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摘　要：随着食品工业的发展，食品安全成为人们日益关注的公共健康问题。在影响食品安全的因素中，病原

微生物是最主要的因素之一。因此，建立食源性致病菌的快速检测技术对确保食品安全和保障人类健康意义重

大。传统的食源性致病菌检测方法，如微生物培养法和菌落技术法耗时费力，远不能满足食品安全快速检测的

要求。目前已报道多种食源性致病菌的快速检测方法，如免疫学技术、分子生物学技术、生物传感器技术等。

本文综述了国内外食源性致病菌的快速检测技术及其应用研究进展，比较分析各项检测技术的特点，为新的食

源性致病菌检测技术的开发提供参考。
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　　民以食为天，食以安为先。近年来，食品安全

事件的频繁发生给人们带来了巨大的痛苦和损失。

据美国疾病控制中心报道，美国平均每年有３０００

人死于食源性致病菌引发的疾病［１］。美国农业部估

计每年因食源性致病菌疾病引起的损失达１５６亿美

元［２］。我国国家卫生计生委通报了２０１５年食物中

毒事件情况：全年共收到全国食物中毒类突发公共

卫生事件报告１６９起，中毒５９２６人，死亡１２１

人。其中微生物性食物中毒人数最多，占全年食物

中毒总人数的５３．７％
［３］。食源性致病菌引发的疾

病与食品污染问题已成为全世界共同关注的公共卫

生问题。

现在已经确认有３１种病原菌会引发食源性疾

病，常见的有沙门氏菌犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪ｓｐｐ．、肠出血

性大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 Ｏ１５７：

Ｈ７、金黄色葡萄球菌犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊、单
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增李斯特菌犔犻狊狋犲狉犻犪犿狅狀狅犮狔狋狅犵犲狀犲狊、蜡样芽孢杆

菌 犅犪犮犻犾犾狌狊 犮犲狉犲狌狊、 空 肠 弯 曲 杆 菌

犆犪犿狆狔犾狅犫犪犮狋犲狉犼犲犼狌狀犻、副 溶 血 性 弧 菌 犞犻犫狉犻狅

狆犪狉犪犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊、志贺氏菌犛犺犻犵犲犾犾犪ｓｐｐ．等
［４］。

食源性病原菌分布广泛，不仅存在于生鲜食物中，

也存在于熟食食物中。不同类型的食物受污染的致

病菌也不一样。例如，畜禽肉易受到沙门氏菌、大

肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７、金黄色葡萄球菌和单增李斯特

菌的污染，而水产品中常见的致病菌是副溶血性弧

菌［５］。

随着食品安全问题日益严峻，以及对低剂量

（＜１００ＣＦＵ·ｇ
－１）食源性致病菌的检测需求，建

立灵敏度高、特异性强、检测迅速的方法对于保障

食品安全和防止疾病传播至关重要［６］。目前，食源

性致病菌快速检测技术主要包括免疫学技术、分子

生物学技术和生物传感器技术等，本文主要综述上

述检测技术及其应用，并比较不同检测技术的优缺

点。

１　免疫学检测技术

１１ 　 酶 联 免 疫 吸 附 法 （Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）

ＥＬＩＳＡ是将抗原、抗体免疫反应和酶的高效

催化反应有机结合起来的一种技术，可用于定性和

定量检测［７］。食源性致病菌的检测一般采用双抗体

夹心ＥＬＩＳＡ法，检测灵敏度较高
［８］。１９７７年，国

外研究者首次应用该法检测食品中的沙门氏菌［９］。

经过几十年的发展，ＥＬＩＳＡ已广泛应用于食源性

致病菌的检测。此外，ＥＬＩＳＡ还可以用于检测细

菌毒素，如产气荚膜梭菌α、β和ε毒素，金黄色

葡萄球菌肠毒素Ａ、Ｂ、Ｃ和Ｄ，大肠杆菌肉毒素

和肠毒素［１０］。Ｌｉｕ等制备金黄色葡萄球菌肠毒素Ｂ

的单克隆抗体，采用化学发光双抗体夹心ＥＬＩＳＡ

法检测金黄色葡萄球菌肠毒素 Ｂ，检测限度为

０．０１ｎｇ·ｍＬ
－１，并且与其他肠毒素Ａ、Ｃ和Ｄ不

存在交叉反应［６］。现在也已开发出多种致病菌的

ＥＬＩＳＡ检测试剂盒，应用特异性的多克隆抗体和

单克隆抗体来检测细菌毒素的ＥＬＩＳＡ检测试剂盒

也已经商品化［１１］。

ＥＬＩＳＡ具有特异性强、稳定、检测费用低、

易于操作，标准化程度高，且可对大批量样品进行

同时检测等优点。但是ＥＬＩＳＡ难以同时分析多种

成分，对试剂的选择性高，分析结构类似的化合物

存在交叉反应，会出现假阴性［１２］。

１２　 免 疫 磁 性 分 离 技 术 （Ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ

ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ，ＩＭＳ）

ＩＭＳ是通过富集目的菌以达到检测方法所需

的最低浓度，使目的菌不经预增菌即可被快速检

出，以缩短检测时间。ＩＭＳ可以单独使用，也可

以与其他检测技术灵活联合使用，如显色培养基、

ＥＬＩＳＡ和分子生物学技术
［１３］。联用的主要目的是

富集样品中的目标微生物，使检测更加高效、灵

敏。用于检测大肠埃希氏菌 Ｏ１５７：Ｈ７的国标

ＧＢ／Ｔ４７８９．３６２０１６中第二法也采用此法进行富集

标本中的大肠埃希氏菌 Ｏ１５７：Ｈ７
［１４］。目前市场

上已经出现多种细菌的免疫磁珠分离检测试剂盒，

也有ＩＭＳ与ＰＣＲ结合的检测试剂盒
［１１］。

ＩＭＳ能有效消除食品基质对后续检测的干扰，

是一种分离速度快、特异、操作简单的方法，并且

不影响被分离细胞或其他生物材料的生物学性状和

功能［１５－１６］。但是该方法也存在不足之处。如果没

有选择特异的抗原靶标，则会富集到许多杂菌，同

时由于目标致病菌在食品基质中的污染量很低，目

标菌的生长易受到杂菌的抑制，导致无法检测到目

标菌［１７］。

１３ 　 免 疫 荧 光 技 术 （Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＩＦＴ）

ＩＦＴ是采用荧光色素标记抗体 （或抗原），抗

原和抗体反应结合后，在荧光显微镜下可发出荧

光，最终达到检测致病菌的目的［１８］。ＩＦＴ可分为

直接法和间接法。由于该法不需复杂的仪器设备，

具有特异性强、检测迅速、敏感性高等优点，现已

用于多种致病菌的检测。但是ＩＦＴ的结果判定存

在主观性，存在非特异性染色问题，操作步骤比较

复杂［１９］。

１４　 免 疫 胶 体 金 技 术 （Ｉｍｍｕｎｅｇｏｌｄｌａｂｅｌｌｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ＩＧＬＴ）

ＩＧＬＴ可用于定性或半定量快速检测食源性致

病菌，如检测大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７、金黄色葡萄球

菌、沙门氏菌和单增李斯特菌等［１９－２１］。应用该技

术已经开发出多种病原菌的胶体金试纸条。该技术

具有以下优点：操作简单，易于携带；无需专业人

员和其他仪器；反应迅速 （１０～１５ｍｉｎ）；肉眼即

可直接判定检测结果；检测成本低廉；可检测的样

品多样化 （包括液体）［２０］。因此，免疫胶体金试纸

条适合基层和现场的快速检测。但免疫胶体金试纸

条也存在一些缺陷。如灵敏度偏低 （１０５～１０
６

ＣＦＵ·ｍＬ－１），只能定性和单元检测食源性致病

菌，检测结果易受到试验环境的影响等［１９，２２］。
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１５　乳胶凝集法 （Ｌａｔｅｘａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ，ＬＡ）

该法主要有反向间接血凝试验和反向被动胶乳

凝集试验两种，是一种比较成熟的检测方法。后者

用于检测可溶性抗原，更常被用于检测食物或纯培

养物中的毒素［２３］。应用该法已经开发多种商业化

试剂盒，如梅里埃公司开发的ＳｌｉｄｅｘＳｔａｐｈ试剂盒

可用来快速鉴定金黄色葡萄球菌，检测时间不到１

ｍｉｎ；英国Ｏｘｏｉｄ公司也相继开发出用于检测弯曲

杆菌、李斯特菌、沙门氏菌以及金黄色葡萄球菌等

致病菌的乳胶凝集试剂盒［２４］。

免疫学技术在检测食源性致病菌中的具体应用

见表１。

表１　免疫学技术在检测食源性致病菌中的应用

犜犪犫犾犲１　犐犿犿狌狀狅犾狅犵狔犫犪狊犲犱犿犲狋犺狅犱狊犳狅狉犳狅狅犱犫狅狉狀犲狆犪狋犺狅犵犲狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀

检测方法 检测的致病菌 检测限度 检测食品 检测时间 参考文献

ＥＬＩＳＡ 副溶血性弧菌 １０３ｃｅｌｌ 海鲜 － ［２５］

沙门氏菌 １×１０４ＣＦＵ·ｍＬ－１ 人工污染的牛奶 － ［２６］

ＩＭＳｍＰＣＲ 沙门氏菌、志贺氏杆菌、金黄色葡萄球菌 ２．０～９．６ＣＦＵ·ｇ－１ 人工污染的鲜猪肉 ＜７ｈ ［１３］

ＩＦＴ 沙门氏菌 － 鸡蛋、沙拉酱 ＜２４ｈ ［２７］

ＩＧＬＴ 大肠杆菌 ３×１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１ 牛奶 － ［１９］

沙门氏菌 １．３×１０５～１．２×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１ 牛奶 － ［１９］

注：“－”代表文献中未提及。表２、３同。

２　分子生物学检测技术

２１　 聚合酶链式反应技术 （Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）

１９８５年，Ｍｕｌｌｉｓ等创建了ＰＣＲ技术，用于快

速扩增特定目标基因。由于常规ＰＣＲ一次只能检

测一种致病菌，而食品中经常存在多种致病菌，因

此，在常规ＰＣＲ基础上衍生出几十种不同类型的

ＰＣＲ 法，其 中 以 多 重 ＰＣＲ （Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ，

ｍＰＣＲ） 和 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ （Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ｆｌｕｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）在食源性致

病菌检测中的应用最为广泛。

２１１　多重ＰＣＲ （ｍＰＣＲ）　ｍＰＣＲ的原理是在

反应体系中同时加入多对引物，对特异性的目的片

段进行扩增，从而实现同时检测多种致病菌的目

的［２８］。ｍＰＣＲ既可同时检测血清型复杂的单一病

原菌［２９］，如沙门氏菌、大肠杆菌等，也可同时检测多

种致病菌［３０］，大大节省了试剂和时间，并且还保留

常规ＰＣＲ的特异性和敏感性。商品化的检测试剂

盒如Ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ公司生产的 ＡｓｓｕｒａｎｃｅＧＤＳＭＰＸ

是将ＩＭＳ和 ｍＰＣＲ结合起来检测犈．犮狅犻犾Ｏ１５７：

Ｈ７、Ｏ２６、Ｏ４５、Ｏ１０３、Ｏ１１１、Ｏ１２１、Ｏ１４５，预增菌

１０～１８ｈ，在１ｈ内即可完成检测
［１０］。

但是由于普通多重ＰＣＲ引物间存在相互干扰，

高浓度模板对低浓度模板产生竞争性抑制，导致扩

增效率降低。针对这一缺点，研究者建立一种通用

引物多重 ＰＣＲ（ｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ，

ＰＵＭＰＣＲ）。该方法是分别在几种特异性引物的

５端接上一段新序列，在ＰＵＭＰＣＲ中除了目的基

因特异性引物外，还有一对通用引物。在ＰＣＲ反应

的前１０个循环，复合引物进行扩增，而通用引物由

于缺少模板，无法进行扩增。当特异性引物用尽，通

用引物开始以得到的产物为模板进行序列扩增。该

技术可提高检测灵敏度，降低成本，已被应用于大肠

杆菌、单增李斯特菌和沙门氏菌的检测［３１－３２］。

近年来形成的多通道振荡流多重ＰＣＲ也已经

应用于多种致病菌的检测，该方法可同时检测多个

样品，并且能快速扩增 ＤＮＡ。应用该方法在３５

ｍｉｎ内即可完成对肠炎沙门氏菌、大肠杆菌Ｏ１５７：

Ｈ７和单增李斯特菌核酸序列的同时扩增
［３３］。

２１２　实时荧光定量ＰＣＲ （ＲＴｑＰＣＲ）　 ＲＴ

ｑＰＣＲ是在１９９２年由日本研究者首次提出，４年后

美国一家公司推出的ｑＰＣＲ仪使得ＲＴｑＰＣＲ真正

市场化，从而实现从定性到定量的飞跃。常用的

ＲＴｑＰＣＲ有 Ｔａｑ Ｍａｎ探针法和荧光染料法。ＲＴ

ｑＰＣＲ既可以定性也可以定量分析结果，与普通ＰＣＲ

相比，灵敏度更高（≤１００ＣＦＵ·ｍＬ
－１），并且减少了

因实验室污染造成结果假阳性［３４］。ＲＴｑＰＣＲ不仅可

以检测单种致病菌也可以同时检测多种致病菌，如

大肠杆菌、单增李斯特菌和沙门氏菌等［３５－３６］。

与常规ＰＣＲ相比，ＲＴｑＰＣＲ扩增和检测一步

完成，无需开盖，避免了ＰＣＲ产物对实验室的污染；

自动化程度高、定量结果准确、重现性好；检测速度

快，能同时检测大量样品［３７］。但是该方法检测成本

０４４ 福建农业学报 第３３卷



较高；酶活性易受到不同食品基质成分的干扰和抑

制；对引物和探针的特异性靶基因序列选择及设计

要求较高，选择及设计不当可能会降低检测灵敏度

和特异性［３８］。此外，不论是 ＲＴｑＰＣＲ 还是常规

ＰＣＲ都无法区分死菌和活菌。为了解决这一问题，

科研人员采用ＤＮＡ染料ＥＭＡ（Ｅｄｔｈｉｄｉｕｍｍｏｎｏａｚｉｄｅ

ｂｒｏｍｉｄｅ，叠 氮 溴 化 乙 啶）和 ＰＭＡ （Ｐｒｏｐｉｄｉｕ

ｍｍｏｎｏａｚｉｄｅｂｒｏｍｉｄｅ，叠氮溴化丙啶）预处理细菌，

再与ＰＣＲ技术结合。这两种染料是通过抑制死菌

的ＤＮＡ扩增，选择性扩增活菌的 ＤＮＡ。Ｍａｒｔｉｎ

等［３９］用ＰＭＡ与ＲＴｑＰＣＲ结合检测熟火腿中的沙

门氏菌数量，结果表明检测限度为１０３ＣＦＵ·ｇ
－１，

该法可以减少假阳性率。

２２ 　 恒 温 基 因 扩 增 技 术 （Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

恒温扩增技术包括解链酶扩增 （Ｈｅｌｉｃａｓｅ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＨＤＡ）、实时荧光核酸恒

温扩增 （Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｅｓｔｉｎｇ，

ＳＡＴ）、 链 置 换 扩 增 （Ｓｔｒａｎｄ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＳＤＡ）、切 口 酶 核 酸 恒 温 扩 增

（Ｎｉｃｋｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＮＥＭＡ）、滚环扩增 （Ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＲＣＡ）、依 赖 核 酸 序 列 的 扩 增 （Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＮＡＳＢＡ）、转录介

导 扩 增 （Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＴＭＡ）、 环 介 导 恒 温 扩 增 （Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）等。其中，已

用于 食 源 性 致 病 菌 检 测 的 主 要 是 ＬＡＭＰ 和

ＮＡＳＢＡ。

２２１　环介导恒温扩增 （ＬＡＭＰ）　ＬＡＭＰ是

Ｎｏｔｏｍｉ等于２０００年开发的一种核酸扩增方法。该

方法在恒温下仅用一种酶即可进行核酸的快速扩增

反应。反应产物的检测方法有３种，分别为琼脂糖

凝胶电泳、在扩增产物中加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光

染料和直接肉眼观察［１５，４０］。在反应管中加入

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ后，若含有扩增产物，肉眼可见反

应体系颜色变绿，反之，则保持橙色不变［７］。现在

开发出的ＬＡＭＰ浊度仪能实现对反应进行实时监

测，并且能够进行定量检测［４１］。近年来，在常规

ＬＡＭＰ的基础上又衍生出新型的ＬＡＭＰ技术，如

ＲＴＬＡＭＰ （ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＬＡＭＰ ）、

ｍＬＡＭＰ （ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＬＡＭＰ）和ｉｎｓｉｔｕＬＡＭＰ等。

在食源性致病菌检测领域，ＬＡＭＰ首次被用于检

测大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７的狊狉狓犃２基因
［４２］。随着

ＬＡＭＰ技术的发展，目前研发出用于检测李斯特

菌、沙门氏菌、弯曲杆菌和产志贺样毒素大肠杆菌

的商业化试剂盒［４３］。

ＬＡＭＰ方法的优点：操作简单，只需要在恒

温下即能完成扩增反应，与ＰＣＲ相比，不需要经

过升降温的循环［４４］；特异性高；灵敏度高，比常

规ＰＣＲ高１～２个数量级；结果只需用肉眼观察即

可；检测速度快，整个扩增在３０～６０ｍｉｎ即可完

成；检测成本低：只需一个恒温水浴锅，适合基层

和现场检测用。但其也存在缺点：对引物设计要求

高，且难度大；扩增序列长度要求不能超过３００

ｂｐ；环引物间的非特异性配对会导致假阳性；检测

过程中容易被污染，造成假阳性［１５］。

２２２　 依 赖 核 酸 序 列 的 扩 增 （ＮＡＳＢＡ）　

ＮＡＳＢＡ又称自主序列复制系统或再生长序列复制

技术，是Ｃｏｍｐｔｏｎ于１９９１年首次建立，一般用于

ＲＮＡ的扩增。与普通ＰＣＲ不同的是ＮＡＳＢＡ是由

一对引物介导的、连续均一地、体外特异地对单链

ＲＮＡ进行恒温扩增的反应。反应在４２℃条件下进

行，需要两条特异性引物和３种酶 （ＡＭＶ逆转录

酶、Ｔ７ＲＮＡ多聚酶和ＲＮａｓｅＨ）。扩增的产物可

通过琼脂糖凝胶电泳、基于电化学发光技术、酶联

寡核苷酸捕获法、酶联凝胶试验、荧光检测法和核

酸杂 交 检 测 法 检 测［４５－４６］。应 用 分 子 信 标 与

ＮＡＳＢＡ结合是一种实时检测特异单链ＲＮＡ的有

效方法，已经用于沙门氏菌、副溶血性弧菌、单增

李斯特菌等细菌的检测［４７－４９］，也可用于禽流感病

毒、口蹄疫病毒、狂犬病病毒等的检测［４６］。

ＮＡＳＢＡ具有以下的优点：反应迅速；恒温扩

增，不需要特殊控温仪器；操作简单；适合检测的

样品多。缺点如下：样品制备复杂；不能进行大通

量检测，一次最多检测１２个样品
［７］。

２３　基因芯片技术

基因芯片 （Ｇｅｎｅｃｈｉｐ）是生物芯片的一种，又

称ＤＮＡ芯片、ＤＮＡ微列阵 （ＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）、

寡核苷酸阵列 （Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｒｒａｙ）。基因芯片

是一种新兴的技术，可以做到在同一时间里进行高

通量检测样品，对微生物的分析可做到一次性鉴定

种属、毒力因子和基因多态性分析［５０］。有研究报

道用异羟基洋地黄毒苷和生物素标记ＤＮＡ同时检

测沙门氏菌、志贺氏菌、单增李斯特菌和大肠杆

菌，最低检测限度为１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１，并且不需

要细菌预扩增的过程［５１］。基因芯片也可以和

ＰＣＲ
［５２］、ＩＭＳ联用

［５３］。

该技术能实现对致病菌的高通量和并行检测，

操作简便，重复性好，特异性强，灵敏度高，几个
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小时内即可完成检测。然而，由于基因芯片技术刚

刚起步，还存在一些不足之处。例如，样品制备过

程复杂，芯片存在假阳性，无法建立标准化程序，

检测仪器昂贵，难以在一般实验室应用［５４］。

分子生物学技术在检测食源性致病菌中的应用

见表２。

表２　分子生物学技术在检测食源性致病菌中的应用

犜犪犫犾犲２　犖狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犫犪狊犲犱犿犲狋犺狅犱狊犳狅狉犳狅狅犱犫狅狉狀犲狆犪狋犺狅犵犲狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀

检测方法 检测的致病菌 检测限度 检测食品 检测时间 参考文献

ｍＰＣＲ
大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７，单增李斯特菌，

金黄色葡萄球菌，沙门氏菌
１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１ 人工污染的猪肉 － ［３０］

沙门氏菌，大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７，单增

李斯特菌

沙门氏菌，大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７为１０

ＣＦＵ·ｇ－１，单 增 李 斯 特 菌 为 １０２

ＣＦＵ·ｇ－１
人工污染的牛肉 １８ｈ ［５５］

ＲＴｑＰＣＲ 沙门氏菌， １０３ＣＦＵ·ｇ－１ 熟火腿 － ［３９］

金黄色葡萄球菌，沙门氏菌，志贺氏菌

金黄色葡萄球菌为９．６ＣＦＵ·ｇ－１，

沙门氏菌为２．０ＣＦＵ·ｇ－１，志贺氏

菌为６．８ＣＦＵ·ｇ－１
鲜猪肉 ＜８ｈ ［１３］

大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７ ７８ｐｇ·管－１ － ＜３０ｍｉｎ ［５６］

ＬＡＭＰ 沙门氏菌 ０．０５ｎｇ·ｍＬ－１ＤＮＡ 生鸡蛋，禽肉，水产品等 ＜４０ｍｉｎ ［５７］

ＮＡＳＢＡ 副溶血性弧菌 ５．１×１０２ＣＦＵ·ｍＬ－１ － － ［４８］

基因芯片技术
大肠杆菌，沙门氏菌，金黄色葡萄球菌

等多种细菌
１０ＣＦＵ·ｍＬ－１ 人工污染的牛奶和肉 ３ｈ ［５８］

３　生物传感器检测技术

生物传感器是将特定的生物识别转换为可识别

的信号进行检测的分析仪器。目前应用于食源性致

病菌较多的是光学生物传感器和电化学生物传感

器。

光学生物传感器在食源性致病菌检测中应用最

多的 是 表 面 等 离 子 共 振 （Ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）。使用基于ＳＰＲ的生物传感器可

用来检测沙门氏菌［５９－６０］、霍乱弧菌［６１］。阻碍ＳＰＲ

生物传感器实际应用的原因是所检样品成分复杂，

使感受器表面捕获非特异性靶标分子，从而导致假

阳性［４５］。ＳＰＲＥＥＴＡ 生 物 传 感 器 和 ＢＩＡＣＯＲＥ

３０００生物传感器是两种已经商业化的应用ＳＰＲ的

光学生物传感器。

电化学传感器根据观测参数的不同，可分为安

培法、电位法、阻抗法和电导法等类型。已有相关

研究报道使用电化学传感器来检测沙门氏菌［６２－６３］、

致病性大肠杆菌［６４］、弯曲杆菌［６３］。生物传感器检

测技术在检测食源性致病菌的更多应用见表３。

该技术具有较好的灵活性，可以和其他检测技

术相结合。但是该技术在应用中需使用大型仪器来

读取荧光，使用不便捷；对实验环境要求较高，在

农贸市场、基层乡镇和不发达地区应用较为困

难［６５］。

表３　生物传感器检测技术在检测食源性致病菌中的应用

犜犪犫犾犲３　犅犻狅狊犲狀狊狅狉犫犪狊犲犱犿犲狋犺狅犱狊犳狅狉犳狅狅犱犫狅狉狀犲狆犪狋犺狅犵犲狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀

检测方法 检测的致病菌 检测限度 检测食品 检测时间 参考文献

ＳＰＲ
大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７、

沙门氏菌

大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７：５７ＣＦＵ·ｍＬ－１（汉堡包），１７

ＣＦＵ·ｍＬ－１（黄瓜）；沙门氏菌：７．４×１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１

（汉堡包），１１．７×１０３ＣＦＵ·ｍＬ－１（黄瓜）

汉堡包、黄瓜 ＜８０ｍｉｎ ［５９］

鼠伤寒沙门氏菌 １００ＣＦＵ·ｍＬ－１ 奶粉 ＜６０ｍｉｎ ［６０］

电化学传感器
大肠杆菌、空肠弯曲

杆菌、沙门氏菌
４００～８００ＣＦＵ·ｍＬ－１ 牛奶 １ｈ ［６３］

致病性大肠杆菌 １０ＣＦＵ·ｍＬ－１ － ＜３．５ｈ ［６４］
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４　代谢学检测技术

代谢学检测技术在食源性致病菌检测应用较多

的是ＡＴＰ生物发光检测法。该法是利用活菌内含

有ＡＴＰ，当细菌死亡后，细菌内的ＡＴＰ被细胞内

酶分解，应用荧光素和荧光素酶可使之释放能量并

产生荧光，荧光的量与 ＡＴＰ的浓度成正比。因

此，通过测定 ＡＴＰ 的浓度即可推算出活菌总

数［６６］。该方法的检测时间不到５ｍｉｎ，是目前检测

时间最短的检测方法之一。该法无需对样本中的微

生物进行培养，操作简便、快捷且测定范围广，其

检测的是食品中的活菌总数，更能准确反映食品卫

生的真实情况。

但是也存在不足之处：易受到温度、酸碱等

因素影响，食品和 ＡＴＰ提取剂含有的某些离子

会干扰测定；不能作为细菌鉴定；灵敏度还有

待提高；仅 适 用 于 细 菌 含 量 高 的 物 体 （＞１０
４

ＣＦＵ·ｇ
－１）［６７－６８］。该法无特异性，但是通过用

ＩＭＳ来捕获靶细菌，再进行荧光测定即能克服此

缺点［６９］。常见食源性致病菌检测技术优、缺点比

较如表４所示。

表４　常见食源性致病菌检测技术的比较

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅狀犮狅犿犿狅狀狋犲犮犺狀狅犾狅犵犻犲狊犪狆狆犾犻犲犱犳狅狉犳狅狅犱犫狅狉狀犲狆犪狋犺狅犵犲狀犱犲狋犲犮狋犻狅狀

种类 名称 特点 不足

免疫学检测技术 ＥＬＩＳＡ
特异、稳定、费用低、易于操作；可进行大量

样品的同时检测；能够检测毒素。

影响因素多；不能同时对多种成分进行分析；对

试剂的选择性高；存在假阴性。

ＩＭＳ 特异性强、灵敏度高、分离速度快。
样品需求量大；必须筛选到致病菌的特异性抗原

靶标；可能存在假阴性。

ＩＦＴ 特异性强；检测时间短。 灵敏度偏低，具有主观因素；技术程序比较复杂。

ＩＧＬＴ

操作简单；易于携带；无需专业人员和其他

仪器；反应迅速；成本低廉；适合在基层及大

批量样品的现场筛查。

灵敏度低。

ＬＡ
特异性强、操作简便、快速、经济、判断直观，

适合基层使用。
灵敏度较低。

分子生物学检测技术 ｍＰＣＲ
特异性、灵敏度较高；一次可同时检测多种

致病菌。

会受ＰＣＲ抑制物影响；扩增效率低；引物设计较

难；无法区分死菌和活菌。

ＲＴｑＰＣＲ
特异性强，敏感性高；不需扩增后处理；实时

监测扩增产物。

成本高；会受ＰＣＲ抑制物影响；做多重ｑＰＣＲ较

难；无法区分死菌和活菌；需要专业人员操作。

ＬＡＭＰ 特异性强，敏感性高；容易操作；成本低。
引物设计难；扩增序列不能超过３００ｂｐ；容易交

叉污染；假阳性高。

ＮＡＳＢＡ
特异性、灵敏度较高；反应迅速，操作简单；

成本低。

不能进行大通量检测；样品制备复杂；样品必须

是活的微生物。

基因芯片技术
特异性强，敏感性高；能实现对食品中的致

病菌高通量和并行检测；操作简便快速。

成本高；需要专业人员操作；芯片制备和杂交过

程耗时。

生物传感器检测技术
只需极微量的检测样本；灵敏度高，重复性

好。
成本高。

代谢学检测技术 ＡＴＰ生物发光技术
检测时间特别短；采用该方法制作的检测仪

体积小，携带方便。
检测试剂贵；反应易受到各类因素影响。

５　结语与展望

传统的食源性致病菌检测法需要经过细菌培

养、分离与鉴别、生化分析和血清学鉴定等过程，

检测结果较为准确，但操作繁琐且耗时长 （４～７

ｄ），难以有效预防和控制食源性致病菌疾病的暴

发。因此，必须建立快速、特异、灵敏的食源性致

病菌检测方法。目前，已经建立许多快速检测方

法，但是在实际应用中，大部分方法仍然需要在灵

敏度和特异性两方面进行改进。免疫学检测技术检

测迅速、操作简便，但灵敏度有待提高。分子生物

学技术灵敏度和特异性相对较高，但是其中的

ｍＰＣＲ、ｑＰＣＲ技术需要专业人员操作和特定的检

测仪器。生物传感器检测技术可用于检测致病菌及

其产生的毒素，样品不需要预增菌，但传感器制备

复杂，不易推广。ＡＴＰ生物发光技术检测迅速，

但灵敏度还有待提高。

食源性致病菌的快速检测包括缩短检测单种致

病菌的时间和多个样品同时检测，未来开发的快速

检测方法可从这两方面进行拓展。除生物传感器检

３４４第４期 陈秀琴等：食源性致病菌快速检测技术及其应用研究进展



测技术外，其他都需要样品的前处理，即从食品基

质中富集微生物，这也是能否实现快速检测致病菌

的关键点。富集细菌的方法包括过滤、离心和

ＩＭＳ等，也可以将这些方法联合使用。此外，为

了缩短检测时间及提高准确性，可以将不同的检测

技术联合应用，如ＩＭＳ结合分子生物学技术、免

疫学技术。本文所综述的检测方法中除免疫荧光技

术外其他均已开发出商业化检测试剂盒。但是这些

检测试剂盒能检测的致病菌种类少，需要开发更多

种类的检测试剂盒。

不论是哪一种检测技术，结果均具有一定滞后

性，起不到预知的作用。因此，建立食源性致病菌

的生长预测模型，建立食源性微生物的预测数学模

型，为食源性致病菌的安全性评估和危险性评估提

供理论依据，将是未来研究的方向。此外，我国目

前缺乏食源性致病菌代谢产物数据库，因此，有必

要利用代谢组学研究技术建立食源性致病菌代谢产

物数据库和代谢网络。
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