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3种血清型沙门氏菌多重 PCR检测方法的建立 

郑玉玺, 韩  明, 李崇高, 张  挺, 董  蕾* 
(广州城市职业学院食品系, 广州  510640) 

摘  要: 目的  建立多重聚合酶链式反应(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)法检测 3 种常见血清型沙门

氏菌的分析方法。方法  以肠炎沙门氏菌 Hat 基因、鼠伤寒沙门氏菌 Stm-4495 基因、乙型副伤寒沙门氏菌 sdfI 基

因设计合成特异性引物, 提取沙门氏菌基因组 DNA 为扩增模板, 验证引物特异性, 优化多重 PCR 退火温度及引物

浓度, 检测方法特异性及检出限, 并利用该方法对人工污染冷鲜鸡肉进行检测。结果  3 对引物特异性强且无交叉

影响; 25 μL 多重反应体系中, 引物 STM、HAT、SDF 最佳终浓度分别为: 0.5、0.5、0.4 µmol/L, 最佳退火温度为

60 ℃; 11 株阴性对照菌无目标条带检出, 方法特异性良好, 以 3 种血清型沙门氏菌纯培养物 DNA 混合物为模板, 

检出限低至 DNA 质量浓度 1 pg/μL; 人工污染鸡肉经过 12 h 增菌, 能同时检测出 3 种血清型沙门氏菌的检测限为: 

肠炎沙门氏菌(4.0±1.0) CFU/g、鼠伤寒沙门氏菌(8.0±0.9) CFU/g、乙型副伤寒沙门氏菌(8.0±0.6) CFU/g。结论  本

方法特异性强、检测限低, 对食品中 3 种常见血清型沙门氏菌快速检测具有重要意义。 
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Establishment of multiplex PCR methods for determination of 3 kinds of 
Salmonella serotypes 

ZHENG Yu-Xi, HAN Ming, LI Chong-Gao, ZHANG Ting, DONG Lei* 
(Guangzhou City Polytechnic, Food Department, Guangzhou 510640, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of for 3 common serotypes of Salmonella by 

multiplex polymerase chain reaction (mPCR). Methods  S. enteritidis Hat gene, S. typhimurium Stm-4495 gene, and 

S. paratyphi B sdfI gene were used as target gene to design specific primers. Salmonella genomic DNA was extracted 

as an amplification template to verify the specificity of primers. The primer concentration and annealing temperature 

were optimized and the specificity and limit of detection of method were determined to develop detection method of 

mPCR. Results  Three pairs of primers could amplify target genes with great specificity and no-cross effect. The 

optimal final concentrations of primers STM, HAT, SDF were 0.5, 0.5, 0.4 µmol/L, respectively, and the optimum 

annealing temperature was 60 ℃. Eleven negative control bacteria were detected without target bands. The detection 

limit of 3 serotypes of Salmonella was as low as 1 pg/µL. The detection limits of 3 serotypes S. Enteritidis, S. 

Typhimurium and S. Paratyphi B were (4.0±1.0) CFU/g, (8.0±0.9) CFU/g and (8.0±0.6) CFU/g respectively after 12 h 
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enrichment in contaminated chilled chicken. Conclusion  This method has high specificity and low detection limit 

and is of great significance for rapid detection of 3 common serotypes of Salmonella. 
KEY WORDS: multiplex PCR; serotypes; Salmonella 
 
 

1  引  言 

沙门氏菌作为一种常见的食源性致病菌主要通过污染

的水体、食品及与病原菌直接接触传播给人类[1,2], 从而可能

引起肠胃炎、痢疾、伤寒及败血症等疾病, 甚至致人死亡[35]。

截至目前, 沙门氏菌可分为 2600 多种血清型[6], 不同血清型

沙门氏菌在侵袭力[7]、毒素系统[8]、耐药性[9]等方面均具有不

同特征。陈玲等[10]对我国南方代表性地区 400 份食品研究表

明: 同一份食品被多种血清型沙门氏菌污染的现象较为明显, 
其中肠炎沙门氏菌 (S. enteritidis)、鼠伤寒沙门氏菌 (S. 
typhimurium)及乙型副伤寒沙门氏菌(S. Paratyphi B)是沙门氏

菌食物中毒事件中最常见的 3 种血清型[11], 因此同步快速检

测食品中上述 3 种血清型沙门氏菌显得尤为重要。 
传统沙门氏菌检测方法主要依靠纯培养、生化鉴定、

血清分型等繁琐步骤完成, 检测周期较长, 同时检测过程

中杂菌干扰、噬菌体污染及质粒转移等原因极易导致假阳

性或假阴性现象出现[12]。依靠核酸扩增的单重 PCR 方法

虽然能快速定性甚至定量检测食品中沙门氏菌[13,14], 但是

无法实现不同血清型沙门氏菌的多重检测。 
多重 PCR 检测技术由于能同时检测食品中多种食源

性致病菌, 大大提高检测效率, 近年来已成为食品安全检

测领域的研究热点[1518]。目前较多研究均集中在不同属间

食源性致病菌的多重 PCR 检测方法, 对于同种致病菌不同

血清型的多重 PCR 检测方法研究较少, 仅有王娟芳等[19]

基于多重 PCR 方法检测禽致病性大肠杆菌 O1、O2 和 O78 
3 种血清型, 而针对食品中沙门氏菌不同血清型的多重

PCR 方法却鲜见报道。本研究旨在建立肠炎沙门氏菌、鼠

伤寒沙门氏菌及乙型副伤寒沙门氏菌的多重 PCR 检测方

法, 对食品中沙门氏菌检测及溯源均具有重要意义。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

样品: 冷鲜鸡肉, 购于广州市白云区家乐福超市, 散
装称重, 4 ℃保存。 

实验菌株信息如表 1 所示。 
材料 : Luria-Bertani(LB)琼脂、缓冲蛋白胨水 (buffer 

peptone water, BPW)、脑心浸萃液、营养肉汤、营养琼脂(广
东环凯生物科技有限公司 ); ExTaq HSDNA Polymerase     
(5 U/μL)、10×Ex Taq Buffer (20 mmol/L Mg2+ plus)、dNTP 
Mixture (2.5 mmol/L)(大连宝生物有限公司); 细菌基因组提

取试剂盒、6×DNA loading Buffer、DL2000 DNA Marker(天根

生化科技有限公司); 琼脂糖(美国 Sigma 公司)。 
仪器: HN-08 无菌均质器(上海汗诺仪器有限公司); 

SW-CJ-2FD 洁净工作台(上海博讯事业有限公司医疗设备

厂); SQ510C 立式高压蒸汽灭菌锅(重庆雅马拓科技有限公

司); SHP-150 生化培养箱(广东环凯微生物科技有限公司); 
BSC-1300II A2 生物安全柜 (江苏苏净安泰有限公司 ); 
HC-2518R 高速冷冻离心机 (安徽中科科技有限公司 ); 
HH-S4 恒温水浴锅(浙江金坛仪器设备有限公司); DYY-8c
电泳仪 (北京六一生物有限公司 ); T100 核酸扩增仪、

721BR14980 凝胶成像仪(美国 Bio-Rad 公司); MILLI-Q 超

纯水仪(美国 Millipore 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  菌株活化及 DNA 提取  
实验菌株接种于脑心浸萃液并涂布 LB 平板划线, 挑

取单菌落于 10 mL 营养肉汤中, 静置培养 24 h, 4 ℃冷藏备

用。1 mL 菌液置于 1.5 mL 无菌离心管, 4 ℃、12000 r/min
高速冷冻离心 2 min, 弃上清液, 按细菌基因组试剂盒方法

提取细菌基因组 DNA, 超微量分光光度计检测 DNA 浓度

(调整终浓度至 50 ng/μL)及 OD260/OD280 值(比值在 1.8~2.0
之间), 20 ℃保存。 
2.2.2  引物设计   

NCBI 搜索比较 3 种沙门氏菌全基因组序列并筛选特异

性靶点, 最终选取肠炎沙门氏菌 sdfI 基因、鼠伤寒沙门氏菌

stm-4495 基因、乙型副伤寒沙门氏菌 Hat 基因作为靶基因, 
primer 5.0 及 Beacon Designer 8 进行引物设计及评价, 选取 3
对产物大小相差 100~150 bp 及退火温度相近的特异性引物, 
Primer-Blast 进行同源性比对, 最终引物序列见表 2。 
2.2.3  引物特异性验证   

以 INV 为沙门氏菌属通用引物 , 分别验证引物

STM、HAT、SDF 特异性。PCR 扩增体系: 设置 1~6 号

PCR 反应管分别加入 10×Ex Taq Buffer(20 mmol/L Mg2+ 
plus)4 μL, dNTP Mixture 2 μL, Taq 酶 (5 U/μL) 0.25 μL, 
INV 上下游引物各 0.5 μL, 另 1~3 管中分别加入 STM、

HAT 和 SDF 上下游引物各 1 μL, 1~5 号管依次加入鼠伤

寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌、甲

型副伤寒沙门氏菌及猪霍乱沙门氏菌的 DNA 各 1 μL 为

模板, 6 号管加 1 μL ddH2O 为对照, 各管加 ddH2O 补足

至 25 μL。反应程序为: 94 ℃预变性 10 min; 94 ℃变性

30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min, 33 个循环; 72 ℃延

伸 10 min。产物经 2%(m/m)琼脂糖凝胶电泳后, 采用凝
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胶成像系统分析。 
2.2.4  多重 PCR 反应条件建立及优化 

参考冯可等[20]的实验方法, 初步建立多重 PCR 反应

体系: 10×Ex Taq Buffer(20 mmol/L Mg2+ plus)4 μL, dNTP 

Mixture 2 μL, Taq 酶 (5 U/μL) 0.25 μL, INV 上下游引物各

0.5 μL, STM、HAT 和 SDF 上下游引物各 1 μL(终浓度    

0.4 µmol/L), 鼠伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙门氏菌及肠

炎沙门氏菌的 DNA 各 1 μL 为模板, ddH2O 为对照, 加

ddH2O 补足至 25 μL。反应程序为: 94 ℃预变性 10 min; 

94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min, 33 个循环; 

72 ℃延伸 10 min。产物经 2%(m/m)琼脂糖凝胶电泳后, 采

用凝胶成像系统分析。 

(1) 退火温度优化 

对多重 PCR 反应退火温度进行优化, 分别取 54.0、
54.7、55.9、57.8、60.1、62.0、63.2 和 64.0 ℃共 8 个水平

进行。产物经 2%(m/m)琼脂糖凝胶电泳后, 采用凝胶成像

系统分析, 确定最优退火温度。 
(2) 引物终浓度优化 
在优化退火温度后, 为确定多重 PCR 体系中最佳引

物浓度, 将 SDF、STM 和 HAT 3 对引物添加量作为 3 个因

素 , 每个因素设置 3 个水平 (以终浓度计 ): 0.3、0.4、     
0.5 µmol/L, 以此 3 种浓度进行正交设计 L9(33), 如表 3 所

示, 优化确定最佳引物浓度。 
2.2.5  多重 PCR 特异性验证   

为验证多重 PCR的特异性, 将表 1所列食品中常见的

非目标沙门氏菌及非沙门氏菌属致病菌作为样品, 按照

2.2.4 优化后的多重 PCR 进行反应, 验证方法特异性。  
2.2.6  多重 PCR 检测限检测   

灭菌 ddH2O 依次梯度稀释 3 种沙门氏菌的基因组

DNA 终浓度为: 100、101、102、103、104、105、106 ng/μL, 
取相同稀释度的 3 种沙门氏菌 DNA 各 1 μL 混合作为模板, 
按照 2.2.4 优化后的多重 PCR 进行反应, 确定可同时检测

出 3 种血清型沙门氏菌的检测限。 
2.2.7  人工污染样品检测   

冷鲜鸡肉切块后生理盐水冲洗, 超净台晾干, 紫外

照射 15~20 min, 经 GB4789.4-2016[21]方法检测, 无沙门

氏菌检出。肠炎沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、乙型副伤

寒沙门氏菌纯菌液等体积混合后梯度稀释为 101~    

108 CFU/mL, 适量鸡腿肉无菌操作绞碎, 分为 4 组, 每

组 8 份, 每份 10 g 于装有 90 mL 无菌生理盐水的无菌三

角瓶中, 每组鸡肉样品依次接入 101~108 CFU/mL 的混

菌液 3 mL, 混匀, 室温静置 20 min。对第 1 组每个稀

释度中肠炎沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙

门氏菌分别进行平板计数, 第 2、3 组为平行试验。第 4

组鸡肉样品进行增菌, 分别在 37 ℃条件下培养, 在培养

第 6、12 h 取样, 提取沙门氏菌基因组 DNA, 按照 2.2.4

优化后的多重 PCR 反应条件进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  引物特异性验证 

以表 1 中 5 种沙门氏菌 DNA 为模板, 以 INV 为沙门

氏菌属通用引物, 分别验证引物 STM、HAT、SDF 特异性, 
扩增产物经 2%(m/m)琼脂糖凝胶电泳检测, 结果如图 1  

所示。 

如图 1 所示, 各泳道条带明亮均匀, 未出现非特异性

扩增, 条带测序数据显示 1~5 泳道目的片段长度分别为

915/201 bp、551/201 bp、295/201 bp、201 bp 和 201 bp, 各

序列与 NCBI 数据库 Blast 比对相似性均在 99%以上。结

果表明 3 对引物均能扩增出目的条带, 且特异性良好, 无

交叉影响, 具备构建多重 PCR 基础。 

3.2  多重 PCR 反应条件优化  

3.2.1  退火温度优化 
初步建立的多重 PCR 反应在 54.0、54.7、55.9、57.8、

60.1、62.0、63.2 和 64.0 ℃共 8 个退火温度条件下进行扩

增, 产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 结果如图 2 所示, 除第 8

泳道外, 其余泳道均能扩增出 4 条目标条带, 其中第 5 泳

道(60.1 ℃)目标条带相对清晰明亮, 因此选取 60 ℃作为多

重 PCR 反应的最佳退火温度。 
3.2.2  引物最佳浓度优化 

SDF、STM 和 HAT 3 对引物按照表 3 正交试验设计

搭配进行了 9 组多重 PCR 扩增, 结果如图 3 所示, 9 条泳道

均能扩增出 4 条目标条带, 无非特异性条带出现, 表明 3
对引物特异性较强, 且无交叉影响。其中第 9 泳道条带相

对清晰明亮, 因此最终确定肠炎沙门氏菌(SDF)、鼠伤寒沙

门氏菌(STM)、乙型副伤寒(HAT)沙门氏菌引物最佳终浓度

分别为 0.5、0.5、0.4 µmol/L。 

3.3  多重 PCR 特异性 

以表 1 中 3 株非目标血清型沙门氏菌及 8 株非沙门氏

菌属致病菌为阴性对照, 按照优化后的多重 PCR 进行扩增, 
验证多重 PCR 的特异性, 结果如图 4 所示。 

1~4 泳道为目标沙门氏菌, 5、6、7 泳道为非目标血清

型沙门氏菌菌株 , 虽不是目标菌株 , 但基因组中均含有

invA 基因, 因此扩增出 201 bp 条带, 与预期相符; 而 8~15

泳道非沙门氏菌属致病菌既不含有目标基因序列, 也不含

有 invA 基因序列, 因此无条带出现。结果表明本研究构建

的多重 PCR 方法特异性良好, 无非特异性扩增出现, 适用

于鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌、乙型副伤寒沙门氏菌

的多重 PCR 检测。 
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表 3  三因素三水平 L9(33)正交试验设计 
Table 3  Three levels of three factors used in orthogonal array 

design 

管号 
引物终浓度/(µmol/L) 

SDF STM HAT 

1 0.3 0.3 0.3 

2 0.3 0.4 0.4 

3 0.3 0.5 0.5 

4 0.4 0.3 0.4 

5 0.4 0.4 0.5 

6 0.4 0.5 0.3 

7 0.5 0.3 0.5 

8 0.5 0.4 0.3 

9 0.5 0.5 0.4 
 

 
 

注: M: 2000 bp DNA Marker; 1: 鼠伤寒沙门氏菌, 引物: INV/STM; 
2: 乙型副伤寒沙门氏菌, 引物: INV/HAT; 3: 肠炎沙门氏菌, 引

物: INV/SDF; 4: 甲型副伤寒沙门氏菌, 引物: INV;  
5: 猪霍乱沙门氏菌, 引物: INV; 6: ddH2O, 引物: INV。 

图 1  引物特异性验证 
Fig.1  Specificity of primers for PCR 

 

 
 

注: M: 2 000bp DNA Marker; 1~8 退火温度为 54.0、54.7、55.9、
57.8、60.1、62.0、63.2 和 64.0 ℃, 9: ddH2O。 

图 2  退火温度的优化 
Fig.2  Optimization of annealing temperature 

 

 
 

注: M: 2 000bp DNA Marker; 1~9: SDF/STM/HAT 引物终浓度

(µmol/L)为 0.3/0.3/0.3、0.3/0.4/0.4、0.3/0.5/0.5、0.4/0.3/0.4、
0.4/0.4/0.5、0.4/0.5/0.3、0.5/0.3/0.5、0.5/0.4/0.3、0.5/0.5/0.4; N: 

ddH2O。 
图 3  多重 PCR 引物浓度优化 

Fig.3  Optimization of primer concentrations 

 

 
 

 
注: M: DNA Marker DL 2000; 1: 鼠伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙

门氏菌、肠炎沙门氏菌; 2: 鼠伤寒沙门氏菌; 3: 乙型副伤寒沙门

氏菌; 4: 肠炎沙门氏菌; 5: 甲型副伤寒沙门氏菌; 6: 猪霍乱沙门

氏菌; 7: 鸭沙门氏菌; 8: 大肠杆菌 O157: H7; 9: 金黄色葡萄球菌; 
10: 单增李斯特菌; 11: 蜡样芽孢杆菌; 12: 福氏志贺氏菌; 13: 宋

内氏志贺氏菌; 14: 副溶血性孤菌; 15: 小肠结肠炎耶尔森菌;  
16: ddH2O。 

图 4  多重 PCR 特异性验证 
Fig.4  Specificity of mPCR 

 

 
3.4  多重 PCR 检测限检测 

3 种血清型沙门氏菌基因组 DNA 经 10 倍梯度稀释后, 
以优化后的多重 PCR 反应体系进行检测限检测, 结果如图

5 所示。1~5 泳道可见各目标菌特异性条带出现, 从第 6 泳

道开始部分目标条带肉眼已很难辨识, 第 7 泳道仅见模糊

的 551 bp 条带, 第 8 泳道无特异性条带出现。因此能同时

检测到 3 种目标菌的最低模板质量浓度为 103 ng/μL   
(即 1 pg/μL)。 

 
 

 
 

 

注: M: DNA Marker DL 2000; 1: 101 ng/L; 2: 100 ng/L; 3: 101 ng/μL; 
4: 102 ng/μL; 5: 103 ng/μL; 6: 104 ng/uL; 7: 105 ng/μL;  

8: 106 ng/μL; 9: ddH2O。  
图 5  多重 PCR 检测限检测 
Fig.5  Sensitivity of mPCR 

 
3.5  人工污染冷鲜鸡肉检测限 

3 种血清型沙门氏菌混合菌液(101~108 CFU/mL)污染

冷鲜鸡肉后分别进行平板计数, 确定鸡肉中每种沙门氏菌

初始污染水平, 而后经 6 h、12 h 增菌处理, 提取鸡肉中沙

门氏菌 DNA, 以优化后的多重 PCR反应体系进行扩增, 确
定该多重 PCR 方法在实际样品中的检测限, 结果如表 4 
所示。 
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结果表明, 人工污染冷鲜鸡肉经过 6 h 增菌后, 多重

PCR 方法能同时检测出鸡肉中 3 种血清型沙门氏菌的检测

限为: 肠炎沙门氏菌(5.6±2.2)×101 CFU/g、鼠伤寒沙门氏菌

(5.1±1.7)×101 CFU/g、乙型副伤寒沙门氏菌(6.1±0.5)×101 

CFU/g; 而经过 12 h 增菌 , 检测限可达肠炎沙门氏菌

(4.0±1.0) CFU/g、鼠伤寒沙门氏菌(8.0±0.9) CFU/g、乙型副

伤寒沙门氏菌(8.0±0.6) CFU/g。 

4  结论与讨论 

传统沙门氏菌检测一般分为属的鉴定和血清分型

两个环节, 其中血清分型主要是通过玻片凝集试验完成, 
该技术存在操作繁杂, 耗时长, 分辨率低等问题 [22]。本

研究筛选肠炎沙门氏菌 sdfI 基因、鼠伤寒沙门氏菌

stm-4495 基因、乙型副伤寒沙门氏菌 Hat 基因作为靶标

片段设计出引物 SDF、STM 和 HAT, 建立了 3 种血清型

沙门氏菌的多重 PCR 检测方法, 有效将食品中沙门氏菌

属的鉴定和血清分型统一在一个 PCR 检测体系中, 提高

了检测效率。 
王瑾等 [23]利用实时荧光环介导等温扩增技术检测

鸡肉中沙门氏菌, 检测灵敏度达 450 CFU/g, 但是无法

判断沙门氏菌血清型。本研究中人工污染鸡肉经过 12 h
增菌 , 能同时检测出 3 种血清型沙门氏菌的检测限为: 
肠炎沙门氏菌(4.0±1.0) CFU/g、鼠伤寒沙门氏菌(8.0±0.9) 
CFU/g、乙型副伤寒沙门氏菌(8.0±0.6) CFU/g, 不仅提高

了检测灵敏度 , 而且可实现常见 3 种沙门氏菌的血清 
分型。 

本研究建立了食品中 3 种常见血清型沙门氏菌的多

重 PCR 检测方法, 对食品中沙门氏菌的检测和溯源具有重

要的现实意义, 但也存在一定的局限, 如: 无法区别样品

中的死菌与活菌, 因此下一步将在此方向做深入研究, 将
磁珠免疫吸附或能区分细胞状态的染料等技术与多重

PCR 联用, 以获得更加实用、更加有针对性的多重 PCR  
技术。 
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