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摘   要：【背景】德尔卑沙门氏菌(Salmonella enterica subsp. enterica Derby)是危害人类生命安全

的主要致病性血清型。【目的】建立一种准确、快速检测德尔卑沙门氏菌的方法。【方法】通过建立

叠氮溴化丙锭(propidium monoazide，PMA)-重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase amplification，

RPA)的方法准确有效地检测样品中的活德尔卑沙门氏菌。【结果】使用基因 RU61_00441 作为检测

靶点，设计引物 SD1 正确地鉴定了所有被测菌株。实验结果表明，PMA 处理能有效区分活细胞

和死细胞。基因组 DNA 检测限为 761.2 fg/μL，活菌检测限为 45 CFU/mL。此方法检测德尔卑沙门

氏菌的血清型不受自然背景(猪肉、鸡肉和牛肉)菌群基因组 DNA 的影响。此外，该方法还可以检

测出动物性食品中富集 6 h 后浓度低至 3.9 CFU/mL 的德尔卑沙门氏菌。【结论】这种 PMA-RPA 检

测方法耗时短并具有更好的灵敏度和特异性，能为沙门氏菌的检测提供更有效的指导。 

关键词：德尔卑沙门氏菌；重组酶聚合酶扩增；叠氮溴化丙锭；特异性基因  

Establishment of an isothermal amplification method for 
detection of viable Salmonella enterica subsp. enterica Derby 

ZHAI Ligong, HUANG Ju, LI Ganghui, WANG Junying* 
Anhui Science and Technology University, Chuzhou 233100, Anhui, China 

Abstract: [Background] Salmonella enterica subsp. enterica Derby as a major pathogenic serotype is 

harmful to the public health. [Objective] To build a rapid and accurate approach for the detection of this 

serotype. [Methods] An accurate and effective method was built with propidium monoazide 

(PMA)-recombinase polymerase amplification (RPA) for the detection of active S. Derby. [Results] The 
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assay used RU61_00441 gene as target and designed the primer SD1F/R which correctly identified all the 

tested strains. The PMA treatment effectively distinguished between viable and dead cells. The limit of 

detection was calculated to be 761.2 fg/μL for genomic DNA and 45 CFU/mL for bacterial culture. For the 

detection of the serotype Derby, this assay was not affected by the genomic DNA of background flora (pork, 

chicken, and beef). Importantly, S. Derby in animal-derived food could be detected at a concentration as low 

as 3.9 CFU/mL after enrichment for 6 h. [Conclusion] This PMA-RPA method is time-saving and has good 

sensitivity and specificity, which can provide reference for the future detection of Salmonella. 

Keywords: Salmonella enterica subsp. enterica Derby; RPA; PMA; serotype-specific genes 

 
 
 

德尔卑沙门氏菌(Salmonella enterica subsp. 

enteric Derby)目前是世界上最常见的食源性致

病菌沙门氏菌属的一种，由其引起的食物中毒可

导致患者急性发热、腹泻、呕吐等[1]。目前已经

发现的沙门氏菌血清型超过 2 500 多种，但研究

发现仅有部分血清型能引起人类感染，德尔卑沙

门氏菌便是其中之一[2]。据报道，2013−2014 年

德国有 145 名老年人感染了德尔卑沙门氏菌[3]。

在中国多地的肉产品中也经常能检测出沙门氏

菌。不论是在欧盟还是在中国，德尔卑沙门氏

菌都高度流行，可污染猪肉、鸡肉和牛肉等动

物源性食品[4-5]。因此，建立一种准确、快速的

检测方法对防止食源性疾病的暴发十分重要。 

目前沙门氏菌血清型的鉴定多采用传统的

国标法，也称为“金标准”[6]。然而，国标法检测

沙门氏菌操作复杂、耗时长、成本昂贵[7]。为了

解决上述问题，许多分子检测方法被广泛采用，

如聚合酶链式反应(PCR)、实时 PCR 和环介导等

温扩增(loop-mediated isothermal amplification，

LAMP)技术等 [8-9]。然而它们都有各自的局限

性。PCR 检测需要昂贵的仪器设备、专业的操

作人员以及较长的反应时间；LAMP 技术则需

要 6 个复杂引物且提高反应温度至 60−65 °C[10]。

在此方面，重组酶聚合酶扩增 (recombinase 

polymerase amplification，RPA)检测是一种新的

等温基因扩增方法，与其他检测技术相比具有

更多的优点，如较低的反应温度(37−42 °C)、较

短的运行时间并且对错配的耐受性和敏感性 

高[11-12]。在 RPA 检测中，首先重组酶(UvsX)与

引物结合，在 DNA 模板上找到完全互补的区

域；其次，单链 DNA 结合蛋白(single-strand 

DNA binding protein，SSB)与单链 DNA 结合作

为模板，通过聚合酶 Bsu 形成新的完整 DNA，

靶标扩增时间不超过 30 min[13]。目前 RPA 已用

于多种食源性致病菌的检测[14]。 

基于 DNA 的分子检测方法可用于克服培

养的局限性，但是 RPA 法不能区分活菌和死菌，

也不能区分环境中可能存在的细胞外 DNA[15]。

因此，死亡细胞会导致假阳性结果，从而导致

不必要的产品召回。在本研究中，我们使用叠

氮溴化丙锭(propidium monoazide，PMA)预处理

对样品中食源性致病菌进行死菌与活菌的选择

性检测[16]。在光照条件下，PMA 能选择性地穿

透死细胞受损的细胞膜，插入死细胞的双螺旋

DNA。此操作可以通过强烈抑制 DNA 扩增来

消除死细胞的假阳性结果[17]。因此，基于 DNA

的分子检测与 PMA 检测相结合可以检测活菌，

并可以确定沙门氏菌、大肠杆菌、粪肠球菌和

单核增生李斯特菌等生存能力[18]。 

本研究在筛选德尔卑沙门氏菌血清型特异

性检测靶点后合成特异性基因引物，建立结合

PMA 预处理检测活细胞的 RPA 检测方法，并通

过检测食品样品确定该方法的灵敏度和特异性，

以期为沙门氏菌血清型的鉴定提供更好的指导。 



 
1216 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验所有菌株均来自中国医学细菌保藏

管理中心(National Center for Medical Culture 

Collections，CMCC)、中国工业微生物菌种保

藏管理中心(China Center of Industrial Culture 

Collection，CICC)、中国兽医微生物菌种保藏

管理中心 (China Vaterinary Culture Collection 

Center，CVCC)、美国菌种保藏中心(American 

Type Culture Collection，ATCC)及本实验室保存。

实验所用德尔卑沙门氏菌为 ATCC 6960，以下

简称为 SD。鸡肉、猪肉和牛肉若干购自超市。 

1.2  主要试剂和仪器 
叠 氮 溴 化 丙 锭 (propidium monoazide ，

PMA)，Biotium 公司；营养肉汤培养基，上海

博微生物科技有限公司；LB 培养基，北京奥博

星 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司 ； 缓 冲 蛋 白 胨

(buffered peptone water，BPW)，上海盛思生化

科技有限公司；DNA 提取试剂盒，北京索莱宝

科技有限公司。琼脂糖凝胶电泳仪，北京六一生

物科技有限公司；凝胶成像分析仪，上海培清科

技有限公司；PCR 仪，杭州博日科技有限公司。 

1.3  方法 
1.3.1  基因组 DNA 提取及 PMA 预处理 

所有菌株均接种在 LB 培养基中，37 °C、

180 r/min 培养过夜。按照 DNA 试剂盒说明书

提取细菌基因组 DNA，并在−20 °C 保存。使用

分光光度计测定 DNA 样本的浓度。将 PMA 溶

解于二甲基亚砜(DMSO)中，配制成 10 mmol/L

的 PMA 处理液于−20 °C 避光保存。选用终浓

度为 100 μmol/L 的 PMA 处理细胞悬液(活菌、

死菌或活菌/死菌混合)，避光在室温条件下处理

5 min。混合后，将所有样管置于冰浴中以防止

过热，在 500 W 卤素灯下 20 cm 距离内照射    

5 min[19]。同时，对试管进行摇晃确保死细胞

DNA 完全交联。光照完成后，12 000 r/min 离

心 5 min 收集细胞，使用微生物 DNA 分离试剂

盒分离 DNA。 

1.3.2  RPA 检测体系的建立 

筛选最佳特异性基因进行引物设计，具体引

物信息见表 1。基因 RU61_00441、RU61_00447、

RU61_RS23380 从之前的实验结果中参考选择，

invA 基因参考 Rahn 等关于 invA 基因聚合酶链

式反应的实验选用[20]。引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成。PCR 反应体系：上、下

游引物(10 μmol/L)各 2 μL，模板 DNA 1 μL，缓

冲液 A 12.5 μL，ddH2O 30 μL，LB 缓冲液 2.5 μL。

经 10 000 r/min 离心 30 s 后立即放入金属浴中，

反应在 38 °C 进行。用 TAE 缓冲液处理 RPA 法

扩增得到的产物并进行 1.5%琼脂糖凝胶电泳分

离，凝胶成像分析仪进行检测分析。 

1.3.3  特异性和敏感性的评估 

通过一组特异性食源性致病菌(包括沙门

氏菌株和非沙门氏菌株)的检测评估 RPA 法的

特异性(表 2)。被测菌株的模板浓度为 100 ng/μL。

从 SD 参照株中提取 DNA 后用 TE 缓冲液 

(76.12 ng/μL−76.12 fg/μL)进行连续稀释。用不

同稀释度下的基因组 DNA 作为模板，检测 RPA

法的敏感性。以在琼脂糖凝胶电泳中能产生清

晰可见条带的最低 DNA 浓度为检测限。将 SD

培养过夜后，用 0.9% NaCl 溶液连续稀释 10 倍。

同时，采用标准平板计数法测定菌株菌悬液的

浓度。采用 PMA-RPA 法检测每种稀释度下的

细菌数量。 

1.3.4  背景微生物菌群对德尔卑沙门氏菌检测

的影响 

在实际应用中，PMA-RPA 的测定可能受食

品样品中自然背景菌群的影响，因此通过此试验

验证该方法的准确性。首先，对照国际标准 
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表 1  实验引物序列 
Table 1  Primer pairs used in this study 

Target 

organism 

Gene name Primer 

name 

Sequence (5′→3′) PCR product 

(bp) 

Annotation 

S. Derby RU61_00441 SD1F 

SD1R 

GACCAGTTCTTCTTCATGACCTACGAAATC 200 Hypothetical 

protein TTAATCCACACCTTTGGCGGAATTAGCTTA 

RU61_00447 SD3F 

SD3R 

TATTGTAGAAGCGGAAATCTCTGGCATAAG 904 OLD family 

endonucleaseCTTTATTCGTGGATAGCATCTTGTCCCTAA 

RU61_RS23380 SD8F 

SD8R 

CCTGAGCAGCGTAACACTAAAGAA    208 Hypothetical 

protein TAGCCCTGAAAATACCAGTAACAACA 

Salmonella 

spp. 

invA 139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGCAA 284 Invasion 

proteinA 141 TCATCGCACCGTCAAAGAACC 

 
表 2  实验菌株的特异性验证结果 

Table 2  Specificity verification results of experimental strains 

菌种 Strain PCR result 

SD1 SD3 SD8 139_141 

甲型副伤寒沙门氏菌 αβ S. Paratyphi Aαβ −b − +a + 

乙型副伤寒沙门氏菌 β S. Paratyphi Bβ − − + + 

丙型副伤寒沙门氏菌 β S. Paratyphi Cβ − − + + 

德尔卑沙门氏菌 αλδ S. Derbyαλδ + + + + 

伤寒沙门氏菌 α S. Typhiα − − + + 

鼠伤寒沙门氏菌 αβφλ S. Typhimuriumαβφλ − − + + 

肠炎沙门氏菌 αβφλ S. Enteritidisαβφλ − − + + 

海德尔堡沙门氏菌 β S. Heidelbergβ − − + + 

猪霍乱沙门氏菌 δ S. Choleraesuisδ − − + + 

达喀尔肠炎沙门氏菌 β S. Dakarβ − − + + 

病牛沙门氏菌 β S. Bovismorbificansβ − − + + 

布雷登尼沙门氏菌 λ S. Bredeneyλ − − + + 

蒙得维的亚沙门氏菌 β S. Montevideoβ − − + + 

耶路撒冷沙门氏菌 β S. Jerusalemβ − − + + 

波恩沙门氏菌 β S. Bonnβ − − + + 

汤卜逊沙门氏菌 β S. Thompsonβ − − + + 

鸭沙门氏菌 β S. Anatumβ − − + + 

波茨坦沙门氏菌 β S. PotSDamβ − − + + 

布伦登卢普沙门氏菌 δ S. Braenderupδ − − + + 

圣保罗沙门氏菌 β S. Saintpaulβ − − + + 

波那雷恩沙门氏菌 β S. Bonariensisβ − − + + 

肯塔基沙门氏菌 β S. Kentuckyβ − − + + 

巴森海德沙门氏菌 β S. Bazenheidβ − − + + 

阿贡纳沙门氏菌 β S. Agonaβ − − + + 

迈阿密沙门氏菌 β S. Miamiβ − − + + 

    (待续)
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    (续表 2)

都柏林沙门氏菌 αβ S. Dublinαβ − − + + 

伊斯特本沙门氏菌 β S. Eastbourneβ − − + + 

火鸡沙门氏菌 β S. Mleagridisβ − − + + 

伦敦沙门氏菌 λ S. Londonλ − − + + 

山夫登堡沙门氏菌 β S. Senftenbergβ − − + + 

阿柏丁沙门氏菌 β S. Aberdeenβ − − + + 

布洛克利沙门氏菌 β S. Blockleyβ − − + + 

阿德莱沙门氏菌 β S. Adelaideβ − − − + 

旺兹沃思沙门氏菌 β S. Wandswerthβ − − − + 

金黄色葡萄球菌 δ Staphyloccocus aureusδ − − − − 

粪肠球菌 δ Enterococcus faecalisδ − − − − 

鸟肠球菌 δ Enterococcus aviumδ − − − − 

大肠杆菌 δ Escherichia coliδ − − − − 

短小芽孢杆菌 α Bacillus pumilusα − − − − 

蜡样芽孢杆菌 λ Bacillus cereusλ − − − − 

荧光假单胞菌 λ Pseudomonas fluorescenλ − − − − 

肺炎克雷伯菌 δ Klebsiella pneumoniaeδ − − − − 

粘质沙雷氏菌 β Serratia marcescensβ − − − − 

单核增生李斯特菌 β Listeria monocytogenesβ − − − − 

威尔斯李斯特菌 β Listeria welshimeriβ − − − − 

斯氏李斯特菌 β Listeria seeligeriβ − − − − 

伊氏李斯特菌 β Listeria ivanoviiβ − − − − 

格氏李斯特菌 β Listeria grayiβ − − − − 

无害李斯特菌 β Listeria innocuaβ − − − − 

注：a：显著结果；b：不显著结果；α：CMCC 菌株；β：CICC 菌株；φ：CVCC 菌株；λ：实验室分离菌株；δ：ATCC

菌株。+：检测结果为阳性；−：检测结果为阴性 

Note: a: Significant result; b: Indistinctive result; α: CMCC strain; β: CICC strain; φ: CVCC strain; λ: Laboratory-isolation strain; 
δ: ATCC strain. +: Positive test result; −: Negative test result. 

 
GB 4789.4—2016[21]对猪肉、鸡肉和牛肉等食品

样品进行检测，确认无沙门氏菌。将样品接种

到 LB 肉汤中，于 37 °C 培养 24–48 h，以

102–106 CFU/mL 不同细胞浓度连续稀释。以

1:10、1:102、1:103、1:104 和 1:105 的比例将 SD

菌群与自然菌群混合，然后对这些混合物进行

PMA 处理和 DNA 提取，以进行 RPA 扩增。 

1.3.5  PMA 处理效果对比 

将 SD 在 LB 肉汤中 37 °C、180 r/min 培养

过夜，调整浓度至 106、104、102 CFU/mL。每

个浓度的样品在 90 °C 的水浴中加热 10 min，

然后分别用 PMA 和不用 PMA 处理。提取所有

样本的基因组 DNA 进行 RPA 检测。 

1.3.6  人工污染样品中德尔卑沙门氏菌的检测 

从当地一家超市购买猪肉、鸡肉和牛肉等不

同品种的肉，使用国际标准法(GB 4789.4—2016)

检验不含沙门氏菌。SD 在 37 °C 缓冲蛋白胨水

(BPW)中培养 12 h 至菌落浓度为 N×105 CFU/mL

到 N×107 CFU/mL (1<N<10)之间，连续进行 10 倍

比梯度稀释 5−7 次，然后转移 25 g 至无菌食品样

品袋中。用标准的细胞计数法测定初始浓度。将

人工污染的食品样品用 225 mL LB 在 37 °C 下
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富集 4、6、8 h。最后，样品经 PMA 处理后，通

过水煮法提取基因组 DNA 进行 RPA 扩增检测。 

2  结果与分析 

2.1  SD 特异性引物灵敏度分析 
根据 SD 血清型的待选特异性基因。采用

Primer 5.0 设计 3 个特异性基因引物进行扩增

(表 1)。通过特异性验证发现 SD 的 3 对引物

(SD1F/R、SD3F/R 和 SD8F/R) DNA 均扩增出了

相应的片段，而这些引物与非 SD 的 DNA 未

形成任何预期的条带。结果表明，这 3 个扩增

的基因片段都可以作为血清型特异性靶点用

于德尔卑沙门氏菌的检测。基因组 DNA 的起

始浓度为 7.497 ng/μL，10 倍比梯度稀释至

74.97 fg/μL。如图 1 所示，SD3 和 SD8 的检测

限相同，均为 74.97 pg/μL，而 SD1 引物的检测

限约为 74.97 fg/μL。说明 SD1 引物对 SD 菌株

具有最高的灵敏度和较好的特异性。因此选择

这对引物进行进一步的使用。 

2.2  德尔卑沙门氏菌血清型 PMA-RPA 检

测的特异性和敏感性验证 
为了评估和验证 RPA 检测的特异性，收集了

多株已确定的不同菌株，见表 2。将 RU61-00441

基因扩增到的 200 bp 大小片段用于沙门菌的目

标血清型检测。除 SD 外，其他菌株均未显示

阳性结果。因此，PMA-RPA 检测对德尔卑血清

型具有高度特异性。 

通过对不同浓度的基因组 DNA 和细菌悬

液进行 RPA 扩增，研究了 PMA-RPA 系统对 SD

的敏感性。在 RPA 反应中能产生阳性结果的最

低数量 DNA 浓度为 761.2 fg/μL (图 2)；该系统

能够获得再现性，每次 PCR 后预期值稀释度从

4.5×107 CFU/mL 到 45 CFU/mL (图 3)，因此确

定 PMA-RPA 测定的检出限是 45 CFU/mL，对

应于 76.12 fg/μL。 

 
 
图 1  RPA 法检测德尔卑沙门氏菌(ATCC 6960)

基因敏感性结果    
Figure 1  RPA detection sensitivity of pure genome 
DNA for S. Derby (ATCC 6960). A: Primer SD1F/R; 
B: Primer SD3F/R; C: Primer SD8F/R. M: DNA 
Marker D (100−2 000 bp); 1−6: 7.497 ng/L to 
74.97 fg/L. 

 
2.3  PMA 对德尔卑沙门氏菌活菌、死菌鉴

别的影响 
在 RPA 扩增前使用 PMA 区分浓度在

7.3×105–7.3×102 CFU/mL 之间可行的加热灭活

德尔卑沙门氏菌菌株(图 4)。研究结果显示：不 
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图 2  RPA 法检测 DNA 敏感性验证 
Figure 2  Sensitivity of the RPA assay for 
detection of genomic DNA. M: DNA Marker D 
(100−2 000 bp); 1−7: The genomic DNA concentration 
of S. Derby per RPA assay form 76.12 ng/L to 
76.12 fg/L; 8: Positive control. 

 

 
 
图 3  RPA 法测定检测德尔卑沙门氏菌(ATCC 

6960)的检测限 
Figure 3  Detection limit of the RPA assay for pure 
culture from S. Derby (ATCC 6960). M: DNA 
Marker D (100−2 000 bp); 1−7: The number of cells 
per RPA assay, respectively: 4.5×107 CFU/mL to  
45 CFU/mL. 
 

管是否经过 PMA 处理，活细胞可以获得预期的

RPA 反应系统。相比之下，死亡菌株经过 PMA

处理和未经过 PMA 处理的检测结果有显著差

异，具体表现为：当死亡细胞悬液经过 PMA 处

理时未见扩增产物；反之，未经过 PMA 处理的

RPA 扩增反应有假阳性结果产生。因此，这些

结果表明 PMA 预处理是一种区分活细胞和死

细胞的有效方法。 

 
 
图 4  PMA-RPA 检测德尔卑沙门氏菌死菌和活

菌的影响 
Figure 4  Effect of PMA-RPA assay for detecting 
live and dead S. Derby. A: Live cell; B: Dead cell; 
M: DNA Marker D (100−2 000 bp); 1−4: Bacteria 
without PMA treatment, 7.3×105 CFU/mL to 
7.3×102 CFU/mL S. Derby; 5−8: Bacteria with PMA 
treatment, 7.3×105 CFU/mL to 7.3×102 CFU/mL   
S. Derby. 
 

2.4  PMA-RPA 测定的干扰性评价 
实验验证了 PMA-RPA 系统在样品复杂背

景菌群条件下检测 SD 的准确性。结果表明，

无论目的菌株与其他背景菌群混合程度如何，

均能检测出 SD 血清型(图 5)。因此可以确定，

在此实验条件下，自然背景微生物不影响试验

的稳定性。 

2.5  PMA-RPA 法检测人工污染样品中的 SD 
采用 PMA-RPA 法检测人工污染样品中的

SD 评估实验方法的可行性。如表 3 所示，污

染猪肉中初始浓度为 39 CFU/25 g 的 SD，孵育 
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图 5  自然背景微生物菌群下德尔卑沙门氏菌检

测效果 
Figure 5  Detection of S. Derby (ATCC 6960) in 
the presence of background flora. M: DNA Marker 
D (100−2 000 bp); A: S. Derby with pork background 
flora; B: S. Derby with chicken background flora; C: 
S. Derby with beef background flora. 1−5: S. Derby 
with background flora was 1:105, 1:104, 1:103, 1:102 
and 1:101. 
 

4 h 后 RPA 检测结果为阳性，鸡肉和牛肉中

的检出限分别为 2.91 Log10 (CFU/25 g)和 

2.22 Log10 (CFU/25 g)。当富集培养达到 8 h 时，

使用 PMA-RPA 检测 SD 可测得所有样品阳性。 

表 3  不同浓度下样品的检测结果 
Table 3  Detection of S. Derby cells in spiked food 
samples 

Food 

samples 

Inoculum level of  

S. Derby (CFU/25 g) 

RPA result of different 

enrichment time (h) 

4 6 8 

Pork 3.90 −b +a + 

39.00 + + + 

390.00 + + + 

3 900.00 + + + 

Chicken 8.20 − + + 

82.00 − + + 

820.00 + + + 

8 200.00 + + + 

Beef 1.68 − − + 

16.80 − + + 

168.00 + + + 

1 680.00 + + + 

注：a：显著结果；b：不显著结果。+：检测结果为阳性；

−：检测结果为阴性 

Note: a: Significant result; b: Indistinctive result. +: Positive 
test result; −: Negative test result. 
 
因此，该方法在快速检测德尔卑沙门氏菌血清

型方面具有明显的优势。 

3  讨论与结论 

德尔卑沙门氏菌是分布广泛的一种人畜共

患病原体。在中国和欧洲多地，SD 被确认为众

多非伤寒沙门氏菌血清型中主要的食源性致病

性血清型[22]。因此，建立一种特异性血清型分

类的方法十分必要。然而，SD 检测常使用的传

统国标检测方法耗时长、操作复杂、设备昂贵，

而且由于表面或鞭毛抗原的丢失很难进行血清

分型[23]。在 Kumar 等进行的一项研究中，基于

比较基因组学挖掘了用于检测 SD 的新分子靶

点，这些靶点具有较高的特异性和实用性，用

于沙门氏菌的分子检测十分有效[24]。 

重组酶聚合酶扩增是一种新的等温扩增技

术，与其他分子检测方法(PCR、real-time PCR

和 LAMP 等)相比需要更少的时间，而且仅需要
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37 °C 恒温及更简单的设备[25]。通过扩增 SD 特

异性血清型基因(RU61_00441)，建立的 RPA 检

测方法其特异性为 100%。与其他分子检测技术

相比，RPA 操作温度低、反应时间短。RPA 检

测的主要局限性是不能区分死细胞和活细胞。

然而活菌的检测是食源性病原体的一个重要问

题，因此，使用 PMA 鉴别食源性病原体的生死

可有效弥补 RPA 的缺点[26]。PMA-RPA 法的检

出限为 76.12 fg/μL，与 Liu 等[27]关于恒温扩增

可视化沙门氏菌检测的结果相似。 

考虑到 PMA-RPA 检测在现实环境中的复

杂性，我们评估了该系统抵御食品样品中存在

的其他微生物 DNA 的干扰能力。使用这种方法

的 SD 检测不受动物性食品背景菌群的影响(即

使这些菌株的浓度高于目标细菌的浓度)。当食

源性病原体污染水平明显较低时，在检测过程

中需要进行预富集。为了准确地展示 PMA-RPA

的灵敏度，在动物源性食品中人工污染不同浓

度的 SD 并进行不同的预富集时间，在富集 8 h

后分子检测结果为阳性；在同一时间段内，用

于检测 SD 的 PMA-RPA 系统比 Geng 等[28]用于

检测的灵敏度更高。等温技术不需要昂贵的变

温设备，RPA 试剂不需要冷链存储。基于反应

时间，RPA 更具成本效益。这些结果进一步证

明 RPA 作为一种检测工具具有巨大的潜力。 

综上所述，本文采用比较基因组学方法获

得了检测 S. Derby 的血清型特异性靶基因。基

于分子检测目标，建立了 S. Derby 菌株的

PMA-RPA 检测方法，该方法具有较高的特异

性、敏感性和抗动物性食品自然背景菌群干扰

的能力。此外，该方法可成为快速、高效地筛

选食品样品中德尔卑沙门氏菌的有效工具。 
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