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摘要：本文研究了猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉中金黄色葡萄球菌的依赖解旋酶恒温基因扩增检测方法(HDA法)，以金黄色葡萄球

菌耐热核酸酶nuc基因为目的基因，设计一对特异性引物，优化反应条件UvrD helicase、T4 gp32的浓度，通过赖解旋酶恒温基因扩增

方法直接检测猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉中金黄色葡萄球菌，扩增产物通过电泳进行检测。结果表明，HDA法检测肉中金黄色葡萄球

菌的特异性强，试验涉及的其它菌株未发生扩增，只有金黄色葡萄球菌得到与设计序列长度一致的216 bp基因片段，检出限为101 

CFU/g，优化确定UvrD helicase、T4 gp32的终浓度分别为0.1 μg、5.0 μg，该方法用于检测猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉中金黄色葡萄球菌

的灵敏度高，耗时短，为猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉中金黄色葡萄球菌的快速检测提供了新的方法，也为其它食品中金黄色葡萄球菌的

快速检测奠定了基础。 
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Abstract: A helicase-dependent isothermal DNA amplification (HAD) method is used for rapid and accurate detection Staphyloccocus 

aureus in pork, beef, mutton and chicken. A pair of oligonucleotide primers exclusively amplified the nuc gene of Staphyloccocus aureus, thus, 

Staphyloccocus aureus could be directly detected in pork, beef, mutton and chicken. The final concentrations of UvrD helicase and T4 gp32 

were optimized. The amplification product was detected by electrophoresis. The results showed that HAD method had high specificity in 

detection of Staphyloccocus aureus in meat, but the other bacteria could not been amplificated. The amplification product had the same 216 bp 

length as the designed gene fragment, and the detection limit was 101 CFU/g. The optimized concentrations of UvrD helicase and T4 gp32 were 

0.1 μg and 5.0 μg, respectively. HDA method was faster and more sensitive for detection of Staphyloccocus aureus in pork, beef, mutton and 

chicken, and established the foundation for the rapid detection of Staphylococcus aureus in other foods. 
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近年来，随着食品中化学污染的逐步控制，生物

污染的食品安全问题逐渐的显现了出来，国内外细菌

性食物中毒事件频繁发生，常见的食源性致病菌主要

有：沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌等。金黄

色葡萄球菌作为最常见的食源性致病菌之一，广泛存

在于肉及肉制品、乳及乳制品等主要的食品类别中。 
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金黄色葡萄球菌属于革兰氏阳性菌，自身细胞膜相对

致密，存活的几率相对较高，同时，产生的金黄色葡

萄球菌肠毒素种类繁多（常见的有SEA、SEB、SEC、

SED、SEE）、致病性强，且易溶于水、盐溶液，能够

耐受胃液中的蛋白酶，100 ℃ 30 min内仍可存活[1~3]，

因此，金黄色葡萄球菌的检验工作就具有重要的意义，

在常规生理生化检验方法的基础上，基于特异性蛋白、

核酸的各种快速检测方法应运而生。 

分子生物学技术作为21世纪快速发展的高新科学

技术，具有速度快、灵敏度高、特异性强等优点，已

经广泛的应用到了医疗、卫生、防疫、军事、食品工

业等各个领域，具有良好的发展前景与空间，食源性
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致病菌的分子生物学检测技术在近年来也有了长足的

进步，常见的技术有：聚合酶链式反应（PCR）技术、

实时荧光PCR技术、酶联免疫技术、核酸杂交技术[4]。

依赖解旋酶恒温基因扩增方法（HDA法）[5~6]是以PCR

法为基础发展起来的体外等温基因扩增方法，主要是

利用解旋酶在恒温下解开DNA双链，同时DNA单链结

合蛋白稳定解开的单链为引物提供结合模板，然后由

DNA聚合酶催化合成互补链，新合成的双链在解旋酶

的作用下又形成单链，并作为下一轮合成的模板进入

循环扩增反应，最终实现靶序列的指数增长。该方法

具有仪器设备简单、时间短及特异性强等优点。 

本研究意将赖解旋酶恒温基因扩增方法应用到肉

中金黄色葡萄球菌的检测中，利用HDA法自身的优势，

结合金黄色葡萄球菌检测的重要性，开发出肉中金黄

色葡萄球菌的HDA快速检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  试验菌株 

本项实验中所采用的菌株均购自于中国工业微生

物菌种保藏中心：金黄色葡萄球菌（10001、10384、

10201、22478）；缓慢葡萄球菌（23459）；表皮葡萄

球菌（10398）；腐生葡萄球菌（22941）；科氏葡萄

球菌（23431）；乙型溶血性链球菌（10373）；蜡样

芽孢杆菌（10041）；肠炎沙门氏菌（21482）；福氏

志贺氏菌（21534）。 

1.1.2  试验样品 

猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉，购自于当地超市及农

贸市场。 

1.1.3  生化试剂 

DNA Marker、ATP、dNTPs，均购自大连宝生物

工程公司；海藻糖购自Sigma公司；大肠杆菌UvrD解旋

酶购自上海富众生物科学有限公司；Bst polymerase，

MutL protein，T4 gp32均购自New England公司；引物

（正向引物，反向引物）由大连宝生物工程公司合成；

Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒购自生物工程

（上海）有限公司。 

1.1.4  实验仪器 

电泳仪为北京市六一厂生产DXY-33A型电泳仪，

凝胶成像系统为美国伯乐公司Bio-rad Gel Doc XR凝胶

成像系统，金属浴为上海东升仪器有限公司生产的

6400型恒温金属浴。 

1.2  试验方法 

1.2.1  肉中模板DNA的提取[7] 

将 25 g 肉加入 225 mL生理盐水中均质，取 10 mL

匀浆以 500 r/min 离心 10 min。吸取上清液加入另一灭

菌离心管中以14000 r/min，离心10 min，沉淀用500 μL

生理盐水悬浮，加入 0.25 倍体积的乙酸乙酯，震荡器

混匀 2 min，然后以 17000 r/min 离心 10 min。去掉上

清液，沉淀用20 μL生理盐水悬浮，加入直径2.00 mm

滤膜片，然后56 ℃干燥，干燥后的滤膜片，加入 10% 

SDS 溶液200 μL煮沸10 min，用滤膜专用缓冲液洗

涤两次，然后再用TE缓冲液洗涤两次，56 ℃干燥后，

可作为 PCR 反应的模板。 

1.2.2  引物设计 

通过对金黄色葡萄球菌不同亚种基因序列的同

源性分析，筛选出保守性极强的金黄色葡萄球菌耐热

核酸酶基因 nuc，以其作为引物设计靶标序列，利用

Primer Premier 5.0设计引物，并通过 Oligo 6.0 进行验

证，再进行 BLAST 在线比对后，经 PCR 试验验证，

最终确定检测引物（表1）。 

表 1 引物序列与目的扩增产物大小 

Table 1 The sequence of the primers and the size of the PCR 

products 

靶基因 序列（5’→3’） 
目的扩增 

产物大小 

nuc 序列 
上游引物：AATGTTTCGAAAGGGCAATA 

216 bp 
下游引物：AATCGCTTTAATTAATGTCGC 

1.2.3  HDA 反应体系的建立 

采用一步法 HDA反应体系： 

反应体系为：5 μL 10×buffer（100 mM二硫苏糖醇、

350 mM Tris-HAc、100 mM MgSO4、1 mg /mL BSA），

0.04 μmol dNTPs，0.16 μmol ATP，10U Bst ploymerase，

0.1 μg UvrD helicase，6.0 μg T4 gp32，25 μM海藻糖，2 

μL模板DNA，20 pmol引物，用ddH2O补至50 μL。 

将反应体系放入65 ℃恒温水浴中2 h。2%的琼脂

糖凝胶电泳（100 V）45 min检测产物。 

1.2.4  HDA法检测金黄色葡萄球菌的特异性 

将表1中所列的常见的革兰氏阳性菌和食源性致

病菌利用Ezup柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒提取基

因组DNA，按照1.2.3建立的反应体系进行HDA法检测，

经琼脂糖凝胶电泳（2%）100 V、45 min检测扩增产物，

利用凝胶成像系统成像分析结果。 

1.2.5  HDA法检测金黄色葡萄球菌的产物分析 

将提取后金黄色葡萄球菌基因组DNA加入到1.2.3

建立的反应体系中，HDA法扩增后，将扩增产物纯化，

由专业的基因测序公司进行测序，测序结果通过美国

州立生物技术信息中心（NCBI）生物信息平台进行在
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线BLAST，验证产物的同源性。 

1.2.6  HDA法检测肉中金黄色葡萄球菌的检出

限 

猪肉、牛肉、羊肉、鸡肉，购自于当地超市及农

贸市场，在人工污染金黄色葡萄球菌前，经“食品安

全国家标准食品微生物学检验金黄色葡萄球菌检验”

GB 4789.10-2010（第一法）检验证实不含有金黄色葡

萄球菌。将金黄色葡萄球菌（CICC10001）人工污染到

肉中，使肉中金黄色葡萄球菌的浓度依次为100 

CFU/g→106 CFU/g，按照1.2.1的方法直接提取人工污

染肉中金黄色葡萄球菌的基因组DNA进行HDA法检

测。 

2  结果与讨论 

2.1  HDA法检测金黄色葡萄球菌的特异性结

果 

金黄色葡萄球菌的特异性目的基因很多，均能够

满足金黄色葡萄球菌的快速检验要求。李一松等[11]针

对sea基因完成了SYBR Green I荧光定量PCR检测乳中

携带sea基因金黄色葡萄球菌的研究。Astrid L等[12]针对

不同的肠毒素基因，设计了多重PCR检测引物，建立了

金黄色葡萄球菌肠毒素基因的快速检测方法。钱志伟

等[13]针对耐热核酸酶nuc基因，完成了食品中3种致病

菌多重PCR检测体系的建立及初步应用。本研究选用金

黄色葡萄球菌耐热核酸酶nuc基因，设计特异性引物，

对1.1.1中所有菌种按照HDA法进行检测，验证该方法

的特异性，通过图1可以看出，4种不同菌种编号的金

黄色葡萄球菌均产生位置在216 bp左右的DNA电泳条

带，同属于葡萄球菌属的缓慢葡萄球菌、表皮葡萄球

菌、腐生葡萄球菌、科氏葡萄球菌没有产生相应位置

的电泳条带，同为革兰氏阳性菌的乙型溶血性链球菌、

蜡样芽胞杆菌也没有产生相应位置的电泳条带，同为

常见食源性致病菌的肠炎沙门氏菌、福氏志贺氏菌亦

没有产生相应位置的电泳条带，因此，可以证明HDA

法检测金黄色葡萄球菌的特异性较好。 

 
图 1 金黄色葡萄球菌 HDA 法特异性 

Fig1. Specificity of HDA system in detection of Staphyloccocus 

aureus 

注：泳道 1:100bp ladder marker；泳道 2：金黄色葡萄球菌

（CICC 10001）；泳道 3：金黄色葡萄球菌（CICC 10384）；泳

道 4：金黄色葡萄球菌（CICC 10201）；泳道 5：金黄色葡萄球

菌（CICC 23478）；泳道 6：缓慢葡萄球菌（CICC 23459）；泳

道 7：表皮葡萄球菌（CICC 10398）；泳道 8：腐生葡萄球菌（CICC 

22941）；泳道 9：科氏葡萄球菌（CICC 23431）；泳道 10：乙

型溶血性链球菌（CICC 10373）；泳道 11：蜡样芽胞杆菌（CICC 

10041）；泳道 12：肠炎沙门氏菌（CICC 21482）；泳道 13：福

氏志贺氏菌（CICC 21534）。 

2.2  HDA法检测金黄色葡萄球菌的产物分析

结果 

由生物工程（上海）有限公司将扩增产物进行DNA

测序，通过美国州立生物技术信息中心（NCBI）生物

信息平台进行在线BLAST，验证扩增产物的同源性，

结果为100%（表2），证明HDA法检测金黄色葡萄球

菌的扩增产物为目的扩增产物，符合检测需要。 

 

表 2 HDA 法金黄色葡萄球菌扩增片断的比对结果 

Table 2 The blast result of Staphylococcus aureus by HDA 

Accession Description Max score Total score Query coverage/% E vaule Max ident/% 

JX240347.1 Staphyloccocus aureus strain KVAFSU-107/11 399 399 100 3e×108 100 

JX240348.1 Staphyloccocus aureus strain KVAFSU-109/11 399 399 100 3e×108 100 

CP003033.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus VC40 399 399 100 3e×108 100 

CP002643.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus T0131 399 399 100 3e×108 100 

CP002120.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus str. JKD6008 399 399 100 3e×108 100 

FN433596.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus TW20 399 399 100 3e×108 100 

CP000730.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus USA300_TCH1516 399 399 100 3e×108 100 

AP009351.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus str. Newman DNA 399 399 100 3e×108 100 

EF529589.1 Staphyloccocus aureus strain G1 thermonuclease precuesor 399 399 100 3e×108 100 

转下页 
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EF529590.1 Staphyloccocus aureus strain G2 thermonuclease precuesor 399 399 100 3e×108 100 

CP000046.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus COL 399 399 100 3e×108 100 

CP000253.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus NCTC8325 399 399 100 3e×108 100 

CP000255.1 Staphyloccocus aureus subsp. aureus USA300_FPR3757 399 399 100 3e×108 100 

EF529593.1 Staphyloccocus aureus strain G5 thermonuclease precuesor 399 399 100 1e×106 99 

F529595.1 Staphyloccocus aureus strain G7 thermonuclease precuesor 399 399 100 1e×106 99 

GU186372.1 Staphyloccocus aureus strain HGZ11 thermonuclease precuesor 388 388 100 7e×105 99 

2.3  HDA法检测肉中金黄色葡萄球菌的检出

限 

 
图 2金黄色葡萄球菌在羊肉中 HDA 法检出限 

Fig.2 The sensitivity of detection of Staphylococcus aureu by 

HDA in mutton 

注：泳道 1:100 bp ladder marker；泳道 2：106CFU/g；泳

道 3：105 CFU/g；泳道 4：104 CFU/g；泳道 5：103 CFU/g；泳

道 6：102 CFU/g；泳道 7：101 CFU/g；泳道 8：100 CFU/g。 

 
图 3 金黄色葡萄球菌在猪肉中 HDA 法检出限 

Fig.3 The sensitivity of detection of Staphylococcus aureu by 

HDA in pork 

注：泳道 1：100bp ladder marker；泳道 2：100CFU/g；泳

道 3：101 CFU/g；泳道 4：102 CFU/g；泳道 5：103 CFU/g；泳

道 6：104 CFU/g；泳道 7：105 CFU/g；泳道 8：106 CFU/g。 

 
图 4 金黄色葡萄球菌在牛肉中 HDA 法检出限 

Fig.4 The sensitivity of detection of Staphylococcus aureu by 

HDA in beef 

注：泳道 1:100 bp ladder marker；泳道 2：100 CFU/g；泳

道 3：101 CFU/g；泳道 4：102 CFU/g；泳道 5：103 CFU/g；泳

道 6：104 CFU/g；泳道 7：105 CFU/g；泳道 8：106 CFU/g。 

 
图 5 金黄色葡萄球菌在鸡肉中 HDA 法检出限 

Fig.5 The sensitivity of detection of Staphylococcus aureu by 

HDA in chicken 

注：泳道 1:100bp ladder marker；泳道 2：100 CFU/g；泳道

3：101 CFU/g；泳道 4：102 CFU/g；泳道 5：103 CFU/g；泳道

6：104 CFU/g；泳道 7：105 CFU/g；泳道 8：106 CFU/g。 

将经“食品安全国家标准食品微生物学检验金黄

色葡萄球菌检验”GB 4789.10-2010（第一法）检验证

实不含有金黄色葡萄球菌的猪肉匀浆、牛肉匀浆、羊

肉匀浆、鸡肉匀浆人工污染金黄色葡萄球菌

（CICC10001），使每种肉的匀浆中金黄色葡萄球菌浓

度依次为100 CFU/mL→106 CFU/mL，提取基因组DNA

后进行HDA法检测，由图2、图3、图4、图5可知，猪

肉匀浆、牛肉匀浆、羊肉匀浆、鸡肉匀浆在金黄色葡

萄球菌浓度为101 CFU/mL→106 CFU/mL均能产生单

一、清晰的目的基因片段，长度约为216 bp，而金黄色

葡萄球菌浓度为100 CFU/mL时则无清晰可见的目的电

泳条带产生，因此，可以证明HDA法检测肉中金黄色

葡萄球菌的检出限为101 CFU/mL。 

HDA方法即赖解旋酶恒温基因扩增方法有其自身

的优势和劣势，首先，相比较普通PCR和荧光PCR，该

方法不需要昂贵的设备，一般实验室就能够满足实验

要求，但是HDA法不具备定量检测的能力；其次，相

比环介导等温扩增技术，虽然两者均不需要昂贵的仪

器设备，在等温的条件下就能够完成实验，但是环介

导等温扩增技术对试验设计的要求较高，引物的灵敏

度较高，这就很容易造成实验结果的假阳性，而HDA

法就不存在这一现象，但是昂贵的UvrD helicase、T4 
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gp32确是成为制约该方法推广的主要因素，当然随着

现代化工业生产的推进，HDA法的应用前景还是非常

广泛的，其能够成为现代分子生物学检测技术中的重

要组成部分。 

3  结论 

本研究根据金黄色葡萄球菌耐热核酸酶nuc基因设

计特异性引物，通过赖解旋酶恒温基因扩增方法(HDA

法)直接检测肉中金黄色葡萄球菌，扩增产物电泳检测，

最终建立快速准确检测肉中金黄色葡萄球菌的HDA方

法。该方法检出限为101 CFU/g，反应条件UvrD 

helicase、T4 gp32的终浓度分别为0.1 μg、5.0 μg。HDA

法用于检测肉中金黄色葡萄球菌的灵敏度高，耗时短，

不仅为肉中金黄色葡萄球菌的快速检测提供了新的方

法，也为其它食品中金黄色葡萄球菌的快速检测奠定

了基础。 
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