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基于叠氮溴化丙锭与恒温核酸扩增技术快速检测
亚致死状态食源金黄色葡萄球菌
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摘  要：建立一种将荧光染料叠氮溴化丙锭（propidium monoazide，PMA）与环介导等温扩增（loop-mediated 
isothermal amplification，LAMP）技术相结合的方法，用于快速高效检测金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
aureus）。同时，采用人工污染金黄色葡萄球菌的速冻水饺和奶粉作为食品样品，研究PMA-LAMP方法的检测灵敏

度。结果表明，PMA溶液质量浓度3 μg/mL，650 W卤素灯下曝光5 min，PMA能够完全抑制1.2×107 copies/mL金黄

色葡萄球菌死菌核酸扩增。PMA-LAMP方法能够在恒温65 ℃、60 min内完成对亚致死型金黄色葡萄球菌特异性nuc
基因的特异性检测，其对亚致死状态金黄色葡萄球菌的检出限为34 CFU/mL，对食物样品速冻水饺和奶粉的检出限

分别为17 CFU/mL和1.70×102 CFU/mL。建立的PMA-LAMP方法可以有效检测亚致死态金黄色葡萄球菌，提供了一

种新的检测技术和解决方案。
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Establishment of PMA-LAMP Method for Rapid Detection of Staphylococcus aureus with Sublethal Injury
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Abstract: In this study, a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay combined with propidium monoazide 

(PMA) treatment was developed for the rapid and efficient detection of Staphylococcus aureus with sublethal injury. The 

sensitivity of PMA-LAMP was investigated by artificially contaminating food samples including frozen dumplings and milk 

powder with S. aureus. The results showed that a concentration of 3 μg/mL PMA was optimal for completely restraining 

the amplification of 1.2 × 107 copies/mL of DNA from dead S. aureus which was exposed to a 650 W halogen lamp for 

5 min. PMA-LAMP could achieve the specific detection of the unique nuc gene of S. aureus with sublethal injury at a 

constant temperature of 65 ℃ within 60 min with a  sensitivity of 34 CFU/mL. In addition, the PMA-LAMP assay was 

proved efficient by using it to detect the viable cells in artificially contaminated samples, with a sensitivity of 17 CFU/mL 

for artificially contaminated milk powder and 1.70 × 102 CFU/mL in artificially contaminated frozen dumplings. It can be 

concluded that the PMA-LAMP assay can efficiently detect S. aureus with sublethal injury and provide a new technique for 

detecting S. aureus in food samples.
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金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）是一种

人畜共患病的重要致病菌，主要经食品传播，引起食物

中毒、组织及器官的化脓性炎症，建立快速、准确的检

测方法对预防和控制金黄色葡萄球菌的传染具有重要意

义。亚致死型细菌是细菌在不良生存环境下的一种特殊

自我保护状态，高/低温、高压、pH值或盐度等的改变

都可能引起细菌进入此种状态。亚致死型细菌虽然丧失

了在选择性平板上生长繁殖的能力，但生命体征是活的

仍保留原菌的毒力和致病性，在适宜的生长条件下，亚

致死型细菌能够复苏，恢复生长繁殖，迅速达到致病剂

量，成为逃避检测的“隐性污染源”对食品安全造成严

重的威胁 [1-2]。研究表明，金黄色葡萄球菌在食品加工

过程中会进入一种生命亚致死的状态即活的非可培养状

态，该状态不易被传统平板计数法检出，增加了食品风

险评估的不确定性[3]。

国内市场上的速冻水饺以及奶粉等食品也有被报道金黄

色葡萄球菌检出超标，消费者使用后引起中毒症[4-5]。传统检

测金黄色葡萄球菌的方法有聚合酶链式反应（polymerase 
chain reaction，PCR）来扩增特异性基因nuc，另外也有用

实时PCR检测金黄色葡萄球菌，但其耗费相对较高[6-7]， 

因此研究亚致死状态的金黄色葡萄球菌的快速检测方

法显得尤为重要[8-10]。环介导等温扩增（loop-mediated 
isothermal amplification，LAMP）技术是一种新的核酸扩

增方法，其特点是在65 ℃恒温条件下60 min内即可完成

靶基因扩增[11]。叠氮溴化丙锭（propidium monoazide，
PMA）是一种选择性核酸交联染料，可以透过死细胞而

不能透过活细胞的细胞膜[12]。5 min以上的强烈光照可

使进入细胞后的PMA与脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic 
acid，DNA）共价交联，从而阻碍了死细胞中目标DNA
的扩增，同时完全钝化游离的PMA以避免出现“假阴

性”结果[13]。而亚致死型细菌是一种细胞膜没有损伤的

活菌，将PMA与LAMP技术相结合，可以将亚致死型细

菌同死菌区分开来。

本实验利用低温结合低质量浓度防腐剂物理手段，

诱使金黄色葡萄球菌进入亚致死状态，利用PMA排除死

细胞的DNA干扰，建立PMA-LAMP方法快速检测金黄色

葡萄球菌，对其检测效果进行评价，以期建立新的技术

体系对亚致死型食源致病细菌的监测检验研究工作提供

参考。

1 材料与方法

1.1 菌种与试剂

金黄色葡萄球菌标准菌株（编号26003，购自中国

医学细菌保藏管理中心），在4 ℃条件下保存在质量浓

度75 g/L NaCl的营养琼脂斜面上。用0.5 mmol/L山梨酸

钾、－20 ℃寡营养（含7.5% NaCl溶液）条件下经76 d体
外诱导得到的经过扫描电镜和PCR检验的亚致死状态金

黄色葡萄球菌[14]。

PMA（生化试剂）  美国Biotium公司；Bst大
片段DNA聚合酶 New England Biolab公司；营养琼

脂、脑心浸液（brain heart infusion，BHI）培养基、血 

平板 广东环凯生物科技有限公司；异丙醇、二甲基亚

砜（均为分析纯） 天津市科密欧化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

Gel Doc 2000凝胶成像系统 美国Bio-Rad公司；

SAS-67120超纯水制备系统 美国Millipore公司；扫描

电镜 德国TVIPS公司；GE-100电泳仪 杭州生物科

技有限公司；650 W卤素灯 德国Osram公司；5417R高
速冷冻离心机 德国Eppendorf股份有限公司；HH•S11
电热恒温水浴锅 上海瑞丰仪器仪表有限公司；LX系

列立式压力蒸汽灭菌锅 四川射洪医疗设备厂。  
1.3 方法

1.3.1 LAMP引物的设计

在NCBI数据库中获取金黄色葡萄球菌nuc基因序

列，进行多重比对，选择最保守区域设计引物。LAMP
反应需要4 条引物，包括两条外引物（F3和B3）、两条

内引物（BIP和FIP），设计过程遵循LAMP引物设计原

则。委托上海捷瑞生物技术公司合成引物，引物序列如

表1所示。

表 1 LAMP反应引物序列

Table 1 Primer sequences targeting the nuc gene for LAMP reaction

靶基因 引物 序列

nuc

FIP 5’-CGTTTACCATTTTTCCATCAGCATATTTGACAAAGGTCAAAGAACT-3’
BIP 5’-TCAAGGCTTGGCTAAAGTTGCTTATTCGCTTGTGCTTCACTT-3’
F3 5’-TGCAAAGAAAATTGAAGTCGA-3’
B3 5’-CGTTGTCTTCGCTCCAAAT-3’

1.3.2 新鲜菌悬液的制备

取活化的金黄色葡萄球菌接种于灭菌的BHI培养基

中，37 ℃振荡培养过夜，将菌悬液进行10 倍倍比稀释，

采用涂布平板法确定菌悬液的浓度。

1.3.3 样品的PMA处理

PMA溶解于二甲基亚砜中，配制成0.5 mg/mL的

PMA溶液，－20 ℃避光保存。取1 mL制备好的菌悬液置

于1.5 mL的离心管中，加入6 μL 0.5 mg/mL的PMA溶液，

使PMA的终质量浓度为3 μg/mL，PMA与菌悬液混合均

匀后在室温条件下避光处理5 min，利用650 W的卤素灯

曝光5 min，光照交联时，样品置于冰上，且在距离光源

20 cm处。交联后的菌悬液10 000 r/min离心5 min，收集

菌体用于DNA提取。

1.3.4 不同处理死细胞的PMA-LAMP扩增

分别利用热处理、异丙醇和紫外照射制备死细胞。

条件如下：75 ℃水浴10 min、70%异丙醇处理10 min[15]和
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紫外灯照射10 min，处理后涂布营养琼脂平板，37 ℃培养

24 h后观察，平板上细菌菌落总数为0时，认为细胞死亡。

用PMA处理以上3 种方式处理的死细胞悬浮液，以不加

PMA为对照组。对菌液使用裂解法裂解细胞[16]，裂解液作

为LAMP反应的DNA模板进行LAMP扩增和电泳分析。

1.3.5 PMA质量浓度

取1 mL金黄色葡萄球菌活细胞和死细胞悬浮液置

于无菌离心管中，加入PMA，使PMA的终质量浓度分

别为0、1、3、5、10、20、50 μg/mL，研究PMA影响活

菌DNA扩增的最大质量浓度和抑制死菌DNA扩增的最

小质量浓度，对菌液使用裂解法裂解细胞，裂解液作为

LAMP反应的DNA模板进行LAMP扩增和电泳分析。

1.3.6 曝光时间

取金黄色葡萄球菌活菌悬液（1.2×107 CFU/mL）和

死菌悬液（1.2×107 copies/mL）各1 mL置于无菌离心管

中，加入3 μg/mL（终质量浓度）PMA，在室温条件下避

光处理5 min，然后用650 W卤素灯曝光，选取曝光时间

为1、5、10、15、20 min和30 min。提取DNA作为反应

的模板进行LAMP扩增和电泳分析。

1.3.7 PMA-LAMP方法检测金黄色葡萄球菌的灵敏度

将金黄色葡萄球菌菌悬液以无菌生理盐水进行10 倍
倍比稀释，并选择1×10－4、1×10－5、1×10－6、1×10－7、

1×10－8 5 个稀释度进行计数。每个稀释度做两个平行，

选择菌落总数在30～300之间的稀释度进行计数。取各个

稀释度的菌悬液1 mL置于无菌离心管中，分别使用3 μg/mL 
（终质量浓度）的PMA进行处理，提取DNA模板进行

LAMP扩增和电泳分析，以确定灵敏度。

1.3.8 实际样品检测

1.3.8.1 细菌培养及人工模拟菌液的制备 

按表2进行不同亚致死状态金黄色葡萄球菌比例的菌

液混合。

表 2 混合体系中亚致死状态金黄色葡萄球菌所占的比例

Table 2 The proportion of S. aureus with sublethal injury in mixed system

组别
混合体积/μL 亚致死状态金黄色葡

萄球菌所占比例/%亚致死状态 热致死状态

1 1 000 0 100
2 500 500 50
3 100 900 10
4 10 990 1
5 1 999 0.1

按无菌操作要求，把大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色

葡萄球菌接种至肉汤培养基中，37 ℃培养过夜。稀释使

菌体细胞数为105 CFU/mL。根据黄冰等[17]的实验报道，

检测常见的食品包括：生猪肉、生牛肉、生牛奶、卤味

食品、冷冻食品、水产品中分离出的金黄色葡萄球菌菌

株分别为28.6%、24.0%、32.7%、6.0%、17.8%、0.6%，

以此来进行人工污染食品所用菌液的配比。将亚致死状

态的金黄色葡萄球菌人工模拟液按照上表混匀后，再与

大肠杆菌和沙门氏菌按表3混合。混合体系中细菌总数和

大肠杆菌、沙门氏菌的数量保持恒定，以亚致死状态的

金黄色葡萄球菌的数量设立梯度。

表 3 混合体系中亚致死状态/热致死金黄色葡萄球菌及沙门氏菌、 

大肠杆菌所占的比例

Table 3 The proportions of sublethally inured/heat-killed S. aureus, 

Salmonella and E. coli in mixed system

组别
亚致死状态金黄
色葡萄球菌/μL

热致死状态金黄
色葡萄球菌/μL

沙门
氏菌/μL

大肠
杆菌/μL

混合液中亚致死状态 
金黄色葡萄球菌比例/%

1 1 000 0 500 500 50
2 500 500 500 500 25
3 100 900 500 500 5
4 10 990 500 500 0.5

5 1 999 500 5 000 0.05

1.3.8.2 样品前处理

所用速冻水饺和奶粉从超市随机采购，样品在人

工污染亚致死型金黄色葡萄球菌之前，首先按照GB/T 
4789.10—2010《食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检

验》验证是否存在金黄色葡萄球菌，如果存在，首先将

样品进行灭菌，然后进行国标法检测，检测结果为不含

有金黄色葡萄球菌的前提下才可进行后续实验。将速冻

水饺剪碎，取25 g样品（奶粉直接使用），加入225 mL
无菌的磷酸盐缓冲溶液中充分均质，制成样品匀浆液。

1.3.8.3 不同比例亚致死状态金黄色葡萄球菌的样品检测

取1  mL不同比例的亚致死状态菌液分别接种至

9 mL样品匀浆液中，混匀作为食品样品原样，分别将

样品800 r/min离心3 min，除去速冻水饺的碎片，取上

清液转移至新的无菌离心管中，10 000 r/min 离心5 min
收集菌体，进行PMA处理，以提取的DNA为模板进行 

PMA-LAMP检测。未接种的样品做阴性对照。

1.3.8.4 含有非目标菌的样品检测

取1 mL按表3比例混合的菌液接种至9 mL匀浆液

中，混匀作为食品样品原样，分别将样品800 r/min离心

3 min，除去速冻水饺的碎片，取上清液转移至新的无菌

离心管中，10 000 r/min离心5 min收集菌体，进行PMA处

理，以提取的DNA为模板进行PMA-LAMP检测。同样的

方法进行奶粉的污染和检测。

2 结果与分析

2.1 不同处理的死细胞的PMA-LAMP
未加入PMA处理的对照组中，不同胁迫条件处理

的死细胞DNA均能扩增出特异性的阶梯状条带。加入

PMA处理的实验组中，75 ℃水浴和70%异丙醇溶液处理

10 min后得到的死细胞经过PMA处理后，其DNA的扩增

受到抑制，无法扩增出阶梯状条带，PMA能有效阻止死
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细胞中的DNA的扩增，如图1所示。虽然紫外照射下的

金黄色葡萄球菌已经进入死亡状态，但是因为紫外照射

并没有破坏细菌的细胞膜，只是损伤了细胞中核酸的结

构，PMA不能透过细胞膜与DNA结合，所以DNA扩增并

没有受到PMA的影响。

M

1 500 bp

500 bp

100 bp

1 2 3 4 5 6 7

M. 100 bp DNA ladder；1.阳性对照；2～4.未加入

PMA对照组；5.热处理；6.异丙醇；7.紫外照射。

图 1 不同胁迫条件对PMA-LAMP反应的影响

Fig. 1 Influence of different stress conditions on the PMA-LAMP reaction

2.2 PMA质量浓度的优化

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M. 100 bp DNA ladder；1.未加PMA对照组；2～7. PMA质

量浓度依次为1、3、5、10、20、50 μg/mL；8.阴性对照。

图 2 PMA质量浓度对1.2×107 CFU/mL金黄色葡萄球菌活细胞的影响

Fig. 2 Influence of PMA concentration on 1.2 × 107 CFU/mL of DNA 

from S. aureus viable cells

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M. 100 bp DNA ladder；1～6. PMA质量浓度依次为1、3、
5、10、20、50 μg/mL；7.阴性对照；8.未加PMA对照组。

图 3 PMA质量浓度对1.2×107 copies/mL金黄色葡萄球菌死细胞的影响

Fig. 3 Influence of PMA concentration on 1.2 × 107 copies/mL of DNA 

from S. aureus dead cells

由图2可知，当PMA的质量浓度高达50 μg/mL时，扩

增出的条带仍然比较清晰明亮，表明PMA对活菌细胞影

响不大。从图3可以看出，当PMA质量浓度为1 μg/mL，
能扩增出条带，而当质量浓度增加至3 μg/mL的时候，能

有效抑制死细胞DNA的扩增。因此，本实验选择的PMA
处理质量浓度为3 μg/mL，以确保能够有效地抑制死菌

DNA扩增，同时使用最小PMA处理质量浓度，从而不影

响LAMP扩增的效果。

2.3 曝光时间的优化

使用3 μg/mL的PMA分别对浓度为1.2×107 CFU/mL
的活细胞与经过热处理的死细胞菌悬液进行处理，用方

法中提到的不同曝光时间处理后的细菌悬液用裂解法进

行裂解，以裂解液为模板进行LAMP反应。从图4可以看

出，曝光时间为1～30 min时，活细胞均能扩增出特异性

的阶梯状条带；图5显示经过1 min曝光处理后，可抑制

107 copies/mL死细胞DNA的扩增。综合上述结果，本实

验选择的曝光时间为5 min，以确保多余的PMA能够全部

被光分解，从而不影响LAMP扩增的效果，同时花费的

时间短，能够有效地控制检测所需要的时间。

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M. 100 bp DNA ladder；1.未加入PMA对照组；2～7.
曝光时间为1、5、10、15、20、30 min；8.阴性对照。

图 4 曝光时间对活细胞PMA-LAMP反应的影响

Fig. 4 Influence of exposure time on PMA-LAMP reactions of viable cells

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8

M. 100 bp DNA ladder；1.未加入PMA对照组；2～7.
曝光时间为1、5、10、15、20、30 min；8.阴性对照。

图 5 曝光时间对死细胞PMA-LAMP反应的影响

Fig. 5 Influence of exposure time on PMA-LAMP reactions of dead cells
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2.4 PMA-LAMP方法的建立及其灵敏度

以上实验结果显示，质量浓度为3 μg/mL的PMA可

抑制浓度高达1.2×107 copies/mL的金黄色葡萄球菌死细

胞DNA的扩增，而对同浓度的活细胞扩增没有影响，因

此为了能够有效地检测食品中的亚致死状态的金黄色葡

萄球菌，确定PMA的作用质量浓度为3 μg/mL，650 W
卤素灯曝光时间为5 min。将处理后的菌液进行裂解提

取DNA，以此为模板进行LAMP反应，从而建立PMA-
LAMP方法，以检测亚致死状态的金黄色葡萄球菌。

将3.4×109 CFU/mL亚致死型金黄色葡萄球菌进行

10 倍倍比梯度稀释，取各稀释液经上述PMA处理及曝光

后，裂解菌悬液提取DNA，以此为模板进行LAMP反应，

产物于以溴化乙锭为染料的2.0%琼脂糖凝胶电泳分析。结

果见图6，当亚致死菌菌液浓度为34 CFU/mL或更高时，

有特异性的扩增条带，所以本实验建立的PMA-LAMP检测

亚致死型金黄色葡萄球菌的灵敏度为34 CFU/mL。

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 9 108

M. 100 bp DNA ladder；1.阳性对照；2～9.金黄色葡萄

球菌浓度为3.4×107、3.4×106、3.4×105、3.4×104、

3.4×103、3.4×102、3.4×101、3.4 CFU/mL；10.阴性对照。

图 6 PMA-LAMP检测方法的灵敏度

Fig. 6 Sensitivity of the PMA-LAMP method

2.5 PMA-LAMP方法的实用性

2.5.1 不同比例亚致死型金黄色葡萄球菌污染食品样品

检测结果

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6

M. 100 bp DNA ladder；1～5.混合菌液中亚致死型金黄色葡萄球菌的浓度分别

为3.4×105、3.4×104、3.4×103、3.4×102、3.4×101 CFU/mL；6.阴性对照。

图 7 人工污染奶粉中亚致死型金黄色葡萄球菌的PMA-LAMP检出限

Fig. 7 Limit of detection of PMA-LAMP for sublethally injured  

S. aureus in artificially contaminated milk powder

奶粉样品的PMA-LAMP检测如图7所示，1～5泳

道均有扩增条带，阴性对照没有扩增条带，表明PMA-

LAMP能够检测到人工模拟污染奶粉中亚致死型金黄色

葡萄球菌的检出限为34 CFU/mL。

将含有不同比例亚致死型金黄色葡萄球菌的速冻水

饺样品分别经过处理后，进行PMA-LAMP检测，检测结果

见图8，1～4泳道均有扩增条带，而3.4×101 CFU/mL浓度

和阴性对照没有扩增条带，表明人工模拟污染速冻水饺中

亚致死型金黄色葡萄球菌的检出限为3.4×102 CFU/mL。

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6

M. 100 bp DNA ladder；1～5.混合菌液中亚致死型

金黄色葡萄球菌的浓度分别为3.4×105、3.4×104、

3.4×103、3.4×102、3.4×101 CFU/mL；6.阴性对照。

图 8 人工污染速冻水饺中亚致死型金黄色葡萄球菌的 

PMA-LAMP检出限

Fig. 8 Limit of detection of PMA-LAMP for sublethally injured  

S. aureus in artificially contaminated frozen dumplings

2.5.2 同时含有非目标菌的食品样品检测结果

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6

M. 100 bp DNA ladder；1～5.混合菌液中亚致死型

金黄色葡萄球菌的浓度分别为1.7×105、1.7×104、

1.7×103、1.7×102、1.7×101 CFU/mL；6.阴性对照。

图 9 含有非目标菌速冻水饺中亚致死型金黄色葡萄球菌的 

PMA-LAMP检出限

Fig. 9 Limit of detection of PMA-LAMP for sublethally injured  

S. aureus in frozen dumplings containing non-target bacteria
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对速冻水饺处理后，进行PMA-LAMP检测，检测结

果见图9，1～4泳道均有扩增条带，说明同时含有非目标

菌对PMA-LAMP检测结果无影响，1.70×101 CFU/mL和
阴性对照没有扩增条带，能够检测到人工模拟同时含有

非目标菌污染的速冻水饺中亚致死型金黄色葡萄球菌的

检出限为1.70×102 CFU/mL。

1 500 bp

500 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6

M. 100 bp DNA ladder；1～5.混合菌液中亚致死型

金黄色葡萄球菌的浓度分别为1.7×105、1.7×104、

1.7×103、1.7×102、1.7×101 CFU/mL；6.阴性对照。

图 10 含有非目标菌奶粉中亚致死型金黄色葡萄球菌的 

PMA-LAMP检出限

Fig. 10 Limit of detection of PMA-LAMP for sublethally injured  

S. aureus in milk powder containing non-target bacteria

同时含有非目标菌的奶粉中的检测结果如图10所
示，1～5泳道均有扩增条带，阴性对照没有扩增条带，

表明PMA-LAMP能够检测到人工模拟同时含有非目标

菌污染的奶粉中亚致死型金黄色葡萄球菌的检出限为

17 CFU/mL。
上述实验结果（图7～10）表明，PMA-LAMP检测

含非目标菌奶粉中的亚致死型金黄色葡萄球菌的检出限

为17 CFU/mL，检测含非目标菌速冻水饺中的检出限为

1.70×102 CFU/mL。

3 结 论

本研究利用nuc基因作为靶基因，建立PMA与LAMP
技术相结合的方法快速检测金黄色葡萄球菌。nuc基因编

码耐热核酸酶，研究表明，当对nuc基因中一段676 bp
的序列来检测金黄色葡萄球菌，对金黄色葡萄球菌株

和表皮葡萄球菌、化脓性链球菌、大肠埃希菌、铜绿

假单胞杆菌、巴氏杆菌等非金黄色葡萄球菌的染色体

DNA进行PCR扩增，结果发现只有金黄色葡萄球菌能

扩增出目的片段，而非金黄色葡萄球菌没有扩增出目

的片段，证明了nuc基因可以作为检测金黄色葡萄球菌

的特异性基因[18]。而对于另一常见的特异性基因mecA，
只有耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌具有mecA基因[19]，不适

合作为检测金黄色葡萄球菌的特异性靶基因。nuc基因是

金黄色葡萄球菌所独有的，可以作为金黄色葡萄球菌特异

性的标志，符合率为100%。因此，对于亚致死型金黄色

葡萄球菌的精确核酸检测，nuc基因是理想的靶基因[20]。

检测样的PMA处理是影响PMA-LAMP反应的关键

因素，乙锭单叠氮化合物对活细胞有毒性，具有较高的

细胞膜透性，能穿过细菌活细胞完整的细胞膜与DNA交

联[21-22]，而PMA对细胞的毒性比乙锭单叠氮化合物小，

因此本实验选择PMA染料，结果显示其既能被排除在

活细胞体外，又不会影响扩增，对检测结果的影响较

小。PMA与菌悬液混合均匀后需在室温条件下避光处理

5 min，利用650 W的卤素灯曝光5 min，样品距离光源

20 cm。引物的特异性识别，4 条引物杂交到靶DNA上对

于LAMP反应的效率十分关键，引物的Tm值应满足F3、
B3小于F1c、B1c，且使F3、B3序列的Tm值介于60～65 ℃

之间 [23-25]。本实验优化的最佳内外引物浓度比为1∶4。
三磷酸脱氧核糖核苷（deoxyriboncleoside triphosphate，
dNTP）是磷酸根的主要来源，其浓度的变化将会影响

到缓冲液里Mg2＋浓度，过高会影响Bst DNA聚合酶的活

性，过低导致扩增条带不明显，从而影响反应的结果，

实验优化最佳的dNTP浓度为1.2 mmol/L。通过将PMA与

LAMP结合，建立了快速检测亚致死型金黄色葡萄球菌的

PMA-LAMP新方法，检测灵敏度达34 CFU/mL。
本实验建立的PMA-LAMP方法能够成功检测到亚致

死型金黄色葡萄球菌。该方法较其他同类检测方法具有

灵敏度高、操作简便、耗费低、快速的特点，无需依赖

实验室精密仪器和专业人员，该技术可以在基层或者条

件不便地区进行快速初筛应用。同时，本实验可为食品

中隐性残留的亚致死型食源细菌的快速精准检测提供了

一种新的方法。
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