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摘要：建立空肠弯曲菌（Campylobacter jejuni）的 ERIC-PCR 分子生物学分型技术，比较 ERIC-PCR 分型和生化分型的分型效果。

从菌株 TY1273 出发，运用 L16(5
4)正交试验，对 Mg2+、dNTPs、引物和 TaqDNA 聚合酶浓度等因素在较大范围水平内进行反应体系

条件摸索，得到一个初步的优化体系；在此基础之上进行单因素的进一步小范围水平内的微调优化，得到最终的优化体系；最后以优

化的 ERIC-PCR方法对 24株 C. jejuni分离株分型；同时根据API Campy 生化反应结果进行生化分型，比较 ERIC-PCR分子分型方法

和生化分型方法。结果显示 ERIC-PCR方法将 24株菌扩增均得到大小在 100 bp~3000 bp 之间的条带，并可将其分为 22 个基因型，

分辨系数为 0.92，具有较高的分辨力。生化分型将 24 株菌分为 19个生化型，显示了菌株基因的多样性。表明 ERIC-PCR 技术比生化

分型能更好的体现菌株的遗传多样性，且具有简便和分辨力搞等优点，可用于C. jejuni 的多样性研究。 
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Abstract: To establish an ERIC−PCR molecular typing method for Campylobacter jejuni genotyping, the subtyping effect of ERIC-PCR 

and biochemical typing methods were compared. L16 (5
4) orthogonal text was designed with four factors of Mg2+, dNTPs, primers, TaqDNA 

polymerase concentration to explore the suitable reaction conditions in a wide range. Then three factors (except the primers), template 

concentration and annealing temperature were further optimized in a small range for final optimization. The optimized ERIC−PCR method was 

used to type the 24 C. jejuni isolates. According to the results of biochemical reactions to biochemical type the strains, the ERIC-PCR molecular 

typing method was compared with biochemical typing method. C. jejuni strains were grouped into 22 types. The ERIC−PCR method exhibited 

better disciminative results in molecular typing with discrimination index of 0.92. The C. jejuni isolates were classified to 19 biochemical types 

by biochemical typing method, which showed the diversity of genes in the strains. The ERIC−PCR subtyping method showed the genetic 

diversity of the strains better than biochemical typing method, which was an efficient method for typing and tracking analyses. It was suitable for 

genetic diversity analysis of of C. jejuni strains. 
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空肠弯曲菌（Campylobacter jejuni）是近年来广

受国内外学者重视的一种人兽共患病原菌。C. jejuni

是一种革兰氏阴性菌、微需氧（最适生长环境是 5% 

O2、10% CO2 和85% N2）和不发酵糖类的嗜热型弯曲

菌，其在显微镜下呈现海鸥展翅状、弯曲菌状。C. jejuni

广泛分布在温带、亚热带和热带的国家及地区，常通

过感染的禽畜污染肉类、牛奶等食物。常规的流行病

学方法一般不能非常准确地确定其传染源，因此分型

研究就成为追溯 C. jejuni传染源，调查其传播途径的

主要手段[1]。 

在过去几十年中应用于 C. jejuni 分型方法很多，

包括生物分型、血清学分型等，近年来随着分子生物

学技术的发展，分子分型方法越来越多的应用于 C. 

jejuni的分型。ERIC（Enterobacterial repetitive intergenic 

consensus)是肠道细菌基因组中发现的一种基因间重

复序列，ERIC-PCR 是基于 ERIC 核心的高度保守序

列设计引物进行PCR，具有快速、简便等优点。目前

ERIC-PCR 已经普遍用于副溶血性弧菌（Vibrio 

parahaemolyticus ） [2] 、 单增李斯 特菌（ Listeria 

monocytogenes）[3]、沙门氏菌（Salmonella spp.）[4]、

大肠埃希氏菌（Escherichia coli）[5]等肠道致病菌的分

子分型研究。1994 年 Giesendorf 等[6]已经成功应用

ERIC-PCR对 C. jejuni进行流行病学方面的分型研究，

Weijtens 等[7]1997 年也证明了 ERIC-PCR 对弯曲菌具

有很好的分辨力。但是本实验室按参考文献中的反应

条件进行试验时得不到预期效果，扩增图谱的多态性

差,无法进行后续分析。考虑到 ERIC-PCR 作为一种半

随机 PCR，其反应受很多因素影响，特别是 PCR 反

应体系所用试剂，因此本论文在利用目前 PCR 实验常

用生物试剂的基础上，优化反应条件后建立 C. jejuni

的 ERIC−PCR 分型方法，然后对本实验室分离到 C. 

jejuni 菌株进行 ERIC-PCR 分型和生化分型，比较两

种分型方法，以期为本研究团队进行全国污染调查分

离的 C. jejuni 菌株进行分型溯源研究提供可行的方

法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

C. jejuni菌株(包括优化条件用菌株TY1273 和验

证用菌株）为本实验室从食品和鸡、鸭肠道样品中用

Skirrow 琼脂培养基分离、API Campy 生化鉴定获得，

并已用 PCR 方法鉴定[8]。细菌基因组 DNA 快速提取

试剂盒购自广州东盛生物技术有限公司，Mg2+（25 

mmol/L）、dNTPs（each 2.50 mmol/L）、TaqDNA酶（5 

U/μL)、10×Taq Buffer 购自天根生化科技有限公司。

细菌分离相关培养基购自广东环凯微生物科技有限公

司，培养细菌所用厌氧培养盒和微需氧产气剂购自日

本三菱公司，生化鉴定的相关试剂购自生物梅里埃中

国有限公司。引物 ERIC1R（ATGTAAGCTCCTGGGG 

ATTCAC）和 ERIC2R（AAGTAAGTGACTGGGGT 

GAGCG）[9]由华大基因合成。 

1.2  模板 DNA的提取 

挑取单菌落过夜培养、扩菌，离心收集细菌，然

后按照细菌基因组DNA快速提取试剂盒说明提取基

因组，-20 ℃保存备用。 

1.3  ERIC-PCR反应体系摸索试验 

针对反应体系中的 Mg2+、dNTPs、引物和TaqDNA

聚合酶 4 个因素，参考 L16(54)正交表进行 4因素 4 水

平试验（表 1，表 4），并进行 3 次重复，每一反应体

系中含模板 DNA 50 ng，将每种处理组合在 3 次重复

试验中均得到稳定扩增的条带数目进行记录。 

表 1 摸索试验因素-水平表 

Table 1 Factors and levels of orthogonal experiment 

水平 
Mg2+ 

/(nmol/25 μL) 

dNTPs 

/(nmol/25 μL) 

rTaq 

/(U/25 μL) 

Primers 

/(pmol/25 μL) 

1 25 2.50 1.00 10 

2 50 5.00 2.00 20 

3 75 7.50 3.00 30 

4 100 10.00 4.00 40 

1.4  ERIC-PCR条件优化试验 

在 25 μL体系中，将模板量分别设为 8、24、40、

80、120、160、200、240、400 和560 ng，其它条件

保持一致，对模板量进行优化；将 Mg2+浓度分别设为

1.50、2.00、2.50、3.00、3.50、4.00、5.00、6.00、7.00、

8.00 和 9.00 mmol/L，其它条件保持一致，对 Mg2+浓

度进行优化；将 TaqDNA 酶量分别设为 0.50、1.00、

1.50、2.00、3.00、3.50、4.00 和 4.50 U，其它条件保

持一致，对TaqDNA酶量进行优化；将 dNTPs 浓度分

别设为 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30、0.35、0.40、

0.50、0.60 和 0.70 mmol/L，其它条件保持一致，对

dNTPs 浓度进行优化；将退火温度分别设为 26 ℃、

28.4 ℃、31.2 ℃、34.3 ℃、35.6 ℃、36.8 ℃、38 ℃、

40 ℃、42.4 ℃、45.2 ℃、46.8 ℃和 48.2 ℃，其它条

件保持一致，对退火温度进行优化。PCR 扩增结果经

2%琼脂糖凝胶电泳后，使用凝胶成像仪分析观察

DNA指纹图谱。 
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1.5  ERIC-PCR反应体系的稳定性试验 

运用 TY1273 菌株对所建立的 ERIC-PCR 反应体

系进行不同时间的 4 次重复试验，以验证所建立体系

的稳定性。 

1.6  ERIC-PCR反应体系的应用 

利用建立的 ERIC-PCR 反应体系对本实验室从全

国食源性病原菌空肠弯曲菌污染调查中分离到的 24

株 C. jejuni（其来源及 API 鉴定结果见表 2）进行扩

增，以验证此体系的稳定性，以用于对 C. jejuni进行

分型研究。 

1.7  C. jejuni分离株的生化分型 

以 API Campy 鉴定的 21 个生化反应（见图 1，

表 3）结果为基础用聚类分析软件 NTsys 2.10e 进行聚

类分析。 

 
图 1 API Campy 生化鉴定报告单示意图 

Fig.1 Report of API Campy biochemical identification 

2  结果与分析 

2.1  ERIC-PCR反应体系摸索试验 

按 1.3 中所述方法对正交试验结果进行检测（图

2）。由图 2可知，组合 9、15 扩增效果较好，条带多，

重复试验结果显示15号组合3次扩增中均保持良好的

稳定性。同时发现 Mg2+浓度变化表现出明显差异，

Mg2+浓度高的组合扩增效果明显高于 Mg2+浓度低的，

但是 Mg2+浓度高的稳定性差。将每种组合在 3 次重复

试验中稳定出现的条带数进行计数，结果见表 4。由

表4可知组合15在重复试验中比较稳定出现的条带数

最多，为了得到一个更准确的体系，因此决定在此组

合的基础上进行进一步的单因素优化试验。 

表 2 空肠弯曲菌分离株来源 

Table 2 Sources of C. jejuni strains 

菌株 来源 反应编号 鉴定 

CJ01 上海鸡肠 6711144 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ02 上海鸡肠 6711004 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ03 上海鸡肉 4701104 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ04 上海鸡肉 4711144 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ05 上海鸭肉 4711004 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ06 上海鸭肉 4711004 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ07 合肥鸭肠 4511144 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ08 合肥鸭肠 6511144 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ09 合肥鸭肠 6101144 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ10 南昌鸡肠 6511746 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ11 昆明鸡肠 6531104 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ12 昆明鸡肠 4100004 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ13 兰州鸡肠 4501004 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ14 兰州鸡肠 4501004 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ15 兰州鸡肠 4501004 Campylobacter jejuni subsp doylei 

CJ16 兰州鸡肉 6731304 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ17 兰州鸡肉 6721706 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ18 太原鸡肠 6721547 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ19 太原鸡肠 6510744 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ20 太原鸭肠 6511106 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ21 太原鸭肠 6501706 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ22 太原鸭肠 6501706 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ23 太原鸭肉 6501704 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

CJ24 太原鸭肉 6501706 Campylobacter jejuni subsp jejuni 

表 3 API Campy 生化反应表 

Table 3 Results of API Campy biochemical reaction 

测定 反应 测定 反应 测定 反应 

URE 脲酶 ArgA L-精氨酸芳酰胺酶 CFZ 
四唑乙酰去乙酸硫撑甲酰

氨头孢菌素（敏感性） 

NIT 硝酸盐还原 AspA L-天冬氨酸芳酰胺酶 ACE 乙酸盐（同化） 

EST 酯酶 PAL 碱性磷酸酶 PROP 丙酸盐（同化） 

HIP 马尿酸盐 H2S H2S 的产生 MLT 萍果酸盐（同化） 

GGT γ-谷酰基转移酶 GLU 葡萄糖（同化） CIT 柠檬酸盐（同化） 

TTC 三苯四唑化氯的还原 SUT 琥珀酸盐（同化） ERO 红霉素（敏感性） 

PyrA 吡咯酮烷芳酰胺酶 NAL 萘啶酮酸（敏感性） CAT 触酶 
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图 2 ERIC-PCR正交设计处理结果（2.0%琼脂糖） 

Fig.2 Electrophoresis products of ERIC−PCR orthogonal 

design 

注：M：DL500；1：blank；2~17：16 groups of orthogonal 

text。 

表 4 ERIC-PCR 反应摸索试验设计 L16(5
4) 

Table 4 Orthogonal design for ERIC-PCR reaction L16 (54)  

试验号 Mg2+ dNTPs rTaq Primers 空列 扩增条带数 

1 1 1 1 1 1 0 

2 1 2 2 2 2 0 

3 1 3 3 3 3 0 

4 1 4 4 4 4 0 

5 2 1 3 2 4 3 

6 2 2 4 1 3 3 

7 2 3 1 4 2 1 

8 2 4 2 3 1 1 

9 3 1 4 3 2 4 

10 3 2 3 4 1 5 

11 3 3 2 1 4 3 

12 3 4 1 2 3 4 

13 4 1 2 4 3 4 

14 4 2 1 3 4 4 

15 4 3 4 2 1 6 

16 4 4 3 1 2 4 

2.2  ERIC-PCR体系优化试验 

2.2.1  模板量的确定 

由图 3 可见，模板量在 8 ng时扩增效果较差，在

24~120 ng 时不影响PCR 效果。随着模板量的增加，

PCR 有些条带变暗。因此模板量可选择在 24~120 ng

之间。 

2.2.2  Mg2+浓度的确定 

在 25 μL体系中模板量为 100 ng的基础上，由图

4 可见，Mg2+浓度在 1.50~3.00 mmol/L时，PCR 扩增

的条带数量增加且条带清晰。当 Mg2+浓度大于 3.00 

mmol/L时，随着 Mg2+浓度的增加，PCR 扩增的条带

数量变多，但考虑 Mg2+浓度过高会影响体系的稳定

性，因此选择 Mg2+浓度 3.00 mmol/L为体系的最佳浓

度。 

 

图 3 不同模板量的 ERIC-PCR电泳图 

Fig.3 Electrophoresis of ERIC−PCR products amplified with 

different template concentrations 

注：M：DL5000；1：blank；2：8 ng；3：24 ng；4：40 ng；

5：80 ng；6：120 ng；7：160 ng；8：200 ng；9；240 ng；10；

400 ng；11：560 ng。 

 
图 4 不同 Mg2+浓度的 ERIC-PCR 电泳图 

Fig.4 Electrophoresis of ERIC−PCR products amplified with 

different Mg2+ concentration 

注：M：DL5000；1：1.50 mmol/L；2：2.00 mmol/L；3：

2.50 mmol/L；4：3.00 mmol/L；5：4.00 mmol/L；6：5.00 mmol/L；

7：6.00 mmol/L；8：7.00 mmol/L；9：8.00 mmol/L；10：9.00 

mmol/L。 

2.2.3  TaqDNA 酶量的确定 
在 25 μL体系中模板量为50 ng 和最佳 Mg2+浓度

3.00 mmol/L的基础上，由图 5 可见，TaqDNA酶的量

在 0.50~3.50 U时对于 PCR 扩增效果并没有太大的影

响，但是可以看出在 0.50 U和 1.00 U时扩增的750 bp

左右的条带并没有分开太明显，而从1.50 U以上时扩

增效果就差不多一样；而在大于3.50 U时可以明显看

出扩增的效果变差，条带的多态性变少。因此从扩增

的效果和原材料成本出发，选择 25 μL 反应体系中

1.50 U的 TaqDNA酶量为最适量。 

2.2.4  dNTPs 浓度的确定 

在 25 μL体系中模板量为50 ng 和最佳 Mg2+浓度

app:ds:orthogonal
app:ds:design
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3.00 mmol/L、TaqDNA酶量 1.50 U的基础上，由图 6

可见，随着 dNTPs 浓度的增加，扩增条带增多且条带

变亮，但是在浓度大于 4.00 mmol/L时扩增效果变差，

因此从扩增效果方面选择 dNTPs 浓度 0.25 mmol/L为

体系的最佳浓度。 

 
图 5 不同 TaqDNA 聚合酶量的 ERIC-PCR电泳图 

Fig.5 Electrophoresis of ERIC-PCR products amplified with 

different TaqDNA polymerase’s concentrations 

注：DL5000；1：blank；2：0.50 U；3：1.00 U；1.50 U；

5：2.00 U；6：2.50 U；7：3.00 U；8：3.50 U；9：4.00 U；10：

4.50 U 

 

图 6 不同 dNTPs 浓度的 ERIC-PCR 电泳图 

Fig.6 Electrophoresis of ERIC-PCR products amplified with 

different dNTPs concentrations 

注：M：DL5000；1：0.05 mmol/L；2：0.10 mmol/L；3：

0.15 mmol/L；4：0.20 mmol/L；5：0.25 mmol/L；6：0.30 mmol/L；

7：0.35 mmol/L；8：0.40 mmol/L；9：0.50 mmol/L；10：0.60 

mmol/L；11：0.70 mmol/L。 

2.2.5  退火温度的确定 

由图 7 可见，当退火温度在 26 ℃~38 ℃之间时，

随着温度的降低，PCR 扩增的多态性增加，但是条带

清晰度下降；当退火温度大于 38 ℃时扩增效果变差，

条带多态性变少，而在 46.8 ℃时扩增条带急剧减少，

以至于温度在 48.2 ℃以后基本都无条带扩出。由此可

知，C. jejuni 扩增的退火温度在 36.8 ℃以下时较好，

根据扩增效果选择 35 ℃为反应程序的最佳退火温度。 

 
图 7 不同退火温度的 ERIC− PCR 电泳图 

Fig.7 Electrophoresis of ERIC−PCR products amplified with 

different annealing temperature 

注：DL5000；1：26 ℃；2：28.4 ℃；3：31.2 ℃；4：34.3 ℃；

5：35.6 ℃；6：36.8 ℃；7：38 ℃；8：40 ℃；9：42.4 ℃；10：

45.2 ℃；11：46.8 ℃；12：48.2 ℃。 

2.3  ERIC-PCR体系的建立及稳定性 

 

图 8 ERIC-PCR 重复性实验电泳图 

Fig.8 Repeatability test of electrophoresis of ERIC-PCR 

products amplified 

由 2.2.1~2.2.5 的优化试验可知，最终建立的 C. 

jejuni 的 ERIC-PCR 反应体系（25 μL）：模板量24~120 

ng，Mg2+浓度为 3.00 mmol/L，TaqDNA酶为 1.50 U，

dNTPs 浓度为 0.25 mmol/L，引物（10 μmol/L）各 0.80 

μmol/L，10×PCR Buffer 2.50 μL，其余用超纯水补齐。

反应程序：94 ℃预变性 3 min、94 ℃变性30 s、35 ℃

退火 1 min、72 ℃延伸4 min，共 35个循环，最后 72 ℃

延伸 10 min，扩增产物经2.0%琼脂糖凝胶电泳检测。 

用所建立的 ERIC-PCR 反应条件在不同时间进行

4 次重复试验以验证体系的稳定性，其电泳结果（图 8）

显示建立的 ERIC-PCR 方法具有较好的稳定性，表明

其可用于 C. jejuni 的分型。 

2.4  ERIC-PCR反应体系的应用 

利用所建立的 ERIC-PCR 反应体系对本实验室 
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所分离的 24 株 C. jejuni进行扩增，得到条带丰富分辨

率良好的 C. jejuni DNA指纹图谱（图9）。将电泳结

果用聚类软件 Gel-Pro Analyzer 4.0 进行分析（图10），

软件分析显示 24 株 C. jejuni可分为 22个型，相似性

在 0.52~1.00 之间，表明分离株具有较高的遗传差异

性，其中 CJ07 与 CJ08（同一来源），CJ13 与 CJ15 菌

株（同一来源）两两之间的相似性到达 1.00，可认为

是同一分子型别。当相似系数达到 0.56 时，24 株 C. 

jejuni可分为 4簇，簇 I 中包含了 1个型；簇 II 中包含

了 7 个型共 17 株 C. jejuni 分离株，分别来源于 9个样

品；簇 III 中包含了 1个型 3 株菌，来源于太原市的两

个样品；簇 IV 中包含 2 个型，均来源于太原市的鸭

肠样品。从图 8 中可以看出，同一样品来源菌株之间

的相似性基本都大于 0.80，但并不一定是 1.00，这表

明 ERIC-PCR 可以很好的显示出菌株基因之间存在的

差异性；但也可以看出不同样品来源的菌株存在不同

的基因型，这显示了较高的多样性。另外，上海市同

一样品中菌株之间的相似性小于 0.80，这表明上海市

同一个样品中可能感染几种不同的 C. jejuni。 

 

图 9 ERIC-PCR 反应体系的扩增效果 

Fig.9 Electrophoresis results by the ERIC−PCR reaction 

system 

注：M：DL5000；1~24：C. jejuni isolates。 

 

图 10 24株 C. jejuni 分离株 ERIC-PCR分型结果 

Fig.10 Results of ERIC-PCR typing of 24 C. jejuni strains 

以相似性 0.80 为界进行分型，可以将这 22 个型

的 C. jejuni 分为 11个类群，本方法样本间的分辨系数

为 0.92，当分辨系数大于 0.90 时，可以认为该方法具

有很好的分辨能力，因此该方法具有较高的分辨力。

ERIC-PCR 分型的不同反映了菌株之间基因上的差

异，而菌株生化型的不同也与基因相关。因此，本试

验将进行 24 株菌株的生化分型，以评价 ERIC-PCR

分型方法的效果。 

2.5  C. jejuni分离株生化分型的结果 

 

图 11 24 株 C. jejuni 分离株生化分型结果 

Fig.11 Results of biochemical typing of 24 C. jejuni strains 

以 API Campy 的生化反应结果进行生化分型，24

株 C. jejuni 的 EST、HIP 和 CAT 反应实验全为阳性，

有 18 个实验结果不同，用 NTsys 2.10 软件进行聚类

分析（见图 11），以相似性0.80 为界，24 株 C. jejuni

可分为 4 类群 19个生化型，其中鉴定为 C. jejuni subsp 

doylei 亚型的菌株均分布在簇 B当中，而 API 鉴定为

C. jejuni subsp jejuni亚型的菌株则在 4个簇中均有分

布，其中 CJ18 单独组成簇B。 

3  结论 

3.1  传统的 C. jejuni分型主要是依据表型特征，但是

大部分方法对于区分不同的 C. jejuni 菌株并没有太好

的效果。在近年来的报道中，细菌基因组重复序列

PCR 技术（rep-PCR）[10]、脉冲场凝胶电泳技术（PFGE）
[11]、随机扩增多态性 DNA 标记技术（RAPD）[12]、

和多位点序列分型技术（MLST）[13]等方法被越来越

多的用于 C. jejuni的分型，但是 AFLP、RFLP、RAPD

分型等均存在 DNA 纯度要求高、分辨率低、重复性

差、实验室间分型结果可比性差等诸多不足，另外

PFGE 目前虽然被认为是 C. jejuni 分辨率最高的一种

分型方法，但是其存在成本高、操作繁琐、需菌量大、

需要专门的仪器和技术人员操作等局限性，与以上各

种分型技术相比，ERIC−PCR 有着操作简单，稳定性

高的优势，在分子溯源方面具有一定的应用前景。 

3.2  ERIC-PCR 是一种有效的细菌基因分型方法，本

实验室利用 ERIC-PCR 进行了常见食源性病原菌分型

研究，取得了良好的分型效果，如叶应旺等

（2008~2009）[14,15]用 ERIC-PCR 对阪崎肠杆菌进行了

分型研究，目前本实验室还在建立单增李斯特菌、蜡

http://baike.baidu.com/view/126521.htm
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样芽胞杆菌和铜绿假单胞菌等致病菌的 ERIC-PCR 分

型方法，旨在建立常见肠道致病菌的指纹图谱库用于

溯源。目前已经建立的方法表明 ERIC-PCR 适用于单

增李斯特菌、蜡样芽胞杆菌和铜绿假单胞菌的分子分

型。但建立方法时发现反应体系和循环参数对扩增效

果有较大的影响，因此优化反应条件，建立标准方法

非常必要。作者在初期试验中参考一些国外已经建立

的 C. jejuni ERIC-PCR 方法的反应体系[6,7]，但是扩增

出的图谱较差无法进行下一步分析，因此本实验室在

参照其它肠道菌的 ERIC-PCR 体系的基础上设计了 1

组 4 因素 4 水平的正交试验，选择其中扩增最好的反

应体系，在此基础上考虑到各因素间的相互作用，再

进一步对各个因素进行单独的梯度优化试验，同时为

了能够准确的反映各因素对 PCR 扩增效果的影响，将

每个梯度试验的梯度范围扩大，最终建立了一套稳定、

高效的 ERIC-PCR 分型反应体系。本文采用正交试验

确定开始的反应体系，为后面单因素条件的摸索打下

基础，也避免了一开始的盲目摸索，节省了预实验摸

索时间。 

3.3  从ERIC-PCR的优化过程可以看出，Mg2+、dNTPs

和退火温度对于 C. jejuni 的 ERIC-PCR 扩增效果有明

显的影响。本研究表明，Mg2+浓度为 3.00 mmol/L、

退火温度为 35 ℃时，扩增产物的电泳图谱条带最清

晰、明亮。这与目前文献[6, 16]报道的并不一致，但是

Mg2+浓度过低时会导致图谱的多态性差，而退火温度

过低时，不易获得稳定的图谱，经我们反复试验证实

Mg2+浓度为 3.00 mmol/L、退火温度为 35℃时条带最

完整。将所建立的 ERIC-PCR 反应体系进行 3 次重复

试验，得到了稳定性较好的图谱，最后应用于本实验

室从样品中分离到的 C. jejuni菌株进行分子分型，得

到了条带丰富和多样性较好的 DNA指纹图谱。另外，

聚类分析结果显示所建立的方法具有较高的分辨力，

这表明所建立的体系适用于 C. jejuni 的分子分型，为

用 ERIC-PCR 进行 C. jejuni 溯源提供了参考，该优化

ERIC-PCR 方法将应用于本实验室正在进行的全国食

品 C. jejuni 污染调查。 

3.4  ERIC-PCR 分型的不同反映了基因上的差异，而

细菌生化型的不同也与基因差异相关。生化反应是细

菌利用自身酶系统分解、同化底物的能力，同一亚种

细菌不同株之间也会有差异。本研究中，24 株 C. jejuni

分成了 19个生化型，其中 CJ05 和 CJ06，CJ13、CJ14

和 CJ15，CJ21、CJ22 和 CJ24分别具有相同的生化型，

而这些具有相同生化型的菌株通过 ERIC-PCR 分型并

不不是都具有相同的基因型，其中 CJ13 和 CJ15具有

相同的基因型且与 CJ14 之间的相似性大于 0.93，而

其余菌株之间的基因相似性都小于 0.80，这表明

ERIC-PCR 方法可以显示相同生化型的菌株之间基因

上的差异性。本实验建立的 ERIC-PCR 分型方法将 24

株 C. jejuni 分为22 个基因型，其型别较生化型多。另

外，ERIC-PCR 分型中同一样品来源菌株的相似性基

本都大于 0.80，与菌株之间的相似性大于 0.80时，菌

株可能来源于同一来源或是同一株菌的理论是一致

的，这表明 ERIC-PCR 可以用于 C. jejuni 的溯源分析，

而利用生化分型进行溯源有一定的难度。 

3.5  本研究表明，ERIC-PCR 分型方法的分辨力和分

型溯源能力优于生化分型，且具有稳定、简便的优点，

可用于本实验室食品污染调查分离到的 C. jejuni菌株

的遗传多样性研究和溯源研究，在 C. jejuni分型研究

方面具有一定的应用前景。 
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