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摘要：近年来分子生物学检测技术发展迅速，本研究通过优化建立了食源性沙门氏菌的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测

方法，并对其结果的特异性、灵敏度、重复性等进行验证，以及初级农产品添加实验的适用性和一致性进行比

对。结果表明：优化后的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测条件为：９５℃，５ｍｉｎ，９５℃，３０ｓ；然后６５℃，３０ｓ，７２℃，３０ｓ，此

步骤为４０个循环；最后７２℃，５ｍｉｎ。总反应体系为２０μＬ，其中上下游引物的添加量分别为１μＬ。建立的

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ快速检测方法特异性强，重复性好，灵敏度高而且不需要前增菌，较传统检测方法大大缩短了

检测时间，整个试验操作过程可在６ｈ内完成。将此方法应用于人工污染的初级农产品中沙门氏菌的检测，

结果表明生鲜猪肉、即食蔬菜和即食水果样品中沙门氏菌的检测灵敏度均较高。通过与微生物传统计数方

法的检测结果进行比较，结果显示与传统方法的一致性为１００％，可用于食品中沙门氏菌的检测。
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　　近年来，我国食品安全事件频发，传统分析方

法已经远不能满足食品检测的需要，迫切需要灵

敏度更高、特异性更强、简便快捷的食品安全检测

技术和方法。食源性致病菌是影响食品安全的主

要因素，引起全社会的广泛关注，传统的细菌分离

培养与鉴定繁琐复杂、周期较长、难以适应食源性

疾病预防控制的需要［１４］。实时荧光定量ＰＣＲ检

测技术作为现代分子生物学手段应用于食源性致

病菌检测，克服了传统微生物检测方法的缺点和

不足，而且还具有操作简单、检测周期短、检测成

本低等优点［５７］。为此，本研究开展了食源性致病

菌沙门氏菌的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测方法，为快速

检测食源性致病菌奠定基础。

本课题以致病微生物———沙门氏菌为研究对

象，研究并建立检测该菌的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应

体系，并初步应用于人为加标的实际样品检测，并

与国标法进行一致性比对。本研究对预防食物中

毒、有效控制致病菌传播、减少食源性疾病事件的

发生具有重要意义［８９］。

１　材料与方法
１．１　材料

１．１．１　试验菌株　鼠伤寒沙门氏菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿）ＡＴＣＣ１４０２８、金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ６５３８、单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌

ＡＴＣＣ１５３１３、福氏志贺氏菌ＡＴＣＣ１２０２２、大肠埃

希氏菌ＡＴＣＣ２５９２２均购于美国典型菌种保藏中

心，由本实验室定期传代使用。生鲜猪肉、生菜和

黄瓜均购买自当地超市。

１．１．２　试验主要仪器及试剂　ＳＨＰ１６０智能生

化培养箱（上海三发科学仪器有限公司），ＨＦｓａｆｅ

１２００生物安全柜（上海力申科学仪器有限公司），

ＧＩ５４ＤＳ高压灭菌锅（致微仪器有限公司），ＤＹＹ

１２型电泳仪（北京市六一仪器厂），凝胶成像系

统（Ａｌｐｈａｌｎｎｏｔｅｃｈ），高速冷冻离心机（ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ）。ＢＰＷ、ＳＣ、ＴＴＢ、ＢＳ琼脂、ＨＥ琼脂、ＸＬＤ

琼脂（北京陆桥技术责任有限公司），沙门氏菌显

色培养基（法国科马嘉），ＡＰＩ２０Ｅ（梅里埃），

Ｔａｐ酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。

１．２　方法

１．２．１　沙门氏菌菌株的培养　无菌条件下挑取

实验室传代保存的沙门氏菌菌株，进行菌株活化

及复壮，然后将沙门氏菌接种到营养琼脂平板上，

３６±１℃培养１８～２４ｈ，得到单个菌落。挑取平

板上的单菌落于１．５ｍＬ离心管中，加入１００μＬ

０．１％ｃｈｅｌｅｘ水溶液，用枪吹打使菌混匀。沸水
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煮５ｍｉｎ，取出后１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心５ｍｉｎ，取上

清液，４℃保存备用。

１．２．２　引物及探针序列　引物和探针均由

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司合成，序列信息详见表１。

表１　引物与探针序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱狆狉狅犫犲狊

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

扩增片段长度

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

上游引物 ＧＣＧＧＣＧＴＴＧＧＡＧＡＧＴＧＡＴＡ

下游引物 ＡＧＣＡＡＴＧＧＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＡＴＧ ２８４

探针 ＣＡＴＴＴＣＴＴＡＡＡＣＧＧＣＧＧＴ

ＧＴＣＴＴＴＣＣＣＴ

１．２．３　ＰＣＲ反应体系条件优化　沙门氏菌Ｒｅ

ａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应条件详见表２，该反应条件为根

据试验反复探索最终优化的试验条件。

表２　ＰＣＲ反应程序

犜犪犫犾犲２　犘犆犚狉犲犪犮狋犻狅狀狆狉狅犵狉犪犿

程序

Ｐｒｏｇｒａｍ

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

时间

Ｔｉｍｅ

循环

Ｃｙｃｌｅ

预变性 ９５ ５ｍｉｎ ３５

扩增 ９５ ３０ｓｅｃ

６５ ３０ｓｅｃ

７２ ３０ｓｅｃ

后延伸 ７２ ５ｍｉｎ

保存 ４

　　沙门氏菌ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应体系详见表３，

每组扩增实验以沙门氏菌的基因组ＤＮＡ作为阳

性对照模板，以ｄｄＨ２Ｏ代替ＤＮＡ模板作为阴性

对照。

表３　犘犆犚反应体系

犜犪犫犾犲３　犘犆犚狉犲犪犮狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿

试剂

Ｒｅａｇｅｎｔ

用量

Ｄｏｓａｇｅ／μＬ

２×Ｍ５ＧｏｌａＳｔａｒＴａｑＭａｎＭｉｘｔｕｒｅ １０．０

上游引物（１μｍｏｌ·Ｌ
１） １．０

下游引物（１μｍｏｌ·Ｌ
１） １．０

Ｐｒｏｂｅ ０．５

ｄＵＴＰ １．０

沙门氏菌ＤＮＡ ２．０

ｄｄＨ２Ｏ ４．５

总量 ２０．０

１．２．４　沙门氏菌的人工污染试验　取生鲜猪肉、

黄瓜和生菜，在无菌条件下制备样品，各自取得

２５ｇ加入２２５ｍＬ缓冲蛋白胨水（ＢＰＷ），然后加

入一定浓度的沙门氏菌菌液，得到人工污染的猪

肉、黄瓜和生菜样品。设定增菌时间为：０，２，４，６，

８，１０，１２，１４，１６，１８，２０，２２和２４ｈ。在每个时刻

分别制备模板ＤＮＡ用于荧光定量ＰＣＲ扩增，如

阳性对照出现典型扩增曲线，Ｃｔ值＜３０，空白对

照无扩增曲线，Ｃｔ值≥４０则为试验有效，反之即

为试验无效。

１．２．５　沙门氏菌ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ快速检测法与

传统法的一致性　沙门氏菌检测的传统微生物学

方法是首先要预增菌，称取２５ｇ（ｍＬ）样品，放入装有

２２５ｍＬＢＰＷ的无菌均质袋内，以１００００ｒ·ｍｉｎ１放

入均质器内均质９０ｓ，于３６±１℃培养８～１８ｈ。

接下来继续增菌，目的了为了修复受损的沙门氏

菌，轻轻摇动培养过的样品混合物，取１ｍＬ转接

于１０ｍＬＴＴＢ内，于４２±１℃培养１８～２４ｈ，同

时另外取１ｍＬ转接于１０ｍＬＳＣ内，于３６±１℃

培养１８～２４ｈ，ＴＴＢ和ＳＣ的选择性不一样，目的

都是为了更大可能地检出沙门氏菌。然后进行分

离培养，分别取ＴＴＢ和ＳＣ增菌液混合物１环划

线接种ＢＳ琼脂和沙门氏菌显色培养基，ＢＳ琼脂

于３６±１℃培养４０～４８ｈ，沙门氏菌显色培养基

于３６±１℃培养１８～２４ｈ，观察各个平板上菌落

的生长情况，可疑菌落继续进行生化试验，生化试

验结果可疑的还要结合血清学鉴定结果进行

判定。

２　结果与分析
２．１　特异性检测结果

阳性菌株为鼠伤寒沙门氏菌，非沙门氏菌采

用本实验室传代保存的金黄色葡萄球菌、单核细

胞增生李斯特氏菌和志贺氏菌，阴性对照为大肠

埃希氏菌ＡＴＣＣ２５９２２，采用１．３．１方法分别制备

模板ＤＮＡ进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，试验结果见图１。

结果显示仅沙门氏菌检测到荧光信号，而其他对

照菌株（非沙门氏菌菌株）和阴性对照检测结果均

为阴性，表明该方法有很强的特异性。

２．２　灵敏度检测结果

经试验测定，一个沙门氏菌单菌落的带菌量

约为１×１０７ＣＦＵ，通过稀释得到浓度为１０，１×

１０２，１×１０３，１×１０４，１×１０５，１×１０６和１×１０７

ＣＦＵ·ｍＬ１的沙门氏菌菌悬液，制备模板ＤＮＡ进

行荧光定量ＰＣＲ，得出沙门氏菌检出限的最低浓
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度，具体试验结果见图２。当浓度为１０～１×１０
３

ＣＦＵ·ｍＬ１时，ＣＴ值均为３６左右，无明显差异，

扩增曲线效率较低，当浓度为１×１０４ＣＦＵ·ｍＬ１

时，ＣＴ值升高至３４左右，扩增效率有所提高，但

这个灵敏度相对来说较低，后续试验会进一步探

索其原因，提高检测灵敏度。

１～３：沙门氏菌；４～６：非沙门氏菌（金黄色葡萄球菌、单核细胞增生李斯特氏菌、志贺氏菌）；７：阴性对照

１～３：犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；４～６：ｎｏｎ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，犔犻狊狋犲狉犻犪犿狅狀狅犮狔狋狅犵犲狀犲狊，犛犺犻犵犲犾犾犪）；７：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ特异性试验

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

　　考虑到后期人工添加试验，由于菌体附着于

不同食品表面，而食品表面不规则或者由于其疏

水性原因，使所有菌体不能完全分离出来，灵敏度

还会有所降低，因此添加浓度选择为１×１０４

ＣＦＵ·ｍＬ１用于下一步人工污染样品试验。

１：１０ＣＦＵ·ｍＬ１沙门氏菌菌悬液；２：１×１０２ＣＦＵ·ｍＬ１沙门氏菌菌悬液；３：１×１０３ＣＦＵ·ｍＬ１沙门氏菌菌悬液；４：１×１０４ＣＦＵ·ｍＬ１

沙门氏菌菌悬液

１：１０ＣＦＵ·ｍＬ１ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；２：１×１０２ＣＦＵ·ｍＬ１ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；３：１×１０３ＣＦＵ·ｍＬ１

ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；４：１×１０４ＣＦＵ·ｍＬ１ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

图２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ灵敏度试验

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

２．３　重复性检测结果

重复性试验选择浓度相对较高的菌液进行，

分别为１×１０５和１×１０６ＣＦＵ·ｍＬ１，每个浓度分

别重复３次进行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，试验结果

见图３。检测结果显示浓度为１×１０５和１×１０６

ＣＦＵ·ｍＬ１的沙门氏菌 ＣＴ 值平均值分别为

２５．２５和２０．７０，浓度越大对应的ＣＴ值越小，扩

增效果越好，表面该方法具有良好的重复性。
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１～３：１×１０６ＣＦＵ·ｍＬ１沙门氏菌菌悬液；４～６：１×１０５ＣＦＵ·ｍＬ１沙门氏菌菌悬液；７～９：阴性对照

１～３：１×１０６ＣＦＵ·ｍＬ１ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；４～６：１×１０５ＣＦＵ·ｍＬ１ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；７～９：Ｎｅｇａ

ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ重复性试验

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

２．４　不同人工污染样品不同时间点荧光定量

ＰＣＲ结果

２．４．１　生鲜猪肉不同增菌时间试验结果　生鲜

肉类样品是沙门氏菌污染率较高的一类初级农产

品，本试验通过人工添加沙门氏菌，模拟被污染后

的猪肉样品，首先，向猪肉样品中添加沙门氏菌，

浓度为１×１０４ＣＦＵ·ｍＬ１，此时为０ｈ，然后进行

增菌培养，从２ｈ至２４ｈ，每隔２ｈ进行一次ＤＮＡ

模板制备，然后进行荧光定量ＰＣＲ扩增，通过荧

光定量ＰＣＲ方法对其进行检测，得出最短检测时

间，并与传统法进行对比验证。由表４试验结果

可以看出，生鲜猪肉样品仅需６ｈ就可扩增出阳

性结果，而且各个时间段的ＣＴ值相对较平稳，说

明该方法用于生鲜肉类的检测是可行的，而且与

传统方法相比缩短了５～６ｄ的时间。

２．４．２　黄瓜不同增菌时间试验结果　黄瓜样品

是比较有代表性的一类初级农产品，由于黄瓜是

可以作为即食类蔬菜直接食用，因此致病菌的快

速检测意义重大，如果疑似感染沙门氏菌的样品

用该方法可以大大节约时间。由表５检测结果可

以看出，４ｈ就可以检测出沙门氏菌了，而且ＣＴ

值相对较高，说明该方法在缩短检测时间上是有

很大优势的。

２．４．３　生菜不同增菌时间试验结果　生菜样品

由于本身褶皱相对较多，很适合微生物的生长和

繁殖，但是一旦污染致病菌，将对食用者身体产生

极大的伤害，因此选择生菜作为人工污染的第三

种样品进行荧光定量ＰＣＲ方法的研究，由表６结

果可以看出，当培养２ｈ时，制备模板ＤＮＡ，荧光

ＰＣＲ法就能将其检测出来，虽然ＣＴ值较高，但

也能判定其阳性扩增曲线。

表４　生鲜猪肉样品中不同增菌时间

犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚结果

犜犪犫犾犲４　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋狋犻犿犲犻狀犳狉犲狊犺狆狅狉犽狊犪犿狆犾犲狊

时间

Ｔｉｍｅ／ｈ

荧光定量ＰＣＲ结果

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ

ＣＴ值

ＣＴｖａｌｕｅ

０ 阴性 

２ 阴性 

４ 阴性 

６ 阳性 ２３．６２

８ 阳性 １８．７０

１０ 阳性 ２１．４５

１２ 阳性 ２３．８３

１４ 阳性 ２０．０４

１６ 阳性 ２０．８１

１８ 阳性 ２０．５９

２０ 阳性 １５．６０

２２ 阳性 ２８．４３

２４ 阳性 ２２．７３
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表５　黄瓜样品中不同增菌时间

犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚结果

犜犪犫犾犲５　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋狋犻犿犲犻狀犮狌犮狌犿犫犲狉狊犪犿狆犾犲狊

时间

Ｔｉｍｅ／ｈ

荧光定量ＰＣＲ结果

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ

ＣＴ值

ＣＴｖａｌｕｅ

０ 阴性 ３６．０８

２ 阴性 ３６．７６

４ 阳性 ３０．０３

６ 阳性 ２２．７５

８ 阳性 ２１．８７

１０ 阳性 １２．１５

１２ 阳性 １８．７３

１４ 阳性 １９．４１

１６ 阳性 １８．６５

１８ 阳性 １７．６３

２０ 阳性 １８．３９

２２ 阳性 １７．３４

２４ 阳性 ３０．２７

表６　生菜样品中不同增菌时间

犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚结果

犜犪犫犾犲６　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚狉犲狊狌犾狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犲狀狉犻犮犺犿犲狀狋狋犻犿犲犻狀犾犲狋狋狌犮犲狊犪犿狆犾犲狊

时间

Ｔｉｍｅ／ｈ

荧光定量ＰＣＲ结果

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ

相对应ＣＴ值

ＣＴｖａｌｕｅ

０ 阴性 ３６．９３

２ 阳性 ３５．４９

４ 阳性 ３２．０２

６ 阳性 ２５．１３

８ 阳性 ２１．５７

１０ 阳性 ２０．５０

１２ 阳性 １８．１６

１４ 阳性 １９．４３

１６ 阳性 １８．４８

１８ 阳性 ２０．１９

２０ 阳性 １８．９５

２２ 阳性 ２１．０５

２４ 阳性 ２１．４０

２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果与微生物传统法的一

致性

　　将选定的具有代表性的３种样品污染沙门氏

菌后，同时采用荧光定量ＰＣＲ方法和传统方法进

行检测，３种样品采用荧光定量ＰＣＲ方法检测结

果均为阳性，且猪肉样品最快检测时间为６ｈ，黄

瓜样品的最快检测时间为４ｈ，生菜样品的最快

检测时间仅为２ｈ，而传统微生物检测结果也全

部都为阳性，具体阳性菌落形态如图４，在检测时

间传统法上远远不如荧光ＰＣＲ方法，所以该试验

研究的荧光定量ＰＣＲ方法具有快速、精准、灵敏

等特点。

图４　沙门氏菌在不同培养基上的菌落形态

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

ｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａ

３　结论与讨论
快速检测食源性致病菌是及时有效控制和预

防致病菌传播、预防食物中毒的重要方法。如果

是阳性样品用沙门氏菌传统方法检测至少需要
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７ｄ以上的时间，而且生化试验鉴定复杂，所需试

剂繁 多 且 昂 贵，对 人 员 的 专 业 背 景 要 求 较

高［１０１２］。本试验建立了一种基于核酸的方法快

速检测食源性致病菌沙门氏菌的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

方法，大大缩短检测时间，快速定性获取结果，用

该方法检测的人工污染样品与传统方法相对比，

验证检验结果的一致性为１００％。

本试本试验建立的沙门氏菌ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

快速检测方法初步应用于初级农产品的检测中，

灵敏度均较高，较适合即食生鲜食品的快速检测

工作。
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