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牛奶中沙门氏菌可视化 LAMP 快速检测技术 

于珊珊 1,2，王  楠 2，陈宏玮 2，韩殿鹏 2，梁  俊 1 

(1. 天津科技大学轻工科学与工程学院，天津 300457； 

2. 军事科学院军事医学研究院环境医学与作业医学研究所，天津 300050) 

摘 要：为了预防牛奶中沙门氏菌引起的食源性疾病，建立早期快速诊断技术具有重要意义。基于环介导等温扩增

（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）构建可用于牛奶中沙门氏菌快速检测的可视化检测体系。首先，针

对沙门氏菌的管家基因 invE 设计并筛选特异性引物，验证其在不同食源性致病菌中的特异性。建立并优化基于可视

化 LAMP 的快速检测体系，经实际样品检测其在 1 h 内即可完成对牛奶中沙门氏菌的快速检测，其对沙门氏菌的最

低检测限可达 1 CFU/mL，对其基因组 DNA 的最低检测限能够达到 10-7 ng/mL。相较于传统检测方法，本研究检测

方法可显著提高牛奶中沙门氏菌的检测效率，并且无需复杂仪器，仅通过肉眼即可完成对检测结果的判读。 

关键词：环介导等温扩增(LAMP)；可视化；沙门氏菌；食品安全；快速检测 
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Visualized LAMP Rapid Detection Technique for Salmonella in Milk 

YU Shanshan1,2，WANG Nan2，CHEN Hongwei2，HAN Dianpeng2，LIANG Jun1 

(1. College of Light Industry Science and Engineering, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China； 

2. Institute of Environmental Medicine and Operational Medicine, Academy of Military Sciences, Tianjin 300050, China) 

Abstract: The importance of establishing early and rapid diagnostic techniques for the prevention of foodborne illnesses 

caused by Salmonella in milk. Construction of a visual detection system for rapid detection of Salmonella in milk based on 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP). First, specific primers were designed and screened for invE, the house-

keeping gene of Salmonella, to verify its specificity in different foodborne pathogens. On this basis, a rapid detection system 

based on visual LAMP was established and optimised, and the rapid detection of Salmonella in milk could be completed 

within 1 hour after actual sample testing, with a minimum detection limit of 1 CFU/mL for Salmonella, and a minimum de-

tection limit of 10-7 ng/mL for its genomic DNA. Compared with the traditional detection method, the assay developed in 

this study can significantly improve the detection efficiency of Salmonella in milk, in addition, it does not require complex 

instruments to complete the interpretation of the test results by the naked eye. 

Key words: loop-mediated isothermal amplification(LAMP)；visualization；Salmonella；food safety；rapid testing 

 

随着居民生活水平的提高，牛奶因富含钙、磷、 维生素 D 等必需微量元素[1-2]，已成为日常膳食的重
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要组成部分[3]。然而，因牛奶水分高且 pH 接近中性，

同时蛋白质、乳糖及矿物质等含量丰富，为微生物的

生长繁殖提供了理想环境，其微生物安全一直是乳制

品行业及公共卫生领域广泛关注的焦点[4]。其中，沙

门氏菌作为食品污染中常见的革兰氏阴性食源性致

病菌，主要通过动物性食品传播，可引起腹泻、发热、

腹痛等多种症状，严重时可危及生命。在与乳制品相

关的食源性疾病中，沙门氏菌属污染占比高达

28.6%[5]，导致每年约 1.8 亿例腹泻病例[6]。更为严峻

的是，多重耐药沙门氏菌的出现导致其抗生素耐药性

增强，使临床治疗成功率大幅下降，严重威胁着消费

者的身体健康和生命安全[7]。因此，开发灵敏、快速

的沙门氏菌检测技术对于保障乳制品乃至动物性食

品安全至关重要[8-9]。当前针对动物性食品中沙门氏

菌的检测主要以培养鉴定和核酸检测为主。培养法是

通过分离培养的方式对样品中的沙门氏菌进行计数

与检测，具有成本低、准确度高的优点，但在鉴定过

程中需涉及多个步骤，如预富集和生化鉴定等，延长

了检测周期，限制了其应用场景。在众多新兴核酸检

测技术中，环介导等温扩增（loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP）技术因其操作简便、无需升降

温循环，恒定温度下可实现对靶标片段的快速扩增而

广受关注[10]。LAMP 反应原理如图 1 所示。 

 

图 1  LAMP 反应原理 

Fig. 1  Schematic of the LAMP reaction 

初始阶段，具有高链置换活性的 Bst DNA 聚合

酶与特异性引物通过链置换反应形成哑铃状结构，作

为后续反应模板。第二阶段循环扩增仅需 2 个内引

物，基于哑铃结构，引物结合模板，在 Bst DNA 聚

合酶作用下不断延伸、置换，实现 DNA 扩增。最终

产物为含多个重复靶序列的茎环 DNA 混合物。目前

基于 LAMP 技术已发展出多种与之相结合的可视化

快速检测技术，不开盖条件下即可对检测结果进行直

接判定，有效避免气溶胶污染导致的假阳性结果的产

生[10]，其在牛奶乃至动物性食品安全检测中具有良好

的应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

沙门氏菌（Salmonella）CVCC541，军事科学院

军事医学研究院环境医学与作业医学研究所微生物

实验室；牛奶，天津市大润发超市；Bst 2.0 DNA 聚

合酶（M0537L）、dNTP 混合液（N0447L）、等温

扩增缓冲液套装（B0537S）、MgSO4 溶液（B1003S9）、

WarmStart 变色 LAMP 2X 预混液（M1804S）、LAMP 

Fluorescent Dye（B1700S），纽英伦生物技术（北京）

有限公司；GelRed 核酸凝胶染料（41003），上海开

放生物科技有限公司；常规基因组 DNA 提取试剂盒

(含 RNase A，EE101-01），北京全式金生物技术股

份有限公司；Whatman 定性滤纸，GE 公司；荧光染

料 SYBR Green 1，上海麦克林生化科技股份有限公

司；invE PCR 引物、invE LAMP 引物由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。 

PCR 电泳仪，Bio-Rad 公司；凝胶成像仪，美国

GE 公司；金属浴，杭州佑宁仪器有限公司；485 nm

激发光源，深圳市橙紫照明光电有限公司；生物安全

柜、NanoDrop One 型超微量分光光度计，美国 Thermo 

Fisher 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  沙门氏菌 invE 基因特异性验证 

取 50 L 冻存甘油菌，以 1﹕100 的比例接种于

TSB 培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 12 h。取 1 mL

细菌培养液在 12000g 离心 1 min。按照说明书

（EE101-11）进行基因组 DNA 的提取。针对沙门氏菌

的管家基因 invE(GenBank：CP009102.1)进行常见食

源性致病菌的特异性验证，按照反向互补原则设计

invE 基 因 PCR 引 物 F ：

TAAGACAGCTTTTCAATAGTACG ， R ：

GCAATTAAATGATTCCTGGCTCAA。PCR 反应体

系：1 L 5’端引物（10 mol/L），1 L 3’端引物（10 

 mol/L），25 L 2× Mix Taq 酶，21 L ddH2O，2 L
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模板；总反应体系为 50 L。PCR 反应条件：94 ℃ 3 

min； 94℃ 30 s， 56 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s，循环 34

次；72 ℃ 5 min。PCR 扩增结束后，用 1.5%琼脂糖

凝胶进行电泳，检测目的基因扩增情况。 

1.2.2  LAMP 反应体系的建立 

利用 NEB LAMP Primer Design Tool 在线工具设

计沙门氏菌管家基因 invE的LAMP引物。invE LAMP

引物序列见表 1。LAMP 反应体系：10 invE 引物（1.6 

mol/L FIP 和 BIP，0.2 mol/L F3 和 B3，0.4 mol/L 

LoopF）2.5 L，10 mmol/L dNTP Mix 3.5 L，10× 

Isothermal Amplification Buffer 2.5 L，200 mmol/L 

MgSO4 3.5 L，8000 U/mL Bst 2.0 DNA 聚合酶 1 L，

目的基因 2 L，ddH2O 10 L；共计 25 L。将体系

混匀，在 65 ℃金属浴中反应 25 min，琼脂糖凝胶电

泳分析 LAMP 扩增结果。 

表 1  invE LAMP 引物 

Tab. 1  invE LAMP primers 

引物名称 序列（5’-3’） 

F3 GCGACCCAGCATACTGATG 

B3 CCTTCGGTAAAGCCTCATCC 

FIP 
GACATTTCGTCCGTCGACTGG 

AGGAAATACAACAGGCCGCA 

BIP 
GCGCTGGCGCAATTTCGTA 

AAGCACGCGTTCAAAACTGT 

Loop F TACTTCCGCCCCTGGAGAC 

1.2.3   LAMP 反应体系的优化 

采用单因素变量法，分别围绕反应体系中 dNTP

浓度（终浓度 1.7、1.6、1.5、1.4、1.3、1.2 mmol/L）、

最适反应温度（61、62、63、64、65、66、67、68、

69 ℃）和最佳时间（5、10、15、20、25、30、35、

40、45 min）优化 LAMP 反应体系，所有实验重复 3

次，保证结果的可靠性。反应结束后通过琼脂糖凝胶

电泳分析 LAMP 扩增的结果。 

1.2.4   可视化 LAMP 反应体系的建立 

在前述 LAMP 反应体系优化的基础上，加入 0.5 

L NEB LAMP Fluorescent Dye 构建沙门氏菌检测的

荧光 LAMP 反应体系，反应结束后通过 485 nm 激发

光源下荧光信号的强弱判断扩增结果。利用

WarmStart LAMP 2×预混液构建沙门氏菌检测比色

LAMP 反应体系，其中预混液 12.5 L，10×引物 Mix 

2.5 L，模板 2 L，用无菌超纯水将体积补齐至 25 

L，64 ℃反应 20 min 后直接观察颜色的变化，通过

琼脂糖凝胶电泳对可视化 LAMP 结果进行验证。 

1.2.5   可视化 LAMP 反应体系检测性能分析 

将提取的基因组 DNA 用 TE 缓冲液进行连续 10

倍的倍比稀释，并以其作为模板分别进行荧光和比色

LAMP 反应，根据荧光信号的实时变化，判定所构建

检测方法的灵敏度，反应结束后通过琼脂糖凝胶电泳

分析扩增结果。 

1.2.6   基于可视化 LAMP 方法的实际样品检测 

选取牛奶作为检测样品，按照 GB 4789.18—2024

《食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳与乳制品

采样和检样处理》[11]中规定的方法制备牛奶样品。首

先吸取 5 mL 某市售牛奶，用 45 mL 无菌 1PBS 稀释

并混匀，将 100 L 不同浓度细菌悬液与 900 L 牛奶

样品混合均匀，混合前后通过平板培养法验证稀释牛

奶样品的菌落数，混合样品的 DNA 提取参考 Nguyen

等[12]的方法，通过类芬顿反应裂解细菌释放 DNA，

用 Whatman 滤纸捕获，用 TE 缓冲液洗脱，以此为模

板进行荧光和比色 LAMP 检测，反应结束后通过琼

脂糖凝胶电泳分析扩增结果。 

2   结果与分析 

2.1   LAMP 反应体系建立 

以提取的不同食源性致病菌基因组 DNA 作为模

板，利用沙门氏菌 invE 基因的特异性引物进行 PCR

扩增，结果如图 2（A）所示。有且仅有第 7 泳道（沙

门氏菌）在约 1000 bp 处呈现清晰条带，扩增条带与

invE 基因大小相符，其余 6 个非目标菌株样本和阴性

对照组均未见条带，表明 invE 基因在常见食源性致

病菌中具有较好的特异性。 

 

 
M. Marker；1. 单增李斯特氏菌；2. 铜绿假单胞杆菌；3. 金黄色葡萄球菌；
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4. 志贺杆菌；5. 大肠杆菌；6. 副溶血弧菌；7. 沙门氏菌；8. H2O 

(A) invE 基因特异性 (B) LAMP 特异性检测沙门氏菌 

图 2  invE 基因特异性和 LAMP 特异性检测沙门氏菌 

Fig. 2 invE gene specificity and LAMP specific detection of 

Salmonella  

选取 invE 基因上 839~1049 bp 处的片段设计

LAMP 引物，建立靶向沙门氏菌管家基因的 LAMP

检测体系，并通过琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物，结

果如图 2（B）所示。只有第 7 泳道（以沙门氏菌基

因组 DNA 为模板的扩增结果）具有典型的“梯形条

带”，而其它非靶标菌株对应组和以 H2O 为模板的

阴性对照组均没有扩增条带出现，表明该基因可作为

沙门氏菌的特异性基因构建特异性 LAMP 反应体系。 

2.2   LAMP 反应体系的优化 

dNTP 作为反应底物，其可为 LAMP 扩增提供含

氮碱基，并脱下 1 个焦磷酸分子，而过量的焦磷酸分

子会螯合镁离子，导致反应体系中镁离子的有效浓度

下降，进而抑制反应。LAMP 反应体系的优化结果如

图 3 所示。 

通过优化不同浓度的 dNTP，琼脂糖凝胶电泳结

果如图 3（A）所示，当 dNTP 浓度为 1.6 mmol/L 时，

条带亮度最高，因此选取 1.6 mmol/L 为最适反应条

件。酶活力受温度调控，LAMP 反应体系的温度决定

Bst 聚合酶的反应速度，高温可能使酶变性失去活力，

而温度过低则会影响整个体系的反应速率[13]。进一步

优化 LAMP 反应体系的温度，结果如图 3（B）所示，

当温度为 64 ℃、65 ℃和 66 ℃时，电泳条带条带亮

度最高，综合考虑经济成本等因素选择 64 ℃作为

LAMP 反应的最适温度。作为一种核酸快速扩增的新

兴技术，反应时间直接决定现场对靶标污染物的检出

效率。进一步优化 LAMP 反应体系的反应时间，结

果如图 3（C）所示，其中 20 min 和 25 min 电泳条带

最高，考虑到现场实际应用中的快速检测需求，以

20 min 作为最佳反应时间。 

 

 

(A) 不同浓度 dNTP LAMP 电泳结果。M. marker；1—3. 1.7 mmol/L；4—6. 

1.6 mmol/L；7—9. 1.5 mmol/L；11—13. 1.4 mmol/L；14—16. 1.3 mmol/L；

17—19. 1.2 mmol/L；10 和 20. 阴性对照。（B） LAMP 反应温度优化。（C）

LAMP 反应时间优化。 

图 3  LAMP 反应体系的优化 

Fig. 3 Optimization of LAMP Reaction System 

2.3   可视化 LAMP 检测沙门氏菌的可行性验证 

LAMP 扩增结果的判定往往依赖于琼脂糖凝胶

电泳进行观察，这在资源有限条件下极大限制了其现
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场应用，而可视化 LAMP 检测不需借助其他实验设

备，反应结束即可对扩增结果进行现场判读[14]。分别

构建比色LAMP和荧光LAMP两种可视化检测方法，

前者通过目视即可直观判读检测结果，后者借助激发

光源产生的荧光亮度进行结果判读[15]。进一步验证所

构建可视化检测方法的可行性，对其进行琼脂糖凝胶

电泳分析。可视化 LAMP 检测沙门氏菌的可行性验

证结果如图 4 所示。两种可视化检测的结果均只有第

7 泳道出现明亮的“梯形条带”。由此可见，无论是

比色 LAMP 还是荧光 LAMP，都能明显区分靶标与

非靶标之间的阳性和阴性结果，表明其可用于沙门氏

菌的可视化 LAMP 检测。 

 

 

 

 

(A)比色 LAMP 检测沙门氏菌，(B)比色 LAMP 检测沙门氏菌电泳结果，(C)

荧光 LAMP 检测沙门氏菌，(D)荧光 LAMP 检测沙门氏菌电泳结果 

M. marker；1. 单增李斯特氏菌；2. 铜绿假单胞杆菌；3. 金黄色葡萄球菌；

4. 志贺杆菌；5. 大肠杆菌；6. 副溶血弧菌；7. 沙门氏菌；8. H2O 

图 4  可视化 LAMP 检测沙门氏菌的可行性验证 

Fig. 4  Feasibility verification of visual LAMP detection of 

Salmonella 

2.4   可视化 LAMP 检测沙门氏菌的性能 

对两种可视化 LAMP 检测方法的最低检测限进

行比较，利用倍比稀释的沙门氏菌基因组 DNA 为模

板，比色 LAMP 的结果如图 5（A）所示，可以直观

看到第 7、8 管与其余管中颜色差异明显，可据此判

断阳性和阴性结果。荧光 LAMP 的结果如图 5（C）

所示，通过对不同管中荧光亮度的比较，可以得出相

同的结论。可视化 LAMP 的检测限为 10-6 ng/L，用

琼脂糖凝胶电泳进行验证，结果如图 5（B）和图 5

（D）所示，第 1—6 泳道均产生明显的“梯形条带”，

该结果与可视化 LAMP 结果一致。 

为了验证可视化 LAMP 的检测性能，用实验室

针对沙门氏菌检测的金标准方法 qPCR 验证，结果如

图 6 所示。随着靶标浓度的下降，循环阈值（CT 值）

越来越大，当质量浓度为 10-5 ng/L 时，没有荧光信

号产生，琼脂糖凝胶电泳的结果进一步验证了实时荧

光定量曲线的结果，表明可视化 LAMP 相较于实验

室金标准方法展现出良好的灵敏度。一方面，LAMP

技术针对靶基因多个区域设计引物，在 DNA 聚合酶

作用下，60~65 ℃等温环境中即可实现高效快速的靶

基因扩增。这种多区域引物设计大幅提升了反应特异

性，降低非特异性扩增干扰，同时密集的引物结合位

点让微量靶基因也能被充分捕捉并大量复制，为高灵

敏度检测奠定物质基础[16]。另一方面，与金标准 qPCR

需经历高温变性、低温退火和适温延伸等复杂温度循

环不同，LAMP 恒定的等温反应条件避免了因频繁温

度变化引发的核酸降解与酶活性损耗的问题[17]。核酸

完整性得以保留，DNA 聚合酶始终维持在稳定的活

性状态，确保扩增过程顺利推进，进一步提升了扩增

效率与检测灵敏度，使可视化 LAMP 能够精准识别

低浓度靶基因，展现出优异的检测性能。 
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(A)不同基因浓度比色可视化 LAMP，(B)不同基因浓度比色可视化 LAMP

电泳，(C)不同基因组浓度荧光可视化 LAMP，（D）不同基因组浓度荧光

可视化 LAMP 电泳 

M. marker；1. 10-1 ng/L；2. 10-2 ng/L；3. 10-3 ng/L；4. 10-4 ng/L；5. 10-5 

ng/L；6. 10-6 ng/L；7. 10-7 ng/L；8. H2O 

图 5  可视化 LAMP 检测沙门氏菌的性能 

Fig. 5  Performance of Visual LAMP Detection for Salmo-

nella 

 

 
(A)不同基因组 DNA 浓度 qPCR 曲线，(B)不同基因组 DNA 浓度 qPCR 曲

线电泳 

M. marker；1. 10 ng/L；2. 1 ng/L；3. 10-1 ng/L；4. 10-2 ng/L；5. 10-3 ng/L；

6. 10-4 ng/L；7. 10-5 ng/L；8. H2O 

图 6  qPCR 验证 

Fig. 6  qPCR validation 

2.5   可视化 LAMP 检测沙门氏菌的实际样品检测 

为验证所构建的可视化 LAMP 方法在实际样品

检测中的实用性，选取牛奶作为实际样品进行不同浓

度沙门氏菌的加标实验。因牛奶富含碳水化合物、蛋

白质和脂质，这些成分会阻碍 DNA 聚合酶活性，导

致核酸无法有效扩增。大幅降低分子检测的灵敏度，

使低浓度目标核酸难以检出，造成假阴性结果，影响

结果准确性，可能导致食品致病菌漏检等后果[18]。通

过类芬顿反应提取样品混合溶液中基因组 DNA，降

低牛奶基质对扩增反应的影响，以此作为模板利用可

视化 LAMP 方法对实际样品中的沙门氏菌进行检测，

结果如图 7 所示。比色 LAMP 中除了第 9 管，其余

管均从红色变为黄色，荧光 LAMP 的结果与比色

LAMP 结果一致，在激发光源照射下，阴性对照组的

荧光亮度远暗于其他试管。琼脂糖凝胶电泳结果与可

视化 LAMP 结果一致，除阴性对照外，其余泳道均

有明亮条带出现，该结果表明可视化 LAMP 可用于

实际样品中的沙门氏菌检测，检测限低至 1 CFU/mL。 

qPCR 检测牛奶样品结果如图 8 所示。当细菌浓

度的降低至 10 CFU/mL 时，没有荧光信号产生，琼

脂糖凝胶电泳的结果进一步验证了实时荧光定量结

果，表明可视化 LAMP 检测可用于实际样品中沙门

氏菌的快速检测，同时其相较于 qPCR 具有较好的灵

敏度。 

 

 
(A)比色 LAMP 检测牛奶样品中不同浓度沙门氏菌，(B)比色检测牛奶样品

中不同浓度沙门氏菌电泳图，(C) 荧光 LAMP 检测牛奶样品中不同浓度沙
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门氏菌，(D) 荧光 LAMP 检测牛奶样品中不同浓度沙门氏菌电泳图 

M. marker；1. 107 CFU/mL；2. 106 CFU/mL；3. 105 CFU/mL；4. 104 CFU/mL；

5. 103 CFU/mL；6. 102 CFU/mL；7. 10 CFU/mL；8. 1 CFU/mL；9. H2O 

图 7  可视化 LAMP 检测沙门氏菌的实际样品检测 

Fig. 7  Actual sample testing of visual LAMP detection of 

Salmonella 

 

 
(A) qPCR 检测牛奶样品中不同沙门氏菌浓度，(B)qPCR 检测牛奶样品中不

同沙门氏菌浓度电泳图 

M. marker；1. 107 CFU/mL；2. 106 CFU/mL；3. 105 CFU/mL；4. 104 CFU/mL；

5. 103 CFU/mL；6. 102 CFU/mL；7. 10 CFU/mL；8. 1 CFU/mL；9. 阳性对

照；10. H2O 

图 8  qPCR 检测牛奶样品 

Fig. 8  qPCR detection of milk samples 

3   讨  论 

准确、及时检测食品污染中的食源性致病菌对于

保障消费者身体健康和维护食品安全具有重要意义
[19]。然而，传统培养法存在检测周期长、步骤繁琐等

局限性。随着分子诊断技术的发展，该技术被广泛应

用于食源性致病菌检测领域。Yue 等[20]将生物素-链

霉亲和素系统和膜过滤技术相结合，在最佳实验参数

下可以在 2 h 内检测到牛奶中的沙门氏菌，检测限为

1.8104 CFU/mL。Chen 等[21]通过结合适配体的识别

开发了一种适配体催化的发夹组装信号放大方法，应

用于牛奶中沙门氏菌的现场比色检测，检测限为

2.4102 CFU/mL。Han 等[22]提出具有双模式检测通道

（比色荧光）与聚合物链反应（PCR）相结合的多功

能平台，可以检测到食品中 21.8 CFU/mL 的沙门氏

菌。为了进一步提高灵敏度，考虑到环介导等温扩增

技术具有不依赖升降温循环、短时间内指数扩增等优

点[23-25]，本研究基于比色和荧光方法构建了可视化

LAMP 检测技术，在不开盖的条件下，可直接实现对

结果的准确判读。通过对实际样品中沙门氏菌的定量

检测，推断出可视化 LAMP 对沙门氏菌的检测限低

至 1 CFU/mL，相较于金标准方法及以上检测方法更

加快速、灵敏。 

本研究基于可视化 LAMP 方法构建了一种可用

于食品安全中典型食源性致病菌现场的快速检测技

术。未来可以通过识别靶标的替换，拓展至其他食源

性致病菌的快速检测中，将该技术与微流控芯片相结

合[26-27]，可以开发便携式、多通道现场检测设备，在

临床诊断中面对感染性疾病爆发，该设备可以快速鉴

别病原体，辅助医生及时制定治疗方案[28]；在环境监

测方面可用于水体、土壤中致病微生物的检测；在食

品安全检测[29]领域，从食品原料、加工运输直至餐桌

的全链条[30]，都能利用该设备进行实时监测，保障食

品质量安全，有效降低食源性疾病的发生风险，对守

护公众健康、维护社会稳定具有重要意义。 
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