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摘要：随着分子生物学的不断进步，对食源性致病菌的检测已经发展到了研究生物大分子的阶段．综
观目前出现的一些检测食源性致病菌的新型技术，发现 ＤＮＡ探针技术、ＰＣＲ技术等检测技术，具有
敏感、特异和快速的特点，已经成为食源性致病菌检测的重要工具．未来食源性致病菌的检测将向着
高敏感性、高特异性、操作便捷的方向发展，这就依赖于目前已有技术的改进创新、多种检测技术的

联合使用及一些新技术和新方法的出现．
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０　引言

世界卫生组织对食品安全（ｆｏｏｄｓａｆｅｔｙ）的定义
是：“食物中有毒、有害物质对人体健康影响的公共

卫生问题”．随着人们经济条件和生活水平的不断
提高，食品安全的受关注程度也在逐年提升．

研究发现，食源性致病菌可能会导致严重的传

染性疾病，单核细胞增生李斯特菌、沙门氏菌、蜡样

芽孢杆菌等多种食源性致病菌还可能引起感

染［１－３］．近几年已陆续报道出志贺氏菌、肠出血性大
肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７等的散发性感染和暴发流行［４－５］．

传统的检测食源性致病菌的技术，需要对样品

进行前增菌、选择性分离、生化实验、血清学分型等

一系列的实验，存在耗时、实验过程繁琐等缺点．一
些免疫学技术如胶体金检测技术、酶联免疫吸附试

验等，又缺乏灵敏度和特异性．随着分子生物学的
不断进步，对食源性致病菌的检测已经发展到了研

究生物大分子的阶段，实现了巨大的飞跃．ＤＮＡ探
针技术、ＰＣＲ技术等先进的检测技术，具有敏感、特
异和快速的特点，已经成为食源性致病菌检测的重

要工具．

１　ＤＮＡ探针技术

ＤＮＡ探针是经过某种标记物（放射性同位素、
酶、荧光素、化学发光物、镧系元素等）标记过的单

链ＤＮＡ［６］，它在合适的条件下按照碱基互补配对的
原则，能与靶ＤＮＡ形成杂交ＤＮＡ分子，然后通过检
测杂交信号可判断样品中是否含有目标微生物．通
常选择待测微生物的特异性保守基因序列为目标

ＤＮＡ，以该序列的互补 ＤＮＡ为杂交探针．ＤＮＡ探针
的特异性，保证了检测结果的高度特异性［７］．

早期的杂交方法是利用同位素来标记探针，可

能对人体造成危害，也不利于实验室的安全，且生

物素标记的探针在紫外线下容易分解，现在主要利

用液相杂交方法通过化学发光法或比色法进行检

测．近年来，ＤＮＡ探针技术以其高度的特异性等优
点，已经广泛应用于食品中多种食源性致病菌的检

测．Ｙ．Ｚｅｎｇ等［８］设计出磁珠 －ＤＮＡ双探针，其中一
条探针是经过荧光基团修饰的捕获探针，另一条是

带有磁性微粒的信号探针，可以实现对目的菌的定

量分析，克服了以前ＤＮＡ探针技术只能定性分析的
缺点，并且检测灵敏度高，其检测限达到 １４×

１０－１２ｍｏｌ／Ｌ．随着 ＤＮＡ探针技术的不断发展和改
进，其应用前景非常广阔．

２　聚合酶链式反应技术

聚合酶链式反应技术ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ）技术是在体外合适的条件下，将靶ＤＮＡ先通
过变性形成单链作为反应的模板，两段人工设计合

成的寡核苷酸作为引物，４种脱氧核糖核苷酸为底
物，在耐热ＤＮＡ聚合酶作用下使引物沿着靶 ＤＮＡ５＇
→３＇方向按碱基互补配对的原则合成新的双链，该
双链又可作为新的模板进行下一轮复制．每个 ＰＣＲ
循环包括高温变性、低温退火和适温延伸 ３个步
骤，通过２０～４５个 ＰＣＲ循环，能保证在短时间内，
使目的基因扩增到几百万个拷贝，实现快速扩增．
近些年，用 ＰＣＲ检测食源性致病菌的技术很多，如
常规 ＰＣＲ，多重 ＰＣＲ，实时荧光定量 ＰＣＲ，逆转录
ＰＣＲ和原位ＰＣＲ等［９－１０］．
２．１　常规ＰＣＲ技术

利用ＰＣＲ法检测食源性致病菌，要先经过离心
沉淀或膜过滤等方法收集菌体，然后通过菌体裂解

以释放其 ＤＮＡ，菌体 ＤＮＡ经纯化后由 ＰＣＲ法扩增
靶ＤＮＡ的特异性序列，最后由凝胶电泳检测信号．
常规 ＰＣＲ技术不仅检测准确性好、速度快，而且特
异性好、灵敏度高．在食源性致病菌的检测方面已
得到了广泛的应用．

常规ＰＣＲ技术检出限低，检测样品中即使有微
量的目的菌也可以引发反应发生，与传统的检测方

法比较，不仅大大减少了样品前增菌的时间而且显

示出较高的灵敏度．巢强国等［１１］通过１６ｈ前增菌
处理后，大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７型菌株原活菌浓度约
２．０ＣＦＵ／ｍＬ也能检测出来，总的检测时间在２４ｈ
内，耗时短、灵敏度高．Ｋ．Ｋ．Ｂｏｎｎｓｔｅｔｔｅｒ等［１２］利用

ＰＣＲ技术来检测金黄葡萄球菌 （ＣＡＭＲＳＡ）
ＵＳＡ３００，检测结果准确快速．

常规ＰＣＲ技术选择特异的靶序列作为检测对
象，避免了假阳性的出现．王攀等［１３］用 ＰＣＲ技术快
速检测食品中沙门氏菌、志贺氏菌和金黄色葡萄球

菌，结果准确率高达９９％以上，并且假阳性率低于
１％，同时避免了假阴性的出现．
２．２　多重ＰＣＲ技术（ｍＰＣＲ）

多重ＰＣＲ技术是建立在常规 ＰＣＲ技术基础上
的一种新型扩增技术，常规ＰＣＲ技术１次只能检测
出１种致病菌，而多重ＰＣＲ技术能同时扩增出两个

·８２· ２０１５年　
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或多个目的片段，因此多重 ＰＣＲ技术比常规 ＰＣＲ
技术更有优势．多重ＰＣＲ技术主要分为两种：

第一种是检测多种致病菌．在同一个反应体系
中，加入多对特异性引物，这些引物属于不同目标

菌，若体系中存在与之对应的模板，则能同时扩增

出１种或多种目的ＤＮＡ，达到一次性检测多种致病
菌的目的．Ａ．Ｓｊｏｌｉｎｇ等［１４］用多重 ＰＣＲ法检测引起
腹泻的肠道致病菌，能同时检测致泻性大肠杆菌、

血性腹泻病原菌和其他可引起腹泻的致病菌，该多

重ＰＣＲ板显示了高度的特异性，对能够快速诊断流
行病具有重要意义．万志刚等［１５］建立了五重 ＰＣＲ
反应体系，达到同时检测５种食源性致病菌的目的，
节省了实验的试剂．蔡军等［１６］建立并优化了多重

ＰＣＲ的反应体系，可同时检测金黄色葡萄球菌、沙
门氏菌和志贺氏菌，最低检出限达１ｐｇ，具有高灵敏
性的优点．

第二种是检测单一致病菌．该技术可以对同一
种菌分别设计多对特异性引物，在一个体系中扩增

出１种或多种目的ＤＮＡ，可对比较复杂的血清型致
病菌进行简单的分型，提高了检测的特异性，并且

减少了假阳性的出现．楼秀芹等［１７］以阪崎肠杆菌

ＩＴＳ序列、１６ｓｒＤＮＡ和 ｏｍｐＡ基因为靶基因，设计
３对引物，结果显示其抗干扰能力优异，其他高浓度
的杂菌不会影响结果的准确性．Ａ．ＣａｎｏＧｏｍｅｚ
等［１８］用多重 ＰＣＲ技术对海水中的弧菌进行分型，
仅需３～５ｈ．

多重ＰＣＲ技术不仅保留了常规 ＰＣＲ技术特异
性高、敏感性好的优点，而且简化了操作步骤、节省

了实验的试剂和时间．但它同样存在一些缺点，比
如加样的过程比较繁琐，扩增体系需要进行不断的

优化和摸索，体系中同时存在多对引物，易出现相

互竞争、干扰等．但是多重 ＰＣＲ技术对于检测多种
菌的混合感染具有重大的意义，是今后检测食源性

致病菌的发展方向．
２．３　实时荧光定量ＰＣＲ技术

实时荧光定量 ＰＣＲ技术，是在普通 ＰＣＲ反应
体系中加入荧光物质，通过收集荧光信号达到实时

监测整个ＰＣＲ反应进程的目的，最终通过标准曲线
即可对未知菌进行定量分析．荧光化学物质主要有
荧光染料和荧光探针，荧光染料主要有 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｉ，ＹＯＰＲＯ，溴化乙锭，ＳＹＢＲＧｌｏｄ等，其中 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩ应用最广泛；荧光探针又可分为水解探针、
分子信标、双杂交探针和复合探针等，目前较常见

的荧 光 探 针 有 ＴａｑＭａｎ探 针 和 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ双
探针［１９］．

由于传统的ＤＮＡ染料染色灵敏度要远低于荧
光信号检测，因此实时荧光定量ＰＣＲ在检测灵敏度
方面表现优越．武鑫等［２０］建立ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时荧
光定量ＰＣＲ检测致病性沙门菌，是目前检测沙门菌
灵敏度最高的方法，其灵敏度是常规 ＰＣＲ的
１００倍．胡朝友等［２１］根据大肠埃希菌的 ｙｄｉＪ基因，
用 ＴａｑＭａｎ探针实时荧光 ＰＣＲ技术对大肠埃希菌
进行检测，不仅特异性好，而且检测限和定量下线

均很低．
在反应体系中同时加入不同的荧光基团，还可

以进行多重荧光ＰＣＲ，能同时检测多种食源性致病
菌．韩春来［２２］用发射波长相差较大的不同荧光素标

记了探针５＇端，可以同时检测３种食源性致病菌，特
异性强，检测效率高．张驰等［２３］设计双标记 ＴａｑＭａｎ
探针，同时构建阳性质粒内参，建立了３种常见菌的
多重ＲＴｉＰＣＲ方法，节省了检测时间．

实时荧光ＰＣＲ技术实现了 ＰＣＲ技术从定性到
定量的飞跃，它可以通过计算机对扩增产物直接进

行精确的定量分析，显著提高了灵敏度．该法采用
全密闭管检测，不需要再进行繁琐的电泳、紫外线

观察，不仅简化了实验步骤而且避免了电泳对扩增

产物的污染及其产生的误差，具有效率高、重复性

好和自动化程度高等优点，有重要的应用价值．
２．４　逆转录ＰＣＲ技术

逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）技术与常规ＰＣＲ技术相
比略有不同，需要先通过逆转录酶的作用将样品中

的 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，再以 ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增．

常规 ＰＣＲ技术是以 ＤＮＡ为检测基础，无法有
效区分死菌与活菌，容易造成检测结果的假阳性，

而ＲＴＰＣＲ技术能很好地解决这一点．ｍＲＮＡ是细
胞存活的一个重要标志，通过 ＲＴＰＣＲ技术检测目
的基因的ｍＲＮＡ是否存在，可有效避免假阳性的出
现．刘静宇等［２４］利用荧光 ＲＴＰＣＲ的方法，可特异
性检测活的非可培养状态下的副溶血性弧菌，还能

监测其毒力基因表达情况，检测结果更加客观准

确．Ｎ．Ｍｏｌａｅｅ等［２５］通过ＲＴＰＣＲ法检测饮用水中活
的大肠杆菌，无假阳性结果，并发现与１６ｓｒＲＮＡ作
引物相比，使用ＥＦＴｕ作引物可降低假阳性结果的
发生率．
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２．５　原位ＰＣＲ技术
原位ＰＣＲ（ｉｎｓｉｔｕＰＣＲ，ＩＳＰＣＲ）技术是１９９０年

由Ｈａａｓｅ等人建立，其原理是将 ＰＣＲ技术与原位杂
交技术相结合．该技术先对靶序列进行原位ＰＣＲ扩
增，反应发生在单细胞或组织切片上，然后通过原

位杂交技术、免疫组化或荧光检测技术对目的序列

进行检测和有效定位［２６］．一般 ＩＳＰＣＲ技术操作包
括以下几步：细胞固定、蛋白酶消化、原位 ＰＣＲ扩
增、扩增产物检测．

该技术结合 ＰＣＲ技术的高效特异性扩增和原
位杂交技术的精准细胞定位，具有快速、灵敏和可

原位监测的优点．吴彩云等［２７］对副溶血弧菌进行原

位 ＰＣＲ扩增，结合使用流式细胞仪对菌体进行检
测，开发了基因水平转移研究的新技术，该技术可

以同时进行微生物的分选和检测．但是存在重复性
差、操作复杂、价格昂贵和不能定量分析等缺点，还

有待进一步研究、改进．
２．６　环介导等温扩增ＬＡＭＰ技术

ＬＡＭＰ技术是在体外的恒温条件下（６０～
６５℃），由链置换ＤＮＡ聚合酶（Ｂｓｔ酶）引发的自动
链循环取代反应，反应不需要使用 ＰＣＲ仪，也不需
要对扩增产物进行电泳、紫外观察，因此可以方便

地进行现场的快速检测［２８］．
ＬＡＭＰ技术引物设计和传统的 ＰＣＲ技术相比

较复杂，它需要分别设计一对特异性内引物和一对

特异性外引物［２９］，但由于其特异、高效、快速、简便

等优点，在食源性致病菌快速检测方面应用广泛．
ＬＡＭＰ技术能快速检测食源性致病菌，徐义刚

等［３０］由金黄色葡萄球菌的 Ｓａ４４２基因，设计出４条
ＬＡＭＰ引物，仅耗时４０～６０ｍｉｎ，效率高．ＬＡＭＰ技术
中４条引物可识别靶序列上６个特异区域，因此灵
敏度比常规 ＰＣＲ技术更高，陈传等［３１］对 ＬＡＭＰ技
术和常规ＰＣＲ技术进行了比较，ＬＡＭＰ技术最低检
出限为１０－５，而常规 ＰＣＲ的检出下限仅为１０－３，灵
敏度是其１００倍．ＬＡＭＰ技术不需要使用昂贵的仪
器和试剂，反应结束后只需用肉眼观察浑浊度变

化，根据是否有白色磷酸镁沉淀，即可判断是否有

目的菌，因此很适合在基层医疗卫生单位推广和进

行现场及时试验．

３　生物芯片技术

生物芯片技术是将生物大分子有序地固定在

硅片、玻璃片、尼龙膜等固相载体的表面，通过这些

生物大分子与目的基因的化学反应，实现对靶基因

的快速检测．生物芯片技术具有高通量的优点，在
一块很小的芯片上能同时检测成千上万种生物分

子，便于实现自动化和微型化．生物芯片技术主要
分为基因芯片技术、蛋白质芯片技术、组织芯片技

术及芯片实验室，前三者都是源于分子特异性结合

的原理，芯片实验室是该技术的终极目标［３２］．目前，
以基因芯片和蛋白质芯片应用最广泛．
３．１　基因芯片技术

基因芯片技术先要在固相支持物表面有序地

固定探针，这些探针是 ｃＤＮＡ，ＤＮＡ片段或寡核苷
酸，它们通过显微点样或原位合成技术实现固定，

然后按碱基互补配对原理与样品杂交，最后分析得

出结果［３３］．
近来有学者将基因芯片技术与其他检测方法

结合使用，有较好的检测效果．Ｈ．Ｚｈａｎｇ等［３４］在塑

料板上固定探针形成ＤＮＡ微阵列，又通过ＥＬＩＳＡ技
术对扩增结果进行显色，既能实现可视化，又有高

通量、高灵敏度的优点．高兴等［３５］把基因芯片技术

与多重 ＰＣＲ技术相结合，能同时特异性检测１１种
（株）食源性致病菌，具有良好的应用前景．

基因芯片技术能同时检测成千上万的靶 ＤＮＡ
或者基因序列，实现了快速、高效、高通量等检测要

求，具有巨大的应用潜力［３６］．但是该技术仍存在一
些缺点，如无法鉴定种以下的细菌、环境中的相关

基因容易造成实验污染等［３７］．
３．２　蛋白质芯片技术

蛋白质芯片技术是一种蛋白质微阵列，不同于

基因芯片利用碱基互补配对原理实现结合，它是利

用蛋白质之间的相互作用，如抗原与抗体之间、酶

和底物之间的反应来进行检测．随着蛋白质芯片技
术的不断发展和完善，该技术也逐渐应用于食源性

致病菌的检测．王亚丽等［３８］建立了液相芯片检测体

系来检测金黄色葡萄球菌，并且与其他食源性致病

菌没有交叉反应，与国标法检测结果基本相符．
蛋白质芯片技术是一项新兴技术，其发展前景

是光明的，但在保持蛋白质活性、蛋白质固定方法、

检测灵敏度等方面还存在一些问题［３９］，还需要进一

步研究和优化．

５　结语

随着分子生物学的不断进步，出现了一些检测

食源性致病菌的分子生物学技术，如 ＤＮＡ探针技
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术、ＰＣＲ技术等，这些技术因具有灵敏度高、特异性
强和速度快等优点，逐渐被业内认可和青睐．

未来食源性致病菌的检测将向着高敏感性、高

特异性、操作便捷的方向发展，这就依赖于目前已

有技术的改进创新和多种检测技术的联合使用，如

基因芯片技术、ＥＬＩＳＡ技术、多重 ＰＣＲ技术的结合；
并且也依赖于一些新技术、新方法的出现，如 ＬＡＭＰ
技术在普通水浴锅内即可完成扩增反应，操作简单

且耗时短．然而，这些新技术还有待于作进一步的
完善和开发，以期找到更有利于实际检测应用的最

佳方法．分子生物学检测技术可为人们的食品安全
保驾护航，能有效应对突发性的公共卫生事件，防

控疾病的发生蔓延、保障人民的生命安全．
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