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摘要：【目的】利用 PG-噬菌体几乎可裂解沙门氏菌属细菌的特性建立快速检测食品中沙门氏菌的方法。【方
法】用核酸荧光染料 .QRSS! K9<T染料标记 PG-噬菌体侵染 0,,株试验菌及 0%,份食品样品菌，荧光显微镜鉴
定沙门氏菌；并测灵敏度。【结果】0,,株试验菌中 !,株沙门氏菌可见杆状荧光，而 0,株变形杆菌、%,株志
贺氏菌、%,株大肠杆菌和 0,株葡萄球菌均无荧光；沙门氏菌检测灵敏度达 0, 2HU40,,!V；0%,份食品样品中
沙门氏菌的 PG-噬菌体检测与生化鉴定结果的阳性率分别为 "O0$W和 0,W，符合率为 "0O$W。【结论】试验
表明用荧光标记的 PG-噬菌体可以快速、直观、准确、大量地检测食品中沙门氏菌。
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沙门氏菌属是一群形态和培养特性都类似的肠

杆菌科中的一个大属，由之引起的食物中毒病例在

食品中毒中位居首位，是当前所检病原菌的主要细

菌之一［0］。目前，检测沙门氏菌的方法有常规法、基

于生化的免疫学方法［% & !］和核酸水平的各种 Y2S
法［3 & $］等，这些方法在病原菌的检测上发挥了举足

轻重的作用，但都存在一定的弊端，如 Y2S法不能
区分死活细胞，假阳性的发生率很高；免疫学法要求

被检对象具有一定浓度，存在很高的假阴性。因此，

传统方法在一定程度上已不能满足实际需要。

近年来，利用噬菌体侵染宿主菌的方法鉴定病

原菌的技术能区分死活细胞，检测方法快速、简洁，

精确度和敏感度高，且理论上不会出现假阳性和假

阴性等特点而广受人们的推崇［C & "］。相关研究途径

有：琼脂平板上直接观察裂解噬菌斑，比较菌液和噬

菌体反应前后 PZ值，荧光显微技术观察反应液，测
噬菌体作特异性容菌酶的相关指标，以及利用抗原

抗体的噬菌体库肽技术等［0, & 0#］，其中，荧光标记噬

菌体检测病原菌的方法因检测快速、直观、敏感性高

而倍受青睐。[99T)?TKE 和 ’9=?E)G\9== 等［0! & 03］分别
用 QPQPG0和 .QRSS! K9<T染料标记大肠杆菌 P03$：
]$噬菌体 V[0和沙门氏菌 VD%噬菌体 Y%%，实现了
P03$：]$ 和 VD% 的检测，其中 QPQPG0 染料使噬菌
体丧失向宿主注入核酸的能力，显微镜下只见荧光

环，.QRSS! K9<T染料不但不会影响噬菌体的特性，而
且还荧光效应较高，提高检测效率。但上述方法所

选用的噬菌体只能针对特定的细菌种，以致检测目

标相对单一，推广应用时受到限制。本文利用几乎

可裂解所有沙门氏菌的属特异性噬菌体 PG-，高效
应荧光染料 .QRSS! K9<T标记后检测食品沙门氏菌，
必要时辅以简单的生化试验，实现食品中沙门氏菌

的快速、直观、准确且高通量的检测。

$ 材料和方法
$%$ 材料
$%$%$ 菌株及噬菌体来源：试验用细菌共 0,, 株



（见表 !），其中沙门氏菌 "# 株，基本包括所有的血
清型和 $个群别（%、&、’、(、)），其余菌株包括大肠
杆菌、志贺氏菌、葡萄球菌和变形杆菌。*+,噬菌体

（-./01 *+,）购于广州虎克有限公司，必要时用液体
法［!2］制备并纯化。
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!"!"# 主要试剂和仪器：荧光染料 ?L&YY! T@/< 9740:
!#" Z（F@/.6;/48 R8@5.9，#)1 [ E## :>或 "C$ :>U#)> [
$ED :>）购于 ,:V078@T.:公司；O$ >>手动过滤器、过氧
化 铝 氧 化 滤 膜（MP47>4:；< [ O$ >>， A@8. [
#\O$>U#\#O$>）购于上海生物工程技术有限公司，
]&肉汤培养基和 R&?缓冲液购于南京生兴生物技术
有限公司；德国蔡司万能荧光显微镜（型号：̂ &*$#，
规格：E$ >> O\$ Z "_ Z $_!# Z，*/=>A;9相机）。
!"# $%&噬菌体敏感性测定
将 !## 株试验细菌复壮、纯化，并进行生化鉴

定，同时用噬菌体平板法观察噬菌斑判定该细菌与

*+,噬菌体的特异性。
!"’ 荧光标记 $%&噬菌体的制备与收集

*+, 噬菌体液与 ! Z ?L&YY! T@/< 9740: 工作液

（!#" Z的稀释液）按 !# ‘ !的比例混合，摇匀，按染料
说明在暗处作用 !# >0:，过滤（ < [ O$ >>，
A@8. [ #\#O$>），收集荧光标记的噬菌体，! Z R&?缓
冲液冲洗 O a E次除去标记噬菌体后多余的染料，去
离子水洗涤滤膜回收噬菌体，按何晓青［J］的方法测

效价。

!"( 标记的 $%&噬菌体侵染宿主菌的最适时间
将 ! >]过夜培养沙门氏菌菌液加入 " >] ]&

肉汤，EDb培养 J P，取 J个 !##$]菌液与 !##$]已
标记噬菌体混合，暗处分别作用 !#、!$、O#、O$、E#、
"#、2# >0:及 !## >0:，加入 O##$] "c多聚甲醛终止
反应，加 $ >]去离子水混合过滤（< [ O$ >>，A@8. [
#\O$>），荧光显微镜镜检，确定宿主菌与荧光标记
的 *+,噬菌体的最适反应时间。
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!"# 玻片的制备及镜检
将 !"# 所得滤膜贴在滴有 ! 滴 $ 液（!%%!&

!%’的 ()液，#"* +& ! , -./，0 +&甘油）的玻片上，
再滴 ! 滴 $ 液，盖上玻片镜检（根据 /1.22! 3456
789:;<的可见波长范围选择荧光显微镜的滤光片，"
= 0!% <+ > 0?% <+，放大倍数 !%%%，@;5）。
!"$ 荧光标记 %&’噬菌体与 !((株试验菌液作用
在 !"#确定噬菌体和宿主菌的最适作用时间

（?% +;<）后，将 !%%株包括沙门氏菌、变形杆菌、志贺
氏菌、大肠杆菌和葡萄球菌菌液用荧光标记噬菌体

@AB侵染，过滤收集，镜检（同 !"0）。
!") 灵敏度测定
将沙门氏菌接种于 &.肉汤，CDE培养 ?# F，取

!%%!&菌液以 !%倍梯度作 !%G ? > !%G D稀释，每一稀

释度菌液各取 !%%!&菌落记数和滴加 !%!&效价 H
!%D -IJK+&的荧光标记噬菌体，收集反应液荧光显
微镜镜检，以 ?0 ++滤膜能观察到 C > 0个发荧光菌
体的浓度为灵敏度，重复 !次。
!"* 荧光标记 %&’噬菌体对模拟样品的检测
取沙门氏菌和任意的非 @AB 噬菌体宿主菌混

合，用 !"#和 !"L方法进行检测。
!"+ 食品样品沙门氏菌检测
从市场上随机抽取食品样品 !?%份（海虾仁 C%

份，鲜牛肉 ?0份，熟食制品 ?0 份，牡蛎 ?% 份，生牛
奶 ?%份），保持 CE > 0E ? F内送到实验室，固体样
品（实验室样品多为肉类）用灭菌剪刀剪成块状（尽

量不剪碎），称取 ?0 3样品与 ??0 +&缓冲蛋白胨水
混合，于 CDE静止培养 L F 预增菌，取上清液按照
!"L方法进行沙门氏菌鉴定，并与生化检测作对比。
!"!( 非 %&’噬菌体裂解菌株的鉴定
食品样品中出现不被 @AB噬菌体裂解的沙门氏

菌，按何晓青［M］提供的肠杆菌科细菌的五项生化试

验进行鉴定。

, 结果和分析

,"! 试验细菌生化鉴定
试验所用 !%% 株细菌，经生化鉴定为沙门氏菌

#%株、志贺氏菌和大肠杆菌各 ?%株、葡萄球菌和变
形杆菌各 !%株。
,", %&’噬菌体的特异性及效价

#%株沙门氏菌全被 @AB噬菌体裂解，而 ?%株志
贺氏菌、?%株大肠杆菌、!%株葡萄球菌和 !%株变形
杆菌均未被 @AB噬菌体裂解。试验所用噬菌体效价
均 H !%D -IJK+&。
,"- 荧光标记 %&’噬菌体侵染宿主菌的最适时间
荧光标记的 @AB噬菌体和沙门氏菌作用不同时

间后镜检结果显示，反应 !%、!0和 ?% +;<的视野出
现杆状荧光物质逐渐增多，且 ?% +;<时杆状形态规
则；?0 +;<后杆状逐渐减少，并有彗星状杆形物质；
L% +;<后几乎不见杆形物质。所以本试验确定荧光
标记噬菌体 @AB和宿主菌的最适反应时间为?% +;<。
,". 荧光标记 %&’噬菌体侵染沙门氏菌

#%株沙门氏菌与标记的 @AB噬菌体反应后镜检
显示（图 !），N图只有细菌，荧光视野里不见任何发
光物质；.图中只有荧光标记 @AB噬菌体，视野下偶
尔可见少量圆点状的荧光物质，不见菌形；O图是荧
光标记 @AB噬菌体和沙门氏菌混合，可见大量杆状
物，少量点状物，极少数彗星状杆状物，将杆状物质

与沙门氏菌的革兰氏染色形态进行比较，两者一致。

由此可推知，N图中杆形物是侵有荧光噬菌体的沙
门氏菌，点状物是标记的 @AB噬菌体，结合 ?"C可知
彗星状杆形物是即将裂解的宿主菌。

图 ! /0122! 3456染料标记的 %&’噬菌体（图中的圆点表示）侵染沙门氏菌（图中的杆状表示）的荧光照片
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!"# 荧光标记 $%&噬菌体与非宿主菌混合
荧光标记 !"#噬菌体与变形杆菌、志贺氏菌、大

肠杆菌及葡萄球菌等非宿主菌混合，镜检结果显示

（图 $），对照 %图是标记的 !"#与沙门氏菌的反应，可
见杆状物质，&图无荧光物质，偶尔出现荧光圆点，表
明 !"#噬菌体不与非宿主菌反应，无交叉反应。

图 ! ’()**! +,-.染料标记的 $%&噬菌体对非宿主菌感染的显微镜下观察结果
’()*$ ’+,-./01/23 45-3-).645 -7 2-2"5-03 (27/13/8 9: +69/+/8 !"#; <=&>>! )-+8 036(2 456)/* %：!"#$%&’##" 1-23.-+；&：?-2"5-03 9613/.(6 628 +69/+/8 !"#;

<=&>>! )-+8 036(2 456)/（@A#<<，!B CDE 2F G C$E 2F，DEEE H，!(+）*

!"/ 荧光标记 $%&噬菌体与宿主菌和非宿主菌混
合液作用

镜检结果显示（图 I），%图中多种细菌混合可
见杆状菌体和少量圆点状物，&图无沙门氏菌，镜检
无荧光物质，J图是沙门氏菌和 D种非宿主菌混合，

同样有杆状物和少量圆点，结合 $KI、$KL 结果可判
断，杆状和圆点分别是沙门氏菌和荧光标记 !"#噬
菌体，!"#噬菌体未与非宿主菌反应，多细菌混合不
影响镜检结果。

图 0 ’()**! +,-.染料标记的 $%&噬菌体对宿主菌和非宿主菌混合液的反应结果
’()*I ’+,-./01/23 45-3-).645 -7 35/ 5-03 628 2-2"5-03 F(M3,./ (27/13/8 9: +69/+/8 !"#; <=&>>! )-+8 036(2 456)/* %：’-,. N(280 -7 9613/.(6 F(M/8 O(35

!"#$%&’##"；&：?-2/ -7 5-03 9613/.(,F；J：!2/ N(28 -7 9613/.(,F F(M/8 O(35 !"#$%&’##"（@A#<<，!B CDE 2F G C$E 2F，DEEE H，!(+）*

!"1 荧光标记 $%&噬菌体检测病原菌的灵敏度测
定

菌落计数和荧光显微镜下观察结果显示，利用

荧光标记 !"#噬菌体能检测低于 DE J’P;DEE"Q的
沙门氏菌，敏感性高。

!"2 食品样品中沙门氏菌的检测
食品中沙门氏菌荧光镜检显示（图 L），C种食品

样品中沙门氏菌阳性者均能用荧光标记的 !"#噬菌
体检测，出现明显的杆状。另检测 D 株非 !"#裂解
菌，生化鉴定将其归属。所有样品生化鉴定与 !"#
噬菌体检测的阴阳性对比结果见表 $。
表 $显示 C种食品中沙门氏菌的阳性检出率为

ER S DTKUR，荧光标记的 !"#噬菌体对沙门氏菌的

图 3 荧光标记噬菌体 $%&对食品样品的检测结果
’()* L ’+,-./01/23 45-3-).645 -7 35/ 7--8 06F4+/0 (27/13/8 9: +69/+/8 !"

#; <=&>>! * )-+8 036(2 456)/（@A#<<，!B CDE 2F G C$E 2F，DEEE H，

!(+）*
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阳性检出率与生化鉴定的阳性率分别为 !"#$%和
#&%，两者检测结果符合率为 !#"$%。

表 ! 食品样品中沙门氏菌检出的阳性
检出率（"）及阳性份数

’()*+ , -./0102+ 3(1+（%）(45 16+ 478)+3 .9

!"#$%&’##" 04 9..5 /(8:*+/

;(8:*+/ <78)+3/ =0.>6+80>(*
?5+41090>(10.4

?49+>1+5 )@
*()+*+5 AB? :6(C+

D3+/6 )++9 ,E #F"&（GH,E） #F"&（GH,E）

;6+**+5 /+( /6308: I& #F"$（EHI&） #F"$（EHI&）

A@/1+3 ,& E"&（#H,&） E"&（#H,&）

J..K+5 9..5 ,E &"&（&H,E） &"&（&H,E）

D3+/6 80*K ,& #&"&（,H,&） E"&（#H,&）

’.1(* #,& #&"&（#,H#,&） !"#$（##H#,&）
（BHB）L（-./0102+ 478)+3/H’.1(* 478)+3/）

!#$ 不被 %&’噬菌体裂解菌株的检测结果
食品样品中 # 株细菌不被 AB?噬菌体裂解，按

肠杆菌科细菌五项生化试验鉴定，结果三糖铁（斜面

（酸）、底层（酸）、产气、硫化氢）阳性，腚基质、氰化钾

阴性，尿素、赖氨酸阳性，按何晓青手册［M］判断为沙

门氏菌变体。

( 讨论和小结

AB? 噬菌体是作用于沙门氏菌属特异性噬菌
体，染色体为双链 N<O，受体是宿主细胞壁上核心
多糖的乙酰氨基葡萄糖［#$］。本研究选用 AB?噬菌体
荧光标记后检测沙门氏菌，#&&株实验菌中 G&株沙
门氏菌（整个属的几乎所有血清型）均被裂解，F&株
其它属细菌均不被裂解，表明 &B? 噬菌体的属特异
性极强，可以用之对沙门氏菌属细菌进行鉴定，这与

宋克云［#M］的研究结果一致。用荧光标记 AB?噬菌体
检测 #,&份食品样品的沙门氏菌，阳性检出率与生
化鉴定的阳性率分别为 !"#$%和 #&%，符合率为
!#"$%；食品样品检出 #株沙门氏菌不能被标记的
AB?噬菌体裂解，生化鉴定表明该沙门氏菌为非噬
菌体裂解株，但这并不影响试验结果判断，简单的生

化试验即可将其归属。标记的 AB?噬菌体与非宿主
菌混合，镜检只见少量点状荧光物质，经对比研究该

物质是遗留在膜上未洗净的少量噬菌体，表明 AB?
噬菌体未与非宿主细菌反应；图片无其它非特异荧

光，说明试验所制备荧光标记噬菌体 AB?无游离荧
光染料，从而保证试验的准确性，避免假阳性发生。

灵敏性试验发现，该方法检测沙门氏菌的灵敏性很

高，产生假阴性几率较小。

;P=QQ! C.*5荧光染料标记的 AB?噬菌体特性不

改变，借助荧光显微镜将荧光信号放大约 #&&& 倍，
能使检测效率显著增强，表明核酸染料 ;P=QQ! C.*5
将噬菌体标记后有确实效果。同时，使用荧光显微

镜技术只需噬菌体侵入细菌即可观测，鉴定周期缩

短为 M 6左右，显著提高了检测速度。另外，噬菌体
核酸外有衣壳包裹，;P=QQ! C.*5染料与之结合后免
受外界溶剂极性、:R值等影响，保证了染料的荧光
强度，实际操作简单易行。试验证明可以用 ;P=QQ!

C.*5染料荧光标记的 AB?噬菌体实现食品中沙门氏
菌大量、快速、准确而直观的检测，具有很强的优势，

应用前景广阔。但是多数噬菌体与宿主呈一一对应

关系，特异性极高，宿主范围窄，且噬菌体与宿主作

用的机理有待进一步研究，所以目前噬菌体在实践

中的应用相对较少，研究空间较大。
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