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摘  要：【背景】原料乳质量控制是乳制品生产流程中的关键环节，沙门氏菌是污染原料乳的主要

致病菌之一。随着生物检测技术的不断发展，建立用于快速检测原料乳中沙门氏菌的实用型方法

具有重要意义。【目的】评价可视化环介导恒温扩增技术 (visual loop-mediated isothermal 

amplification，V-LAMP)和实时荧光环介导恒温扩增技术 (real-time fluorescence loop-mediated 

isothermal amplification，RF-LAMP)方法快速检测原料乳中沙门氏菌的实效性。【方法】建立沙门氏

菌 LAMP 反应体系和反应条件，对比 V-LAMP 和 RF-LAMP 两种方法的特异性、灵敏度、稳定性及

其应用于实际样品检测的效用。【结果】采用 V-LAMP 和 RF-LAMP 方法检测沙门氏菌标准菌株，

其结果均为阳性，检测非沙门氏菌标准菌株其结果均为阴性；该两种方法的检出限为 13 CFU/mL，

检测重复率均为 100%；经检测 10 份人工污染样品，该两种方法的检测结果与实际结果高度一致；经

检测 73 份实际样品，相对于标准方法，该两种方法其相对特异性分别为 94.12%和 92.65%，相对敏

感度分别为 100%和 100%，相对准确率分别为 94.52%和 93.15%，一致性 χ2 值分别为 2.25 和 3.20，

与标准方法无明显差异(P>0.05)。【结论】V-LAMP 和 RF-LAMP 方法检测特异性好、灵敏度高、稳定

性好，适用于原料乳中沙门氏菌的快速检测。 

关键词：可视化，实时荧光，环介导恒温扩增技术，原料乳，沙门氏菌，快速检测，效用评价 
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Abstract: [Background] Quality control of raw milk is a key part in the production process of dairy 
products. Salmonella is one of the main pathogenic bacteria that can contaminate raw milk. With the 
development of biological detection technology, it is of great significance to establish a practical method 
for rapid detection of Salmonella in raw milk. [Objective] To evaluate practical application effect of rapid 
Salmonella detection in raw milk by visual loop-mediated isothermal amplification (V-LAMP) and 
real-time fluorescence loop-mediated isothermal amplification (RF-LAMP), respectively. [Methods] We 
established the LAMP reaction system and optimized the reaction conditions, then tested and compared the 
specificity, sensitivity, stability and effectiveness in practical samples detection by using V-LAMP and 
RF-LAMP methods, respectively. [Results] Through the rapid detection of V-LAMP and RF-LAMP, all 
Salmonella standard strains were detected positive, while all non-Salmonella standard strains were 
negative. The limit of detection for the two methods was calculated to 13 CFU/mL. The detection 
accordance rate of the two methods were both 100%. The results obtained by detecting Salmonella in    
10 artificial contaminated samples were highly consistent with the actual results. With respect to the result 
obtained by conventional detection method in the 73 real samples, the relative specificity of the two 
methods were respectively 94.12% and 92.65%, the relative sensitivity were respectively 100% and 100%, 
the relative accuracy were respectively 94.52% and 93.15%, and the χ2 value for consistency analysis were 
respectively 2.25 and 3.20, showing that no significant difference was found in the results above by the 
three mentioned methods (P>0.05). [Conclusion] V-LAMP and RF-LAMP methods show good specificity, 
high sensitivity, and high consistency, which makes them applicable for rapid detection of Salmonella in 
raw milk. 

Keywords: Visual, Real-time fluorescence, Loop-mediated isothermal amplification, Raw milk, Salmonella, 
Rapid detection, Effectiveness evaluation 
 

沙门氏菌(Salmonella)属于一种肠杆菌科的革

兰氏阴性直杆菌，广泛分布于自然界中，是常见的

食源性致病菌之一，其血清型繁多(截至目前已发

现多达 2 200 种)，具有极强的传播性[1-2]。沙门氏

菌可通过多种食物、饲料以及粪便等感染、寄生于

人和动物的肠道中，并引发胃肠炎、肠热症、败血

症、伤寒、流产甚至是中毒死亡等病症，严重威胁

着人和动物的生命健康[1-3]。据统计，在全球报道

的所有食源性致病菌中毒患者中，由沙门氏菌感

染的患者其占比高居首位，而在我国该占比更是高

达 70%−80%[4]。在日常生活中，沙门氏菌可通过

被其污染的食物进入体内，若超过一定的量(如

106−107 CFU/g)，便可造成机体感染中毒，因此，

各类法规均规定在乳品类、水产类以及肉制品类等

食物中不得检出沙门氏菌[5]。随着社会的发展，营

养丰富的乳制品已然是人们日常生活中不可或缺

的食品，乳制品的食用安全性，尤其是在其生产过

程中的各项质量管控被人们高度重视。原料乳品质

的好坏直接关系到乳制品质量的优劣，而在乳制品

的生产和加工环节中，原料乳又极易被多种致病菌
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污染。其中，以沙门氏菌为例，一旦原料乳被其污

染，便可随之进入到生产中的各个环节，造成大面

积污染，而且其产生的大量毒素残留会最终进入到

各类乳制品中，具有极强的传播性和危害性，因此，

对原料乳进行严格的沙门氏菌检测和控制是确保

乳制品安全的重要环节之一[6-8]。当前，食品中沙

门氏菌的检验一般遵照国标 GB 4789.4-2016[9]中

给出的预增菌、增菌、可疑菌分离、生化鉴定以及

血清学试验等方法进行检验，该过程需要熟练技术

人员并配置专门实验条件才能完成，普遍存在操作

繁琐、耗时长、成本高等不足之处。加之原料乳保

鲜时间短，后续又有紧凑的生产加工环节，因此很

有必要研究建立一种简便快速且适用于原料乳中

沙门氏菌检测的方法。 

环介导等温扩增技术(loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP)是由 Notomi 等最先报道提出

的一种分子检测技术，其原理是针对被检测目的基

因的 6 个序列区段设计 4 条特异性引物(包括 FIP、

BIP、F3、B3)，在具有链置换特性的 Bst DNA 聚

合酶作用下，在恒温条件下实现对目的基因的高效

扩增，期间通过相关辅助手段观测扩增产物，从而

实现对含有该目的基因物种的快速检测[10]。目前，

LAMP 技术已被广泛应用于致病微生物的检测中，

且有关沙门氏菌的 LAMP 检测方法也多有报道，

如欧新华等建立了基于 LAMP 技术的沙门氏菌属

检测方法，并经电泳法评价其效用[11]；徐义刚等

建立了通过观察反应产物浊度判断结果的沙门氏

菌 LAMP 方法[12]；关玉婷等建立了一种以羟基萘

酚蓝为显色指示剂的沙门氏菌可视化 LAMP 检测

方法[13]；Yang 等建立了一种检测食品和饲料中沙

门氏菌的 LAMP 实时生物荧光分析方法[14]；Liu

等建立的多重 LAMP 方法可经观测产物溶解曲线

有效区分沙门氏菌和副溶血性弧菌[15]；Hu 等通过

一种新型的实时荧光 LAMP 方法成功检测肠炎沙

门氏菌[16]。上述方法各采用了不同的 LAMP 扩增

产物观测手段，虽然均能检测到沙门氏菌，但其具

体效果不一，或无具体论述，或其检测体系尚需要

进一步优化和验证，尤其是涉及原料乳中沙门氏菌

检测的相关实际应用报道较少提及。因此，本研究

拟建立两种沙门氏菌 LAMP 检测方法，分别为以

钙黄绿素为指示剂的 V-LAMP 方法[17]和以 SYBR 

Green Ⅰ为荧光染料的 RF-LAMP 方法[18]，经特异

性、灵敏度、稳定性以及原料乳样品检测等试验，

综合评价两种方法的实际检测效用，为原料乳中沙

门氏菌的快速检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

8 株沙门氏菌标准菌株，包括鼠伤寒沙门氏菌

(Salmonella typhimurium) ATCC14028、鼠伤寒沙门

氏菌(S. typhimurium) CMCC(B)50115、肠炎沙门氏

菌(S. enteritidis) CMCC(B)50335、甲型副伤寒沙门

氏菌(S. paratyphi A) CMCC(B)50093、乙副伤寒沙

门氏菌(S. paratyphi B) CMCC(B)50004、乙副伤寒

沙门氏菌(S. paratyphi B) CMCC(B)50094、伤寒沙

门氏菌(S. typhi) CMCC(B)50071 和伤寒沙门氏菌  

(S. typhi) CMCC(B)50098；38 株非沙门氏菌标准菌

株 ， 包 括 大 肠 埃 希 氏 菌 (Escherichia coli) 

CMCC(B)44102 、 表 皮 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 

epidermidis) CMCC(B)26069、大肠埃希氏菌(E. coli) 

ATCC8739 、 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus subtilis) 

ATCC6633 、 小 肠 结 肠 炎 耶 尔 森 氏 菌 (Yersinia 

enterocolitica) CMCC(B)52204 、 大 肠 埃 希 氏 菌

O157:H7 (E. coli O157:H7) NCTC12900、奇异变形

杆菌(Proteus mirabilis) CMCC(B)49005、单核细胞

增 生 李 斯 特 菌 (Listeria monocytogenes) 

ATCC19115、空肠弯曲杆菌(Campylobacter jejuni) 

ATCC33291 、 白 色 念 珠 菌 (Candida albicans) 

ATCC10231 、 英 诺 克 李 斯 特 菌 (L. innocua) 

ATCC33090 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus 

aureus) CMCC(B)26003、嗜肺军团菌 (Legionella 

pneumophilia) ATCC33152 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌     

(S. aureus) ATCC25923、金黄色葡萄球菌(S. aureus) 
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ATCC6538 、 铜 绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

aeruginosa) CMCC(B)10104、生孢梭菌(Clostridium 

sporogenes) ATCC19404、肺炎链球菌(Streptococcus 

pneumoniae) CMCC(B)31001 、 蜡 样 芽 孢 杆 菌    

(B. cereus) ATCC11778、肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella 

pneumoniae) CMCC(B)46117 、 鲍 氏 志 贺 氏 菌

(Shigella boydii) ATCC9207 、 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌

(Citrobacter freundii) ATCC43864、痢疾志贺氏菌 

(S. dysenteriae) CMCC(B)51056、斯氏李斯特氏菌 

(L. seeligeri) ATCC35967 、 创 伤 弧 菌 (Vibrio 

vulnificus) ATCC27562 、 粪 肠 球 菌 (Enterococcus 

faecali) ATCC33186 、 副 溶 血 性 弧 菌            

(V. parahaemolyticus) ATCC33847、苏云金芽胞杆

菌(B. thuringiensis) ATCC10792、阪崎克罗诺杆菌

(Cronobacter sakazakii) ATCC51329、格氏李斯特氏

菌 (L. grayi) ATCC25401 、 蕈 状 芽 胞 杆 菌         

(B. mycoides) ATCC10206、 甲 型 溶 血 性 链 球 菌

(Streptococcus hemolytic-α) CMCC(B)32213、溶藻

弧菌(V. alginolyticus) ATCC 17749、伊氏李斯特氏

菌(L. ivanovii) ATCC19119、乙型溶血性链球菌  

(S. hemolytic-β) CMCC(B)32210、粘质沙雷氏菌

(Serratia marcescens) ATCC14041、 产 气 肠 杆 菌

(Enterobacter aerogenes) ATCC13048 和普通变形

杆菌(P. vulgaris) CMCC(B)49027。以上菌株均由

广东环凯微生物科技有限公司提供。 

1.2  主要试剂和仪器 

缓冲蛋白胨水(buffered peptone water，BPW) 

(225 mL 装)、四硫磺酸钠煌绿增菌液(10 mL 装)、

亚硒酸盐胱氨酸增菌液(10 mL 装)、亚硫酸铋琼脂、

沙门氏菌显色培养基、三糖铁琼脂、沙门氏菌生化

鉴定试剂盒，广东环凯微生物科技有限公司；细菌

基因组 DNA 提取试剂盒、DNA 分子量标准 Marker 

LD 100 bp Ladder Plus，广州东盛生物科技有限公

司；甜菜碱、Tris-Base、MgCl2、盐酸、十二烷基

硫酸钠、钙黄绿素、乙二胺四乙酸二钠，广州化学

试剂厂；Bst DNA 聚合酶以及 10×ThermoPol Buffer，

NEB 公司；SYBR Green I，Lumiprobe 公司；引物，

生工生物工程(上海)股份有限公司。73 份原料乳样

品取自光明乳业在不同厂区的奶罐车，其中，广州

地区 14 份，北京地区 34 份，上海地区 25 份，另外

10 份用于人工污染试验的原料乳样品取自广州地区。 

实时荧光定量 PCR 仪，ABI 公司；自动螺旋

接种仪，Don Whitley Scientific 公司；电泳仪，上

海天能科技有限公司；凝胶成像分析系统，UVItec

公司；恒温金属浴，杭州博日科技股份有限公司；

超微量分光光度计，Implen 公司。  

1.3  方法 

1.3.1  LAMP 最优反应体系和反应条件的建立 

选用已报道的沙门氏菌特异性基因 invA[19]为

检测靶基因，并根据 NCBI 数据库中公布的 invA 

(登录号为 U43238.1)基因序列，通过在线软件

Primer Explorer V5 (http://primerexplorer.jp/ 

lampv5e/index.html)设计得到 LAMP 引物组，该引

物组详细信息见表 1。合成表 1 中的引物 F3、

B3、LF、LB、FIP 和 BIP，并按照特定浓度比例

(F3:B3:LF:LB:FIP:BIP=1:1:4:4:8:8，1 代表 0.2 μmol/L)

加入至 LAMP 反应体系中，预先设置该 LAMP 反

应中涉及的主要反应参数梯度值，逐一进行试

验，其反应产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳观察，并

根据梯状条带强弱获取各个参数对应的最优值。

另外，本研究涉及的 V-LAMP 方法即向以上反应 

 
表 1  LAMP 反应所需的引物信息 
Table 1  The primers used for the LAMP reaction 
Primers 
name 

Sequence (5′→3′) 

F1c GCAACACATAGCCAAGCTCC 

B1c GAACGCGCTTGATGAGCTTT 

F2 CAGTATTTCTGGGTAACGCA 

B2 ATACCGAAATATTCATTGACGT 

F3 CATCAGCAAGGTAGCAGT 

B3 AGCATATGTTTTGTTTCCTGA 

LF GGAGTTTCTCCCCCTCTTCA 

LB ACCACTGTCTGGCGGTGAC 

FIP GCAACACATAGCCAAGCTCCCAGTATTTCTGGG
TAACGCA 

BIP GAACGCGCTTGATGAGCTTTATACCGAAATATTC
ATTGACGT 
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体系中加入钙黄绿素显色液[20]，在恒温金属浴中

反应，通过观察反应产物颜色变化判定结果；

RF-LAMP 方法即向以上反应体系中加入荧光染料

SYBR Green I[21-22]，在荧光定量 PCR 仪中反应，

通过实时观察荧光曲线图判定结果。 

1.3.2  特异性试验 

分别取 38 株标准菌株纯菌培养物，经热裂解

法制备其对应的 DNA 样品，具体操作步骤为：取

30 μL 无菌水于 PCR 管中，向其中挑取标准菌株

纯菌培养物并充分悬浮，通过恒温金属浴 99 °C 热

裂解 10 min，12 000 r/min 离心 15 min，上清即为

待检的 DNA 样品，可在−20 °C 存放待用。分别通

过 V-LAMP 方法和 RF-LAMP 方法检测上述制备

的 38 份 DNA 样品，期间每份 DNA 样品设置 3 个

平行测试，并观察统计结果。 

1.3.3  灵敏度试验 

(1) 精提取 DNA 测试 

向 BPW 中接入沙门氏菌 CMCC(B)50071 纯菌

培养物，36±1 °C 培养 18−24 h 后取该增菌液，参

照细菌基因组 DNA 提取试剂盒精提取对应的

DNA ， 并 经 超 微 量 分 光 光 度 计 测 定 浓 度 为       

37 ng/μL。通过无菌水梯度稀释该精提取 DNA，依

次稀释 101、102、103、104、105、106、107 和        

108 倍，得到对应浓度分别为 3.7×100、3.7×10−1、

3.7×10−2、3.7×10−3、3.7×10−4、3.7×10−5、3.7×10−6

和 3.7×10−7 ng/μL 的 8 份稀释 DNA 样品，该 8 份

样 品 各 取 3 μL 分 别 通 过 V-LAMP 方 法 和

RF-LAMP 方法检测，期间每份 DNA 样品设置    

3 个平行测试，并观察统计结果。 

(2) 纯菌培养物测试 

挑取沙门氏菌 CMCC(B)50071 纯菌培养物置

于 27 mL 无菌生理盐水中，充分悬浮，并通过无

菌生理盐水梯度稀释该菌悬液，依次稀释 101、102、

103、104、105、106、107 和 108 倍，得到 8 份纯菌

稀释液样品。各取以上 8 份样品制备对应的 DNA

样品 3 μL 分别通过 V-LAMP 方法和 RF-LAMP 方

法检测，期间每份 DNA 样品设置 3 个平行测试。

其中，DNA 样品具体制备方法为：取 100 μL 纯菌

稀释液样品于 PCR 管中，以 6 000 r/min 的速度离

心 5 min，去除上清，加入 30 μL 无菌水充分悬浮，

后续参照 1.3.2 进行操作。另外，各取以上 8 份纯

菌稀释液样品 100 μL，参照 GB 4789.2-2016[23]，

经螺旋计数法测定其各自对应的含菌量。比对上述

LAMP 方法检测和螺旋计数结果，并通过公式[检

出限(CFU)=本 V-LAMP 方法或 RF-LAMP 方法检

测为阳性结果所对应的最高稀释倍数的 100 μL 纯

菌稀释液含菌量/10]换算得到其检出限。LAMP 方

法检测取样量为 3 μL，即约为制备的每份 30 μL

纯菌稀释液 DNA 样品的 1/10。 

1.3.4  稳定性试验 

根据研究得到的 LAMP 最优反应体系，分别配

制 V-LAMP 和 RF-LAMP 方法对应的反应预混液，并

参照 1.3.3 中精提取 DNA 灵敏度测试结果，以浓度约

为 3.7×10−3 ng/μL 的沙门氏菌精提取 DNA 为阳性检

测样品，以无菌水为阴性检测样品，在不同的检测时

间、实验室和检测人员条件下，分别进行 V-LAMP

和 RF-LAMP 方法测试，上述同一测试反应均设置  

10 个平行反应，统计分析其检测结果，其中，重复   

率=检测结果同实际结果一致数/检测总数×100%。 

1.3.5  原料乳样品中沙门氏菌检测效用的比较 

(1) 人工污染样品检测 

参照 1.3.3 中纯菌培养物灵敏度测试结果，取

沙门氏菌 CMCC(B)50071 纯菌培养物，通过无菌

生理盐水以 10 倍比梯度稀释，辅以螺旋计数，判

定其各稀释液对应的含菌量，最终得到浓度约为

1.3×102 CFU/mL 的稀释液，记作阳性菌稀释液。

取来自于广州奶厂的原料乳样品 10 份，参照 GB 

4789.4-2016[9]，经标准方法检测并确证其中未受沙

门氏菌污染，取 10 份 225 mL 装 BPW，向其中依

次对应加入上述 10 份原料乳样品 25 mL，充分混

匀，并依次取该混合液 9 mL 置于对应的 10 个无菌

试管中，最后分别向上述 10 个试管加入 1 mL 阳性
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菌稀释液，充分混匀，并各取 1 mL 混合液制备相

应的 DNA 样品。具体制备步骤为：取 1 mL 混合

液于 1.5 mL 离心管中，以 6 000 r/min 的速度离心

5 min，去除上清，并加入 30 μL 无菌水，充分悬

浮，后续参照 1.3.2 中进行操作。该制备的 DNA

样 品 各 取 3 μL 分 别 通 过 V-LAMP 方 法 和

RF-LAMP 方法检测，每份 DNA 样品设置 3 个平

行测试，并观察统计结果。 

(2) 实际样品检测 

参 照 GB 4789.4-2016[9] ， 取 各 原 料 乳 样 品   

25 mL，加入到 225 mL 装 BPW 中，充分混匀，

36±1 °C 培养 18−24 h，取该增菌液 1 mL 制备实际

原料乳样品对应的 DNA 样品，具体步骤参照上述

人工污染样检测中 DNA 样品制备进行。该制备的

DNA 样品各取 3 μL 分别通过 V-LAMP 方法和

RF-LAMP 方法检测，每份 DNA 样品设置 3 个平

行测试。同时，另取上述各原料乳样品对应的增菌

液，并参照 GB 4789.4-2016[9]经标准方法检测。观

察并统计 V-LAMP 方法、RF-LAMP 方法以及标准

方法检测结果，其中，检出率=阳性检测结果样品

例数 /被检样品总例数×100%。另外，参照 ISO 

16140:2003[24]和 SN/T 2775-2011[25]，以标准方法为

参照方法，分别评价 V-LAMP 方法和 RF-LAMP

方法的相对特异性、相对敏感度、相对准确率以及

一致性。 

相对特异性=相对于标准方法检测结果同时

为阴性样品例数/(相对于标准方法检测结果同时

为阴性样品例数+相对于标准方法检测结果判定

为假阳性样品例数)×100%； 

相对敏感度=相对于标准方法检测结果同时

为阳性样品例数/(相对于标准方法检测结果同时

为阳性样品例数+相对于标准方法检测结果判定

为假阴性样品例数)×100%； 

相对准确率=(相对于标准方法检测结果同时

为阳性样品例数+相对于标准方法检测结果同时

为阴性样品例数)/总被检样品例数×100%。 

一致性通过卡方(χ2)检验，χ2=(|相对于标准方

法检测结果判定为假阳性样品例数−相对于标准

方法检测结果判定为假阴性样品例数 |−1)2/(相对

于标准方法检测结果判定为假阳性样品例数+相

对于标准方法检测结果判定为假阴性样品例数)。

当 χ2<3.84 时，表示被评价检测方法与参照方法无

统计学差异；当 χ2≥3.84 时，表示被评价检测方法

与参照方法有统计学差异[25]。 

2  结果与分析 

2.1  LAMP 最优反应体系和反应条件的建立 

通过一系列反应参数测试试验，取氯化镁最

优终浓度为 0.4 mmol/L、甜菜碱最优终浓度为  

1.2 mol/L、Bst DNA 聚合酶最优终浓度为 0.224 U/μL、

dNTPs 最优终浓度为 0.4 mmol/L、最优反应时间为

55 min 以及最优反应温度为 62 °C，见图 1。确定

总体积为 25 μL 的 LAMP 反应体系，具体为：反

应预混液(包括氯化镁、Bst DNA 聚合酶、dNTPs、

甜菜碱、10×buffer 2.5 μL、LAMP 引物组和无菌水) 

18 μL、显色液或荧光染料 4 μL、DNA 样品 3 μL。

另外，该 LAMP 反应体系的阴性、阳性样品反应

产物经琼脂糖凝胶电泳观察，阳性产物条带清晰，

阴性产物则未见条带，见图 2A。针对 V-LAMP 方

法，反应结束后通过肉眼观察并判读结果，反应产

物为荧光绿色时表示结果阳性，反应产物前后未出

现 明 显 变 色时 表 示 结 果阴 性 ， 见图 2B。 针 对

RF-LAMP 方法，出现 S 型扩增曲线表示结果阳性，

未出现 S 型扩增曲线表示结果阴性，见图 2C。另

外，在 RF-LAMP 反应体系中，设置不同的 SYBR 

Green I 浓度逐一进行测试，观察不同浓度的 SYBR 

Green I 对应的荧光曲线图，经对比该不同荧光曲

线、起峰高度差值以及起峰时间等，选取最优

SYBR Green I 浓度为 1.2×，见图 3A；同时将其对

应的反应产物经琼脂糖凝胶电泳观察，得知其各自

梯状条带强弱无明显差异，见图 3B。 
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图 1  LAMP 反应体系中不同组分浓度以及反应条件测试凝胶电泳图 
Figure 1  Gel electrophoretogram for the efficiency tests of LAMP reaction systems with different component 
concentrations and reaction conditions 
注：A：不同浓度的氯化镁反应凝胶电泳图，1−9 分别表示氯化镁浓度为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 和 0.9 mmol/L；

B：不同浓度的甜菜碱反应凝胶电泳图，1−8 分别表示甜菜碱浓度为 0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4 和 1.6 mol/L；C：不

同浓度的 Bst DNA 聚合酶反应凝胶电泳图，1−8 分别表示 Bst DNA 聚合酶浓度为 0.064、0.096、0.128、0.160、0.192、0.224、

0.256 和 0.288 U/μL；D：不同浓度的 dNTPs 反应凝胶电泳图，1−8 分别表示 dNTPs 浓度为 0.08、0.16、0.24、0.32、0.40、

0.48、0.56 和 0.64 mmol/L；E：不同反应时间对应的凝胶电泳图，1−8 分别表示反应时间为 5、15、25、35、45、55、65 和

75 min；F：不同反应温度对应的凝胶电泳图，1−8 分别表示反应温度为 59、60、61、62、63、64 和 65 °C. M：LD 100 bp Ladder 

Plus. 
Note: A: Gel electrophoretogram for the LAMP test with different concentrations of MgCl2, and 1−9 represent 0.1, 02, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 
0.7, 08 and 0.9 mmol/L, respectively; B: Gel electrophoretogram for the LAMP test with different concentrations of betaine, and 1−8 
represent 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4 and 1.6 mol/L, respectively; C: Gel electrophoretogram for the LAMP test with different 
concentrations of Bst DNA polymerase, and 1−8 represent 0.064, 0.096, 0.128, 0.160, 0.192, 0.224, 0.256 and 0.288 U/μL, respectively; 
D: Gel electrophoretogram for the LAMP test with different concentrations of dNTPs, and 1−8 represent 0.08, 0.16, 0.24, 0.32, 0.40, 0.48, 
0.56 and 0.64 mmol/L, respectively; E: Gel electrophoretogram for the LAMP test with different times, and 1−8 represent 5, 15, 25, 35, 
45, 55, 65 and 75 min, respectively; F: Gel electrophoretogram for the LAMP test with different temperature, and 1−8 represent 59, 60, 
61, 62, 63,64 and 65 °C, respectively; M: LD 100 bp Ladder Plus. 
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图 2  阴性、阳性结果对应的 LAMP 凝胶电泳图、V-LAMP 显色图以及 RF-LAMP 曲线图 
Figure 2  The positive and negative results of LAMP gel electrophoretogram, V-LAMP chromogram and RF-LAMP 
curve graph 
注：A：LAMP 凝胶电泳图；B：V-LAMP 显色图；C：RF-LAMP 曲线图. M：LD 100 bp Ladder Plus；+：阳性样品；–：阴性样品. 

Note: A: LAMP gel electrophoretogram; B: V-LAMP chromogram; C: RF-LAMP curve graph. M: LD 100 bp Ladder Plus; +: Salmonella 
positive result; –: Salmonella negative result. 
 

 
 

图 3  RF-LAMP 不同荧光染料浓度测试的曲线图以及其对应的凝胶电泳图 
Figure 3  Curve graph and gel electrophoretogram for the efficiency test of RF-LAMP reaction systems with different 
concentrations of fluorescent dye 
注：A：荧光曲线图；B：凝胶电泳图. M：LD 100 bp Ladder Plus；1−9 分别表示荧光染料浓度为 0.4×、0.6×、0.8×、1.0×、1.2×、

1.4×、1.6×、1.8×、2.0×. 

Note: A: Fluorescence curve graph; B: Gel electrophoretogram. M: LD 100 bp Ladder Plus; 1−9: The concentrations of fluorescent dye 
are 0.4×, 0.6×, 0.8×, 1.0×, 1.2×, 1.4×, 1.6×, 1.8× and 2.0×, respectively. 
 

2.2  特异性试验结果 

对于 8 株沙门氏菌标准菌株样品，经 V-LAMP

方法检测，其对应的反应管均表现为显著的荧光绿

色，结果为阳性；经 RF-LAMP 方法检测，均可观

察到显著的 S 型荧光扩增曲线，结果为阳性。对 

于 38 株非沙门氏菌标准菌株样品，经 V-LAMP 方

法检测，其对应的反应管在反应前后均未出现明显

颜色变化，结果为阴性；经 RF-LAMP 方法检测，

均未出现明显的 S 型荧光扩增曲线，结果为阴性。

V-LAMP 方法和 RF-LAMP 方法相比较，二者检测

结果完全一致，而且与菌株实际结果完全相符，具

体见表 2。 
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表 2  特异性结果汇总 
Table 2  Results summary of specific test 
菌株来源 

Strain source 

V-LAMP 方法 

V-LAMP method 

RF-LAMP 方法 

RF-LAMP method 

菌株来源 

Strain source 

V-LAMP 方法 

V-LAMP method 

RF-LAMP 方法 

RF-LAMP method 
ATCC14028 + + CMCC(B)10104 − − 

CMCC(B)50115 + + ATCC19404 − − 

CMCC(B)50335 + + CMCC(B)31001 − − 

CMCC(B)50093 + + ATCC11778 − − 

CMCC(B)50004 + + CMCC(B)46117 − − 

CMCC(B)50094 + + ATCC9207 − − 

CMCC(B)50071 + + ATCC43864 − − 

CMCC(B)50098 + + CMCC(B)51056 − − 

CMCC(B)44102 − − ATCC35967 − − 

CMCC(B)26069 − − ATCC27562 − − 

ATCC8739 − − ATCC33186 − − 

ATCC6633 − − ATCC33847 − − 

CMCC(B)52204 − − ATCC10792 − − 

NTCT12900 − − ATCC51329 − − 

CMCC(B)49005 − − ATCC25401 − − 

ATCC19115 − − ATCC10206 − − 

ATCC33291 − − CMCC(B)32213 − − 

ATCC10231 − − ATCC17749 − − 

ATCC33090 − − ATCC19119 − − 

CMCC(B)26003 − − CMCC(B)32210 − − 

ATCC33152 − − ATCC14041 − − 

ATCC25923 − − ATCC13048 − − 

ATCC6538 − − CMCC(B)49027 − − 

注：+：检测结果为阳性；−：检测结果为阴性. 

Note: +: Positive test result; −: Negative test result. 
 

2.3  灵敏度试验结果 

(1) 精提取 DNA 测试 

在 DNA 浓度为 3.7×10−3−3.7×100 ng/μL 时，

经 V-LAMP 方法检测，其对应的反应管均表现为

显著的荧光绿色，为阳性结果，而其他 DNA 浓度

样品为阴性结果，见图 4A；经 RF-LAMP 方法检

测，其对应的反应管均可观察到显著的 S 型荧光

扩增曲线，为阳性结果，而其他 DNA 浓度样品为

阴性结果，见图 4B；V-LAMP 方法和 RF-LAMP

方法相比较，二者检测结果完全一致。另外，将上

述测试对应的反应产物经琼脂糖凝胶电泳观察，得

知阳性样品反应产物见明显梯状条带，而阴性样品

反应产物未见明显条带，见图 4C。 

(2) 纯菌培养物测试 

在纯菌培养物浓度为 1.3×101−1.3×105 CFU/mL

时，经 V-LAMP 方法检测，其对应的反应管均

表现为显著的荧光绿色，为阳性结果，而其他

DNA 浓 度 样 品 为 阴 性 结 果 ， 见 图 5A ； 经

RF-LAMP 方法检测，其对应的反应管均可观察

到显著的 S 型荧光扩增曲线，为阳性结果，而

其他 DNA 浓度样品为阴性结果，见图 5B；

V-LAMP 方法和 RF-LAMP 方法相比较，二者检

测结果完全一致。另外，将上述测试对应的反

应产物经琼脂糖凝胶电泳观察，阳性样品反应

产物见明显梯状条带，而阴性样品反应产物未

见明显条带，见图 5C。总体上，通过灵敏度测

试可知，该两种方法检测结果与其各自对应的

梯状条带产物相互对应，无明显差异，而且进

一步确定该两种方法其检测灵敏度高，检出限

可达到 1.3×101 CFU/mL。 
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图 4  精提取 DNA 灵敏度测试对应的 V-LAMP 显色图、RF-LAMP 曲线图以及 LAMP 凝胶电泳图 
Figure 4  The results of LAMP gel electrophoretogram, V-LAMP chromogram and RF-LAMP curve graph for accurately 
purified DNA sensitivity test 
注：A：V-LAMP 显色图；B：RF-LAMP 曲线图；C：LAMP 凝胶电泳图. M：LD 100 bp Ladder Plus；1−8 分别表示精提取 DNA

浓度为 3.7×100、3.7×10−1、3.7×10−2、3.7×10−3、3.7×10−4、3.7×10−5、3.7×10−6 和 3.7×10−7 ng/μL. 

Note: A: V-LAMP chromogram; B: RF-LAMP curve graph; C: LAMP gel electrophoretogram. M: LD 100 bp Ladder Plus; 1−8: The 
concentrations of accurately purified DNA are 3.7×100, 3.7×10−1, 3.7×10−2, 3.7×10−3, 3.7×10−4, 3.7×10−5, 3.7×10−6 and 3.7×10−7 ng/μL, 
respectively. 

 

 
 

图 5  纯菌培养物灵敏度测试对应的 V-LAMP 显色图、RF-LAMP 曲线图以及 LAMP 凝胶电泳图 
Figure 5  The results of LAMP gel electrophoretogram, V-LAMP chromogram and RF-LAMP curve graph for pure 
bacterial culture sensitivity test 
注：A：V-LAMP 显色图；B：RF-LAMP 曲线图；C：LAMP 凝胶电泳图. M：LD 100 bp Ladder Plus；1−9 分别表示纯菌培养物

浓度为 1.3×105、1.3×104、1.3×103、1.3×102、1.3×101、1.3×100、<1 和<1 CFU/mL. 

Note: A: V-LAMP chromogram; B: RF-LAMP curve graph; C: LAMP gel electrophoretogram. M: LD 100 bp Ladder Plus; 1−8: The 
concentrations of pure bacterial culture are 1.3×105, 1.3×104, 1.3×103, 1.3×102, 1.3×101, 1.3×100, <1 and <1 CFU/mL, respectively. 
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2.4  稳定性试验结果 

在不同的检测时间、实验室和检测人员条件

下，V-LAMP 方法和 RF-LAMP 方法的检测重复率

均为 100%，见表 3。 

2.5  原料乳样品中沙门氏菌检测效用的比较 

经检测人工污染样品，V-LAMP 和 RF-LAMP

方法相比，二者检测结果完全一致，均能全部检

出该 10 样品，见表 4，而且进一步证实该两种方

法 其 检 出 限 可 达 到 1.3×101 CFU/mL 。 经 检 测  

73 份 实 际 样 品 ， 标 准 方 法 、 V-LAMP 方 法 和

RF-LAMP 方法三者检出率分别为 6.8% (5/73)、

12.3% (9/73)和 13.7% (10/73)，另外，以上 3 种方

法 检 测 上 海 地 区 样 品 的 检 出 率 分 别 为 16.0% 

(4/25)、24.0% (6/25)和 28.0% (7/25)，明显高于

北京和广州地区样品，具体数据见表 4。相对于

标准方法，计算得到 V-LAMP 方法和 RF-LAMP

方法的相对特异性、相对敏感度、相对准确率以

及一致性比较 χ2 值，见表 5，表明 V-LAMP 方法

和 RF-LAMP 方 法 均 与 标 准 方 法 无 明 显 差 异

(χ2<3.84，P>0.05)。 

 
表 3  稳定性实验结果[阴性结果例数:阳性结果例数(n:n)] 
Table 3  Results of stability (positive cases:negative cases (n:n)) 
操作条件 

Operating 
conditions 

V-RT-LAMP method RF-RT-LAMP method 检测重复率

Accordance 
rate (%) 

阴性检测样品 

Negative control samples 

阳性检测样品 

Positive control samples

阴性检测样品 

Negative control samples

阳性检测样品 

Positive control samples 
Time 1 10:0 0:10 10:0 0:10 100 

Time 2 10:0 0:10 10:0 0:10 

Time 3 10:0 0:10 10:0 0:10 

Laboratory 1 10:0 0:10 10:0 0:10 100 

Laboratory 2 10:0 0:10 10:0 0:10 

Laboratory 3 10:0 0:10 10:0 0:10 

Inspector 1 10:0 0:10 10:0 0:10 100 

Inspector 2 10:0 0:10 10:0 0:10 

Inspector 3 10:0 0:10 10:0 0:10 

 
 
表 4  原料乳样品不同方法检测结果 
Table 4  The detection results of raw milk samples by different methods 
样品类别 

Sample type 

检出率(阳性检测结果样品例数/总被检样品例数) 

Detection rate sample (positive sample cases/total sample cases) (% (n/n)) 

标准方法 

Standard method 

V-LAMP 方法 

V-LAMP method 

RF-LAMP 方法 

RF-LAMP method 

人工污染样品 

Artificially contaminated samples 

− 100 (10/10) 100 (10/10) 

实际样品 

Real samples 

6.8 (5/73) 12.3 (9/73) 13.7 (10/73) 

广州样品 

Samples from Guangzhou 

0 (0/14) 7.1 (1/14) 7.1 (1/14) 

北京样品 

Samples from Beijing 

2.9 (1/34) 5.9 (2/34) 5.9 (2/34) 

上海样品 

Samples from Shanghai 

16.0 (4/25) 24.0 (6/25) 28.0 (7/25) 

注：−：可不用检测. 

Note: −: Without detection. 
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表 5  实际样品检测中相对特异性、相对敏感度、相对准确率以及一致性比较 
Table 5  The analysis of relative specificity, relative sensitivity, relative accuracy and consistency for the detection results 
of real samples 
检测方法 

Detection method 

阳性结果 

例数(例) 

Positive  
cases (n) 

阴性结果 

例数(例) 

Negative  
cases (n) 

假阳性结果 

例数(例) 

False-positive 
cases (n) 

假阴性结果 

例数(例) 

False-negative 
cases (n) 

相对特异性 

Relative 
specificity  
(%) 

相对敏感度 

Relative 
sensitivity  
(%) 

相对准确率 

Relative  
accuracy  
(%) 

χ2 值 

χ2 value

标准方法 

Standard method 

5 68 0 0 − − − − 

V-LAMP 方法 

V-LAMP method 

9 64 4 0 94.12 100 94.52 2.25 

RF-LAMP 方法 

RF-LAMP method 

10 63 5 0 92.65 100 93.15 3.20 

注：−：可不用统计分析. 

Note: −: Without statistical analysis. 
 

3  讨论与结论 

有关食源性致病菌检测的传统方法多包括目

标菌分离、形态学观察以及生化鉴定等繁琐过程，

难以满足面向市场的一些快速检测需求，随着时代

的发展，新的技术方法正在逐步进入致病微生物检

验领域，其中较为典型的是酶联免疫技术和核酸检

测技术。酶联免疫技术是基于抗原抗体特异性结合

并产生偶联信号而检测样品中的特殊蛋白，从而实

现 对 与 该 蛋 白 关 联 的 目 标 致 病 菌 的 检 测 ， 如

Western blotting 法和试纸条检测法[26-28]。不过该类

方法尚存不足，如抗体制备费用高昂、抗原抗体非

特异性结合、抗体稳定性不足、结果易受到样品中

其他蛋白干扰[26,28]以及实际检测灵敏度低等。核酸

检测技术直接检测特异性核酸，并具备适用范围

广、特异性好、灵敏度高以及结果稳定等特点，如

PCR 法[29-30]、Southern blotting 法[31]以及基因芯  

片[32]等。LAMP 方法属于典型的核酸检测技术，

而其相对于 PCR 方法，具备恒温反应扩增、检测

灵敏度高、操作流程简便以及成本低等优点，而且

正在被大量应用于致病微生物检测领域。在现有的

研究报道中，多会以 invA[19]基因作为目标检测基

因进行沙门氏菌相关的核酸检测，本研究取该 invA

基因部分特异性片段设计对应的 LAMP 反应引物

组，该引物组序列与已报道的 LAMP 引物序列均

不同，具有唯一性。同时详细测试了该 LAMP 反

应不同参数选取值，发现各个反应参数在低数值范

围时均会降低 LAMP 反应效率，随着该参数数值

增加，其 LAMP 反应效率会逐步升高，而该参数

增加到一定数值时，其 LAMP 反应效率无明显变

化，即达到一个上限，尤其是从参数 Bst DNA 聚

合酶浓度、dNTPs 浓度以及反应时间选取值的测试

中均有体现(图 1C、D 和 E)。可见，LAMP 扩增效

率的高低是基于其各个反应组分和条件综合作用

的结果，若其中某一参数值过低，势必会影响到整

体的扩增效率；若其中某一参数值过高，但其他参

数值未能相应增加，其整体的扩增效率也不会得到

明显提升，甚至会出现降低(图 1A 显示氯化镁终

浓度高于 0.7 mmol/L 时其产物条带明显减弱)。本

研究通过对 LAMP 反应不同参数选取值的优化，

最终获取了最优的 LAMP 反应体系和条件，可保

障其更高的扩增效率，也可确保各个反应组分适量

加入，避免浪费。 

LAMP 扩增产物即为大量的目标检测基因片

段，目前已报道有多种方法观测该产物，包括：   

(1) 电泳法[11-12]，经琼脂糖凝胶电泳观察是否有梯

状条带出现，直接明了，但由于 LAMP 检测灵敏

度高，需要重点避免气溶胶污染和样品交叉污染发

生，而电泳法势必会暴露扩增产物于空气中，进而

增加污染的风险[33]。另外，该法还需配套电泳仪、

凝胶成像仪以及制备琼脂糖胶等，整体过程较为繁
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琐。(2) 浑浊度观测法[12,34]，包括肉眼直接观察和

仪器实时观察，其中，肉眼观察主观性强且无法有

效留存数据结果，而用浊度仪可实时观察浊度变

化，但该类仪器成本高，在一定程度上限制了其推

广应用。(3) 指示剂显色法[13,17]，向反应体系中加

入指示剂，后经肉眼观察反应前后的颜色变化即可

判读，当前常用的指示剂如钙黄绿素(反应前加

入)、羟基萘酚蓝(反应前加入)以及高浓度的 SYBR 

Green I (反应后加入)，该法可达到可视化检测的效

果，无需仪器，尤其是选取反应前加入的指示剂还

可避免开盖污染，但在具体应用时，选取的不同指

示剂其浓度配比、显色效果以及对 LAMP 扩增效

率的影响等尚无明确定论。另外，经肉眼观察颜色

变化也存在一定的主观性，可能会影响到最终结果

的判定。(4) 荧光染料法，即向反应体系中加入荧

光染料，如 SYBR Green I[21-22]、LC Green[35]以及

EvaGreen[36]等，可实时观察到整个反应荧光曲线

图，并保存有详细的数据结果，而且该法与当前被

广泛应用的荧光定量 PCR 检测技术类似，易于被

行业市场接受，但需要成本较高的荧光检测仪。由

上可见，不同的 LAMP 产物观测方法各有利弊。 

本 研 究 建 立 了 基 于 钙 黄 绿 素 显 色 液 的

V-LAMP 方法和基于 SYBR Green I 荧光染料的

RF-LAMP 方法，其中，广东环凯微生物科技有限

公司之前有报道过 V-LAMP 方法[20]，并给出了相

应的钙黄绿素显色液，相较于其他研究报道，该显

色液具有特定的组分浓度配比，且显色效果明显；

RF-LAMP 方法中，本研究则重点测试了 SYBR 

Green I 浓度对反应的影响，并选取了其最优浓度，

同时也发现了较低浓度的 SYBR Green I 对 LAMP

扩增效率无明显影响。另外，本研究还详细对比测

试了该两种方法的特异性和灵敏度，证实其检测效

果相当，且其检出限均可达到 13 CFU/mL，这在

之前相关研究中鲜有报道。 

在进行酶联免疫相关检测时，原料乳中富含的

多种蛋白质会对其结果产生较大影响[28]，而核酸

检测方法则可有效避免该影响，加之目前经 LAMP

技术方法检测原料乳中沙门氏菌的相关报道较少，

因此本研究建立了用于检测原料乳中沙门氏菌的

V-LAMP 和 RF-LAMP 方法。经检测人工污染的原

料乳样品，V-LAMP 和 RF-LAMP 方法均能有效检

测出阳性结果，检测灵敏度符合预期，两种方法无

明显差异；经检测实际原料乳样品，并与标准方法

检测结果相比较，该两种 LAMP 方法其检出率均

略高于标准方法，可能是 LAMP 方法的检测灵敏

度更高所致，或者是假阳性情况，又或是标准方法

可能出现的个别样品漏检情况。但是从整体上看，

通过相对特异性、相对敏感度、相对准确率以及一

致性分析，表明 V-LAMP 方法和 RF-LAMP 方法

分别与标准方法相比无明显差异(P>0.05)。另外，

上海地区样品的检出率明显高于北京和广州地区

样品，提示上海地区原料乳可能存在沙门氏菌污染

风险，需要加以重视。 

综上所述，本研究设计具备唯一性的 LAMP

反应引物组，并详细测试得到最优的 LAMP 反应

体 系 和 条 件 ， 详 细 对 比 了 V-LAMP 方 法 和

RF-LAMP 方法的检测特异性和灵敏度。同时，将

该两种 LAMP 方法应用于原料乳中沙门氏菌的检

测，并详细分析了其相对于标准方法的检测特异性

和敏感度等指标，证实该两种 LAMP 方法其检测

效用相当、结果可靠，适用原料乳中沙门氏菌的快

速检测，其应用前景值得期待。 
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