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GeXP多重PCR法同时检测5种致泻性大肠埃希菌

陈建才，陈鸿鹄，张云怡，张俊彦，张政，潘军航，占利

浙江省疾病预防控制中心微生物所，浙江 杭州 310051

摘要：目的 基于GeXP多重基因表达遗传分析系统，建立快速、同时检测5种致泻性大肠埃希菌的方法。方法 根据

肠产毒性大肠埃希菌（ETEC）、肠侵袭性大肠埃希菌（EIEC）、肠致病性大肠埃希菌（EPEC）、肠集聚性大肠埃希菌

（EAEC）和肠出血性大肠埃希菌（EHEC）的12种毒力基因的保守序列设计特异性引物，用单组引物分别进行PCR扩

增，验证单模板单引物PCR的特异性。分别以5种致泻性大肠埃希菌基因组DNA为模板，每个体系中混合12种引物进

行PCR扩增，验证单模板多重PCR的特异性。采用GeXP多重PCR分别扩增 106、105、104、103 CFU/mL的 5种致泻性

大肠埃希菌混合菌悬液DNA模板，分析该方法的灵敏度。用购自超市和农贸市场的食品制作 34份加标样品，采用

GeXP多重PCR鉴定 5种致泻性大肠埃希菌，并与多重实时荧光PCR检测试剂盒检测结果比较。结果 单模板单引物

PCR产物中，12种毒力基因 sth、pic、bfpB、astA、lt、escV、aggR、stx1、uidA、invE、stx2、stp扩增片段大小与设计相

符，荧光信号值良好，均在25 000 A.U.以上。GeXP单模板多重PCR体系中，5种致泻性大肠埃希菌的12种毒力基因

PCR产物片段大小与设计相符，特异性良好。菌液浓度为103 CFU/mL时，GeXP多重PCR可同时检测出12种毒力基因，

荧光信号强度良好，重复检测结果相同，变异系数<10%。采用GeXP多重PCR检测 34份加标样品，检出ETEC 3株，

EAEC 12株，EIEC、EPEC和EHEC各 1株，与商品化的 5种致泻性大肠埃希菌多重实时荧光PCR检测结果一致。结

论 本研究建立了一种同时检测5种致泻性大肠埃希菌12种毒力基因的GeXP多重PCR方法，可用于致泻性大肠埃希菌

的临床鉴别诊断及流行病学调查研究。
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A rapid GeXP-based multiplex reverse transcription-PCR assay for
simultaneous detection of 5 subtypes of diarrheogenic Escherichia coli

CHEN Jiancai, CHEN Honghu, ZHANG Yunyi, ZHANG Junyan, ZHANG Zheng, PAN Junhang, ZHAN Li
Department of Microbiology，Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou, Zhejiang 310051, China

Abstract: Objective To establish a rapid GeXP-based multiplex reverse transcription-PCR assay (GeXP assay) for si⁃
multaneous detection of 5 subtypes of diarrheogenic Escherichia coli. Methods Specific primers were designed accord⁃
ing to reserved sequences of 12 virulence genes in enterotoxigenic E. coli (ETEC), enterinvasive E. coli (EIEC), entero⁃
pathogenic E. coli (EPEC), enteroaggregative E. coli (EAEC) and enterohemorrhagic E. coli (ETEC), and PCR amplifica⁃
tion was performed with a single pair of primers to validate the specificity of PCR assay with a single template and a
single pair of primers. The specificity of the GeXP assay was evaluated with the genomic DNA of 5 subtypes of diar⁃
rheogenic E. coli as the template in a mixture of 12 pairs of primers, and the sensitivity of the GeXP assay was evalu⁃
ated with the mixed suspensions of 5 subtypes of diarrheogenic E. coli at concentrations of 106, 105, 104 and 103 CFU/mL
as the template. Foods purchased from supermarkets and agricultural retail markets were prepared into 34 spiked sam⁃
ples, and 5 subtypes of diarrheogenic E. coli were detected using the GeXP assay and compared with the fluorescent re⁃
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al-time multiple PCR assay. Results The sizes of sth, pic, bfpB, astA, lt, escV, aggR, stx1, uidA, invE, stx2 and stp

genes amplification products were consistent with expected sizes using a single template and a single pair of primers,
with a fluorescent signal intensity of more than 25 000 A.U. The sizes of the GeXP assay amplification products of 12
virulence genes in 5 subtypes of diarrheogenic E. coli were consistent with expected sizes, with a high specificity. If
the concentration of the mixed suspensions of 5 subtypes of diarrheogenic E. coli was 103 CFU/mL, the GeXP assay was
effective for simultaneous detection of 12 virulence genes, with a high fluorescent signal intensity, consistent repeated de⁃
tection results and a less than 10% coefficient of variation. The GeXP assay detected 3 ETEC isolates, 12 EAEC iso⁃
lates, one EIEC isolate, one EPEC isolate and one EHEC isolate among the 34 spiked samples, which was in agree⁃
ment with the detection of 5 subtypes of diarrheogenic E. coli with commercial fluorescent real-time multiple PCR as⁃
say kits. Conclusion A GeXP assay has been successfully established for simultaneous detection of 12 virulence genes
in diarrheogenic E. coli, which is effective for clinical differential diagnosis and epidemiological surveys of diarrheogenic
E. coli.

Keywords: GeXP assay; diarrheogenic Escherichia coli; virulence gene; multiplex reverse-transcription PCR assay

致泻性大肠埃希菌是引起感染性腹泻的主要食源

性病原菌之一［1］，近年来，浙江省由该细菌引起的

食源性疾病有上升趋势，严重危害人群尤其是儿童的

健康［2-6］。根据致病性的不同，致泻性大肠埃希菌分

为肠产毒性大肠埃希菌 （enterotoxigenic Escherichia
coli，ETEC）、肠侵袭性大肠埃希菌 （enteroinvasive
Escherichia coli， EIEC）、 肠 致 病 性 大 肠 埃 希 菌

（enteropathogenic Escherichia coli，EPEC）、肠集聚性

大 肠 埃 希 菌 （enteroaggregative Escherichia coli，

EAEC） 和肠出血性大肠埃希菌 （enterohemorrhagic
Escherichia coli，EHEC）。目前主要采用 PCR 检测多

种毒力基因鉴别这 5 种致泻性大肠埃希菌，但普通

PCR 通量低，耗时长，样品需求量大，荧光定量

PCR 检测中不同的标记荧光间会互相影响，4 重以上

体系优化困难，对模板的需求量较大，不适合珍贵样

品的检测。GeXP 技术基于 GeXP 多重基因表达遗传

分析系统，可将多重 PCR 和毛细管电泳巧妙结合，

采用荧光标记的通用引物与特异性嵌合引物引发多重

体系扩增，将多重 PCR 转变成 2 种引物的反应过

程，可在同一 PCR 反应体系进行高通量、高灵敏度

和高特异性的检测。本研究基于 GeXP 技术建立同时

检测 5 种致泻性大肠埃希菌 12 种毒力基因的方法，

现报道如下。

1 材料与方法

1.1 菌株 EPEC、EIEC、ETEC、EHEC 和 EAEC
菌株均来源于浙江省疾病预防控制中心。

1.2 仪器与试剂 细菌基因组 DNA 提取试剂盒购

自天根生化科技有限公司。GeXP 多重基因表达遗传

分析系统分子量标尺 （DNA Size Standard - 400，
DSS-400），上样缓冲液，分离胶和分离缓冲液均购

自美国贝克曼公司。5 种致泻性大肠埃希菌多重实时

荧光 PCR 检测试剂盒购自卓诚惠生。

1.3 方法

1.3.1 DNA 提取 采用细菌基因组 DNA 提取试剂

盒提取 5 种致泻性大肠埃希菌菌液基因组 DNA，

于-20 ℃保存备用。

1.3.2 引物设计 根据 GenBank 中 5 种致泻性大肠

埃希菌 12 种毒力基因的保守区序列，通过 GeXP 自

带引物设计系统设计特异性引物，见表 1。引物由

杭州擎科生物科技有限公司合成，采用聚丙烯酰胺

凝胶电泳（polyacrylamide gel electrophoresis，PAGE）
纯化。

1.3.3 毛细管电泳试验 将 1 µL PCR 产物和 30 µL
SLS+DSS-400 混合液混合后进行 GeXP 毛细管电泳

分析。采用仪器默认分析参数对毛细管电泳结果进行

片段分析［7］：进样电压 2.0 kV，时间 15 s；分离电

泳电压 4.8 kV，时间 60 min。
1.3.4 单模板单引物基因特异性验证试验 以致泻性

大肠埃希菌 DNA 为模板，双蒸水为阴性对照，分别

混合模板上对应毒力基因的单引物，采用 GeXP 技术

进行 PCR 扩增，PCR 反应体系：Ex Taq 0.125 µL，
10× 缓冲液 2.5 µL，dNTP 混合液 2 µL，上、下游引

物（10 µmol/µL） 3 µL，模板 DNA 2 µL，灭菌双蒸

水补至 25 µL。PCR 反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃
30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃
5 min。对 PCR 产物进行 GeXP 毛细管电泳分析。

1.3.5 GeXP 多重 PCR 体系建立及单模板特异性验

证试验 分别以 5 种致泻性大肠埃希菌基因组

DNA 为模板，双蒸水作为阴性对照，每个体系中

混合 12 种引物进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：Ex
Taq 0.25 µL，5×缓冲液 10 µL，25 mmol/L MgCl2 溶
液 1.5 mmol，dNTP 混合液 1 µL，上、下游嵌合引

物混合物（1 µmol/µL） 6 µL，上、下游通用序列引
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物（10 µmol/µL） 2 µL，模板 DNA 1 µL，灭菌双蒸

水补至 50 µL。PCR 反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃
30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，10 个循环；95 ℃ 30 s，
65 ℃ 30 s， 72 ℃ 30 s， 10 个循环； 95 ℃ 30 s，
48 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，20 个循环；72 ℃ 5 min。对

PCR 产物进行 GeXP 毛细管电泳分析。

1.3.6 GeXP 多重 PCR 的灵敏度分析 将浓度为

106 CFU/mL 的 5 种致泻性大肠埃希菌的混合菌悬液

进行 10 倍梯度稀释至浓度分别为 106 、105 、104 和

103 CFU/mL，进行基因组 DNA 提取。采用 1.3.5 的

GeXP 多重 PCR 方法进行特异性验证并进行 GeXP
毛细管电泳分析，确定其最低检测限。每个梯度浓度

均在非同日重复 3 次。

1.3.7 GeXP 多重 PCR 检测加标样品 从超市和农

贸市场采购食品样品 34 份，包括猪肉 10 份、鸡肉

10 份、牛肉 7 份和凉拌菜 7 份。加入由浙江省疾病

预防控制中心提供的未知菌株和 5 种致泻性大肠埃希

菌菌悬液 103 CFU/mL，均质。每种食物样品取 25 g，
加入营养肉汤 225 mL，均质，36 ℃培养过夜。取

1.5 mL 培养物进行基因组提取，分别采用 1.3.5 的

GeXP 多重 PCR 方法和 5 种致泻性大肠埃希菌多重

实时荧光 PCR 检测试剂盒进行 DNA 检测。根据

GB 4789.6—2016《食品安全国家标准 食品微生物学

检验 致泻大肠埃希氏菌检验标准》，通过检测菌种包

含的毒力基因鉴定致泻性大肠埃希菌型别。

2 结 果

2.1 GeXP 单模板单引物 PCR 结果 单模板单引物

PCR 产物中，毒力基因 sth 片段大小为 190～192 nt，
pic 为 199～201 nt， bfpB 为 213～215 nt， astA 为

223～225 nt， lt 为 232～234 nt， escV 为 240～
242 nt，aggR 为 254～256 nt，stx1 为 278～280 nt，
uidA 为 286～288 nt， invE 为 295～297 nt， stx2 为

307～309 nt，stp 为 318～320 nt。见图 1。扩增片段

大小与设计相符，信号值均在 25 000 A.U. 以上，阴

性对照信号值低于 2 000 A.U.，无显著条带。

2.2 GeXP 单模板多重 PCR 体系特异性验证结果

GeXP 单模板多重 PCR 体系中，5 种致泻性大肠埃希

表 1 5 种致泻性大肠埃希菌 12 种毒力基因 GeXP 特异性引物及其相关信息

Table 1 The specific primers for 12 virulence genes of 5 diarrheogenic Escherichia coli for the GeXP assay

基因Gene
escV

bfpB

stx1

stx2

lt

stp

sth

invE

astA

pic

aggR

uidA

引物序列Primer sequence（5'- 3'）
F：AGGTGACACTATAGAATAACGCTGAATTCCGCGAGACTGG
R：GTACGACTCACTATAGGGAGCATTTAGCCTCGCATACGG
F：AGGTGACACTATAGAATATGTCTTCGAGACACCCCTGTAGG
R：GTACGACTCACTATAGGGATTCATCTTGAACTGATCAACA
F：AGGTGACACTATAGAATAGTTGATGCTCAAAACCCCACGAAG
R：GTACGACTCACTATAGGGAAGAAAGTGTCGCAAGCTCTGTA
F：AGGTGACACTATAGAATACTACGGCCTCAAAACAGAACCA
R：GTACGACTCACTATAGGGACGACATACATCGGAATTCAGTAA
F：AGGTGACACTATAGAATAAGCCTTACATCGCTGTATTGGTTG
R：GTACGACTCACTATAGGGATCTTCAACCAAGACATGACAG
F：AGGTGACACTATAGAATATCTGTGCTGGTTTTTATTCCG
R：GTACGACTCACTATAGGGACACTTCCAAGTCCGTACAATG
F：AGGTGACACTATAGAATACGCCATCCCAAGAGTTGAGG
R：GTACGACTCACTATAGGGATCTTTTAGAACTCGGTTCAT
F：AGGTGACACTATAGAATATTTCCCAGAGTCCCATTGACAGG
R：GTACGACTCACTATAGGGATCCATCGTCCGTACTCGGT
F：AGGTGACACTATAGAATATTGCTGGTGTTTGCTGGTGG
R：GTACGACTCACTATAGGGACATTGTCCGCGGCGTGTTG
F：AGGTGACACTATAGAATATTTATAGATCAGGACCATGCTTTT
R：GTACGACTCACTATAGGGACGTTGGAATGTCCCGGCTAATG
F：AGGTGACACTATAGAATAGCATCAACATAATTTCAACTT
R：GTACGACTCACTATAGGGATTCCATAAAGTCCGTGTTTTC
F：AGGTGACACTATAGAATATCGTGAACACAAGACTCAAGTATT
R：GTACGACTCACTATAGGGAGCAATCCGTTACTGTTTCACTT

产物长度 Product length/nt
241

214

279

308

233

319

191

296

224

200

255

287
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菌的 12 种毒力基因 PCR 产物片段大小与设计相符，

毒力基因均得到有效扩增。每个反应只出现特异信

号，无交叉反应，特异性良好。见图 2。
2.3 GeXP 多重 PCR 体系灵敏度分析结果 菌液浓

度为 103 CFU/mL 时，GeXP 多重 PCR 体系中 12 种

毒力基因均可被同时检测到，荧光信号强度良好。每

个浓度的 3 次非同日重复检测结果相同，变异系数<

10%。见图 3。
2.4 GeXP 多 重 PCR 检 测 加 标 样 品 结 果 采用

GeXP 多重 PCR 体系检测 34 份加标样品，其中

ETEC 3 株，EAEC 12 株，EIEC、EPEC 和 EHEC
各 1 株，与商品化的 5 种致泻性大肠埃希菌多重实

时荧光 PCR 检测结果一致。

3 讨 论

本研究采用 GeXP 多重基因表达遗传分析系统成

功建立了一种多重 PCR 方法，能够同时、快速、灵

敏并高通量地鉴别 5 种致泻性大肠埃希菌。目前，

临床已知的致泻性大肠埃希菌毒力基因有 12 种，全

面检测相关毒力基因才能准确评估细菌致病性，确定

致病型。GeXP 技术基于特有的扩增和检测策略，能

维持样品中不同基因的比例，克服传统多重 PCR 中

基因扩增效率差异导致的目的基因扩增不均和假阴性

问题，大幅提高了检测的速度和灵敏度，特别适用于

致泻性大肠埃希菌的多毒力基因检测。由于以上优

点，GeXP 已经被用于多种肝癌相关长非编码 RNA、
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图 1 GeXP 单模板单引物 PCR 的特异性验证结果

Figure 1 The specificity results of the GeXP assay with a single template and a single pair of primers
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图 2 GeXP 多重 PCR 体系单模板特异性验证结果

Figure 2 The specificity results of the GeXP assay with a single template
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图 3 GeXP 多重 PCR 体系混合模板灵敏度分析结果

Figure 3 The sensitivity results of the GeXP assay with multiplex templates
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肉及肉制品中 6 种致病菌，以及 9 种禽流感病毒等

的多重快速检测［8-11］。

本研究的 12 对引物在设计时经比对验证避免形

成引物二聚体，单模板单引物基因特异性验证结果均

为单一信号，引物特异性良好。单模板多重 GeXP 引

物特异性验证结果仅出现特异信号，无交叉反应，而

GeXP 多重 PCR 体系在 103 CFU/mL 水平可以同时检

测到 5 种致泻性大肠埃希菌的 12 种毒力基因。有研

究显示，利用 GeXP 多重 PCR 体系检测多模板，随

着样品菌液浓度降低，数值较高的 PCR 产物信号值

下降明显，而数值较低的产物信号值下降缓慢［12-13］，

可能是由于在高浓度菌悬液中，峰值高的信号峰抑制

了峰值低的信号峰［14-15］。本研究中 GeXP 多重 PCR
方法的加标样品验证结果与商品化的 5 种致泻性大

肠埃希菌多重实时荧光 PCR 试剂盒检测结果一致。

该商品化试剂盒的研发基于 GB 4789.6—2016《食品

安全国家标准 食品微生物学检验 致泻大肠埃希氏菌

检验标准》。因此，本研究建立的 GeXP 多重 PCR 方

法为致泻性大肠埃希菌的临床鉴别诊断以及后续治疗

提供了可靠的依据，并对其流行病学调查研究提供有

力的工具。
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