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活的非可培养状态沙门菌 ＲＴＰＣＲ检测
李　影１，王伟利２，孟庆峰２，钱爱东１

（１吉林农业大学 动物科学技术学院，吉林 长春 １３０１１８；
２吉林出入境检验检疫局 检验检疫技术中心，吉林 长春 １３００６２）

摘要：依据沙门菌Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ活的非可培养状态（ＶＢＮＣ）差异基因序列设计特异性引物 Ｃ１和 Ｃ５，并对处于 ＶＢＮＣ
的沙门菌模型开展ＲＴＰＣＲ检测．结果表明，引物Ｃ１和Ｃ５可从模型中分别扩增出１９８和１３７ｂｐ的目的片段，这些
片段与差异基因的核苷酸序列相似性均大于９９％．而且所获得的电泳图谱也不同于正常状态的沙门菌、霍乱弧菌
Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ等一些食源性致病菌．另外，２对引物的最低 ｃＤＮＡ检出量分别为３０６５和３０６５ｐｇ／μＬ．由此证明，
引物Ｃ１和Ｃ５具有较好的特异性和敏感性，可用于建立ＶＢＮＣ沙门菌的检测方法．
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　　沙门菌Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ是一类重要的食源性致病菌，
严重危及食品安全和公众健康．近年来由该菌引发
的肉、蛋、奶、水等污染事件更是屡见不鲜［１４］．２００８
年，国际食品网站上公布，在２５２６０起食品安全事件
中，由 沙 门 菌 引 发 的 为 ８３１０起，占 总 数 的
３２８９％［５］．而美国疾病预防控制中心２００９年的统
计结果也显示，１９９８—２０００年，沙门菌污染事件平均
每年发生 ９７４起，２００４—２００６年，平均每年为 ６９２
起［６］．在这些事件中，人们最为担忧的是那些处于活

的非可培养状态（Ｖｉａｂｌｅｂｕｔｎｏｎ－ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ，ＶＢＮＣ）
的沙门菌．因为 ＶＢＮＣ沙门菌丧失了平板生长繁殖
能力［７］，不但不死亡，反而能保留毒力和致病性［８９］，

成为下次污染事件的隐性传染源［１０１１］．因此，建立针
对ＶＢＮＣ沙门菌的检测方法尤为重要．

本试验依据前期研究所获得的沙门菌 ＶＢＮＣ差
异基因序列（ＨＭ０３７２５１和 ＨＭ０３７２５２），设计特异性
引物，对 ＶＢＮＣ沙门菌模型实施 ＲＴＰＣＲ检测，旨在
评估引物的作用，以及据此引物建立可行的检测方



法，从而为最终制订进出口检验检疫行业标准奠定

基础．

１　材料与方法
１．１　试验菌株

鸡白痢沙门菌ＣＶＣＣ５７８参考株，购自中国兽医
药品监察所．ＶＢＮＣ沙门菌模型按文献［１２］诱导．
１．２　试剂

ＳＳ培养基为日本荣研化学株式会社产品，ＬＩＶＥ／
ＤＥＡＤ ＢａｃｌｉｇｈｔＴＭ ＢａｃｔｅｒｉａｌＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ（１３１５２）为
ＰｒｏｂｅｓＭｏＬｅｃｕＬａｒ公司产品．ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ、ＡＭＶ反
转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１８Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ等，均为ＴａＫａＲａ公司（日本）产品．
１．３　引物

根据文献［１３］所列２个差异基因的 ｃＤＮＡ序列
设计引物（表１），引物由ＴａＫａＲａ宝生物工程（大连）
有限公司合成．

表１　ＶＢＮＣ沙门菌差异基因ＰＣＲ引物
Ｔａｂ．１　ＴｈｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆＶＢＮＣＳａｌｍｏｎｅｌｌａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｇｅｎｅｓ

引物名称 引物序列 扩增片段大小／ｂｐ

Ｃ１ Ｃ１１：５′ＧＣＡＧＣＡＣＣＴＣＣＴＣＧ３′ １９８

Ｃ１２：５′ＴＧＣＣＧＣＴＴＴＣＧＴＴＡ３′

Ｃ５ Ｃ５１：５′ＣＡＧＣＡＧＧＴＴＴＡＣＡＧＴ３′ １３８

Ｃ５２：５′ＡＧＴＴＣＧＴＴＣＡＧＡＴＡＧ３′

１．４　反转录合成ｃＤＮＡ
取正常和 ＶＢＮＣ沙门菌各 ２０ｍＬ，４℃，６０００

ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，弃上清液，使用 ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ
提取细菌总ＲＮＡ．在总ＲＮＡ中依次加入下列成分进
行反转录：ＲＮＡ酶抑制剂（４０Ｕ／μＬ）０５μＬ，５×
ＲＴＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ＡＭＶ酶（５Ｕ／μＬ）０５μＬ，ｄＮＴＰ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，引物 （２０ｐｍｏｌ／μＬ）０５μＬ，补水至
２０μＬ．轻弹混合，瞬间离心，４２℃作用 ４５ｍｉｎ，再
９５℃作用５ｍｉｎ，最后冰浴５ｍｉｎ．
１．５　ＰＣＲ扩增

在５０μＬ体系中加入下列各成分：ｃＤＮＡ模板
３μＬ，ｄＮＴＰ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（ＭｇＣｌ２）
２μＬ，引物（２０ｐｍｏｌ／μＬ）各 １μＬ，ＥｘＴａｑ酶（１０
Ｕ／μＬ）１μＬ，补水至５０μＬ．反应程序：９５℃预变性
３ｍｉｎ，进入ＰＣＲ循环，９５℃ １ｍｉｎ，５０℃ ４０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，共３０个循环后，７２℃延伸 ５ｍｉｎ．
１．６　ＲＴＰＣＲ产物鉴定

取３μＬ回收纯化后的ＰＣＲ产物与１μＬｐＭＤ１８
Ｔ载体和 ５μＬ连接液混匀，１６℃连接过夜，转化

ＤＨ５α感受态细胞，鉴定为阳性的转化菌送 ＴａＫａＲａ
宝生物工程（大连）有限公司测序．
１．７　特异性试验

选择肺炎克雷伯菌Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｏｘｙｔｏｃａ，黏质沙雷菌
Ｓｅｒｒａｔｉａｍａｒｃｅｓｃｅｎ，霍乱弧菌 Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ，阴沟肠杆
菌Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ，奇异变性杆菌Ｐｒｏｔｅｕｓｍｉｒａｂｉｌｉｓ，
大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ作为对照试验组试验菌
株．按“１４”提取各种细菌总 ＲＮＡ并反转录，于同一
ＰＣＲ反应条件下进行扩增，以检测该方法的特异性．
１．８　敏感性试验

将ＶＢＮＣ沙门菌总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，再将
ｃＤＮＡ模板进行１０倍梯度稀释，采用“１５”反应条件
进行ＰＣＲ扩增，以检测敏感性．

２　结果与分析
２．１　ＲＴＰＣＲ产物鉴定

应用引物Ｃ１和 Ｃ５对 ＶＢＮＣ沙门菌进行 ＰＣＲ，
可分别扩增出大小为１９８和１３７ｂｐ的目的片段．而
正常状态沙门菌则扩出多条片段，片段大小多集中

在５００～２０００ｂｐ处，如图１所示．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｃ５对ＶＢＮＣ沙门菌扩增产物；２：Ｃ５对正常

沙门菌扩增产物；３：Ｃ１对正常沙门菌扩增产物；４：Ｃ１对 ＶＢＮＣ沙门

菌扩增产物．

图１　ＲＴＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．２　测序鉴定
引物Ｃ１和Ｃ５均可对ＶＢＮＣ沙门菌实现特异性

扩增，而对正常沙门菌则为非特异扩增．并且测序结
果也表明，引物Ｃ１和Ｃ５的扩增产物序列与ＮＣＢＩ注
册的基因序列（ＨＭ０３７２５１和 ＨＭ０３７２５２）的核苷酸
序列相似性均为９９％，表明２引物扩增序列正确．
２．３　特异性试验

应用引物Ｃ１和 Ｃ５进行 ＰＣＲ时，ＶＢＮＣ沙门菌
电泳图谱与其他各菌存在差异．图２所示，ＶＢＮＣ沙
门菌只在１９８ｂｐ存在１条条带，而霍乱弧菌、黏质沙
雷菌、阴沟杆菌和奇异变形杆菌的电泳图谱则显示

为多条带．尽管大肠埃希菌与克雷伯菌也只扩出 １
条条带，但片段大小与目的条带不符；图３所示，引
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物Ｃ５从ＶＢＮＣ沙门菌扩增出１３７ｂｐ的目的片段，而
从霍乱弧菌、黏质沙雷菌、阴沟杆菌和奇异变形杆菌

未能扩出目的条带，并且从大肠埃希菌和克雷伯菌

也未扩增出任何产物．上述结果表明，引物 Ｃ１和 Ｃ５
可以较好地排除多种食源性病菌的干扰，可用于建

立ＶＢＮＣ沙门菌的检测方法．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＶＢＮＣ沙门菌；２：霍乱弧菌；３：黏质沙雷

菌；４：阴沟杆菌；５：大肠埃希菌；６：克雷伯菌；７：奇异变形杆菌；

８：阴性对照．

图２　引物Ｃ１的特异性试验
Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｐｒｉｍｅｒＣ１

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＶＢＮＣ沙门菌；２：霍乱杆菌；３：黏质沙雷

菌；４：阴沟杆菌；５：大肠埃希菌；６：克雷伯菌；７：奇异变形杆菌；

８：阴性对照．

图３　引物Ｃ５的特异性试验
Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｐｒｉｍｅｒＣ５

２．４　敏感性试验
经测量，ＶＢＮＣ沙门菌的 ｃＤＮＡ质量浓度为

３０６５ｎｇ／μＬ．图４、５显示，引物 Ｃ１所能扩增出１０４

倍稀释物，其最低ｃＤＮＡ量为３０６５ｐｇ／μＬ．而Ｃ５则
能扩增出 １０５倍稀释物，其最低 ｃＤＮＡ量为 ３０６５
ｐｇ／μＬ．结果表明，２对引物均具有较好的敏感性，均
可用于建立ＶＢＮＣ沙门菌的检测方法．

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～５：１０１～１０５倍稀释的 ＶＢＮＣ沙门菌

ｃＤＮＡ；６：阴性对照．

图４　引物Ｃ１的敏感性试验
Ｆｉｇ．４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｐｒｉｍｅｒＣ１

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：阴性对照；２～６：１０１～１０５倍稀释的

ＶＢＮＣ沙门菌ｃＤＮＡ．

图５　引物Ｃ５的敏感性试验
Ｆｉｇ．５　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｐｒｉｍｅｒＣ５

３　讨论

目前，人们已在分子水平上对细菌 ＶＢＮＣ有了
进一步的了解和认识．多数观点认为：与 ＶＢＮＣ发生
相关的基因是一组基因群，这组基因群因诱导因素

（温度、营养、ｐＨ值、药物等）的不同而启动不同的基
因，并且不同菌的 ＶＢＮＣ发生相关基因群亦不相
同［１４１６］．ＶＢＮＣ可能是由１个或１组基因控制的，这
些基因在生长快速且未暴露在任何压力下，表达水

平较低甚至不表达，但是在自然环境或人为不良环

境中时却能被大量诱导表达．因而，选定 ＶＢＮＣ的特
异性基因是建立核酸检测方法的关键．李影等［１３］通

过ｍＲＮＡ差异显示技术获得了只在ＶＢＮＣ下高量表
达的鸡白痢沙门菌的差异基因 （ＨＭ０３７２５１和
ＨＭ０３７２５２），经分析是 ｙｂｂＢ和 ｒｈ１Ｂ基因的部分序
列．为了建立有关 ＶＢＮＣ沙门菌的 ＲＴＰＣＲ检测方
法，本研究通过试验评估了依据２个差异基因所设
计的引物，该引物能排除霍乱弧菌等一些常见的食

源性病原菌的干扰，具有较好的特异性和敏感性．然
而对于建立检测方法和制订行业标准而言，除了目

标基因和引物外，ＲＴＰＣＲ反应体系的稳定性及实际
适用性都亟待解决，而这些都将成为本试验进一步

研究的主要内容．
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