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TaqMan 实时荧光 PCR 对沙门氏菌能力验证样品的 

快速检测与鉴定 

 

王凤军，叶素丹
 

（浙江经贸职业技术学院应用工程系,浙江杭州 310018） 

摘要：本研究依据 GB 4789.4-2016 标准对沙门氏菌 ACAS-PT526 能力验证样品进行常规培养法检测，同时使用 TaqMan 实时荧

光聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）技术对预增菌培养物进行快速检测和鉴定。本研究首先以沙门氏菌特异性基因 hut

基因为靶基因，设计合成特异性引物和探针，提取各类食源性菌种的核酸 DNA 进行实时荧光 PCR 反应，仅沙门氏菌属出现阳性扩

增，非沙门氏菌属、阴性对照和空白对照均无扩增信号，验证设计合成的引物探针具有较高的特异性。其次将能力验证样品和加标样

品经预增菌、增菌、分离、纯化、生化试验和血清学鉴定，同时将预增菌培养物经实时荧光 PCR 测定后，18-D319 和加标样品有显

著的 S 型扩增曲线，Ct 值分别为 24.34 和 26.21，为沙门氏菌阳性，18-M906 无显著荧光信号，Ct 值>40.00，为沙门氏菌阴性。经 API20E

试剂条鉴定，18-D319 为猪霍乱沙门菌亚利桑那亚种，鉴定百分率为 99.90%，T 值为 0.97，18-M906 为大肠埃希氏菌，鉴定百分率为

99.80%，T 值为 0.94。实时荧光 PCR 检测结果与常规培养法检测结果一致，且更为简单快速，从预增菌到结果判定仅需 12 h，结果

准确度高，一批次可检测多个样品，可用于大量样品中沙门氏菌的快速筛查和对能力验证样品的检测验证。 
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Abstract: According to GB 4789.4-2016 standard, the conventional culture method was used to test the ACAS-PT526 proficiency test 

sample for Salmonella, and TaqMan real-time fluorescence PCR was used to detect and identify rapidly the pre-enriched culture. In this study, 

specific primers and probes were designed and synthesized through using the Salmonella specific gene hut gene as the target gene. The nucleic 

acid DNA of various foodborne strains was extracted for real-time fluorescent PCR reaction. Only Salmonella showed positive amplification, 

while non Salmonella species, negative control and blank control had no amplification signal, confirming thee relatively high specificity of the 

designed and synthesized primer probes. Secondly, after pre-enrichment, enrichment, isolation, purification, biochemical tests and serological 

identification of the proficiency test samples and spiked samples, as well as real-time fluorescent PCR detection of pre-enriched culture, the 

18-D319 and spiked samples exhibited significant S-type amplification with the Ct value being 24.34 and 26.21, respectively (which were 

positive for Salmonella), whilst 18-M906 had no significant fluorescence signal with the Ct value higher than 40 (which was negative for 

Salmonella). Based on the determination using API20E reagent strips, 18-D319 was a subspecies of Salmonella cholerae in Arizona, with the 

percentage of identification as 99.90% and T value as 0.97. 18-m906 was Escherichia coli, with the percentage of identification as 99.80% and  
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T value as 0.94. The results of real-time fluorescence PCR were consistent with those obtained by the conventional culture method, and the  

PCR method was simpler and more rapid, requiring only 12 hours from pre-enrichment to result determination, and leading to results with high 

accuracy and ability to detect multiple samples in one batch. This method allows rapid screening of Salmonella in a large number of samples and 

detection and verification of proficiency testing samples. 

Key words: Salmonella; proficiency testing; real-time fluorescent PCR; rapid detection; identification 

 
沙门氏菌（Salmonella spp.）是一种最常见的造成

食物中毒的食源性无荚膜和芽孢的革兰氏阴性肠道致

病杆菌，易引起诸如伤寒、急性肠胃炎、菌血症和败

血症等疾病，严重危害人体健康[1-3]。沙门氏菌的检验

主要使用国标常规培养法为主，检测程序主要有前增

菌、增菌、平板分离、生化试验、血清学鉴定[4,5]，整

个过程通常需时 4~7 d，且操作繁琐，难以应对食物

中毒快速诊断以及食品企业和管理部门对食品安全的

实时监控和源头快速把控。 

目前沙门氏菌的快速检测方法主要有免疫学方法

和聚合酶链式反应（PCR）等方法。使用 VIDAS 酶联

免疫设备的免疫学方法难以区分假阳性现象，需依靠

常规生化进行确认鉴定，PCR 方法检测迅速，特异性

高，使用越来越广泛，但常规 PCR 缺乏探针，扩增特

异性不高，依赖电泳进行产物分析，耗时长，还会带

来 PCR 产物和 DNA 染料的污染。实时荧光 PCR 技术

通过在 PCR 扩增反应中引入一种荧光化学物质，随着

PCR 反应的进行，PCR 反应产物不断累计，荧光信号

强度也等比例增加。每经过一个循环，收集一个荧光

强度信号，可对循环产物荧光信号进行实时检测和定

量及定性的分析[6-9]。由于其灵敏性高、特异性强，且

操作简单，已广泛应用于基因表达研究、转基因研究，

药物疗效考核和病原体检测等领域[10-13]。 

随着各项快速检测技术逐渐向微生物领域渗透，

缩短了微生物检测的时限，但微生物检验结果的准确

性和可靠性也需有较好的保障，尤其是沙门氏菌类型

繁多，生化反应复杂多样，各项判定试验主观性较强，

需通过肉眼进行观察和判读，极易发生漏检和误检的

现象。微生物检测能力验证是实验室确保微生物检测

有效性的关键环节，其结果直接关系到检测报告的准

确性和可靠性[14]。通过参加能力验证检验技术人员对

技术的掌握程度和检测准确性十分必要。本文依据

《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》对沙门氏菌能力验证样品进行检测，

对预增菌获得的培养物进行实时荧光 PCR 快速检测，

得到的结果与国标法结果进行比对，以验证实时荧光

PCR 在沙门氏菌快速检测中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

由中国检验检疫科学研究院组织的食品中沙门氏

菌检验能力验证试验，计划编号为 ACAS-PT526，发

放样品共 2 瓶，规格为西林瓶，白色粉末，样品编号

分别为 18-D319 和 18-M906。 
对照样品：鼠伤寒沙门氏菌 CMCC(B)50115，伤

寒沙门氏菌 CMCC(B)50071，甲型副伤寒沙门氏菌

CMCC 50093，乙型副伤寒沙门氏菌 CMCC 50094，
猪霍乱沙门氏菌猪霍乱亚种 DSM4224，肠炎沙门氏菌

肠炎亚种 ATCC14028，单增李斯特菌 ATCC19115，
福氏志贺氏菌 ATCC12022 、金黄色葡萄球菌

ATCC6538 和副溶血性弧菌 ATCC17802。 
试验用到的试剂和设备主要有：DBI-05 沙门氏菌

属干制生化鉴定试剂盒，北京陆桥公司；API20E 肠道

菌试剂鉴定条，法国梅里埃公司；A-F 沙门氏菌属诊

断血清，宁波天润公司；Koning®通用型基因组 DNA
小量制备试剂盒，杭州百迈生物股份有限公司；

AceTaq®DNA 聚合酶（Vazyme)、dNTP mix（10 mM 
each）、10×PCR Buffer（AceTaq）（Mg2+ plus）、PBS，
南京诺唯赞生物科技公司；探针与引物，委托美国

Invitrogen 公司合成；ABIQuantStudio Q5 实时荧光

PCR 仪，美国 ABI 公司；NanoDrop 核酸蛋白分析仪，

美国 Thermo 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  冻干粉的水化 

需要用总计 40mL 灭菌生理盐水再水化；首先无

菌操作开启西林瓶，样品开启后，立即加入 4 mL 稀

释液进行再水化，待溶解后，吸出放入无菌瓶中，再

反复用余下的稀释液清洗西林瓶内壁（包括胶塞），回

收清洗液放入上述无菌瓶中，此溶液即为待测样品，

合计为 40 mL。本次冻干的样品等同于 40 mL 的食品

样品。 
1.2.2  增菌和分离培养 

由于冻干粉样品为人工污染的样品，需在生物安

全二级实验室内，从已水化的 40 mL 的样品中吸取 25 
mL 转移至 225 mL 灭菌的缓冲蛋白胨水（BPW）中，

36 ℃预增菌培养 10 h。然后分别吸取 1 mL 预增菌培
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养物转种至四硫磺酸钠亮绿培养基（TTB）增菌液和

亚硒酸盐胱氨酸增菌液（SC）增菌液，分别于 42 ℃
和 36 ℃培养 24 h。取培养后的增菌液各一环，划线于

沙门氏菌属显色、亚硫酸铋（BS）琼脂和木糖赖氨酸

脱氧胆盐（XLD）琼脂培养基平板上，36 ℃培养 24~48 
h，观察菌落特征。 
1.2.3  生化鉴定 

挑取沙门氏菌属显色平板、BS 和 XLD 平板上的

可疑菌接种至营养琼脂平板，36 ℃培养 24 h，挑取单

菌落制成 0.5 麦氏菌悬液，接种至沙门氏菌属干制生

化鉴定试剂盒和 API20E 肠道菌试剂鉴定条，对能力

验证盲样 18-D319 和 18-M906 进行生化鉴定，操作严

格按照产品说明书进行，及时观察现象并记录。 
1.2.4  血清学试验 

将生化鉴定为可疑沙门氏菌的阳性单菌落接种至

半固体动力培养基中，36 ℃培养 24 h 后，按照 A-F
沙门氏菌属诊断血清说明书进行O型和H型血清学分

析。 
1.2.5  样品基因组 DNA 的提取 

按照 1.2.1 进行水化，再按照 1.2.2 进行预增菌，

取预增菌培养物 1 mL 置于 1.5 mL 离心管中，12000 
r/min离心5 min，弃上清液，沉淀用灭菌蒸馏水（ddH2O）

洗涤 2 次，12000 r/min 离心 5 min，弃上清液后加入

100 μL ddH2O，漩涡混匀，封口膜封口，水浴煮沸 10 
min，置于-20 ℃条件下 10 min，取出溶解，漩涡混合

器振荡破碎细菌释放核酸[6]，12000 r/min 离心 5 min，
取上清液作为检测模板，-20 ℃保存，备用。 
1.2.6  引物和探针 

表1 沙门氏菌引物和探针序列 

Table 1 The primers and probes of Salmonella 

引物序列 探针序列 

5’-GGCGTCTGGTCGTTCTAACC-3’ 
5’-AAACGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGC-3’ 

5’-GTATCGCATTTCGCTACGTTCTT-3’ 

本实验以沙门氏菌特异性基因 hut 基因为靶基因，

在 Genebank 进行中查找多条 hut 基因序列，并利用

DNAssist 软件进行同源性分析，选取相对保守区段，

用 PRIMER 5.0 软件和 Primer Express 3.0 软件进行引

物和 TaqMan 探针设计，报告基团用 FAM 标记，淬灭

基团用 TRAMA 标记，并经特异性验证筛选出具有较

高特异性的引物和探针，序列见表 1。 
1.2.7  实时荧光 PCR 反应体系 

在 0.2 mL 光学 PCR 反应管中依次加入：ddH2O 
14.75 µL、10×PCR Buffer 2.50 µL、dNTP（400 µmol/L）
0.50 µL、引物（10 µmol/L）0.40 µL、探针（10 µmol/L）
0.20 µL、500 U Taq DNA 聚合酶 0.25 µL 和 DNA 模板

1.00 µL，反应混合液在实时定量 PCR 仪中进行扩增[8]。

反应条件设置为 95 ℃预处理 5 min，再以 95 ℃变性

30 s，60 ℃退火延伸 1 min，进行 40 个循环。在退火

延伸步骤收集荧光信号。 
1.2.8  数据处理 

实时荧光 PCR 实验中设置阴性对照、阳性对照和

空白对照。其中阳性对照以沙门氏菌为 DNA 模板，

阴性对照以非沙门氏菌属为 DNA 模板，空白对照不

加模板 DNA，而以 ddH2O 代替，用于检验是否存在

PCR 污染和较高的引物二聚体污染。适用性分析的市

场抽样样本、能力验证样本和日常检测等被检样本以

及阴性对照、阳性对照和空白对照等参考样本均进行

三个复孔的重复实验。每个反应的 Ct 值是实时监测扩

增过程的荧光信号达到指数扩增时的循环周期数。主

要的计算方式是以扩增过程前3到15个循环的荧光值

的 10 倍标准差为阈值，当荧光值超过阈值时的循环数

则为 Ct 值，由仪器自动确定[15]。 
对预增菌的培养物经平板计数法测试，菌液浓度

为 4.5×105 cfu/mL，以 1×105 cfu/mL 为起始浓度进行

10 倍系列梯度稀释，共 5 个梯度，提取各稀释度的基

因组 DNA 进行实时荧光 PCR 检测，已验证方法的灵

敏度，同时使用该实时荧光 PCR 方法对人工污染的牛

奶样品和客户委托的样品进行检测，已验证方法的适

用性。 

2  结果与讨论 

2.1  选择性分离结果 

样品 18-D319 在沙门氏菌属显色平板上分离出淡

紫色菌落，在 BS 平板上分离出灰绿色菌落，在 XLD
平板上分离出不透明黄色，且中心呈黑色的菌落。而

样品18-M906在沙门氏菌属显色平板上分离出淡黄色

至蓝绿色菌落，在 BS 平板上不生长，在 XLD 平板上

分离出不透明黄色菌落。沙门氏菌属菌种类复杂，在

分离培养基上的菌落形态不唯一，凡是符合标准中描

述的典型菌落和可疑菌落都需进行进一步的鉴定，故

样品 18-D319 和 18-M906 均为可疑沙门氏菌属，需经

进一步的生化实验和血清学鉴定确认。 
此外甲型副伤寒、伤寒等不产或弱产 H2S 的沙门

氏菌在传统培养基上易漏检；奇异变形杆菌等产 H2S
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的非沙门氏菌在传统培养基上假阳性率很高，会增加

后期生化鉴定的工作量。在显色培养基上沙门氏菌和

伤寒沙门氏菌均为紫色，大肠杆菌为蓝色，变形杆菌

为无色，较易辨认。本实验 18-D319 在沙门氏菌属显

色平板上是典型的淡紫色，但 18-M906 在培养初期为

淡黄色，随着培养时间延长逐渐变蓝。 

2.2  干制生化试剂鉴定盒 

表2 可疑沙门氏菌的生化反应鉴定结果 

Table 2 Identification of suspicious Salmonella by biochemical reaction 

编号 
TSI 试验  生化试验 

斜面 底层 H2S 产气  赖氨酸脱羧酶 pH7.2 尿素 氰化钾 靛基质 山梨醇 ONPG

18-D319 K A + +  + - - - + - 

18-M906 A A - +  + - - + + + 

注：“A”为产酸，“K”为产碱，“-”为阴性，“+”为阳性。 

表3 样品18-D319和 18-M906 API 20E APLAB PLUS分析的结果 

Table 3 Results of samples 18-D319 and 18-M906 with API 20E APLAB PLUS 

样品 项目内容 结果 

样品 18-D319 

试剂条 API 20E V4.1 

生化谱 6704752 

鉴定结果 

评语 极好的鉴定 

有意义的分类单位 Salmonella spp 

鉴定% 99.90 

T 值 0.97 

样品 18-M906 

试剂条 API 20E V4.1 

生化谱 5044552 

鉴定结果 

评语 极好的鉴定 

有意义的分类单位 Escherichia coli 1 

鉴定% 99.80 

T 值 0.94 

取分离平板上的可疑菌落接种至营养琼脂平板进

行纯化，取营养琼脂上的单菌落按照沙门氏菌属干制

生化试剂盒进行操作。样品 18-D319 的五项典型生化

反应（赖氨酸、氰化钾、靛基质、尿素、硫化氢）与

沙门氏菌阳性菌 ATCC14028 结果一致，为判定为可

疑沙门氏菌属。样品18-M906的五项典型生化反应（赖

氨酸、氰化钾、靛基质、尿素、硫化氢）与沙门氏菌

阳性菌ATCC14028 结果不一致，其中靛基质为阳性，

可判定为非沙门氏菌属，见表 2。 

2.3  API20E 生化试剂鉴定盒 

将 0.5 麦氏浓度的样品 18-D319 的菌悬液接种至

API 20E 试剂条，经 21 个生化反应实验检测，反应结

果以“+”和“-”结果显示，利用 API 20E APLAB PLUS
软件进行分析，18-D319 样品得出编码为“6704752”，
鉴定百分率为 99.90%，大于 90%，T 值为 0.97，大于

0.75，评语为极好的鉴定，属于沙门氏菌。18-M906
样品得出编码为“5044552”，鉴定百分率为 99.80%，

大于 90%，T 值为 0.94，大于 0.75，评语为极好的鉴

定，鉴定结果为大肠埃希氏菌。 
API 20E 生化鉴定试剂条是根据快速酶促反应及代谢

产物的检测技术发展的一种细菌编码鉴定法，广泛应

用于临床、食品中革兰氏阴性杆菌的快速鉴定。其中

鉴定百分率表示生化结果组合与数据库內的典型条目

作比较，经计算后得到细菌鉴定的可能性，确认未知

菌是否属于某一个分类单位（科，属，种），T 值表示

其生化反应结果与该菌最典型生化谱的接近程度。当

鉴定百分率在 90%以上，且 T 值结果在 0.75 以上，试

剂条对菌株的鉴定结果是可靠的，否则需经进一步的

分纯鉴定。本实验两个盲样的鉴定结果都满足试剂条

的要求，故可判定 18-D319 培养物为可疑沙门氏菌，

18-M906 培养物为沙门氏菌为未检出，结果见表 3。 

2.4  血清学试验结果 

取可疑沙门氏菌的阳性菌落纯培养物用沙门氏菌

诊断血清做玻片凝集试验。18-D319 样品出现凝集现

象，而18-M906样品菌落培养物玻片凝集试验为阴性。

由此结果可以判定 18-D319 样品为沙门氏菌检出，
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18-M906 样品为沙门氏菌未检出。 

2.5  样品基因组 DNA 的提取 

按 1.2.5提取的DNA溶液经核酸蛋白分析仪检测，

OD 260/280 nm 在为 1.75~1.95 之间，0.7%琼脂糖凝胶

电泳检测条带清晰，完整性好，经测试其含量为

300~500 ng/L，纯度良好，可满足后续实验要求。 

2.6  实时荧光 PCR 法结果 

2.6.1  特异性检测结果 
为验证沙门氏菌引物探针的特异性，将实验室保

存的各种菌种提取核酸 DNA 作为模板进行扩增。经

实时荧光 PCR 反应，每个反应的荧光信号到达设定的

阈值时所经历的循环数为 Ct 值。结果显示鼠伤寒沙门

氏菌CMCC(B) 50115，伤寒沙门氏菌CMCC(B)50071，
甲型副伤寒沙门氏菌 CMCC 50093，乙型副伤寒沙门

氏菌 CMCC 50094，猪霍乱沙门氏菌猪霍乱亚种

DSM4224 和肠炎沙门氏菌肠炎亚种 ATCC14028 等沙

门氏菌属均有 S 型的扩增曲线，Ct 值小于 30.00。而

单增李斯特菌ATCC19115，福氏志贺氏菌ATCC12022、
金黄色葡萄球菌 ATCC6538 和副溶血性弧菌

ATCC17802 等非沙门氏菌属未出现明显的扩增曲线，

说明在沙门氏菌的引物探针下，非沙门氏菌属无法扩

增，无荧光信号，见图 1。 

 
图1 样品18-M906实时荧光PCR扩增曲线图 

Fig.1 Amplification curve of sample 18-M906 by real-time 

fluorescent PCR 

以预增菌培养物提取的核酸 DNA 为模板进行实

时荧光 PCR 反应，并设置肠炎沙门氏菌肠炎亚种

ATCC14028 为阳性对照，非沙门氏菌属（单增李斯特

菌）为阴性对照，无模板反应孔为空白对照。实时荧

光 PCR 检测结果中，阴性对照和空白对照样品经扩增

后，Ct 值>40.0，无荧光信号；阳性对照样品经扩增后

Ct 值为 24.34，样品 18-D319 的 Ct 值为 26.21，且扩

增曲线呈现明显的 S 指数增长型；样品 18-M906 的

Ct 值>40.00，无荧光信号，则可判定样品 18-D319 中

沙门氏菌检出，样品 18-M906 沙门氏菌未检出见图 2
和图 3。 

 
图2 样品18-D319实时荧光PCR扩增曲线图 

Fig.2 Amplification curve of sample 18-D319 by real-time 

fluorescent PCR 

 
图3 样品18-M906实时荧光PCR扩增曲线图 

Fig.3 Amplification curve of sample 18-M906 by real-time 

fluorescent PCR 

2.6.2  反应条件优化 
退火温度的设置和引物与 Taqman 探针比例是影

响实时荧光 PCR 检测效率的关键条件。为了确定反应

体系的最佳条件，以获得较好的灵敏度，本文首先设

置了 56 ℃、58 ℃、60 ℃、62 ℃和 64 ℃进行退火延

伸，结果显示退火温度为 60 ℃时荧光信号最好。其

次设计引物与探针浓度比例分别为 1:2、1:1、2:1 和

4:1，结果显示当引物与探针浓度比例为 2:1 时本底最

小荧光强度最大。 
2.6.3  灵敏性检测结果 

提取 10 倍梯度稀释的沙门氏菌标准菌株基因组

DNA，采用实时荧光 PCR 方法进行扩增以确定检测

灵敏度。当沙门氏菌污染量从 105 cfu 降低至 102 cfu
时，均可在 40 个循环内出现显著扩增。其中当污染量

为 102 cfu 时，沙门氏菌三个重复间的扩增曲线的 Ct
值分别为 35.69、35.87 和 35.74。由于提取细菌基因组

DNA 后的溶解体积为 100 μL，取 1 μL 进行实时荧光

PCR 反应，因此本方法的检测限为 1 cfu/PCR 反应。 
2.6.4  适用性检测结果 
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表4 人工污染和客户委托样品检测结果 

Table 4 Test results of artificial pollution and customer entrusted samples 

样品名称 样品编号
阳性对照 阴性对照 空白对照 样品检测 

检测结果
Ct 值 结果 Ct 值 结果 Ct 值 结果 Ct 值 结果 

牛奶（加标） 20190421 20.01 ﹢ >40.00 - >40.00 ﹣ 21.30 ﹢ ﹢ 

蓝莓提取物 20190423 19.52 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 ﹣ - 

糕点 20190438 20.26 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 ﹣ - 

面包 20190445 19.35 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 - - 

沙琪玛 2019476 22.02 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 ﹣ - 

月饼 2019498 21.09 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 - - 

粽子 2019512 20.56 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 - - 

豆干 2019523 22.01 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 - - 

臭豆腐 2019538 23.24 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 - - 

小麦粉馒头 2019562 21.90 ﹢ >40.00 - >40.00 - >40.00 - - 

使用该实时荧光 PCR 方法对人工污染的牛奶样

品和客户委托的样品进行检测，以肠炎沙门氏菌肠炎

亚种 ATCC14028 为阳性对照，非单增李斯特菌 ATCC 
19115 为阴性对照，无模板反应孔为空白对照，检测

结果结果见表 4。检验样品预增菌后进行实时荧光

PCR 检测，检测结果 Ct 值小于 30.00，说明荧光信号

较强，样品受沙门氏菌活菌污染，避免实时荧光 PCR
检测分不开活菌和死菌的问题。此外，在常规培养法

检测时，由于沙门氏菌生化的复杂性，在分离平板上

挑取可疑菌落也较困难，可采用实时荧光 PCR 对可疑

单菌落进行辅助鉴定，鉴定结果可靠准确，简单快捷。 

根据需要，仪器检测方法越来越多地被用于微生

物检测，其中 AOAC 认可的沙门氏菌快速筛选方法主

要有荧光抗体法、DNA 杂交法、酶联免疫法、免疫扩

散法等。目前，应用最多的主要有蛋白水平的全自动

免疫分析仪mini-VIDAS 和核酸水平的 PCR/Real-time 
PCR。mini-VIDAS 检测灵敏度高，可以在 48 h 内快

速鉴定沙门氏菌，但其所获得的阳性结果是推定性的

（推定阳性反应），需用生化试验和血清学鉴定加以确

证。Real-time PCR 鉴定仪器运作 1~2 h，预增菌 10 h，
共耗时仅 12 h 左右，且具有较高的敏感性、特异性和

实效性。当前实时荧光 PCR 技术的普及和发展，为食

品药品的检测工作指明了新的发展方向[16-21]。 

3  结论 

3.1  目前，国标《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》是国家规定的食品

中沙门氏菌的标准检测方法，也是基层实验室普遍采

用的检测方法，根据沙门氏菌的生长特点及生化特性

进行检验鉴定。目前采用培养法的标准主要有国家标

准、行业标准、AOAC、ISO 和加拿大官方食品微生

物分析方法等，其方法准确可靠，但检测方法过程复

杂、周期长、所需培养基和试剂繁多，检验周期大约

为 5~7 d，且沙门氏菌血清型种类较多，生化反应复

杂多变，在分离平板上菌落特征的识别依赖于较好的

检测经验。 
3.2  本实验利用实时荧光 PCR 方法直接对增菌液进

行检测，省去了分离鉴定过程中所用的时间和精力，

也避免了定性 PCR 的凝胶电泳和产物分析所带来的

环境污染和时间耗费。但实时荧光 PCR 方法仅对于阴

性结果可直接报告未检出相应致病菌，而对于阳性结

果需再参考国际权威微生物经典检验方法做进一步的

生化鉴定和报告。此外沙门氏菌种类繁多，有 I 型、

II 型、IV 型、V 型、VI 型及 III 型（亚利桑那菌）6
个亚属，抗原结构复杂，已发现 2000 多个血清型和变

种，故某些特殊菌株的生化特征与标准菌株不一致，

易出现漏检和错检，在能力验证盲样考核试验中不通

过率较高。在本次能力验证中，采用实时荧光 PCR 法

和常规培养法相结合的方法，既确保准确度，又满足

检验检测机构检验工作的要求。 
3.3  因此，实时荧光 PCR 方法更适合于大批次检验

样品的快速筛查和食品中毒事件等应急快检的需要。

在实验室的日常检验检测工作中，尤其是能力验证等

盲样考核工作，采用实时荧光 PCR 快速筛查和国标传

统培养法相结合，更能快速，准确，高效地对样品进

行检验和结果报告。 
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