
微生物学通报 Mar. 20, 2021, 48(3): 1041−1047 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.200410 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: National Key Research and Development Program of China (2017YFD0800705); National Natural 
Science Foundation of China (31471810, 91951121, 41773083) 

*Corresponding author: Tel: 86-25-89685469; E-mail: xueyr@nju.edu.cn 
Received: 24-04-2020; Accepted: 30-05-2020; Published online: 30-07-2020 
基金项目：国家重点研发计划(2017YFD0800705)；国家自然科学基金(31471810，91951121，41773083) 

*通信作者：Tel：025-89685469；E-mail：xueyr@nju.edu.cn 

收稿日期：2020-04-24；接受日期：2020-05-30；网络首发日期：2020-07-30 

生物实验室 

重组酶介导等温核酸扩增方法快速检测土壤沙门氏菌 

郭雨 1  刘常宏 1  卜元卿 2,3  薛雅蓉*1 
1 南京大学生命科学学院 医药生物技术国家重点实验室  江苏 南京  210023 

2 生态环境部南京环境科学研究所国家环境保护农药环境评价与污染控制重点实验室   

江苏 南京  210044 

3 南京信息工程大学江苏省大气环境与装备技术协同创新中心  江苏 南京  210044 

摘  要：【背景】沙门氏菌(Salmonella)是一种可以引起人畜患病的致病菌，也是最主要的食源性细

菌之一。土壤中的沙门氏菌可通过蔬菜等植物进入人体，引发食物中毒。但由于土壤性质及其他微

生物的干扰，如何快速甄别土壤是否受到沙门氏菌的污染仍是一个难题。【目的】建立一种快速、灵

敏检测土壤沙门氏菌的实时重组酶介导等温核酸扩增(Real-Time Recombinase Aided Amplification，

RT-RAA)方法。【方法】针对沙门氏菌 invA 基因序列设计特异性引物和探针，构建含有 invA 基因

待检片段的重组质粒，评价 RT-RAA 方法的灵敏度；分别以肠炎沙门氏菌、大肠杆菌、福氏志贺

氏菌和金黄色葡萄球菌的基因组 DNA 为模板，评价 RT-RAA 方法的特异性；RT-RAA 方法用于番

茄、生姜土壤中沙门氏菌的检测，同时用平板培养法进行验证。【结果】RT-RAA 方法可用于重组

质粒中 invA 基因片段的检测，在 39 °C 条件下，20 min 内即可获得检测结果，最低检测质粒拷贝

数为 10 拷贝/反应，而且与大肠杆菌、福氏志贺氏菌和金黄色葡萄球菌无交叉反应。土壤样品 DNA

的 RT-RAA 检测结果显示，供试番茄土已被沙门氏菌污染，而生姜土则没有，与平板培养结果一

致。【结论】RT-RAA 方法具有灵敏度高和特异性强的特点，可用于土壤沙门氏菌污染的快速检测。 
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Abstract: [Background] Salmonella is a pathogenic bacterium that can cause human and animal diseases, 
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and is also one of the most important foodborne bacteria. Salmonella in soil causes food poisoning in 
humans through plants such as vegetables. However, due to the nature of the soil and interference from 
other microorganisms, how to quickly identify whether the soil is contaminated with Salmonella remains a 
challenge. [Objective] To develop a real-time recombinase aided amplification (RT-RAA) method for 
rapid and sensitive detection of Salmonella in soil. [Methods] A pair of specific primers and a probe were 
designed targeting the sequence of invA gene in Salmonella, and a recombinant plasmid containing invA 
gene fragment was constructed to evaluate the sensitivity of RT-RAA method. The specificity of RT-RAA 
method was performed by amplification of template DNA from standard strains including Salmonella 
enteritidis, Escherichia coli, Shigella flexneri and Staphylococcus aureus. RT-RAA method was used to 
detect Salmonella in soil of tomato and ginger, and plate culture method were used to verify the results. 
[Results] RT-RAA method can be used to detect invA gene fragment in the recombinant plasmid at a 
minimum copy number of 10 per reaction within 20 min at 39 °C, without cross-reaction with Escherichia 
coli, Shigella flexneri and Staphylococcus aureus. RT-RAA detection of the DNA in the tested soil samples 
showed that the tomato soil was contaminated with Salmonella, while the ginger soil was not, which was 
consistent with the results of plate culture. [Conclusion] RT-RAA method has the characteristics of high 
sensitivity and specificity, and can be used for rapid detection of soil Salmonella contamination. 

Keywords: recombinase aided amplification, Salmonella, molecular detection, soil microorganism 

沙门氏菌(Salmonella)是一种广泛分布且引起

人畜肠道细菌性感染和细菌性食物中毒的重要病

原菌[1]。每年超过 3 000 万人感染沙门氏菌，死亡

20 多万人[2]。因此，我国《食品安全国家标准-食品

中致病菌限量》(GB 29921-2013) [3]和《饲料卫生标

准》(GB 13078-2001)[4]中明确规定，肉制品、水产

制品、粮食制品等食品产品以及饲料中不得检出沙

门氏菌。 

土壤是沙门氏菌的重要源泉，主要来源于未经

无害化处理的畜禽粪便、污染的水及农产品。有报

道显示沙门氏菌在土壤中可存活 160−200 d[5-6]，能

通过食物链进入人体，引发食源性疾病[7-8]。因此，

有必要检测了解土壤中沙门氏菌的污染情况，并在

必要时加以治理修复。 

截至目前，已有多种方法用于食品等环境沙门

氏菌的检测，包括传统的培养法、PCR 检测技术、

基因芯片技术、免疫分析技术、电阻抗测定法和生

物发光法等[9]。虽然这些方法均可以用于沙门氏菌

的检测，但耗时费力且需要特殊的设备、场地和熟

练的技术人员[10-11]。因此，开发快速且可靠的环境

沙门氏菌检测方法仍面临一定的挑战。 

重组酶介导等温核酸扩增技术(Recombinase 

Aided Amplification，RAA)以及实时荧光 RAA  

(Real-Time Fluorescence RAA，RT-RAA)是近年来发

展的一种基于重组酶、单链结合蛋白和 DNA 聚合

酶的 DNA 扩增新方法[12]。该方法成功克服了 PCR

需要热循环而耗时较长的不足，在一个恒定的温度

下即可完成全部扩增过程[2]。鉴于 RAA，尤其是

RT-RAA 具有快速(15−30 min)、灵敏(20 fg 的 DNA

或 10.5 CFU 的纯培养细菌)、特异、操作简单的特

性和优势[13]，已用于多种人体、食品及环境病原菌

的检测，如肺炎支原体(Mycoplasma pneumonia)[14]、

乙型肝炎病毒(Hepatitis B Virus)[15]、柯萨奇病毒

(Coxsackie Virus)[16]、呼吸道合胞病毒(Respiratory 

Syncytial Virus)[17]、沙门氏菌(Salmonella)[11,18]、李

斯 特 菌 (Listeria monocytogenes)[19] 、 百 日 咳 杆 菌

(Bordetella pertussis)[20] 、 伊 氏 锥 虫 (Trypanosoma 

evansi)[21]。然而，由于土壤性质及其他微生物的干

扰，迄今未见将 RAA 技术用于土壤污染病原菌的

检测。本研究报道一种用于检测土壤沙门氏菌污染

的 RT-RAA 新方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株与培养方法 

供试菌株肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritidis 
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ATCC15611) 、 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli 

ATCC25922) 、 福 氏 志 贺 氏 菌 (Shigella flexneri 

ATCC12022) 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 

aureus ATCC6538)由杭州萧山机场海关提供。除大

肠杆菌的生物安全等级为 1 外，其他菌株的生物安

全等级均为 2。 

培养方法：接种各菌株于含 LB 液体培养基的

三角瓶中，37 °C、120 r/min 培养过夜。 

1.1.2  土壤样本 

分别于 2019 年 4 月采自山东安丘番茄土壤和

潍坊的生姜土壤。其中，番茄土壤面积 0.13 hm2，

生姜土壤面积 0.67 hm2。采取五点取样的方法，样

品为 5−10 cm 的土层。每块土壤的 5 个样品混合均

匀，形成一个混合样，分装 2 袋并放入干冰盒中，

当天分别转移至 4 °C 和−80 °C 中保存备用。 

1.1.3  主要试剂、仪器和培养基 

质粒提取试剂盒，上海吉至生化科技有限公

司；细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒以及引物和

探针合成，生工生物工程(上海)股份有限公司；RAA

荧光基础扩增试剂盒和恒温核酸扩增检测仪，江苏

奇天基因生物科技有限公司；土壤 DNA 提取试剂

盒，天根生化科技(北京)有限公司；沙门氏菌显色

培养基，青岛海博生物技术有限公司。PCR 仪，

Applied Biosystems 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取 

质粒 DNA、细菌基因组 DNA 和土壤基因组

DNA 的提取均按照试剂盒说明书操作。 

1.2.2  引物和探针设计 

利用 DNAMAN 8.0 软件，通过比对 NCBI 数据

库中多条沙门氏菌 invA 基因序列，找出该基因的保

守区域，设计特异性引物(invA-F/invA-R)和探针

(invA-P) (表 1)。 

1.2.3  质粒构建 

将合成的 invA 基因序列片段(150 bp)克隆到

pUC57 质粒，构建质粒 pUC57-invA (2 710 bp)。invA

基因片段序列为：5′-CAATTCGTTATTGGCGATAG 

CCTGGCGGTGGGTTTTGTTGTCTTCTCTATTGT
CACCGTGGTCCAGTTTATCGTTATTACCAAAGG
TTCAGAACGTGTCGCGGAAGTCGCGGCCCGAT
TTTCTCTGGATGGTATGCCCGGTAAACAGAT-3′，

生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.2.4  RT-RAA 反应 

按 RAA 荧光基础扩增试剂盒使用说明书操作。

RT-RAA 反应体系(50 μL)：缓冲液 25 μL，双蒸水

16.7 μL，引物 invA-F 和 invA-R (10 μmol/L)各 2.1 μL，

探针 invA-P (10 μmol/L) 0.6 μL，DNA 模板 1.0 μL，

醋酸镁溶液(280 mmol/L) 2.5 μL。于 RT-RAA 反应

管中混匀后室温下 300 r/min 离心 15 s，放入到恒温

核酸扩增检测仪中进行扩增。RT-RAA 扩增条件：

39 °C 20 min。 

1.2.5  灵敏度检测 

将 1.2.3 的 质 粒 进 行 系 列 10 倍 比 稀 释  

(101−105 拷贝/μL)，采用 1.2.4 的反应体系，检测

RT-RAA 方法的灵敏度。 

1.2.6  特异性实验 

采用 1.2.4 的 RT-RAA 反应体系和扩增条件，

以肠炎沙门氏菌、大肠杆菌、福氏志贺氏菌、葡萄

球菌标准菌株的基因组 DNA 为模板，利用沙门氏

菌特异引物 invA-F 和 invA-R 对其进行扩增，评价

RT-RAA 方法的特异性。 
 

表 1  RT-RAA 引物和探针序列 
Table 1  The primer and probe of RT-RAA 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

大小 

Size (bp) 
invA-F TGTTGTCTTCTCTATTGTCACCGTGGTCCAG 107 
invA-R TACCGGGCATACCATCCAGAGAAAATCGTGCCGC 
invA-P CTCKATTGTCACKGTGGTYCAGTTTATCG(FAM-dT)T(THF) 

(BHQdT)ACCAAAGGTTCA 
 

注：FAM：6-羧基荧光素；THF：四氢呋喃；BHQ：黑洞淬灭探针；3′磷酸化修饰阻断延伸 
Note: FAM: 6-carboxyfluorescein; THF: Tetrahydrofuran; BHQ: Black hole quencher; 3′ phosphate to block elongation 
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1.2.7  土壤中沙门氏菌的培养 

利用海博沙门氏菌显色培养基(第 2 代)，采用

系列稀释涂布平板法[22]，培养番茄和生姜土壤中的

沙门氏菌。1 g 土样用无菌水稀释 10 倍，于摇床中

150 r/min 振荡 30 min，再稀释 100 倍和 1 000 倍，

然后分别吸取 100 μL 稀释液涂布平板，每个浓度涂

布 3 个平板，置 37 °C 培养箱培养 24 h，观察紫色

菌落并计数。  

2  结果与分析 

2.1  引物和探针设计结果 

通过比对 NCBI 数据库多条沙门氏菌 invA 基

因序列，设计了 9 对检测沙门氏菌的 RT-RAA 引

物；经过灵敏度检测，最终获得一对能够扩增出

10 拷贝/反应质粒的特异性引物 invA-F/invA-R 和探

针 invA-P (表 1)。扩增片段大小为 107 bp。 

2.2  引物灵敏度检测结果 

RT-RAA 扩增不同拷贝 pUC57-invA 的结果显

示，荧光信号的出现时间随 pUC57-invA 拷贝数的

增加而提前，当拷贝数为 105 拷贝/μL 时，2 min 后

即可观察到扩增荧光信号，即便在 101 拷贝/μL 时，

8 min 后仍可观察到扩增荧光信号(图 1)。因此，

利用本实验所设计的引物和扩增条件，在 39 °C

下扩增 20 min，可以检测到最低 10 拷贝/反应的

质粒 DNA。 

 

 
 

图 1  RT-RAA 灵敏度检测结果 
Figure 1  Sensitivity of RT-RAA assay 

2.3  特异性 

分别以肠炎沙门氏菌、福氏志贺氏菌、大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌的基因组 DNA 为模板，以

invA-F/invA-R 为引物、invA-P 为探针进行 RT-RAA

检测。结果表明(图 2)，只有肠炎沙门氏菌的基因组

DNA 呈现阳性结果，其他菌株基因组 DNA 的检测

结果均呈阴性，无交叉反应。 

2.4  土壤 DNA 的 RT-RAA 扩增 

分别以番茄和生姜土壤样品 DNA 为模板，在

相同反应条件下，研究了用 RT-RAA 方法检测土壤

沙门氏菌的有效性。结果显示，番茄土壤基因组

DNA 的 RT-RAA 检测结果呈阳性，而生姜土壤的

基因组 DNA 检测结果呈阴性(图 3)。提示供试的山

东安丘的番茄土壤已受到沙门氏菌的污染，而潍坊

的生姜土壤未受到沙门氏菌污染。 
 

 
 

图 2  RT-RAA 特异性检测结果  
Figure 2  Specificity of RT-RAA assay   

 

 
 

图 3  RT-RAA 检测土壤样本 DNA 结果 
Figure 3  Detection of Salmonella in soil sample DNA using 
RT-RAA assay 
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为了验证 RT-RAA 检测结果的可信性，利用沙

门氏菌显色培养基，对 2 个土壤样品进行了培养实

验。结果发现，只有番茄土壤样品培养出紫色菌落

的沙门氏菌，数量约 4104 CFU/g 土样，而生姜土

壤样品中未检测到沙门氏菌。这一结果与 RT-RAA

检测结果一致，表明 RT-RAA 可用于土壤沙门氏菌

的快速检测。 

3  讨论与结论 

RAA 是一种利用重组酶、单链结合蛋白、DNA

聚合酶在等温条件下进行核酸扩增的技术。与传统

PCR 扩增技术相比，RAA 具有反应时间短、操作

简单等优点。RAA 与近几年应用较多的重组酶聚合

酶扩增方法(Recombinase Polymerase Amplification，

RPA)类似，其区别在于 2 种方法所用重组酶的来源

不同，RAA 使用的重组酶来源于细菌或真菌，而

RPA 所用的重组酶为 T4 噬菌体 UvsX 重组酶[12]。

结合荧光探针的应用，二者均可实现对特定病原微

生物的实时检测。在沙门氏菌检测方面，RAA、RPA

和 PCR 均有应用报道[11-12,23-27]，但截至目前未见

RAA 和 RPA 用于检测土壤沙门氏菌的报道。 

土壤中沙门氏菌数量较少，其基因拷贝数很

低，需要应用高灵敏度的方法检测。本研究通过

对引物和探针的筛选优化，获得一组高灵敏度的

引物和探针组合(invA-F、invA-R 和 invA-P) (表 1)。

利用这组引物和探针，可以使检测灵敏度达到

10 拷贝/反应，高于 Zhang 等[11]报道的 RT-RAA 检

测沙门氏菌的灵敏度(103 拷贝/反应的质粒 DNA)。

造成这一差异的原因可能与用于 RAA 的引物序列

不同有关。例如，周冬根等(2018)利用 RT-RAA 检

测中东呼吸综合征冠状病毒时发现，不同引物序列

的灵敏度可以相差 100 倍[28]。此外，本研究建立的

RT-RAA 与 RT-PCR 的检测灵敏度(数十拷贝)[23]相

当。然而，与 RT-PCR 相比，RT-RAA 还有反应条

件及时间等方面的优势。利用该方法对山东安丘的

番茄和生姜土壤 DNA 样品的检测结果显示，番茄

土壤被沙门氏菌污染，而生姜土壤则没有被沙门氏

菌污染，该结果与基于培养技术的检测结果相符，

说明 RT-RAA 可用于土壤沙门氏菌污染的检测。 

利用显色培养基选择性培养鉴定沙门氏菌是

国标(GB 4789.4-2010，GB 4789.4-2016)中推荐的一

种方法[22]。海博沙门氏菌显色培养基(第 2 代)是目

前市场上常见的用于检测沙门氏菌的显示培养基[29]。

因此，本研究用这种培养基对所建立的 RT-RAA 检

测结果进行了验证。结果显示，在对生姜土和番茄

土中沙门氏菌的检测中，RT-RAA 和选择性培养法

表 现 出 一 致 的 结 果 ， 证 明 了 本 研 究 所 建 立 的

RT-RAA 在检测土壤沙门氏菌中应用的可靠性。 

靶标基因的选择及其引物的设计是确保基于

DNR/RNA 扩增技术检测环境微生物结果是否正确

的关键因子。目前已报道的用于沙门氏菌检测的基

因主要有 fimY[18,24]和 invA[11,25-26]。fimY 基因参与沙

门氏菌 I 型菌毛基因表达的调控[30]，而 invA 基因与

沙门氏菌的侵染有关[31]。本研究以 invA 基因为靶

标，设计了特异性扩增引物和荧光探针，可特异性

扩增沙门氏菌，而不能扩增福氏志贺氏菌、大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌，反映了其高度的扩增专化

性，可用于环境沙门氏菌的检测。根据 RT-RAA 方

法的灵敏度实验结果(图 1)，检测时间随着模板浓度

的降低而延长，两者之间可能存在一定的线性关

系，可以通过引物筛选或反应条件的优化寻找这种

线性关系，从而对样本浓度进行定量或者半定量，

这是下一步研究的方向。 

本研究成功构建了一种高效检测沙门氏菌的

RT-RAA 方法，可用于土壤等环境沙门氏菌的检测。 
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