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噬菌体特异性侵染耦合荧光 RPA的
沙门菌活菌快速检测
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摘要：［目的］针对传统分子生物学检测方法难以便捷区分食源性致病菌死活的技术痛点，建立一种基于噬菌体特异侵

染与重组酶聚合酶扩增（RPA）的沙门菌活菌快速检测方法。［方法］依托 O-1 噬菌体仅在活菌中增殖的特性，将其接种

于增菌后的待检样本中，温育培养后提取总 DNA；通过荧光 RPA 检测噬菌体 DNA 增殖情况，以判断原样本中是否存在

沙门菌活菌。［结果］经优化，确定最佳检测条件为：加入 100 μL、3×105 PFU/mL 的 O-1 噬菌体，侵染增殖时间 3 h。该方

法噬菌体核酸检出限为 0.07 fg/μL，沙门菌活菌检出限为 1.58×102 CFU/mL；对 37 株不同血清型沙门菌检测的属内包

容性为 100%，对 17 株非沙门菌检测的属间特异性为 100%。［结论］该方法利用噬菌体只在活菌宿主内快速增殖的特

性，无需 PCR 热循环仪，可在 4 h 内实现沙门菌活菌高灵敏、高特异性检测，适用于食品生产、流通等环节中沙门菌活菌

的现场快速筛查与鉴定，为食品中沙门菌活菌即时检测提供了新技术方案。
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Abstract: ［［Objective］］ To establish a rapid detection method for viable Salmonella based on specific phage infection and recombinase 

polymerase amplification (RPA) in response to the key challenge that traditional molecular biological detection methods have difficulty in 

conveniently distinguishing between viable and non-viable foodborne pathogens. ［［Methods］］ Taking advantage of the characteristic that O-1 

phage only proliferates in viable bacteria, the phage is added to the enriched sample. After further incubation, total DNA is extracted. 

Fluorescent RPA is used to determine whether the phage has significantly proliferated, so as to judge the presence of viable Salmonella in 

the original sample. ［［Results］］ After optimization, the optimal detection conditions are as follows: 100 μL of O-1 phage with a concentration 

of 3×105 PFU/mL is added, and the infection and proliferation time is 3 hours. The detection limit of the method for phage DNA is 
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0.07 fg/μL, and that for viable Salmonella is 1.58×102 CFU/mL. The intra-generic inclusivity of the method is 100% when testing 37 

Salmonella strains of different serotypes, and the inter-generic specificity is 100% when testing 17 non-Salmonella strains. ［［Conclusion］］ 

The method utilizes the characteristic that phages only rapidly proliferate in viable host bacteria, enabling highly sensitive and specific 

detection of viable Salmonella within 4 hours without a PCR thermal cycler. The method is suitable for on-site rapid screening and 

identification of viable Salmonella in food production and circulation processes, providing a new approach for the on-site detection of viable 

Salmonella in food.

Keywords: Salmonella; rapid detection; live bacteria; phages; nucleic acid amplification technology

食源性病原微生物引起的食源性疾病已成为中国食

品安全面临的最主要的问题［1］，其中沙门菌（Salmonella）

引起的食物中毒常列榜首［2］。沙门菌的致病性高度依赖

细菌的活力，活菌可通过侵入宿主肠道上皮细胞引发感

染，而死菌因失去代谢活性而无法致病［3-4］。

迄今为止，已开发出许多检测沙门菌的方法，传统培

养法作为活菌检测的“金标准”，其耗时较长（通常为 4~

7 d），难以满足食品供应链快速筛查及食源性疾病快速处

置的时效性要求［5-6］。基于核酸扩增的分子生物检测技

术及免疫学分析法虽显著提升了检测速度和灵敏度，但

这些传统的快速检测方法均无法规避死菌核酸及菌体抗

原带来的干扰［7-9］。经热处理的食品或环境中，残留的死

菌 DNA 或死菌的抗原仍可被检出，被误判为活菌污染，

进而引发不必要的产品召回、资源浪费及公众信任危

机［10］，显著削弱了传统快速检测方法检测结果的指导价

值及监管决策的可靠性［11］。有研究者［12-15］尝试通过分子

生物学检测方法来实现致病菌死活的区分（如叠氮溴化

丙啶 PMA 预处理、mRNA 靶标检测等），但依然面临操作

复杂（多重步骤）、目标分子稳定性差（如 mRNA 易降解）

以及灵敏度不足等挑战，限制了这些新方案的广泛应用。

因此，开发具备活菌识别能力的沙门菌快速检测技术具

有迫切的现实需求。

近年来，基于噬菌体的食源性致病菌检测方法受到

广泛关注。噬菌体是一类能特异性感染细菌并裂解宿主

细胞的病毒［16］，噬菌体可特异性识别并吸附细菌表面，将

其遗传物质注入细菌细胞，并合成噬菌体相关蛋白以产

生子代噬菌体。宿主细胞经一段培养后，噬菌体得以扩

增，最终细胞裂解产生子代噬菌体。由于子代噬菌体的

释放是在噬菌体感染宿主细菌后发生的，且在此过程中

只能检测到存活的细菌；因此，可以通过检测裂解性噬菌

体特异性吸附并感染宿主细胞后释放的子代噬菌体间接

检测目标细菌［17］。基于培养的双层琼脂平板法通常用于

检测释放的子代噬菌体，但操作繁琐且培养时间长。为

缩短检测时间，人们探索了许多其他子代噬菌体的分析

方法，如生物传感器法、生物发光、qPCR［18-20］等。

研究拟建立一种沙门菌活菌快速检测新方法，基于

噬菌体对宿主菌的特异性侵染与裂解，通过噬菌体沙门

菌活菌中增殖裂解后的噬菌体 DNA 显著高于死菌中的

噬菌体 DNA 的特性，以噬菌体 DNA 作为检测靶标替代沙

门菌核酸，规避传统分子检测中因沙门菌死菌核酸残留

导致的假阳性干扰。为缩短检测时间、简化操作，采用重

组酶聚合酶扩增（recombinase polymerase amplification，

RPA）替代传统的基于培养的子代噬菌体检测方法，RPA

不需要专业恒温设备，在 37 ℃左右孵育时 30 min 内即可

实现核酸体外大量扩增，全封闭反应体系可有效避免气

溶胶污染［21］，提升食品加工与流通环节中沙门菌活菌的

监控效率和准确性，为保障食品安全、降低食源性疾病风

险提供更可靠的技术支撑。针对 O-1 噬菌体的保守基因

序列，设计高特异性引物与探针，构建噬菌体靶向识别与

RPA 检测子代噬菌体的快速检测方法。

1　材料与试剂

1.1　菌株信息

试验菌株（见表 1）：保存于江西省疾病预防控制中心。

1.2　试剂

Felix O-1 噬菌体（O-1 噬菌体）：江西省疾病预防控制

中心；

营养肉汤（NB）、营养琼脂（NA）：青岛海博生物技术

有限公司；

磷酸盐缓冲液（PBS）：吉象生物（上海）有限公司；

核酸提取试剂盒：北京卓诚惠生生物科技股份有限

公司；

DNA 恒温快速扩增试剂盒（荧光型）：江苏常州安普

未来生物科技有限公司。

1.3　主要仪器设备

超纯水系统：Merck Millipore Synergy 型，德国 Merck 

Millipore公司；

混匀仪：BTE-CM8型，珠海宝泰仪生物科技有限公司；

旋转混合仪：BE-1200 型，江苏其林贝尔仪器制造有

限公司；

恒温金属浴：TU-10 型，上海一恒科学仪器有限公司；

生物安全柜：AC2-6S1 型，新加坡 ESCO 公司；

生化培养箱：LTI-1200W 型，日本东京理化公司；

恒温振荡培养箱：ZWYR-4912 型，上海智城分析仪器

制造有限公司；

冷冻离心机：1-16K 型，德国 Sartorius AG 公司；

自动核酸提取仪：KingFisher-Flex 型，美国 Thermo 
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Fisher Scientific公司；

荧 光 定 量 PCR 仪 ：QuantStudio 12K Flex 型 ，美 国

Thermo Fisher Scientific公司。

1.4　试验方法

1.4.1　菌株培养　取 100 μL 保存于甘油管中的菌种（沙

门菌和非沙门菌）接入 10 mL NB 中，放入 37 ℃摇床中，

180 r/min 振荡培养 14 h。

1.4.2　 O-1 噬菌体侵染沙门菌及增殖　将 O-1 噬菌体

（100 μL）分别与 900 μL 活的、灭活的沙门菌和等体积 NB

在 37 ℃下静置孵育 10 min。然后置于 37 ℃恒温摇床中

（180 r/min）培养一段时间，得到富含噬菌体的混悬液。

O-1 噬菌体侵染存活状态沙门菌为阳性组，O-1 噬菌体侵

染灭活状态沙门菌为阴性组，O-1 噬菌体侵染 NB 为空白

对照。

1.4.3　噬菌体 DNA 提取　噬菌体 DNA 采用磁珠法核酸

提取试剂盒经自动核酸提取仪提取。操作时，首先取

200 μL 待测液加入预分装试剂的裂解液中，经磁珠吸附、

样本裂解、杂质洗涤、漂洗和核酸洗脱，最后收集洗脱液

即为提取的基因组 DNA，于-20 ℃保存，避免反复冻融。

1.4.4　RPA 引物及探针的设计　噬菌体的基因序列来源

于 NCBI GenBank 数 据 库 （GenBank 登 录 号 ：

NP944921.1），并通过 RPA 引物及探针设计软件（Primer 

and Probe Design Tool for RPA/RAA，https：//ezassay.com/

primer）比较确定基因的保守区，根据保守区域的基因序

列设计噬菌体的 RPA 引物，由生工生物工程（上海）股份

有 限 公 司 合 成 。 正 向 引 物 序 列 为 5'-CAGCAAGAGC 

AGTAAATAACTTGTACAAGGC-3'，反向引物序列为 5'- 

GTGCTCTTCCTCTTGAAACTAACTCCCAAGT-3'，EXO

探 针 序 列 为 5′-TATCCAGTAGGTACTATCCATCTCTCT 

ATGAA ［FAM-dT］ ［THF］ C ［BHQ-dT］ GCAAACCCTT 

CTAC-C3-Spacer-3'。

1.4.5　荧光 RPA 方法的建立　采用 exo 探针荧光 RPA 法

检测提取的噬菌体 DNA，按照 DNA 恒温快速扩增试剂盒

（荧光型）使用说明书进行组分体系配制并稍加优化。

RPA 反应体系（50 μL）：A buffer（主要为稳定蛋白/酶性能

的缓冲体系）29.4 μL，10 μmol/L 的上游引物和下游引物

各 0.5~8.0 μL，0.6 μL 探 针（1~100 μmol/L），DNA 模 板

2 μL，B buffer（主要为镁离子等激活体系）1~3 μL，用双蒸

水补齐至 50 μL。将反应管混匀放入 QuantStudio 12K 荧

光扩增平台中进行恒温扩增并读光。扩增程序：37 ℃反

应 25 min，每 30 s 采集一次荧光信号并自动绘制荧光曲

线。阈值设定方法：通过前期 12 次独立无模板对照试验，

建立阴性对照数据集，获取荧光强度（relative fluores‐

cence units，RFU）数据；计算其 RFU 均值 x̄=130 000，标

准 差 s=27 000，RFU 阈 值（Threshold）= x̄+ 10s=
400 000（该设定覆盖 99.99% 置信区间，确保假阳性率<
0.01%）；若终点 RFU>400 000 的结果判读为阳性，反之

为阴性。

表 1　菌株信息

Table 1　Information of strains

菌株

伦敦沙门菌

伦敦沙门菌

伦敦沙门菌

伦敦沙门菌

肠炎沙门菌

肠炎沙门菌

汤普森沙门菌

汤普森沙门菌

汤普森沙门菌

斯坦利沙门菌

斯坦利沙门菌

斯坦利沙门菌

斯坦利沙门菌

婴儿沙门菌

婴儿沙门菌

鼠伤寒沙门菌

鼠伤寒沙门菌

鼠伤寒沙门菌

菌株编号

SM-WY-2024-41F

SM-YD-2024-245D

SM-FZ-2024-239D

SM-FY-2024-152D

SM-JDZ-2024-19D

SM-FC-2024-1D

SM-SR-2024-186D

SM-GA-2024-74D

SM-JDZ-2024-17D

SM-YC-2024-300D

SM-NKQ-2024-145D

SM-GZ-2024-115D

SM-GZ-2024-50D

SM-FX-2024-40F

SM-FC-2024-20F

SM-FY-2024-37F

SM-YC-2024-297D

SM-JDZ-2024-234D

菌株

鼠伤寒沙门菌

圣保罗沙门菌

圣保罗沙门菌

里森沙门菌

里森沙门菌

波茨坦沙门菌

俄亥俄沙门菌

俄亥俄沙门菌

纽波特沙门菌

纽波特沙门菌

明斯特沙门菌

慕尼黑沙门菌

姆班达卡沙门菌

利文斯顿沙门菌

利文斯顿沙门菌

肯塔基沙门菌

肯塔基沙门菌

印第安纳沙门菌

菌株编号

SM-LA-2024-66D

SM-FZ-2024-166D

SM-DHQ-2024-33D

SM-SR-2024-287D

SM-SR-2024-284D

SM-FZ-2024-163D

SM-YC-2024-285D

SM-GZ-2024-144D

SM-GZ-2024-62F

SM-FC-2024-279D

SM-GZ-2024-59F

SM-SR-2024-286D

SM-LA-2024-42F

SM-FX-2024-39F

SM-JDZ-2024-15D

SM-SR-2024-289D

SM-DHQ-2024-246D

SM-FC-2024-54F

菌株

印第安纳沙门菌

乙型副伤寒沙门菌

铜绿假单胞菌

白色念珠菌

产志贺氏毒素大肠埃希氏菌

产志贺氏毒素大肠埃希氏菌

大肠杆菌

大肠杆菌

金黄色葡萄球菌

单核细胞增生李斯特菌

蜡样芽孢杆菌

阪崎肠杆菌

表皮葡萄球菌

苏云金芽孢杆菌

木糖葡萄球菌

志贺氏菌

英诺克李斯特菌

小肠结肠炎耶尔森菌

菌株编号

SM-PX-2024-45F

SM-FC-2023-66D

ATCC 9027

ATCC 10231

FC 7856

BNCC 186739

CMCC 44484

ATCC 25922

ATCC 2393

ATCC 51777

ATCC 21366

ATCC 29004

ATCC 19654

ATCC 39152

ATCC 35663

ATCC 19623

ATCC 33090

ATCC 23715
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1.4.6　O-1 噬菌体投入量及侵染时间优化　分别取 3×
103，3×104，3×105，3×106，3×107 PFU/mL 的 O-1 噬菌体

溶液 100 μL 侵染 900 μL 存活状态、灭活状态的沙门菌和

等体积 NB，在 37 ℃下静置孵育 10 min 后，分别在 37 ℃、

180 r/min 恒温培养箱中振荡培养（0，1，2，3，4 h），磁分离

后取上清，按照 1.4.3 所述方法提取子代噬菌体 DNA。将

所提取的 DNA 按 1.4.5 中的方法加入 RPA 反应体系，以

NB 的 RPA 荧光曲线为对照，观察不同投入量的 O-1 噬菌

体在不同侵染时间下，侵染不同状态的沙门菌株（存活和

灭活）的 RPA 荧光曲线荧光信号强度，终点荧光信号强度

越高，起峰时间越早，扩增速度越快，相同条件下样本中

的目标 DNA 含量越多。分析噬菌体的投入量及侵染时

间对 RPA 荧光信号特征的影响。

1.4.7　方法检出限　

（1） 噬菌体核酸检测限：取 3×107 PFU/mL O-1 噬菌

体原液（250 μL），按 1.4.3 中的方法提取 DNA；核酸定量

分析确认浓度后，制备 10 倍系列梯度稀释液；各稀释度核

酸取 2 μL 作为模板，依据 1.4.5 中的方法进行实时荧光

RPA 检测。通过分析扩增曲线特征，确定噬菌体核酸的

最低检测限（limit of detection，LOD）。

（2） 活沙门菌检测限：将系列浓度梯度的活沙门菌菌

液（900 μL）分别与 O-1 噬菌体（100 μL，3×105 PFU/mL）

混合，作为活菌组。阴性对照组采用等体积热灭活沙门

菌菌液（95 ℃，30 min）替代活菌菌液，空白对照组以等体

积 NB 替代活菌菌液。所有混合液于 37 ℃ 静置孵育

10 min，随后转移至 37 ℃恒温摇床（180 r/min）中继续培

养 180 min。培养结束后，取上清液按 1.4.3 中的方法（磁

珠法核酸提取试剂盒）提取 DNA，并依据 1.4.5 中的方法

进行实时荧光 RPA 检测。通过分析不同活菌浓度样本的

荧光扩增曲线，结合阴性/空白对照背景信号，确定该方法

对活沙门菌的 LOD 值。

1.4.8　方法的属内包容性和属间特异性　

（1） 属内包容性：选取 37株沙门菌菌株（106 CFU/mL）

探究方法的属内包容性。37 株沙门菌分属于 17 种血清

型 ，即 伦 敦 沙 门 菌（SM-WY-2024-41F、SM-YD-2024-

245D、SM-FZ-2024-239D、SM-FY-2024-152D）、肠炎沙门

菌（SM-JDZ-2024-19D、SM-FC-2024-1D）、汤普森沙门菌

（SM-SR-2024-186D、 SM-GA-2024-74D、 SM-JDZ-2024-

17D）、里 森 沙 门 菌（SM-SR-2024-287D、SM-SR-2024-

284D）、斯 坦 利 沙 门 菌（SM-YC-2024-300D、SM-NKQ-

2024-145D、SM-GZ-2024-115D、SM-GZ-2024-50D）、圣保

罗沙门菌（SM-FZ-2024-166D、SM-DHQ-2024-33D）、鼠伤

寒 沙 门 菌（SM-FY-2024-37F、SM-YC-2024-297D、SM-

JDZ-2024-234D、SM-LA-2024-66D）、波茨坦沙门菌（SM-

FZ-2024-163D）、俄亥俄沙门菌（SM-YC-2024-285D、SM-

GZ-2024-144D）、纽波特沙门菌（SM-GZ-2024-62F、SM-

FC-2024-279D）、明斯特沙门菌（SM-GZ-2024-59F）、慕尼

黑沙门菌（SM-SR-2024-286D）、肯塔基沙门菌（SM-SR-

2024-289D、SM-DHQ-2024-246D）、姆班达卡沙门菌（SM-

LA-2024-42F）、利文斯顿沙门菌（SM-FX-2024-39F、SM-

JDZ-2024-15D）、婴儿沙门菌（SM-FX-2024-40F、SM-FC-

2024-20F）、印第安纳沙门菌（SM-FC-2024-54F、SM-PX-

2024-45F）。以传统平板检测法作为对照。取 1 mL 不同

血清型的沙门菌菌液，均匀涂布于 NA 平板，待菌液干燥

后，在平板上滴加噬菌体菌液，置于 37 ℃恒温培养箱中培

养 14 h，通过观察噬菌斑的有无来判定结果。属内包容性

以检测出的阳性菌株数与总阳性菌株数的百分比表示。

（2） 属 间 特 异 性 ：选 取 17 株 非 沙 门 菌 菌 株

（106 CFU/mL）探究方法的属间特异性，包括金黄色葡萄

球 菌（ATCC 2393）、单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌（ATCC 

51777）、蜡 样 芽 孢 杆 菌（ATCC 21366）、表 皮 葡 萄 球 菌

（ATCC 19654）、白色念珠菌（ATCC 10231）、铜绿假单胞

菌（ATCC 9027）、苏云金芽孢杆菌（ATCC 39152）、木糖葡

萄 球 菌（ATCC 35663）、产 志 贺 氏 毒 素 大 肠 埃 希 氏 菌

（STEC，BNCC 186739）、产 志 贺 氏 毒 素 大 肠 埃 希 氏 菌

（STEC，FC 7856）、大肠杆菌（ATCC 25922）、大肠杆菌

（CMCC 44484）、阪崎肠杆菌（ATCC 29004）、志贺氏菌

（ATCC 19623）、英诺克李斯特菌（ATCC 33090）和小肠结

肠炎耶尔森菌（ATCC 23715），以沙门菌活菌作为阳性对

照。属间特异性以检出的非阳性菌株数与总非阳性菌株

数的百分比表示。

1.5　数据处理

所有样本及对照均设 3 个平行进行 RPA 检测，数据处

理使用 Excel 2019 和 SPSS 24.0 软件。

2　结果与分析

2.1　荧光 RPA法反应体系的优化

在 RPA 扩增过程中，探针会识别出与目标 DNA 互补

的 DNA 单链，同时激活核酸外切酶活性，识别并切割四

氢呋喃（THF）位点，分离探针上的荧光基团和淬灭基团，

从而释放出荧光信号。检测体系中噬菌体 DNA 浓度越

高，RPA 扩增速度越快，RPA 荧光曲线起峰时间越早，终

点荧光信号值越大。

如图 1 所示，exo 探针体积为 0.6 μL 时，随着探针添加

浓度升高，阳性组荧光信号逐渐增大。然而，过高的探针

浓度会带来更高的背景信号。当探针浓度为 10 μmol/L

时，阳性组起峰明显，且阴性及对照组背景信号较低。故

选择 10 μmol/L 作为探针的添加浓度。图 2 显示，当上、下

游引物添加量为 4.0 μL 时，阳性组起峰时间较快，阴性及

对照组背景信号较低且未起峰。随着引物添加量增加，

阳性组荧光信号出现先降低后上升的非线性变化，与万

佳欣等［22］的研究结果相似。当引物添加量为 6.0 μL 时，

荧光信号出现降低，可能是因为过量的引物与单链结合蛋
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（a） 1 μmol/L

（d） 50 μmol/L

（b） 5 μmol/L

（e） 100 μmol/L

（c） 10 μmol/L

图 1　exo 探针浓度对 RPA 检测体系的影响

Figure 1　Effect of exo probe concentration on RPA detection system

（a） 0.5 μL

（d） 6.0 μL

（b） 2.0 μL

（e） 8.0 μL

（c） 4.0 μL

图 2　引物添加量对 RPA 检测体系的影响
Figure 2　Effect of primer addition amount on RPA detection system
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白结合，致其不足，从而抑制了有效扩增复合物的形成，导

致整体扩增效率下降。当引物添加量增至 8.0 μL 时，虽然

反应初期的效率可能仍然受到抑制，但大量引物提高了聚

合酶与模板—引物复合物碰撞的概率，可在反应后期缓慢

累积扩增产物，最终荧光信号强度回升但起峰时间出现了

延迟。因此，确定上、下游引物的最佳添加量为 4.0 μL。

2.2　O-1噬菌体投入量及侵染时间的优化

试验选用的 O-1 噬菌体是一种烈性噬菌体，属于肌病

毒科 A1 组［23］，对沙门菌裂解谱极为广泛［24］，能在有活力

的沙门菌中增殖产生子代噬菌体，但不能在灭活的沙门

菌或 NB 培养基中增殖产生子代噬菌体，可用于区分沙门

菌的死活。

O-1 噬菌体投入量是影响检测方法灵敏度的关键参

数，如图 3 所示，随着噬菌体投入量的增加，阳性样本（含

活沙门菌）的起峰时间逐渐前移，终点荧光值相应升高。

噬菌体投入量过低会延长其在阳性样本中的增殖时间，

导致 RPA 荧光曲线起峰延迟；反之，噬菌体投入量过高

（≥3×105 PFU）时，待检液中残留的母代噬菌体过多，致

使阴性对照（灭活沙门菌）产生非特异性荧光信号（假阳

性），难以区分活菌与死菌。当 O-1 噬菌体投入量为 3×
104 PFU 时，可在较短的侵染时间内有效检出活沙门菌，

同时避免阴性对照出现假阳性。

如图 4 所示，随着侵染时间的增加，O-1 噬菌体侵染阳

性组的起峰时间逐渐前移，终点荧光值相应升高，侵染增

殖 3 h时阳性组和阴性组起峰时间有明显差异，且 3 h后荧

光信号值不再明显增加。因此，侵染时间确定为 3 h。

2.3　方法检测限

2.3.1　噬菌体核酸检测限　噬菌体核酸梯度为 7.3×105~

7.3×10-2 fg/mL，反应结果如图 5 所示，当核酸质量浓

度≥73 fg/mL 时，RPA 荧光检测均产生扩增曲线且终点荧

光强度＞4.0×105，因此，该方法检出限为 0.07 fg/μL。

2.3.2　噬菌体核酸检测限　经过活菌梯度检测（1.58×
105~1.58×101 CFU/mL），结 果 表 明 ，该 方 法 在 1.58×
102 CFU/mL 活菌数下呈显著阳性扩增（终点荧光值 ＞

（a） 荧光终强度 （b） 荧光扩增曲线

图 4　O-1 噬菌体侵染时间对检测的影响

Figure 4　Influence of O-1 phage infection time on detection

（a） 荧光终强度 （b） 荧光扩增曲线

图 3　O-1 噬菌体投入量对检测的影响

Figure 3　Influence of O-1 phage addition amount on detection
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4.0×105），而灭活菌组及 NB 组均无扩增信号（图 6）。据

此判定该方法对活沙门菌的 LOD 为 1.58×102 CFU/mL

（检出率 100%，n=3）。

噬菌体特异性侵染耦合荧光 RPA 的沙门菌活菌快速

检测方法对活沙门菌的检测限为 1.58×102 CFU/mL，不需

要额外增菌步骤，这得益于噬菌体在活菌内的快速增殖，

产生大量子代噬菌体，放大了检测信号［25］。基于传统的噬

菌斑计数的子代噬菌体检测需要 6~7 h，而采用荧光 RPA

技术可在 0.5 h 内检测出子代噬菌体，因此，使用荧光 RPA

检测子代噬菌体耗时更短，灵敏度和特异性更高。相比传

统分子生物学检测方法，如 qPCR、LAMP等，引入噬菌体后

规避了死菌 DNA 的干扰，具有更高的灵敏度和特异性。

RPA 可在噬菌体侵染 3 h 后的 15~30 min 实现等温条件下

核酸的快速扩增，省去了携带精密温度循环设备（如 PCR

仪），仅需荧光信号检测装置即可完成检测，操作更便

捷［26］，非常适合于食品生产现场、流通环节的快速筛查，疫

情应急响应以及资源有限地区的沙门菌污染监控。

2.4　方法的属内包容性和属间特异性

2.4.1　属内包容性　如图 7（a）所示，37 株沙门菌的 RPA

结 果 均 为 阳 性 ，研 究 建 立 的 方 法 的 属 内 包 容 性 高 达

100%。试验过程中发现，SM-2024-33D、SM-2024-62F、

SM-2024-64D、SM-2024-235D 和 SM-2024-289D 在传统噬

菌斑试验的平板上并未出现可见的噬菌斑［见图 7（b）］，

而 RPA 结果却呈阳性，表明与传统噬菌斑试验相比，研究

建立的方法灵敏度更高，更能有效避免因噬菌斑不显著

或形成缓慢导致的漏检。

2.4.2　属间特异性　如图 8 所示，除沙门菌外，其余菌株

RPA 结果和噬菌斑结果均为阴性，表明该检测方法的属

间特异性高达 100%。噬菌体对宿主细胞具有高度特异

性，噬菌体增殖具有很好的特异性，且能够区分活细菌和

死细菌，因为噬菌体只会识别并吸附活的宿主细菌并产

生子代噬菌体［16］。研究设计的 RPA 引物探针为 O-1 噬菌

体保守基因，具有高特异性，确保了扩增荧光信号仅来源

于在沙门菌活菌中增殖的子代噬菌体，能有效排除非沙

（a） 荧光终强度 （b） 荧光扩增曲线

图 6　活沙门菌检测限

Figure 6　Detection limit for viable Salmonella

（a） 荧光终强度 （b） 荧光扩增曲线

图 5　噬菌体核酸检测限

Figure 5　Detection limit for phage DNA
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（a） 噬菌体特异性侵染耦合荧光 RPA 方法

（b） 传统噬菌斑试验

图 7　方法属内包容性

Figure 7　Intra-generic inclusivity
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门菌及母代噬菌体背景信号的干扰。

3　结论

研究基于 Felix O-1 噬菌体特异性侵染活菌并增殖的

特性，耦合重组酶聚合酶扩增（RPA）技术，建立了沙门菌

活菌的重组酶聚合酶扩增（RPA）快速检测方法。该方法

可在 4 h 内对沙门菌活菌进行快速检测，具有检测速度

快、特异性强、灵敏度和准确性高等技术优势：灵敏度可

达 102 CFU/mL，对 37 株不同血清型沙门菌检测的属内包

容性为 100%，与 17株非沙门菌无交叉反应。该方法适用于

食品生产现场、流通环节中沙门菌活菌的现场快速筛查与鉴

定，为食品加工沙门菌污染的安全监管提供技术支持。
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