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恒温实时荧光法快速检测奶粉中阪崎肠杆菌 
方法的建立 
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摘要：为实现奶粉中快速检测阪崎肠杆菌，本文建立了检测阪崎肠杆菌的恒温实时荧光法。针对阪崎肠杆菌 16S rRNA 设计三

组 LAMP 引物，采用 Deaou-308C 恒温实时荧光检测平台，选取常见病原菌标准株进行引物特异性检测；选取阪崎肠杆菌标准菌株进

行基因组 DNA 灵敏度和最低检测限测定，同时利用人工污染方式检测此方法在脱脂和全脂奶粉中的灵敏度和最低检测限，利用

RealAmp 法和国标法对 20 份市售奶粉进行对比实验。结果显示，引物组 16S-11 扩增效率最优，与常见病原菌无交叉反应，对阪崎肠

杆菌基因组 DNA、阪崎肠杆菌污染的脱脂和全脂奶粉的灵敏度分别达到 102 CFU/mL、102 CFU/mL 和 103 CFU/mL；对阪崎肠杆菌基

因组 DNA 和阪崎肠杆菌污染的脱脂和全脂奶粉的最低检测限分别达到 103 CFU/mL、103 CFU/mL 和 104 CFU/mL；在 20 份市售奶粉

样品中 RealAmp 检测结果与传统国标培养结果一致，表明本文建立的阪崎肠杆菌 RealAmp 检测方法适用于阪崎肠杆菌的快速检测。 
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Abstract: In order to rapidly detect Enterobacter sakazakii in milk powder, a real-time fluorescence loop-mediated isothermal 

amplification (RealAmp) method was developed. Three sets of loop-mediated isothermal amplification (LAMP) primers targeting the 

Enterobacter sakazakii 16S rRNA sequence were designed. With a DEAOU-308C thermostat fluorescence detector, the specificity of the 

primers was examined using a standard strain of Enterobacter sakazakii. The sensitivity and detection limit on genomic DNA were also 

determined with a standard strain of Enterobacter sakazakii, followed by measuring the sensitivity and detection limit of this assay for artificially 

contaminated skimmed milk powder and whole milk powder, and a comparative experiment was performed on 20 commercial milk powder 

samples using the RealAmp method and national standard method. The results showed that the primer set 16S-11 had the best amplification 

efficiency, showed no cross-reactivity with common pathogens, and the sensitivity of RealAmp for detecting Enterobacter sakazakii genomic 

DNA, artificially contaminated skimmed milk powder, and whole milk powder reached 102 CFU/mL, 102 CFU/mL, and 103 CFU/mL, 

respectively. The detection limit of RealAmp in detecting Enterobacter sakazakii genomic DNA, artificially contaminated skimmed milk 

powder, and whole milk powder reached 103 CFU/mL, 103 CFU/mL ,and 104 CFU/mL, respectively. The results of 20 commercial milk powder 

samples obtained by the RealAmp method were consistent with those from the national standard culture method. The results suggest that this 

RealAmp assay is suitable for the rapid detection of Enterobacter sakazakii in milk powder. 
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阪崎肠杆菌(Enterobacter sakazakii)是人和动物肠

道内寄生的一种革兰氏阴性无芽孢杆菌，属肠杆菌科
[1]。它是乳制品中近几年新发现的引起广泛关注的一

种致病菌，阪崎肠杆菌毒力强，能导致新生儿脑膜炎、

致死性小肠结肠炎和菌血症等疾病，尽管使用抗生素

治疗可以康复，但伴随着严重的神经系统后遗症、发

育障碍等症状，由该菌引起的感染死亡率高达 50%以 
上。近年来，婴儿配方奶粉中污染阪崎肠杆菌的报道

较多，其散发和爆发的病例在全球范围内相继出现已

引起世界多国相关部门的重视[2]。 
目前对阪崎肠杆菌的检测方法主要有 FDA 推荐

的传统检测方法、免疫学方法和各种 PCR 方法。传统

检测方法操作繁琐，检测时间长，而且灵敏度较低；

免疫学方法的特异性和灵敏度也不理想；PCR 方法敏

感、快速，在实验室检测中应用最为广泛；但是该方

法需要昂贵的仪器设备、较高检测费用以及对检测人

员较高的技术要求，使其难以在基层普及和推广[3~4]。 
环介导等温核酸扩增（Loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP）是由日本学者 Notomi 发明的

一种新型核酸扩增技术。该技术针对靶基因的 6 或 8
个区域设计 4 或 6 条特异引物，增强了反应的特异性；

不需要模板的热变性、长时间温度循环，利用一种链

置换 DNA 聚合酶（Bst DNA polymerase）在等温条件

下就能完成反应，缩短了检测时间，操作简单、方便
[5]。本研究以 LAMP 技术和实时荧光技术相结合，采

用广州迪澳生物有限公司研发的便携式时荧光恒温扩

增仪 Deaou-308C 为检测平台开发出一种恒温实时荧

光 LAMP 检测方法，用于奶粉中阪崎肠杆菌的检测。

便携式实时荧光恒温扩增仪可自行调控温度，并通过

收集荧光信号来判断样品是否发生扩增并判断扩增

量，其表面的液晶显示屏会根据收集到的荧光信号显

示阳性扩增曲线。与普通 LAMP 技术比较，所建立的

检测方法具有可实时监控反应过程、反应时间更短、

灵敏度和特异性更高，操作更为简单、成本更低廉等

优点，利于基层推广应用。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

1.1.1  实验菌株 
阪崎肠杆菌 ATCC29544，单核增生李斯特氏

ATCC19115/413，沙门氏菌 ATCC14028，金黄色葡萄

球菌 ATCC6538，大肠杆菌 O157ATCC43889，绿脓杆

菌 ATCC9027，大肠杆菌 ATCC25922，大肠杆菌

CMCC44102，阪崎肠杆菌 ATCC12868，副溶血性弧

菌 ATCC17802，创伤弧菌 ATCC27562，金黄色葡萄

球菌 CMCC26003，鲍氏志贺氏菌 CMCC51346，宋内

氏志贺氏菌NICP51334，普通变形杆菌NICPB490059，
奇异变形杆菌 HB7131，克雷伯氏菌 CMCC(B)46117，
藤黄微球菌 CMCC28001，由广东出入境检验检疫局

检验检疫技术中心提供。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Bst DNA polymerase large fragment，New England 
Biolabs 公司；甜菜碱(Betaine)，MgCl2，Sigma 公司；

dNTPs，宝生物工程(大连)有限公司；SYTO-9 荧光染

料，Life Technologies 公司；引物，英潍捷基有限公司；

-80 ℃冻存柜（DAYA-024），Thermo Fisher Scientific；
高速台式离心机（PICO17），Thermo Fisher Scientific；
DEAOU-308C，广州迪澳生物科技有限公司；快速混

匀器（XK80-A），江苏新康医疗机械有限公司；微量

移液器，德国 Eppendorf 公司；分析天平（AL104），
梅特勒-托利多仪器有限公司；超净工作台（SW 
-CJ-1FD），苏州安泰空气技术有限公司；微量紫外分

光光度计（Nanodrop 2000），Thermo Fisher Scientific；
金属浴（OSE-H）天根生化科技（北京）有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  引物的设计与合成 
针对阪崎肠杆菌的 16S rRNA 基因（GenBank：

AB626126.1），应用 Primer Explorer V4 software（Eiken 
Chemical; http://primer explorer. jp/elamp 4.0.0/index. 
html）软件设计 LAMP 引物组，设计完成引物序列利

用 NCBI 网站进行序列特异性的比对。引物序列见表

1，引物序列由上海生工生物工程有限公司合成。 
表1 荧光PCR引物及探针序列 

Table 1 Sequences of the primers and probes for real-time PCR 

引物名称 序列 

16S-11 

F3 CGAAGGTTAAGCTACCTACTTC 

B3 ACGTCAAGTCATCATGGC 

FIP(F1c+F2) GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTATTCACCGTGGCATTCT 

BIP(B1c+B2) CCAATCCGGACTACGACGCGCTACAATGGCGCATACA 

 转下页
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接上页   

 LoopF TCGGAATCGCTAGTAATCGTG 

 LoopB TTATGAGGTCCGCTTGCTC 

16S-12 

F3 GGGAACGTATTCACCGTG 

B3 TATCCTTTGTTGCCAGCG 

FIP(F1c+F2) CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGCATTCTGATCCACGATTACTA 

BIP(B1c+B2) CGCGAGGTCGCTTCTCTTACGTCAAGTCATCATGGC 

LoopF ACTCCATGAAGTCGGAATCG 

LoopB TGTATGCGCCATTGTAGCA 

16S-12 

F3 GGGAACGTATTCACCGTG 

B3 TATCCTTTGTTGCCAGCG 

FIP(F1c+F2) CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGCATTCTGATCCACGATTACTA 

BIP(B1c+B2) CGCGAGGTCGCTTCTCTTACGTCAAGTCATCATGGC 

LoopF ACTCCATGAAGTCGGAATCG 
LoopB TGTATGCGCCATTGTAGCA 

1.2.2  阪崎肠杆菌浓度测定及 DNA 提取 
挑取阪崎肠杆菌接种于营养肉汤培养基中，过夜

培养后以浊度法测量菌液浓度，再以灭菌生理盐水进

行 10 倍梯度稀释。选取 2~3 个适宜稀释度的菌液，

各取1 mL分别加入无菌培养皿（含15~20 mL培养基）

内，转动平皿使混合均匀，每个梯度做两个重复，进

行培养计数。 
采用水煮法提取 DNA：按平板计数结果换算各梯

度菌液浓度，取各梯度菌液，每个梯度各取 1 mL 菌

液加入 1.5 mL EP 管中，12000 r/min 离心 2 min，去上

清；加入 100 μL 灭菌 Tris-HCl，涡旋混匀，100 ℃加

热 5 min，加热后 12000 r/min 离心 2 min，吸取上清即

为各浓度阪崎肠杆菌粗提 DNA。 
1.2.3  RealAmp 反应体系的建立 

 25 µL 的反应体系，其成分包括：内引物 FIP 和

BIP 各 1.6 µmol/L，外引物 F3 和 B3 各 0.2 µmol/L，
环引物 LF 和 LB 各 0.8 μmol/L，20 mmol/L Tris-HCl 
(PH 8.8)，10 mmol/L KCl，8 mmol/L MgSO4，10 mmol/L 
(NH4)2SO4，0.1% Tween-20，1 mol/L 甜菜碱，6 mmol/L 
MgSO4，1.6 mmol/L dNTP，8 U Bst 大片断 DNA 聚合

酶，0.2 µmol/L SYTO-9，DNA 模板 200 ng。 
1.2.4  特异性实验 

以阪崎肠杆菌 ATCC29544，单核增生李斯特氏菌

ATCC19115/413，沙门氏菌 ATCC14028，金黄色葡萄

球菌 ATCC6538，大肠杆菌 O157ATCC43889，绿脓杆

菌 ATCC9027，大肠杆菌 ATCC25922，大肠杆菌

CMCC44102，阪崎肠杆菌 ATCC12868，副溶血性弧

菌 ATCC17802，创伤弧菌 ATCC27562，金黄色葡萄

球菌 CMCC26003，鲍氏志贺氏菌 CMCC51346，宋内

氏志贺氏菌NICP51334，普通变形杆菌NICPB490059，

奇异变形杆菌 HB7131，克雷伯氏菌 CMCC(B)46117，
藤黄微球菌 CMCC28001 的 DNA 作为特异性反应模

板验证反应的特异性。 
1.2.5  灵敏度实验 
1.2.5.1  阪崎肠杆菌基因组 DNA 灵敏度 

过夜培养阪崎肠杆菌 ATCC29544，用平板计数法

测定菌浓度，以灭菌 Tris-HCl 水煮法提取各浓度阪崎

肠杆菌的 DNA，以各梯度的 DNA 作为模板进行反应

检测该方法对粗提基因组 DNA 的灵敏度。 
1.2.5.2  阪崎肠杆菌人工污染灵敏度 

过夜培养阪崎肠杆菌 ATCC29544，用平板计数法

测定菌浓度；同时过夜培养以国标方法检测的阴性样

品，取各浓度菌液 100 µL 加入 1.5 mL EP 管中，分别

向各管中加入阴性样品增菌液 900 µL，即得各浓度人

工污染样品。以灭菌 Tris-HCl 水煮法提取各浓度人工

污染样品 DNA，以各梯度的 DNA 作为模板进行反应

检测该方法对人工污染样品的灵敏度。 
1.2.6  最低检测限实验 
1.2.6.1  阪崎肠杆菌粗提基因组 DNA 最低检测限 

分析 1.2.5.1 实验结果，选取灵敏度及下一个梯度

浓度的基因组 DNA 为模板，每个浓度各重复 20 次，

检测该方法对基因组 DNA 的最低检测限。 
1.2.6.2  阪崎肠杆菌人工污染样品最低检测限 

分析 1.2.5.2 实验结果，选取灵敏度及下一个梯度

浓度的人工污染样品 DNA 为模板，每个浓度各重复 20
次，检测该方法对人工污染样品的最低检测限。 
1.2.7  实际样品检测 

从超市采集 20 份配方奶粉（10 份样品为全脂奶

粉，其余 10 份为脱脂奶粉），利用 RealAmp 法对其进

行快速检测；同时利用国标（GB 4789.40-2010）法进
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行对比验证，以验证 Real Amp 方法的实用性。 
1.2.8  Deaou-308C 便携式实时荧光恒温扩增

仪 
Deaou-308C 便携式实时荧光恒温扩增仪通过收

集荧光信号判断样品是否发生扩增，其表面的触摸液

晶显示屏会根据收集到的扩增产物荧光信号显示扩增

曲线，无需连接电脑便可通过实时扩增曲线判断检测

结果。仪器内部含可调节温度的加热模块，可同时支

持 16 个反应孔(2×8 strips)的恒温反应，可在在短时间

内通过等温扩增法检测出目标的 DNA、RNA 分子。

Deaou-308C 重 4 kg，尺寸为 375 mm 长×315 mm 宽

×135 mm 高。 

2  结果与讨论 

2.1  结果 

2.1.1  引物筛选及反应体系的建立 

 
图1 引物反应效率的检测 

Fig. 1 Efficiency of the RealAmp primers 

采用阪崎肠杆菌的 DNA 作为阳性模板（106 
CFU/mL），超纯水作为阴性对照，分别用各套引物进

行反应，63 ℃运行 30 min，结果见图 1。此次设计的

3 套 LAMP 引物组均无非特异性扩增，且三组引物组

的扩增效率极高；出峰时间都在 12 min 内，其中

16S-11 出峰时间最快，在 8 min 之内出现扩增峰，适

合作为 RealAmp 法检测阪崎肠杆菌的反应引物组。 
2.1.2  特异性实验 

16S-11 引物组在本实验选取的常见的病原菌株

DNA 模板均无扩增（图 2），说明此引物组特异性良

好。 
2.1.3  灵敏度实验 
2.1.3.1  阪崎肠杆菌基因组 DNA 灵敏度 

过夜培养阪崎肠杆菌，用平板计数法测定菌浓度，

挑取 106 CFU/mL~101 CFU/mL 浓度下的菌液为模版，

以灭菌 Tris-HCl 水煮法提取这些浓度下菌体的 DNA；

以各梯度的 DNA 作为模板进行反应检测该方法对粗

提基因组 DNA 的灵敏度。由图 3a 所示结果得知，

RealAmp 检测阪崎肠杆菌 DNA 的灵敏度可达到 102 
CFU/mL，在此浓度下的 DNA 模版在 15 min 内便可

出现扩增峰。 
2.1.3.2  阪崎肠杆菌人工污染灵敏度 

本实验分别采用全脂奶粉和脱脂奶粉作为人工污

染灵敏度的检测对象，分析 RealAmp 法检测阪崎肠杆

菌在这两种类别的奶粉中的灵敏度。由图 3b 和图 3c
可知，对阪崎肠杆菌污染的脱脂奶粉样品，灵敏度可

达 102 CFU/mL；而对阪崎肠杆菌污染的全脂奶粉样

品，本方法灵敏度则可达 103 CFU/mL。 

 

 

 
图2 16S-11引物组特异性检测 

Fig.2 Specificity of primer set 16S-11 

2.1.4  最低检测限实验 
2.1.4.1  阪崎肠杆菌基因组 DNA 最低检测限 

根据 2.1.3.1 的结果，选取灵敏度浓度（102 
CFU/mL）以及以下一个梯度（103 CFU/mL）的基因

组 DNA 为模板，每个浓度各重复 20 次 RealAmp 反
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应，把检出率达到 85%的最低浓度梯度定为最低检出

限。实验结果显示，20 份 103 CFU/mL 菌液浓度下的

DNA 样品其检出率为 100%，20 份 102 CFU/mL 菌液

浓度下的 DNA 样品检出率为 80%，因此本实验建立

的 RealAmp 法检测阪崎肠杆菌基因组 DNA 的检出限

规定为 103 CFU/mL。 

 

 

 
图3 RealAmp法检测阪崎肠杆菌基因组和人工污染奶粉样品的

灵敏度 

Fig.3 Sensitivity of the RealAmp assay in detecting Enterobacter 

sakazakii genomic DNA and in artificially contaminated milk 

powder samples 

注：a，RealAmp 检测阪崎肠杆菌 DNA 的灵敏度；b，

RealAmp 检测阪崎肠杆菌污染脱脂奶粉的灵敏度；c，RealAmp

检测阪崎肠杆菌污染全脂奶粉的灵敏度。 

2.1.4.2  阪崎肠杆菌人工污染样品最低检测限 
根据 2.1.3.2 的结果，选取灵敏度浓度（102 

CFU/mL）以及下一个梯度（103 CFU/mL）的阪崎肠

杆菌污染脱脂奶粉样品，每个浓度各重复 20 次

RealAmp 反应，把检出率达到 85%的最低浓度梯度定

为最低检出限，检测结果显示，对脱脂奶粉污染样品

102 CFU/mL 检出率为 25%，103 CFU/mL 检出率为

100%，所以规定其检出限为 103 CFU/mL。 
根据 2.1.3.2 的结果，选取灵敏度浓度（103 

CFU/mL）及下一个梯度（104 CFU/mL）的阪崎肠杆

菌污染全脂奶粉样品，每个浓度各重复 20 次RealAmp
反应，把检出率达到 85%的最低浓度梯度定为最低检

出限，检测结果显示，对全脂奶粉污染样品 103 
CFU/mL 检出率为 25%，104 CFU/mL 检出率为 100%，

所以规定其检出限为 104 CFU/mL。 
2.1.5  适用性实验 

实际样品检测中 RealAmp 检测结果与传统国标

培养（GB 4789.40-2010）结果完全一致，在 20 份市

售奶粉样品中检出 1 份样品中含阪崎肠杆菌，假阳性

率和假阴性率均为 0，表明本文建立的奶粉中阪崎肠

杆菌 RealAmp 检测方法适用于阪崎肠杆菌的检测。 

2.2  讨论 

根据国家法律和相关标准要求，微生物指标为产

品出厂必检项目。而当前国家标准检测食品中微生物

的方法由于检测周期长，对操作人员能力要求高等原

因，在食品企业内未能有效地开展。现行食品安全微

生物学检验国家标准以培养分离法为主，而这些检测

方法由于人为干扰、交叉污染等原因，会对检测结果

造成较大影响：结果可靠性较低、重现性较差、周期

长，妨碍了质控管理的标准化。对乳品企业而言，自

身的环境监测和生产过程控制比样品检测更为重要。

确保厂区内洁净作业区的设施和环境不会对产品带来

微生物污染，才能真正保证产品安全。而传统的微生

物学培养方法很难满足微生物风险评估、监测和污染

溯源的需求。因此，乳品企业急需基于 DNA 分析技

术的高效检测设备以适应未来的应用需求。 
RealAmp 检测法是将实时荧光和 LAMP 技术结

合的一种简便、快速、高特异性基因扩增系统。以往，

LAMP 法的结果主要通过焦磷酸镁沉淀观察法、荧光

染料法和实时浊度法进行检测。焦磷酸镁沉淀观察法

和实时浊度法检测灵敏度不高，无法检测低浓度目标

DNA，且焦磷酸镁沉淀观察法存在人为判断的主观

性。荧光染料法需要在 LAMP 反应终止时打开反应管

的管盖并加荧光染料，此种操作方式极易造成 LAMP
扩增产物气溶胶污染。为了克服上述方式的不足，并

适应高灵敏度现场检测和床旁检测的需求，近年来便

携式实时恒温仪被开发并用于LAMP检测技术中[6~9]。 
本研究建立的奶粉中检测阪崎肠杆菌的RealAmp
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法通过实时采集荧光信号对扩增过程进行及时判读，

在保证灵敏度的同时，使结果数据化、形象化，比传

统 LAMP 终点判断产物的浊度或颜色变化更客观可

靠。该方法与常见病原菌无交叉反应，特异性强，检

测灵敏度高，可在 10~30 min 内完成扩增反应。与传

统的荧光定量PCR法和LAMP 60~90 min相比[5,10~11]，

大大缩短了反应时间；因而可用于奶粉中阪崎肠杆菌

的快速检测。该方法便携、易于操作，在没有外接电

源的情况下可使用充电电池持续工作数小时；与荧光

定量 PCR 仪相比，节约了大量成本，非常适合现场检

测使用。 

3  结论 

本研究在 Deaou-308C 恒温实时荧光检测平台上

建立的阪崎肠杆菌的 RealAmp 法具有操作简单、反应

速度快、特异性好、灵敏度高、成本低、可实时观察

反应进行情况的优点，为奶粉中阪崎肠杆菌的检测提

供了新的发展方向，对我国的食品卫生及进出口食品

安全监控具有重要的意义。 
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