
FOOD & MACHINERY 第  41 卷第  6 期  总第  284 期  |  2025 年  6 月  |

基于 RPA辅助增强荧光偏振的沙门氏菌检测

薛鹏鹏 1 陈 伟 1 徐建国 1,2 涂 佳 1,3 屈 玮 1

（1. 合肥工业大学食品与生物工程学院，安徽  合肥   230009； 2. 嘉兴大学生物与化学工程学院，

浙江  嘉兴   314001； 3. 湖南省林业科学院木本油料资源利用国家重点实验室，湖南  长沙   410004）

摘要：［目的］提出一种新型荧光偏振（FP）检测策略 ，通过整合重组酶聚合酶扩增（RPA）技术 ，实现对沙门氏菌

（Salmonella）的高灵敏度检测。［方法］该检测机制依赖于靶标 DNA 与特异性引物的同源序列识别：当沙门氏菌靶标存

在时，引物与靶 DNA 结合并触发链置换反应，进而启动 DNA 扩增过程。为提高检测灵敏度，系统采用两项关键设计：

在引物 5'端修饰 6-羧基荧光素（6-FAM）作为荧光报告基团；引入核酸外切酶Ⅰ（Exo Ⅰ）选择性水解未结合的引物。［结

果］在 RPA 扩增过程中，由于扩增产物的相对分子质量显著增加，6-FAM 标记的 DNA 复合物的旋转自由度受到限制，

导致荧光偏振信号显著增强。经条件优化后，该方法对沙门氏菌的检测限可达 11 CFU/mL，且表现出优异的特异性。

［结论］该方法可高效检测沙门氏菌，其模块化设计原理还可拓展应用于其他食源性病原体的快速诊断。
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Abstract: ［［Objective］］ To develop a novel fluorescence polarization (FP) detection strategy and achieve highly sensitive Salmonella 

detection by incorporating recombinase polymerase amplification (RPA) technology. ［［Methods］］ The detection mechanism relies on 

homologous sequence recognition between target DNA and specific primers: When Salmonella targets exist, primer and target DNA binding 

triggers strand displacement and initiates DNA amplification. To enhance sensitivity, two key design features are implemented: 5'-end 

modification of primers with 6-carboxyfluorescein (6-FAM) as a fluorescent reporter, and selective digestion of unbound primers by 

exonuclease Ⅰ  (Exo Ⅰ). ［［Results］］ During RPA amplification, the substantially increased molecular weight of amplicons restricts the 

rotational freedom of 6-FAM-labeled DNA compounds, resulting in significantly enhanced FP signals. After optimization, this method 

achieves a detection limit of 11 CFU/mL for Salmonella with excellent specificity. ［［Conclusion］］ This method provides an efficient 

Salmonella detection. Its modular design principle can also be readily adapted for rapid diagnosis of other foodborne pathogens.
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食源性致病菌已成为全球公共卫生安全的重大威

胁。流行病学［1］研究表明，由污染食品引发的致病菌感染

不仅危害个体健康，更对全社会福祉造成深远影响。在

全球化背景下，随着食品供应链的复杂化，食源性疾病呈
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持续增长趋势［2］。致病菌主要通过污染水源、未充分烹调

的食品以及加工过程中的交叉污染等途径传播［3］，显著增

加了人群暴露风险。

目 前 ，临 床 常 见 的 食 源 性 致 病 菌 包 括 弯 曲 杆 菌

（Campylobacter jejuni）［4-5］ 、大 肠 杆 菌（Escherichia 

coli）［6-7］、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）［8-9］、

副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus）［10-11］、沙门氏菌

（Salmonella）［12-13］、李斯特菌（Listeria monocytogenes）［14］

以及铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）［15-16］等。

这些病原体导致的腹泻性疾病具有高度流行性，全球每

年约造成 5.5 亿病例，其中 2.2 亿为 5 岁以下儿童［17-18］。

其中，免疫系统发育不完全的儿童群体对食源性致病菌

尤为易感。

在众多病原体中，沙门氏菌因其特殊的生物学特性

备受关注。作为革兰氏阴性肠杆菌科，沙门氏菌表现出

极强的环境适应性：在干燥环境中可存活数周，4 ℃冷藏

条件下保持活性 3~4 个月，在粪便中维持传染性 1~2 个

月［19］。目前已鉴定超过 2 500 种血清型［20-22］，其感染会引

起典型胃肠炎症状（腹泻、发热、腹痛），甚至危及生命的

系统性感染［18］。因此，建立快速准确的检测方法对防控

沙门氏菌感染至关重要。

在致病菌分析技术中，传统细菌培养法［23］虽为金标

准，但存在耗时（24~72 h）、操作繁琐等局限。此外，在分

子检测技术中，聚合酶链反应（PCR）［24］可显著提高检测

速度，但仍受限于以下因素：需要复杂的热循环程序（变

性—退火—延伸）［25］；依赖精密仪器；易产生气溶胶污染。

随着分子生物学和核酸生化领域的迅速发展，等温核酸

扩增技术因其操作简便、设备需求低等优势，成为现场检

测的理想选择。目前，发展的主要等温扩增技术包括滚

环扩增（RCA）［26］、环介导等温扩增（LAMP）［27］、重组酶聚

合酶扩增（RPA）及杂交链式反应（HCR）等。RPA 技术是

一种用于快速 DNA 扩增的分子生物学技术［28-29］。该技

术利用重组酶介导引物与目标 DNA 的特异性结合，启动

链置换反应。在此过程中，单链结合蛋白可稳定置换出

DNA 单链，使 DNA 聚合酶能够高效合成互补链，从而在

恒温条件（37~42 ℃）下进行扩增［30］，且能够在 15~30 min

内实现靶标 DNA 的高效扩增，其检测灵敏度与 PCR 相当

甚至更优，已被广泛应用于食品安全监测、病原体检测等

领域。最新研究表明，RPA 与 CRISPR-Cas 系统［31］或横向

流动试纸条（LFS）［32］的联用技术可显著提高检测特异性

与便携性，目前已被成功应用于非洲猪瘟病毒（ASFV）［33］

和 SARS-CoV-2［34］等病原体的快速诊断。

荧光偏振（fluorescence polarization，FP）作为一种定

量免疫测定技术，被广泛应用于生物分子相互作用研究

和临床诊断领域［35］。该技术基于荧光标记分子在溶液中

的旋转扩散特性，通过测量荧光分子在偏振光激发下发

射光的偏振度来定量分析分子间相互作用。Fang 等［36-37］

研究表明，金纳米颗粒、银纳米材料、金属有机框架和碳

纳米材料等纳米材料可作为 FP 信号增强剂，但其固有的

荧光猝灭效应会产生光散射干扰，限制了检测准确性。

相较之下，DNA 分子因其可编程的序列特异性识别能力

和精确的空间构象调控特性，在 FP 信号调控方面表现出

显著优势。DNA 分子在长波长区域的低吸收特性使其成

为优异的 FP 信号调控介质［13］，能够通过可逆结合荧光探

针实现对 FP 信号的精确调控。当与核酸等温扩增技术结

合时，DNA 分子可构建高效的信号放大系统，这一特性为

新型诊断技术的发展提供了重要契机。此外，FP 技术具

有多重显著优势：①  试验成本较低，无需复杂昂贵的仪器

设备；②  检测系统易于微型化，具有良好的便携性，适用

于现场快速检测；③  该方法可实现高通量信号输出，满足

大规模样本筛查需求［38］。在操作方面，FP 技术具有简便

快速的特点，整个检测过程在均相溶液中进行，无需繁琐

的分离步骤即可实时检测游离态和结合态示踪物的变

化。这种均相检测模式不仅简化了试验流程，还避免了

固相分离过程中可能导致的分子活性损失，因而能够更

准确地反映分子的性质和行为特征。此外，FP 技术对样

品需求量少，且具有良好的重现性和灵敏度，使其在细菌

检测、免疫分析等领域展现出广阔的应用前景。

研究拟将 RPA 与荧光偏振技术联用，通过以下策略

优化检测性能：针对鼠伤寒沙门氏菌的 invA 毒力基因，上

游引物 5'端标记 6-羧基荧光素；扩增产物中 FAM 标记的

dsDNA 片段（177 bp）与游离态相比，因分子旋转弛豫时

间差异呈现显著偏振值变化；引入 Exo Ⅰ酶选择性降解

未配对引物，使信噪比显著提升。旨在提高沙门氏菌检

测灵敏度，简化操作流程，为沙门氏菌现场快速检测提供

依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

DNA 扩增引物：上游引物为 5'-FAM-ACCCATTTGT 

ATTGGTTGTTACGGCTATTTTG-3'，下游引物为 5'-GCG 

GCTGCTCGCCTTTGCTGGTTTTAGGTTTG-3'，上 海 生

工生物科技有限公司；

Exo Ⅰ 及 其 缓 冲 液（670 mmol/L 甘 氨 酸 -KOH，

67 mmol/L MgCl2，10 mmol/L DTT；pH 9.5）、Tris 缓冲液

（10 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L NaCl，10 mmol/L 

MgCl2，pH 8.2）、1×TE 缓 冲 液（10 mmol/L Tris-HCl，

1 mmol/L EDTA，pH 8.0）、10×tris-borate-EDTA（TBE）、

25~500 bp DNA Marker、6×loading buffer、ddH2O、琼脂糖

及 Luria-Bertani（LB）培养基 ：上海生工生物科技有限

公司；

RPA 等温扩增基本核酸试剂盒：苏州先达基因科技

有限公司；
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MgCl2等：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

沙门氏菌：ATCC-14028，广东省微生物培养保藏中心

（GDMCC）；

包装牛奶：全脂灭菌纯牛乳，内蒙古伊利实业集团股

份有限公司。

1.2　主要仪器设备

低速高温离心机：Heraeus Fresco17 型，德国贺利氏

公司；

PCR 仪：BIO-RAD S1000 型，美国伯乐公司；

电泳仪：DYY-6C 型，北京六一生物科技有限公司；

凝胶成像系统：ChemiDox 型，杭州朗基因科学仪器

有限公司；

便携式荧光偏振仪：Sentry 201 型，美国 Milwaukee

公司。

1.3　试验方法

1.3.1　重组酶聚合酶扩增—荧光偏振联用技术的建立　

如图 1 所示，首先从样品中提取 DNA 并进行重组酶

聚合酶扩增：将重组酶—聚合酶复合物与 5'端 FAM 荧光

素标记的上游引物及未修饰的下游引物共同孵育，使其

与靶标 DNA 的同源序列特异性结合，从而启动链置换反

应并引发 DNA 合成。在此过程中，单链结合蛋白可稳定

被置换的单链 DNA，防止其重新退火。随后，在 DNA 聚

合酶的作用下，FAM 标记的上游引物沿模板链延伸，合成

互补链，最终形成 FAM 标记的双链 DNA 产物。由于体系

中引物过量，靶标 DNA 可实现指数级扩增。扩增产物经

Exo Ⅰ处理后呈现差异化响应：当样品中不含沙门氏菌时，

Exo Ⅰ可水解未参与反应的单链引物，导致 FAM 荧光素解

离；由于游离荧光素相对分子质量小，其快速旋转导致荧

光偏振信号维持在低水平，有效降低背景干扰。当存在沙

门氏菌时，Exo Ⅰ无法消化双链扩增产物，FAM 标记的大

分子 DNA 复合物因其显著增加的相对分子质量会强烈抑

制荧光基团的旋转自由度，最终产生显著的 FP信号增强。

1.3.2　沙门氏菌培养与 DNA 提取　将-80 ℃保存的沙

门氏菌标准菌株接种于 Luria-Bertani（LB）液体培养基中，

37 ℃恒温培养 24 h。采用标准平板计数法（稀释涂布法）

测定菌液浓度后，进行基因组 DNA提取。将菌液以及牛奶

加标样品超声 5 min 使细胞裂解，5 000 r/min 离心 10 min

富 集 菌 体 。 弃 上 清 后 ，加 入 100 μL 1×TE 缓 冲 液

（10 mmol/L Tris-HCl，1 mmol/L EDTA，pH 8.0）充分重悬

菌体沉淀，5 000 r/min 离心 5 min，去除未溶解的细胞碎

片、蛋白质沉淀等杂质。收集上清液即为基因组 DNA 溶

液，经核酸浓度测定后，用 1×TE 缓冲液进行梯度稀释，制

备不同浓度的 DNA标准品，分装后保存于-20 ℃备用。

1.3.3　RPA 扩增　取一支 RPA 冻干粉，室温下静置 5 min

以避免试剂吸潮。打开冻干管前 12 000 r/min 离心 10 s，

加入 20 μL 溶解剂和 25.2 μL 双蒸水（ddH2O），添加 0.4 μL

上下游引物（合计 0.8 μL，浓度为 10 μmol/L）。将混合液

均分至两个 PCR 管中，每管 23 μL。分别加入 1 μL DNA

模板（阴性对照中以 ddH2O 替代）及 1 μL 激活剂（醋酸镁，

贮藏于-20 ℃，需提前解冻）。将 PCR 管置于 PCR 仪中，

设置程序：37 ℃温育 10 min，80 ℃加热 10 min，终止反应，

避免引物二聚体干扰下游检测。

1.3.4　Exo Ⅰ切割　在扩增产物的反应体系中，依次加入

1 μL Exo Ⅰ  （20 U/μL）以及 2.9 μL Exo Ⅰ  buffer，混匀后

立即移入 PCR 仪中，25 ℃ 酶促反应 30 min，80 ℃ 加热

10 min，最终制得经特异性核酸外切酶处理后的纯化

产物。

1.3.5　FP 测量　使用已预校准的便携式荧光旋光仪测定

FP 值。取 1 mL pH 为 8 的 Tris 缓冲液加入专用试管中，并

测量其空白信号。加入 20.0 μL 经恒温酶促合成的终反应

液，充分涡旋混匀，于相同检测参数下获取样品管偏振信

号强度，读取 FP 值并记录。

1.3.6　可行性验证　使用 4S Red Plus 制备 2% 琼脂糖凝

胶浸入 1×tris-borate-EDTA（TBE）溶液中，将 5 μL RPA 扩

增产物与 2 μL 的 6×loading buffer 充分混匀，于电泳仪中

以 120 V 的恒定电压运行 30 min，于凝胶成像系统中获取

电泳图像。通过荧光偏振分析技术分别测定未添加 Exo 

Ⅰ核酸外切酶和添加该酶后体系中 FAM 标记引物所表征

的 FP 值差异。

1.3.7　条件优化　

（1） FAM 荧光素修饰位置优化：：通过设计 4 种在上游

引物 5'端不同 T 碱基处修饰 FAM 的引物，包括第 1、6、16、

28 位。分别经过试验后测量 FP 值，通过信噪比分析筛选

出距离引物结合区域最适的 FAM 荧光素修饰位置以实现

最优检测灵敏度。

（2） Exo Ⅰ浓度优化：：利用 Exo Ⅰ水解引物以优化分

子检测体系试验中，需要通过梯度浓度试验平衡消除背

景信号效率与维持阳性信号强度的关系，采用 5，10，15，

20，25 U/μL 的 Exo Ⅰ浓度梯度的水解体系，分别经过试验

图 1　基于重组酶聚合酶扩增增强荧光偏振的沙门氏菌

检测原理

Figure 1　Principle of Salmonella detection based on 

fluorescence polarization enhanced by recombinase 

polymerase amplification （RPA）
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后测量 FP值。根据信噪比分析，基于最大信噪比准则筛选

出既能使非目标扩增产物充分消化导致背景信号降至可

接受阈值之下，又能保证特异性扩增产物引发的荧光偏振

值实现显著增强，从而确定 Exo Ⅰ在体系中的最适浓度。

1.3.8　灵敏度检测　在最佳优化条件下，通过系统测定

并分析不同浓度梯度的沙门氏菌样本（7.6×107，7.6×
106，7.6×105，7.6×104，7.6×103，7.6×102，7.6×101，7.6×
100 CFU/mL）所呈现的荧光偏振值变化规律，根据荧光偏

振值与细菌浓度关系确定线性检测范围。阴性对照组不

添加沙门氏菌，用等体积 ddH2O 替代。

1.3.9　特异性检测　选择其他非目标病原体包括铜绿假

单胞菌、副溶血性弧菌、单核细胞增生李斯特菌和阪崎克

罗诺杆菌作为干扰体系进行试验，浓度均为 107 CFU/mL，

并与浓度为 7.6×106 CFU/mL 的沙门氏菌以及同一浓度

下 5 种菌液的混合物进行同步平行试验，从信号差异度验

证检测体系对目标菌的特异性识别能力。

1.3.10　实际样本分析　选取市售包装牛奶作为实际样

本载体，采用标准加标回收法评估检测能力，向 27 mL 牛

奶 中 加 入 3 mL 浓 度 分 别 为 7.6×102，7.6×104，7.6×
106 CFU/mL 的沙门氏菌，混匀，以模拟 7.6×101 CFU/mL

（低污染）、7.6×103 CFU/mL（中污染）、7.6×105 CFU/mL

（高污染）的真实污染场景，分别取 1 mL 牛奶加标样本，

12 000 r/min 离心 10 min，沉淀中加入 300 μL SDS 裂解液

与 60 μL 蛋白酶 K，混匀，37 ℃孵育 30 min；90 ℃金属浴加

热 10 min，12 000 r/min 离心 10 min，收集上清获得基因组

DNA 溶液，分装保存于-20 ℃备用。随后在恒温反应条

件下启动重组酶介导的特异性靶标扩增并检测荧光偏

振，记录数值。全面验证该技术体系对食品中沙门氏菌

快速检测的灵敏度、准确性与抗基质干扰能力。

2　结果与分析

2.1　可行性验证

由图 2 可知，当检测体系存在靶标 DNA 时，在 177 bp

相对分子质量标准位置观察到清晰的特异性电泳条带，

而与对照体系相比，第 2 泳道的明亮条带证实了 RPA 扩增

产物的高效合成。在无沙门氏菌时，当检测体系未经过

Exo Ⅰ酶消化时，使用 FAM 荧光基团标记引物测得较高

的基础 FP 值，导致信噪比处于较低值，而经 Exo Ⅰ酶处理

后背景 FP 值呈现显著衰减现象，这源于 Exo Ⅰ特有的单

链核酸外切酶特性，其可特异性水解未参与扩增的游离

的 FAM 标记引物，将其由长链单链核酸切割为相对分子

质量显著降低的寡核苷酸片段，从而降低荧光基团分子

的体积，加速其溶液中的自由旋转速率，最终导致荧光偏

振信号的急剧下降；相较而言，阳性反应体系中生成的完

整双链 RPA 扩增产物具有典型双链核酸刚性结构，能够

完全抵抗 Exo Ⅰ酶的降解作用，其维持的大分子体积有

效抑制 FAM 分子的旋转弛豫过程，形成稳定、显著的 FP

信号增幅，这种差异化响应机制成功实现了将原始信噪

比提高至可满足精确定量要求的水平。

2.2　参数优化

2.2.1　最佳 FAM 荧光素修饰位置　由图 3（a）可知，FP 值

的信噪比随着 FAM 荧光素与 5’端距离逐渐变远而降低。

这归因于荧光标记在双链 DNA 结构中的空间分布特性。

图 3　FAM 修饰 T 碱基位置与 Exo Ⅰ  浓度的优化

Figure 3　Optimization of FAM modified T base position and Exo Ⅰ  concentration

图 2　可行性验证

Figure 2　Feasibility verification
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当 FAM 荧光素与引物末端间距增大时，其旋转半径的缩

短导致分子旋转角速度升高，而由于荧光偏振强度与分

子旋转速率呈负相关的物理机制，使得在最接近 5'末端

（即第 1 位 T 碱基处）修饰 FAM 荧光素时，能够凭借最大

的旋转半径和最缓慢的角速度获得最高偏振响应值。因

此，选择在引物 5'端第 1 位 T 碱基上修饰 FAM 的位置作为

试验方法的最佳 FAM 荧光素修饰位置。

2.2.2　最佳 Exo Ⅰ浓度　由图 3（b）可知，FP 值的信噪比

随 Exo Ⅰ浓度的升高而增强，且在 20 U/μL 时达到最大，

此时水解引物效率也达到最高，故选择 20 U/μL 为最佳

Exo Ⅰ浓度。

2.3　灵敏度分析

由图 4 可知，随着沙门氏菌浓度的增加，FP 信号显著

增强。这是由于扩增后生成了更多带有 FAM 荧光素的靶

标 DNA 双链，从而抑制了更多 FAM 荧光素的自由旋转，

最终在偏振光照射下产生更强的 FP 信号。FP 值与沙门

氏菌浓度之间的线性回归方程为 Y=47.28 lgX+40.47，

R2=0.991 3。通过空白样品 FP 信号值 3 倍的标准偏差计

算出最低检测限为 11 CFU/mL，表明该方法具有较强的

灵敏度。

2.4　特异性分析

由图 5 可知，浓度较高下，所有非靶标病原体的 FP

信号与阴性对照几乎没有差异，而沙门氏菌及其混合物

产生了显著的 FP 信号，表明重组酶聚合酶扩增辅助增强

荧光偏振检测方法在沙门氏菌检测中具有优良的特

异性。

2.5　实际样本分析

由 表 1 可 知 ，在 指 定 加 标 浓 度 下 ，加 标 回 收 率 为

95.3%~104.3%，RSD 值均低于 4%，表明该方法在实际应

用中具备出色的可靠性及广泛的发展前景。

3　结论

通过对引物 5'端修饰 6-羧基荧光素，经过重组酶聚合

酶扩增后使得 6-羧基荧光素被修饰到靶双链 DNA 上，相

对分子质量和体积均显著增大，抑制 6-羧基荧光素的自

由旋转，因此荧光偏振增强。同时利用 Exo Ⅰ切割未扩

增的引物，导致其修饰的 6-羧基荧光素掉落下来，由于其

较小的相对分子质量和体积，难以抑制 6-羧基荧光素的

图 4　灵敏度检测

Figure 4　Sensitivity detection

表 1　牛奶样本中沙门氏菌加标回收试验

Table 1　Standard recovery test of Salmonella in milk samples

加标量/

（CFU·mL-1）

7.6×101

7.6×103

7.6×105

测定值/

（CFU·mL-1）

7.90×101

7.24×103

7.39×105

回收率/%

104.0

95.3

97.2

RSD/%

3.59

2.64

1.98

图 5　特异性检测

Figure 5　Specificity detection
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旋转，进而降低背景信号，以此达到高信噪比的效果。综

上，试验方法可以实现在 7.6×101~7.6×106 CFU/mL 范围

内对沙门氏菌的定量检测，最低检测限为 11 CFU/mL，且

经过 1 h 反应后即可读取检测结果。尽管该研究在沙门

氏菌快速检测领域取得了些许进展，但仍有一些方面值

得进一步探索和优化。未来的研究可以从以下几个方

向展开：①  进一步开发集成化、智能化的现场检测设备。

例如，将荧光偏振仪与智能手机等移动终端结合，开发

用户友好的检测界面和数据传输系统，实现检测结果的

实时分析和远程监控，从而更好地满足食品安全监测和

现场筛查的需求。②  在更复杂的实际样本（如鸡蛋，肉

类样品等）中进一步验证其适用性和稳定性。③  未来可

探索将该研究开发的检测方法与新兴技术（如 CRISPR 

Cas、微流控芯片、人工智能等）相结合，实现更高通量、

更智能化的病原体检测。
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