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［摘　 要］ 　 为实现沙门氏菌的快速检测，根据沙门氏菌特异性 ｉｎｖＥ、ｈｉｌＡ、ｉｎｖＡ、ｈｕｔ 基因编码区序

列，分别设计合成 ４ 套引物，通过对引物筛选和反应条件优化，建立了以 ｉｎｖＡ 特异性基因设计合成

为引物的沙门氏菌环介导等温扩增检测方法。 本方法对沙门氏菌定性检测灵敏度可达到 １０１

ＣＦＵ ／ ｍＬ（细菌浓度），其灵敏度比普通 ＰＣＲ 高 １０ 倍且反应结果易于观察。 以 ６ 种沙门氏菌和 ８ 种

非沙门氏菌细菌 ＤＮＡ 为模板进行 ＬＡＭＰ 扩增检测，并无交叉反应。 结果显示，设计的 ＬＡＭＰ 引物组

和建立的沙门氏菌的 ＬＡＭＰ 检测方法具有特异性好、灵敏度高、快速、费用低廉等优点，可应用于动

物和食品样品中肠道沙门氏菌 ６ 个亚种的快速检测。
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　 　 沙门氏菌是肠杆菌科中的一个重要菌属［１］，可
引起鸡白痢、禽伤寒、犊牛腹泻、奶牛乳房炎等多种

动物疾病［２ － ４］。 同时，沙门氏菌也是一种重要的食

源性致病菌，据统计，目前世界上 ８５％ 的食物中毒

是由沙门氏菌引起的［５］。 目前，对沙门氏菌的传统

检测方法需要较长的实验周期，试剂多且杂［６］，在
快速、特异检测方面具有一定的局限性。 而其它各

种检测方法敏感、快速，却需昂贵庞大的仪器设备、
复杂繁琐的电泳过程等，进而使检测在受到条件限

制的检验工作中，很难得到普遍应用［７］。
环介导等温扩增 （ ｌｏｏｐ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是 Ｎｏｔｏｍｉ 等人在 ２０００ 年发明

的一种新的恒温核酸扩增技术。 ＬＡＭＰ 技术可实

现在恒温条件下（一般在 ６０ ～ ６５ ℃）快速连续扩

增，具有实验过程快速、简便，仪器设备简单、便携，

检测结果特异性强、灵敏度高的优点。 ＬＡＭＰ 扩增

结果观察方式多，凝胶成像系统观察结果、肉眼观

察颜色变化及试纸条技术，也可使用实时荧光法和

实时浊度法，通过实时荧光 ＰＣＲ 仪或实时浊度仪

对扩增结果进行实时观察［８］。 针对我国目前严峻

的食品安全问题和复杂的口岸卫生监控形势，本文

开展了沙门氏菌 ＬＡＭＰ 快速检测方法的研究，以实

现对沙门氏菌的快速检测。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验菌株及抗原　 沙门氏菌实验用标准菌

株购自中国工业微生物保存中心和北京路桥技术

股份有限公司，试验用凝集抗原购自中国兽医药品

监察所，详情见表 １。

表 １　 菌种及抗原

Ｔａｂ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎｓ
菌株名称 编号 来源

鼠伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ １４０２８ 北京陆桥

甲型副伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ ５００８４ 北京陆桥

乙型副伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ ５００９４ 北京陆桥

鸡白痢及禽伤寒沙门氏菌凝集抗原 ２０１８． ０５ 中国兽医药品监察所

肠炎沙门氏菌 ＡＴＣＣ５０３３５ 北京陆桥

金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ ６５３８ 北京陆桥

痢疾志贺氏菌 ＣＩＣＣ １０９８３ 工业微生物菌种保藏中心

阪崎肠杆菌 ＣＩＣＣ ２１５６０ 工业微生物菌种保藏中心

霍乱弧菌 ＣＩＣＣ ２３７９４ 工业微生物菌种保藏中心

致病性大肠埃希氏菌 ＣＩＣＣ １０３７２ 工业微生物菌种保藏中心

布氏杆菌试管凝集抗原 ２０１８． ０６ 中国兽医药品监察所

肠出血性大肠埃希氏菌 ＣＩＣＣ ２１５３０ 工业微生物菌种保藏中心

单增李斯特菌 ＡＴＣＣ １９１１５ 北京陆桥

炭疽沉淀抗原 ２０１８． ０９ 中国兽医药品监察所

１． １． ２　 主要试剂和设备 　 上海生工细菌基因组

ＤＮＡ 快速抽提试剂盒（产品批号：Ｂ５１８２２５），荣研

生物科技（中国）有限公司 ２ × 反应缓冲液 ＲＭ、Ｂｓｔ
ＤＮＡ 聚合酶（产品批号：５Ｚ００６），天根 ２ × Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（产品批号：Ｐ４２１８），ＤＬ １０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

（产品编号：３５９１Ａ），Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｖｅｒｉｔｉ ９６ －
Ｗｅｌｌ ＰＣＲ 扩增仪，日本荣研 ＬＴ － １６ａｌｐｈａ 恒温扩增

基因检测系统，Ｂｉｏ － ｒａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ ＋ 凝胶成像

系统，北京市六一仪器厂 ＤＹＹ － １２ 型电泳仪，Ｈｅａｌ
Ｆｏｒｃｅ 生物安全柜。
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１． ２　 方法

１． ２． １ 　 引物的设计合成 　 按照 ＬＡＭＰ 引物设计

原则，根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的沙门氏菌特异基

因组序列，进行多序列比对，寻找一段高度保守区

作为扩增对象，然后通过分子生物学软件 ＬＡＭＰ

Ｄｅｓｉｇｎｅｒ５ 设计 ４ 组引物。 引物由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成，采用 ＨＰＬＣ 纯化方式。 合

成后的引物用超纯水稀释成 １００ ｐｍｏｌ ／ Ｌ 溶液，
－ ２０ ℃保存备用。 各引物序列见表 ２。

表 ２　 沙门氏菌的 ＬＡＭＰ 检测用引物

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＬＡＭＰ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
基因 引物 序列（５′ － ３′）

ｉｎｖＡ

Ｆ３ ＧＡＡＣＧＴＧＴＣＧＣＧＧＡＡＧＴＣ

Ｂ３ ＣＧＧＣＡＡＴＡＧＣＧＴＣＡＣＣＴＴ

ＦＩＰ ＣＣＧＧＣＣＴＴＣＡＡＡＴＣＧＧＣＡＴＣＡＡＴＴＴＴＧＣＣＣＧＡＴＴＴＴＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧ

ＢＩＰ ＧＡＡＣＧＧＣＧＡＡＧＣＧＴＡＣＴＧＧＡＴＴＴＴＣＡＴＣＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＡＧＧＡＡ

ｈｉｌＡ

Ｆ３ ＣＧＡＡＡＡＴＡＡＣＧＣＴＧＧＧＣＡＧＡ

Ｂ３ ＡＴＣＧＣＣＡＧＴＴＧＣＡＧＡＡＣＧ

ＦＩＰ ＧＣＣＣＧＧＣＧＴＡＧＡＴＡＡＴＡＣＧＣＡＧＴＴＴＴＧＴＴＡＣＧＣＣＧＣＣＴＴＴＡＴＴＣＧＴ

ＢＩＰ ＣＣＧＧＧＧＡＴＣＧＧＧＡＧＴＣＧＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＡＴＣＧＡＣＣＧＡＣＧＧＧＡＴＧ

Ｈｕｔ

Ｆ３ ＧＣＧＧＡＴＡＴＴＧＣＣＧＴＧＧＡＴ

Ｂ３ ＴＧＡＧＡＡＡＣＡＡＴＣＣＧＣＧＡＣＧ

ＦＩＰ ＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＣＧＴＴＡＧＣＧＧＣＴＴＴＴＴＡＣＣＴＧＡＣＧＣＡＧＧＡＴＴＡＣＣＧ

ＢＩＰ ＣＧＣＡＡＧＡＧＴＧＣＧＣＧＴＧＧＴＴＡＴＴＴＴＧＴＡＣＧＡＣＧＡＡＴＧＡＧＣＡＧＡＣＡ

ｉｎｖＥ

Ｆ３ ＧＣＧＡＣＣＣＡＧＣＡＴＡＣＴＧＡＴＧ

Ｂ３ ＧＣＣＴＴＣＧＧＴＡＡＡＧＣＣＴＣＡＴＣ

ＦＩＰ ＧＡＣＡＴＴＴＣＧＴＣＣＧＴＣＧＡＣＴＧＧＡＴＴＴＴＧＧＡＡＡＴＡＣＡＡＣＡＧＧＣＣＧＣＡ

ＢＩＰ ＧＧＣＧＣＴＧＧＣＣＧＡＡＴＴＴＣＧＴＡＴＴＴＴＡＧＣＡＣＧＣＧＴＴＣＡＡＡＡＣＴＧＴ

１． ２． ２　 最优引物的筛选　 将生工生物工程（上海）

股份有限公司合成的 ４ 组引物（ ｉｎｖＡ 引物组、ｈｉｌＡ

引物组、ｈｕｔ 引物组、ｉｎｖＥ 引物组）以沙门氏菌 ＤＮＡ

为模板，吸取 ２０ μＬ 反应缓冲液和 １μＬ Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚

合酶制备预混溶液，每个反应管添加 ２０ μＬ 预混溶

液，再添加 ５ μＬ 试样溶液或对照溶液，待上机，后

续试验溶液配制同等，在荣研 ＬＴ － １６ａｌｐｈａ 恒温扩

增基因检测系统上同时进行 ＬＡＭＰ 反应，并设空白

对照，反应温度为 ６５ ℃，反应时间为 ６０ ｍｉｎ。 日本

荣研 ＬＴ － １６ａｌｐｈａ 恒温扩增基因检测系统有 Ｌｅｆｔ 和

Ｒｉｇｈｔ 两个反应槽，各反应槽有 ８ 个反应孔，其中

Ｌｅｆｔ 反应槽的反应孔编号为 ＮＯ． １ － ８，Ｒｉｇｈｔ 反应槽

的反应孔编号为 ＮＯ． ９ － １６，反应结束后观察扩增

曲线并读取 Ｔｔ（浊度上升开始时间）值和 Ｄｆ（浊度

上升值）值。

１． ２． ３　 ＬＡＭＰ 反应条件的优化

１． ２． ３． １　 反应温度的优化　 以 １． ２． ２ 筛选的最优

引物组作为反应温度优化的扩增引物，以沙门氏菌

ＤＮＡ 为模板，９５ ℃酶失活 ２ ｍｉｎ，做 ６ 组对照，分别

将反应混合物放在 ６０ ℃、６１ ℃、６２ ℃、６３ ℃、６４ ℃、

６５ ℃反应条件下进行 ＬＡＭＰ 反应，并设空白对照，

反应结束后观察扩增曲线并读取 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值。

１． ２． ３． ２　 反应时间的优化　 以 １． ２． ２ 筛选的最优

引物组作为扩增引物，以沙门氏菌 ＤＮＡ 为模板，

以 １． ２． ３． １ 筛选的最优温度设为反应温度，９５ ℃酶

失活 ２ ｍｉｎ，做 ４ 组对照，分别将反应混合物放在

·５２·
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３０ ｍｉｎ、４０ ｍｉｎ、５０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 反应条件下进行

ＬＡＭＰ 反应，并设空白对照，反应结束后观察扩增

曲线并读取 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值。
１． ２． ４　 特异性试验　 为了验证设计引物对沙门氏

菌检测的特异性，用 １． ２． ２ 反应体系和 １． ２． ３ 优化

后条件，以 ７ 株非沙门氏菌细菌和 ４ 株阳性对照沙

门氏菌培养物提取的 ＤＮＡ、鸡白痢及禽伤寒沙门氏

菌凝集抗原 ＤＮＡ、布氏杆菌试管凝集抗原 ＤＮＡ、炭
疽沉淀抗原 ＤＮＡ 为模板进行 ＬＡＭＰ 扩增检测，并
设置空白对照，ＮＯ． ２ － ８（ａ）依次为甲型副伤寒沙

门氏菌、乙型副伤寒沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、鸡
白痢及副伤寒沙门氏菌凝集抗原、肠炎沙门氏菌、
金黄色葡萄球菌、痢疾志贺菌，ＮＯ． １０ － １６（ｂ）依次

为阪 崎 杆 菌、 霍 乱 弧 菌、 肠 出 血 行 大 肠 杆 菌

Ｏ１５７：Ｈ７、致病性大肠埃希氏菌、布氏杆菌试管凝

集抗原、单增李斯特菌、炭疽沉淀抗原，Ｌｅｆｔ 反应槽

的 ＮＯ． １ 和 Ｒｉｇｈｔ 反应槽的 ＮＯ． ９ 均为空白对照，反
应结束后观察各反应孔有无扩增曲线的出现。
１． ２． ５ 灵敏度试验　 ３７ ℃培养后的菌液，用生理盐

水 １０ 倍倍比稀释至 １０ － １０。 取菌落数在 ３０ ～ ３００
之间的平板作平板计数，用该浓度级的 ３ 个平板菌

落均数推算细菌浓度：菌落均数 × 稀释倍数 × １０；
经平板计数， 沙门氏菌原菌液浓度为 ５ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ，１０ 倍倍比稀释后，对系列稀释的菌液进

行 ＬＡＭＰ 与 ＰＣＲ 检测，ＬＡＭＰ 反应条件同上，ＰＣＲ
反应条件为：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 ４０ ｓ，
５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ，进行 ３０ 个循环；
７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃保存反应产物，反应结束后，
取反应产物进行凝胶电泳检测，预计 ＰＣＲ 产物长

度为 １９４ ｂｐ，ＬＡＭＰ 反应结束后观察各反应孔有无

扩增曲线的出现。
２　 结果与分析

２． １　 最优引物的筛选 　 反应结束后，通过观察扩

增曲线并读取 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值。 结果显示，ｉｎｖＡ 引物

组和 ｈｕｔ 引物组有扩增曲线，ｉｎｖＡ 引物组 Ｔｔ 值最

早，且 Ｄｆ 最高（图 １），说明 ｉｎｖＡ 引物组为最优引物

组。 ｉｎｖＡ 引物组 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值的具体数值见表 ３。

ＮＯ． １ － ５ 分别为空白对照、ｉｎｖＥ 引物组、

ｈｉｌＡ 引物组、ｈｕｔ 引物组和 ｉｎｖＡ 引物组

ＮＯ． １ － ５ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｉｎｖＥ ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ，

ｈｉｌＡ ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ，ｈｕｔ ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｖＡ ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ

图 １　 筛选最优引物组扩增曲线图

Ｆｉｇ １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｇｒｏｕｐ

表 ３　 ＬＡＭＰ 引物筛选试验 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值

Ｔａｂ ３　 Ｔｔ ａｎｄ Ｄｆ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＬＡＭＰ ｐｒｉｍｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｅｓｔ
ＮＯ 扩增组 Ｔｔ 值 ／ ｍｉｎ Ｄｆ 值

１ 空白对照 － － － －

２ ｉｎｖＥ 引物组 － － － －

３ ｈｉｌＡ 引物组 － － － －

４ Ｈｕｔ 引物组 ２８∶ ０９ ２０２５

５ ｉｎｖＡ 引物组 ２５∶ ５４ ２０９７

２． ２　 ＬＡＭＰ 反应条件的优化

２． ２． １ 　 反应温度的优化　 反应结束后，通过观察

扩增曲线并读取 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值。 结果显示，当反应

温度为 ６４ ℃时，引物组 Ｔｔ 值最早，且 Ｄｆ 最高，扩增

效果最好，说明最优反应温度为 ６４ ℃。 各反应组

Ｔｔ 值和曲 Ｄｆ 值具体数值见表 ４。

表 ４　 ＬＡＭＰ 反应温度优化试验的 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值

Ｔａｂ ４　 Ｔｔ ａｎｄ Ｄｆ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＬＡＭＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
Ｎｏ 反应温度 ／ ℃ Ｔｔ 值 ／ ｍｉｎ Ｄｆ 值

１ ６０ ３２∶ ３２ １４５６

２ ６１ ２９∶ ０６ １８３８

３ ６２ ２９∶ １８ １８４９

４ ６３ ２６∶ ５３ ２０１１

５ ６４ ２５∶ １４ ２１３５

６ ６５ ２６∶ ４１ １９９３

·６２·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 ８ 月第 ５３ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２． ２． ２ 　 反应时间的优化　 反应结束后，通过观察

扩增曲线并读取 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值。 结果显示，当反应

时间为 ４０ ｍｉｎ 时，引物组 Ｔｔ 值最早，且 Ｄｆ 最高，扩
增效果最好，用时最短，因此，引物组 ｉｎｖＡ 扩增反

应的最佳时间为 ４０ ｍｉｎ。 各反应组 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值具

体数值见表 ５。
２． ３　 特异性试验　 从图 ２ 可以看出，ａ 中 ＮＯ． ２ － ６
反应孔有扩增曲线，其余反应孔均无扩增曲线，说
明只有以沙门氏菌纯培养物、鸡白痢及副伤寒沙门

氏菌凝 集 抗 原 提 取 的 ＤＮＡ 模 板 有 扩 增 曲 线

出现，其他反应孔均无扩增曲线出现。因此，引物组

表 ５　 ＬＡＭＰ 反应时间优化试验的 Ｔｔ 值和 Ｄｆ 值

Ｔａｂ ５　 Ｔｔ ａｎｄ Ｄｆ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ｏｐｔｉｍａｌ ＬＡＭＰ

ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
序号 反应时间 ／ ｍｉｎ Ｔｍ 值 ／ ｍｉｎ Ｄｆ 值

１ ３０ — —

２ ４０ ２６∶ ４３ ２０５１

３ ５０ ２７∶ ０６ ２０４４

４ ６０ ２７∶ １５ １４０８

ｉｎｖＡ 引物组对沙门氏菌具有特异性，可用于对肠道

沙门氏菌 ６ 个亚种的特异性检测。

ＮＯ． ２ － ８（ａ）依次为甲型副伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、鸡白痢及副伤寒沙门氏菌凝集抗原、肠炎沙门氏菌、

金黄色葡萄球菌、痢疾志贺菌；ＮＯ． １０ － １６（ｂ）依次为阪崎杆菌、霍乱弧菌、肠出血行大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７、

致病性大肠埃希氏菌、布氏杆菌试管凝集抗原、单增李斯特菌、炭疽沉淀抗原；ＮＯ． １ 和 ＮＯ． ９ 均为空白对照

ＮＯ． ２ － ８ （ａ） ｗｅｒｅ Ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａ， Ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｂ， Ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｍｕｒｉｎｅ， Ｐｕｌｌｏｒｕｍ ｇａｌｌｉｎａｅ ａｎｄ

Ｐａｒａｔｙｐｈｏｉｄ ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ， Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ， Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｄｙｓｅｎｔｅｒｙ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

ＮＯ． １０ － １６ （ｂ） ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓａｋａｚａｋｉｉ，Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ， Ｅ． ｃｏｌｉ Ｏ１５７：Ｈ７， ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅ． ｃｏｌｉ， Ｂｒｕｃｅｌｌａ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ， Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，ａｎｄ Ａｎｔｈｒａｘ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ，ＮＯ． １ ａｎｄ ＮＯ． ９ ｗｅｒｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌｓ

图 ２　 特异性实验的扩增曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

２． ４　 灵敏度试验 　 ＬＡＭＰ 检测扩增曲线结果见

表 ６，ＬＡＰＭ 灵敏度试验检测结果见图 ３， ＰＣＲ
检测 结 果 见 图 ４ 。 结果表明 ， ＰＣＲ法检测限为

１０２ＣＦＵ ／ ｍＬ，ＬＡＭＰ 检测限为 １０，其检测灵敏度是

ＰＣＲ 方法的 １０ 倍，说明 ＬＡＭＰ 检测方法的灵敏度

优于 ＰＣＲ 法。

·７２·
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表 ６　 灵敏度试验的 ＬＡＭＰ 检测结果

Ｔａｂ ６　 ＬＡＭＰ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ
Ｎｏ 反应组 ／ （ＣＦＵ·ｍＬ － １） Ｔｔ 值 ／ ｍｉｎ Ｄｆ 值

１ 空白对照 — —

２ １０７ ２４∶ １３ ２１３４

３ １０６ ２４∶ ０７ ２１３２

４ １０５ ２４∶ １２ ２３０９

５ １０４ ２４∶ ２８ ２３２４

６ １０３ ２４∶ ５０ ２２３６

７ １０２ ２４∶ ５１ ２２００

８ １０１ ２３∶ ３３ ２２３９

９ １０ － １ — —

图 ３　 ＬＡＰＭ 灵敏度试验检测结果电泳图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＡＰＭ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

１ － ８ 分别为 １０７ ～ １０１ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液和空白对照

图 ４　 灵敏度试验 ＰＣＲ 检测电泳图

Ｆｉｇ ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ

３　 讨论与结论

沙门氏菌病为人兽共患病，沙门氏菌即可引起

多种动物感染，同时作为一种重要的食源性致病菌

也可引起人类多种疾病。 沙门氏菌在人类和动物

上引起的疾病主要临床症状表现为败血症和肠炎

引起的腹泻，其临床表现与其它细菌、病毒引起的

疾病症状非常相似，难以鉴别。 随着人们对食品安

全问题的重视程度日渐增高和基层兽医、一线口岸

对快速检测、快速通关的要求，传统检测沙门氏菌

耗时长、过程复杂，难以满足快速检测的要求。 所

以，有必要建立一种能快速、准确、简便、费用低廉

的检测沙门氏菌的方法。 而 ＬＡＭＰ 技术在特异性、
灵敏度、反应时间、反应设备等方面占据明显优势，

已被应用于细菌、病毒等的检测。 ＬＡＭＰ 技术优点

突出，不需要模板热变性、长时间温度循环、繁琐的

电泳等过程，效率高，观察结果方便多样，非常适合

基层和口岸一线工作人员大规模样品的快速检测。
相关研究表明，沙门氏菌 ｉｎｖＡ 基因具有属特

异性，常被用作检测沙门氏菌的靶向基因［９］。 本实

验通过对沙门氏菌 ｉｎｖＡ 特异性基因设计内外侧 ４
条引物，通过对反应条件的优化，建立了肠道沙门

氏菌 ６ 个亚种的 ＬＡＭＰ 快速检测方法，方法灵敏度

可达到 １０１ＣＦＵ ／ ｍＬ（细菌浓度），其灵敏度比普通

ＰＣＲ 高 １０ 倍且反应结果易于观察。 ＬＡＭＰ 扩增产

物进行凝胶电泳分析容易发生气溶胶污染，添加指

示剂增加试验复杂程度，且观察容易出现误判。 本

试验利用 ＬＡＭＰ 等温实时浊度仪，通过测定扩增基

因时出现的副产物焦磷酸镁的混浊度来判断是否

存在目标基因。 本方法通过仪器读取浊度吸光值，
观察有无扩增曲线直接定性判定沙门氏菌检测阴

阳性，方法操作方便快捷，灵敏度高，特异性强，恒
温条件下实现快速检测，同时也避免了气溶胶对实

验室的污染，特别适用于基层兽医、食品及口岸一

线部门检测使用，对动物沙门氏菌及食品安全进行

快速筛查具有重要意义。
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