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摘 要：本文主要介绍了食源性沙门氏茵污染的危害，并探讨了几种常见的先进的快速检测方

法。这些快速检测方法对于沙门氏茵的检测具有良好的应用前景。
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Abstract：This passage mainly introduced the impairment of food—borne salmonella，and several mainly

and advanced detection methods for it were also discussed．These rapid detection methods were of good

application for detecting salmonella．

Key words：food-borne；Salmonella；rapid detection

中图分类号：TS201．3 文献标识码：B 文章编号：100l一8123(2008)10-0067-04

0 引言

沙门氏菌是引起食物中毒的重要病原菌。在世

界各国的各类细菌性食物中毒中，沙门氏菌引起的

食物中毒常居榜首。沙门氏菌病的临床症状主要包

括头痛、恶心、腹痛、寒战、呕吐、腹泻和发热，

对人危害很大。Thunberg等人11I指出沙门氏菌是一

种与水果、蔬菜相关的细菌性肠病原体。在英国，

食物中毒就以沙门氏菌为首位，美国则为第二位。

我国内陆地区食物中毒则以沙门氏菌为首位。世界

上最大的一起沙门氏菌食物中毒是l 9 5 3年于瑞典

由于猪肉引起的鼠伤寒沙门氏菌中毒，7 7 l 7人中

毒，9 0人死亡。沙门氏菌菌型繁多，已确认的沙门

氏菌有2 500个以上的血清型。

沙门氏菌是肠杆菌科(Enterobacteriaceae)沙门

氏菌属(Salmonella)的革兰氏阴性需氧或兼性厌氧杆

菌，菌体大小为(1～3)“in×(0．4～0．6)u m，无

芽孢，一般无荚膜，除鸡白痢沙门氏菌和鸡伤寒沙

门氏菌外，大多有周身鞭毛。沙门氏菌对营养要求

不高，分离培养常采用肠道选择鉴别培养基。生化

反应对本属菌的鉴别具有重要参考意义。该属细

菌不液化明胶，不分解尿素，不产生吲哚，不发酵

乳糖和蔗糖，能发酵葡萄糖、甘露醇、麦芽糖和卫

芽糖，大多产酸产气，少数只产酸不产气。V P试

验阴性，有赖氯酸脱羧酶。D N A的G+C含量为

5 0～5 3％。对热抵抗力不强，在60℃，1 5分钟可

被杀死。在水中存活2～3周。在5％的石炭酸中，

5分钟死亡。

有关沙门氏菌的检测方法的研究表明，传统

沙门氏菌检测方法，由于其检测周期长、漏检率
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高、程序复杂、所需试剂繁多等缺点已远远不能满

足现代检测要求。因此，多年来，建立快速而准确

的检测方法一直是沙门氏菌检验研究的核心问题。

目前，主要有以下几种。

1 分子生物学方法

1．1 聚合酶链反应技术

P C R技术因具有简便，快速、敏感性高和特异

性强的优点，现已广泛应用于微生物检测、遗传病

诊断等领域。

在鄢志刚等人【：I的研究中，免疫胶体金技术、

直接ELISA、PCR法对鸡蛋、水样、牛奶、猪肉，

牛肉、虾仁等样品4 0 1份进行沙门氏菌检测，并与

常规国标方法对比，直接ELISA法的敏感性和特异

性达100％和97．3％，免疫胶体金技术敏感性和特

异性达100％和95．3％，PCR法的敏感性和特异性

均为1 00％。通过对样品的检测，最终确定较优化的

沙门氏菌检测程序。P C R法的特异性优于免疫胶

体金技术和直接ELISA法。

Sunil等人⋯用浓缩肉汤培养基和P C R联合方

法建立了一种迅速的，敏感的，有效的检测食源性

沙门氏菌的方法。该方法比传统的检测法耗时短。

该法能检测出4CFU沙门氏菌／259食品样品。用

两种合成引物，分别是TSll和TS4，一个1．2kb

的片段被放大，作为扩增引物。反应产生了一个单

独的沙门氏菌的条带，使分析简单化。

黄金林等人f41根据沙门氏菌组氨酸转运操纵子

基因序列设计引物，对沙门氏菌属A～F各群中共

l 5株沙门氏菌标准菌株，2 7株沙门氏菌现场分离

菌株和其他1 0株非沙门氏菌菌株进行聚合酶链反

应(PCR)扩增，结果沙门氏菌均出现495bp特异性

DNA扩增条带，所有对照均未出现特异条带，提示

这对引物具有很强的沙门氏菌属特异性。P C R敏

感性试验显示，该体系能检出1 4Pg以上的沙门氏菌

DNA。通过对5种不同的DNA模板提取方法的比

较，选择操作简便，快速、成本低廉的热裂解法。采

用该方法，对生鲜奶样进行检测，经与国家标准卫生

检验方法相比较，两者符合率达l 00％。

1．2荧光定量PCR

荧光实时定量P C R技术是近年来广泛应用于

快速检测的现代方法之一，它不仅实现了对D N A

的定量检测，而且具有较高的敏感性、特异性、可

靠性和时效性，且自动化程度高。无污染性，能够

同时完成多样品的扩增及定量，适宜于大批样品的

检测。

@暖塑68
⋯．⋯．．．：⋯，．．⋯⋯．．．⋯

钟伟军等人⋯研究发现，根据编码鼠伤寒沙门

氏菌肠毒素stn基因的核苷酸序列设计1对引物和

荧光探针，通过对荧光定量P C R反应体系和反应条

件的摸索，建立了检测沙门氏菌的核酸荧光定量

P C R方法。对该方法的特异性与敏感性研究结果

显示，该方法检测沙门氏菌结果均为阳性，而非沙门

氏菌均为阴性；对带有沙门氏菌肠毒素Stn基因的

阳性质粒的检测敏感性为4个／u L。用该方法对

人工污染沙门氏菌的鲜猪肉和鲜鸡蛋进行检测，当

检样中沙门氏菌初始含菌量分别为l C F U／g(鲜猪

肉)和lCFu／g(鲜鸡蛋)，经过12h的增菌后，检测结

果均为阳性。该方法具有简便、快速、特异性强、

敏感性高等特点。此研究为食品中沙门氏菌快速

检测试剂盒的研制打下了良好的基础。

另外，Patricia等人【6|的研究则采用一种新的多

重单管装置实时P C R技术来检测沙门氏菌，研究

包括设计一种新的特异的沙门氏菌探针。反应条

件调整到同时放大和检测特殊的片段，如复制起

点片段顺序。分析用SYBR Green I RTi-PCR方

法得溶解曲线，表明T m值证明了对片段的放大是

有效的。确定了TapMan RTi—PCR技术，使用荧

光标记特殊的探针自动检测技术。

O’Connell等人|71研究了应用实时PCR技术定

量检测沙门氏菌时对电离辐射的作用。通过用三

种商用试剂盒，在肉汤培养基中受到辐射的沙门

氏菌中，InstaGene Matrix是最有效的准备模板

DNA程序。最低检测水平是3log单位／1000个沙

门氏菌。然而，当纯培养的沙门氏菌在3和5 k G Y

剂量下辐射，比起在0一lkGY下辐射，CT值会增

加l～1．5倍。这表明辐射处理或许或使细菌计数

偏低，因为辐照导致了D N A片段损伤。

1．3基因因芯片技术

又称为0NA芯片或者ON A微阵列是生物芯片

技术中发展最成熟和最先实现商品化的技术。它

是基于核酸探针互补杂交技术原理而研制的。唐

晓敏等人18I应用该技术于水中致病菌的快速检测，

通过对分离的2 0株细菌(包括沙门氏菌、志贺氏菌

和金黄色葡萄球菌等)进行了基因芯片的杂交检测，

并用传统方法对这些细菌株进行了鉴定，基因芯片

检测结果与传统方法鉴定结果的一致性为9 5％。

靳连群等人【91采用基因芯片技术对水中常见肠

道致病菌进行检测和鉴定，对涉及9个菌属的1 4 3

株致病菌在相同的条件下了进行杂交检测，得到

菌属(科)特异性的杂交图谱，从而达到对细菌进行

检测鉴定的目的。常见食源性致病菌基因芯片鉴
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定技术，可为常规细菌检验方法的最终鉴定提供

进一步佐证，尤其在一些培养条件苛刻的致病菌

(产单核李斯特菌、弯曲杆菌等)的鉴定，以及在V I

下E K仪无法鉴定和手工鉴定判断误差大的情况

下，基因芯片方法将发挥其独特的技术性优势，大

大提高检验鉴定结果的准确性。目前已有定型的

产品用于食品中病原菌的检测，可以肯定这种检

测技术有着良好的发展前景。

2免疫学方法

2．1酶联免疫吸附

l 977年，Kryinski与Heimsch首次将酶联免

疫吸附测定法(Enzyme Linked Immunosorbent

Assay，简称ELISA)用于食品沙门氏菌的检测。

在检测猪感染沙门氏菌时总能发现不同的E

LISA有大的偏差。因此Mainar—Jaime等人1101通过

用Bayes氏法对两种商业测定(Svanovir TM和

HerdCheck TM)的准确性进行了评价，以此来检

测猪胴体的沙门氏菌抗体的检测水平。研究结果

表明，两种检测方法的整体的细菌学相对感受性

都低(30％)，但是Svanovir TM的相对特异性比

HerdCheck TM显著性低(88％比95％)。但是两种

方法都不能检测到猪感染一些沙门氏菌的血清型B

和C 1。

2．2免疫磁性分离技术

H ag ren等人f111，用免疫磁珠分离法和实时

P CR结合，建立起一个8小时的检测系统。样品制

备在肉汤中扩增6小时，然后用免疫磁珠颗粒收集

沙门氏菌。然后清洗颗粒，使用P C R反应器，反

应器中用干的特异性反应试剂和内部放大装置。

P C R是用一种新的实时荧光敏感标签技术进行的。

定性分析结果是自动给出的，在样品加入后4 5分

钟可得到。整体的准确性，敏感性，特异性分别是

99．1％，98．4％和100．0％。

2．3 mini VIDAS

VIDAS沙门氏菌试剂盒(SLM)是检测食品和环

境样品中沙门氏菌的全自动酶免疫分析技术。沙门

氏菌抗原复杂，通过对菌体(O)脂多糖和鞭毛(H)蛋

白抗原的鉴别可区分为2200个血清型。VIDASSLM

技术应用针对(O)和(H)抗原的高特异性单克隆抗体，

能够检测有动力或无动力的沙门氏菌|I21。VIDAS系

统自动完成全部实验程序。

3 沙门氏菌显色培养基法

以选择性培养基为基础，经过改良，使目标菌

在培养基上的菌落显示出一定颜色，便于识别。其

原理是利用细菌特有生理生化反应，使培养基中指

示剂产生颜色变化，以将目标菌与其他菌区分‘l】。

其操作简便，即将食品样品增菌后直接划平板，置

3 7℃培养l 8—24h，取出并观察培养皿上生长菌落

的颜色。此外，其它沙门氏菌检测方法还有电导测

定法，增菌血清学方法、微量热量测定法、生物发

光法等等。

4环状介导的等温放大测定法(LAMP)

Okamura等人1131，用环状介导的等温放大测定

法(LAMP)检测09沙门氏菌特异的插入成分片段，

在实验室水平上评估了该法在农田条件下的潜在

性。LAMP检测法的检测限是1 0 3CFU／m1，比

PCR法更敏感(106CFU／m1)。用LAMP法只需30

分钟，而P C R需要l 20分钟。总之，LAMP法是

对O 9属沙门氏菌血清型的一种有效地特异的检

测方法。

5 SPR传感器快速检测

根据S P R生物传感器实时检测和高灵敏度的

特点将其应用于食品中沙门氏菌的快速检测。通

过采用亲和素一生物素系统保证检测的准确性，利

用沙门氏菌抗体的免疫吸附反应，保证结果的特异

性；引入复合抗体作为第二抗体放大检测的响应信

号，使S P R生物传感器检测到沙门氏菌的浓度为

l 0 5C F U／ml，并建立了细菌浓度与折射率对应的标

准曲线。整个检测过程在1 h以内完成，实现了快速

检测。但由于检测到的细菌浓度较高，因此要提高

实际应用价值需要进一步扩大传感器的检测限，相

关研究正在进行中【l 41。

6 结论

近年来，人们一直致力于研究沙门氏菌的检测

方法，但传统的检测方法，既消耗人力物力，又浪费

时间，食品在上市前是否受到沙门氏菌的污染不能

得到很好的检测。因此，科研工作者们一直在探索

沙门氏菌的快速检测方法。随着分子生物学技术

和免疫学技术的迅速发展，涌现出许多快速检测方

法，其缩短了检测时间，提高了对致病菌的检测效

率，也明显提高了检测方法的特异性和灵敏度。有

关部门和食品企业应在此基础之上对沙门氏菌的

检测技术进行更深入的研究，研制出更快、更有效

的检测方法，以保证食品的安全性和消费者的身体

健康。
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