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摘要:目的 　 建立一种检测禽致病性大肠埃希菌( APEC)的双重 TaqMan
 

qPCR 方法。 方法 　 以 APEC 保守基因 ISS
(血清抗性基因)及 ompT(保护蛋白基因)为靶标设计特异性引物,以 Blunt-ISS 及 Blunt-ompT 质粒标准品为模板,
建立双重 qPCR 检测方法。 结果 　 ISS 建立的 qPCR 方法标准曲线为 Y = -3. 367+38. 518,R2 = 0. 99,拷贝数 102 ~ 109

范围内与 Ct 值有很好的线性关系;ompT 建立的 qPCR 方法标准曲线为 Y = -3. 314+36. 817,R2 = 0. 997,拷贝数 102 ~
109 范围内与 Ct 值有很好的线性关系。 特异性试验显示两种方法与其他鸭病无交叉反应;敏感性实验表明,两种

方法对 Blunt-ISS 及 Blunt-ompT 的最低检测限均为 102 拷贝数;重复性实验表明,相同条件下建立的两种方法重复

性良好;60 份临床组织样品检测结果与普通 PCR 符合率为 100% 。 结论 　 本研究建立的 TaqMan
 

qPCR 方法特异性

强,灵敏性高,重复性好,适用于临床检测。
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Abstract: Objective 　 To
 

establish
 

a
 

dual
 

TaqMan
 

qPCR
 

method
  

for
 

detecting
 

avian
 

pathogenic
 

Escherichia
 

coli
 

( APEC) . Methods 　 Specific
 

primers
 

were
 

designed
 

targeting
 

the
 

conserved
 

genes
 

ISS
 

( serum
 

resistance
 

gene)
 

and
 

ompT
 

( protective
 

protein
 

gene)
 

of
 

APEC.
 

Using
 

Blunt-ISS
 

and
 

Blunt-ompT
 

plasmid
 

standards
 

as
 

templates,
 

a
 

dual
 

qPCR
 

detection
 

method
  

was
 

established. Results 　 The
 

standard
 

curve
 

for
 

the
 

qPCR
 

method
  

targeting
 

ISS
 

was
 

Y = - 3. 367X+ 38. 518,
 

with
 

R2 = 0. 99,
 

showing
 

a
 

strong
 

linear
 

relationship
 

between
 

the
 

Ct
 

value
 

and
 

copy
 

numbers
 

ranging
 

from
 

102
 

to
 

109 .
 

The
 

standard
 

curve
 

for
 

the
 

qPCR
 

method
  

targeting
 

ompT
 

was
 

Y = -3. 314X+36. 817,
 

with
 

R2 = 0. 997,
 

also
 

demonstrating
 

a
 

strong
 

linear
 

relationship
 

between
 

the
 

Ct
 

value
 

and
 

copy
 

numbers
 

ranging
 

from
 

102
 

to
 

109 .
 

Specificity
 

tests
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confirmed
 

no
 

cross-reactivity
 

with
 

other
 

duck
 

pathogens.
 

Sensitivity
 

experiments
 

indicated
 

that
 

the
 

limit
 

of
 

detection
 

( LOD)
 

for
 

both
 

Blunt-ISS
 

and
 

Blunt-ompT
 

was
 

102
 

copies.
 

Repeatability
 

tests
 

showed
 

that
 

both
 

method
  

exhibited
 

excellent
 

reproducibility
 

under
 

identical
 

conditions.
 

Clinical
 

testing
 

of
 

60
 

tissue
 

samples
 

revealed
 

100%
 

concordance
 

with
 

conventional
 

PCR. Conclusion　 The
 

TaqMan
 

qPCR
 

method
  

established
 

in
 

this
 

study
 

is
 

highly
 

specific,
 

sensitive,
 

reproducible,
 

and
 

suitable
 

for
 

clinical
 

detection.
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　 　 禽大肠埃希菌病是一种常见的畜禽疾病,对免

疫力低下的畜禽有很强的感染力,雏禽易继发其他

疾病而感染,成年禽则影响产蛋率,对畜禽养殖产生

不可预估的损失。 对实验动物而言,禽致病性大肠

埃希菌 ( avian
 

pathogenic
 

Escherichia
 

coli, APEC ) 严

重危害禽类的呼吸器官与消化器官,引起实验动物

纤维素性心包炎、纤维素性肝周炎、纤维素性腹膜炎

和气囊炎,肝因纤维素沉积形成黄油样外观,肾肿

大、出血,严重者死亡。 及时检出大肠埃希菌病,可
有效保障家禽安全及减少实验动物经济损失,因此

建立一种检测禽大肠埃希菌病的方法尤为重要 [ 1] 。
TaqMan 荧光定量 PCR 是一种可以对样本中 DNA
进行定量检测的方法,具有快速、灵敏、特异性好的

特点,可以为禽大肠埃希菌的防控、诊断、流行病学

调查提供依据 [ 2] 。
ISS 是一种与大肠埃希菌致病有关的基因。 在

某些致病性大肠埃希菌菌株中, ISS 基因编码一种

与细菌的黏附和侵袭能力相关的蛋白。 ISS 基因的

表达可能增强 APEC 对宿主细胞的黏附能力,从而

促进感染 [ 3-4] 。 ompT 基因可能编码一种外膜蛋白 T
( outer

 

membrane
 

protease
 

T,OmpT) ,这种蛋白是细

菌细胞外膜的重要组成部分。 外膜蛋白通常参与细

菌的黏附、侵袭和免疫逃逸等过程,有些外膜蛋白甚

至直接损伤细胞,对机体健康造成严重危害 [ 5-6] 。
ISS 及 ompT 基因在 APEC 中保守性较高,因此本实

验依据这两个基因建立双重荧光定量 TaqMan
 

PCR
方法以检测 APEC,以期为 APEC 的防控提供新的

技术支持。

1　 材料和方法

1. 1　 材料
 

1. 1. 1 　 临 床 样 品 及 病 原: 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus
 

aureus) 、沙门氏菌 ( Salmonella) 、禽

大肠埃希菌 ( avian
 

Escherichia
 

coli) 、 APEC、禽 4 型

腺病毒( avian
 

adenovirus
 

serotype
 

4,AAV-4) 、鸭星状

病毒( duck
 

astrovirus,DAstV) 、3 型鸭甲型肝炎病毒

( duck
 

hepatitis
 

A
 

virus
 

type
 

3,DHA-3)均由实验室保

存。 60 份来自长春周边养殖场的发病鸭的临床样

品,样品均保存于-80
 

℃ 。
1. 1. 2 　 主 要 试 剂: 2 × SanTaq

 

PCR
 

Mix ( 批 号:
K510KC0053 ) 、 GL

 

DNA
 

Marker
 

2000 ( 批 号:
A5A1162) 、5 × Ultra-Universal

 

TOPO
 

Cloning
 

Mix ( 批

号:7E1151K4) [ 均购自生工生物工程 ( 上海) 股份

有限公司] ;2 × AceQ
 

Universal
 

U + Probe
 

Master
 

Mix
 

V2 ( 批 号: 7G72013 ) 、 DNA 回 收 试 剂 盒 ( 批 号:
7E740D3) (均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司) ;DH5α 细胞 ( 批号: CB101 ) 、质粒小提试剂盒

(批号:A1106B) (均购自天根生化科技有限公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 引物设计及合成:参照 GenBank 中禽大肠

埃希菌保守基因序列,利用 Beacon
 

design8 设计两

对引物:ISS( F:5′-CAGGATGTGCTCAACAAA-3′,
 

R:
5′-CCGAAACGAAGAAATGATG-3′,

 

Probe:
 

FAM-
AACCGACAGCAGTAACACCAA, 扩 增 产 物 预 计

90
 

bp)与 ompT( F:5′-GCGATTATGAAGCAATCA-3′,
 

R: 5′-GTCGAATGGTAATGTCTTG-3′,
 

Probe:
 

FAM-
AGCGTTAATGTCGGCAAATATACCCAT,扩增产物预

计 115
 

bp) ,由生工生物工程有限公司合成。
1. 2. 2　 质粒标准品 Blunt-ISS 与 Blunt-ompT 的构建

与鉴 定: 使 用 细 菌 DNA 提 取 试 剂 盒 提 取 APEC
 

DNA,以提取的 DNA 为模板、 ISS-F / ISS-R、ompT-F /
ompT-R 为引物进行普通 PCR,扩增程序为:95

 

℃ 预

变性 5
 

min,95
 

℃ 变性 30
 

s,50
 

℃ 退火 60
 

s,72
 

℃ 延

伸 10
 

s,40 个循环,72
 

℃
 

30
 

s。 使用普通
 

DNA
 

产物

纯化试剂盒回收纯化 PCR 扩增产物,将其与 Blunt
连接构建重组质粒,重组质粒加入 DH5α 感受态细

胞转化,涂板扩繁。 经 PCR 和测序鉴定正确的重组

质粒作为质粒标准品, 命名为 Blunt-ISS 及 Blunt-
ompT,利用分光光度计测定 Blunt-ISS 及 Blunt-ompT
浓度, 按 以 下 公 式 换 算 成 拷 贝 数: 拷 贝 数 / μL =
(6. 02×1023 ) ×DNA 量 / ( DNA 长度×660) 。

·32·
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1. 2. 3　 反应体系及条件:模板使用 20
 

μL 反应体

系。 2 × AceQ
 

Universal
 

U + Probe
 

Master
 

Mix
 

V2
 

10
 

μL,加入上下游引物 0. 5
 

μL,探针 0. 2
 

μL,质粒

1
 

μL, ddH2 O
 

7. 8
 

μL。 qPCR 扩 增 程 序, 预 处 理:
50

 

℃
 

2
 

min → 预变性:
 

95
 

℃
 

5
 

min → 变性: 95
 

℃
 

15
 

s,退火+延伸:60
 

℃
 

30
 

s,40 个循环。
1. 2. 4　 标准曲线构建:质粒标准品经过 10 倍稀释,
质粒浓度范围为 1×101 ~ 1×109

 

copies / μL,每个稀释

度设 3 个重复,实时荧光定量 PCR 确认标准曲线。
1. 2. 5　 qPCR 敏感性实验:质粒标准品经 10 倍稀

释,质粒浓度范围为 1 × 101
 

~ 1 × 109
 

copies / μL,各取

1 μL 标准质粒做 qPCR 检测, 确定 最 低 检 出 量。
TaqMan 探针技术:采用特异性荧光探针( 如 FAM、
VIC 标记) ,仅与目标序列结合,避免非特异性扩

增(如 SYBR
 

Green 可能受引物二聚体干扰) 。 双

靶标验证:同时检测两个基因可提高结果的可信

度,减 少 单 一 靶 标 可 能 导 致 的 假 阳 性 / 假 阴 性

问题。
1. 2. 6 　 qPCR 特 异 性 实 验: 按 照 本 实 验 建 立 的

qPCR 方法,对其他鸭病( 禽大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌、沙门氏菌、AAV-4、DAstV、DHA-3)待检样品

进行检测,验证建立的 qPCR 方法的特异性。
1. 2. 7　 qPCR 重复性实验:重复性实验即组内重复

与组间重复。 组内重复:在同一试验中用 107 、106 、
105

 

copies 的大肠埃希菌模板做 3 个重复,计算各浓

度荧光 Ct 值的标准差和变异系数;组间实验:对组

间重复的模板在 10
 

d 后重复进行实验,计算各浓度

荧光 Ct 值的标准差和变异系数。
1. 2. 8　 临床样品检测:利用已建立的 qPCR 方法和

一般 PCR 方法对来自长春周围养殖场的 30 份鸭咽

拭子样品进行检测,使用天根生化科技有限公司

DNA 提取试剂盒提取 DNA,检出其阳性率。

2　 结果

2. 1　 质粒标准品 Blunt-ISS 与 Blunt-ompT 的构建

　 　 使用细菌 DNA 提取试剂盒提取 APEC
 

DNA,以
提取的 DNA 为模板、 ISS-F / ISS-R、 ompT-F / ompT-R
为引物进行普通 PCR,胶图见图 1。
2. 2　 qPCR 标准曲线的建立

　 　 以 101 ~ 109
 

copies / μL 标准品阳性模板进行反

应,得到扩增曲线和标准曲线。 从图 2,图 3 可知,
ISS 体系中模板拷贝数在 102 ~ 109 范围内有很好的

图 1　 ISS 与 ompT
 

PCR 结果

Fig. 1　 PCR
 

results
 

of
 

ISS
 

and
 

ompT

线性关系,Y = - 3. 367 + 38. 518,R2
 

为 0. 99;ompT 体

系中模板拷贝数在 102 ~ 109 范围内有很好的线性关

系,Y = -3. 314+36. 817,R2
 

为 0. 997。
2. 3　 qPCR 敏感性实验结果

　 　 以 10 倍稀释的 APEC ( 1 × 101 ~ 1 × 109
 

copies /
μL)为模板进行扩增。 敏感性结果见图 4。
2. 4　 qPCR 特异性实验结果

　 　 用本实验建立的方法对 APEC、金黄色葡萄球

菌、沙门氏菌、禽大肠埃希菌、AAV-4、DAstV、DHA-3
进行检测,结果显示,只有 APEC 有荧光曲线而其他

病原均无,结果见图 5。
2. 5　 qPCR 重复性实验结果

　 　 以 105 、106
 

、107 稀释度的 APEC 标准质粒作为

模板分别进行批内和批间重复性试验,结果显示,批
内变异系数均小于 2%,批间变异系数均小于 1%,
表明本研究建立的 qPCR 方法具有较好的重复性

(表 1,表 2) 。
2. 6　 临床样品检测结果

　 　 利用构建的 qPCR 方法,对长春周围养殖场的

30 份 鸭 样 进 行 检 测, 检 出 8 份 阳 性 ( 阳 性 率 为

26. 7%) , 普 通 PCR 阳 性 检 出 5 份 ( 阳 性 率 为

16. 7%) ,结果表明本实验建立的 qPCR 方法检测结

果相较于普通 PCR 方法更加准确可靠,可以用于临

床样品的批量检测。

3　 讨论

禽大肠埃希菌是现代畜禽养殖业面临的重要病

原微生物,在自然环境和养殖场广泛分布。 该菌株

能诱发败血症、腹膜炎等严重疾病及产蛋量减少的

问题,虽然致死率相对较低,但其引发的继发性感染

可对养殖业造成重大经济损失。 在山东、江苏、浙江

等家禽养殖密集区,APEC 发病率明显升高 [ 7-8] 。 不

当的饲养管理、环境应激和免疫抑制等多重因素交

·42·
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注:A.
 

ISS
 

qPCR
 

标准曲线;B.
 

ompT
 

qPCR
 

标准曲线。

Note.
 

A.
 

ISS
 

qPCR
 

standard
 

curve.
 

B.
 

ompT
 

qPCR
 

standard
 

curve.

图 2　 标准曲线

Fig. 2　 Standard
 

curve

注:A.
 

ISS
 

qPCR 扩增曲线;B.
 

ompT
 

qPCR 扩增曲线。

Note.
 

A.
 

ISS
 

qPCR
 

amplification
 

plot.
 

B.
 

ompT
 

qPCR
 

amplification
 

plot.

图 3　 扩增曲线

Fig. 3　 Amplification
 

plot

互作用,不仅扰乱养殖计划,还显著增加治疗成本并

对食品安全产生威胁。 高毒力 APEC 菌株可引起实

验动物的急性败血症,导致实验动物短期内死亡,影
响实验进程,使实验动物无法达到实验要求的健康

标准;低毒力菌株可能导致亚临床感染,动物虽不表

现明显症状,但出现生长迟缓、免疫功能异常等问

题,干扰实验结果。 慢性感染可能诱发肝周炎、心包

炎、关节炎等病变,影响实验动物的生理状态;APEC
感染还可激活实验动物的免疫系统,导致白细胞介

素-6、肿瘤坏死因子等细胞因子水平异常,干扰免疫

相关实验,如疫苗效力评估、炎症模型研究等。 因

此,开发高效、精准的 APEC 检测方法具有重要的现

实意义 [ 9-10] 。
考虑到单一基因检测存在不确定性,难以全面

反映感染状态 [ 11] ,因此本研究采用多重 qPCR 策

略,基于 APEC 的保守基因 ISS 与 ompT 开展检测方

法的构建,以提高检测的准确性和可信度 [ 12] 。 何洪

波 [ 13] 对 451 株 APEC 进 行 毒 力 基 因 检 测, 发 现

70. 5%的菌株呈 ompT 阳性,证实了 ompT 基因通过

编码 ompT 蛋白降解大肠埃希菌素 A、E1 及 E2 在致

病性中的重要作用。 徐晓静等 [ 14] 以 SYBR
 

Green
 

I
实时定量 PCR 为基础对 APEC 感染过程中 ompT 的

·52·
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注:A.
 

ISS
 

敏感性试验结果;B.
 

ompT
 

敏感性试验结果。

Note.
 

A.
 

Sensitivity
 

result
 

of
 

ISS.
 

B.
 

Sensitivity
 

result
 

of
 

ompT.

图 4　 荧光定量 PCR 检测的敏感性

Fig. 4　 Sensitivity
 

of
 

quantitative
 

fluorescent
 

PCR
 

detection

注:A.
 

ISS
 

特异性试验结果;B.
 

ompT
 

特异性试验结果。 1. 禽致病性大肠埃希菌;2 ~ 7. 其他病原。

Note.
 

A.
 

Specificity
 

result
 

of
 

ISS.
 

B.
 

Specificity
 

result
 

of
 

ompT.
 

1.
 

APEC.
 

2-7. Other
 

pathogens.

图 5　 荧光定量 PCR 检测的特异性

Fig. 5　 Specificity
 

of
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

detection

表 1　 ISS 重复性实验

Table
 

1　 Reproducibility
 

test
 

of
 

ISS

Blunt-ISS 模板
批内重复性实验 批间重复试验

n 􀭰x±s CV / % n 􀭰x±s CV / %

107 3 16. 22±0. 08 0. 51 3 16. 64±0. 07 0. 41

106 3 19. 60±0. 10 0. 54 3 19. 26±0. 10 0. 54

105 3 23. 80±0. 32 1. 38 3 23. 56±0. 11 0. 50

表 2　 ompT 重复性实验

Table
 

2　 Reproducibility
 

test
 

of
 

ompT

Blunt-ompT 模板
批内重复性实验 批间重复试验

n 􀭰x±s CV / % n 􀭰x±s CV / %
107 3 17. 98±0. 02 0. 10 3 18. 02±0. 10 0. 57
106 3 20. 67±0. 10 0. 50 3 20. 37±0. 12 0. 57
105 3 24. 70±0. 36 1. 44 3 24. 67±0. 12 0. 50
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表达水平进行了检测,通过相对标准曲线确定了定

量 PCR 方 法 的 高 稳 定 性。 同 时, Leurs[ 15] 和

Goraichuk 等 [ 16] 研究表明,双重 qPCR 在疫苗株检测

中显示出高度特异性,可有效监测疫苗株在接种后

定植 和 脱 落 情 况; 而 Wulsten 等 [ 17] 开 发 的 新 型

qPCR 技术更进一步实现了对大肠埃希菌活 / 死菌的

准确区分。 此外,Fancher 等[ 18] 指出,鸡群中 APEC
的感染率不受季节、鸡群年龄或样本类型的显著影

响,而 Al-Marri[ 19] 和 Li 等[ 20] 则强调抗生素滥用可能

导致新血清型的出现,进一步加剧了检测难度。
本研究建立的 TaqMan

 

qPCR 方法在实验中表

现出良好的重复性、特异性及较高的敏感性,能够在

2
 

h 内实现 APEC 的快速定量检测。 与传统培养法、
滤膜法及免疫磁珠法等相比,多重 qPCR 技术不仅

大幅缩短了检测周期,还极大地降低了因单一基因

局限性带来的假阴性或假阳性风险,为禽大肠埃希

菌的流行病学监测提供了更为可靠的实验手段。 本

研究可检测
 

102 ~ 109
 

拷贝数的模板,而孟庆美等 [ 21]

研究中的多重 PCR 方法只能检测最低 103 拷贝数

的模板,可见本实验的方法更为灵敏。 目前采用的

单一基因 PCR 方法,虽在扩增效率方面具有优势,
但是同一时间只能检测一个基因,在对多个基因进

行检测时,会造成试剂及时间的大量浪费,而且避免

假阳性的效果也不如多重 qPCR 方法。 近期国内外

关于禽类病原体检测的研究进一步验证了多重

qPCR 技术在提高检测效率、特异性与灵敏性方面

的优势。
综上所述,本研究通过构建基于 TaqMan 探针

的多重 qPCR 检测方法,有效克服了单基因检测的

不确定性,提供了一种简便、快速且高效的 APEC 定

量检测手段,具有较高的应用价值和推广前景。
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