Droplet Digital Polymerase Chain Ｒeaction for
Quantifying Escherichia Coli O157 ∶H7

DONG Lian-Hua* 1，ZHANG Ling1，JING Jun2，WANG Jiang-Nan3，WANG Jing1，CHEN Wei-Jun2
1( National Institute of Metrology，Beijing 100013，China)

2( Key Laboratory of Genome Sciences and Information，Beijing Institute of Genomics，
Chinese Academy of Sciences，Beijing 100029 ，China)

3( Beijing Institute of Metrology and Test，Beijing 100029，China)

Abstract A droplet digital polymerase chain reaction ( ddPCＲ) method for quantifying E． coli O157∶ H7 by
targeting rfbE gene was developed． The probe concentration in ddPCＲ was optimized and the linearity range，
precision，limit of detection ( LOD) and limit of quantification ( LOQ) were also evaluated． The optimized
probe concentration was 300 nmol /L． The ddPCＲ response was linear over the E． coli O157∶ H7 genome DNA
concentration range from 4 to 1． 25×105 copies in 20 μL ddPCＲ system and the linear correlation coefficient
( Ｒ2 ) was 0． 999． The ddPCＲ precision ( ＲSD) was less than 5% over the DNA concentration range from 760
to 88400 copies /20 μL． The LOD and LOQ was 3 copies in 20 μL and 4 copies in 20 μL，respectively．
Specificity test showed that the ddPCＲ was specific for detecting E． coli O157∶ H7． Both ddPCＲ and standard
real time quantitative PCＲ showed the same results for 16 real samples of chicken meat，pork and beef，which
indicated that ddPCＲ method was suitable for detection of E． coli O157∶ H7 in food．
Keywords Droplet digital polymerase chain reaction; Escherichia coli O157∶ H7; Copy number
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