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摘　 要　 研究建立了小体积(1
 

mL)水样中鼠伤寒沙门菌氨基磁珠富集-环介导等温扩增(LAMP)可视化检测方法。 研究对氨

基磁珠富集水中鼠伤寒沙门菌的 pH 和时间进行优化,考察了氨基磁珠富集-LAMP 可视化检测方法的特异性、抗干扰能力和

灵敏度,并用所建立的方法对人工模拟水样和实际水样进行检测。 在 pH 值 = 7. 0 的条件下,氨基磁珠与水样作用 60
 

min,氨
基磁珠对水中的鼠伤寒沙门菌的捕获效率接近 100%。 氨基磁珠富集-LAMP 扩增体系特异性好,抗干扰能力强,对水中鼠伤

寒沙门菌的检测灵敏度为 2. 39
 

CFU / mL,阳性结果可直接观察到反应管由橙黄色变成草绿色,而阴性体系不变色。 将所建立

的方法用于人工模拟水样,检测结果均为阳性,对成都市新都区河流或景观湖等水样检测,共检出 1 份鼠伤寒沙门菌阳性水

样。 本研究建立的氨基磁珠富集-LAMP 方法能够实现小体积水样中鼠伤寒沙门菌高效、准确的可视化检测。
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Abstract　 A
 

visualized
 

determination
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

small
 

volume
 

water
 

samples
 

(1
 

mL)
 

by
 

amine-functionalized
 

magnetic
 

particle
 

concentration-loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(LAMP)
 

was
 

established
 

in
 

this
 

study.
 

In
 

this
 

research,
 

the
 

amine-functionalized
 

magnetic
 

particle
 

concentration
 

conditions,
 

including
 

the
 

pH
 

value
 

and
 

the
 

enrichment
 

time,
 

were
 

optimized.
 

And
 

the
 

specificity,
 

anti-interference
 

performance
 

and
 

the
 

sensitivity
 

of
 

the
 

amine-functionalized
 

magnetic
 

particle
 

concentration-LAMP
 

method
 

were
 

investigated,
 

respectively.
 

What’s
 

more,
 

the
 

established
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

artificially
 

contaminated
 

water
 

samples
 

and
 

actual
 

water
 

samples,
 

either.
 

Under
 

the
 

optimized
 

conditions
 

(pH
 

value
 

of
 

the
 

enrichment
 

solution
 

was
 

7. 0,
 

and
 

enrichment
 

time
 

was
 

60
 

min),
 

the
 

recovery
 

rate
 

of
 

the
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

water
 

samples
 

was
 

close
 

to
 

100%.
 

The
 

amine-functionalized
 

magnetic
 

particle
 

concentration-LAMP
 

method
 

showed
 

a
 

good
 

specificity
 

and
 

anti-
interference

 

performance.
 

And
 

the
 

sensitivity
 

of
 

the
 

method
 

for
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

water
 

samples
 

was
 

2. 39
 

CFU / mL.
 

The
 

reaction
 

tube
 

could
 

be
 

changed
 

from
 

orange
 

to
 

green
 

for
 

positive
 

result,
 

but
 

it
 

was
 

still
 

orange
 

for
 

the
 

negative
 

result.
 

The
 

results
 

were
 

all
 

positive
 

for
 

the
 

artificial
 

contaminated
 

water
 

samples
 

by
 

the
 

amine-functionalized
 

magnetic
 

particle
 

concentration-LAMP
 

method.
 

There
 

was
 

one
 

Salmonella
 

typhimurium
 

positive
 

water
 

sample
 

when
 

the
 

river
 

and
 

landscape
 

lake
 

samples
 

in
 

Xindu
 

District,
 

Chengdu
 

City
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

established
 

method.
 

The
 

amine-functionalized
 

magnetic
 

particle
 

concentration-LAMP
 

method
 

established
 

in
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this
 

research
 

can
 

visually
 

detect
 

the
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

small
 

volume
 

water
 

samples
 

effectively
 

and
 

accurately.
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水环境是病原微生物的重要生存环境和传播介

质。 据世界卫生组织 ( world
 

health
 

organization,
WHO) 统计,每年约有 17 亿例儿童腹泻病病例产

生,约 52. 5 万名 5 岁以下儿童死于腹泻病,而受细

菌、病毒和寄生虫污染的水源是造成儿童腹泻病的

主要原因[1] 。 由病原微生物引起的水污染是重要

的公共卫生问题之一。 建立水中致病菌高效、准确

的可视化检测方法,有助于了解水环境中致病菌的

污染情况,降低水源性疾病的发生。 水中致病菌高

效、准确的检测方法是确保水环境安全的重要技术

支持。
水环境为低营养环境,且部分水样常常含有消

毒剂成分,因此,水环境中微生物含量较低,超过

95%的细菌以生物膜的形式存在,浮游形式存在的

微生物不超过 5%[2] ,直接对水样进行检测常常出

现假阴性。 因此,水样检测前需要对致病菌进行分

离、富集。 滤膜截留-洗脱、超滤、离心和磁珠分离等

是目前常用的水中致病菌分离、富集方法[3] 。 滤膜

法需经过膜过滤、膜洗脱和洗脱液浓缩等步骤,且悬

浮物会造成孔道堵塞,导致致病菌回收率下降。 超

滤法易操作,分离效率高,但需要专门的装置,且超

滤膜成本较高[4] 。 离心法一般适用于小体积水样,
但方法成本高,处理时间较长。 超顺磁氧化铁纳米

颗粒(也称磁珠)通过表面修饰能有效地捕获水环

境中的微生物,在磁场作用下定向移动,实现水环境

中致病微生物的分离和捕获[1,5-6] 。 根据磁珠表面

修饰物的差异,可将其分为免疫磁珠和功能性磁珠。
免疫磁珠是将特异性抗体修饰在磁珠表面,能特异、
高效地富集目标细菌,但免疫磁珠成本较高[5] 。 为

拓展磁性材料的应用范围,除了在磁珠表面修饰特

异性抗体,研究人员也将磁性颗粒与一些功能化或

纳米材料结合用于捕获和富集水中的致病菌。 刘晓

晖[5]比较了氨基磁珠、羧基磁珠和壳聚糖包被磁珠

对水中大肠杆菌 O157:H7 的富集效率,结果表明在

优化的条件下,氨基磁珠对水中大肠杆菌的吸附能

力最高,吸附效率可达 100%。 Huang 等[6]用氨基修

饰的硅包 Fe3O4 磁性纳米粒子分离了水和饮料中的

大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌等 8 种细菌,

分离效率可达 88. 5% ~ 99. 1%。 在一定 pH 条件下,
带正电荷的氨基磁珠能够与带负电荷的细菌通过静

电吸附作用富集水环境中的细菌[7] 。 氨基磁珠富

集方法无需对磁珠进行抗体标记,在磁珠表面修饰

氨基基团成本较低且稳固,对水环境中的细菌吸附

效率高,操作简单。
水环境中细菌富集后,需采用高效、灵敏、准确

的方法对目标细菌进行检测。 细菌分离培养是最早

被广泛应用的检测方法[8-9] ,随着人们对水质要求

越来越高,培养法由于灵敏度低和操作耗时等缺点

已不能满足高效、灵敏的检测需求。 近年来,三磷酸

腺苷( adenosine
 

triphosphate,ATP) 检测方法[10] 、流
式细胞术[11] 、基因测序[12] 、核酸扩增方法[13-14] 、生
物传感器方法[15]和微流控芯片[16] 等已均被用于水

中细菌的检测。 ATP 检测方法灵敏度高,操作简单

快速,但该方法比较适合检测营养物质丰富,且细菌

处于对数期的水样,方法可靠性有待提高。 流式细

胞术常用于水中细菌总数的检测,若需区分细菌的

种类只能依靠特异的荧光抗体,具有一定难度。 高

通量测序技术能一次性得到大量的基因组数据,提
供丰富的遗传学信息,测量时间短,费用低,但该技

术在目前还不能实现现场快速检测。 近年来,多种

生物传感器和微流控方法也用于水中细菌的检测,
这些方法比传统检测方法更加快速、灵敏、经济有

效,但用于实际水样的检测稳定性还有待提高[15] 。
聚合酶链式反应(polymerase

 

chain
 

reaction,PCR)和

环介导等温扩增 ( loop-mediated
 

isothermal
 

amplifi-
cation,LAMP)等核酸扩增技术也被广泛用于水中细

菌的检测。 PCR 技术检测目标细菌准确、灵敏,但
PCR 反应需要完成数十个变性、退火、延伸的循环,
且 PCR 反应完成后,需采用电泳等方式检测扩增产

物,不适合现场快速检测。 LAMP 能够在恒温条件

下高效、特异地扩增出目标基因。 核酸电泳[17] 、观
察焦磷酸镁白色沉淀、在反应液中加入荧光显色

剂[18](如 SYBR
 

Green
 

I)或金属离子指示剂(如钙黄

绿素[19] 、羟基萘酚蓝[20] )等均可用于 LAMP 扩增产

物的检测。 核酸电泳、荧光强度测定需要专业的仪

器设备,不适合现场快速检测;肉眼观察焦磷酸镁白

—091—

　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 石雪梅,蒲荣春,郑江梅子,等.

小体积水样中鼠伤寒沙门菌氨基磁珠富集的 LAMP 可视化检测方法

　
Vol. 42,No. 3,2023



色沉淀会有主观性,对结果判断不准确。 向 LAMP
扩增体系中加入钙黄绿素、羟基萘酚蓝等金属离子

指示剂能够实现 LAMP 扩增产物的可视化检测。
钙黄绿素作为显色指示剂常配合 Mn2+一起使用,反
应前,向 LAMP 反应体系中加入 Mn2+淬灭的钙黄绿

素,随着反应的进行,脱氧核糖核苷三磷酸( deoxy-
ribonucleoside

 

triphosphate,dNTP) 析出大量的焦磷

酸根会与钙黄绿素竞争结合 Mn2+ ,游离的钙黄绿素

恢复为黄绿色荧光,反应管从橙黄色变成草绿色,而
阴性体系不变色[19] 。 LAMP 反应无需热循环仪和

昂贵的检测设备,选择合适的指示剂可实现现场可

视化检测,非常适合基层应用和现场检测。
近年来,沙门菌已在多种不同水体中被检测

到[21] ,其是寄生于人和动物肠道内的革兰阴性杆

菌。 人类感染沙门菌后,一般会出现肠道疾病,对于

年幼、年老及免疫力低下者,沙门菌的感染可能会扩

散至血液,危及生命。 据报道,每年沙门菌感染导致

全世界 28 亿例腹泻[22] ,造成全球 9
 

000 万例沙门菌

病、15. 5 万人死亡[23] ,被污染的水和食物是主要的

传染源。 此外,沙门菌具有较强的抵抗力,能够在多

种不同水环境中存活数月[24] ,水环境也是其重要的

传播途径。 鼠伤寒沙门菌是最常见的沙门菌血清型

之一,因此,本研究将以水环境中的鼠伤寒沙门菌为

研究对象,建立小体积水样中鼠伤寒沙门菌氨基磁

珠捕获富集-LAMP 可视化快速检测方法,以期为水

环境中沙门菌的快速、准确、可视化检测提供一定技

术支持。
1　 试验仪器和材料
1. 1　 菌株

鼠伤寒沙门菌 ( SM2019XD019 )、 大 肠 杆 菌

(E. coli
 

ATCC
 

25922 )、 产 气 荚 膜 梭 菌 ( ATCC
 

13124)、空肠弯曲菌( KW2019ZY006)、铜绿假单胞

菌(TL2019GY080)、奇异变形杆菌( ATCC
 

12453)、
宋内志贺菌 ( ATCC

 

25931)、 阪崎肠杆菌 ( ATCC
 

29544)、单增李斯特菌( PZ2018XPD02)、蜡样芽孢

杆菌(CMCC63301),所有菌株均来自成都市新都区

疾病预防控制中心。
1. 2　 主要试剂

氨基修饰磁珠(直径为 2
 

μm)购自海狸生物科

技有限公司;Bst
 

DNA
 

Polymerase
 

Large
 

Fragment(带

10×buffer 和 Mg2+ )购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司;dNTP(10
 

μmol / L)购自宝日医生物技术(北
京)有限公司;MnCl2 购自源叶生物科技有限公司;
钙黄绿素购自 SIGMA-ALDRICH 公司; Na2HPO4、
KH2PO4、HCl 和 NaOH 均购自福晨(天津)化学试剂

有限公司;NaCl 购自天津博迪化工股份有限公司;
营养肉汤和营养琼脂购自北京陆桥技术有限责任

公司。
鼠伤寒沙门菌 LAMP 扩增引物参考李阳等[25]

的研究,序列如表 1 所示,引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成。
表 1　 鼠伤寒沙门菌 LAMP 引物序列

Tab. 1　 LAMP
 

Primer
 

Sequence
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium

引物

名称
序列(5′-3′)

F3 ACCTTCCTCAGCCTTGAC

B3 ACTGACTTGCTATCTGCTATC

FIP GGAGGACAAGATCTTTATGTGCAAT-AAGCCTCCGCTAATTTGATG

BIP TTACGTCTGTCGATGTCCGT-ACCGAAAGATAAAACCTCCAG

1. 3　 主要仪器

MyCycler
 

TM
 

Thermal
 

Cycler(美国 BIO-RAD 公

司);磁力架( Easyinno 创新实验室);VORTEX
 

3 旋

涡混合器(德国 IKA 公司);离心机( Thermo
 

Fisher
公司); 高压蒸汽灭菌锅 ( 致微仪器有限公司,
G154DWS);电热恒温鼓风干燥箱(上海龙跃仪器设

备有限公司,DHG-9146A);JY600E 电泳仪(北京君

意华鑫科技有限公司,DHS-320
 

acid
 

meter);PHS-
320 智能多功能酸度计(成都世纪方舟科技有限公

司);隔水式电热恒温培养箱(上海跃进医疗器械有

限公司,DHP-9082 型);振荡培养箱(常州国宇仪器

有限公司,2D-88)。
2　 试验方法
2. 1　 细菌培养

将冻存的鼠伤寒沙门菌室温溶解,取 10
 

μL 菌

液接种于无菌营养肉汤培养基中,37
 

℃振荡培养 18
 

h 复苏细菌;再取 10
 

μL 菌液加至 25
 

mL 无菌营养

肉汤培养基中,37
 

℃振荡培养 24
 

h 后备用。
2. 2　 水中鼠伤寒沙门菌氨基磁珠富集

水样采集后,对于含有悬浮物的环境水样(如

河流水、湖泊水等),采用无菌操作方法,用灭菌后

的定性滤纸、漏斗和三角瓶等过滤水样,去除水中悬

浮性杂质,而后向水样中加入 0. 1
 

mol / L
 

NaOH 或

0. 1
 

mol / L
 

HCl 溶液调节水样 pH 值至 7. 0。 对于没
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有悬浮物的水样(如末梢水、纯净水等),可直接以

无菌操作方法向水中加入 NaOH 或 HCl 调节水样

pH 值至 7. 0。
水样 pH 调节后,以无菌操作向 1

 

mL 水样中加

入 10
 

μL 经无菌磷酸盐缓冲液 ( phosphate
 

buffer
 

solution,PBS)(后文中未经特别说明,PBS 质量浓度

均为 50
 

mmol / L,pH 值为 7. 0) 洗涤后的氨基磁珠

(10
 

mg / mL),置于 25
 

℃振荡培养箱中孵育 60
 

min。
而后磁性分离并弃上清液,用无菌 PBS 洗涤捕获有

细菌的磁珠 1 次,磁性分离后弃上清液并加入 100
 

μL 去离子水重悬,用于提取细菌核酸。
2. 3　 鼠伤寒沙门菌 LAMP可视化检测

2. 3. 1　 提取细菌 DNA
 

将 100
 

μL 捕获有沙门菌的磁珠悬液置于沸水

浴中加热 15
 

min,得到鼠伤寒沙门菌 DNA 模板,直
接使用或-20

 

℃保存备用。
2. 3. 2　 LAMP 可视化检测

LAMP 扩增体系:10 ×Buffer
 

2. 5
 

μL,Mg2+ ( 100
 

mmol / L)
 

1. 5
 

μL,dNTP(10
 

mmol / L)
 

3. 5
 

μL,MnCl2

(12. 5
 

mmol / L)
 

1
 

μL,引物 F3 / B3(5
 

μmol / L)
 

1×2
 

μL,引物 FIP / BIP (40
 

μmol / L)
 

1×2
 

μL,钙黄绿素

(2. 5
 

mmol / L)
 

1
 

μL,DNA 模板 4
 

μL,BstDNA 聚合

酶 1
 

μL,用灭菌纯水补足总体系至 24
 

μL。 LAMP
扩增条件:95

 

℃解链 10
 

min,立即取出反应管冰浴,
加入 1

 

μL
 

Bst
 

DNA 聚合酶,60
 

℃ 孵育 1
 

h,80
 

℃ 保

持 5
 

min 终止反应。 每次扩增同时使用灭菌纯水替

代 DNA 模板作为阴性对照。
2. 4　 氨基磁珠捕获水中鼠伤寒沙门菌条件优化

水样 pH、捕获时间影响氨基磁珠对水中鼠伤寒

沙门菌的富集效果,本研究将对捕获 pH 和时间进

行条件优化。
2. 4. 1　 菌落计数

本研究采用平皿菌落计数法对样液中的鼠伤寒

沙门菌进行计数。 以无菌操作方法用灭菌吸管吸取

1
 

mL 或 200
 

μL 充分混匀的样液,注入灭菌平皿中,
倾注约 15

 

mL 已融化并冷却到 45
 

℃ 左右的营养琼

脂培养基,并立即旋摇平皿,使样液与培养基充分混

匀。 每次检测时,用另一个平皿只倾注营养琼脂培

养基作为空白对照。 37
 

℃孵育 24
 

h 后,选择菌落数

在 30 ~ 300 个的平皿进行计数。
2. 4. 2　 pH 优化

分别配制不同酸碱度的 50
 

mmol / L 磷酸盐溶液

(50
 

mmol / L
 

Na2HPO4 和 50
 

mmol / L
 

KH2PO4 ),用

HCl 和 NaOH 将该溶液 pH 值分别调至 3. 0、5. 0、
7. 0、9. 0 和 11. 0。

将 2. 1 小节中的鼠伤寒沙门菌菌液分别用不同

pH 磷酸盐溶液 10 倍倍比稀释,取 200
 

μL 不同 pH、
不同稀释度的菌液用平皿菌落计数法计数。 同时,
另取 200

 

μL 不同 pH、不同稀释度的菌液,并向其中

加入 10
 

μL 用相应 pH 磷酸盐溶液(50
 

mmol / L)洗

涤后的氨基磁珠(10
 

mg / mL),置于 25
 

℃ 振荡孵育

1
 

h,孵育后磁性分离弃上清液,用相应 pH 磷酸盐溶

液洗涤 1 次,弃上清液,加入 1
 

mL 相应 pH 的磷酸

盐溶液重悬后,用平皿菌落计数法计数。 考察氨基

磁珠在不同 pH 条件下对水中鼠伤寒沙门菌的富集

效果。
2. 4. 3　 时间优化

将 2. 1 小节中的鼠伤寒沙门菌菌液用 PBS
 

10
倍倍比稀释。 分别取 200

 

μL 不同稀释度的菌液,并
加入 10

 

μL 用 PBS 洗涤后的氨基磁珠(10
 

mg / mL),
置于 25

 

℃振荡培养箱中分别孵育 5、30、60
 

min 和

180
 

min,同时取 200
 

μL 菌液在 25
 

℃振荡培养箱中

孵育相同时间作为对照。 孵育后磁性分离弃上清

液,用 PBS 洗涤 1 次,加入 1
 

mL
 

PBS 重悬后,用平

皿菌落计数法计数。 对照孵育后直接倒入平皿培养

后计数。 考察孵育时间对富集效果的影响。
2. 5　 方法性能考察

2. 5. 1　 干扰试验

将大肠杆菌、志贺菌、空肠弯曲菌和鼠伤寒沙门

菌肉汤培养液分别用 PBS
 

10 倍倍比稀释,取 1
 

mL
不同稀释度的菌液采用平皿菌落计数法计数。

根据计数结果分别配制含有 4 种细菌、4 个不

同浓度梯度的混合菌液(即每种菌浓度分别是 105、
104、103、102

 

CFU / mL),以及含有大肠杆菌、志贺菌

和空肠弯曲菌的混合菌液 ( 每种菌浓度为 105
 

CFU / mL),向含有或不含沙门菌的不同浓度的混合

菌液(1
 

mL)中分别加入 10
 

μL 用 PBS 洗涤的氨基

磁珠(10
 

mg / mL),按照 2. 2、2. 3 小节完成细菌的富

集和可视化检测。
2. 5. 2　 灵敏度

(1)LAMP 扩增灵敏度考察

将鼠伤寒沙门菌肉汤培养液用 PBS
 

10 倍倍比

稀释,同时用平皿菌落计数法计数;提取不同浓度细

菌的 DNA,按照 2. 3 小节进行 LAMP 扩增和检测。
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(2)氨基磁珠富集-LAMP 扩增灵敏度考察

将鼠伤寒沙门菌肉汤培养液用 PBS
 

10 倍倍比

稀释,用平皿菌落计数法计数;不同浓度菌液取 1
 

mL,采用 2. 2、2. 3 小节进行细菌的富集和检测。
2. 5. 3　 特异性

分别向 PBS 中加入 E. coli、产气荚膜梭菌、空肠

弯曲菌、铜绿假单胞菌、奇异变形杆菌、宋内志贺菌、
阪崎肠杆菌、单增李斯特菌和蜡样芽孢杆菌的肉汤培

养液,制成非目标细菌菌液。 采用 2. 2、2. 3 小节中所

述细菌富集和检测方法,对非目标细菌进行检测。
2. 6　 水样检测

2. 6. 1　 人工模拟水样

以超市购买的矿泉水或市售直饮水为样品,采
用氨基磁珠捕获-LAMP 可视化检测方法检测,确定

为阴性结果后,向水中加入不同浓度鼠伤寒沙门菌

菌液,制备成鼠伤寒沙门菌浓度不同的人工模拟水

样。 采用 2. 2、2. 3 小节中细菌的富集和检测方法对

水样进行检测。
2. 6. 2　 实际水样

采集成都市新都区某河流或景观湖共 6 份水

样,每份水样采样量为 500
 

mL。 采用 2. 2、2. 3 小节

中细菌的富集和检测方法对水样进行检测。
3　 结果与讨论
3. 1　 富集条件优化

3. 1. 1　 pH 优化

pH 影响氨基磁珠对水中鼠伤寒沙门菌的富集

效果。 在不同 pH 条件下,氨基磁珠对水中鼠伤寒

沙门菌的捕获情况如表 2 所示。 当 pH 值为 3. 0、
5. 0、9. 0 和 11. 0 时,不论水样中细菌数量的多少,
氨基磁珠对鼠伤寒沙门菌的捕获效率均较低,当 pH
值为 7. 0 时,捕获效率最高。 鼠伤寒沙门菌的等电

点为 4. 14[26] ,氨基修饰磁珠的等电点为 9. 6[19] ,当
pH 值>4. 14 时细菌带负电荷,当 pH 值<9. 6 时氨基

磁珠带正电荷,因此,当 4. 14<pH 值<9. 6 时,带正

电的氨基磁珠可以通过静电吸附捕获带负电荷的鼠

伤寒沙门菌,在此条件下捕获效率最高,与试验结果

一致。 pH 值为 5. 0 时,捕获效率最高为 10. 76%,
pH 值为 7. 0 时,捕获效率最高可达 100%,当 pH 值

继续升至 9. 0 时,捕获效率下降至 22. 73%。 试验结

果证明,pH 值为 7. 0 时,氨基磁珠对鼠伤寒沙门菌

的捕获效率最佳,接近 100%。

　 　表 2　 不同 pH 值条件下氨基磁珠捕获水中鼠伤寒
沙门菌的回收率

Tab. 2　 Recovery
 

Rate
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

Water
 

Samples
 

Captured
 

by
 

Amine-Functionalized
 

Magnetic
 

Particles
 

under
 

Different
 

pH
 

Value
 

Conditions

优化 pH 值
菌落总数 /

(CFU·mL-1 )
富集菌落数 /
(CFU·mL-1 )

回收率

3. 0 >1
 

000 291 -

754 28 3. 71%

103 10 9. 71%

5. 0 >1
 

000 426 -

381 41 10. 76%

52 1 1. 92%

7. 0 >1
 

000 851 -

318 299 94. 03%

37 38 100%

9. 0 >1
 

000 217 -

94 10 10. 64%

22 5 22. 73%

11. 0 328 0 -

127 0 -

26 0 -

3. 1. 2　 时间优化

孵育时间也会影响氨基磁珠对鼠伤寒沙门菌的

富集效率。 本研究分别考察了不同孵育时间(5、
30、60、180

 

min)下,氨基磁珠对水中不同浓度鼠伤

寒沙门菌的富集效率。 结果如表 3 所示。
表 3　 不同富集时间氨基磁珠对水中鼠伤寒沙门菌的回收率

Tab. 3　 Recovery
 

Rate
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium
 

in
 

Water
 

Samples
 

Captured
 

by
 

Amine-Functionalized
 

Magnetic
 

Particles
 

under
 

Different
 

Concentration
 

Time

富集时间 /
min

菌落总数 /
(CFU·mL-1 )

富集菌落数 /
(CFU·mL-1 )

回收率

5
 

363 77 21. 21%

60 15 25. 00%

7 1 14. 29%

30
 

250 83 33. 20%

16 8 50. 00%

7 5 71. 40%

60 505 499 98. 81%

34 29 85. 29%

8 7 87. 50%

180 521 418 80. 23%

66 43 65. 15%

7 4 57. 14%
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　 　 由表 3 可知,当孵育时间为 5
 

min 时,3 个稀释

倍数的细菌富集效率均最低。 60
 

min 时 3 种稀释倍

数的细菌捕获率最高,尤其是当水样中细菌浓度为

505
 

CFU / mL 时,达到了 98. 81%,其余两个稀释倍

数均已超过 85%。 随着富集时间的延长,鼠伤寒沙

门菌的富集效率没有提高,因此,最终选择的富集时

间为 60
 

min。
3. 2　 方法性能考察

3. 2. 1　 干扰试验

本研究考察了当水样中同时存在其他非目标细

菌时,是否对鼠伤寒沙门菌的检测产生干扰。 分别

选择大肠杆菌、志贺菌、空肠弯曲菌作为干扰菌,考
察不同浓度的干扰细菌存在时,是否影响鼠伤寒沙

门菌的可视化检测。
根据大肠杆菌、志贺菌、空肠弯曲菌和鼠伤寒沙

门菌平皿菌落计数法结果,将不同浓度的细菌稀释、
混合,制成浓度分别为 105、104、103、102

 

CFU / mL 的

混合菌液,用于干扰试验的考察。 干扰试验的结果

如图 1 所示,当混合菌液中存在鼠伤寒沙门菌时,不
论细菌浓度高低 (菌浓度为 102 ~ 105

 

CFU / mL),
LAMP 检测结果均为阳性(图 1 中 1 ~ 4 号),当混合

菌液中不存在鼠伤寒沙门菌时,检测结果为阴性

(图 1 中 5 号)。 以上结果说明,氨基磁珠富集-
LAMP 可视化检测方法对水中鼠伤寒沙门菌的检测

在有不同浓度非目标细菌存在时是稳定可靠的,检
测结果不受非目标细菌的影响。

　 注:1 ~ 4 号为 3 种干扰菌和 1 种目标菌的混合菌液,每种菌

浓度依次为 105 、104 、103 、102
 

CFU / mL;5 号为 3 种干扰菌的

混合菌液,每种细菌浓度为 105
 

CFU / mL;6 号为阴性对照。

图 1　 干扰试验结果

Fig. 1　 Result
 

of
 

Interference
 

Experiment

3. 2. 2　 灵敏度

(1)LAMP 扩增灵敏度

将鼠伤寒沙门菌菌液 10 倍倍比稀释后,选择菌

落数为 30 ~ 300 的平皿进行计数,结果显示第 7 管

菌落数为 170
 

CFU / mL。 提取不同浓度细菌的

DNA,LAMP 扩增结果如图 2 所示,当细菌浓度不低

于 17
 

CFU / mL 时(图 2 中 1 ~ 8 号),LAMP 扩增后反

应液均变为草绿色,结果为阳性;细菌浓度为 1. 7
 

CFU / mL 时(图 2 中 9 号),结果为阴性。 该 LAMP
体系对鼠伤寒沙门菌的灵敏度为 17

 

CFU / mL。

　 注:1 ~ 9 号 LAMP 扩增的鼠伤寒沙门菌浓度依次 1. 7×108 、

1. 7×107 、1. 7×106 、1. 7×105 、1. 7×104 、1. 7×103 、1. 7× 102 、17、
1. 7

 

CFU / mL;10 号为阴性对照。

图 2　 LAMP 灵敏度结果

Fig. 2　 Sensitivity
 

Result
 

of
 

LAMP

(2)氨基磁珠富集-LAMP 扩增灵敏度

　 注:1 ~ 9 号 LAMP 扩增的氨基磁珠捕获后的鼠伤寒沙门菌浓度

依次为 2. 39× 108 、2. 39 × 107 、2. 39 × 106 、2. 39 × 105 、2. 39 × 104 、

2. 39×103 、2. 39×102 、23. 9、2. 39
 

CFU / mL;10 号为阴性对照。

图 3　 氨基磁珠富集-LAMP 灵敏度结果

Fig. 3　 Sensitivity
 

Result
 

of
 

Amine-Functionalized
 

Magnetic
 

Particle
 

Concentration-LAMP
 

Reaction

将鼠伤寒沙门菌菌液 10 倍倍比稀释,对不同稀

释度的菌液进行氨基磁珠富集-LAMP 可视化检测,
考察氨基磁珠富集-LAMP 扩增对水中鼠伤寒沙门

菌的检测灵敏度。 菌落计数结果表明菌液第 7 个稀

释度细菌的菌落数为 239
 

CFU / mL。 不同浓度细菌
经氨基磁珠富集-LAMP 扩增检测的结果如图 3 所

示,当模板浓度不低于 2. 39
 

CFU / mL 时(图 3 中 1 ~
9 号),LAMP 扩增后反应液均变为草绿色,说明本
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试验条件下对鼠伤寒沙门菌的检出限为 2. 39
 

CFU / mL。 氨基磁珠捕获-LAMP 扩增方法对水中鼠

伤寒沙门菌检测的灵敏度为 2. 39
 

CFU / mL。
3. 2. 3　 特异性试验

利用所建立的氨基磁珠富集-LAMP 扩增方法

分别对含有 9 种非目标菌株和鼠伤寒沙门菌的水样

进行检测,结果如图 4 所示。 只有被鼠伤寒沙门菌

污染的水样经氨基磁珠富集-LAMP 扩增后体系变

为草绿色(图 4 中 10 号),含有其他细菌的水样检

测结果均为阴性。 本研究建立的方法对水中鼠伤寒

沙门菌的检测具有良好的特异性。

　 注:1 ~ 10 号依次为大肠杆菌(E. coli
 

ATCC25922)、产气荚

膜梭菌( ATCC13124)、空肠弯曲菌( KW2019ZY006)、铜绿假

单胞菌(TL2019GY080)、奇异变形杆菌( ATCC12453)、宋内志

贺菌(ATCC25931)、阪崎肠杆菌(ATCC29544)、单增李斯特菌

(PZ2018XPD02)、蜡样芽孢杆菌( CMCC63301)、鼠伤寒沙门

菌;11 号为阴性对照。

图 4　 氨基磁珠富集-LAMP 特异性结果

Fig. 4　 Specificity
 

Result
 

of
 

Amine-Functionalized
 

Magnetic
 

Particle
 

Concentration-LAMP
 

Reaction

3. 3　 水样检测

3. 3. 1　 人工模拟水样

用所建立的氨基磁珠富集-LAMP 扩增方法对

人工污染矿泉水和直饮水模拟水样进行检测,含有

不同浓度鼠伤寒沙门菌的水样检测结果均为阳性。
3. 3. 2　 实际水样

用本研究所建立的氨基磁珠富集-LAMP 可视

化检测方法分别检测成都市新都区河流或景观湖共

计 6 份水样中的鼠伤寒沙门菌,结果如图 5 所示,1
份景观湖水样中鼠伤寒沙门菌检测结果为阳性,其
余均为阴性。

以上结果表明,所建立氨基磁珠富集-LAMP 可

视化检测方法能够用于实际水样中鼠伤寒沙门菌的

　 注:1 ~ 6 号分别为河流水样 1、河流水样 2、景观湖水样 1、景
观湖水样 2、景观湖水样 3、景观湖水样 4。

图 5　 实际水样检测结果

Fig. 5　 Testing
 

Results
 

of
 

Actual
 

Water
 

Samples

富集和检测。
4　 结论

本研究建立了小体积水样中鼠伤寒沙门菌氨基

磁珠富集-LAMP 可视化检测方法。 对氨基磁珠富

集水中鼠伤寒沙门菌的 pH 和富集时间进行优化,
同时考察了氨基磁珠富集-LAMP 可视化检测方法

的特异性、灵敏度和抗干扰能力,并将所建立的方法

用于人工模拟水样和实际水样的检测。 在优化后的

富集条件下,氨基磁珠对水中鼠伤寒沙门菌的富集

效率接近 100%;氨基磁珠富集-LAMP 可视化检测

方法特异性好,灵敏度高,能够被用于实际水样的检

测,检测结果可直接用肉眼观察,方便迅速。 本研究

建立的氨基磁珠富集-LAMP 可视化检测方法能够

在 3
 

h 内完成水中鼠伤寒沙门菌高效、准确的可视

化检测,有助于了解水环境中致病菌的污染情况,降
低水源性传染病的发生,确保水环境的安全。

在本研究中,氨基磁珠富集-LAMP 可视化检测

仅用于小体积水样(1
 

mL)的检测,取样量过少,可
能出现假阴性,为了能够更加准确地检测出水样中

是否含有目标细菌,建议先对大体积水样进行过滤-
洗脱,再用氨基磁珠富集-LAMP 方法对洗脱液中的

目标细菌进行检测。 建立大体积水样中多种目标细

菌的高效、准确、可视化检测方法是下一步研究的

重点。
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