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可视化环介导恒温扩增法检测蔬菜产地 

环境灌溉水源中沙门氏菌 

吕  新 1,2, 刘兰英 1,2, 陈丽华 1,2, 玥李 仁 1,2* 

(1. 福建省农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 福州  350003;  

2. 福建省农产品质量安全重点实验室, 福州  350003) 

摘  要: 目的  建立可视化环介导恒温扩增体系(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)检测灌溉水源

中沙门氏菌的分析方法。方法  以沙门氏菌侵袭蛋白 A (invA)基因序列设计特异性 LAMP 检测引物, 优化

LAMP 反应体系和反应条件后, 通过特异性实验、灵敏度实验对 LAMP 检测方法进行测试, 并与国标检测方

法对比检测人工污染的灌溉水源样品, 验证该方法的准确性。结果  灵敏度实验结果显示本 LAMP 检测方法

最低检出限为 7 CFU/25 μL, 特异性实验结果显示本 LAMP检测方法具有良好的特异性, 干扰菌株对本 LAMP

检测方法无影响。该方法在与国家标准检测方法对比, 检测人工污染的灌溉水源样品时具有相同的准确性, 检

测灵敏度为 1×102 CFU/mL。结论  本研究建立了快速、准确、灵敏的恒温扩增体系, 可以应用于灌溉水源中

沙门氏菌的快速检测。 
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Determination of Salmonella in irrigated water of vegetable producing 
environment by visual loop-mediated isothermal  

amplification method 
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(1. Institute of Agricultural Quality Standards and Testing Technology Research, Fujian Academy of Agricultural Sciences, 
Fuzhou 350003, China; 2. Fujian Key Laboratory of Agro-products Quality & Safety, Fuzhou 350003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of Salmonella in irrigated water by visual loop 

mediated isothermal amplification (LAMP). Methods  One group of specific LAMP primers were designed based 

on the sequences of invasion protein A (invA) gene of Salmonella. After the LAMP reaction system and reaction 

conditions were optimized, the LAMP method for Salmonella detection was tested by specificity experiment and 

sensitivity test and verified by comparing with the national standard detection method through Salmonella detection 

in artificially contaminated irrigation water. Results  The results of sensitivity test showed that the minimum limit 

of detection of the LAMP detection method was 7 CFU/25 μL, the results of specificity test showed that the LAMP 

method had good specificity, and the genomic nucleic acid of interference strains had no effect on the LAMP method. 
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Compared with the national standard method, the LAMP method had the same accuracy for Salmonella detection in 

artificially contaminated irrigation water, and the detection sensitivity for Salmonella was 1×102 CFU/mL. 

Conclusion  This study establishes a rapid, reliable and sensitive constant temperature amplification system, which 

can be applied to the rapid detection of Salmonella in irrigated water. 

KEY WORDS: loop-mediated isothermal amplification; irrigated water; Salmonella 
 
 

0  引  言 

沙门氏菌是全球范围内最重要的几种食源性病原  

微生物之一, 由其引起的食物中毒占食物中毒病例的前 2

位[1]。仅在 2005—2011 年, 国外发生的 19 起因蔬菜中病原

微生物污染而引起的食源性疾病案例中, 有 11起是由沙门

氏菌污染引起的, 占比高达 58%[2]。沙门氏菌也是我国食

源性疾病的主要病原体, 我国发生的细菌性食源性中毒事

件中有 80%左右由沙门氏菌引起[3]。国内已有多篇研究文

献发现胡萝卜、香菜、香葱、生菜等蔬菜中存在沙门氏菌

污染风险[4‒6]。蔬菜的沙门氏菌污染可能发生在从农田到餐

桌的每个环节[7‒8]。近年来深入研究蔬菜供应链主要环节中

沙门氏菌污染风险和来源, 发现沙门氏菌污染风险虽然贯

穿供应链的每个主要环节, 但仍以栽培环节, 特别是灌溉

水源中沙门氏菌污染风险最大, 也是沙门氏菌检测和风险

控制的重点[8‒11]。 

目前蔬菜产地环境灌溉水源中沙门氏菌的检测仍采用

GB 4789.4—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验沙

门氏菌检验》[12]方法, 但该方法需要对待检样品进行预增

菌、选择性分离、生化实验鉴定, 操作烦琐, 耗时费力, 仅

筛选出沙门氏菌可疑菌落需要3~4个工作日, 后续的生化实

验还需 2~3 个工作日[13], 满足不了大量样品时的快速检测

的要求。而 PCR 技术和实时荧光定量 PCR 技术虽然检测速

度快, 但需要配套的 PCR 仪器, 限制了该技术的推广应用。

环介导等温扩增技术(loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP)自 2000 年由日本科学家 NOTOMI[14]发明报道后, 因

其可在恒温条件下(60~65 ℃)10 min 内完成核酸的高倍扩增, 

灵敏度比 PCR 技术高 2~7 个数量级, 反应产物不仅可以通

过琼脂糖电泳、浊度仪和定量 PCR 检测, 也可以通过钙黄

绿素、羟基萘酚蓝、SYBR Green I 显色后观察[15‒16], 从而成

为继 PCR 技术之后又一更快速的检测技术, 目前已成功应

用于沙门氏菌、蜡样芽孢杆菌、副溶血弧菌、志贺氏菌等多

种病原微生物的检测[17‒20]。 

inv 基因簇是沙门氏菌编码吸附和侵袭上皮细胞表面

蛋白的基因, 与沙门氏菌对肠道上皮细胞的侵袭有关, 包

括 invA、invB、invC、invD、invE 等基因, 其中以 invA 基

因应用最为广泛。目前根据 invA 基因序列设计特异性引物

已成功应用于乳品、肉类、蔬菜等食品中沙门氏菌的检  

测[17‒18,21], 但国内尚未有关于灌溉水源中沙门氏菌 LAMP

检测方法的研究报道。为此, 本研究针对沙门氏菌侵袭蛋

白 A(invA)基因序列设计特异性 LAMP 检测引物, 建立基

于钙黄绿素显色的蔬菜产地环境灌溉水源中沙门氏菌可视

化快速检测方法, 以期为蔬菜产地环境灌溉水源中沙门氏

菌的快速检测和及时防控提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  菌  株 

本研究所用菌株见表 1, 7 种菌株来自中国工业微生

物菌种保藏管理中心(China's industrial culture collection, 

CICC), 中国普通微生物菌种保藏管理中心(China general 

microbiological culture collection center, CGMCC)和美国

典型培养物保存中心 (American type culture collection, 

ATCC)。 

 
表 1  实验所用菌株 

Table 1  Experimental bacteria strains 

菌株名称 拉丁学名 菌株编号 菌株来源 

鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium 1.1174 CGMCC 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 25923 ATCC 

大肠埃希氏菌 Escherichia coli 25922 ATCC 

产气肠杆菌 Enterobacter aerogenes 1.0876 CGMCC 

大肠埃希氏菌 O157:H7 Escherichia coli O157:H7 10907 CICC 

单核细胞增生李斯特氏菌 Listeria monocytogenes 1.9136 CGMCC 

英诺克李斯特氏菌 Listeria innocua 1.7730 CGMCC 
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1.2  试剂与材料 

胰蛋白胨大豆肉汤(trypticase soy broth, TSB)、胰蛋

白胨大豆琼脂(tryptose soya agar, TSA)(北京陆桥技术有

限责任公司); DL2000 Marker、dNTP(日本 Takara 公司); 

Bst 2.0 DNA polymerase(美国 NEB 公司); 琼脂糖(电泳级, 

西班牙 Biowest 公司), Betaine[生物试剂级, 生工生物工

程(上海)股份有限公司]; MnCl2、NaCl、Calcein(分析纯, 

阿拉丁公司)。 

灌溉水源样品采集自闽清县东桥镇绿辉蔬菜种植农

场, 该农场灌溉水源为当地地面径流—主要为山泉和小溪

汇聚而成, 具体灌溉水源理化指标如下: pH 为 7.32, 总氮

(TN)为 0.85 mg/L, 总磷(TP)为 0.037 mg/L, 高锰酸钾指数

为 10.51 mg/L, 氨氮(NH4-N)为 0.35 mg/L。 

1.3  仪器与设备 

BIO-RAD™ S1000PCR 仪、BIO-RAD™ Gel Doc 

XR+凝胶成像系统(美国伯乐公司); DYY-6C 型电泳仪、

DYCP-31DN 型电泳仪(北京六一仪器厂); HSW24 型恒

温水浴锅、DHP-9082 恒温培养箱(上海恒一科学仪器有

限公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  引物设计 

根据 Genbank 登录的沙门氏菌特有侵袭蛋白 A 

(Invasion protein A, invA)基因序列(Accession: M90846.1), 

采 用 Primer Explorer 5.0 在 线 软 件 (http:// primere 

xplorer.jp/e/)设计 3 对 LAMP 引物用于沙门氏菌检测, 包括

1 对外引物(F3/B3)、1 对内引物(FIP/BIP)和 1 对环引物(loop 

F/loop B)。引物交由上海生工生物工程公司合成。具体引

物序列见表 2。 

1.4.2  沙门氏菌培养、计数及基因组 DNA 提取 

将 TSA 平板活化的沙门氏菌 , 挑取单菌落接种于   

5 mL TSB 液体培养基中, 37 ℃、180 r/min 过夜培养, 以

1:100 比例转接于 100 mL TSB 液体培养基 , 37 ℃、     

180 r/min 培养 3 h 左右至细菌对数期(OD600≈0.55)。将菌液

用灭菌的生理盐水按 10 倍梯度依次稀释, 取 100 μL 涂于

TSA 平板, 倒置 37 ℃培养 18~24 h 计数。 

采用热裂解法提取沙门氏菌 DNA 模板, 取 1 mL 沙门

氏菌菌液 10000 r/min 离心 5 min, 弃上清液, 沉淀重悬于

0.5 mL 生理盐水, 加入 0.5 mL 2×TZ 裂解液[22], 于 99.5 ℃

加热 10 min, 冰上冷却 2 min后, 在 10000 r/min离心 5 min, 

取上清液即为沙门氏菌 DNA 模板, ‒20 ℃保存备用。 

1.4.3  LAMP 反应体系和反应条件优化 

针对 LAMP 反应体系中 dNTPs 浓度、MgSO4 浓度和

Betaine 浓度, 反应条件中反应温度和反应时间进行优化, 

其中 dNTPs 终浓度分别为 0.8、1.2、1.6、2.0、2.4 μmol/L, 

MgSO4 终浓度分别为 2、4、6、8、10、12 mmol/L, Betaine

终浓度分别为 0.6、0.8、1.2、1.4、1.6 mol/L; 反应温度分

别设置 60、61、62、63、64、65、66、67 ℃, 反应时间分

别为 30、40、50、60、70、80、90 min。选用 50 μmol/L 

Calcein‒500 μmol/L MnCl2 作为指示剂[23], 阳性反应显绿

色, 阴性反应显橘黄色, 每个因子设置 3 个重复, 以确定

最佳反应体系和反应条件。 

1.4.4  LAMP 反应灵敏度检测 

以 10 倍递减将沙门氏菌浓度稀释为 7×108~7×102 

CFU/mL 7 个浓度, 以热裂解法提取沙门氏菌 DNA, 然后

以不同浓度的沙门氏菌 DNA 为模板, 对 LAMP 反应灵敏

度进行检测。结果直接肉眼观察, 阳性反应显绿色, 阴性

反应显橘黄色, 并在 1.5%琼脂糖凝胶电泳上检测。 

1.4.5  LAMP 反应特异性检测 

分别以鼠伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希

氏菌、产气肠杆菌、大肠埃希氏菌 O157:H7、单核细胞增

生李斯特氏菌和英诺克李斯特氏菌菌株为材料, 以热裂解

法制备各菌株 DNA, 验证所建立 LAMP 检测方法的特异

性。以各菌株的 DNA 为模板, 采取已优化的反应体系和条

件进行特异性分析, 反应结束后, 以管内颜色变化判断阴

阳性, 阳性为绿色, 阴性为橘黄色; 或将扩增产物在 1.5%

琼脂糖电泳上检测, 阳性反应可观察到特征性梯形带, 阴

性反应则没有出现扩增条带。 

 

表 2  环介导等温扩增引物 
Table 2  Primers of loop-mediated isothermal amplification 

引物名称 序列 

FIP 5'-GCGCGGCATCCGCATCAATATGCCCGGTAAACAGATGAGT-3' 

BIP 5'-GAACGGCGAAGCGTACTGGACATCGCACCGTCAAAGGAA-3' 

F3 5'-CGGCCCGATTTTCTCTGG-3' 

B3 5'-CGGCAATAGCGTCACCTT-3' 

loop F 5'-GGCCTTCAAATCGGCATCAAT-3' 

loop B 5'-AAGGGAAAGCCAGCTTTACG-3' 
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1.4.6  LAMP 检测方法与国家标准检测方法对比验证 

取 1 mL 稀释至适宜浓度的沙门氏菌菌液至 24 mL 经

国家标准检测为沙门氏菌阴性的灌溉水源样品, 全部加入

到 225 mL 蛋白胨缓冲水(peptone buffer water, BPW)的无

菌均质袋中, 以制备含沙门氏菌浓度为 0、1×102、4×102、

1×103、4×103、1×104、4×104 CFU/mL 的人工污染灌溉水

源样品。不同沙门氏菌浓度的人工污染灌溉水源样品各制

备 1 份, 其中 1 份置 37 ℃预增菌 4 h 后, 取 1 mL 预增菌液

以热裂解法提取沙门氏菌 DNA, 用于灌溉水源中沙门氏

菌可视化 LAMP 检测, 另外 1 份采用国家标准方法(GB 

4789.4—2016《食品微生物学检验沙门氏菌检验》)进行检

测 [12], 对比验证所建立的灌溉水源中沙门氏菌可视化

LAMP 检测方法的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  LAMP 检测方法的建立 

通过优化反应温度和时间, 确定 LAMP 最适反应温

度为 65 ℃, 反应时间为 1 h。优化后灌溉水源中沙门氏菌

LAMP 检 测 最 佳 反 应 体 系 25 μL 包 括 : 2.5 μl 

10×Isothermal Amplification Buffer, 1.4 mmol/L dNTPs, 
0.2 μmol/L F3-B3, 1.6 μmol/L FIP-BIP, 0.4 μmol/L loop 
F-loop B, 0.8 mol/L Betaine, 6.0 mmol/L MgSO4, 8 U 
Bst2.0DNA polymerase, 50 μmol/L Calcein 和 500 μmol/L 

MnCl2, DNA 模板 1 μL, 灭菌超纯水补足 25 μL 体积。优

化的 LAMP 反应效果如图 1 所示。 
 
 

 
 
 

注: a: LAMP 产物琼脂糖电泳检测结果;  

b: LAMP 产物钙黄绿素显色结果。 

M: DL2000 DNA Marker; 1: 鼠伤寒沙门氏菌; 2: 阴性对照。 

图 1  LAMP 体系检测沙门氏菌 

Fig.1  Detection of Salmonella by LAMP system 
 
 

2.2  灵敏度检测结果 

分别以 7 个不同浓度沙门氏菌 DNA[(7×108~7×102) 

CFU/mL]为模板进行扩增, 验证 LAMP 体系的灵敏度, 琼

脂糖凝胶电泳检测结果显示, 在沙门氏菌 DNA 浓度为

(7×103~7×108) CFU/mL 时, 即 7~7×105 CFU/25 μL 的模板

DNA 均可以出现 LAMP 产物特有的梯形条带(图 2a), 而当

沙门氏菌 DNA 浓度小于 7 CFU/25 μL 时没有出现任何条

带。可视化显色结果与琼脂糖凝胶电泳结果一致(图 2b), 

说明 LAMP 反应体系可以检测到 7 CFU/25 μL 的沙门氏菌

DNA。 

 
 

 
 
 

注: a: LAMP 产物琼脂糖电泳检测结果; b: LAMP 产物钙黄绿素显

色结果。 

M: DL2000 DNA Marker; 1: 阴性对照; 2-8: 25 μL反应体系中分别

含有 7×105、7×104、7×103、7×102、7×101、7、0.7 CFU。 

图 2  LAMP 方法检测沙门氏菌的灵敏度 

Fig.2  Sensitivity analysis of LAMP assay in detection of 
Salmonella 

 

 
2.3  特异性检测结果 

分别以鼠伤寒沙门氏菌菌株和非沙门氏菌菌株的

DNA 为模板进行 LAMP 反应特异性分析, 结果表明, 在

calcein-MnCl2指示剂的作用下, 65 ℃温育 1 h后, 鼠伤寒沙

门氏菌 LAMP 反应产物显绿色, 而供试 6 个非沙门氏菌菌

株的 LAMP 反应产物均显橘黄色(图 3a)。进一步取 2 μL

扩增产物用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测, 结果除鼠伤寒沙

门氏菌 LAMP 扩增产物出现梯形条带外, 其他 6 个菌株均

未出现任何条带(图 3b)。结果表明, 本研究所建立的 LAMP

检测方法对沙门氏菌具有良好的特异性。 

2.4  对比验证结果 

为验证所建立的灌溉水源中沙门氏菌可视化 LAMP

检测方法的准确性, 人工模拟沙门氏菌污染灌溉水源样品
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经 37 ℃预增菌 4 h, 然后提取样品细菌总 DNA进行扩增检

测。实验分别设置 0、1×102、4×102、1×103、4×103、1×104、

4×104 CFU/mL 7 个不同沙门氏菌浓度梯度进行 LAMP 扩

增检测 , 见表 3。验证结果见表 3, LAMP 扩增检测      

100 CFU/mL 的人工模拟沙门氏菌污染灌溉水源样品, 3 次

重复检测实验均出现阳性结果 , 与国家标准法 (GB 

4789.4—2016《食品微生物学检验沙门氏菌检验》)[12]检测

结果一致。结果表明, 本研究所建立的 LAMP 检测方法具

有良好的准确性。 

 
 

 
 

 
注: a: LAMP 产物琼脂糖电泳检测结果; b: LAMP 产物钙黄绿素显

色结果。 

M: DL2000 DNA Marker; 1: 阴性对照; 2: 鼠伤寒沙门氏菌; 3: 金

黄色葡萄球菌; 4: 大肠埃希氏菌; 5: 产气肠杆菌; 6: 大肠埃希氏

菌 O157:H7; 7: 单核细胞增生李斯特氏菌; 8: 英诺克李斯特氏菌。 

图 3  LAMP 方法检测沙门氏菌的特异性 

Fig.3  Specificity analysis of LAMP assay in detection of 
Salmonella 

 
 

 

表 3  2 种方法对比检测沙门氏菌污染灌溉水源样品结果 
Table 3  Comparison of results of detection of irrigated water for 

Salmonella by 2 different methods 

方法 

沙门氏菌浓度/(CFU/mL) 

0 1×102 4×102 1×103 4×103 1×104 4×104

国标法 ‒ + + + + + + 

LAMP 法 ‒ + + + + + + 

注: +表示阳性结果, ‒表示阴性结果。 

3  结  论 

基于 LAMP 的快速检测方法与普通 PCR 相比具有

更高的灵敏度和视觉判断性的优点。沙门氏菌侵袭蛋白

A (invA)基因是最常用的沙门氏菌分子检测靶标 , 根据

invA 基因序列已成功开发出多个沙门氏菌分子检测引

物。HARA-KUDO 等[24]以 invA 序列为靶点设计 6 条特

异性引物对 9 种不同血清型沙门氏菌进行 LAMP 检测, 

可以检出沙门氏菌最低浓度为 2.2 CFU/tube; 张宏伟  

等 [25]根据 invA 序列设计了 4 条沙门氏菌 LAMP 检测引

物, 在食品样品中沙门氏菌最低检出限为 1.5 CFU/100 g; 

王瑾等 [18]利用 invA 区域设计一组 LAMP 引物, 采用实

时荧光环介导等温扩增技术, 可检测沙门氏菌最低浓度

为 6 CFU/tube, 人工污染鸡肉的检出限为 450 CFU/g。

本研究根据沙门氏菌侵袭蛋白 A (invA)基因序列设计特

异性 LAMP 引物, 建立一种基于颜色判定的简单、快速

和灵敏的灌溉水源中沙门氏菌的快速检测方法, 其检测

灵敏度可达 7 CFU/25 μL。采用该 LAMP 方法对人工污

染的灌溉水源样品中与国家标准检测方法对比验证, 结

果表明 LAMP 检测结果与国家标准检测方法结果一致, 

说明该方法能成功应用于灌溉水源中沙门氏菌的快速

检测, 可为灌溉水源中沙门氏菌污染的及时防控提供技

术支撑。 

快速、经济地从样品中提取高质量和高产量的基因组

DNA 是进行 LAMP 快速检测的前提。传统的细菌基因组

DNA 提取方法多采用十二烷基硫酸钠 (sodium dodecyl 

sulfate, SDS)方法, 虽然 DNA 浓度和纯度均较高, 但操作

步骤复杂, 耗时长, 且提取过程中需要用到酚、氯仿等对

人体有害的有机溶剂。为避免 DNA 提取中有毒、有害的

有机溶剂, 国内外开发了多种细菌基因组 DNA 提取试剂

盒, 这些试剂盒提取时间短, 操作步骤简单, 提取的 DNA

质量也较高, 但价格普遍昂贵, 在面对大量待检样品时将

无疑大幅增加检测成本。而在本研究中采用热裂解法提取

沙门氏菌基因组 DNA, 该方法更加经济、快捷, 单个样品

的提取时间可控制在 10 min 内, 且只需台式离心机等简单

仪器就可完成提取操作。 

本研究成功建立了灌溉水源中沙门氏菌可视化

LAMP 快速检测方法, 弥补了国家标准检测方法和 PCR 方

法检测灌溉水源中沙门氏菌的不足, 整个检测过程用时约

7 h, 可在 1 个工作日获得检测结果, 且整个反应在恒温水

浴锅内便可完成, 检测结果通过反应管指示剂的颜色变化

可直接肉眼判断, 不需要专门的检测仪器, 后续若结合灌

溉水源中沙门氏菌快速富集技术, 将使灌溉水源中沙门氏

菌的田间检测应用成为可能。 
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