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摘要:针对沙门氏菌的侵袭蛋白基因(invA)和金黄色葡萄球

菌的耐热核酸 酶 基 因(nuc)设 计 LAMP 引 物,优 化 反 应 条

件,并分别对反应产物进行熔解曲线分析,判断扩增结果,从

而建立食品中沙门氏菌和金黄色葡萄球菌多重 LAMP—熔

解曲线检测方法。对9株目标菌和23株非目标菌的检测未

出现假阳性和假阴性结果,并可通过熔解曲线的熔解温度分

析确定所含目标菌;对产物的测序分析表明所得序列与目的

基因序列吻合;对目标菌的检测灵敏度均可达到10fg/μL;
对232份样品的检测结果显示,其中2份生猪肉中检出金黄

色葡萄球菌。该方法具有良好的检测特异性,并可为食源性

致病菌的快速检测提供一种重要技术手段。
关键词:沙门氏菌;金黄色葡萄球菌;多重 LAMP;熔解曲线;
食品

Abstract:AmultiplexLAMP-meltingcurvemethodforsimultaneous
detectionofSalmonellaspp.andStaphylococcusaureusinfoodwas
developed.Theprimersweredesignedaccordingtothesequencesof
invAgeneofSalmonellaspp.andnucgeneofStaphylococcusau-
reus,andthereactionsystem wasoptimized.Theamplification
productswereanalyzedbymeltingcurves,electrophoresis,precipita-
tionobservationandfluorescenceobservationaswell.Nofalseposi-
tiveandfalsenegativeresultsemergedduringtestsof9targetand23
non-targetbacteriastrains,andthepathogenscouldbedetermined
by meltingtemperatureon meltingcurves.DNA sequencing of
LAMPproductsshowedthesequencesasdeduced,confirmingthe
correctLAMPamplification.Thedetectionlimitsforeachpathogen
wereboth10fg/μL.Thetestsresultof232samplesshowedthat2
piecesofraw pork werecontaminatedbyStaphylococcusaureus.

Thismethodshowedhighspecificity,andcouldbeusedtodetect
foodbornepathogensrapidly.
Keywords:Salmonella spp.;Staphylococcus aureus; multiplex
LAMP;meltingcurves;food

依据中国现行食品安全监管体系和食品安全国家标准,

沙门氏菌(Salmonellaspp.)和金黄色葡萄球菌(Staphylo-

coccusaureus)是重点关注的食源性致病菌,而目前主要采用

分离培养方法对这两种致病菌进行检测[1,2],不但检测周期

较长,而且受限于检测人员的专业知识和经验,容易出现误

判。随着分子生物学方法逐步应用到微生物检测中,致病菌

的检测效率也得到提升。环介导等温扩增技术(loop-media-

tedisothermalamplification,LAMP)[3]作为一种新型核酸扩

增技术,由于其快速、简便、高效的特点而得到广泛运用[4,5]。

但由于其特殊的扩增机制,现有方法大多是在一个系统中针

对单一目标菌进行检测,即便能在同一反应体系中实现多个

目的菌快速扩增,其扩增产物也要通过诸如酶切、测序等复

杂手段进行分析。本研究拟分别选择沙门氏菌和金黄色葡

萄球菌 的 高 度 保 守 基 因[6,7]设 计 LAMP 引 物,优 化 多 重

LAMP反应体系,并对扩增产物进行熔解曲线分析,根据熔

解温度判断相应的病原菌,以建立沙门氏菌和金黄色葡萄球

菌多重LAMP快速检测方法。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

培养基:青岛海博生物技术有限公司;

DNA提取试剂盒、PCR产物回收纯化试剂盒:美国 Qia-

gen公司;

DNA MarkerDL2000:宝生物工程(大连)有限公司;

MgSO4 溶液、dNTP溶液:美国Promega公司;
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BstDNA聚合酶及其缓冲液:荷兰 NEB公司;

甜菜碱:美国Sigma-Aldrich公司;

EvaGreen染料:美国Biotium 公司;

琼脂糖:法国Biowest公司;

BigDye测序试剂盒:美国 AB公司。

试验用菌株包括:金黄色葡萄球菌(Staphylococcusau-

reus,ATCC6538、ATCC25923、ATCC27217),甲型福伤寒

沙门菌(Salmonellaparatyphi-A,CICC21501),乙型副伤寒

沙门菌(Salmonellaparatyphi-B,CICC21495),丙型福伤寒

沙门菌(Salmonellaparatyphi-C,CICC21512),鼠伤寒沙门

菌(Salmonellatyphimurium,ATCC14028),猪霍乱沙门菌

(Salmonellacholerae-suis,CICC21493),亚利桑纳沙 门 菌

(Salmonellaarizona,CICC21506),痢疾志贺菌(Shigella

dysenteriae,ATCC51252),福氏志贺菌(Shigellaflexneri,

ATCC12022),鲍氏志贺菌(Shigellabogdii,ATCC9207),

宋内志贺菌(Shigellasonnei,ATCC25931),单增李斯特菌

(Listeriamonocytogenes,ATCC19114、ATCC19115),无害

李斯特菌(Listeriainnocua,ATCC33090),威氏李斯特氏菌

(Listeriawelshimeri,CICC21672),斯氏李斯特氏菌(Liste-

riaseeligeri,CICC21671),伊氏李斯特菌(Listeriaivano-

vii,CICC 21663),格 氏 李 斯 特 菌 (Listeriagrayi,CICC

21670),表皮葡萄球菌(Staphylococcusepidermidis,ATCC

12228),腐 生 葡 萄 球 菌 (Staphylococcussaprophyticus,

ATCC 49453),粪 肠 球 菌 (Enterococcusfaecalis,CICC

23536),屎肠球菌(Enterococcusfaecium,CICC21605),副溶

血弧菌(Vibrioparahaemolyticus,CICC21528),铜绿假单胞

菌(Pseudomonasaeruginosa,ATCC15442),大肠埃希氏菌

(Escherichiacoli,ATCC25922),阪崎肠杆菌(Enterobacter

sakazakii,ATCC51329),奇异变形杆菌(Proteusmirabilis,

CICC23676),杨氏柠檬酸杆菌(Citrobacteryoungae,CICC

21596),蜡样芽孢杆菌(Bacilluscereus,ATCC11778),乙型

溶血性链球菌(Streptococcushemolytic-β,CMCC32210)。

将引物配制成浓度为50μmol/L 的溶液备用,序列见

表1。

表1　LAMP检测引物

Table1　SpecificprimersequencesforLAMP

目标基因 引物名称 引物序列(5’→3’)

沙门氏菌invA 基因

(Genebank

NC_003198.1)

invA-F3 GGCCCGATTTTCTCTGGATGG

invA-B3 CACCAATGGTCAGCATGG

invA-FIP GCGCGGCATCCGCATCAATGGTATGCCCGGTAAACAGATGAGT

invA-BIP ACGGTTCCTTTGACGGTGCGATACCATGGCGGGTCATC

invA-sF CGGTATTATTGATGCGGATGC

invA-sR CACCGAAATACCGCCAATAAA

金 黄 色 葡 萄 球 菌

nuc基因

(Genebank

NC_002952.2)

nuc-F3 ACAATACGCAAAGAGGTTTTTCT

nuc-B3 TTTCGTAAATGCACTTGCTTCA

nuc-FIP TGTCGCAGGTTCTTTATGTATAATGGCGTAAATAGAAGTGGTTC

nuc-BIP AATGTACAAAGGTCAACCAATGACATAGGATGCTTTGTTTCAGGTG
nuc-

LOOP
ACAGTATATAGTGCAACTTCAACTAA

nuc-sF CAGTATATAGTGCAACTTCAACTAA

nuc-sR TGGTTGACCTTTGTACATTAA

1.2　仪器与设备

荧光PCR仪:Mini-Opticon型,美国Bio-Rad公司;

梯度PCR仪:Veriti型,美国 AB公司;

基础电泳仪:Basic型,美国Bio-Rad公司;

自动凝胶成像系统:GelDocXR型,美国Bio-Rad公司;

恒温水浴器:TW20型,德国Julabo公司。

1.3　方法

1.3.1　细菌 DNA 提取　将菌种分别接种于脑心浸液肉汤

中,36℃培养24h,采用细菌基因组 DNA抽提试剂盒分别提

取增菌液培养产物DNA,操作步骤严格按照试剂盒说明书。

1.3.2　多重LAMP反应体系的优化　25μL反应体系中,

首先确定的组分及浓度:引物 F3和 B3各0.04μmol/L,引

物FIP和BIP各0.5μmol/L,引物nuc-LOOP0.3μmol/L,

甜菜碱0.64mol/L,dNTP各0.8mmol/L,Bst聚合酶8U,

10×反应缓冲液2.5μL,1×EvaGreen荧光染料;扩增时间

为100min,对 Mg2+ 浓度和扩增温度进行优化。在63℃下,

Mg2+ 浓度分别设定为3.6,4.0,4.4,4.8,5.2mmol/L的情

况下进行测试;在最佳 Mg2+ 下,扩增温度分别设定为61,

62,63,64,65℃的情况下进行测试。扩增在PCR仪中进行,

通过分别观察两种目标菌的扩增效率,最 终 确 定 体 系 中
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Mg2+ 的浓度和扩增温度。

1.3.3　多重LAMP种属特异性　以目标菌株和非目标菌株

的基因组DNA为模板分别进行 LAMP检测,同时对鼠伤寒

沙门氏菌(ATCC14028)和金黄色葡萄球菌(ATCC25923)的混

合DNA模板进行LAMP检测。设定荧光定量PCR仪的反应

温度为63℃,每隔1min收集1次荧光信号,100个循环。

反应产物应用琼脂糖凝胶电泳、观察离心沉淀和观察荧

光3种方法检测扩增结果,验证该方法检测沙门氏菌和金黄

色葡萄球菌的特异性。

1.3.4　熔解曲线分析多重 LAMP产物　分别以沙门氏菌

基因组 DNA、金黄色葡萄球菌基因组 DNA和二者的混合基

因组 DNA 为模板,以最佳条件进行多重 LAMP反应,设定

荧光定量PCR仪的反应温度为63℃,每隔1min收集1次

荧光信号,100个循环;扩增产物应用荧光定量 PCR仪分别

进行熔解曲线分析,以确定沙门氏菌和金黄色葡萄球菌扩增

产物的熔解曲线特征峰,并观察多重 LAMP反应时熔解曲

线特征峰是否与之吻合。以琼脂糖凝胶电泳、观察离心沉淀

和观察荧光法为对照检测方法。

1.3.5　多重LAMP体系对单一目标菌 DNA的检测灵敏度

将鼠伤寒沙门氏菌(ATCC14028)和金黄色葡萄球菌

(ATCC25923)两种标准菌株 DNA 提取液进行10倍梯度稀

释,使 DNA浓度为1,0.1,0.01,0.001,0.0001,0.00001,

0.000001ng/μL。以上述浓度 DNA 为模板,对本 LAMP
检测方法和PCR检测方法分别进行单个目标菌 DNA 检测

灵敏度的测定,并利用电泳结果对二者灵敏度进行比较。

PCR方法的建立参考相关行业标准[8]。

1.3.6　多重LAMP不同组合检测及产物测序验证　以鼠

伤 寒 沙 门 氏 菌 (ATCC14028)和 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(ATCC25923)的混合 DNA 为模板,进行多重 LAMP扩增,

对扩增产物进行电泳,将200~1000bp的产物进行切胶回

收纯化,应用invA-sF、invA-sB、nuc-sF和nuc-sB作为测序

引物对所纯化产物直接测序分析,并与预期目的片段序列进

行比对,从而对反应体系的特异性进行进一步验证。

1.3.7　多重LAMP与传统方法检测模拟样品的比较　以

液体乳和乳粉为基质分别制备模拟样品。将鼠伤寒沙门氏

菌(ATCC14028)和金黄色葡萄球菌(ATCC25923)分别接种

于营养肉汤培养液,36 ℃培养24h,将培养液分别离心,弃

去上清后,加入生理盐水反复离心洗涤3次,加入生理盐水

重新悬浮,并调整菌悬液浓度,均匀混合于液体和固体模拟

样品,使样品中的污染量达到103 mL-1(g-1);同时,在这些

样品中也加入志贺氏菌、大肠埃希氏菌、粪肠球菌、表皮葡萄

球菌菌悬液作为背景干扰菌,制成10份模拟阳性样品;另将

志贺氏菌、大肠埃希氏菌、粪肠球菌、表皮葡萄球菌菌悬液均

匀混合于其它样品中,制成10份模拟阴性样品。

将每份模拟样品分别采用两种方法检测。第一法中,分

别取25g模拟样品加入225mL的改良SSL复合增菌液[9]

(复合增菌液中氯化锂的浓度改为4g/L)中,36℃培养12h

后,应用试剂盒提取培养液中细菌 DNA,并以此为模板,采

用多重LAMP方法进行检测分析;第二法中,按照中国 GB

4789.4—2010和GB4789.10—2010的方法对每份模拟样品

进行定性检测,并与多重LAMP检测结果进行比对。

1.3.8　多重LAMP与传统方法检测真实样品的比较　取

实验室在检的禽蛋32批、生猪肉66批、乳制品134批,分别

按照1.3.7中所述两种方法进行检测,比较两组检测结果。

2　结果与讨论

2.1　多重LAMP反应体系的优化

沙门氏菌和金黄色葡萄球菌基因组 DNA在同一温度不

同 Mg2+ 浓度(3.6,4.0,4.4,4.8,5.2 mmol/L)条件下的

LAMP扩增结果见图1;沙门氏菌和金黄色葡萄球菌 DNA
在同一 Mg2+ 浓 度 不 同 温 度 下 (61,62,63,64,65 ℃)的

LAMP扩增结果见图 2。由图 1、2可知,当 Mg2+ 浓度为

4.8mmol/L、扩增温度为63℃时,反应体系对两株菌 DNA
的扩增效果均较好,呈现明亮梯状电泳条带,最终确定最佳

Mg2+ 浓度为4.8mmol/L、最佳扩增温度为63℃。 
 

1 2 3 4 5 6

（a） 沙门氏菌 （b） 金黄色葡萄球菌

1 2 3 4 5 6

1. DNA marker DL2000 2～6. Mg2+浓度依次是3.6，4.0，4.4，4.8，5.2 mmol/L

图1　不同 Mg2+ 浓度 LAMP扩增产物电泳图

Figure1　ElectrophoresisofLAMPproductsoutof

differentMg2+ concentrations
  

1 2 3 4 5 6

（a） 沙门氏菌 （b） 金黄色葡萄球菌

1 2 3 4 5 6

1. DNA marker DL2000 2～6. 扩增温度依次是 61，62，63，64，65 ℃

图2　不同反应温度 LAMP扩增产物电泳图

Figure2　ElectrophoresisofLAMPproductsoutof

differenttesttemperatures

　　依据相关研究,invA 和nuc序列高度保守[6,7],本研究

正是针对这两个基因序列设计引物,在筛选了大量引物,并

优化反应体系后,仍存在两种致病菌 DNA 扩增效率不平衡

的情况进行研究的。有研究[10]显示,反应体系中增加环引物

可显著提高扩增效率。本研究针对金黄色葡萄球菌设计增加

了1条环引物,显著提高了多重体系中金黄色葡萄球菌 DNA
的扩增效率,使其与沙门氏菌DNA的扩增效率相对一致。
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2.2　多重LAMP的种属特异性试验

应用多重LAMP方法对目标菌和非目标菌的 DNA 以

及沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的混合 DNA 分别进行扩增,

结果见图3。由图3可知,在荧光定量PCR仪进行反应后,9
株目标菌和混合 DNA呈现明显扩增曲线,而非目标菌无扩

增曲线。目标菌株与非目标菌株多重 LAMP扩增电泳结果

见图4。由图4可知,9株目标菌株扩增产物电泳后呈现明

显梯状电泳条带,而非目标菌无电泳条带,其结果与离心观

察沉淀及荧光染料法的检测结果与扩增曲线结果一致。通

过对目标菌和非目标菌的 LAMP扩增试验可知,本方法对

沙门氏菌和金黄色葡萄球菌基因组 DNA具有高度特异性。
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图3　目标菌株与非目标菌株多重 LAMP扩增曲线图

Figure3　AmpliationcurvesofmultiplexLAMPproductsof
eachtargetingbacteriaornon-targetingbacteria

2.3　多重LAMP产物分析

扩增产物熔解曲线见图5。将PCR仪加热的扩增产物 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25

1. DNA marker DL2000 2～4. 金黄色葡萄球菌 5～10. 沙门氏菌
11～25. 部分非目标菌

图4　目标菌株与非目标菌株多重 LAMP扩增电泳图

Figure4　ElectrophoresisofmultipleLAMPproductsof
eachtargetingbacteriaornon-targetingbacteria
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图5　扩增产物熔解曲线

Figure5　 MeltingcurvesanalysisofLAMPproducts
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在荧光定量PCR仪上进行熔解曲线分析后发现:单一沙门

氏菌 DNA扩增产物的熔解曲线峰出现在86~90℃,其最高

峰出现在88℃左右(图5(a));单一金黄色葡萄球菌DNA扩

增产物的熔解曲线峰出现在80~84 ℃,其最高峰出现在

82℃左右(图5(b));沙门氏菌和金黄色葡萄球菌混合 DNA
的扩增产物在80~84℃和86~90℃分别出现一个熔解曲

线峰(图5(c))。上述结果表明,本试验所建立的多重LAMP
检测体系可准确检测沙门氏菌和金黄色葡萄球菌基因组

DNA,并可通过熔解曲线分析,准确分析模板中所含有的目

标菌 DNA。

　　混合目标菌多重 LAMP产物电泳结果见图6。由图6
可知,电泳观察时可见明亮梯状条带,给出了与熔解曲线一

致的结果,说明熔解曲线分析可行。

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1.DNA marker DL2000 2～3. 沙门氏菌 DNA扩增结果 4～5. 金黄
色葡萄球菌 DNA 扩增结果 6～7. 沙门氏菌+金黄色葡萄球菌
DNA扩增结果 8～9. 阴性对照 10～11. 空白对照

图6　混合目标菌 DNA多重 LAMP扩增产物电泳图

Figure6　ElectrophoresisofmultipleLAMPproducts

oftargetingbacteria

　　现 阶 段 鲜 有 多 重 LAMP 检 测 的 报 道,主 要 是 因 为

LAMP反应体系较为复杂,多重 LAMP中各类影响因素的

综合效应难以预料。同时,由于 LAMP反应产物是由等比

分子量的反应产物组成,因此多重 LAMP的扩增产物无法

如多重PCR那样直接比对电泳条带的分子量来判断检测体

系中存在何种目标菌 DNA。本试验利用荧光定量 PCR仪

对多重扩增产物进行熔解曲线分析,通过观察熔解曲线峰确

定模板中所含的目标 DNA。若在86~90 ℃出现熔解曲线

峰,说明模板中存在沙门氏菌 DNA;若在80~84 ℃出现熔

解曲线峰,说明模板中存在金黄色葡萄球菌 DNA;若86~

90℃和80~84℃同时出现熔解曲线峰,说明模板中既存在

沙门氏菌 DNA,又存在金黄色葡萄球菌 DNA。

2.4　多重LAMP体系对单一目标菌的检测灵敏度

分别对鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的 DNA提取

液进行PCR、多重LAMP电泳和多重 LAMP荧光的灵敏度

检测,PCR和多重LAMP检测灵敏度比较见图7、8。由图7
可知,沙门氏菌和金黄色葡萄球菌 DNA的PCR检测灵敏度

为10pg/μL,多重 LAMP电泳检测灵敏度达到10fg/μL。

由图8可知,多重LAMP荧光检测灵敏度也达到10fg/μL。

 

1 2 3 4 5 6 7 8

 

1 2 3 4 5 6 7 8

（a） 沙门氏菌 PCR产物电泳图 （b） 金黄色葡萄球菌 PCR
产物电泳图

 1 2 3 4 5 6 7 8
 
1 2 3 4 5 6 7 8

（c） 沙门氏菌 LAMP产物电泳图 （d） 金黄色葡萄球菌 LAMP
产物电泳图

1. DNA marker DL2000 2～8. 分别为 DNA模板浓度为 1， 0.1，
0.01，0.001，0.000 1，0.000 01，0.000 001 ng/μL的反应产物

图7　PCR和多重 LAMP检测灵敏度比较

Figure7　SensitivitycomparisonofmultipleLAMP

andconventionalPCR
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（b） 金黄色葡萄球菌 LAMP产物荧光图
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图8　多重 LAMP荧光检测灵敏度

Figure8　SensitivityofmultipleLAMPandconventional

PCRwithfluorescencedetecting
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2.5　多重LAMP产物的测序验证

对以鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌两种菌的混合

DNA为模板的多重 LAMP扩增产物进行测序,结果显示,

两种目标菌的 DNA序列均能被高效扩增,且测序结果与预

期完全吻合。测序结果进一步验证了本试验所设计的多重

LAMP方法能同时对沙门氏菌和金黄色葡萄球菌基因组

DNA进行高效扩增检测,引物之间无互相抑制,并具有较好

的特异性和稳定性。

2.6　模拟样品和真实样品检测对比试验

加工食品中食源性致病菌的污染量相对较低,因此增菌

是LAMP检测中必不可少的环节。本试验采用了一种复合

增菌液,并依据文献[9]将复合增菌液中氯化锂的浓度改为

4g/L,故能同时富集沙门氏菌和金黄色葡萄球菌,并进一步

抑制单增李斯特菌的增菌和其他非目标菌,取得了良好的增

菌效果。

对模拟样品和真实样品多重 LAMP检测结果与标准方

法的检测结果吻合,且模拟样品的检测结果与预期完全一

致,无假阳性或假阴性结果出现,说明该方法具有良好的特

异性和稳定性。在232份真实样品中,其中2份生猪肉样品

检出金黄色葡萄球菌,其余样品中均未检出沙门氏菌和金黄

色葡萄球菌。同时,多重 LAMP检测方法从增菌至获得结

果的检测 周 期 仅 为 1d,较 中 国 GB4789.4—2010 和 GB

4789.10—2010分析方法的3~5d检测周期有明显缩短。

3　结论

本研究针对沙门氏菌的侵袭蛋白基因(invA)和金黄色

葡萄球菌的耐热核酸酶基因(nuc)设计 LAMP引物,优化反

应条件,并分别对反应产物进行熔解曲线分析,判断扩增结

果,建立了食品中沙门氏菌和金黄色葡萄球菌多重 LAMP—

熔解曲线检测方法。该方法反应体系的组分及浓度为:引物

F3和B3各0.04μmol/L,引物 FIP和 BIP各0.5μmol/L,

引物nuc-LOOP0.3μmol/L,甜菜碱0.64mol/L,dNTP各

0.8mmol/L,Bst聚合酶8U,10×反应缓冲液2.5μL,1×

EvaGreen荧光染料,Mg2+ 浓度为4.8mmol/L;扩增温度为

63℃时,扩增时间为100min。同时,采用多重 LAMP体系

分别对两种致病菌的检测灵敏度进行单独测试,扩增产物电

泳检测灵敏度均达为10fg/μL;而当采用荧光定量 PCR仪

对产物进行分析时,其检测灵敏度甚至达到了1fg/μL,远远

高于PCR方法10pg/μL的检测灵敏度。
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欧洲食品安全局（EFSA）3 月 12 日称，欧洲几乎一半

的食品都含有农药残留， 而草莓上的农药残留是最有可能

超过安全界限的。

据报道，该安全局还在有机食品中发现了农药痕迹，但

称在对近 8.1 万个食品样本进行分析后发现， 其对健康产

生负面影响的风险很低。

但权益组织称，这一数据令人担忧，尤其是发现不止一

种农药残留的情况。 他们称，这方面的农药多为杀菌剂，可

能含有致癌物， 需要对不止一种农药残留所可能产生影响

的情况进行更多研究。

报道称，这份报告发现，欧盟及周边国家的食品样本中，

近 55%不含有可检测到的化学品残留。其余部分中，只有 1.5%
明显超过安全界限，意味着相关的企业将为此面临法律行动。

据悉，超过安全界限比例最高的是草莓（占抽查样本的

2.5%），其次是莴苣（占抽查样本的 2.3%）。 有机食品抽查的

样本中，15.5%的农药残留量在法律限制范围内，但有 0.8%
超过安全标准。

（来源：www.foodmate.net）

报告：欧洲近半食品含农药残留 草莓超标率最高

信 息 窗
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