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食品中沙门氏菌快速检测技术研究进展 

罗  荣, 任  秀, 崔生辉* 

(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 沙门氏菌的检验在食品微生物检验中具有十分重要的意义。本文主要针对基于免疫学的快速检测方法

-酶联免疫吸附法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、基于分子生物学的聚合酶链反应(polymerase 

chain reaction, PCR)、环介导等温扩增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)和基于蛋白质的基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱法 (matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry, 

MALDI-TOF MS)在食品中沙门氏菌快速检测的应用进行了分析与比较。基于 3种不同原理的检测方法各有其

优缺点, ELISA 方法成本低, 操作简单但检出限高; PCR 方法成本较高, 但检测快速、灵敏度高且检出限低; 

MALDI-TOF MS检出限低但需要完善的细菌库进行比对。因此建议将含内控的荧光定量 PCR与 LAMP法作

为食品中检测沙门氏菌的主要方法。 
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Research progress of rapid detection technique of Salmonella in food 

LUO Rong, REN Xiu, CUI Sheng-Hui* 
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ABSTRACT: Detection of Salmonella has an important significance in food microbiology inspection. The 

application of rapid methods for detection of Salmonella in food including immunological enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) based on immunology, polymerase chain reaction (PCR) and loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) based on molecular biology, and matrix assisted laser desorption/ionization time of 

flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) based on protein were analyzed and compared. Test methods based on 3 

different principles had both advantages and disadvantages. ELISA had low cost, simple operation but high detection 

limit; PCR had high cost, but rapid detection, high sensitivity and low detection limit; MALDI-TOF MS had low 

detection limit but need to improve the reservoir. Therefore, fluorescent quantitative PCR with internal amplification 

control (IAC) and LAMP method as the main methods for rapid detection of Salmonella in food were suggested. 
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1  引  言 

沙门氏菌(Salmonella)是一种革兰氏阴性肠杆菌, 也是

肠杆菌科中最主要的食源性致病菌, 而蛋、家禽和肉类产品

是沙门氏菌的主要传播媒介[1]。我国每年约有 3亿人因沙门

氏菌而患病, 占病原菌食源性疾病总致病的 70%~80%[2]。人

体感染沙门氏菌会导致胃肠炎、伤寒、副伤寒和败血症等严

重疾病, 会严重危害人民身体健康和生命安全[3]。 
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目前, 我国食品检测部门大多采用传统培养法检测食

品样品, 即根据 GB 4789.4-2010《食品微生物学检验 沙门

氏菌检验》对样品进行前增菌、增菌、分离培养、生化试验

及血清学试验来判断。虽然传统培养法可靠性高, 但是它操

作复杂、检测周期长, 需要 4~7 d才能确定结果, 不能满足

食品快速检测的要求。近年来, 基于免疫学和分子生物学的

沙门氏菌检测方法以其快速、准确、微量、可靠及灵敏等特

点而得到了广泛的应用。本文针对基于免疫学的酶联免疫吸

附法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、基于分子

生物学的聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)与环

介导等温扩增法 (loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP)及基于蛋白质的基质辅助激光解析电离飞行时间质

谱(MALDI-TOF-MS)在食品中沙门氏菌快速检测的应用进

行了阐述分析, 并指出了这些方法的不足和应对措施。 

2  ELISA 在食品快速检测中的应用 

ELISA 是一种将抗原-抗体特异性反应与酶的高效催

化活性有机结合的一种生物应用技术 [4], 其基本原理为: 

⑴抗原或抗体能物理性地吸附在固体载体表面, 并保持其

免疫学活性; ⑵抗原或抗体可通过共价键与酶连接形成酶

结合物, 而此种酶结合物仍能保持其免疫学和酶学活性; 

⑶酶结合物与相应抗原或抗体结合后, 根据加入底物的颜

色反应的深浅与样品中相应抗原或抗体的量呈成正比[5]。

ELISA技术主要包括双抗体夹心法、直接 ELISA法、间接

ELISA法、竞争ELISA法、斑点酶联免疫吸附法(Dot-ELISA)

及 PCR-ELISA法等。 

20世纪 70年代初, Xu等[6]在放射免疫的基础上建立

了酶免疫检测技术。Smith 等 [7]利用小鼠骨髓瘤蛋白质

M467 检测牛奶中沙门氏菌。Brigmon 等[8]将 ELISA 用于

猪肉、鸡皮和鸡蛋等食品中沙门氏菌的检测。黄金林等[9]

采用 ELISA对 208份虾仁、熟食、龙虾及鲜牛奶等样品进

行沙门氏菌检测, 同时采用 GB 4789.4-2010《食品微生物

学检验 沙门氏菌检验》进行验证, 其灵敏度和特异性分别

为 100%和 97.3%。Wang等[10]利用鼠伤寒沙门氏菌的鞭毛

蛋白的特异性建立了 ELISA 检测三明治中的鼠伤寒沙门

氏菌的方法。现在市面上已经出现不同品牌的沙门氏菌

ELISA 检测试剂盒, 其原理为[11]: 沙门氏菌的单克隆抗体

被预包被在孔板中, 样品中如存在沙门氏菌, 将与抗体结

合; 随之加入酶标二抗, 与已结合固定下来的沙门氏菌反

应, 加入底物后显色, 其颜色深浅与沙门氏菌含量相关。

ELISA方法的优点是成本低、高通量、快速, 通常大约 3 h

即可完成检测。 

3  基于分子生物学的检测方法在食品快速检测

中的应用 

基于分子生物学的沙门氏菌检测方法包括普通 PCR、

荧光定量 PCR(quantitative fluorogenic real-time PCR)和

LAMP 等, 具有快速、简便等特点, 已被广泛用于食品中

沙门氏菌的检测。 

3.1  常规 PCR 

根据沙门氏菌不同的靶基因, 如靶基因 invA、invE、

hns、hut、sipB、sipC和 stn等, 设计沙门氏菌特异性引物, 

用以扩增沙门氏菌特异性 DNA片段。 

Rahn 等[12]根据自行设计的引物, 得到扩增产物长度

为 284 bp的沙门氏菌 invA基因 DNA片段。通过对 100多

种不同血清型的 630 株沙门氏菌进行检测, 除 2 株 S. 

litchfield 和 2 株 S. senftenberg 外, 其他 626 株都扩增出

284 bp的特异性条带; 并对 21种非沙门氏菌进行检测, 均

未出现沙门氏菌特异性条带。刘胜贵等[13]根据自行设计的

引物, 得到 662 bp沙门氏菌 phoP基因的特异性DNA片段, 

已知被沙门氏菌污染的样品均检测出特异性条带, 而未知

样品中有 2个样品被检测出沙门氏菌污染。 

PCR方法检测沙门氏菌灵敏度高、特异性强且结果分

析简单, 但操作过程容易出现污染导致假阳性或者假阴性
[14]。在 PCR 的基础上产生了多重 PCR(multiplex PCR, 

m-PCR), 即用多个沙门氏菌特异性基因检测食品样品是

否被沙门氏菌污染。Malkawi等[15]用三重 PCR检测 300个

食品样品中肠炎沙门氏菌, 结果表明三重 PCR检测结果比

传统培养法灵敏度更高。 

3.2  荧光定量 PCR  

荧光定量 PCR是 1996年由美国Applied Biosystems公

司推出的一种新定量试验技术, 它是通过荧光染料或荧光

标记的特异性的探针, 对 PCR 产物进行标记跟踪, 实时在

线监控反应过程, 结合相应的软件可以对产物进行分析, 计

算待测样品模板的初始浓度。根据所用技术的不同, 可以分

为 Taqman荧光定量 PCR和 SYBR Green荧光定量 PCR。 

Cheng 等[16]利用设计的引物和 Taqman 探针检测了沙

门氏菌 invA的 262 bp基因片段; 美国食品监督管理局(Food 

and Drug Administration, FDA)的西南太平洋实验室也利用

此引物和探针在几个实验室开展了食品中沙门氏菌检测的

验证[17], 对 145种不同血清型的 328株沙门氏菌和 56种非

沙门氏菌进行特异性和灵敏度检测, 同时也对 420份不同基

质的食品样本进行了检测, 检测结果表明此荧光定量 PCR

结果与按照传统细菌学分析手册检测 (Bacteriological 

Analytical Manual, BAM)的结果一致性达 100%, 这表明

Taqman荧光定量 PCR方法的特异性、敏感性能满足检测要

求。Dario等[18]用 SYBR Green荧光定量 PCR技术检测了禽

肉中肠炎沙门氏菌, 检出限低于 103 CFU/mL, 表明 SYBR 

Green 荧光定量 PCR 技术可用于沙门氏菌检测。荧光定量

PCR还可以实现一管多检, 选择多通道, 检测多个目标项目
[19-22]。荧光定量 PCR 的在食源性致病菌检测中发挥着重大

的优势, 也成为日常重要的检测方法。 
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但通常的荧光定量 PCR 对于检测食品基质的样本可

能出现假阴性, 原因可能是食品基质复杂[23,24], 提取的沙

门氏菌模板中含有抑制 PCR扩增的成分, 但可以通过构建

内控质粒的模板, 分别用 2 个探针来检测目的菌株和内控

质粒, 从而确认检测结果的准确性[25-28]。Malorny 等[25]建

立含内控的实时荧光定量 PCR 法, 并用 38 种不同血清型

共 110 株沙门氏菌和 87 株非沙门氏菌对此方法进行评价, 

同时选择 110 份食品样本进行检测, 结果与传统培养法结

果一致。Hyeon等[27]建立含内控的双重荧光 PCR方法, 可

同时检测沙门氏菌和阪崎肠杆菌, 又可利用内控避免假阴

性结果出现。2012 年此方法作为 FDA 婴幼儿配方奶粉中

阪崎肠杆筛选和菌鉴定的官方标准方法[29]。 

3.3  LAMP 

LAMP是 2000年Notomi等[30]研究者开发的一种新的

恒温核酸扩增方法, 其特点是针对靶基因的 6 个区域设计

4 种特异引物, 利用一种链置换 DNA 聚合酶在等温条件

60~65 ℃扩增 60 min, 即可完成核酸扩增反应。 

Hara-Kudo 等[31]对 227 株不同血清型沙门氏菌和 23

种非沙门氏菌分别用LAMP方法及 PCR方法进行检测, 两

种方法的检测结果一致; 并对 9 株不同血清型沙门氏菌分

别用LAMP方法和 PCR方法进行灵敏度检测, 检测结果表

明 LAMP 方法检测灵敏度优于 PCR 方法, 检出限为 2.2 

CFU/管; 同时选择肠炎沙门氏菌作为人工污染蛋液, 试验

结果也表明LAMP方法检测灵敏度优于 PCR方法, 检出限

为 2.8 CFU/反应管。Ohtsuka 等[32]对自然条件下被沙门氏

菌污染的蛋液同时用 LAMP法、PCR法和传统培养法进行

检测, 结果表明 LAMP 法和传统培养检测结果一致, 而

PCR法检出率比其他 2种方法低。 

与常规 PCR相比, LAMP方法不需要模板的热变性、

温度循环、电泳及紫外等过程, 而是经等温条件 60~65 ℃

扩增后会产生大量PCR产物和焦磷酸镁白色沉淀[33], 此沉

淀可直接用肉眼观察; 或在反应体系中加入染料, 根据颜

色的变化进行检测; 还可以利用浊度仪, 根据扩增产物混

浊度的不同对原始核酸分子进行实时定量分析。 

LAMP方法具有简单、快速、特异性强及灵敏度高等

特点, 其灵敏度、特异性和检测范围等[22, 34-36]指标均优于

PCR 技术, 不依赖专门的仪器设备就可实现现场高通量快

速检测, 检测成本远低于荧光定量 PCR。 

4  基于蛋白质的检测方法在食品快速检测中的

应用 

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF 

MS)是近年来发展起来的新技术, 它是通过对多肽和蛋白

质的分析来检测鉴定微生物, 其原理是将微生物样品和基

质分别点加在样品板上, 试剂挥发后形成样品和基质的共

结晶; 通过激光轰击, 基质从激光中吸收能量使样品解吸, 

基质与样品之间发生电荷转移使得样品分子电离, 经过飞

行时间检测器, 采集数据并获得图谱, 从而通过软件分析

得到鉴定结果[37]。 

Sparbier 等[38]建立了 MALDI-TOF MS 检测沙门氏菌

的方法, 并对 4847 个样品进行沙门氏菌检测, 分离出 108

个阳性样品, 其中 66 个样品是划线在 Hertoen 琼脂平板上

检测单个菌落 , 其中 34 个样品检测选择增菌肉汤 , 即

MALDI-TOF MS 可检测出沙门氏菌。战晓微等[39]也建立了

利用 MALDI-TOF MS 对食品中沙门氏菌的快速检测方法, 

并与 BD公司的全自动生化检定仪检测方法进行比较, 结果

表明 2种方法的鉴定结果一致。目前, MALDI-TOF MS 已

在微生物检测中得到广泛应用[40-47]。MALDI-TOF MS 检测

方法优点在于操作简单, 且检测时间短, 准确率高[48, 49]。 

5  讨  论 

5.1  目前沙门氏菌检测存在的问题 

目前对食品中沙门氏菌检测大多采用细菌分离、生化

鉴定和血清分型等方法, 此方法工作量大, 费时费力, 而

有些肠杆菌的生化反应比较相近 , 较难分辨不同的肠杆

菌。免疫学方法与传统方法相比, 具有操作简单、周期短

等特点, 但也有不足, 如制备抗体较困难、不能同时检测多

种成分, 对实验人员技巧性要求高, 易出现交叉污染且检

出限较高(需达到 106 CFU/mL)[50]等。分子生物学方法具有

高灵敏度、准确、快速等优点, 但需要专门仪器设备, 易污

染, 对检验人员要求较高。蛋白多肽检测方法快速、简便, 

但需要建立完善的细菌库。 

5.2  应对措施 

食品中沙门氏菌检测可选择含有内控的荧光定量

PCR 方法, 不仅可以克服常规 PCR 和普通荧光定量 PCR

的缺点, 且具有操作简单、定量准确性高等优点; 也可选

择 LAMP法检测食品中沙门氏菌, 此方法具有对实验仪器

要求低, 灵敏度高且易操作等特点。在建立了完善的细菌

库的情况下, MALDI-TOF MS将会是适合的检测方法。 
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