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摘要：为实现冷冻肉制品中活性沙门氏菌的快速检测与控制，本文利用 PMA（叠氮溴化丙锭）和 SD（脱氧胆酸钠）消除死菌

和损伤菌的影响，建立了运用 SD-PMA-qPCR 法检测活性沙门氏菌的反应体系和反应条件，并进行人工染菌样品检测试验。SD 的最

佳浓度确定为 0.1%，最佳孵育时间为 20 min。对-20 ℃低温冷冻处理 3~4 d 的沙门氏菌处理液，使用平板计数法、qPCR、PMA-qPCR

和 SD-PMA-qPCR 进行计数，结果发现 qPCR 与 PMA-qPCR 二者检测值接近且明显高于平板计数值，而 SD-PMA-qPCR 检测值与平

板计数值相近，这表明 SD 和 PMA 的联合使用能有效的消除死菌和损伤菌的影响。人工染菌样品试验表明，沙门氏菌检出限在 102 

CFU/g，同时 106 CFU/g 大肠杆菌 O157:H7 的存在不会影响检测结果。本研究所建立的 SD-PMA-qPCR 检测方法特异性好、灵敏度高，

有望成为快速检测冷冻肉制品中活性沙门氏菌的新方法，具有很好的研究价值和应用前景。 
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Abstract: In order to realize rapid detection of viable Salmonella spp. in frozen meat products, a novel sodium deoxycholate-propidium 

monoazide-quantitative polymerase chain reaction (SD-PMA-qPCR) method was established using PMA and SD to eliminate interference from 

dead and injured cells. The reaction conditions were optimized, and an artificially infected sample was tested. The results showed that the 

optimal SD concentration was 0.1% and the optimal incubation time was 20 min. The numbers of bacterial survivors were compared using plate 

count, qPCR, PMA-qPCR, and SD-PMA-qPCR assays after the cell suspensions were cryogenically frozen at -20  for 3℃ ~4 d. The results 

showed that the numbers of viable Salmonella spp. obtained from qPCR and PMA-qPCR were similar and significantly higher than that from 

the plate count method. The result from SD-PMA-qPCR was close to that from the plate count method, indicating that a combination of PMA 

and SD could effectively eliminate the impact of dead and injured bacteria. The artificial infection test results showed that the detection limit of 

Salmonella spp. was 102 CFU/g, and the presence of 106 CFU/g Escherichia coli O157:H7 did not affect the measurement results. The 

SD-PMA-qPCR method developed in this study has good specificity and high sensitivity. It is expected to be used as a new method for the rapid 

detection of viable Salmonella spp. in frozen meat products, and has good research value and application prospects. 
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在中国由微生物引起的食源性疾病中，沙门氏菌

占总数的 10.2%，是导致食源性疾病的第二大病原菌
[1]，且在畜禽肉中污染最严重。沙门氏菌生存能力极 
强，能在-20 ℃的低温环境下存活。因此，活性沙门

氏菌的快速准确检测对于由该菌引起的食源性疾病的

预防和控制具有十分重要的意义。 
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沙门氏菌的传统检测方法，包括增菌培养、选择

性培养基分离纯化、鉴定及血清鉴定与确认，而菌的

鉴定通常需要 3~6 d，耗费大量的人力和物力，并且

存在容易出现假阴性或假阳性的缺点。PMA-qPCR 检

测技术是近年来兴起的活菌检测技术，其原理是设计

细胞膜不透性同时具有 DNA 高亲和力的光反应染料

PMA，渗入细胞膜受损的细胞，使 PMA 嵌入双链

DNA，暴露在强烈的可见光下形成共价键修饰的

DNA，抑制其在 PCR 反应中的扩增，以达到区分死、

活菌检测的目的。PMA-qPCR 检测技术已经被报道用

于大肠杆菌 O157：H7[2]、副溶血性弧菌[3]、金黄色葡

萄球菌[4]、单增李斯特菌[5]和沙门氏菌[6]等食源性致病

菌的检测。杨显琴[7]等使用 PMA-qPCR 技术检测经较

低温度杀菌的活性大肠杆菌时发现 PMA-qPCR 技术

检测得到的结果明显高于实际活菌值，Lee 和 Levin[8]

在监测冷冻处理后活性创伤弧菌的研究发现用 EMA- 
qPCR 技术（EMA 与 PMA 设计原理相同，但大量文

献表明 PMA 的使用效果优于 EMA）的检测结果高于

实际活菌值，这意味着存在部分非活菌的 DNA 在荧

光定量 qPCR 反应中完成了扩增。PMA-qPCR 和

EMA-qPCR 检测技术在检测经低温处理的活菌时不

能有效区分活菌和死菌，易出现检测值偏高，检测结

果不准确的情况。Lee 和 Levin[8]发现样品在 EMA 处

理前经脱氧胆酸钠（SD）的预处理可使检测结果与实

际活菌值的差异减小。 
本研究将根据现有的活菌 PMA-qPCR 检测技术，

尝试结合 SD 的前处理过程，建立低温杀菌的活菌

SD-PMA-qPCR 检测方法，并进行人工染菌样品的初

步检测，以期为建立快速准确检测冷冻肉制品中活性

沙门氏菌的方法提供新途径。 
表1 菌种列表和PCR检测结果 

Table 1 Bacterial strains used in this study and results of qPCR 

菌株 编号/来源 
荧光 PCR

检测结果

Salmonella typhimurium CCTCC 94018 ＋ 

Salmonella typhimurium CICC 10420 ＋ 

Salmonella typhimurium CMCC 5013 ＋ 

Salmonella choleraesuis CMCC 50337 ＋ 

Salmonella choleraesuis CMCC 50732 ＋ 

Enterobacter cloace ATCC 13047 - 

Enterbacter cloacae CICC 21539 - 

Escherichia coli NCTC 12900 - 

E. coli O157:H7 CICC 21530 - 

Escherichia coli ATCC 9637 - 

Enterbacter aerogenes CICC 10293 - 

Enterobacter aerogenes ATCC 13408 - 

Bacillus cereus CMCC 70331 - 

Bacillus cereus CCTCC AB92023 - 

Shigella sonnei CMCC 51592 - 

Listeria monocytogenes CMCC 54002 - 

Listeria monocytogenes ATCC 19117 - 

Listeria monocytogenes CCTCC 97021 - 

Lactobacillus rhamnosus CICC 6149 - 

Bacillus subtilis CICC 20533 - 

Bacillus thuringiensis CICC 23706 - 

Lactobacillus reuteri CICC 6119 - 

Lactobacillus pentosus 

DMDL 9010 
CGMCC 5172 - 

Vibrio vulnificus ATCC 27562 - 

Bacillus cereus CMCC 70331 - 

Staphylococcus aureus CMCC 41002 - 

Staphylococcus aureus CMCC 26003 - 

注：ATCC 为美国典型菌种保藏中心；CMCC 为中国医学

细菌保藏管理中心；CICC 为中国工业微生物菌种保藏管理中

心；CGMCC 为中国普通微生物菌种保藏管理中心；NCTC 为

英国典型菌种保藏中心；CCTCC 为中国典型培养物保藏中心；

“＋”代表阳性，“-”代表阴性。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

冷冻肉制品中最常见的致病菌为沙门氏菌、金黄

色葡萄球菌、单增李斯特菌、副溶血性弧菌、大肠杆

菌以及志贺氏菌。本文使用的 27 株菌株详见表 1。 
Premix Ex Taq(Probe qPCR)（宝生物工程（大连）

有限公司）；细菌 DNA 提取试剂盒（北京天恩泽基因

科技有限公司）；引物、探针（上海辉瑞生物科技有限

公司合成）；大豆酪蛋白琼脂培养基(TSA)、胰蛋白胨

大豆肉汤培养基(TSB)、木糖赖氨酸脱氧胆盐琼脂

(XLD)、LB 培养基（广东环凯微生物科技有限公司）；

脱氧胆酸钠 SD（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；

叠氮溴化丙锭 PMA（Biotium 公司），DEPC 水。 
ABI 7500 Real Time PCR System、Thermo 微量超

速离心机，HYG-A 全温摇瓶柜，生化培养箱，

Biophotometer 分光光度计（Eppendorf），Thermo 微量

移液器，卤钨灯（650 W），高压蒸汽灭菌锅。 

1.2  方法 

1.2.1  qPCR 体系的建立 
所有细菌用液体 LB 培养基在 37 ℃下培养 12 h



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.7 

291 

后，测 OD 值，估计细菌浓度。然后分别取 1 mL 菌

液依照 DNA 提取试剂盒说明书提取 DNA，提取的

DNA 作为反应模板贮存于-20 ℃备用。 
按照 Malorny[9]设计引物和探针，根据 takara 

Premix Ex Taq 试剂盒说明书要求，每 20 μL 的 PCR
反应体系包含 10 μL 2×Premix Ex Taq (Probe qPCR)、
0.2 μL ROX Reference DyeⅡ、1.0 μL 上游引物（10 
μM）、1.0 μL 下游引物（10 μM）、0.5 μL 探针（10 μM）、

2 μL Template（反应组使用备用 DNA 模板，对照组使

用 DEPC 水），于 ABI 7500 Real Time PCR System 进

行实时荧光 PCR 扩增。反应程序：95 ℃变性 1 min；
以 95 ℃、5 s，60 ℃、40 s 扩增 40 个循环（收集荧光）。 

提取上述步骤的 DNA 模板在建立的反应条件与

反应体系进行 qPCR 特异性实验。判断研究方法的特

异性，避免出现假阳性或假阴性。 
1.2.2  各状态沙门氏菌的制备 

取生长至对数平台期的沙门氏菌菌液 30 mL 于

50 mL 无菌离心管中，12000 r/min 离心 2 min，弃上

清。用20 mL无菌去离子水重悬洗涤菌体三次后，0.1%
（m/V）缓冲蛋白胨水重悬于 1 L 锥形瓶，调整菌液浓

度为约 107 CFU/mL，即为活性沙门氏菌。 
取 1 mL 活性沙门氏菌液于 1.5 mL 离心管，转移

至-20 ℃冰箱冷冻 3~4 d 后于 4 ℃环境融解，即得冷

冻处理沙门氏菌；另取 1 mL 活性沙门氏菌于 1.5 mL
离心管，转移至沸水浴中处理 90 s 后立即放入冰盒中

冷却，即得热灭活沙门氏菌。 
1.2.3  SD 浓度和孵育时间的选择 

取 SD 溶解于步骤 1.2.2 制取的冷冻处理沙门氏

菌，充分混匀得到浓度为 0、0.01%、0.05%、0.1%、

0.5%、2.5%和 5%的 SD 菌体液（SD/冷冻处理沙门氏

菌液），转移至 180 r/min 37 ℃培养 30 min，于 XLD
和 TSA 平板计数。其中浓度为 0.1% SD 菌体液混匀

后培养 0、10、20、30、50、100 min，于 XLD 和 TSA
平板计数。所有试验重复三次。 
1.2.4  PMA-qPCR 与 SD-PMA-qPCR 检测 

按照肖性龙[10]的方法进行 PMA-qPCR 的检测。

取 1 mg PMA 溶解于 200 μL、20%的二甲基亚砜

（DMSO）溶液得到 5 mg/mL 的母液，于-20 ℃下避

光保存，PMA 母液 10 倍稀释即得到 PMA 工作液。

分别取活性沙门氏菌500 μL于编号为1、2、3的1.5 mL
离心管，冷冻处理沙门氏菌 500 μL 于编号为 4、5、6
的 1.5 mL 离心管，热灭活沙门氏菌 500 μL 于编号为

7、8、9 的 1.5 mL 离心管，12000 r/min 离心 2 min，
等体积无菌水重悬。 

往编号为 2、5 和 8 的离心管分别加入 1 μL 5%的

SD，形成终浓度为 0.01%的 SD 菌体液，转移至 180 
r/min 37 ℃摇床培养 20 min。然后与 3、6 和 9 号菌液

一起进行如下处理。分别往菌液中加入 5 mg/mL 的

PMA储备液 1 μL 使菌液中 PMA终浓度为 10 μg/mL，
充分混匀后，于室温暗处孵育 10 min。打开离心管盖

子距离 650 W 卤钨灯 18 cm 照射 5 min，离心管置于

旋转的碎冰上，保证充分光照的同时防止局部光照引

起的升温。 
取上述处理后的 1~9 号菌液按照步骤 1.2.1 的方

法提取 DNA，作为 qPCR 反应模板。所有试验重复三

次。 
1.2.5  检测方法的初步应用 

取市售猪肉，根据 GB 4789.40-2010[11]证明无沙

门氏菌污染，于高压蒸汽灭菌锅 121 ℃、15 min 高压

灭菌。取活性沙门氏菌于装有 25 g 猪肉样品的无菌均

质袋中，充分混匀，转移至冰箱冷冻 3~4 d，形成活

菌量为 100~106 CFU/g 样品。 
以 0.1%（m/V）缓冲蛋白胨水反复清洗冷冻后的

猪肉样品，取清洗液 12000 r/min 离心 10 min，小心挑

去上层脂肪，再以 500 μL、0.1%（m/V）缓冲蛋白胨

水重悬于 1.5 mL 离心管。取两组重悬液，其中一组加

入 500 μL、106 CFU/mL 的大肠杆菌 O157：H7，另一

组加入 500 μL 蒸馏水。按步骤 1.2.4 方法对两组样品

中的每个浓度进行 SD+PMA 前处理，提取 DNA。根

据前述所建立 PCR 反应条件进行荧光 PCR 检测，并

用 DEPC 水作为阴性对照。所有实验重复三次。 

2  结果与讨论 

2.1  qPCR的特异性 

用荧光定量 PCR 检测收集到的沙门氏菌和其他

代表性菌株，特异性实验结果显示，仅沙门氏菌出现

阳性“S”型扩增曲线，其他菌株均无扩增为阴性，在选

定的菌株范围内，荧光定量 PCR 检测结果的特异性为

100%。 

2.2  SD浓度和孵育时间的确定 

损伤菌和活菌都能在 TSA 上生长，仅活菌能在

XLD 上生长，死菌在 TSA 和 XLD 上都不能生长。 
活菌(%)=XLD 计数值/TSA 计数值 
损伤菌(%)=1-活菌(%) 
如图 1a 所示，SD 浓度为 0 时即冷冻处理后活菌

占比约 2%，损伤菌占比约为 98%。加入一定量的 SD
不会影响沙门氏菌的生长，而当混合液中 SD 浓度超

过 5%时沙门氏菌的生长明显受到抑制，同时混合液
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中 SD 浓度为 0~0.1%时，沙门氏菌的生长状况最好。

由此可见 0.1%的SD不会影响冷冻处理沙门氏菌的生

长。如图 1b 所示，以 0.1%的 SD 孵育冷冻处理沙门

氏菌细胞时间在 20 min 以内时，XLD 涂板显示活菌

数在逐渐升高，在 20 min 时达到稳定且不再增加，而

各孵育时间段 TSA 涂板显示菌落数无明显差异。这些

结果显示，0.1%的 SD 孵育 20 min 可作为 PMA-PCR
前处理的最佳组合。 

 

 
图1 确定SD的浓度和孵育时间 

Fig.1 Optimization of the concentration and incubation time of 

sodium deoxycholate (SD) 

2.3  qPCR、PMA-qPCR 和 SD-PMA-qPCR 标

准曲线 

为了定量检测样本中的活性沙门氏菌，对 qPCR、
PMA-qPCR 和 SD-PMA-qPCR 分别做标准曲线。培养

至对数平台期的沙门氏菌活菌约 109 CFU/mL，将未经

PMA 处理的活菌、经 PMA 处理的活菌及经 SD+PMA
处理的活菌分别提取 DNA 后进行梯度稀释，依次为

100、10-1、10-2、10-3、10-4和 10-5，以不同浓度的 DNA
稀释液为模板作标准曲线。如图 2 所示，细胞浓度均

随着 Ct 值的增大而减小，细菌菌落数与 Ct 值呈线性

负相关，R2分别为 0.9990、0.9965 和 0.9929，斜率分

别为-3.37、-3.20 和-3.21。 
 

 
图2 活性沙门氏菌的qPCR(a)、PMA-qPCR(b)和SD-PMA-qPCR(c)

标准曲线 
Fig.2 qPCR (a), PMA-qPCR (b), and SD-PMA-qPCR (c) 

standard curves of viable Salmonella spp. 

2.4  qPCR、PMA-qPCR 和 SD-PMA-qPCR 检

测结果 

细菌细胞经 SD+PMA，PMA 或者未经 PMA 三

种方法处理后，提取基因组DNA并进行荧光定量PCR
的检测。如图 3 示，1、2 和 3 号离心管为沙门氏菌对

数期活菌，由 XLD 平板计数知离心管中活菌数为 6.9
个 log 值，qPCR、PMA-qPCR 和 SD-PMA-qPCR 三种

检测方法的 Ct 值相差较小，依次为 22.38、23.45 和

23.48。由步骤 2.3 标准曲线可知离心管中细胞数依次

为 6.79、6.79 和 6.71 个 log 值，三种检测方法结果与 
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实际值接近，这说明 SD 和 PMA 的前处理过程并不影

响 qPCR 的检测准确性，4、5 和 6 号离心管为热灭活

死菌液，由 XLD 平板计数知离心管中活菌数为 3.5 个

log 值，qPCR、PMA-qPCR 和 SD-PMA-qPCR 三种检

测方法的 Ct 值依次为 22.32、34.24 和 34.34，由步骤

2.3 标准曲线可知离心管中细胞数依次为 6.81、3.42
和 3.30个 log值。显然经PMA或SD+PMA处理，DNA
扩增被抑制（ΔPMACt=11.92 和 ΔSD+PMACt=12.02），
PMA-qPCR 和 SD-PMA-qPCR 检测值与真实值接近，

qPCR 与 PMA-qPCR 联用可以有效的区分热灭活的死

菌和活菌，有效避免检测出现的假阳性；7、8 和 9 号

离心管为冷冻处理沙门氏菌，由 XLD 平板计数知离

心管中活菌数为 5.2 个 log 值，qPCR、PMA-qPCR 和

SD-PMA-qPCR 三种检测方法的 Ct 值依次为 22.28、
24.32 和 27.75，由步骤 2.3 标准曲线可知离心管中细

胞数依次为 6.82、6.52、5.35 个 log 值，qPCR 和

PMA-qPCR 两种方法检测结果与实际值偏差较大，

SD-PMA-qPCR 检测的细胞数比实际活菌值略大 0.15
个 log 值，差异较小。与直接提取基因组 DNA 进行荧

光定量 qPCR 检测相比，PMA 前处理使 Ct 值上升了

2.04 个循环，而 SD+PMA 前处理则上升了 5.47 个循

环，这说明 SD 的存在有利于 PMA 进入细胞，从而抑

制 DNA 在 PCR 反应中的扩增。 

 
图3 沙门氏菌不同状态的检测结果 

Fig.3 Detection results of different states of Salmonella spp. 

2.5  SD-PMA-qPCR 快速检测人工染菌冷冻猪

肉样品中的活性沙门氏菌 

结果如图 4a 所示，SD-PMA-qPCR 可以检测样品

中活菌浓度低至 2.2×102 CFU/g 的沙门氏菌，而不受

死菌和受损菌的影响。如图 4b 所示，作为非目标菌的

大肠杆菌 O157：H7 加入样品后，其检测下限并未发

生改变，依然为 102 CFU/g，这说明非目标菌的存在

并不会影响检测体系的稳定性。 

 
图4 冷冻猪肉样品中活性沙门氏菌的SD-PMA-qPCR标准曲线 

Fig.4 SD-PMA-qPCR standard curves of viable Salmonella spp. 

from frozen meat 

注：a 表示对照组；b 表示添加 106 CFU/g 大肠杆菌 O157：

H7。 

3  结论 

3.1  冷冻肉制品中的沙门氏菌，存在活菌、损伤菌和

死菌三种状态，但是只有活菌能直接产生致病性，危

害人体健康。PMA-qPCR 检测技术被广泛证明能用于

区分活菌和死菌[2]，其区分能力实际上是通过判断细

胞膜的完整性来实现的，由于“死细胞”不具有完整的

细胞膜，因此 PMA 能进入“死细胞”与 DNA 发生共价

结合，从而使其 DNA 在 PCR 反应中不能完成扩增。

而具有完整细胞膜的活细胞，其 DNA 在处理中不会

被修饰，因而能够在 PCR 中完成扩增。王立军在快速

检测低温冷冻处理的活性大肠杆菌 O157：H7 的研究

中，一定时间的 SD 孵育，结合 PMA-qPCR 技术检测

发现结果与平板计数值接近，他认为 SD 的预处理破

坏了损伤菌和死菌的细胞外膜，增强了 PMA 的渗透

力[12]。 
3.2  大量研究表明，脱氧胆酸钠能够使细胞膜稳定性

下降，流动性增强，膜结构的有序性降低[13]。我们发

现以 0.1% SD 处理样品 20 min，不会影响沙门氏菌在

非选择性 TSA 和选择性 XLD 培养基上的生长繁殖，

同时经SD预处理的样品使用PMA-qPCR技术检测得

到的结果与平板计数法相近。我们认为 SD-PMA- 
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qPCR 的检测体系中引入的 SD 通过溶解膜蛋白裂解

细胞[14]，一定程度破坏了细胞膜，从而帮助 PMA 进

入损伤菌和死菌细胞中，间接抑制了DNA在后续PCR
反应中的扩增，完成对“死菌”和活菌的区分。在冷冻

肉制品活性沙门氏菌的检测中，引入 SD 预处理可以

有效避免 PMA-qPCR 检测时出现的假阳性，提高准确

性。 
3.3  为实现冷冻肉制品中常见污染菌活性沙门氏菌

的快速检测与控制，本文根据 Malorny[9]设计的特异性

探针和引物，建立了 SD-PMA-qPCR 检测方法，并对

该法的特异性、灵敏度及适用性进行试验。在选定的

菌株范围内，荧光检测结果特异性达 100%，并且具

有极高的灵敏度，检出限在 102 CFU/mL。研究建立的

SD-PMA-qPCR 检测方法人工染菌冷冻样品试验中，

其准确性不受非目标菌存在的影响，灵敏度也稳定在

102 CFU/g 的下限，相比于 PMA-qPCR 具有更高的准

确性。 
3.4  综上所述，本研究所构建的 SD-PMA-qPCR 检测

方法具有操作简单、快速、特异性强及灵敏性高等优

点，为冷冻肉制品中活性沙门氏菌的检测提供了新的

手段，有望发展为快速检测活性沙门氏菌的有效手段。 
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