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·基础论著·

聚合酶链反应-高分辨率溶解曲线技术在常见

沙门菌分型中的应用研究 
盛翔宇1  张智杰2  薛文成1  周连庆1  梁雪妮1  刘蒙蒙1  孟冬娅1

【摘要】 目的  建立沙门菌的聚合酶链反应-高分辨率溶解曲线（PCR-HRM）分型方法，结合

DNA测序方法，比较PCR-HRM分型方法和血清学分型方法的一致性，评价该方法的临床应用价值。

方法  对全部32株沙门菌，先用传统的血清学分型技术进行分型，然后选择fljB、gyrB和ycfQ 3个基

因为目的基因，用PCR-HRM技术对其进行分型，最后通过扩增上述3个目的基因并测序作为分型的

金标准，比较血清学分型技术和PCR-HRM技术分型的一致率和正确率，分析两种方法不一致的可能

原因。 结果  对32株所测沙门菌，血清学分型技术分出6个血清型，PCR-HRM分型技术分出5个曲线

型，血清学分型技术和PCR-HRM分型技术的一致率为84.4%；以测序结果作为金标准，血清学分型技

术的正确分型率为84.4%，PCR-HRM技术的正确分型率为96.9%，两种方法比较差异尚无统计学意义

（P = 0.156），但在本研究中PCR-HRM技术具有更高的分型正确率。 结论  PCR-HRM分型方法具有

简单、快速、灵敏度高和正确率高的优点，与传统的血清学分型方法具有良好的一致性，在建立标准

操作规程之后，PCR-HRM技术在沙门菌分型中具有良好的应用价值。 
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【Abstract】 Objective  To establish a polymerase chain reaction-high resolution melting curve
（PCR-HRM）typing method for Salmonella, and to compare the consistency of PCR-HRM typing method 
and serological typing method combined with DNA sequencing method, then evaluate the clinical applying 
value of the method.   Methods  Total of 32 cases of Salmonella, typed by traditional serotyping method 
firstly, then selected fljB, gyrB and ycfQ as the target genes and typed by PCR-HRM technique, the three 
target genes were finally amplified and sequenced as gold standard. The consistent rate and correct rate of 
serotyping method and PCR-HRM technique were compared and the possible inconsistent causes of the 
two methods were analyzed.   Results  For 32 cases of tested Salmonella, 6 serotypes were separated by 
serotyping method and 5 curve types were separated by PCR-HRM typing method. The consistency of 
serotyping method and PCR-HRM typing method was 84.4%. After compared with the sequencing results, the 
correct typing rate of serotyping method and PCR-HRM typing method were 84.4% and 96.9%, respectively, 
with no significant differences (P = 0.156), but PCR-HRM typing method had a higher typing accuracy in this 
study.   Conclusions   The simple, fast, sensitive and exact PCR-HRM technique had good consistency with 
traditional serotyping method in Salmonella typing, after established standard operating procedures (SOP), 
PCR-HRM technique had a good applying value in Salmonella typing.
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沙门菌是全球范围内最重要的食物源性病原菌

之一，每年，有上百万的食物中毒和肠热症病例发

生，导致数以万计的患者死亡
[1]
。目前，临床常用

的沙门菌分型方法为细菌培养、生化鉴定加传统的

血清学分型，该方法存在检测周期长，所用试剂繁

多、费时费力和灵敏度低等缺陷，开发新的分型方

法具有广阔的应用前景
[2-4]

。

高分辨率溶解曲线（high-resolution melting-
curve，HRM）分析是近年发展起来的用于单核苷

酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）
和突变检测的技术，可用于DNA序列分析和突变扫

描，从2003年问世以来得到了迅速发展
[5]
。本文对

沙门菌的PCR-HRM分型方法进行探讨，并与传统

的血清学分型方法进行比较，现报道如下。

材料与方法

一、实验菌株  
收集2013年沈阳军区总医院和盛京医院分离

的32株沙门菌，经生化鉴定属于肠炎沙门菌肠炎亚

种，作为实验菌株，见表1。
二、主要设备  
Roche Light Cycler 480实时荧光定量PCR

仪（瑞士罗氏公司）；DY-A电泳仪（上海生化

所），DYY-Ⅲ型电泳仪槽（北京六一仪器厂）。

三、主要试剂   
PCR-HRM试剂：Light  CyclerR480 High 

Resolution Melting Master，Version 06（瑞士罗氏

公司）；沙门菌属诊断血清（丹麦SSI，批号608D-
H6）；琼脂糖凝胶电泳试剂（TaKaRa）。

四、方法

1. 实验菌株的复苏、传代及革兰染色镜检：

从－70 ℃冰箱中取出沙门菌复苏，连续转种3代，

获得抗原结构较稳定的菌株，涂片做革兰染色后镜

检，观察实验菌株的染色性及形态，符合要求的菌

落用于后续实验。

2. 血清学分型：操作方法详见试剂说明书。

3. PCR-HRM分型：（1）引物合成：选择沙门

菌的3个基因（fljB、gyrB和ycfQ）进行三重PCR-
HRM分析。上、下游引物序列

[1]
，产物长度见表

2。引物合成由上海生工生物有限公司完成。          
（2）反应体系：在总体积为20 µl的反应体系

中，PCR-HRM反应混合液包含Master Mix 10 µl，
MgCl2 2.4 µl，gyrB-F和gyrB-R各0.2 µl，fljB-F和
fljB-R各0.15 µl，ycfQ-F和ycfQ-R各0.15 µl，加模板

1 µl，最后加双蒸水5.6 µl补足20 µl[6-7]
。

（3）反应条件：在Light CyclerR480实时荧光

定量PCR仪上PCR-HRM反应程序如下：①95 ℃预

变性10 min。②45个循环的荧光定量Touchdown PCR
程序如下：变性95 ℃、10 s，退火65 ℃、15 s，每

表 1  实验菌株编号及血清学分型、HRM 分型和测序结果

 菌株编号 血清学分型 PCR-HRM 分型    测序结果
1 肠炎 1 肠炎
2 肠炎 1 肠炎
3 肠炎 1 肠炎
4 肠炎 1 肠炎
5 肠炎

a 2 鼠伤寒
6 肠炎

a 2 鼠伤寒
7 鼠伤寒 2 鼠伤寒
8 鼠伤寒 2 鼠伤寒
9 鼠伤寒 2 鼠伤寒
10 肠炎 1 肠炎
11 肠炎 1 肠炎
12 肠炎 1 肠炎
13 肠炎 1 肠炎
14 肠炎 1 肠炎
15 肠炎 1 肠炎
16 婴儿 3 婴儿
17 鼠伤寒 2 鼠伤寒
18 肠炎 1 肠炎
19 鼠伤寒 2 鼠伤寒
20 婴儿 3 婴儿
21 肠炎 1 肠炎
22 肠炎

a 5b
鼠伤寒

23 肠炎 1 肠炎
24 肠炎 1 肠炎
25 肠炎 1 肠炎
26 肠炎 1 肠炎
27 肠炎 1 肠炎
28 伤寒 4 伤寒
29 婴儿 3 婴儿
30 犹太

a 1 肠炎
31 肠炎 1 肠炎
32 拉古什

a 2 鼠伤寒

          注：
a
血清学分型结果与测序结果不相符；

bPCR-HRM 分型结果与测序结果不相符
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循环下降0.5 ℃，至53 ℃，延伸72 ℃、20 s，每次

延伸完成后获取一次荧光信号。③HRM程序如下：

95 ℃、1 min，40 ℃、1 min，60 ℃～95 ℃，每秒上

升0.02 ℃，每上升1 ℃获取25个信号，获得溶解曲

线。④40 ℃冷却10 s，实验完成并关机。

 4. 目的基因测序分析：（1）扩增体系和扩增

程序：将上述3个目的基因（fljB、gyrB和ycfQ）分

别进行扩增，扩增体系如下：反应终体积为20 µl，
包含Master Mix 10 µl，MgCl2 2.4 µl，上游和下游引

物各0.4 µl，加模板1 µl，最后补水5.8 µl至20 µl。
扩增程序如下：①95 ℃预变性30 s。②95 ℃变性

30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，共45个循环。

③40℃冷却10 s。扩增产物送生工生物（上海）进行

测序。

（2）序列比对：将获得的基因序列在PubMed网
站的BLAST中进行序列比对，选择序列相似度最高

的细菌名称作为待测菌株的名称，结合3个基因的比

对结果做出最终判断，以此作为分子分型的金标准。

五、统计学处理  
采用SPSS17.0软件进行统计分析，以测序分析

为金标准，比较血清学分型和PCR-HRM分型的差

异，对计数资料采用四格表的Fisher确切概率法进

行统计学处理，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、血清学分型结果以及PCR-HRM分型结果

和测序结果  
对32株待测菌株，血清学分型分出6个血清型

（见表1）；PCR-HRM分型产生5种HRM曲线型

（见图1和表1），每一条曲线代表一个分型结果，

用曲线型1、2、3、4和5表示，其中曲线型1代表肠

炎血清型，曲线型2代表鼠伤寒血清型，曲线型3代
表婴儿血清型，曲线型4代表伤寒血清型，另外有

一株鼠伤寒血清型产生不同于其他鼠伤寒血清型的

HRM曲线型5（错误分型）；测序结果见表1。
二、PCR-HRM分型方法和血清学分型方法的

比较  
对32株沙门菌，有27株菌两种分型方法结果一

致，一致率为84.4%。共有5株菌两种方法分型结果

不一致，与测序结果对比，这5株菌血清学分型均

不正确，PCR-HRM分型除编号为22的1株鼠伤寒型

产生不同于其他鼠伤寒型的溶解曲线外，其余分型

结果与测序结果相符，血清学分型技术的正确分型

率为84.4%，PCR-HRM分型技术的正确分型率为

96.9%。

三、统计学分析结果  
采用Fisher确切概率法比较血清学分型结果和

PCR-HRM分型结果的差异，四格表资料见表3，P
值为0.156，两种分型方法比较差异尚无统计学意义

（P ＞ 0.05）。

        
讨    论

沙门菌广泛存在于自然界中，主要寄生在人类

和动物肠道内，是一种重要的食物源性细菌
[8]
。目

前，血清学分型方法作为沙门菌传统分型方法的金

标准得到了广泛应用，但该方法有其自身的限制。

表 2  PCR-HRM 分型方法所用引物序列及产物长度

基 因
名称

引物序列（5'→3'） 产物长度
（bp）

fljB F：GTGAAAGATACAGCAGTAACAACG 170R：ACAAAGTACTTGTTATTATCTGCG
gyrB F：AAACGCCGATCCACCCGA 171R：TCATCGCCGCACGGAAG
ycfQ F：GCCTACTCTCTATGCGGAATTCAC 241R：GATATCGCGCGAGGAGGCG

表 3  两种方法对沙门菌的分型结果

血清学分型结果
PCR-HRM 分型结果  合计
正确分型 错误分型

正确分型 27 0 27
错误分型 4 1 5
合计 31 1 32

图 1  32 株沙门菌的 PCR-HRM 曲线图



中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2015年6月 第9卷 第3期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), June 2015, Vol. 9, No.3·  412  ·

首先，通过免疫动物制备的抗血清的特异性和效价

需要良好的保证，即使获得了高质量的抗血清，针

对某些血清型的脂多糖抗原的抗体与肠杆菌科中的

其他细菌也容易产生交叉反应，尤其是大肠埃希

菌，这种交叉反应是无法避免的，由此导致的假阳

性会极大地影响沙门菌的鉴定和分型工作；其次，

血清学分型方法以抗原模式为基础，无法从基因水

平分析菌株之间的相关性，也无法分析菌株间的同

源性；再次，这个方法费时费力，并需要操作熟练

的技术员进行实验
[9]
。

高分辨率溶解曲线（HRM）技术从2003年
问世以来得到了迅速发展，它可用于SNP及突变

检测。HRM技术优势显著，其费用较低，简单方

便；全程闭管操作可避免交叉污染；灵敏度高，

理论上可检出一个碱基差异；在建立标准的SOP文
件之后，其重复性亦能得到良好保证

[10-11]
。开发快

速、简单、灵敏和准确的细菌鉴定和分型工具一直

是临床微生物工作者的追求。目前，质谱技术已经

应用于临床微生物检验，其能直接从培养物中挑取

菌落进行鉴定，满足了临床对细菌鉴定微量、快速

的要求。若能开发HRM分型技术并应用于临床微

生物分型，将其与质谱鉴定技术联合应用，将会大

大推进临床微生物学的发展
[12-13]

。

在本实验中，对32株待测菌株共分出6个血清

型，均为临床常见血清型，其中有21株为肠炎血清

型，5株为鼠伤寒血清型，3株为婴儿血清型，1株
为伤寒血清型，1株为犹太血清型，1株为拉古什血

清型。32株待测菌中有27株血清学分型结果和PCR-
HRM分型结果一致，一致率达到了84.4%，具有良

好的一致性，在实际应用中，两种方法可以相互验

证、相互补充。在分型的正确性方面，与测序结果

比较后，血清学分型正确率为84.4%。在血清学分

型中有5株菌分型不正确，分析原因可能有两点：

其一是沙门菌外膜抗原的变异，如S-R变异（菌

体表面特异多糖抗原丢失）、H-O变异（鞭毛丢

失）、位相变异、V-W变异（Vi抗原丢失）等，这

些抗原的丢失或不表达均会导致血清学分型结果错

误。其二是抗血清的特异性问题，由于抗血清是将

沙门菌中提纯的抗原免疫温血动物（如家兔）制备

而来，抗原的纯度，不同动物对抗原的反应性均会

影响抗血清的质量，从而影响分型结果。

本实验对32株沙门菌进行PCR-HRM分型，共

产生5种HRM曲线型，每一条曲线代表一个分型结

果。本实验中主要对PCR-HRM分型的实验条件进

行摸索，包括反应体系如镁离子浓度、引物浓度、

模板量及反应条件的优化等。本实验中选择了3个

基因片段进行三重PCR和HRM分析，能增加供检测

的序列和突变的数量，更多的序列差异以供检测。

分型结果与测序结果比较后，31株菌均能正确进行

分型，分型正确率为96.9%，显示了该技术良好的

正确性，但在实验前期的摸索阶段，细微的实验条

件差异均会导致实验结果的较大变化，如镁离子浓

度，经系列稀释对比后，确定3 mmol/L为其最适浓

度，同样还有引物浓度和比例及模板量的多少等。

反应条件的优化同样重要，HRM分析要求扩增达

到平台期后再进行，为保证扩增反应的高效性和完

全性，PCR每步的温度和持续时间以及循环数均需

要进行仔细摸索比较
[2, 5, 11]

。在分型正确性方面比较

血清学方法和PCR-HRM方法，虽然PCR-HRM分型

正确率更高，但两者分型正确率的差异尚无统计学

意义，且该结果是从本实验中较小样本量结果分析

而来，在今后更多大样本量的实验中或许不一样。

本实验中有1例测序验证为鼠伤寒血清型的菌株产

生不同于其他鼠伤寒型的溶解曲线，分析原因可能

为模板不纯，其源头可能为混合菌群，导致所提取

的模板中含有几种不同DNA。由此可见，想要获得

良好的PCR-HRM分型结果，必须建立全套的标准

操作规程，并对不同的HRM实验摸索出适合各自

特点的反应条件
[14-15]

。

综上所述，HRM技术是一种简单、快速、高

通量、高灵敏度和低成本的新技术，在SNP和基因

突变检测中具有广阔的前景，在细菌的分子分型中

也将具有重要地位，有必要对其进行深入研究。
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