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摘　要：目的：建立一种基于链交换等温扩增技术（strand exchange amplification，SEA）与手机端检测程序

（application，APP）结合的快速、可视化检测沙门氏菌的方法。方法：优化了富集样品核酸的壳寡糖修饰的二氧

化硅膜（chitosan-modified silica membrane，CMSM），设计 SEA等温扩增反应的引物，通过中性红显色开发的智

能手机 APP“沙门智检”，并对方法的特异性、灵敏度、抗干扰能力和人工污染检测能力进行评估。结果：该检测

平台对沙门氏菌的检测表现出较强的特异性，基因组 DNA灵敏度为 10 pg/μL，菌落灵敏度为 1.5×102 CFU/mL，
对猪肉自然背景菌群的干扰具有较好的抗性，人工污染猪肉样品中的检测灵敏度为 3.57×102 CFU/mL。结论：本研

究建立的 SEA智能可视化检测体系具有快速、灵敏、高特异性及智能可视化检测沙门氏菌的特点，可为食品中沙

门氏菌的现场可视化快速筛查提供一种新型简便的策略。
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Abstract： Objective:  This  study  aimed  to  develop  a  rapid  and  visual  method  for  detecting  Salmonella  detection  by
integrating  strand  exchange  amplification  (SEA)  with  a  smartphone-based  application  (APP).  Methods:  A  chitosan-
modified  silica  membrane  (CMSM)  was  optimized  for  nucleic  acid  enrichment  from  samples.  Primers  for  the  SEA
isothermal  amplification  reaction  were  designed,  and  a  smartphone  application  "Salmonella  Smart  Detection"  was
developed  based  on  neutral  red  coloration.  The  specificity,  sensitivity,  anti-interference  capability,  and  detection
performance for artificially contaminated samples were systematically evaluated. Results: The detection platform exhibited
high  specificity  for Salmonella.  The  detection  limit  for  genomic  DNA  was  10  pg/μL,  while  the  sensitivity  for  bacterial
colony detection was 1.5×102 CFU/mL. The method demonstrated strong resistance to interference from natural background
bacterial  flora  in  pork,  achieving  a  detection  sensitivity  of  3.57×102  CFU/mL  in  artificially  contaminated  pork  samples.
Conclusion: The intelligent visual detection system based on SEA developed in this study demonstrates rapid performance,
high sensitivity, strong specificity, and advanced intelligent visualization capabilities. This system offers an innovative and
practical approach for on-site visual screening of Salmonella in food products.  
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沙门氏菌（Salmonella）是一种严重危害公共卫

生安全的食源性致病菌，属革兰氏阴性杆菌，由其引

起的食物中毒可导致发热、恶心、呕吐、腹泻及腹部

绞痛等症状[1]。据统计，2022年全国主动监测哨点

医院收集的约 14万腹泻病例生物样本中，沙门氏菌

检出率约 6%，位列第一[2]。在欧洲，沙门氏菌是食品

工业生产中最常引发污染的食源性致病菌之一[3]。

因此，建立一种特异性强、灵敏度高的沙门氏菌快速

检测方法是非常必要的。

壳寡糖/壳聚糖是一种可以在物体表面形成一层

正电荷的阳离子聚合物，通过溶液中 pH的变化能够

实现样品中 DNA吸附和解离[4]。相较于传统的液

−液萃取法，这种吸附与释放机制的可逆性和对

pH的敏感性，使得壳寡糖/壳聚糖在核酸检测中展现

了高度的实用性和灵活性[5]。Gan等[6] 采用壳聚糖

修饰滤纸，可在热塑性微芯片上耦合核酸纯化，从稀

释样品（50 pg/μL）中富集 62%的 λ 噬菌体-DNA。

该研究表明，壳寡糖/壳聚糖在核酸纯化过程中具有

出色的高效性和稳定性，尤其适用于低浓度样品的检

测。与传统的液−液萃取法相比，该方法在操作简便

性、成本效益和自动化程度方面具有显著优势，在现

场快速检测场景中展现出广泛的应用前景。

链交换等温扩增技术（strand exchange amplifi-
cation，SEA）是 2016年提出的新型等温扩增技术[7]。

SEA反应依赖于反应温度下 DNA的“呼吸作用”而

形成的单链泡状结构，通过局部碱基对打开产生的单

链变性泡，短链核苷酸引物能够侵入变性泡并延伸。

相较于环介导等温扩增技术（loop-mediated isother-
mal  amplification，LAMP），SEA的引物设计更简

单、污染的风险更低[8]。Yang等[9] 利用 SEA方法，

对肺炎支原体进行快速检测，可以在 1 h内检测到低

至 1.0×104 copies/mL的基因组 DNA。在 SEA反应

过程中，由于 Bst DNA聚合酶的催化扩增过程伴随

着大量 H+的积累，导致反应体系中 pH的降低（从

pH8.0降至 pH5.5）[10]。利用这一特性，通过选择合

适的 pH敏感染料实现对 SEA反应结果的可视化检

测。Du等[11] 向 LAMP反应产物中加入 CuSO4，通

过生成的沉淀实现可视化检测。然而，在低检测限条

件下，观察沉淀物或颜色变化易受光源或个体色弱情

况的影响，进而导致结果误判。 通过开发基于智能

手机的颜色信号识别系统，可有效降低人为误判的可

能，提高检测的可靠性与准确性。

本研究以沙门氏菌特异性基因为靶点建立一套

集核酸富集−靶点等温扩增−智能化信号识别为一体

的现场快速可视化检测平台。针对沙门氏菌检测过

程中的前增菌步骤，采用壳寡糖修饰的二氧化硅膜

（chitosan-modified silica membrane，CMSM）实现液

相中 DNA的高效富集。通过 SEA等温扩增反应，

结合开发的智能手机 APP“沙门智检”实时读取反应

体系颜色的变化，实现对沙门氏菌的快速可视化检

测。评估结果表明，该平台具备较高的特异性、灵敏

度及抗干扰能力，展现出良好的现场快速检测（point-
of-care testing，POCT）应用潜力，为食品中沙门氏菌

的快速筛查提供了一种高效、低成本的检测方案。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

实验用菌株分别来源于中国医学细菌菌种

保藏管理中心（National Center for Medical Culture
Collections，CMCC）、中国工业微生物菌种保藏管理

中心（China  Center  of  Industrial  Culture  Collection，
CICC）和美国菌种保藏中心（American Type Culture
Collection，ATCC），菌株信息详见表 1；猪肉　购自

凤阳县农贸市场；LB培养基　海博生物技术有限公

司；Ezup柱式 DNA抽提试剂盒、γ-缩水甘油醚氧丙

基三甲氧基硅烷（3-glycidyloxypropyltrimethoxysi-
lane，GPTMS）、十二烷基硫酸钠（sodium  dodecyl
sulfate，SDS）、4-吗啉乙磺酸（4-morpholineethane-
sulfonic acid，MES）、中性红（Neutral red）　上海生

工生物工程有限公司；壳寡糖（分子量<5000 Da、
<2000 Da）　青岛云宙生物科技有限公司；二氧化硅

膜　北京艾比根生物科技有限公司；SEA等温扩增

通用试剂盒　青岛耐德生物技术有限公司；除另有说

明外，所有其他化学品均为分析级。
  

表 1    实验用菌株信息
Table 1    Information of the strains used experimental

编号 菌种 拉丁名 菌种号

1 德尔卑沙门氏菌 Salmonella Derby CMCC50719

2 鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella Typhimurium CMCC50115

3 海德堡沙门氏菌 Salmonella Heidelberg CICC21487

4 乙型副伤寒沙门氏菌 Salmonella Paratyphi B CICC21495

5 丙型副伤寒沙门氏菌 Salmonella Paratyphi C CICC21512

6 猪霍乱沙门氏菌 Salmonella Choleraesuis ATCC13312

7 都柏林沙门氏菌 Salmonella Dublin CMCC21497

8 大肠杆菌 Escherichia coli CICC21530

9 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus CMCC26003

10 铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

11 单增李斯特菌 Listeria monocytogenes CICC21622

12 志贺氏菌 Shigella CMCC51571

13 粪肠球菌 Enterococcus faecalis ATCC12953
 

Super Mini Dancer调速型迷你离心机　上海生

工生物工程有限公司；TC-EA-48DA基因扩增仪

　杭州博日科技有限公司；NV3000C*超微量紫外可

见分光光度计　美国威斯特；BSC-110011ⅡA2-
X生物安全柜　湖南湘仪实验仪器开发有限公司；

ME403E电子天平　梅特勒-托利多仪器（上海）有限

公司；LDZX-50KBS立式高压蒸汽灭菌锅　上海三
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发科学仪器有限公司；蔡司 sigma300 扫描电子显微

镜　德国卡尔蔡司公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   引物来源　引物序列信息见表 2。fimY 基因

的选用参考 Zhao等 [12] 对沙门氏菌检测的研究。

从 NCBI数据库中 （ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）
获得 Salmonella  fimY特异性基因序列（GenBank：
CP051213.1）。通过 NCBI进行序列比对 ，使用

Primer Premier 5.0软件，设计和筛选出针对沙门氏

菌的特异性引物，引物由上海生工生物科技有限公司

合成，引物序列信息见表 2。
  

表 2    引物序列信息
Table 2    Primer sequence information

目标菌 靶基因 引物 序列（5′-3′）
产物
大小

来源

Salmonella fimY
Pf1-F TCGGTATCTGGTGGTGTAGC

49 bp 本文
设计Pf1-R CCATCAACGAACGGGAC

 1.2.2   菌种培养及基因组提取纯化　将表 1中的菌

株接种于 30 mL LB液体培养基中，37 ℃ 培养 12 h，
梯度稀释后取 100  μL接种于 LB琼脂培养基中，

37 ℃ 培养 24 h，对菌落进行计数。使用 Ezup柱式

DNA抽提试剂盒提取上述各菌株基因组 DNA。使

用超微量紫外可见分光光度计（260 nm波长）测定

DNA浓度[13]。−20 ℃ 保藏，作为后续实验的 DNA
模板。

 1.2.3   壳寡糖修饰的二氧化硅膜（CMSM）制备　参

考 Cao等[14] 的方法并进行改进。将二氧化硅膜置

于 70 ℃ 的食人鱼溶液（浓 H2SO4:浓 H2O2=2:1）
中水浴 10 min。使用去离子水冲洗至洗出液中性为

止，40 ℃ 干燥 12 h。将干燥后的二氧化硅膜浸入浓

度为 1.0%壳寡糖、1.0% GPTMS和 50 mmol/L乙

酸的混合溶液中，室温孵育 8 h。使用 50 mmol/L乙

酸溶液冲洗多次，再用去离子水冲洗至洗出液中性

为止，40 ℃ 彻底干燥。将其裁剪成直径约 3 mm、厚

约 1 mm的圆片，置于灭菌后的容器中保存。

 1.2.4   CMSM优化及核酸富集能力验证　参考金玉

珠等[15] 的方法并进行改进。优化制备过程中的壳

寡糖分子量、浓度及 GPTMS浓度，评估 CMSM
富集的 DNA总量和富集效率。使用分子量<2000 Da
和分子量<5000 Da的壳寡糖，依照 1.2.3中的方法，

使用 1.0%壳寡糖、1.0% GPTMS和 50 mmol/L乙

酸的混合溶液制备 CMSM。将 CMSM浸入 100 μL
初始 DNA总量为 C1=100 ng的 DNA溶液中（pH5），
轻轻搅拌 4 min后取出，使用超微量紫外可见分光光

度计（260 nm波长）测得剩余 DNA总量 C2（单位：

ng），通过测定初始 DNA总量与剩余 DNA总量的

差值，计算出 CMSM富集的 DNA总量 m（单位：

ng）。m的计算公式如下。

m = C1 −C2 式（1）

式中，m为富集的 DNA总量（ng），C1 为初始

DNA总量（ng），C2 为剩余 DNA总量（ng）。
依照 1.2.3中的方法，控制混合溶液中 GPTMS

与乙酸浓度不变，优化混合溶液中的壳寡糖浓度

（0%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%）。控制混合溶液中壳

寡糖与乙酸浓度不变，优化混合溶液中的 GPTMS
浓度（0%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%）。依照公式

（1），计算各浓度条件下富集的 DNA总量 m。每个

浓度条件下进行三次重复实验，数据采用平均值和标

准差进行统计分析。

评估 CMSM富集的 DNA总量和富集效率。

将 CMSM分别浸入 100 μL初始 DNA量为 C1（10、
20、50、100、150、200 ng）的 DNA溶液中（pH5），轻
轻搅拌 4 min后取出。使用超微量紫外可见分光光

度计（260 nm波长）测得溶液中剩余的 DNA总量

C2（单位：ng），使用公式（1）计算出 CMSM富集的

DNA总量 m（单位：ng），得到 CMSM的核酸富集效

率 η（单位：%）。η 的计算公式如下。

η(%) =
m
C1

×100 式（2）

式中，η 为富集效率（%），m为富集的 DNA总量

（ng），C1 为初始 DNA总量（ng）。

 1.2.5   CMSM扫描电子显微镜（SEM）表征　参考

Wang等[16] 文献中的描述。通过扫描电子显微镜（型

号：蔡司 sigma300；能谱：牛津 Xplore30）对核酸富集

前后的 CMSM样品进行表征。在成像之前，将样品

镀上一层约 10 nm的金膜以增强导电性。将 SEM
的加速电压设置为 3.00 kV，放大倍数为 5.00 k×。
采集高分辨率图像以观察 CMSM的表面形貌，并评

估表面形貌的相关变化。所有成像均在高真空条件

下进行，以确保最佳分辨率。

 1.2.6   引物特异性评估　以表 1中 7株不同血清型

的沙门氏菌和 6株非沙门氏菌的基因组 DNA为模

板，使用表 2中设计的沙门氏菌特异性引物进行

PCR扩增。PCR反应体系如表 3所示。
  

表 3    PCR反应体系
Table 3    PCR reaction system

试剂 终浓度 体积（μL）

Taq PCR Master Mix 2× 12.5
DNA模板 10 ng/μL 1
Pf1−F 0.4 μmol/L 1
Pf1−R 0.4 μmol/L 1
dd H2O 9.5

总体积 25

注：Taq PCR Master Mix：包含Taq DNA聚合酶、dNTP、MgCl2、PCR
buffer等。

PCR反应程序：94 ℃ 变性 5 min，之后再 94 ℃
变性 30 s，60 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 45 s，以上过

程进行 30个循环，最后再 72 ℃ 延伸 10 min。PCR
扩增产物在 4%的琼脂糖凝胶中进行电泳，并在凝胶

成像仪中观察电泳结果，进而确定引物的特异性。
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 1.2.7   SEA扩增时间的优化　按照 SEA等温扩增

通用试剂盒使用说明书配制 SEA反应体系，将配制

好的反应体系于 60 ℃ 下分别反应一段时间（10、
20、30、40、50、60 min），将 SEA扩增产物在 4%的

琼脂糖凝胶中进行电泳，并在凝胶成像仪中观察电

泳结果，确定最优的扩增时间。

 1.2.8   中性红溶液变色分析　参考铁德金等[17] 文献

中的方法并进行改进。配制浓度 1.0 mg/mL的中性

红溶液，作为 SEA可视化反应的指示剂，配制等梯度

的 pH缓冲溶液（pH4.5、5.5、6.5、7.5、8.5），取 25 μL
pH缓冲溶液，加入 1 μL中性红溶液，室温下静置

5 min，确保染料与溶液充分平衡。观察溶液颜色变

化情况，验证 SEA可视化方法的可行性。

 1.2.9   SEA智能可视化反应体系建立与检测程序应

用　参考 Li等[18] 文献中的方法并进行改进。将表 1
中的菌株接种于 30 mL LB液体培养基中，37 ℃ 培

养 12 h。取 1 mL菌液，加入 100 μL裂解缓冲液

（50  mmol/L  Tris-HCl，0.5% SDS，pH9.0），80 ℃ 水

浴 6 min，促使细胞裂解释放核酸。向裂解体系中

加入 300 μL 50 mmol/L MES缓冲液（pH4.0），得到

结合缓冲液（pH5.0）。将 CMSM放入结合缓冲液

中，轻轻搅拌 4 min，促使核酸吸附到膜上。使用

100 μL的 MES缓冲液对 CMSM进行洗涤，洗去除

核酸外的其他成分。随后将其作为模板直接加入到

SEA反应体系中。CMSM吸附的核酸可直接在

SEA反应体系中（pH8.0）进行洗脱和原位扩增。

SEA智能可视化反应体系如表 4所示。

SEA扩增程序：将试剂混合后，构成 25 μL体

系，吹打混匀，短暂离心以消除气泡，在 60 ℃ 恒温条

件下反应 40 min即可。

SEA智能可视化检测程序：通过开发的手机

APP“沙门智检”进行检测分析。使用手机拍摄反应

结果，对显色区域在 RGB颜色模型（Red-Green-

Blue，RGB）中的绿色通道值（G）和蓝色通道值（B）进

行分析。以 G值和 B值的色值之差（B−G）为检测标

准。当 B−G≤0时，反应结果为阴性，当 B−G>0时，

反应结果为阳性。整个 SEA智能可视化检测体系的

示意图如图 1所示。

 1.2.10   软件参数测评　参考李晴等[19] 和卫玉钊[20]

文献中的方法并进行改进。对 APP使用过程中的光

源要求进行测试，对 APP的拍摄高度进行优化。以

华为 Mate 60 Pro智能手机（5000万像素）作为图片

 

表 4    SEA智能可视化反应体系试剂信息

Table 4    SEA intelligent visualization reaction system
reagent information

试剂 浓度 体积（μL）

Buffer A 1× 12.5
Buffer B 1× 2.5

中性红染料 1.0 mg/mL 1
Pf1-F 1.5×10−3 mol/L 3.75
Pf1-R 1.5×10−3 mol/L 3.75
dd H2O 1.5

总体积 25

注：Buffer A主要为dNTP，MgCl2，缓冲液；Buffer B主要为Bst DNA聚合
酶；为了确定无污染，以不含DNA模板的标准反应为阴性对照。

 

裂解、释放核酸

细胞裂解液
(Tris-HCl、SDS)

裂解缓冲液
(MES, pH=4.0)

富集4 min

SEA Mix (pH=8.0)
引物: Pfl-F、R

引物: Pfl-F

注：SEA Mix: dNTP、MgCl2、缓冲液、Bst DNA聚合酶, 等。

引物: Pfl-R Bst DNA聚合酶

中性红染料 (1.0 mg/mL)

pH=5.0

60 ℃, 40 min

80 ℃
6 min

富集核酸 SEA等温扩增 结果判定

阴性
(橙黄色)

阳性
(紫红色)

CMSM 核酸DNA

图 1    SEA智能可视化检测平台示意图

Fig.1    Schematic diagram of the SEA smart visualization detection platform
注：流程图使用 Figdraw绘制。
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采集工具，选取三种不同模板 DNA浓度（10−2、100、

102 ng/μL）的 SEA智能可视化反应作为样本，并以

无模板反应作为阴性对照组（NTC），在自然光和

LED 光源下分别采集色值，评估光源对 APP读取颜

色信息的影响。选取模板 DNA浓度为 10 pg/μL的

SEA智能可视化反应作为样本，在不同的拍摄高度

（5、10、15、20、25、30、35、40 cm）下采集色值，分

析拍摄高度对 APP采集色值的影响，确定使用软件

时的最佳拍摄高度。

 1.2.11   软件性能测评　参考 Moussa等[21] 文献中的

方法并进行改进。评估手机像素及拍摄次数对

APP采集色值和结果判定的影响。选取三种不同模

板 DNA浓度（10−2、100、102 ng/μL）的 SEA智能可

视化反应作为样本，并以无模板反应作为阴性对照组

（NTC），使用不同的手机像素（1600、2000、5000万）

进行拍摄采集色值，评估手机像素对 APP读取颜色

信息的影响。选取模板 DNA浓度为 10 pg/μL的

SEA智能可视化反应作为样本，每个样本采集 5次

色值，分析 APP使用的稳定性。

 1.2.12   SEA智能可视化检测体系评价

 1.2.12.1   反应体系灵敏度评价　参考 Hong等[22] 文

献中对于沙门氏菌的研究。对 SEA智能可视化检测

方法的基因组 DNA灵敏度和纯菌液检测灵敏度进

行评估。选取表 1中的 Salmonella Derby为目标菌

株，依照 1.2.2方法培养并提取全基因组 DNA模

板，将 DNA浓度梯度稀释为 10−3~100  ng/μL。将

Salmonella Derby菌液梯度稀释至终浓度（1.5×107~

1.5×100 CFU/mL）。按照 1.2.9中的检测体系和检测

程序进行 SEA智能可视化反应，结束后观察反应体

系颜色变化，使用 APP进行智能分析检测。采用无

模板的反应作为阴性对照组（NTC）。

 1.2.12.2   抗干扰能力评估　在实际应用中，沙门氏

菌的测定可能受食品中天然背景菌群的干扰影

响[23]。选取表 1中的 Salmonella Derby菌株作为目

标菌株，通过抗干扰实验验证该方法的准确性。对照

国标 GB4789.4-2016对猪肉样品进行检测，确认无

沙门氏菌[24]。将 10 g猪肉在 90 mL LB液体培养基

中 37 ℃ 培养 24~48  h，将猪肉背景菌群梯度稀

释至 2.08×108~2.08×101 CFU/mL。以 106:1、105:1、

104:1、103:1、102:1、101:1、100:1和 10−1:1的比例与

Salmonella Derby等比例混合。取 1 mL混合菌液，

依照 1.2.9中的检测体系和检测程序进行 SEA智能

可视化反应，结束后观察反应体系颜色变化，使用

APP进行智能分析检测。采用无模板的反应作为阴

性对照组（NTC）。

 1.2.12.3   实际样品的人工污染评价　参考卢鑫等[25]

文献中的方法。从当地农贸市场购买猪肉样品，使用

国标法（GB 4789.4-2016）检测不含沙门氏菌。选取

表 1中的 Salmonella Derby菌株作为目标菌株，依

照 1.2.2中的方法培养 12  h，将菌液梯度稀释至

3.57×107~3.57×100 CFU/mL，分别接种于 10 g猪肉

表面，与 90 mL LB液体培养基混匀均质。取 1 mL

均质液，依照 1.2.9中的检测体系和检测程序进行

SEA智能可视化反应，结束后观察反应体系颜色变

化，使用 APP进行智能分析检测。

 1.3　数据处理

采用无模板的反应作为阴性对照组（NTC），实

验结果以均值±标准差表示，SPSS  Statistics  26、

Origin 2021等软件进行分析及作图，P<0.05表示有

显著性差异。

 2　结果与分析

 2.1　CMSM优化及核酸富集能力验证

为提高 CMSM的核酸富集能力，本研究对其制

备过程中的壳寡糖分子量、浓度以及 CPTMS浓度

进行了优化。图 2A的结果显示，壳寡糖的分子量和

浓度对 CMSM富集 DNA总量具有显著的影响。与

<5000 Da的壳寡糖相比，壳寡糖浓度相同条件下，分

子量 <2000  Da的壳寡糖制备的 CMSM富集的

DNA总量更高。主要是由于其分子尺寸相对较小、

修饰密度更高以及空间位阻较小，较小分子量的壳寡

糖能够在 CMSM表面形成均匀且高效的修饰层，从

而增强与核酸的静电吸附作用，而分子量较大的壳寡

糖可能因空间位阻效应导致修饰效率降低，限制了核

酸的吸附能力。此外，随着壳寡糖浓度从 0%增加

至 1.0%，CMSM富集的DNA总量显著增加（P<0.05），

并在 1.0%浓度时达到峰值。然而，随着壳寡糖浓度

进一步增加至 2.0%，富集的 DNA总量并未进一步

增加。这是由于壳寡糖在 CMSM的表面修饰达到

了饱和状态，进一步提高壳寡糖浓度不能再增加表面

阳离子层密度，从而无法进一步吸附核酸。由图 2 A

的结果分析可知，使用分子量<2000 Da、1.0%浓度

的壳寡糖制备的 CMSM有较好的核酸吸附能力。

图 2B为 GPTMS浓度对 CMSM富集核酸的影

响。由图 2B可知，随着 GPTMS浓度从 0%增加至

1.0%，CMSM富集的 DNA总量显著增加（P<0.05），
并在 1.0%浓度时达到峰值。然而，随着 GPTMS浓

度进一步增加至 2.0%，富集的 DNA总量并未进一

步增加。这是因为随着 GPTMS浓度的增加（0%~

1.0%），GPTMS逐步促进壳寡糖修饰于二氧化硅膜

表面，从而增强 CMSM对 DNA的静电吸附能力，

当 GPTMS浓度为 1.0%时，已足够将二氧化硅膜表

面完全修饰壳寡糖，使 CMSM富集 DNA的能力达

到最大。因此，随着 GPTMS浓度进一步增加，CMSM

并未能富集更多的核酸。综合图 2A和图 2B的结

果表明：使用分子量<2000 Da、浓度 1.0%的壳寡糖

和浓度 1.0% 的 GPTMS制备的 CMSM具有较高的

核酸吸附量。

由图 2C的结果可知，当溶液中初始 DNA总量
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在 100 ng以内时，CMSM展现出相当高效的核酸吸

附效率，其核酸富集效率（η）均保持在 90%以上。随

着初始 DNA总量从 100 ng逐渐增加，富集效率（η）
急速下降，当初始 DNA总量为 200 ng时，富集效率

从 90%降至 45%左右。综合图 2C的结果表明，优

化后的 CMSM能够实现对溶液中 DNA的高效富

集，同时也说明 CMSM对 DNA的吸附量存在一定

限制，经计算，一份直径 3 mm、厚度 1 mm的 CMSM
最多可吸附约 90 ng的 DNA。这些核酸可为沙门氏

菌的快速检测提供足够扩增的模板。

 2.2　CMSM扫描电镜表征结果

采用扫描电子显微镜（SEM）对富集前后的

CMSM表面形貌进行了表征。图 3A显示，在富集

前，CMSM的表面较为光滑，无明显附着物，这表明，

在富集之前，CMSM的表面纤维结构完整且无外源

分子干扰。相比之下，图 3B显示，富集后的 CMSM

表面纤维呈现粗糙状态，且附着有大量明显的颗粒状

物质。这种变化清晰地表明核酸分子成功吸附到

CMSM的表面。通过对比富集前后的表面结构

变化，验证了 CMSM在优化条件下能够有效吸附

DNA分子。

 
 

A

2 μm 2 μm

B

图 3    富集前、后的 CMSM扫描电镜图对比
Fig.3    Comparison of scanning electron microscopy images

of CMSM before and after enrichment
注：A：未进行 DNA富集的扫描电镜图；B：富集 DNA后的扫
描电镜图。
 

 2.3　引物特异性评价

针对 Salmonella fimY基因设计 SEA智能可视

化检测的引物 Pf1-F、Pf1-R，验证引物的特异性。电

泳结果图 4所示，Pf1的扩增产物大小为 49 bp，图 4A

中，引物 Pf1与表 1中 7种血清型沙门氏菌于 49 bp

处均成功扩增出目的条带，图 4B中，引物 Pf1与

1~6泳道中的非沙门氏菌进行扩增时，均未出现目前

条带，与 7泳道中的德尔卑沙门氏菌成功扩增出目

的条带。结果表明，引物 Pf1-F、Pf1-R对 Salmonella

的检测具有较高的特异性，与大肠杆菌、单核增生李

斯特菌等常见细菌无阳性反应。

 2.4　SEA扩增时间的优化

优化 SEA智能可视化反应的反应时间，对不同

反应时间下的扩增产物进行分析，电泳结果如图 5

所示，随着反应时间的增加，SEA反应于 49 bp处的

扩增信号逐渐增强，当反应时间达 30 min时，可观察

到较暗目的条带，延长反应时间至 40 min后，可观察

到清晰的目的条带。此外，凝胶电泳中还观察到多个

较高分子量的扩增产物。这些较高分子量的扩增产

物实际上是由 49 bp的目标产物经过不同重复次数

形成的串联重复序列[26]。这一现象与反应时间相关，

表明反应时间的延长促进了串联重复序列的生成。

综合考虑扩增信号强度与反应时间之间的关系，本研

究将 SEA反应的最优反应时间设定为 40 min。

 2.5　不同 pH条件下中性红的变色情况

本研究中，利用 SEA反应体系的 pH变化（从

pH8.5降至 pH4.5），使用 1 μL、浓度为 1.0 mg/mL
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图 2    CMSM优化及核酸富集能力分析

Fig.2    Optimization of CMSM and analysis of nucleic acid
enrichment capacity

注：A：壳寡糖分子量及浓度对 CMSM富集核酸的影响；B：
GPTMS浓 度 对 CMSM富 集 核 酸 的 影 响 ； C： 优 化 后 的
CMSM富集核酸的总量和效率；图 A 中 a~c表示不同壳寡糖
浓度对 CMSM富集结果的显著性差异，A、B表示相同浓度
下壳寡糖分子量对 CMSM富集结果的显著性差异；图 B中
a~c表示不同 GPTMS浓度对 CMSM富集结果的显著性差
异；图 C中 a~d表示不同初始 DNA量对 CMSM富集结果的
显著性差异，A~D表示 CMSM富集效率的显著性差异；差异
性显著 P<0.05。
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的中性红溶液作为比色指示剂。图 6的结果表明，

当溶液 pH≥7.5时，溶液呈橙黄色。随着 pH降至

6.5，溶液颜色由橙黄色转变为橘黄色，尽管此时颜色

发生变化，但尚未达到 SEA反应后的 pH，因此不应

视为反应后的颜色标准。随着 pH进一步下降至

4.5，溶液颜色转为紫红色，这一颜色变化明显且稳

定，具有良好的可辨识性。因此，在 SEA反应体系

中，若存在目标基因组，即发生扩增反应，体系 pH下

降，体系颜色从橙黄色转变为紫红色，通过观察颜色

变化即可直观判断反应是否为阳性。

 2.6　沙门智检软件使用参数及性能评估结果

 2.6.1   软件使用参数评估结果　图 7A显示，使用不

同浓度的模板 DNA进行 SEA智能可视化反应时，

分别使用 LED光源和自然光光源，APP所得的色值

之差（B−G）绝对偏差最大为±0.48，两种光源下的差

异不具有统计学显著性，表明在不同浓度的模板

DNA条件下，光源对软件的使用影响均较小。

图 7B显示，当拍摄距离为 5~10 cm时，所得色值之

差（B−G）的绝对偏差最大为±7.56，且数值波动较大，

同时出现了假阴性结果，推测可能是手机拍摄距离

过近，导致成像模糊所致。调整拍摄距离至 15~

25 cm时，拍摄图像清晰且亮度适中，多次测定所得

色值之差（B−G）的绝对偏差最大为±2.00，数值波动

较小，结果较为稳定。进一步增加拍摄距离至 30~

40 cm时，多次测定所得色值之差（B−G）的绝对偏差

最大为±4.22，数值波动相对较小，但容易出现假阴性

结果，推测可能是由于距离过远，图片亮度不均。因
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图 4    引物特异性分析结果

Fig.4    Prim-specific analysis results
注：A：引物 Pf1与 7种血清型沙门氏菌扩增的电泳图，1：鼠伤
寒沙门氏菌，2：海德堡沙门氏菌，3：乙型副伤寒沙门氏菌，4：
德尔卑沙门氏菌，5：丙型副伤寒沙门氏菌，6：猪霍乱沙门氏
菌，7：都柏林沙门氏菌；B：引物 Pf1与 6种非沙门氏菌及德尔
卑沙门氏菌扩增的电泳图，1：大肠杆菌，2：金黄色葡萄球菌，
3：铜绿假单胞菌，4：单增李斯特菌，5：志贺氏菌，6：粪肠球菌，
7：德尔卑沙门氏菌。
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图 6    不同 pH条件下中性红的变色情况

Fig.6    Color change of neutral red under different
pH conditions

注：1：pH4.5；2：pH5.5；3：pH6.5；4：pH7.5；5：pH8.5。
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图 5    SEA扩增时间优化

Fig.5    SEA amplification time optimization
注：1：60  min；2：50  min；3：40  min；4：30  min；5：20  min；6：
10 min。
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图 7    软件使用参数评估

Fig.7    Evaluation of mobile application usage parameters
注：A：光源对软件获取色值之差的影响；B：拍照距离对软件
色值之差的影响；a，b，c，d表示色值之差之间的显著性差异，
差异性显著 P<0.05。
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此，考虑到实际应用并结合误差值，确定软件的最佳

拍摄高度为 15~25 cm。

 2.6.2   软件性能评估结果　图 8A结果显示，在三种

浓度的模板 DNA进行 SEA智能可视化反应时，使

用不同的手机像素所得色值之差的绝对偏差分别

为±2.72、±3.92和±3.52，数值波动较小，且结果稳定

一致，无显著性差异，表明手机像素对软件采集图像

信息的影响极小，该软件可适用于不同像素的手机，

具有较好的适应性。图 8B结果显示，在低浓度模

板 DNA下（1 ng/μL）进行 SEA智能可视化反应时，

软件所得色值之差的绝对偏差最大为±3.11，多次测

定结果相近，无显著性差异。这表明，软件在低检测

限时采集颜色信息的稳定性较好，能够确保快速检测

过程中数据的一致性与可靠性。
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图 8    软件使用性能评估
Fig.8    Evaluation of mobile application performance

注：A：手机像素对软件获取色值之差的影响；B：软件的稳定
性评估；a，b表示色值之差之间的显著性差异，差异性显著
P<0.05。
 

 2.7　SEA智能可视化检测体系评价

 2.7.1   基因组和菌落灵敏度评估　为了评估所建立

的 SEA智能可视化检测平台的灵敏度，对 Salmonella
Derby基因组 DNA和纯菌液的检测灵敏度进行了

评估。图 9展示了对于 Salmonella Derby基因组

DNA的检测比色结果（图 9A）以及手机 APP所对应

的色值差（B−G）结果（图 9B）。图 9A显示，当基因

组 DNA浓度低于 10 pg/μL时，反应体系呈现橙黄

色，显示为阴性结果，当基因组 DNA浓度达到以及

超过 10 pg/μL时，反应体系变为紫红色，显示为阳性

结果。同时，图 9B结果显示，当基因组 DNA浓度

为 1 pg/μL时，此时的色值差 B−G<0（−41.20±3.04），
当基因组 DNA浓度为 10 pg/μL时，色值差 B−G>0
（3.80±1.76）。因此，将 SEA智能可视化检测平台的

最低基因组 DNA灵敏度确定为 10 pg/μL。该结果

与张雅薇等 [27] 通过重组酶介导的等温核酸扩增

（recombinase aided amplification，RAA）技术结合荧

光法检测鼠伤寒沙门氏菌所报告的 10 pg/μL的灵敏

度相当。优于 Zhang等[28] 使用 SEA技术检测单增

李斯特菌所报告的 1.0×10−13 mol/L基因组 DNA
灵敏度。

图 10为对 Salmonella Derby纯菌液检测灵敏

度的评估。图 10A的比色结果显示，当菌落浓度低

于 1.5×102 CFU/mL时，反应体系呈橙黄色，显示为

阴性结果；当菌落浓度高于或等于 1.5×102 CFU/mL
时，反应体系呈紫红色，显示为阳性结果。图 10B
显示，在菌落浓度为 1.5×102 CFU/mL时，APP测得

的 B−G数值为 3.80±1.44，表现为阳性结果。因此，

SEA智能可视化检测平台在纯菌液中的检测灵敏度

为 1.5×102 CFU/mL。Priya等 [29] 使用 LAMP技术

检测沙门氏菌，经过 6 h和 12 h的长时间富集后，

基因组 DNA灵敏度分别为 lg  2.5  CFU/g和 lg
1.5 CFU/g。郦娟等[30] 利用重组酶聚合酶等温扩增

（recombinase polymerase amplification，RPA）结合侧

流免疫层析法可检测 2.0×102 CFU/mL的沙门氏

菌。章小洪等[31] 建立的沙门氏菌实时荧光定量环介

导等温扩增（quantitative  loop-mediated  isothermal
amplification，qLAMP）检测体系中，经过 7 h的长时

间增菌，纯菌液的检测灵敏度仅有 100 CFU/mL。
与上述针对沙门氏菌的研究相比，本研究建立的

SEA智能可视化检测平台的菌落灵敏度更高，无需
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图 9    基因组 DNA灵敏度评价

Fig.9    Sensitivity evaluation of genomic DNA
注： A：基因组 DNA灵敏度比色结果；B：软件获得的色值之
差结果；1：10−3 ng/μL；2：10−2 ng/μL；3：10−1 ng/μL；4：100 ng/
μL；NTC为阴性对照。
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长时间的前增菌步骤，且无需频繁的开盖操作，不

易出现假阳性结果，更适用于沙门氏菌的现场快速

检测。

 2.7.2   抗干扰能力评价　本试验的目的是验证在食

品复杂环境下，自然背景菌群对检测体系的影响。

图 11展示了以猪肉的天然背景菌群为干扰因子，模

拟自然环境下高浓度背景菌群对 SEA智能可视化检

测平台灵敏性的影响。由图 11A的比色结果可知，

背景菌群与 Salmonella Derby的混合比例达 105:1

时，反应体系仍能表现出明显的颜色变化，结合图 11B

中的 B−G值结果分析，此时 B−G值为 14.60±2.48，
检测结果为阳性。尽管在更高的干扰比例下（106：

1），肉眼可能观察到颜色变化，但数据显示其 B-G值

明显低于阳性阈值。这种视觉与数据之间的差异可

能是在高浓度背景菌群干扰下，目标扩增受到抑制，

不足以完成指示剂的完全变色，但使其偏离了阴性的

橙黄色。本研究采用客观量化标准（B-G>0）以消除

主观视觉误差,第 8组 B-G值为-15.40±2.88，严格落

在预设阴性区间。因此，将抗干扰界定于第 7组

（ 105:1）是基于其产生明确紫红色且 B-G值为

14.60±2.48。该结果揭示了单纯依赖主观视觉判读

方法在临界状态下可能存在误判风险。通过将颜色

信息转化为客观量化标准，为结果判定提供了一个统

一、可靠的判读标准。现有研究结果表明，背景菌群

与目标菌的比例对检测结果的影响较大，105:1的比

例已被认为是一个较高的干扰条件 [32]。这表明

SEA智能可视化检测平台即使在高浓度自然背景菌

群的干扰下，仍能保持显著的检测灵敏性。与任翔

等[33] 使用 LAMP方法检测实际样品中的沙门氏菌

相比，SEA智能可视化检测方法的抗干扰能力更强，

且在样品处理及核酸富集过程中的操作都较为简

便、快速，符合在复杂环境下对沙门氏菌进行快速、

灵敏检测的需求。

 2.7.3   实际样品的人工污染评价　为评估 SEA智能

可视化方法在实际样品中的适用性和可靠性，本研究

选取 Salmonella Derby为目标菌株，并以常见于污

染的猪肉为样品进行了验证。结果如图 12所示，

图 12A显示，当猪肉样品中的 Salmonella Derby污

染水平至 3.57×102 CFU/mL时，SEA智能可视化反

应平台仍能观察到明显的颜色变化，结合图 12B分

析，此时 B−G>0（3.00±0.80），判定检测结果为阳性。

实验结果表明，SEA智能可视化方法可在人工加标

猪肉样品中检出污染水平低至 3.57×102 CFU/mL

的 Salmonella Derby，该检测水平与纯菌液检测灵敏

度达到同一数量级，表明在本研究中猪肉样品基质

对 SEA智能可视化检测方法的灵敏度影响较小。与

罗依宁[34] 使用 LAMP检出 2.16×104 CFU/m L加标

样本中沙门氏菌的方法相比，SEA智能可视化检测

体系在以猪肉为代表的受污染实际样品中，表现出更

优异的检测能力和效果。
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图 11    猪肉背景菌群下的抗干扰评价和软件判定结果

Fig.11    Anti-interference evaluation under pork background
microbiota and the software determination results

注：A：猪肉背景菌群与 Salmonella Derby混合样本的抗干扰
评价；B：软件获得的色值之差结果；1：混合比例 10−1:1；2：混
合比例 100:1；3：混合比例 101:1；4：混合比例 102:1；5：混合比
例 103:1；6：混合比例 104:1；7：混合比例 105:1；8：混合比例
106:1；NTC为阴性对照。
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图 10    菌落灵敏度评价和软件判定结果

Fig.10    Colony sensitivity evaluation and the software
determination results

注：A：Salmonella Derby菌落灵敏度比色结果；B：软件获得的
色值之差结果；1：1.5×100  CFU/mL；2：1.5×101  CFU/mL；3：
1.5×102 CFU/mL；4：1.5×103 CFU/mL；5：1.5×104 CFU/mL；6：
1.5×105  CFU/mL； 7： 1.5×106  CFU/mL； 8： 1.5×107  CFU/mL；
NTC为阴性对照。
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 3　结论
本研究建立了一套集核酸富集−靶点等温扩增

−智能化信号识别为一体的现场快速可视化检测平

台。通过优化的壳寡糖修饰的二氧化硅膜（CMSM），

可在 80 ℃ 条件下 6 min内富集约 90 ng的 DNA；

SEA等温扩增 40 min，使用开发的智能手机 APP

“沙门智检”分析反应体系的颜色信息，实现了对沙

门氏菌的快速可视化检测，并有效降低了人为误判

的可能。本方法对沙门氏菌表现出较强的特异性，基

因组 DNA灵敏度为 10 pg/μL，菌落灵敏度为 1.5×

102 CFU/mL，对猪肉背景菌群有较好的抗干扰能力，

人工污染猪肉样品中的检测灵敏度为 3.57×102 CFU/

mL。整个检测流程从核酸富集到结果呈现可在 1 h

内完成，具备操作简便、特异性强、灵敏度高、成本

低等优点。在现场快速检测（POCT）领域具有广阔

的应用前景，能够为食品安全监测提供更加便捷的解

决方案。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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