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基于 TaqMan 探针双重荧光 PCR 检测食品中肠道 
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摘要：建立基于 TaqMan 探针双重重实时荧光 PCR 检测肠道沙门氏菌（Salmonella enterica，SP）和肠炎沙门氏菌(Salmonella 

Enteritidis，SE)的方法。根据 SP 的 aceA 基因（GenBank：U43344.1）、肠炎沙门氏菌特异序列 SEP（GenBank：AF370707.1），分别

设计引物和探针，在 aceA 探针的 5′端标记 FAM 和 SEP 探针的 5′端标记 VIC，建立基于 TaqMan 探针双重荧光 PCR 检测方法。试验

结果，58 株 29 种不同血清型肠道沙门氏菌均扩增出 aceA 基因扩增曲线，SEP 特异性地扩增出 15 株 SE，而 28 种不同血清型沙门氏

菌和 17 株变形杆菌等阴性对照株扩增结果均为阴性。aceA 和 SEP 的双重荧光 PCR 扩增效率分别为 100%和 104%，R2分别为 0.999

和 0.998，最低检测浓度分别达到 280 cfu/mL 和 260 cfu/mL。建立的方法特异性好、灵敏度高，整个试验可在 31 h 完成，是快速检测

SP 和 SE 的有效方法，可用于食品中 SP 和 SE 的特异性检测。 
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Abstract: In order to detect Salmonella enterica (SP) and Salmonella enteritidis (SE) using a Taqman-based duplex real-time PCR 

method, primers and Taqman probes were designed based on the aceA (GenBank: U43344.1) sequence of SP and the SEP sequence (GenBank: 

AF370707.1) of SE. Probes were separately labeled with FAM and VIC. The results showed that all 58 Salmonella strains, with 29 different 

serotypes, could be amplified with the aceA sequence. Only 15 SE strains could be amplified with the SEP primers and probe, while the other 28 

strains, with 29 different serotypes of Salmonella, the 17 strains of Proteus, as well as the negative control strains showed negative results. The 

amplification efficiency of aceA and SEP were 100% and 104%, respectively. R2 values were estimated to be 0.999 and 0.998, respectively. The 

detection limits of aceA and SEP for this method were 280 cfu/mL and 260 cfu/mL, respectively. The duplex real-time PCR assay developed in 

this study showed high sensitivity and specificity, and could be used as a rapid and effective method for detecting SP and SE in foods. 

Key words: Salmonella enterica; Salmonella enteritidis; TaqMan-based probe; duplex real-time polymerase chain reaction; detection; 

food 

 
根据 DNA 同源性沙门氏菌属分为两个种，肠道

沙门氏菌（Salmonella enterica，SP）和邦戈尔沙门氏

菌。肠道沙门氏菌又分为 6 个亚种，即肠道亚种、萨 
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拉姆亚种Ⅱ、亚利桑那亚种Ⅲa、双相亚利桑那亚种

Ⅲb、豪顿亚种Ⅳ以及因迪卡亚种Ⅵ。这些种和亚种

均属于对应的 DNA 同源群。目前，沙门氏菌血清型

有 2500 种以上，其中少数罕见血清型属于邦戈尔沙门

氏菌Ⅴ外，其余属于肠道沙门氏菌，而且能感染人类

的约 1400 多种血清型沙门氏菌均属于肠道亚种Ⅰ，

只有极少数属于亚利桑那亚种Ⅲa 和双相亚利桑那亚

种Ⅲb[1,2]。肠炎沙门氏菌(Sallmonella enteritidis，SE)
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感染是一种重要的人畜共患病，在全球流行的 15 种最

常见的感染人类的沙门菌血清型中，肠炎沙门菌、鼠

伤寒沙门菌和伤寒沙门菌排在前 3 位[3,4]。目前，对沙

门氏菌或各亚种成员的鉴定主要根据生化试验，而血

清型分型可作为一项亚种水平以上的鉴定内容[5,6]。然

而不同血清型之间发生的交叉反应会干扰血清学诊断

的准确性。如肠炎沙门氏菌凝集试验常与鸡沙门氏菌

等发生交叉凝集[7,8]。Camila 等[9]针对 ompC、Sdf I、
ViaB 和 Spy 为目的基因设计引物，建立了多重 PCR
检测肠道沙门氏菌（Salmonella enterica，SP）、SE
（Salmonella Enteritidis，SE）、伤寒沙门氏菌和鼠伤

寒沙门氏菌的方法，应用于鸡肉中的肠道沙门氏菌检

测，但上述方法需通过凝胶电泳判定结果，操作较为

繁琐。Edel O'Regan 等[10]用 flic、sefA、sdf 和 aceA 基

因设计引物探针，用多重荧光 PCR 方法检测

Enteritidis、Gallinarum、Typhimurium、Kentucky 和

Dublin 沙门氏菌，60 株 26 种不同血清型肠道亚种沙

门氏菌均扩增出 aceA 扩增曲线，但 sefA 为目的基因

无法准确区分 SE，鸡伤寒沙门氏菌和都柏林沙门氏

菌。本研究用 SP 菌属共有的 aceA(异柠檬酸脱氢酶激

酶 )基因（GenBank：U43344.1）、SE 特异序列

（GenBank：AF370707.1），分别设计引物和探针，建

立了基于 TaqMan 探针双重荧光 PCR 检测方法，可通

过一次荧光 PCR 扩增检测 SP 的同时判定所检测 SP
是否为 SE。另外，本研究还评价了荧光 PCR 扩增体

系的特异性、敏感性、扩增效率以及与传统检测方法

的符合性，以期实际应用于食品中沙门氏菌的检测。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  试验菌株 
29 种不同肠道沙门氏菌 SP59 株，其中 SE15 株，

鼠伤寒沙门氏菌等不同肠道沙门氏菌 SP44 株，非沙

门氏菌菌株 17 株，菌株信息见表 1。上述菌株来自中

国普通微生物菌种保藏管理中心、广东省疾病预防控

制中心、中国检验检疫科学研究院和广东出入境检验

检疫局技术中心。所有菌株均经 API 试剂条和血清学

试验进行确证。 

表1 试验用菌株信息 

Table 1 Bacterial strains tested in this study 

菌株编号 血清型 菌株编号 血清型 菌株编号 血清型 

CMCC50042 都柏林沙门氏菌 ATCC13076 SE CMCC50002 甲型副伤寒沙门氏菌

CMCC50316 乙型副伤寒沙门氏菌 IQCC10527 丙型副伤寒沙门氏菌 IQCC10502 猪霍乱沙门氏菌 

SP1 阿贡钠沙门氏菌 SP2 德尔卑沙门氏菌 SP3 里森沙门氏菌 

SP 4 鸭沙门氏菌 SP5 列克星敦沙门氏菌 SP6 乌普沙拉沙门氏菌 

SP 7 蒙得维的亚沙门氏菌 SP8 非丁伏斯沙门氏菌 SP9 布利丹沙门氏菌 

SP 10 伊斯坦布尔沙门氏菌 SP11 罗米他沙门氏菌 SP12 奥里翁沙门氏菌 

SP13 山夫登堡沙门氏菌 SP14 渥兴顿沙门氏菌 SP15 明斯特沙门氏菌 

SP 16 田纳西沙门氏菌 SP17 奥胡斯沙门氏菌 SP18 利物浦沙门氏菌 

SP 19 列克星敦沙门氏菌 SP20 鲁齐齐Ⅱ沙门氏菌 SP21 托尔诺沙门氏菌 

ATCC14028 鼠伤寒沙门氏菌 ST1-ST15 鼠伤寒沙门氏菌 CMCC 50770 鸡伤寒沙门氏菌 

SE1-SE14 SE NICPB49005 变形杆菌 ATCC 25405 枸橼酸杆菌属 

ATCC6538 金黄色葡萄球菌 ATCC29544 阪崎肠杆菌 ATCC25922 大肠杆菌 

CMCC51582 鲍氏志贺氏菌 CMCC51334 宋内氏志贺氏菌 NICPBP51252 痢疾志贺氏菌 

CMCC52221 小肠结肠炎耶尔森氏菌 CMCC53510 假结核耶尔森氏菌 CMCC46102 肺炎克雷伯氏菌 

ATCC14802 副溶血性弧菌 CMCC1.2712 哈夫尼菌 CMCC 1.1626 蜡样芽孢杆菌 
ATCC19115 单增李斯特菌 AS10120 铜绿色假单胞菌 CMCC 1.646 沙雷氏菌 

注：SP1-SP21 为 21 株不同食品中分离的肠道沙门氏菌；ST1-ST15 为 15 株不同食品和食物中毒患者中分离的鼠伤寒沙门氏菌；

SE1-SE14 为 14 株不同食品和食物中毒患者中分离的肠炎沙门氏菌。 

1.1.2  主要仪器和试剂 
实时荧光 PCR 仪 ABI7900，美国 ABI 公司；核

酸提取仪，日本 PSS 公司；拍打式无菌均质机 BILON- 
08，上海比朗仪器有限公司。PCR 用 Buffer、dNTP、

ROX 和 Taq 酶，宝生物工程(大连)有限公司；缓冲蛋

白胨水和 TTB 增菌液，北京陆桥有限公司。 
1.1.3  引物和探针设计 

根据GenBank公布的SP的aceA基因（序列号
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GenBank：U43344.1），SE特异序列（GenBank：
AF370707.1），用Oligo 7.0软件设计引物和TaqMan探
针，aceA引物和探针序列，F：5/-TCACCGAAAGACC 
AACAGAAG-3/，R：5/-GAACTCGCTGAAATG AGCA 
G-3/，P：FAM-5/-TGGCAGGAGAAGTACCCA CAGG 
-3/TAMARA，扩增片段大小77 bp；SEP引物和探针序

列，F：5/-CTCATTCTGACCTCTAAGCCG-3/，R：

5/-CTGGTACTTACGATGACAACTTC-3/，P：VIC-5/- 
CTGGCGAATGGTGAGCAGACAAC-3/TAMARA，扩

增片段大小141 bp。引物和TaqMan探针委托英潍捷基

（上海）贸易有限公司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  模板制备 
所有菌株均用 BP 缓冲蛋白胨水 37 ℃培养 10 h，

取 10 mL 接种于 TTB 增菌液，44.5 ℃培养 18 h，取 1 
mL 菌悬液移入离心管，12000 r/min 离心 5 min 去上

清，用1 mL去离子水漂浮沉淀，12000 r/min离心5 min
去上清，重复两次，最后加 200 μL 去离子水在核酸提

取仪上提取 DNA，用于荧光 PCR 扩增。 
1.2.2  引物和探针特异性试验 

建立单重实时荧光 PCR 反应体系，分别进行

aceA、SEP引物和探针的特异性试验。反应体系30 μL，
模板 DNA 1 μL、10×TaqMan 缓冲液 4 μL、5 mmol/L 
MgCl2 2 μL、2.5 mmol/L dNTPs 3 μL、TaqMan 探针 20 
μmol/L 1 μL、引物 20 μmol/L 各 1 μL（共 2 μL）、UNG
酶 0.55 U 0.2 μL、Taq 聚合酶 2.5 U/μL 3 μL、去离子

水 13.8 μL。实时荧光 PCR 反应参数为 95 ℃、30 s、
95 ℃、5 s 和 60 ℃、34 s，40 个循环。 

aceA 基因特异性试验用 29 种 SP 菌株 58 株，SEP
特异性试验用 15 株 SE（标准菌株 1 株，菌号为

ATCC13076；14 株分离株，编号为 SE1-SE14），不同

血清型 SP 菌株 43 株，两个特异性实验均用非沙门氏

菌菌株 17 株。 

1.2.3  双重荧光 PCR 扩增体系评价 
1.2.3.1  双重荧光 PCR 反应体系 

以都柏林 SP 和 SE 标准菌株为模板，在单一实时

荧光 PCR 基础上优化反应体系，建立双重荧光 PCR
扩增体系。反应体系 30 μL，模板 DNA 3 μL（都柏林

SP 和 SE 模板各 1.5 μL）、10×TaqMan 缓冲液 4 μL、5 
mmol/L MgCl2 2 μL、2.5 mmol/L dNTPs 3 μL、TaqMan
探针 20 μmol/L 各 1.5 μL（共 3 μL）、引物 20 μmol/L
各 1.5 μL（共 6 μL）、UNG 酶 0.55 U 0.2 μL、Taq 聚

合酶 2.5 U/μL 3μL、去离子水 5.8 μL。荧光 PCR 反应

参数为 95 ℃、30 s，95 ℃、5 s 和 60 ℃、34 s，40 个

循环。 
1.2.3.2  敏感性试验及标准曲线制作 

经平板菌落计数，原始浓度分别为2.8×107 
cfu/mL、2.6×107 cfu/mL的都柏林SP和SE的标准菌株

培养液，分别进行10倍梯度稀释，从每个稀释度中取1 
mL培养液，按1.2.1提取DNA，按照双重荧光PCR反应

体系和单重荧光PCR体系进行敏感性试验。在荧光

PCR仪上选择标准品模式，仪器自动绘制标准曲线。 
1.2.4  荧光 PCR 结果判断 

实时荧光PCR扩增曲线指数期明显，Ct值小于35
可直接判定为阳性。Ct值在35~37之间判断为可疑，需

要加大模板量进行重复实验，如出现指数期明显的扩

增曲线方可判定为阳性，否则为阴性。 
1.2.5  模拟样品检测 

分别秤取 25 g 冻鸡肉、罗非鱼、鱼粉和冻虾各两

份，置于均质袋中，一份样品中添加浓度为 28 cfu/mL
的都柏林 SP 菌悬液 1 mL，另一份中添加浓度为 26 
cfu/mL 的 SE 菌液 1 mL，制成 8 份模拟样品。每份样

品中加入 225 mL 缓冲蛋白胨水，用拍打式无菌均质

机拍打 2 min，37 ℃培养 10 h，取 10 mL 移入 90 mL 
TTB 增菌液，44.5 ℃培养 18 h，取增菌液按 1.2.1 提

取 DNA 用于荧光 PCR 扩增，与此同时，每份样品按

文献[11]同步进行检测。 

2  结果与讨论 

2.1  特异性试验结果 

本研究用肠道沙门氏菌 SP 共有的异柠檬酸脱氢

酶激酶 aceA 基因设计引物和 TaqMan 探针，检测肠道

沙门氏菌，用 SE 特异序列（GenBank：AF370707.1）
设计 SEP 引物和探针特异性的检测 SE。aceA 特异性

试验结果，58 株 29 种 SP 的荧光 PCR 扩增曲线指数

期明显、Ct 值在 10~25 之间。SEP 特异性试验结果，

不同来源的 15 株 SE 也扩增曲线指数期明显，Ct 值在

10~30，43 株 SP 和 17 株非沙门氏菌扩增结果阴性,
表明 aceA 引物和探针能扩增出不同 SP，SEP 引物和

探针可特异性的检测 SE。 

2.2  荧光PCR扩增体系评价结果  

本研究根据aceA基因和SE特异序列分别设计引物

和TaqMan探针，反复优化反应体系，建立了基于

TaqMan双重荧光PCR检测肠道沙门氏菌和SE的检测方

法。基于TaqMan探针的荧光PCR体系中，引物和探针

设计是一个关键环节，如能在引物设计这一关键环节

避免非特异扩增反应的发生，就有可能显著提高实验
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效率，而且理想的荧光PCR扩增体系特异性强外，反应

体系的扩增效率在90%~105%，线性相关系数R2大于

0.98，若不满足上述条件要重新设计引物探针[12,13]。梯

度稀释都柏林SP和SE进行双重荧光PCR扩增，图1观察

到，aceA和SEP扩增曲线指数期明显，两条扩增曲线之

间互不干扰，最低检测灵敏度分别达到280 cfu/mL和

260 cfu/mL。从表2观察扩增体系评价试验结果，模板

浓度与Ct值有良好的线性关系，aceA和SEP双重荧光

PCR体系线性相关系数R2均大于0.998，扩增效率分别

为100%和104%，与单重荧光PCR扩增体系相比毫无逊

色，表明设计的引物探针序列匹配较佳，扩增体系的

优化理想，充分满足肠道沙门氏菌和SE的检测。 
表2 单重荧光PCR与双重重荧光PCR扩增体系比较 

Table 2 Comparison of single RT-PCR with duplex RT-PCR 

扩增片段 
单荧光PCR反应体系  双重荧光PCR反应体系 

表达式 扩增效率 R2  表达式 扩增效率 R2 

SP(aceA) y=-3.38X+38.09 97.6% 0.999  y=-3.32X+37.51 100% 0.999
SE（SEP） y=-3.40X+41.45 96.8% 0.998  y=-3.22X+37.64 104% 0.998

注：表达式为菌液浓度（cfu/mL）与 Ct 值之间线性关系表达式，式中 y 为对应的 Ct 值，x 为模板起始浓度的对数；R2为菌液

浓度与 Ct 值的相关系数。 

 
图1 SP(aceA)和 SE(SEP)梯度稀释双重荧光PCR扩增图 

Fig.1 Amplification graph of SP (aceA) and SE (SEP) duplex 

RT-PCR dilution gradients 

注：aceA1：2.8×107 cfu/mL；aceA2：2.8×106 cfu/mL；aceA3：

2.8×105 cfu/mL；aceA4：2.8×104 cfu/mL；aceA5：2.8×103 cfu/mL；

aceA6：2.8×102 cfu/mL。SEP1：2.6×107 cfu/mL；SEP 2：2.6×106 

cfu/mL；SEP 3：2.6×105 cfu/mL；SEP 4：2.6×104 cfu/Ml；SEP 5：

2.6×103 cfu/mL；SEP 6：2.6×102 cfu/mL。 

2.3  模拟样品检测结果 

 
图2 添加都柏林SP的样品荧光PCR扩增图 

Fig.2 Amplification graph of RT-PCR for samples with duplex 

SP added 

 

 
图3 添加SE模拟样品荧光PCR扩增图 

Fig.3 Amplification graph of RT-PCR for samples with SE 

added 

本研究建立的双重荧光PCR扩增体系，对沙门氏

菌纯培养物的灵敏度达到102 cfu/mL，但实际用于食

品检测时，食品成份复杂，还可能加入食品添加剂等，

这些复杂的成分会抑制Taq酶活性、影响扩增效率。因

此，能找到一种样品处理方法，对荧光PCR方法应用

与食品微生物检测具有重要意义。沙门氏菌为需氧兼

厌氧性菌，在TTB增菌液中培养会观察到是均匀浑浊

生长，而且培养16 h后产生絮状沉淀。鉴于此，取样

时先轻轻摇动培养瓶，待静止2 min~3 min后取培养

液，可增加提取的DNA菌量又可以稀释样品中对荧光

PCR产生干扰的成分，还可以避免取死亡菌体的DNA
而出现的假阳性，大大提高检出率，提高灵敏度，得

到较好的效果。本研究从日常经常检测沙门氏菌的粉

剂、海产品、肉制品和淡水产品中，选择鱼粉、冻虾、

冻鸡肉和罗非鱼，制成8份模拟样品，添加都柏林SP
的4份样品扩增出aceA扩增曲线（图2），添加SE的4份
样品扩增出aceA和SEP扩增曲线（图3）。与荧光PCR
方法同步，按照文献[13]检测的模拟样品中，均分离鉴



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.1 

252 

定出与添加菌株相符合的都柏林SP和SE，其检测结果

与荧光PCR结果相同，表明建立的方法可应用于实际 
检测中。但在检测时间上荧光PCR法增菌28 h、提取

DNA 2 h、扩增1 h，整个实验31 h完成，简便快捷。

图2和图3中，1为鱼粉；2为冻虾；3为冻鸡肉；4为罗

非鱼。 

3  结论 

本研究针对肠道沙门氏菌SP共有序列和SE的特

异序列，分别设计引物和探针，建立基于 TaqMan 探

针的双重荧光 PCR 检测方法，用 aceA 基因扩增检测

SP，用 SEP 的扩增检测 SE，可经过一次荧光 PCR 扩

增判断样品是否受到 SP 的污染，同时判定污染的 SP
是否为 SE。设计的引物和探针特异性强，扩增体系优

化理想，简便快捷，适用于多种样品的检测，可推广

应用于食品中肠道沙门氏菌和肠炎沙门氏菌的检测。 
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