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摘   要：分别采用煮沸法和 CTAB/NaCl 法提取沙门氏菌及对照菌株的基因组 DNA，紫外测定和电泳结果表明

CTAB/NaCl法提取到的DNA的浓度和纯度较煮沸法理想。合成分别扩增沙门氏菌属特异基因hut基因(495bp)、hilA

基因(490bp)、invA基因(284bp)和 hns基因(152bp)的引物，对PCR反应条件进行了优化。结果表明可同时用于这

四种基因检测的PCR 反应条件为：94℃预变性5min；94℃变性40s，60℃退火40s，72℃延伸50s，40 个循环；

72℃延伸5min。
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Abstract ：The genome DNAs of Salmonella and some control bacteria were extracted by boiling and CTAB/NaCl method,

respectively. The concentration and purity of the DNAs isolated were estimated by spectrophotometric method and gel

electrophoresis, and the results showed that the DNAs isolated by CTAB/NaCl method were better. Four pairs of primes were

synthesized to amplify Salmonella genus special genes such as hut gene(495 bp), hilA gene(490 bp), invA gene(284 bp) and hns

gene(152 bp) of Salmonella, respectively. The PCR reaction condition was optimized. The optimizing results showed that the

PCR reaction condition fitting to amplify simultaneity the four genes of Salmonella was 94 ℃ initial denaturation 5 min; 94 ℃

denaturation 40 s, 60 ℃ annealing 40 s, 72 ℃ extension 50 s, 40 cycles; 72 ℃ final extension 5 min.
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沙门氏菌是食物中毒中最常见的致病菌，在我国占

食物中毒的第一位。从食品中检测沙门氏菌，当前通

用的方法分非选择性增菌培养、选择性增菌培养、分

离培养和鉴定等步骤，得到阴性报告最少需 4 d，阳性

报告还要延迟 2～3d。近年来，分子生物学方法如聚合

酶链式反应(简称PCR)在沙门氏菌的检测上已得到较好应

用[1- 6 ]，大大缩短了检测时间，但各报道中所用的 DN A

提取方法、引物、P C R 反应条件各异。本研究在综合

他人研究的基础上，合成多对引物，对 D N A 提取方法

和 PCR 反应条件进行了优化，以期建立一套适合于提取

细菌DNA 的方法和沙门氏菌多对引物扩增的同一PCR 反

应条件，为下一步开展沙门氏菌的多重 PCR 检测的研究

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

地衣芽孢杆菌、大肠杆菌、蜡样芽孢杆菌、霍乱

弧菌、单增李斯特氏菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌

分离株均由本实验室保存；嗜水气单胞菌由福建省农科

院水产研究所惠赠；两株迟缓爱德华氏菌分别由南京农

业大学和福建省淡水水产研究所惠赠；现均由本单位分

子生物学实验室保存；鼠伤寒沙门氏菌标准菌株

ACCT14028、肠炎沙门氏菌标准菌株ACCT13076 购自上

海汉尼贸易有限公司。

1.2 试剂

λDNA/Hind III+EcoR I Marker、dNTP 和蛋白酶

K    上海英骏生物技术有限公司；Red TaqTM DNA 聚合

酶    北京赛百盛基因技术有限公司；100bp DNA Marker

厦门泰京生物技术有限公司。

1.3 引物

参考文献[3]合成扩增hns基因的引物，参考文献[1]

合成扩增invA 基因的引物，参考文献[4]合成扩增hilA
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基因的引物，参考文献[5]合成扩增hut 基因的引物，所

有引物(表 1)由北京赛百盛基因技术有限公司合成。

1.4 基因组 D N A 提取方法的筛选

各菌培养物分别接种于3ml 营养肉汤，37℃振荡培

养过夜。沙门氏菌考核样品 A、B 分别接种于前增殖液

中，3 7 ℃培养过夜。

煮沸法：取1.5ml细菌培养液和增菌液，12000r/min

离心1min；取沉淀，用100μl TE溶液(pH8.0)重复洗两

次；12000r/min离心1min，取沉淀，加100μl TE溶液，

悬浮，98℃水浴10min，冰上放置5min；12000r/min 离

心 1 m i n ，取上清。

细菌小量基因组 DNA 提取方法参考文献[6]，略作

修改。取1.5ml 细菌培养液和增菌液，12000r/min 离心

1min；取沉淀，加567μl TE 溶液(pH8.0)，悬浮，加

30μl 10% SDS 和 3μl蛋白酶K(20mg/ml)，混匀，37℃

温浴1h；加100μl NaCl(5mol/L)，混匀，加80μl CTAB/

NaCl溶液(10% CTAB和 0.7mol/L NaCl)，混匀，65℃温

浴10min；加等体积氯仿/异戊醇(体积比为24:1)，混匀，

12000r/min离心10min；取上清，加等体积酚/氯仿/异

戊醇(体积比为25:24:1)，混匀，12000r/min离心10min；

取上清，加0.6 倍体积异丙醇，轻轻混匀，12000r/min

离心 1 0 m i n；取沉淀，用 7 0 % 乙醇清洗两次，干燥，

加100μl TE溶液(pH8.0)溶解。

DNA 经 100 倍稀释后，于核酸蛋白分析仪上测定其

浓度和纯度。将DNA 稀释成 100ng/μl，取 10μl 进行

10mg/ml 琼脂糖凝胶电泳(98V，50min)，溴化乙锭染色

后于凝胶成像系统中观察。

1.5 hut 基因和invA 基因的PCR 初测

PCR 反应体系包括：10 × PCR 缓冲液2.5μl，dNTP

0.5μl，两端引物的终浓度均为0.2μmol/L，模板DNA

为 100ng，Red TaqTM DNA 聚合酶 1U，用 ddH2O 将体

积调整为25μl。

PCR 反应条件为：94℃预变性5min；94℃变性40s，

54℃退火40s，72℃延伸50min，40 个循环；72℃延伸

5min。

反应结束后取10μl PCR产物，经浓度为15mg/ml琼

脂糖凝胶电泳检测。

1.6 PCR 反应条件的优化及应用

PCR 反应体系和 PCR 产物的检测方法同 1.5。PCR

反应条件同 1.5，退火温度取 54～62℃。

取优化后的退火温度，对提取的 DN A 进行 h u t 基

因、hilA 基因、invA 基因和 hns 基因的 PCR 检测。

2 结果与分析

2.1 D N A 提取方法的筛选结果

以沙门氏菌四个分离株为试验材料，分别用煮沸法

和 CT A B / N a C l 法提取 D N A。一般的，优质的 DN A 的

OD260/OD280 值在 1.7～2.0，OD260/OD230 的值大于2.0。紫

外测定结果如表 2 所示，CTAB/NaCl 法提取的 DNA 的

OD260/OD280 值在 1.7～2.0，OD260/OD230 的值大于2.0 或接

近于 2.0，而煮沸法提取的DNA 的 OD260/OD280 的值大于

2.0 或接近于 2.0，OD260/OD230 的值均小于2.0。CTAB/

NaCl 法提取的 DNA 浓度明显高于煮沸法。电泳结果(图

1)也表明 CTAB/NaCl 法提取的 DNA 均有清晰、明亮的

条带，而煮沸法的未见条带。紫外测定和电泳结果均

表明 CTAB/NaCl 法提取的 DNA 的浓度和纯度明显优于

煮沸法。因此选取 CTAB/NaCl 法作为本试验的 DNA 提

取方法，提取其他 12 个菌株和两份考核样品的增菌液，

电泳结果(图 2)显示均有清晰、明亮的条带，表明均已

提取到 D N A 。

扩增基因 引物名称                         引物序列 产物大小(bp)

hns基因
hns-1 5'-TACCAAAGCTAAACGCGCAGCT-3'

152
hns-2 5'-TGATCAGGAAATCTTCCAGTTGC-3'

invA基因
invA-1 5'-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3'

248
invA-2 5'-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-3'

hilA基因
hilA-F 5'-CTGCCGCAGTGTTAAGGATA-3'

490
hilA-R 5'-CTGTCGCCTTAATCGCATGT-3'

hut基因
hut-1 5'-ACTGGCGTTATCCCTTTCTCTGCTG-3'

495
hut-2 5'-ATGTTGTCCTGCCCCTGGTAAGAGA-3'

表1    引物序列及PCR产物

Table 1       Primer sequences and PCR products

提取方法
沙门氏菌 浓度

分离株 (ng/μl)
OD260nm/OD280nm OD 260nm/OD230nm

1 253 2.199 1.810

煮沸法
2 160 2.123 1.677

3 250 2.007 0.928

4 256 1.908 1.013

1 787 1.906 2.179

CTAB/NaCl 法
2 1058 1.931 1.957

3 650 1.842 2.059

4 546 1.745 1.935

表2    两种方法提取的DNA的浓度和纯度

Table 2     Concentration and purity of DNAs extracted by two
methods
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2.2 hut 基因和invA 基因的PCR 初测结果

在参考文献[7]和[8]基础上，初步确定沙门氏菌的

PCR扩增条件，以hut基因和invA基因为试验引物，PCR

结果如图 3 所示。hut 基因的扩增结果中，迟缓爱德华

氏菌(福建)也扩增到大小正确的、明亮的单一条带，而

invA 基因的扩增结果，其他非沙门氏菌均扩增到多条非

目的条带，这表明所选取的PCR 反应条件不适于沙门氏

菌的检测，因此我们对 P C R 反应条件进行了优化。

2.3 PCR 反应条件的优化结果

P C R 反应条件中，最关键的是退火温度，因此，

我们以迟缓爱德华氏菌(福建)和鼠伤害沙门氏菌标准株为

试验材料，对扩增hut 基因、hilA 基因、invA 基因和

hns 基因的退火温度进行了优化，结果如图 4 所示。迟
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图1   两种方法提取的DNA的电泳结果

Fig.1      Gel electrophoresis result of DNAs extracted by two
methods

1～4. 煮沸法；5～8. CTAB/NaCl 法；1、5. 沙门氏菌分离株1；2、

6. 沙门氏菌分离株2；3、7. 沙门氏菌分离株3；4、8. 沙门氏菌分离

株4；9. λNA/Hind III+EcoR I marker。
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图2     CTAB/NaCl 法提取其他菌株 DNA 的电泳结果

Fig.2      Gel electrophoresis result of other bacteria DNAs ex-
tracted by CTAB/NaCl method

1. 嗜水气单胞菌；2. 迟缓爱德华氏菌(南京)；3. 迟缓爱德华氏菌(福

建)；4. 地衣芽孢杆菌；5. 大肠杆菌；6. 蜡样芽孢杆菌；7. 霍乱弧菌

实验室分离株1；8. 霍乱弧菌实验室分离株2；9. 单增李斯特氏菌；

10. 金黄色葡萄球菌；11. 沙门氏菌考核样品 A；12. 沙门氏菌考核

样品B；13. 鼠伤寒沙门氏菌标准株；14. 肠炎沙门氏菌标准株；15.

λDNA/Hind III+EcoR I marker。

图3    hut 基因和 invA 基因的 PCR 检测结果

Fig.3     PCR detection results of hut gene and invA gene

A. hut基因；B. invA基因；1. 嗜水气单胞菌；2. 迟缓爱德华氏菌(南

京)；3. 迟缓爱德华氏菌(福建)；4. 地衣芽孢杆菌；5. 大肠杆菌；6.

蜡样芽孢杆菌；7. 霍乱弧菌分离株1；8. 霍乱弧菌分离株2；9. 单增

李斯特氏菌；10. 金黄色葡萄球菌；11～14. 4株沙门氏菌分离株；15.

沙门氏菌考核样品A；16. 沙门氏菌考核样品B；17. 空白对照(ddH2O)；

18. 鼠伤寒沙门氏菌标准株；19. 肠炎沙门氏菌标准株；20. 100 bp DNA

marker。

图4     PCR反应条件的优化结果

Fig.4    Optimizing results of PCR reaction condition

A. 迟缓爱德华氏菌(福建)的hut基因；B. 鼠伤寒沙门氏菌的hns基因；

C. 鼠伤寒沙门氏菌的invA基因；D. 鼠伤寒沙门氏菌的hilA基因；E.

鼠伤寒沙门氏菌的hut基因；1～7. 退火温度为45、47.4、50.3、51.7、

53.1、54.6、55.9℃；8. 100bp DNA marker。
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缓爱德华氏菌(福建)的hut基因扩增条带随退火温度的升

高而逐渐减弱，6 0、6 2℃时无条带产生。鼠伤寒沙门

氏菌标准株的四种基因随退火温度的升高，除 hns 基因

62℃时产量有所降低外，其他PCR 产物的量均无明显的

变化，因此，选取 60℃作为扩增四种基因的退火温度。

2.4 四种基因的 PCR 检测结果

以选定的PCR反应条件对14个菌株和两份考核样品

进行四种基因的检测，结果如图 5 所示。每种基因的扩

增结果中，背景清晰、无杂带产生，考核样品 A 、沙

门氏菌的实验株和标准株均为明亮、清晰的单一条带，

而非沙门氏菌均未扩增到任何条带，结果很理想。考

核样品 B 的四种基因检测结果均为阴性，表明不含有沙

门氏菌。对考核样品 A 、B ，我们同时进行了常规检

测，结果与 PCR 检测结果一致。因此，我们建立的 PCR

反应条件(94℃预变性 5min；94℃变性 40s，60℃退火

40s，72℃延伸 50s，40 个循环；72℃延伸 5min)应用

于沙门氏菌四种基因的同时检测是可行的。

3 讨  论

现有的参考文献中，D N A 提取较多。煮沸法是一

种简便的方法，但提取的 D N A 浓度和纯度不够理想，

会影响 P C R 检测结果，降低检测灵敏度和准确性，重

复性不好。使用 CTAB/Na Cl 法，虽然所用时间较煮沸

法长，但提取到的 D N A 浓度和纯度较理想，从而保证

P C R 检测结果的可靠性。在开始多次的试验中，我们

发现，用煮沸法提取经鉴定是沙门氏菌的 D N A ，P C R

结果却为阴性，而改用CTAB/NaCl 法提取后才扩增到目

的条带。因此，在实际检测工作中，我们建议尽量选

用 CTAB/NaCl 法提取 DNA，以避免假阴性结果的出现。

在现有的沙门氏菌PCR 检测研究报道中，PCR 反应

条件不同，我们在综合多人研究的基础上，选取了反

应条件，并以 hut 基因和 invA 基因做了初测，发现退

火温度不够高，因此，对退火温度进行了优化。用优

化后的 P C R 反应条件进行检测，结果很理想，且反应

时间较短，仅需 2 h 就可完成。建立的这套反应条件同

时适合四种基因的检测，为下一步开展沙门氏菌的多重

P C R 检测奠定了基础。
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14. 4株沙门氏菌分离株；15. 沙门氏菌考核样品A；16. 沙门氏菌考核

样品B；17. 空白对照(ddH2O)；18. 鼠伤寒沙门氏菌标准株；19. 肠炎

沙门氏菌标准株；20. 100 bp DNA marker。

图5    沙门氏菌四种基因的PCR检测结果

Fig.5      PCR detecting results of four genes of Salmonella


