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实时荧光定量 PCR 法检测中药制剂中沙门菌 
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摘要：目的  采用实时荧光定量 PCR 技术，建立一种中药制剂中沙门菌的快速检测方法。方法  将中药制剂加入适量的

胰酪大豆胨液体培养基中进行增菌后，取增菌液以热裂解法提取总 DNA，采用实时荧光定量 PCR 法特异性检测沙门菌。

结果  建立了中药制剂中沙门菌的实时荧光定量 PCR 检测法，检测可在 24 h 内完成，灵敏度达每 10 g(10 mL)供试品 1 cfu，

特异性为 100%，采用该方法检测 18 批次样品结果与药典方法一致。结论  采用实时荧光定量 PCR 法可明显缩短中药制

剂中沙门菌检测周期，具有良好的灵敏度和特异性，可作为药典检测方法的有效补充。 
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Detection of Salmonella in Traditional Chinese Medicine Preparations by Real-time Fluorescence 
Quantitative PCR 
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Laboratory of Quality Evaluation of Traditional Chinese Patent Medicine, Jiangxi Province Engineering Research Center of 
Drug and Medical Device Quality, Nanchang 330029, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a rapid detect method for Salmonella in traditional Chinese medicine by real-time 
fluorescence quantitative PCR. METHODS  Adding the traditional Chinese medicine to an appropriate amount of trypticase 
soy broth medium for bacteria enrichment, and the total bacterial DNA in the enrichment fluid was extracted by boiling method, 
then the real-time fluorescence quantitative PCR method was used to specifically detect the Salmonella in the sample. RESULTS  
A real-time fluorescence quantitative PCR assay for the detection of Salmonella in traditional Chinese medicine was established. 
The detection could be completed within 24 h, sensitivity was up to per 10 g(10 mL) samples 1 cfu, and the specificity was 100%. 
18 batches of samples were detected by this method and the results were identical with detected by the method described in 
Chinese Pharmacopoeia. CONCLUSION  For Real-time fluorescence quantitative PCR method, the detection time of 
Salmonella in traditional Chinese medicine preparations can significantly shorten and with good sensitivity and specificity, which 
can be an effective supplement of the test method included in Chinese Pharmacopoeia. 
KEYWORDS: traditional Chinese medicine preparations; Salmonella; real-time fluorescence quantitative PCR; rapid analysis 
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沙门氏菌(Salmonella)是常见的一类具有高度

传染性且危害严重的革兰氏阴性杆菌，其致病因

素包括侵袭力、肠毒素和内毒素 3 种，临床上可

引起肠热症、胃肠炎、菌血症或败血症等[1-2]。因

其在自然界中广泛分布，并可在动植物体定殖，

且在粪便、土壤、食品、水中可生存 5 个月至 2
年之久，而中药制剂绝大部分都是由动植物加工

炮制而成，且大量丸散膏丹的处方中常有原粉入

药，因此，监测中药制剂中的沙门菌是评价药品

质量的重要指标。中国药典 2015 年版四部通则

“1107 非无菌药品微生物限度标准”中明确规定，

对含药材原粉的中药口服制剂及含脏器提取物的

口服制剂均要求不得检出沙门菌(10 g 或 10 mL)。
同时，中国药典 2015 年版四部通则“1106”中亦

给出了沙门菌的检查方法，采用该方法进行检查，

需要将培养物依次接种至 4 种不同的培养基中，

操作复杂且时间周期较长，仅培养阶段就需要

72~120 h[3]，而中国药典 2020 年版中沙门菌检查

法也与 2015 年版一致[4]。另外，沙门菌的检出还

可能受到多种外界因素干扰，如药品在生产过程
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中，经常受到加热、干燥等加工步骤的影响，所

污染的沙门菌可能受到损伤或呈休眠状态，导致

不易检出[2]；药品及防腐剂也可能会抑制沙门菌的

繁殖，导致不易检出；此外，多次转移接种操作

还易引入外源性污染，影响检验结果的准确性。 
实 时 荧 光 定 量 PCR(real time fluorescence 

quantitative PCR，RT-PCR) 是指在 PCR 反应体系

中加入荧光基团，利用荧光信号累积实时监测整

个 PCR 进程，最后通过标准曲线对未知模板进行

定量分析的方法。它具有特异性强、灵敏度高、

重复性好、定量准确、自动化程度高、全封闭反

应等优点，成为分子生物学研究中的重要工具[5-7]。

目前该技术已在临床疾病诊断及疗效评价、动物

疾病检测、食品安全及生命科学研究等领域广泛

应用[8-12]，但在中药制剂沙门菌检测中的应用尚鲜

见报道。本研究旨在建立一种中药制剂中沙门菌

的 RT-PCR 检测方法，并对方法的可行性进行评

估，为实现药品中沙门菌的快速检测提供参考。 
1  材料 
1.1  实验用菌 

本研究共使用沙门菌 19 株，非沙门菌 43 株，

其中乙型副伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大

肠埃希菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌、生孢

梭菌、短小芽孢杆菌各 1 株购自中国医学细菌保

藏管理中心，甲型副伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏

菌、肠沙门氏菌肠亚种、鼠伤寒沙门氏菌、丙型

副伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙门氏菌孔成道夫变种、

鸭沙门氏菌、汤卜逊沙门氏菌、肠炎沙门氏菌肠

亚种婴儿血清型、病牛沙门氏菌、单增李斯特菌、

莱士曼乳杆菌、黏质沙雷菌、副溶血性弧菌、坂

崎肠杆菌、干酪乳杆菌各 1 株购自中国工业微生

物菌种保藏管理中心，其他包括 3 株未分型沙门

氏菌、2 株猪霍乱沙门氏菌以及鼠伤寒沙门氏菌、

林登堡沙门氏菌、阿贡纳沙门氏菌、溶血性葡萄

球菌、巴氏葡萄球菌、头状葡萄球菌、科氏葡萄

球菌、表皮葡萄球菌、黄杆菌、谷氨酸杆菌、赖

氨酸杆菌、乙酸钙不动杆菌、气囊栖水菌、支气

管戈登菌、少动鞘氨醇单胞菌、泡囊短波单胞菌、

环状芽孢杆菌、尼氏芽孢杆菌、京吉山芽孢杆菌、

巨大芽孢杆菌、阿耶波多氏芽孢杆菌、蜡样芽孢

杆菌、嗜根考克氏菌、贪铜菌、非发酵棒状杆菌、

罗斯氏菌、皮生球菌、滕黄微球菌、云南微球菌、

成团泛菌、奥斯陆莫拉菌、肺炎克雷伯菌、栖稻

假单胞菌、荧光假单胞菌各 1 株为江西省药品检

验检测研究院抗生素室分离保藏菌株。 
1.2  培养基与试剂 

胰酪大豆胨液体培养基(trypticase soy broth，

TSB)、胰酪大豆胨琼脂培养基(tryptose soya agar，
TSA)均购自北京陆桥技术股份有限公司；Es Taq 
DNA Polymerase(每微升 5 U，批号：10112)购自康

为世纪生物科技有限公司。 
1.3  引物探针 

根据文献调研，并采用 NCBI 网站 Primer- 
BLAST 软件在线分析后，确定采用的引物与探针

序列如下：上游引物(5’GCTATTTTCGTCCGGCA 
TGA3’)；下游引物(5’GCGACTATCAGGTTACCGT 
GGA3’)；探针(FAM-TAGCCAGCGAGGTGAAAA 
CGACAAAGG-BHQ1)，引物探针由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成。 
1.4  仪器 

CFX96 Touch 荧光定量 PCR 仪(美国 Bio-Rad 
公司)，5424R 台式高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 
公司)，Spectra Max Quick Drop 超微量可见紫外分

光光度计(Molecular Devices)，SPL-250 生化培养

箱(天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司)。 
2  方法 
2.1  菌液制备与 DNA 提取 
2.1.1  菌液制备  供试品溶液：取中药制剂(液体

制剂 10 mL，固体制剂 10 g)置无菌锥形瓶中，加

入 TSB 至 200 mL；供试品阳性对照菌液：上述

供试液中加入 1 mL 沙门菌菌液(100 cfu·mL−1)；
阳 性 对 照 菌 液 ： 无 菌 锥 形 瓶 中 加 入 T S B 至 
200 mL，再加入 1 mL 沙门菌菌液(100 cfu·mL−1)；
以 TSB 培养基作为阴性对照。上述溶液分别置于

36 ℃恒温培养箱中过夜培养(约 16 h)后，作为试

验菌液，用于后续 DNA 提取。 
2.1.2  DNA 提 取   采 用 热 裂 解 法 提 取 沙 门 菌

DNA，分别取上述增菌液 1 mL，置 1.5 mL 无菌离

心管中，1 000 r·min−1 离心 30 s，上清液转移至另

一 1.5 mL 无菌离心管中，以 12 000 r·min−1 离心

2 min，弃上清，菌体沉淀以 200 μL 无菌水重悬，

于 95 ℃水浴锅加热 10 min，再以 12 000 r·min−1 离

心 5 min，取上清液作为 PCR 反应模板 DNA 溶液。 
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2.2  荧光定量 PCR 检测 
PCR 反应体系：模板 2 μL、Taq 酶(5 U·μL−1) 

0.2 μL、PCR 缓冲液(含 Mg2+15 mmol·L−1)5 μL、

dNTPs(各 2.5 mmol·L−1) 2 μL、上下游引物 
(10 μmol·L−1)各 1 μL、探针(10 μmol·L−1)0.5 μL、

ddH2O 补足至 25 μL。 
PCR 检测条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

10 s，60 ℃退火 30 s 并收集荧光，40 次循环；4 ℃
保存。 
2.3  检测线性范围 

取乙型副伤寒沙门氏菌阳性对照菌液 2 mL，

按“2.1”项下 DNA 提取法提取 DNA 后，以超微

量紫外可见分光光度计检测核酸浓度及质量。并

以该 DNA 溶液为母液，用无菌水进行 10 倍梯度

稀释，共稀释 9 个梯度。取上述 DNA 溶液各 2 μL，

每个浓度 2 个平行重复，按“2.2”项下方法检测。

分 析 检 测 结 果 ， 并 以 循 环 阈 值 (cycle threshold 
value，CT)值为纵坐标，DNA 浓度对数值为横坐

标进行线性回归分析，评估方法检测线性范围。 
2.4  方法特异性 

“1.1”项下 19 株沙门菌及 43 株非沙门菌分

别接种至 200 mL 的 TSB 中，置于 36 ℃恒温培养

箱中培养 24 h 后，按“2.1”项下 DNA 提取法提

取 DNA 后，按“2.2”项下方法进行检测，分析方

法的检测特异性。 
2.5  检测灵敏度 

取过夜培养的乙型副伤寒沙门氏菌菌液 1 mL，

以无菌生理盐水进行 10 倍梯度稀释，共稀释 10 个

浓度，各稀释级分别取 1 mL 涂布 2 个 TSA 平板(每

皿 0.5 mL)，置于 36 ℃恒温培养箱中培养 24 h 后，

点计各平板菌落数，计算菌液浓度。同时将原液及

各稀释级菌液 1 mL 分别接种至 200 mL TSB 培养基

中，分别置于 36 ℃恒温培养箱中过夜培养(16 h)，
按“2.1”项下方法提取 DNA 后，按“2.2”项下方

法进行检测，评估方法检测灵敏度。 
2.6  实际应用 

以 18 批(含片剂 6 批，口服液 5 批，丸剂 3
批，胶囊剂 3 批，散剂 1 批，见表 1)按中国药典

2015 年版规定需进行沙门菌检验的中药制剂为研

究对象，按“2.1”项下方法制备供试品溶液，分

别按“2.1~2.2”项下方法及中国药典 2015 年版四

部“1106”中的方法同时进行检查，评估方法的

实际应用效果。 
3  结果 
3.1  检测方法的确立 

以乙型副伤寒沙门氏菌为阳性菌，采用本研

究建立的菌液制备方法及 DNA 提取方法，供试品

阳性对照菌液及阳性对照菌液中均能有效的提取

到沙门菌 DNA，并可用于后续的 PCR 检测。通过

调整退火温度及反应体系中相应组分的加入量，

最终确定了“2.2”项下反应体系与条件，采用该

体系与条件，以定性 PCR 的方法扩增后，通过凝

胶电泳分析，在目的大小位置(约 260 bp)处有特异

性扩增条带，经测序比对分析证实为沙门菌基因

序列。采用“2.2”项下方法，以乙型副伤寒沙门

氏菌基因组为模板进行荧光定量 PCR 检测，结果

为典型的 S 形荧光增长曲线，说明本研究采用的

引物探针能够用于沙门菌的检测分析。 

表 1  2 种方法检测 18 批中药制剂结果比较 
Tab. 1  Results comparison of 18 batches of traditional Chinese medicine detected by two different methods 

药品名称 批数 批号 
供试品 供试品阳性对照 

RT-PCR 法 药典方法 RT-PCR 法 药典方法

健胃消食片 5 19012001，18012004，19011002，20170905，181105 − − + + 

金果含片 1 180601 − − + + 

牛黄蛇胆川贝液 4 180512，181105，181123，181120 − − + + 

三蛇胆川贝液 1 180101 − − + + 

女金胶囊 2 1708080，1803018 − − + + 

金水宝胶囊 1 180122 − − + + 

乌鸡白凤丸 2 171201，180804 − − + + 

大活络丸 1 180801 − − + + 

四逆散 1 20180402 − − + + 

注：“−”表示未检出沙门菌；“+”表示检出沙门菌。 
Note: “−” indicated that Salmonella was not detected; “+” indicated that Salmonella was detected. 
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3.2  检测线性范围 
阳性对照菌液提取 DNA 后，以超微量紫外

可 见 分 光 光 度 计 检 测 得 到 核 酸 浓 度 为

1 526 μg·mL−1，A260/280 比值为 2.096。以该 DNA
溶液 10 倍梯度稀释后进行 RT-PCR 检测的结果见

图 1，各稀释级的平均 CT 值为原液(13.12)、10−1 

(16.24)、10−2(19.635)、10−3(23.095)、10−4(26.41)、
10−5(29.645)、10−6(32.675)，10−7(35.47 只有一个

平行有特异性扩增)。以 CT 值为纵坐标，核酸浓度

对数值为横坐标进行线性回归，分析的结果见图 1。 
该检测方法能够准确检测到 10−6 稀释级，即

1.5×10−3 µg·mL−1 的 DNA 溶液，且各稀释级平行

处理间的标准偏差<1.31%，说明该方法具有很低

的检测限及较好的重复性。PCR 反应的扩增效率

为 101.1%，CT 值与核酸浓度对数值间的线性回归

相关系数 R2 为 1.0，说明采用该方法能够准确检测

DNA 浓度在 1.5×10−3~1.5×103 µg·mL−1 内的样品，

且在该浓度范围内核酸浓度对数值与 CT 值呈线

性相关。结果见图 1。 

 
图 1  沙门氏菌 DNA 溶液 10 倍梯度稀释检测结果 
Fig. 1  Test results of 10 times gradient dilution of 
Salmonella DNA solution 
 

3.3  方法特异性 
19 株沙门菌及 43 株非沙门菌的检测结果见图

2，可见 19 株沙门菌均有典型的 S 形荧光增长曲

线，且 CT 值均<22，而 43 株非沙门菌均无荧光增

长曲线，说明本方法采用的引物探针能够有针对

性的检测出沙门菌而不受其他细菌基因的干扰，

特异性为 100%。 

 
图 2  特异性检测结果 
Fig. 2  Specificity test results 

 

3.4  检测灵敏度 
通 过 平 板 计 数 得 到 过 夜 培 养 菌 液 浓 度 为

4.6×109 cfu·mL−1。取各稀释级过夜培养的菌液，

提取 DNA 检测发现，所有稀释级(包括第 10 个稀

释级，浓度为 4.6×10−1 cfu·mL−1)都有扩增，且 CT
值均<20，说明该方法理论上能够检测到样品中沙

门菌的限度为 0.46 cfu(或单个 cfu)，即在供试品检

验时，10 g 或 10 mL 样品中只要含 1 cfu 的沙门菌

采用该方法即可被检测出来，因此，具有很高的

检测灵敏度。同时也说明以 TSB 为培养基，于

36 ℃恒温培养过夜(16 h)的增菌条件，足以满足后

续的检测需要。 
3.5  实际应用 

18 批中药制剂的 RT-PCR 检测结果见图 3，阳

性对照菌液及所有 18 批供试品阳性对照菌液均有

典型的 S 形荧光增长曲线，说明 18 批样品均对乙

型副伤寒沙门菌的生长无抑制作用；同时所有供

试品溶液及阴性对照均无荧光增长曲线，说明 18
批样品均无沙门菌污染。这些检测结果均与按药

典方法检测的结果一致(表 1)，说明本研究建立的

方法能够满足中药制剂中沙门菌检测的需要，可

作为药典方法的有效补充。 
 

 
图 3  18 批中药制剂检测结果 
Fig. 3  Test results of 18 batches of traditional Chinese 
medicine 
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4  讨论 
中国药典 2015 年版中采用细菌培养检查法检

查沙门菌，2020 版药典四部通则中虽增加了分子

生物学检查法，但主要是针对中药等的种属鉴定

及细菌鉴定，并不涉及控制菌的检查[4]，而中药制

剂中沙门菌的 PCR 检测方法目前尚鲜见报道[2,13]。

本研究采用一次增菌，热裂解法提取 DNA 后，以

RT-PCR 法检测中药制剂中的沙门氏菌，检测最快能

在 18 h 内完成，以乙型副伤寒沙门氏菌 DNA 溶液

为模板的检测线性范围为 1.5×10−3~1.5×103 µg·mL−1，

能够特异性的检测沙门菌，且灵敏度达每 10 g 或每

10 mL 供试品 1 cfu，采用该方法检测 18 批中药制剂

结果与中国药典方法一致。非无菌药品微生物限度

标准中对沙门菌的限度要求为不得检出(10 g 或

10 mL)[3]，因此检测方法的灵敏度必须达到单个

cfu，本研究建立的方法能够满足这一要求，且具

有更短的检测周期等优点，可作为药典的方法的

有效补充，用于中药制剂中沙门菌的快速检测。 
中药制剂组方复杂，成分繁多，很多成分可

能会对沙门菌的生长有抑制作用[14-15] 。因此，与

药典检测方法一样，阳性与阴性对照的设置对控

制检测结果的质量十分重要，为避免出现假阴性

结果，需同时设置阳性对照与供试品阳性对照。

一旦出现阳性对照结果为阳性，而供试品阳性对

照结果为阴性的情况，得到的结果很可能就是假

阴性，表明该制剂可能会抑制沙门菌的增殖，出

现这种情况应进行方法学验证，必要时可采用薄

膜过滤法冲洗等消除制剂对沙门菌的生长抑制作

用后，再进行增菌检测。本研究目前检测了 18 批

中药制剂，均未发现药物对沙门菌生长的明显抑

制作用，后续还需增加样本量，评估方法的普遍

适用性。另外，在检测中增加内参对照，也可以

避免检测过程中出现假阴性的情况[16]。 
本 研 究 建 立 了 一 种 中 药 制 剂 中 沙 门 菌 的

RT-PCR 检测方法，采用特异性的引物探针，可特

异的检测出样品中是否污染沙门菌，不受样品中其

他微生物及抑菌成分的干扰，从而省去纯培养步

骤；同时，利用 RT-PCR 技术的高灵敏度、自动化

程度高、反应快速等特点，样本进行过夜增菌后便

可用于检测，将检测周期缩短至 24 h 以内；此外，

由于减少了传代步骤且 PCR 反应在封闭体系中进

行，还不易与外界产生交叉污染。因此，建立中药

制剂沙门菌 RT-PCR 检查法，可以克服传统细菌培

养检查法中存在的诸多弊端，作为一种快检方法，

节约药品微生物检验中的时间及劳动力成本，同

时，该方法经适当调整后还可用于中药饮片、食品

等领域沙门菌的检测。 
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