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摘要：荧光实时定量 ()* 技术是近年来广泛应用于沙门氏菌快速检测的现代方法之一，本研究建立了检测沙门氏

菌快速、敏感、特异以及准确定量的 +,-()* 方法。采用沙门氏菌 !"#$ 基因序列，设计特异引物和探针，通过对 ./0
酶、12" 3 和引物探针浓度等反应体系和条件的优化，然后进行特异性和适用性实验。最优化结果为：./0 酶用量

"4#5；12" 3 浓度为 $4&# 6 !%7 $89:;<；引物浓度为 %4=# 6 !%7 = 89:;<，探针浓度为 %4$% 6 !%7 = 89:;<；循环条件为 >?@A!：

B#C "8DE，>?@A"：B#C #>，=%C F%>，F%GHG:@>。结果表明该 +,-()* 检测试剂具有快速、简单、灵敏度高、特异性强和适

用范围广等优点，可应用于食品卫生监管、商品检验检疫以及临床诊断等领域。
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沙门氏菌（U/:89E@::/）为革兰氏阴性无芽胞杆

菌，在自然界中分布广泛，对营养要求不高，耐胆

盐，对外界的抵抗力较强。沙门氏菌是食物中毒中

最常 见 的 致 病 菌，因 其 引 起 的 食 物 中 毒 常 列 榜

首［!］，中毒症状有头痛、呕吐、发热、腹泻等现象。

目前国内外检测沙门氏菌的方法很多，主要有金标

试纸法［"］、自动酶联荧光免疫检测系统（bK_IU）筛

选法［$］、快速酶促反应显色培养基法［F］、_TI 探针

技术［#］和聚合酶链反应（()*）技术［=］。但以上方法

都不能同时具备快速、灵敏度高、特异性强、适用范

围广以及操作简单等特点，很难满足当前快速检测

要求。荧光实时定量 ()* 技术克服了以上检测方

法的缺点，在众多现代检测技术中脱颖而出，成为

检测领域中越来越重要的一种快速检测手段。

沙门氏菌的疫情暴发和流行已成为全球性的

公共卫生问题。为了有效控制其突发疫情，适应我

国进出品食品快速检验，保障人民的生命与健康安

全，沙门氏菌 +,-()* 快速检测法的建立和试剂盒

的研制意义重大。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：鼠伤寒沙门氏菌（!""#$%）、单增李斯

特氏杆菌（!&$’’$）、金黄色葡萄球菌（!&(’’%）购自

中 国 兽 医 药 品 监 察 所，沙 门 氏 菌（)*!!+’,+、

)*!!%-’.,）由深圳太太基因工程有限公司惠赠，其

它菌株为本实验室所保存。

!"!"# 主要试剂：*/0 酶为 123 公司产品，45) 提

取液，*678·!9、:4*)、;4;、苯酚、氯仿、异丙醇、<6==
>5/8= 等常规试剂（分析纯）。

!"!"$ 主要仪器设备：)23""’’ 荧光定量 ?!> 仪、

)23"+’’@* 荧 光 定 量 ?!> 仪、恒 温 培 养 箱、1353#
A34); 自动分析仪、移液器、低温微量超速离心机。

!"!"% 样品：冻禽肉类、水产品类、蛋类、奶制品等，

其中部分样品购于农产品市场和超市。

表 ! 沙门氏菌 &’()*+ 的引物探针序列

名称 代号 序列 长度（B=6） *B 值（C）

上游引物 D@E#9=FG &H#GIJGI/GGII/GG/IIG/II#$H %+ &,K-

下游引物 D@E#67JLG &H#///IJGGJ/////IGJ/JJ/#$H .% &"K+

探针 D@E#MN &H<)1#GIGJJGGJ/GGGIIGJ/GIJI/#*)1>)$H ." (,K%

!"# 方法

!"#"! 待检菌株的培养和 45) 提取：取待测样本

于选择性培养基中 $"C，%&’6OB7P 培养 .-L，取其增

菌液 %BQ，,’’’6OB7P 离心 -B7P，尽量吸干上清；再加

入 &’!Q 核 酸 溶 解 液，振 荡 混 匀 后 沸 水 浴 &B7P，

%$’’’6OB7P 离 心 &B7P；上 清 转 移 并 保 存 在#.’C 备

用。

!"#"# 引物探针设计原理：采用沙门氏菌 !"#$［"］

基因序列，利用 ?67B=6 ;=9=IG 软件设计特异引物和

探针，经筛选并进行特异性、灵敏度和适用性检测。

!"#"$ 反应体系优化：（%）*/0 酶用量（以单位 R
计）从 ’K&R S .K&R 以 ’K& 单 位 为 梯 度 递 增。将

1J. T 浓度从 %K.& U %’V $ BW9OQ S $K"& U %’V $ BW9OQ 递

增，将引物浓度从 ’K.& U %’V ( BW9OQ S % U %’V ( BW9OQ
递增，探针浓度从 ’K%.& U %’V ( BW9OQ S ’K& U %’V (

BW9OQ 递增。以不同浓度的引物和探针配比，用所

提取的核酸进行扩增比较。（.）循环条件优化，循

环条件 %：8G=M%：+&C，.B7P；8G=M.：+&C，&8；(’C，

-’8，-’IXI9=8。循环条件 .：8G=M%：+&C，.B7P；8G=M.：

+&C，&8；&&C，%’8，".C，.’8，-’IXI9=8；8G=M$：-’C。

!"#"% 灵敏度实验：将沙门氏菌标准菌株培养一定

时间，测其 %& 值，估计其菌数，然后按 %’V % S %’V "

倍数梯度稀释，再涂板计数，确定菌密度。每个梯

度菌液各取 . 管进行 <Y#?!> 检测与 A34); 检测，

对检测结果进行对比。

!"#", 特异性和适用性实验：对沙门氏菌和其他致

病菌进行特异性实验，将沙门氏菌的阳性扩增片段

测序，以确认其是否可以作为阳性对照。共检测样

品 %..% 份，同时用国标法验证。

# 结果

#"! 引物探针组合筛选

设计的多对引物探针组合经实验筛选优化，获

得最佳引物探针组合，作为本方法中的引物和探

针，它们在沙门氏菌 !"#$ 基因上的结合情况如图 %
所示，序列见表 %。

图 % 沙门氏菌引物和探针的设计示意

通过对沙门氏菌上游引物 D@E#9=FG、探针 D@E#MN 和

下游引物 D@E#67JLG 2Q);* 的比对实验，结果表明以

上设计的引物和探针序列是高度保守的，具有高度

特异的扩增效果。

#"# 体系优化结果

#"#"! */0 酶的优化：结果表明，不同酶用量对 !G
值的影响很小，*/0 酶用量分别为 ’K&R、%R、%K&R、

.R 和 .K&R 时，阳性模板的 !G 值在 .$K%( S .$K+- 的

较狭窄范围内波动，但 */0 酶用量在 .K&R 时，反映

体系的荧光增量最高，故选定 */0 酶为 .K&R 作为本

荧光 ?!> 反应中的使用量。以下实验均采用 .K&R
*/0 酶进行。

#"#"# 1J. T 用量优化：多次实验表明，1J. T 加样量
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在 !"# $ %&’ ( )*+,- 以上时对 ./ 值的影响很小，但

01! 2 浓度在 ("3# $ %&’ ()*+,- 时反映体系的荧光增

量最高，故选定 01! 2 浓度 ("3# $ %&’ ( )*+,- 作为本

4567.8 反应中使用的 01! 2 浓度。以下实验均采用

该 01! 2 浓度进行。

!"!"# 引物探针用量优化：将不同浓度的引物和探

针配对，不同浓度的引物、探针对于该阳性模板 ./
值基本稳定在 !!"%9 : !("9; 内，但引物浓度为 &";#
$ %&’ ;)*+,-、探针浓度为 &"(& $ %&’ ; )*+,- 时的荧

光扩增效率较高，效率在 <&= : %&&=之间，所以选

定该浓度引物和探针作为本 4567.8 反应的浓度。

以下实验均采用该浓度进行。

!"!"$ 循环条件优化结果：实验结果表明采用循

环条件 % 的体系无论是 ./ 值还是曲线的扩增效率

都比循环条件 ! 的体系结果好，故选循环条件 % 作

为本实验 4567.8 扩增的循环条件。

!"# 特异性检测

用设计的引物和探针检测沙门氏菌阳性菌株，

结果表明其扩增效果很好，出现了典型的检测曲

线，./ 值为 !!，增幅约为 %%&&，具有很好的特异性。

同时沙门氏菌阳性扩增片段的测序结果与所设计

的引物和探针序列完全相符，说明作为阳性对照的

菌株符合要求。

对共 9 株（其中 ( 株沙门氏菌和 # 株非沙门氏

菌属）致病菌进行特异性实验，所有的沙门氏菌菌

株检测结果为阳性，而非沙门氏菌菌株检测结果为

阴性，表明 4567.8 检测技术具有良好的特异性。

!"$ 灵敏度检测

取沙门氏菌标准菌株于选择性培养基中培养

一定时间，测其 !" 值，估计其菌数，再按 %&’ % :
%&’ 3梯度稀释，分别进行 4567.8 与 >?@AB 检测和

涂板计数。结果见表 ! 和图 (。由表 ! 可知，>?@AB
方法在 %&’ !稀释度时还能检出，到 %&’ (稀释度甚至

浓 度更 低 时 便 无 法 检 出 ，而4567.8方 法 一 直 到

表 ! %&’ 检测、()*+, 检测和平板计数结果比较

稀释梯度 7.8 检测 >?@AB 检测 平板计数结果

%& ’ % 2 ，./ C %9"#D 2 ，84> ;<9( EFE.
%& ’ ! 2 ，./ C !%"!( 2 ，84> ;!# EFE.
%& ’ ( 2 ，./ C !D"(# ’ EFE.
%& ’ D 2 ，./ C !3"9( ’ ;&&,#9&
%& ’ # 2 ，./ C (&"3& ’ #<,#;
%& ’ ; 2 ，./ C (D"%% ’ 9,3
%& ’ 3 ’ ，./ C D& ’ &,&

%&’ ;稀释度时还可以检出，检出限在 %9&GHI,)- 左

右。图 ! 所显示的扩增曲线也很好地印证了这个结

果，可知 4567.8 方法的灵敏度比 >?@AB 方法灵敏

度高出四个数量级左右，具有良好的敏感度。

图 ! 沙门氏菌模板梯度稀释扩增图

!"- 适用性检测

用建立的 4567.8 法和国标法共计检测样品

%!!% 份，结果见表 (。

表 # 沙门氏菌 ./0%&’ 法和国标法检测结果

样品名称 样品数
4567.8 阳性

（ 2 ）数

检出率

（=）

国标法阳

性（ 2 ）数

检出率

（=）

冻鸡肉 %!% D ("(% D ("(%
冻鸭肉 %&# ( !"9; ( !"9;

猪肉 << ! !"&! ! !"&!
牛肉丸 <# ! !"%% ! !"%%
冻螺肉 9& ! !"#& ! !"#&
三文鱼 9& % %"!# % %"!#
多春鱼 9& ! ("3# ! ("3#

香肠 9# ( !"#& ( !"#&
火腿 9# % %"%9 % %"%9
蛋类 %!( %! <"3; %% <"&<

奶制品 %%9 ! &"9# ! &"9#
调味品 3& & & & &

饼干 9& & & & &
合计 %!!% (D !"39 (( !"3&

由表 ( 可知，用 4567.8 方法检出的阳性样本

数和检出率分别是 (D=和 !"39=，国标法检出的阳

性样本数和检出率分别是 ((=和 !"3&=。其结果

基本保持一致，准确率达 <<"3=，但 4567.8 方法具

有快速简便等特点，显示该法具有广泛的适用性。

# 讨论

#"1 引物探针设计原理

据文献报道用 7.8 法检测沙门氏菌所采用的
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主要基因有：!"#!，#$%!，$!"!"，&’#$$，$()!，$*+"，

%,#!，+%-% 以及 )$!" 等基因。但某些基因存在一

些问题，如采用 &’#$$ 会产生假阳性，会扩增志贺氏

菌等，采 用 $()! 基 因 还 可 造 成 假 阴 性，漏 检

’!.%+(/..! .$01#$/.2 以及’ ( 3/(#4/(5/*" 血清型，而且它

还会扩增一些非沙门氏菌，造成假阳性。另外，上

述有些基因只适用于检测某些沙门氏菌，而非沙门

氏菌属，显然也不应采用。根据沙门氏菌 #$%) 基

因序列与 *+,"-,. 等网络数据库中登录的所有物种

核苷酸序列进行比对的结果，以及生物信息学方法

证明，该基因在沙门氏菌内高度保守，而相对于其

它物 种 则 具 有 高 度 特 异 性。所 以 采 用 沙 门 氏 菌

#$%) 基因序列，利用 !"& /012+0 +3/+0+44 和 56!’7-0
中的 8012+0 ’+9+:7 软件设计沙门氏菌检测的特异引

物和探针。经过大量实验证明 #$%6 基因序列检测

沙门氏菌是切实可行的，实验表明其假阳性率在

$;$<=左右。

!"# 方法的灵敏度

通过一系列的灵敏度试验，统计实验数据表明

该沙 门 氏 菌 >?@8%A 检 测 方 法 的 灵 敏 度 达 到 了

B<$:CDE2F 的水平，每个反应管的检测灵敏度则达到

了个位数，已经接近 8%A 方法灵敏度的极限。由于

整个反应的灵敏度受很多因素影响，待测样本的培

养方式、56! 的提取方法、反应体系中各成分的浓

度、反应条件的设置以及仪器本身的检测性能等都

能显著影响系统灵敏度，我们的实验基于同样的技

术平台和检测仪器，进行大量平行和重复实验的结

果证明，该方法的检测灵敏度在 B<$:CDE2F 左右小

幅波动，由于存在人为操作误差，实际上它们之间

的差异更小，因此该 >?@8%A 方法的检测灵敏度高

且稳定。

!"! 方法的特异性

选取包括大肠杆菌、单增李斯特氏杆菌在内的

G 种常见的食源性致病菌与 H 种沙门氏菌用该检测

体系进行荧光 8%A 检测，其特异性实验结果显示，

沙门氏菌菌株检测结果为阳性，而非沙门氏菌菌株

检测 结 果 均 为 阴 性，说 明 荧 光 8%A 引 物 4-9CIBJ、

4-90IKL 和引 物 4-9/IGH 沙 门 氏 菌 的 检 测 特 异 性 为

B$$=。沙门氏菌 >?@8%A 检测方法的高度特异性

很好地避免了许多方法在检测过程中出现的错检

和漏检现象，因此具有显著的优越性。

!"$ 方法的适用性

中试实验中，应用研制的该试剂盒共检测实际

样本 B##B 例，并与国标法和 M&5!’ 筛选法做平行对

照。结果表明，用 >?@8%A 方法和国标法检出的阳

性样 本 数 和 检 出 率 基 本 保 持 一 致，准 确 率 达

KK;I=，其中只有一个样品 >?@8%A 方法检测为阳

性，而国标法检出为阴性，导致这种结果有可能是

人为的因素，因为 >?@8%A 技术是对增菌液用 8%A
仪器直接进行检测，而国标法是对增菌液进行平板

分离后，挑出单个菌落再进行生化鉴定，所以有可

能是人为的因素没有从增菌液中分离出沙门氏菌，

从而导致结果不一致。当然，也有其它方面的原

因。

$ 展望

沙门氏菌 >?@8%A 检测试剂盒具有以下优点：

该试剂盒具有操作方便快捷；特异性强；灵敏度高

和操作安全等优点，并且实现了在线式实时监测荧

光量变化，使定量更准确可靠。该技术进行全封闭

反应，避免了模板的污染隐患，方法可实现单管双

检或多检。结果表明已成功研发的试剂盒具有很

好的技术优势，应用前景广泛，并在珠海、中山、福

州、南京、哈尔滨、长沙、成都等地试用。
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