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摘要 : 为了探索通用引物 PCR 方法在地表水病原细菌检测中的应用价值 ,利用 16S rRNA 基因的高度保守性 ,设计并合成细菌

的通用引物 ,采用合成的引物扩增参考菌株及西安市区不同地表水样 ,并对 PCR 产物分别进行序列测定及序列同源性分析 ,

同时检测水样中的细菌总数和粪大肠杆菌浓度. 结果显示 ,通用引物扩增 4 种参考菌株 ,320 bp 处均可得到清晰的电泳条带 ,

其特异性通过序列测定及同源性分析得到进一步验证 ;通用引物 PCR 可检出 250 ngΠL的埃希氏大肠杆菌标准菌株 DNA ,其

PCR 检测的灵敏度可达 01275 CFUΠmL ;用通用引物对西安市区不同地表水样进行 PCR 扩增 ,其中　河、兴庆湖、大唐芙蓉园北

湖、北石桥污水处理厂出水样品 320 bp 处都得到了清晰的电泳条带 ,而黑河水样没有条带 ;与之相对应的粪大肠杆菌群检测

结果显示 ,只有北石桥污水处理厂出水和兴庆湖水样有粪大肠杆菌检出.
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Abstract : In order to investigate the application values of polymerase chain reaction (PCR) technique in detection of pathogenic bacteria in

surface water , the universal primers were designed and synthesized according to the high conversation of 16S rRNA gene. The DNA of bacteria

from several water bodies and secondary effluent in the urban area of Xi’an City were extracted and then amplified with the primers , and

sequencing and homology analyses of the PCR production were conducted. As a result , the PCR products of the 4 reference strains were

identified at 320 bp on the electrophoregrams , and they were further verified by sequencing and homology analyses. The detection limit of the

total DNA of E. coli reference strain was about 250 ngΠL and the sensibility of PCR detection was up to 01275 CFUΠmL. Regarding different

water samples , limpid electrophoresis strips were identified at 320 bp for 1 river and 2 lakes in the urban area , as well as the secondary effluent

from a domestic wastewater treatment plant , all of which are believed to be under the influence of domestic pollution , while no strip was

identified for another river water which is the well protected source for potable water supply. Bacteria enumeration was also conducted by

conventional culture method for comparison. Regarding fecal coliform , it was only detected from the secondary effluent and a polluted lake.
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　　城市污染的加重使更多未经处理的污水直接排 放到地表环境 ,从而引发人类多种疾病甚至死亡 ,这

在发展中国家尤为严重. 尤其是通过水域传播的疾

病 ,如伤寒 ,霍乱 ,旅行中常见的腹泻等 ,都是由致病

细菌引起的. 由此 ,水域性病原菌的常规监测 ,对于公

共健康来说非常重要. 但由于缺乏精确和费用低廉的

检测方法 ,使得预防和控制水域传染病暴发受到阻碍.
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对于水体中病原菌的检测主要基于选择性培养

和标准的生物化学方法. 但这些方法存在一系列的

缺陷 : ①水体中的病原细菌通常含量很少 ,取样和计

数过程可能导致较大误差[1 ]
; ②细菌培养方法通常

费时、费力 ,检测单一 ; ③环境中的病原微生物 ,有些

很难培养甚至不能培养 ,却仍然能致病[2 ] . 传统方法

采用埃希氏大肠杆菌作为粪便污染的指示生物 ,但近

年来该方法也遭到质疑. 流行病学资料表明 ,埃希氏

大肠杆菌或粪大肠杆菌与志贺氏痢疾杆菌、霍乱弧

菌、沙门氏菌等其他病原菌引起的水域传染病没有直

接联系[3 ]
.这些病原菌都有潜在的致病风险 ,却没有

被列入常规水质评价指标之内. 很明显 ,传统的水质

检测方法不仅落后 ,更重要的是不能为公共健康提供

可靠的保护.近年来发展起来一系列免疫学方法 ,用

于检测沙门氏菌[4 ] 、霍乱弧菌[5 ] 等病原菌. 遗憾的是

这些方法的灵敏度不稳定 ,并且影响因素很多. 而基

于 PCR 的方法发展迅速 ,先后产生了核酸探针和 PCR

扩增方法 ,免疫捕捉 PCR ,实时 PCR ,多重 PCR 等方

法[6 —8]
.但这些方法或者检测单一 ,或者过程复杂 ,或

者花费昂贵 ,而不能用于实验室常规检测.

设计通用引物进行 PCR 检测的方法 ,已在医学

界和生物界得到应用 ,这种方法只需设计一对引物 ,

即可完成某一大类微生物的综合检测[9 —11]
. 但是 ,该

方法还没有应用到水环境病原菌的检测中. 笔者旨在

探索用通用引物 PCR 方法快速检测地表水中的多种

病原菌 ,为进一步对水体进行风险评价奠定基础.

1 　材料和方法
1. 1 　参考菌株与培养基

痢疾、霍乱、伤寒、肠炎是常见的水域传染病 ,针

对这 些 疾 病 选 用 志 贺 氏 痢 疾 杆 菌 ( Shigella

dysenteriae ) , 霍乱弧菌 ( Vibrio cholerae ) , 沙门氏菌

( Salmonella typhrmurium ) 和 埃 希 氏 大 肠 杆 菌

( Escherichia coli)作为参考菌株. 菌株由陕西省微生

物研究所提供. 培养基为固体 LB 培养基 (10 gΠL蛋
白胨 ,5 gΠL NaCl ,5 gΠL酵母浸膏 ,115 gΠL琼脂粉) 和

LB 肉汤培养基 (10 gΠL蛋白胨 ,5 gΠL NaCl ,5 gΠL酵母

浸膏) .

1. 2 　地表水样

选取西安市区 5 处地表水进行采样 ,采样断面

分别设置在出水区 (兴庆湖和大唐芙蓉园北湖) 、出

水口 (黑河进入曲江水厂处) 、排污区下游 ( 河) 以

及污水处理厂二级出水口 (北石桥污水处理厂) ,采

样位点为水深 1Π2 处 ,每月取样 2 次. 表 1 列出了 5

个水样的性质和所在的位置.

表 1 　地表水样的水体性质

Table 1 　Characteristics of surface water samples

水体 位置 水体用途 备注
河 市区 纳污水体 不定期受到严重污染

黑河 市郊 供水水源 受到良好保护
兴庆湖 市区 景观用水 曾受到严重污染 ,正在治理

北石桥污水处理厂 市区 二级出水 未消毒
北湖 (大唐芙蓉园) 市区 景观用水 新建景观用水

1. 3 　细菌 DNA 的提取

参考菌株培养液或地表水水样用灭菌离心管离

心 (5 000 rΠmin ,10 min)后 ,弃去上清液 ;沉淀用 1 mL

无菌水重悬 ;细菌 DNA 的提取方法[12 ] 为 :加入1. 08

mL 的 DNA 提取液 ,8μL 蛋白酶 K,37 ℃下水浴 30

min ;在混合液中加入0. 12 mL 10 % (质量分数) 的

SDS ,65 ℃水浴 1 h ;离心 (5 000 rΠmin ,10 min)后取上

清 ;上清液中加入0. 6 mL 的氯仿Π异戊醇 ( V (氯仿) ∶

V (异戊醇)为 24∶1) ,振荡混匀 ,离心 (5 000 rΠmin ,10

min) ; 取上清液后 , 加入 016 倍体积的异丙醇 ,

- 20 ℃沉淀 20 min 后 ,离心 (10 000 rΠmin ,10 min) ;

弃去异丙醇 ,加入0. 3 mL 70 % (体积分数) 的乙醇 ,

振荡 ,离心 (8 000 rΠmin ,5 min) ;吹干乙醇 ,加入 30

μL 无菌水重悬. 提取的 DNA 用于 PCR 分析.

1. 4 　引物的设计和合成

以细菌 16S rRNA 基因为靶序列 ,根据细菌 16S

rRNA 基因的高度保守性 ,设计志贺氏痢疾杆菌

( Shigella dysenteriae) ,霍乱弧菌 ( Vibrio cholerae) ,沙

门氏菌 ( Salmonella typhrmurium ) 和埃希氏大肠杆菌

( Escherichia coli)的通用引物 ,设计的通用引物序列

如下 :5′2aaggcgacgatccctagctggtctgagaggatgaΠc23′(246～

280 bp , E. coli 16S rRNA) ; 5′2gcttgccagtatcagatgcagttcc

caggttgagc23′(521～556 bp , E. coli 16S rRNA) . 引物

由上海申能博彩公司合成.

1. 5 　PCR 扩增和 PCR 产物分析

PCR 扩增反应体系总体积 50μL ,内含 dNTP 012

mmolΠL ,Taq DNA 聚合酶 115 U ,1 ×PCR Buffer ,210

mmolΠL MgCl2 ,上下游引物分别为 011 mmolΠL ,DNA

模板 2μL. PCR 扩增条件如下 : 94 ℃变性 5 min ,

94 ℃30 s , 72 ℃ 30 s , 55 ℃ 30 s ,共 35 个循环 ,

72 ℃延伸 5 min. 阴性对照中 ,用灭菌双蒸水代替

DNA 模板. PCR 产物通过 2 % (质量分数) 的凝胶电

泳分析 (含 0. 5 mgΠmL溴化乙啶) ,用凝胶成像系统

1 000 (Bio - Rad)成像. PCR 产物回收纯化 ( PCR 回收

试剂盒 ,华美生物工程公司产品) 后 ,送至上海申能

博彩公司测序 ,序列测定结果用 DNA - STAR 软件
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(Perkin Elmer , Norwalk ,Conn ,USA)进行同源性分析.

1. 6 　PCR 灵敏度试验

用LB 培养基平板计数法测得埃希氏大肠杆菌

培养液中的细菌浓度. 将培养液用灭菌蒸馏水梯度

稀释 ,稀释后的菌液离心 (7 000 rΠmin ,20 min) 后 ,回

收菌体 ,并用灭菌蒸馏水洗涤 3 次 ,用苯酚 - 氯仿提

取 DNA. 然后 ,对各个稀释度的 DNA 进行通用引物

PCR 扩增 ,研究用通用引物 PCR 方法的细菌检测底

限.同样 ,取 215 mgΠL埃希氏大肠杆菌染色体 DNA ,

用灭菌蒸馏水梯度稀释后 ,用通用引物进行 PCR 扩

增. 研究通用引物 PCR 扩增的灵敏度.

1. 7 　细菌总数和粪大肠杆菌计数

细菌总数 :将水样梯度稀释 ,选取合适的稀释度

接种到LB 固体培养基上 ,37 ℃恒温培养 24 h.

粪大肠杆菌 :选取适量的水样 ,经 0145μm 微孔

滤膜抽滤 ,细菌被截留在膜上 ,将该滤膜贴于 M -

FC培养基上 (10 gΠL胰胨 ,5 gΠL蛋白胨 ,3 gΠL酵母浸

膏 ,5 gΠL氯化钠 ,1215 gΠL乳糖 ,115 gΠL胆盐 3 号 ,1 %

(质量分数)苯胺蓝水溶液 10 mL ,1 % (质量分数)玫

瑰色酸水溶液 10 mL) ,4415 ℃恒温培养 24 h ,粪大

肠杆菌群菌落在 M - FC培养基上呈蓝色或蓝绿色 ,

记数呈蓝或蓝绿色的菌落 ,计算出每 L 水样中的粪

大肠杆菌群数.

2 　结果
2. 1 　通用引物的设计

将 114 节所设计的通用引物序列提交 Genebank

进行同源性比对 ,BLAST结果 (略)显示 ,与通用引物

互补的序列绝大多数是参考菌株不同株系的 16S

rRNA 基因片段 ,也有极少量未知菌株的核酸序列.

表明所设计的通用引物对这 4 种参考菌株表现出极

高的特异性.

2. 2 　通用引物 PCR 扩增

以 4 种参考菌株的总 DNA 为模板 ,利用通用引

物进行 PCR 扩增 ,产物经凝胶电泳分析 ,在 320 bp

处均得到了清晰的电泳条带 ,如图 1 所示. 扩增产物

经纯化后进行核酸序列测定. 测序结果与 Genebank

中 4 种病原菌的 16S rRNA 的基因序列比较 ,其相似

度在 99 %以上. 结果证明 ,该通用引物对目标基因

片段有很好的特异性 ,能够用于特异性检测 4 种目

标菌株.

2. 3 　通用引物 PCR 条件优化

影响目标基因序列 PCR 扩增的特异性和灵敏度

的因素有很多 ,如退火温度 ,引物浓度 ,MgCl2 浓度 ,延

菌株 :M—DNA 标记 ;1 —Shigella dysenteriae ;2 —Vibrio cholerae ;

3 —Salmonella typhrmurium ;4 —Escherichia coli ;5 —阴性对照

图 1 　4 种参考菌株通用引物 PCR扩增结果

Fig. 1 　PCR amplification results of the four reference strains

伸时间以及 Taq 聚合酶的用量和质量等[13]
.优化的目

的是使 PCR 扩增的特异性增强、敏感性提高.

通过对 3 种 Taq 聚合酶的 PCR 试验比较得出 ,

Hotstar Taq 聚合酶 (Qiagen 公司)的效果最好 ,非特异

性条带最少 (结果略) . 同时 ,用埃希氏大肠杆菌

( Escherichia coli)的 DNA 模板试验了最佳引物浓度 ,

MgCl2 浓度和 PCR 延伸时间 ,结果如图 2 所示. 图 2

(a)为 c (引物)分别为 015 ,110 和 115μmolΠL时得到

不同亮度的电泳条带. 结果显示 ,最佳 c (引物) 为 1

μmolΠL.图 2 (b) 为加入 c (MgCl2 ) 分别为 110 ,210 和

310 mmolΠL时得到的电泳条带. 结果显示 , c (MgCl2 )

为 210 mmolΠL时最为理想. 图 2 (c) 为延伸时间分别

为 015 ,110 和 115 min 时得到的电泳条带. 结果显

示 ,最佳延伸时间为 110 min.

2. 4 　通用引物 PCR 检测灵敏度试验

经过平板计数 ,计算出埃希氏大肠杆菌参考菌

株细菌培养液中细菌浓度为 2175 ×10
4

CFUΠmL. 对

菌液进行梯度稀释后 , 回收细菌并提取细菌总

DNA. 各稀释度通用引物 PCR 扩增结果如图 3 所示.

埃希氏大肠杆菌的最低检测限为 2175 ×10
- 1

CFUΠ
mL (见图 3 (a) ,第 6 泳道) ;将 215 mgΠL埃希氏大肠

杆菌总 DNA 用灭菌蒸馏水梯度稀释后 ,用通用引物

进行 PCR 扩增 ,结果显示 ,细菌总 DNA 的通用引物

PCR 检测限是 250 ngΠL (见图 3 (b) ,第 5 泳道) . 4 次

试验都得到了同样的结果.

2. 5 　不同地表水样的通用引物 PCR 检测与传统细

菌学分析

根据以上建立的通用引物 PCR 病原细菌检测

方法 ,对西安市 5 处地表水样 (采样点见表 1) 进行

了通用引物 PCR 检测 ,同时还检测了水样的细菌总

数和粪大肠杆菌数量作为比较. PCR 检测结果如图

4 所示 ,结果表明 ,5 个水样中除了 2 号水样以外 ,其

余 4 个水样都得到阳性信号. 阳性信号从强到弱依
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图 2 　PCR扩增条件优化试验结果

Fig. 2 　PCR amplification condition optimizing results

图 3 　通用引物 PCR灵敏度检测

Fig. 3 　The PCR sensibility detection of the universal primer

次是 4 号 > 3 号 > 1 号 > 5 号 ,反映了 4 个水样受病

原细菌污染的程度不同. 对西安市 5 处地表水样的

传统细菌学的检测结果如图 5 所示 ,结果表明 ,5 个

水样的细菌总数由多到少依次为 4 号 > 1 号 >

5 号 > 3 号 > 2 号 ,对于粪大肠杆菌 ,只从 3 号和 4 号

水样两处地表水中检测到 ,其余 3 个水样均未检测

到粪大肠杆菌.

采样点 :ck - —阴性对照 ;1 —　河 ;2 —黑河 ;

3 —兴庆湖 ;4 —北石桥污水处理厂 ;

5 —北湖 (大唐芙蓉园) ;ck + —阳性对照

图 4 　不同地表水样病原细菌 PCR检测结果

Fig. 4 　PCR detection results of surface water sample

采样点 :1 —　河 ;2 —黑河 ;3 —兴庆湖 ;

4 —北石桥污水处理厂 ;5 —北湖 (大唐芙蓉园)

图 5 　不同地表水样中细菌总数以及

粪大肠杆菌检测结果

Fig. 5 　Enumeration of total bacteria and faecal

coliform in surface water samples

　　从图 5 可见 ,2 号水样的细菌学水质指标较好 ,

细菌总数不到1 000 CFUΠmL ,没有检测到粪大肠杆

菌 ,PCR 检测结果呈阴性. 该水样取自受到良好保护

的供水水源 ———黑河. 4 号水样采自生活污水处理

厂未经消毒的二级出水 ,PCR 方法扩增出来的条带
最亮 ,并且细菌总数和粪大肠杆菌浓度都很高 (分别

为210 ×10
4 和 017 CFUΠmL) . 3 号水样 PCR 分析出的

条带也很亮 ,检测到的粪大肠杆菌浓度较高 (0155

CFUΠmL) ,该水样取自兴庆湖 ,该湖曾受到生活污废

水的严重污染 ,不久前进行过清污 ,加强了污染源控

制.但试验结果表明该湖仍然不能满足细菌学水质要

求. 1 号水样采自　河 ,该河有城市污水和工业废水

排入 ,虽然传统方法没有检测到粪大肠杆菌 ,但是细
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菌总数非常高 ,为 116 ×10
4

CFUΠmL ,PCR 分析同样显

示阳性. 5 号水样取自风景区的人工湖 ,与 1 号水样相

比 ,其细菌总数较少 ,PCR 条带的亮度也较弱.

3 　讨论与结论
　　引物设计是 PCR 特异性反应的关键 ,PCR 产物

的特异性取决于引物与模板 DNA 互补的程度[13 ]
.

笔者选用志贺氏痢疾杆菌、霍乱弧菌、沙门氏菌和埃

希氏大肠杆菌这 4 种病原菌作为目标菌株 ,因为这

4 种病原菌可能导致水域传染疾病 ,如痢疾、霍乱、

伤寒和肠胃炎. 根据 4 个目标菌株 16S rRNA 基因的

高保守性设计了这对通用引物. BLAST(Basic Local

Alignment Search Tool)分析结果发现 (序列相似性结

果未显示) ,与通用引物互补的序列大多数是目标菌

株不同株系的 16S rRNA 基因片段 ,同时也存在极少

量未知菌株的核酸序列. 表明所设计的通用引物对

目标菌株表现出很高的特异性 ,用 PCR 扩增均可得

到清晰的电泳条带 ,可以用来检测水体中志贺氏痢

疾杆菌、霍乱弧菌、沙门氏菌和埃希氏大肠杆菌.

PCR 试验的灵敏度同样也很重要. 通过对埃希

氏大肠杆菌的梯度稀释 ,在细菌浓度小于或等于

2175 ×10
- 2

CFUΠmL ,染色体 DNA 浓度小于或等于

25 ngΠL时 ,看不到电泳条带. 因此 ,将检测下限确定

为 2715 ×10 - 2 CFUΠmL 和 250 ngΠL DNA. 通常 ,吸入

的病原菌浓度超过 10 CFUΠmL时会引起传染病[14 ] .

所以可以认为该通用引物的 PCR 实验 ,对于病原风

险评价具有很高的灵敏度. 但是 ,据报道 ,PCR 方法

可以检测到 1～100 ngΠL经提纯的细菌 DNA ,或者

1 ×10
- 2～20 ×10

- 2
CFUΠmL 的细菌数量[15 —16 ]

,比该

实验的灵敏度要高. 对于通用引物 PCR 的检测灵敏

度还需进一步提高.

对于试验选用的 5 处地表水 ,如果单用粪大肠

杆菌作为指示 ,只有 3 号和 4 号水样呈阳性反应而

被认为可能受到病原菌感染. PCR 方法分析的结果

与之相一致 ,即 2 个水样都得到清晰的阳性信号. 因

此 ,可认为 ,受到粪大肠杆菌污染的水样 ,能被该通

用引物检测出来. 而 1 号和 5 号水样虽未检出粪大

肠杆菌 ,但是 PCR 分析得到阳性结果 ,其信号强度

较 3 号和 4 号水样有所减弱 ,尤其是 5 号水样的信

号更弱. 较为合理的解释是 ,这 2 个水样虽未被粪大

肠杆菌污染 ,但仍然受到其他病原菌的侵袭 ,如痢疾

杆菌、霍乱弧菌和沙门氏菌. 2 号水样的细菌总数非

常低 ,粪大肠杆菌检测和 PCR 分析都呈阴性反应 ,

可认为没有受到病原菌的污染.

试验结果可进一步证实 ,粪大肠杆菌或埃希氏

大肠杆菌与病原菌并没有很好的对应关系. 而从公

共健康的角度来看 ,笔者提出的通用引物 PCR 方法 ,

比传统的粪大肠杆菌计数法更能反映水体病原体污

染的实际情况. PCR 方法 ,因为其快速、灵敏可为传统

的病原菌监测提供强有力的补充. 但是 ,目前该方法

还不能替代传统的方法 ,因为可检测到的菌株还有

限 ,定量分析也比较难 ,还需要做进一步研究.
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