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摘要：食源性致病菌是诱发食品安全问题的重要隐患，在众多食源性致病菌检

测技术中，ＰＣＲ检测技术因具有特异、敏感、简便、快速等优点而得以广泛应用．
然而现有的包括多重 ＰＣＲ技术、实时荧光定量 ＰＣＲ技术、多重实时荧光定量
ＰＣＲ技术、ＩＭＳ多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术、ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术、ＥＭＡ／ＰＭＡＰＣＲ
技术和ＤＰＯＰＣＲ技术等在内的食源性致病菌ＰＣＲ检测技术及其衍生技术仍存
在成本高、效率低、质控差等缺陷，未来应向高灵敏度、高特异性、高通量、高重

复性、简易、经济方向发展，以适应食源性致病菌对检测技术的要求．
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０　引言

近年来，国内外食品安全形势严峻，食品安

全事件频发，严重影响人们的身心健康与安全，

也制约了食品工业的健康发展，其中食源性致

病微生物所导致的食品安全问题占据了相当大

的比重．而在人类的食物链中，大肠杆菌、沙门
氏菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌等是极其

重要的食源性致病菌［１］．
德国２０１１年５月爆发由食源性肠出血性

大肠杆菌 Ｏ１０４：Ｈ４感染引起的溶血性尿毒综
合症（ＨＵＳ），确诊和疑似病例达２０００余例，死
亡２４例，疫情迅速蔓延至欧洲及美洲的１５个
国家［２］．美国２０１１年下半年爆发一起由单增李
斯特菌引起的食源性疾病事件，确诊病例达

１０９例，波及美国２４个州，是近十年来美国最
严重的一起食源性疾病爆发事件［３］．我国也同
样面临这样的食品安全问题，卫生部每年能接

到３００—５００件重大食物中毒事件的报告，共引
起数百人死亡、１万多人中毒，食品工业的健康
发展、消费者对食品行业的信心都受到很大的

影响．因此，建立快速、灵敏的致病菌检测方法，
控制食源性疾病，减少食品安全事件的发生势

在必行．
传统致病菌检测方法由于操作步骤繁琐、

周期长，已无法满足快速发展的食品行业对检

测技术的需求［４］．目前，食源性致病菌检测技术
已由培养水平向分子水平方向发展，其中，ＰＣＲ
（ＰｏｌｙｍｅｒａｓＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ）检测技术因其能够
大幅度提高检测的特异性与灵敏度，并具有高

通量、低成本、快速等优点，在食源性致病菌检

测领域具有广阔的发展前景［５］．本文就国内外
食源性致病菌的ＰＣＲ检测技术进行综述，以期

为进一步开展食源性致病菌的快速鉴定、检测，

以及食源性疾病的预防、诊断、治疗提供参考．

１　ＰＣＲ检测技术

１．１　传统ＰＣＲ技术
传统ＰＣＲ技术通过体外控温，将样品中的

靶基因进行变性、退火与延伸，可使极少量特定

基因片段扩增数百万倍．

杨晋等［６］通过筛选构建的扩增内标确定内

标添加量，应用新体系检测人工污染沙门氏菌

的灵敏度可达３．２ＣＦＵ／ｍＬ，整个实验过程仅需
８ｈ增菌培养即可实现对沙门氏菌１００％的特
异性检出，同时能够有效避免假阴性结果．王丽

丽等［７］利用标记生物素与地高辛的引物，以及

包被亲和素与抗地高辛抗体的层析试纸条对扩

增产物进行检测，通过肉眼即可对红色条带进

行结果判读，可替代对扩增产物的电泳分析与

检测操作，实现一步法检测，操作方便．
目前，传统ＰＣＲ技术已广泛应用于食源性

致病菌检测的各个领域，对培养困难、损伤严重

及抗原结构复杂的致病菌检测具有显著优

势［８］．然而，传统ＰＣＲ技术在特异性、准确度等
方面仍存在不足，需要进一步优化反应体系和

反应条件，以实现特异性强、准确度高的

检测［９－１０］．

１．２　多重ＰＣＲ技术
多重 ＰＣＲ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ）技术也称复合
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ＰＣＲ技术，是从传统ＰＣＲ技术基础上发展起来

的，即在同一个反应体系中加入多对引物，同时

扩增出多个靶基因片段，进而对多种致病菌或

同一致病菌的多种靶基因进行特异性检测．

Ｃ．Ｔｉｍｍｏｎｓ等［１１］通过在引物的５′端加入

一段富集 ＡＴ的短基因片段对其进行修饰，在

食源性致病菌检测中，经引物修饰的多重 ＰＣＲ

技术比普通多重 ＰＣＲ技术的灵敏度提高１０～

１００倍，该方法可同时检测大肠杆菌Ｏ１５７Ｈ７

与沙门氏菌，检出限分别可达１００ＣＦＵ／ｍＬ和

１０ＣＦＵ／ｍＬ，已达到同时检测这两种病菌灵敏

度的最高水平．Ｍ．Ｃｈａｎｄｒａ等［１２］利用纯化的

ＤＮＡ模板，通过优化退火温度、引物浓度等条

件，实现单管菌落ＰＣＲ技术一步法同时检测大

肠杆菌与沙门氏菌，并可区别大肠杆菌的所有

致病型，由于利用了热启动 ＰＣＲ技术，以大肠

杆菌肠杆菌科致病型作为阳性对照，能够有效

避免假阳性结果，特异性强．

多重ＰＣＲ技术能够同时检测多种食源性

致病菌，具有简便、高效、快速、高通量、省费用

等优点［１３］．另外，该技术通过优化设计引物与

ＰＣＲ反应条件，可进一步实现特异性强、灵敏度

高的检测目的，目前已广泛应用于食源性致病

菌检测及流行病学调查等领域［１４］，但其敏感性

不强，还有凝胶电泳污染［１５］．

１．３　实时荧光定量ＰＣＲ技术
实时荧光定量 ＰＣＲ技术是在传统 ＰＣＲ体

系中加入荧光基团，利用荧光信号的出现顺序

与强弱变化即时分析靶基因的拷贝数，再利用

标准曲线对比已知量的标样，实现对未知样品

实时定量检测的技术．

Ｌ．Ｊ．Ｗａｎｇ等［１６］利用叠氮溴化丙啶（ＰＭＡ）

和脱氧胆酸盐消除死细胞或损伤细胞的干扰，

采用免疫磁珠分离法（ＩＭＳ）有效捕获与富集目

的致病菌，并通过实时荧光定量ＰＣＲ技术对大

肠杆菌 Ｏ１５７Ｈ７进行定量检测，所建立的

ＩＭＳＳＤＰＭＡｑＰＣＲ方法能够大幅缩短检测时

间、提高灵敏度，检出限达１００ＣＦＵ／ｍＬ．Ｍ．Ｓ．

Ｃｈｏ等［１７］利用编码调控蛋白基因的 ＤＮＡ序列

作为靶基因，能够鉴别大肠杆菌 Ｏ１５７血清的

类型，特异性强，灵敏度可达３７～３７０ＣＦＵ／ｍＬ．

该法可避免利用传统目的基因（ｓｔｘ，ｓｌｔ，ｅａｅ，

ｈｌｙＡ，ｒｆｂ与ｆｌｉＣＨ７等）作为模板引发的检测结

果缺乏特异性与灵敏度的问题．

实时荧光定量 ＰＣＲ技术可实现在封闭体

系内扩增与实时定量检测，大幅降低污染的可

能性．该技术无需凝胶电泳步骤，操作简便，且

具有特异性强、灵敏度高、准确度高、操作自动

化等优点，在食源性致病菌检测中的应用越来

越广泛［１８－１９］．实时荧光定量 ＰＣＲ技术成本高，

需要昂贵仪器，检测致病菌单一［２０］．

１．４　多重实时荧光定量ＰＣＲ技术
多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术是高通量的

多重 ＰＣＲ技术与高灵敏度的实时荧光定量

ＰＣＲ技术相结合的新技术［２１］．该技术在常规实

时荧光定量 ＰＣＲ体系的基础上加入多条特异

性引物，可实现对多种致病菌或单一致病菌的

多个靶基因的实时定量检测．

Ｐ．Ｃｒｅｍｏｎｅｓｉ等［２２］利用水解探针、高度保

守的１６ＳｒＲＮＡ基因与毒力基因设计引物，以致

病菌株作为阳性对照，非致病菌株作为阴性对

照，能够有效避免假阳性与假阴性检测结果，可

同时检测 ２０种食源性致病菌，检出限达

１ＣＦＵ／ｍＬ，将该方法应用于人工污染食品样品

检测，检出限可达１００～１０００ＣＦＵ／ｍＬ．Ｒ．Ｇｏｒ

ｄｉｌｌｏ等［２３］利用 ｍＲＮＡ对大肠杆菌 Ｏ１５７Ｈ７

细胞生存能力进行衡量，以ｍＲＮＡ与ＤＮＡ为靶

基因，在未富集细菌的条件下，人工污染食品样

品的检出限达１０～１００ＣＦＵ／ｇ；若３７℃富集培

养细菌 ４ｈ，最低检出限达 １ＣＦＵ／ｇ，灵敏度

较高．

多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术能够同时对
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多种食源性致病菌进行实时定量检测，并且具

有特异性强、灵敏度高、准确度高、操作简便、高

通量等优点［２４］．目前，在食源性致病菌的检测

中多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术已得到快速发

展［２５］．但同时多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术具

有检测成本高、需要昂贵仪器的缺点［２６］．

１．５　免疫磁珠－多重实时荧光定量ＰＣＲ技术
免疫磁珠 －多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术

是将免疫磁珠分离技术（ＩＭＳ）与多重实时荧光

定量 ＰＣＲ技术相结合的新技术［２７］．该技术利

用偶联特异性抗体的磁珠与目的菌的抗原抗体

进行反应，有效分离目的菌，进而对多种致病菌

或单一致病菌的多个靶基因进行高特异性的实

时定量检测．

马凯等［２８］利用纳米免疫磁球循环捕获靶

细菌，提高分离与富集效率，通过溶菌酶破壁及

增菌阶段加入１％甘氨酸抑制细胞壁生长，显

著提高革兰氏阳性菌 ＤＮＡ的提取率；采用

ＢＨＱ系列作为ＰＣＲ探针的淬灭基团，避免由基

团本身发射的荧光对实验的干扰，灵敏度较高，

且可同时检测 ３种致病菌，检出限均低于

１０ＣＦＵ／ｇ．Ｇ．Ｍ．Ｂａｒａｎｚｏｎｉ等［２９］利用大肠杆菌

Ｏ１０４特异性磁珠与乳胶凝集试剂偶联抗体，提

高分离与检测的特异性，传统ＰＣＲ技术无法检

测经低温（４℃）处理４８ｈ的食源性致病菌，应

用该方法则能够准确识别靶细菌，并且对人工

污染食品样品的检出限低于１ＣＦＵ／ｇ，灵敏度

较高．

免疫磁珠分离技术是一种将食源性致病菌

分离与富集的敏感而简单的方法［３０－３１］，将其与

多重实时荧光定量 ＰＣＲ相结合的免疫磁珠 －

多重实时荧光定量ＰＣＲ技术，实现了无需预增

菌即可高特异性、高灵敏度、高准确度、高通量、

快速、实时地检测多种食源性致病菌，在食源性

致病菌检测领域具有广阔的发展前景［３２］，但其

检测成本高［３３］．

１．６　ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术
ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术是将传统酶联免疫吸附测

定（ＥＬＩＳＡ）技术与 ＰＣＲ技术相结合的一种新

型检测技术［３４］．该技术是致病菌基因序列经

ＰＣＲ扩增后，在微孔板上运用 ＥＬＩＳＡ原理与酶

标抗体进行固相或液相杂交，进而实现对靶基

因高特异性与高灵敏度定量检测的技术．

王丹等［３５］在常规ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术基础上，

对引物与探针均进行标记，使得新体系的特异

性再度增强，从而有效避免假阳性与假阴性的

干扰．该技术对大肠杆菌 Ｏ１５７Ｈ７的最低检

出限达０．０４ＣＦＵ／ｍＬ，灵敏度高．Ｙ．Ｈ．Ｌｉ等［３６］

利用两种种属特异性基因设计引物，利用不同

ＰＣＲ循环次数的细胞产量与ＯＤ值的关系建立

回归方程组，并以最佳线性关系确定循环次数

与检出限．该方法用于人工污染婴幼儿奶粉的

阪崎肠杆菌检测中，在未预增菌条件下的检出

限为１．０６×１０３ＣＦＵ／ｍＬ（传统 ＰＣＲ技术的检

出限为１．０６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ），经１０ｈ预增菌后

的检出限为１ＣＦＵ／ｍＬ，灵敏度较高．

ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术比需要电泳检测的传统

ＰＣＲ技术的灵敏度高１０～１００倍，酶标仪读出

结果客观，主观干扰小，而且无需在 ＰＣＲ扩增

后对ＤＮＡ产物进行电泳检测［３７］．此外，该技术

还具有特异性强、操作简单、费用少等优点，现

已应用于多种食源性致病菌检测领域［３８］．

ＰＣＲ－ＥＬＩＳＡ技术操作周期较长，无法同时检

测多种食源性致病菌［３９］．

１．７　ＥＭＡ／ＰＭＡＰＣＲ技术
ＥＭＡ／ＰＭＡＰＣＲ技术是将 ＤＮＡ染料叠氮

溴化乙锭（ＥＭＡ）或叠氮溴化丙锭（ＰＭＡ）与传

统 ＰＣＲ技术相结合，通过抑制死菌基因的扩

增，从而实现高特异性扩增活菌靶基因检测的

技术．

Ｐ．Ｅｌｉｚａｑｕｉｖｅｌ等［４０］利用 ＤＮＡ染料与 ＤＮＡ

分子的结合特点，通过优化 ＤＮＡ染料（ＰＭＡ与
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脱氧胆酸盐）的浓度配比，得到抑制３种致病菌

９０％以上活细胞的最佳浓度，进而利用 ＰＣＲ技

术进行特异性检测．该方法可同时检测经大肠

杆菌Ｏ１５７Ｈ７和沙门氏菌及李斯特菌污染的

食品样品，检出限可达１００ＣＦＵ／ｇ．ＶＢＮＣ（ｖｉａ

ｂｌｅｂｕｔｎｏｎｃｕｌｔｕｒｅ）指处于“活的但非可培养”

状态的微生物，此微生物体的细胞仍有代谢活

性，但用传统ＰＣＲ技术无法分离培养［４１］．Ｌ．Ｄ．

Ｄｉｎｕ等［４２］通过外界施以低温，利用致病菌混合

物中死活细胞比例的检测信号对引物进行筛

选，进而实现国内外首次通过 ＰＭＡＰＣＲ技术

的ＶＢＮＣ细胞定量检测，该方法对大肠杆菌

Ｏ１５７Ｈ７的检出限达１０００ＣＦＵ／ｇ．

ＥＭＡ／ＰＭＡＰＣＲ技术利用ＥＭＡ／ＰＭＡ对活

菌与死菌进行区分，再运用ＰＣＲ技术特异性地

扩增活菌，进而有效避免漏检与假阳性检测结

果［４３－４４］．该方法具有灵敏度高、准确性好、操作

简单、高效、快速等优点，在食源性致病菌检测

领域具有广阔的应用前景［４５］，但其仅能检测单

一食源性致病菌［４６］．

１．８　ＤＰＯＰＣＲ技术
ＤＰＯＰＣＲ技术是利用高特异性的 ＤＰＯ引

物替代传统 ＰＣＲ引物进行 ＰＣＲ扩增的新型检

测技术［４７］．

徐义刚等［４８］以大肠杆菌Ｏ１５７Ｈ７的ｒｆｂＥ

基因为靶基因设计一对ＤＰＯ引物，与传统ＰＣＲ

引物相比，ＤＰＯ引物不需要对引物参数与退火

温度进行反复优化，仍能够保持高效扩增，并能

有效避免假阳性结果，该方法对大肠杆菌

Ｏ１５７Ｈ７的检出限达 ９４ＣＦＵ／ｍＬ．Ｙ．Ｇ．Ｘｕ

等［４９］利用 ＤＰＯ引物与 ＤＮＡ模板脱离，终止

ＰＣＲ反应，进而有效阻断非特异性扩增与假阳

性的检测结果，特异性较强，以单增李斯特菌的

ｉａｐ基因作为靶基因设计特异性 ＤＰＯ引物，新

建立的 ＤＰＯＰＣＲ反应体系的退火温度范围为

４８～６８℃，无需对反应体系进行优化，对单增

李斯特菌的检出限达１５１ＣＦＵ／ｍＬ，灵敏度高．

ＤＰＯ引物自身及引物之间很少形成二级

结构，故无需优化引物参数，操作步骤简单［５０］．

ＤＰＯＰＣＲ技术具有退火温度范围宽、特异性

强、设计简单等优点，在食源性致病菌检测中具

有较高的应用价值与广阔的应用前景［５１］．

ＤＰＯ－ＰＣＲ技术敏感性不高，无法实现高通量

的检测．

２　结语

传统的食源性致病菌检测技术（如分离培

养、生化鉴定）无法对难培养或不可培养的致

病菌进行检测，存在特异性差、操作繁琐、耗时

等缺点，无法实现及时有效的检测．随着分子生

物学的快速发展，ＰＣＲ技术及其衍生技术已成

为国内外食源性致病菌检测领域的研究热点，

但这些技术仍然存在一定的缺陷，例如，多重

ＰＣＲ技术较易产生假阳性与假阴性检测结果，

实时荧光定量ＰＣＲ技术成本较高，免疫磁珠－

多重实时荧光定量 ＰＣＲ技术较易产生杂菌交

叉反应，ＰＣＲＥＬＩＳＡ技术污染问题较严重等．因

此，这些技术仍需进一步完善，以促进 ＰＣＲ技

术及其衍生技术在食源性致病菌检测中的应用

与推广．

总之，在不久的将来，食源性致病菌的检测

技术将逐步向灵敏度高、特异性强、通量高、重

复性好、简易、经济的方向发展，为我国开展食

源性致病菌的快速鉴定、检测，以及食源性疾病

的预防、诊断、治疗提供可靠的检测手段．这将

为公共卫生、营养健康、饮食习惯、疾病预防事

业以及食品工业的健康快速发展做出贡献．
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