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食品病原微生物快速检测技术研究进展 

杨春光 1, 王宏伟 1, 彭心婷 2, 苏明明 1, 徐  静 1, 李  莉 1, 孙兴权 1, 曹际娟 1* 

(1. 辽宁出入境检验检疫局, 大连  116001; 2. 塔城出入境检验检疫局, 塔城  834700) 

摘  要: 随着现在食品工业的快速发展, 食品安全越来越受到各国的重视。影响食品安全的因素很多, 其中食

品中的病原微生物是影响食品安全的主要因素之一。为了对食品安全进行有效、快速的监测, 控制食品加工中

的病原微生物, 研究和建立食品病原快速检测方法对于食品质量控制和监管及人们健康也就越来越重要。食源

性致病菌的传统检测方法繁琐复杂、周期较长, 因而快速、简便、特异的检测方法成为研究的热点。快速检测

方法的应用范围非常广泛, 并且比传统的检测方法更加敏感。本文主要从分子生物学技术、免疫技术、代谢技

术、生物传感器技术等方面介绍了目前国内外用于食品微生物检测的先进技术, 并对这些在当前较为先进的主

流的快速检测技术进行总结分析, 为今后进一步研究和开发新检测技术提供一些参考。 
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Research advances for fast detection of food borne pathogenic bacteria 
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ABSTRACT: Now with the rapid development of food industry, food safety is concerned all over the world. 

Many factors affect the food safety, among which pathogenic microbe is one of the most primary factor. In 

order to effectively and efficiently monitor the food safety, it is more and more important for food quality 

control and supervision to control the pathogenic microorganism in food processing, and establish the method 

for rapid detection of food pathogen. Traditional methods for detection of food borne pathogens are quite 

complex, and cost much time, so more researches focus on the quick, convenient and differential methods. The 

scope of application of rapid detection method is very extensive, and more sensitive than the traditional 

detection method. This article introduced several advanced fast detection technology of food pathogenic 

bacteria, including molecular biology technology, immunity technology, metabolism technology and biosensor 

technology, and the rapid detection technology of those more advanced analysis and summarize the current 

mainstream, aiming to provide a reference for the further study. 
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1  引  言 

近些年来, 食品安全事件在世界各国频繁发生, 如英

国的疯牛病、法国的李斯特氏菌病、香港的禽流感、光明

牛奶郑州事件等。这些食品污染大多数由病原微生物引起, 

这就要求我们要进一步发展和完善食品微生物安全检测技

术和检测体系。传统的食品微生物检测通常采用琼脂平板

培养法, 这种方法主要依靠培养基进行培养、分离及生化

鉴定, 操作过程繁杂且费时费力, 一般需 2～3 d才能完成
[1], 无法适应快速检测的要求。目前一些食品微生物快速

检测方法主要是通过综合应用微生物学、化学、生物化学、

生物物理学、免疫学以及血清学试验技术对微生物进行分

离、检测、鉴定和计数, 相比较传统方法, 更快捷、更方便、

更灵敏[2] 

2  分子生物学技术 

2.1  基因探针技术 

基因探针的工作原理为: 将微生物特性基因 DNA 双

链中的一条进行标记, 制成 DNA 探针, 由于 DNA 分子杂

交时严格遵守碱基配对的原则, 通过考查待测样品与标记

性 DNA 探针能否形成杂交分子, 即可判断样品中是否含

有此种微生物, 并且还可以通过测定放射性强度考查样品

中微生物数量[3]。该方法具有特异性强、灵敏度高和操作

简便、检测时间短等优点。 

近年来, 基因探针技术不断发展和推广, 在微生物检

测中的应用研究也逐渐广泛第开展起来,并且随着基因探

针技术研究的不断深入, 一些基因探针新技术如非放射性

基因探针、DNA 生物传感器探针及分子信标探针的研究也

获得了重要进展, 目前食品中的一些微生物病菌如大肠杆

菌(Escherichia coli) [4]、志贺氏菌(Shigella spp) [5]、沙门氏菌

(Salmonella) [6]、耶希氏菌(Yersinia enterocolitica ) [7]、金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus) [8]、单增李斯特菌(Listeria 

monocytogenes) [9]等都可以使用基因探针技术检测。  

2.2  多聚酶链式反应 

多聚酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR) 技

术又称基因体外扩增法, 其基本原理是通过在体外对一些

微生物相应特定的双链 DNA 片断进行高效扩增, 然后对

这些 DNA 片段的扩增产物含量进行检测, 从而快速地对

食品中微生物含量完成测定。具体的工作原理如下:  

检测时, 双链 DNA 首先在高温下(95 )℃ , 在多种酶

的作用下变性解链成单链, 然后再迅速降低温度(55 ),℃ 每

条 DNA 单链退火又可以复性成为双链, 完成所谓的“变性

解链—退火—合成延伸”的热循环, 之后温度重新上升到

95 , ℃ 开始新的循环。多次重复就可以以几何级数大量扩

增特定的基因, 整个过程可以较为快速地在 1 h内完成。而

且理论上,样品中含有的即使是一个分子病菌的 DNA, 都

可以短时间内通过 PCR技术检测到。因此 PCR方法 检测

技术的优点是灵敏度和特异性高, 且检测结果迅速、检测

成本低。孙焕东等[10]采用裂解法提取 DNA, 应用 PCR 对

污染牛奶中的单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)进行

检测, 设计合成的引物可特异地将其扩增, 对其他菌不产

生反应, 显示了较强的特异性。Whyte 等[11]分别采用传统

方法和 PCR 方法对生禽肉中的沙门氏菌(Salmonella)进行

检测, 传统方法检出 16%的样品被沙门氏菌(Salmonella)污

染, 而PCR方法检出了19%的样品被沙门氏菌(Salmonella)

污染, 可见 PCR技术的敏感性更强。虽然 PCR技术较传统

方法有这些优点, 但其也存在 PCR产品的污染问题[12-13]。 

2.3  基因芯片技术 

基因芯片产生于上世纪 90 年代初, 是一种全新的微

量分析技术, 它利用微电子、微机械、生物化学、新型材

料、计算机等多学科的先进技术, 将大量的人工设计好的

基因片断高密度、有序地排列在玻璃片等载体上而得到的

一种信息检测芯片[14]。 

基因芯片原理就是采用光导原位合成或显微印刷等

方法将点有各种基因寡核苷酸特定序列的探针分子有序

地、密集地固定在经过相应处理的玻片、硅片、硝酸纤维

素膜等支持物上, 加入标记的待测样品, 然后标记样品再

与芯片上寡核苷酸点进行多元杂交, 通过扫描仪定量分析

杂交信号的强弱及分布, 来分析目的分子的有无、数量及

序列, 从而确定检测样品是否存在某些特定微生物[15-17]。 

基因芯片具有操作简便快速、高通量、特异性强等优

点, 基因芯片的这些优点有效地克服了以前传统的原位杂

交技术和 NORTHERN 技术极低的检测通量、操作复杂、

自动化程度低的缺点。因而基因芯片技术被越来越广泛地

应用在食品检测领域中。近年来利用基因芯片分析检测食品

中常见致病菌的研究越来越多。李君文等[18]就是利用基因

芯片技术建立了水中常见致病菌的快速检测与鉴定技术, 

其检测水中常见致病菌的敏感性可达 516×105 个/mL 细菌

菌落的核酸。Carl等[19]在利用基因芯片技术研究出大肠埃希

菌、伤寒杆菌、痢疾杆菌和空肠弯曲菌的基因芯片检测方法, 

其检测结果敏感度大大高于传统方法, 而且操作简便快速, 

重复性好, 即节省了大量时间,又大大提高了这 4 种细菌诊

断效率。然而, 基因芯片技术刚刚起步, 还处于研发阶段, 

许多地方还有待改进, 如样品制备过程复杂、检测仪器昂贵

成本高、检测特异性有待提高、芯片存在假阳性、基因组学

的资源库还不够丰富以及无法建立标准化程序等。 

3  免疫技术 

3.1  乳胶凝集反应 

乳胶凝集反应[20]是利用抗原与抗体特异性结合的特
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性, 加上具有良好吸附性的大分子的乳胶颗粒作为载体吸

附可溶性抗原于其表面, 当特异性抗体与之结合后, 产生

凝集反应。 

利用乳胶凝集反应原理开发的 Aureus Test 试剂盒目

前已被广泛应用于食品中金黄色葡萄球菌的检测, 该试剂

盒中含有的聚苯乙烯乳胶粒子对免疫抗蛋白 AIgG 和鞭毛

蛋白都非常敏感, 因细菌蛋白 A 和 IgG 结合, 凝聚酶和鞭

毛抗原结合, 所以当含有金黄色葡萄球菌的样品悬浮液加

入含乳胶粒子的试剂盒中时 1 min内将产生凝集反应。该方

法具有灵敏度高、特异性高、快速简便、比较准确等优点。 

3.2  酶联免疫法 

酶联免疫法 (enzyme-linked immuno sorbent assay, 

ELISA)是一种固相免疫测定技术, 是酶免疫测定技术中应

用最广的技术。其基本方法是将已知的抗原或抗体吸附在

固相载体(聚苯乙烯微量反应板)表面, 并保持其免疫活性, 

检测时将待检样本和酶标抗原或抗体按不同步骤与固相载

体表面吸附的抗体或抗原发生反应, 再加入酶标抗体与免

疫复合物结合, 用洗涤的方法分离抗原抗体复合物和游离

的未结合成分, 最后加入酶反应底物, 根据底物被酶催化

产生的颜色及其吸光度值的大小进行定性或定量分析[21]。 

ELISA法具有灵敏度高、特异性强、快速简便、易于

标准化等优点, 目前 ELISA方法已被广泛应用于多种细菌

的检测, 如食品中大肠杆菌 O157、李斯特菌、弯曲杆菌、

沙门氏菌、假单胞菌属、副溶血性弧菌、致贺氏菌、霍乱

弧菌、蜡样芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌等的检测。 

赵志晶等[22]研究的适宜食品样品中大肠杆菌 O157: 

H7 检测的双抗 ELISA 方法具有很高的灵敏度, 在鸡肉与

牛奶染菌样品中的检出限达到 0.1 CFU/g(CFU/mL)。Cryan 

等 [23]在研究大肠埃希氏杆菌(Escherichia coli)内毒素时 , 

发现采用 ELISA法比 DNA 探针技术更灵敏、快速。 

3.3  免疫磁性微球 

免疫磁性微球是一种表面结合单克隆抗体的磁性微

球, 具有孔径小、超顺磁性等优点。被广泛应用细胞分离

等方面。其原理主要是利用免疫磁性微球能选择性地与靶

物质结合并使之具有磁响应性的特性, 将特异性抗体偶联

在磁性颗粒表面, 与样品中被检致病微生物发生特异性结

合, 当此化合物通过一个磁场装置时, 载有致病微生物的

磁性颗粒在外加磁场的作用下, 向磁极方向运动集中, 从

而使致病微生物不但得到分离, 而且也得到浓集[24], 从而

与其他复杂物质分离开来。 

在我们日常食品检测中, 样品常为固液混合物,一般

的常规方法难以将其中少量的微生物分离出来。而免疫磁

性分离技术的出现, 以其特有的性能很好地解决了这一问

题, 目前在食品卫生检测和研究中得到了较好的应用。 

Skjerve 等[25]报道了用免疫磁性分离技术从乳及乳制

品、肉类和蔬菜中分离出沙门氏菌, 该方法检测限为 10~20

个/g细菌。Chapman 等[26]报道了在英国由污染牛奶引起的

大肠杆菌 O157 感染的检测就是利用了免疫磁性分离技术, 

快速准确地将致病菌检测出来。 

4  代谢技术 

代谢学技术是指利用微生物代谢的理论, 通过比对

微生物生理生长的一些如底物、电阻抗、代谢产物的变化

特性, 而达到微生物检测目的的方法[27]。主要有: ATP生物

发光法、电阻抗技术、放射测量技术、微热量计技术等。 

4.1  ATP 生物发光法 

ATP(adenosine-triphosphate, ATP)生物发光法主要用

于活菌计数, 其原理是 ATP广泛存在于各种活的生物体中, 

而且 ATP 的含量在活细胞中是恒定的, 活的菌体中也有

ATP, 细菌死亡后,在细胞内酶的作用下, ATP 将很快被分

解掉[28]。因此通过测定待测样品的 ATP浓度, 即可计算出

活菌数。检测时先通过棉拭取样来萃取样品中的 ATP, 并

添加荧光素和荧光素酶混合物, 测定生物发光量, 最后求

出 ATP浓度和活菌数[29]。 

ATP 生物发光技术始于 20 世纪 80 年代, 1983 年由

Moyer等[30]首先提出细胞内ATP的含量与活细胞的数量有

关。同年 Gronroos等[31]也通过实验证实了该技术是一种灵

敏度高的、可靠的确定细胞活性度的检测方法。近年来随

着有关 ATP研究的深入, ATP 生物发光法得到了很大的发

展, 现在的 ATP方法具有快速、简便、灵敏度高的特点[32], 

可以在几分钟之内完成微生物 ATP的检测, 是目前检测微

生物数目最快捷的方法, 因此被国内外广泛应用于微生物

检验和食品生产环境清洁度的检测。ATP生物发光法也存

在一些不足之处, 如有时样品中含有的某些离子会抑制其

发光作用并对 ATP的测定造成干扰, 造成灵敏度达不到检

测样品的要求 , 如饮用水中菌落总数不能超过 100 

CFU/mL, 而目前直接检测限为 1000 CFU/mL, 还有受游

离 ATP、体细胞和盐等成分干扰, 不能对细菌进行鉴定[33], 

不能区分微生物与非微生物 ATP等。 

4.2  电阻抗技术 

电阻抗法是通过测量微生物代谢引起的培养基电特

性变化来测定样品中微生物含量的一种快速检测方法。其

原理是细菌在培养基内生长繁殖的过程中, 将会使培养基

中的大分子电惰性物质(如碳水化合物、蛋白质和脂类等)

代谢为具有电活性的小分子物质, 如乳酸盐、醋酸盐等, 这

些离子态物质能增加培养基的导电性, 使培养基的阻抗发

生变化, 通过检测培养基的电阻抗变化情况, 判定细菌在

培养基中的生长繁殖特性, 即可检测出相应的细菌。 

电阻抗法是近些年发展起来的一项生物学新技术 , 

因为其具有检测速度快、灵敏度高、准确性好等优点[34], 已
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经开始应用于食品中细菌总数、大肠杆菌(Escherichia coli)、

沙门氏菌 (Salmonella)、酵母菌 (saccharomycetes)、霉菌

(mould)和支原体(mycoplasma)的检测[35]。阻抗微生物学也

在食品工业中得到了广泛的应用, 主要应用在食品微生物

质量控制的许多领域, 如原料的质量预测、加工工艺的评

估、成品质量的检测等。Pless等[36]分别用阻抗法和传统检

测方法对 122 种含有沙门氏菌的阳性样品进行对比检测, 

结果发现用阻抗方法共检出有 119 种, 传统的亚硒酸盐-

胱氨酸培养基检出 106种, 而用 RV培养基仅检出 92 种。 

4.3  放射测量技术 

放射测量技术是利用细菌在生长繁殖过程中代谢碳

水化合物而产生 CO2的原理。把微量的放射性
14C标记引

入碳水化合物分子中, 在细菌生长时, 这些底物被利用并

释放出含放射性的 CO2, 然后通过自动化放射测定仪

Bactec 测量 14CO2的含量, 从而判断细菌的数量。这一方

法已用于测定食品中的细菌, 具有快速、准确度高和自动

化等优点[37]。 

4.4  微热量计技术 

微热量计技术 (microcalorimetry)[38]是通过测定细菌

生长时热量的变化进行细菌的检出和鉴别的一种技术。由

于不同的细菌其各自的新陈代谢不同, 因而各自产生的热

曲线就不同, 把记录的各不相同的热曲线作为其特征“指

纹图”[39], 在实际检测中用微量热计测量细菌在生长过程

中产的热量, 然后数据经计算机分析, 以此绘制成以产热

量和时间组成的热曲线图, 通过和已知微生物热曲线“指

纹图”进行比较, 对细菌做出鉴别。这种技术使鉴定步骤大

为简化, 所需时间也大大减少, 一般只需要数小时。实际检

测中, 利用该技术对牛奶工业中常用的四种不同的乳酸细

菌进行微量热研究 ,可以很快测得四种乳酸细菌的“指纹

图”, 因此该方法与乳制品生产中常用的鉴定方法比较, 检

测快速并重现性好[40]。 

5  生物传感器 

生物传感器是对生物物质敏感并能将其浓度转换为

电信号进行检测的仪器。生物传感器主要由生物识别元件

和信号转换器两大部分组成[41]。生物识别元件又称感受器, 

是由固定化的生物敏感材料(包括酶、抗体、抗原、微生物、

细胞、组织、核酸等生物活性物质)作识别元件[42-43]。信号

转换器(如热敏电阻、光纤、氧电极、光敏管、场效应管、

压电晶体等) 是一个电化学、光学或热敏检测元件, 生物

传感器具有接受器与转换器的功能。当生物识别元件与待

测物发生特异作用后, 所得产物(光、热等) 通过信号转换

器转变成可以输出的电信号、光信号等, 从而达到分析检

测的目的[44-45]。生物传感器具有简便、体积小、成本低、

灵敏度高、专一性强及抗干扰能力强、响应快等优点, 目

前其在食品安全检测中已经得到了广泛的应用[46-48]。 

5.1  免疫传感器 

免疫传感器是一种新兴的生物传感器, 它是以抗原

或抗体作为分子识别部分, 把光纤及荧光计等作为信号转

换部分的生物传感器[49]。将大肠杆菌 抗体共价固定在经

戊二醛活化的有孔氨丙基玻璃珠上, 构成 FIA 免疫传感器, 

用这种免疫传感器来检测食品中的 E.coli, 其检出限为

5×107 CFU/mL, 检测时间不到 30 min, 可重复使用几百次

以上。免疫传感器已用于弗朗西斯氏菌、布鲁士菌、奈瑟

氏菌、沙门氏菌、大肠杆菌等的检测[50]。由于抗原和抗体

结合发生免疫反应, 其特异性很高, 因此免疫传感器具有

极高的选择性和灵敏度。免疫传感器作为一种新兴的生物

传感器, 以其鉴定物质的高度特异性、敏感性和稳定性受

到使用者的青睐。 

5.2  基因传感器 

基因传感器是以 DNA 作为为敏感元件, 通过换能器

将生物学信号转变为可检测的光、电、声波等物理信号。

它是把已知核苷酸序列的半单链 DNA 分子固定在传感器

上(也称 ssDNA 探针), 和另一条互补的 ssDNA(目标DNA)

杂交, 形成双链DNA(dsDNA)后会表现出一定的物理信号, 

再通过换能器反映出来。采用抗体压电晶体生物传感器测

定大肠杆菌, 检测细菌下限为 105 个/mL。利用花菁与染色

标记的单克隆抗 E.coli O157: H7 设计了一种便携式光纤

生物传感器 , 可检测 E.coli O157: H7, 检测范围 3 

CFU/mL～30 CFU/mL, 具有高度专一性[51]。 

6  展  望 

食品致病菌快速检测技术近些年来随着人们的重视

和研究的深入, 取得了较快的发展, 越来越多的食品致病

菌快速检测技术被研发出来并广泛应用在食品检测领域。

这些快速可靠的检测技术也逐渐成为食品安全检测的有力

工具和手段, 促进了食品安全的良性发展。通过这些快速

检测技术, 人们可以对一些食品中致病菌数量及代谢情况

变化进行实时监测, 同时可以对一些可能出现的致病菌引

起的病害采取相应措施防治, 做到防患于未然。当然, 任何

检测手段都不是万能的, 都有其缺点。食品致病菌检测方

法也不例外, 目前的检测方法仍有其局限性, 需要不断地

完善和改进现有的检测技术, 如不能同时“定性”和“定量”; 

传统的增殖培养、血清学试验、生化试验检验虽然准确性

很好, 但完成检测所需的时间长; 免疫学方法快速、灵敏

度高, 但容易出现假阳性、假阴性[52]; VITEK(全自动细菌

生化分析仪)、VIDAS(全自动免疫分析仪)等虽然快速准

确、通量大, 但只能鉴定到属, 仅适用于初筛, 而且费用颇

高。基因芯片、蛋白质芯片准确、通量大, 但制作费用太

高, 不利于普及[53,54]。相信随着人们对食品安全意识的不
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断加强, 食品致病菌快速检测方法的研究必然得到更大的

重视和投入, 也将取得更快发展。研发建立一个更灵敏、

更可靠、更有效、更简便的微生物检测技术是保证食品安

全的迫切需求, 也是今后食品微生物检测技术的发展趋势, 

可以预见, 多种检测技术以及各学科的交叉发展有望能解

决上述需求。 
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“饮料酒质量与品质安全”专题征稿函 
 
 

饮料酒(白酒、啤酒、黄酒、葡萄酒、果露酒)工业是我国食品工业的重要组成部分, 与人民物质生活息息

相关。近年来, 随着人们物质生活水平的不断提高, 对饮料酒的品质要求也在不断提升, 好喝与安全已经成为

一种潮流与时尚。 

自 2007年开展“中国白酒 169计划”以来, 饮料酒行业的科学研究与技术进步取得了众多令人瞩目的成就, 

白酒品质进一步提升, 机械化在白酒行业得到应用；黄酒普遍采用大罐发酵技术；啤酒、葡萄酒质量日益提

升。然而, 近年来的塑化剂风波、勾兑门、农残门、年份门、致癌门等诸多事件或多或少地困扰着酒业发展, 饮

料酒质量与品质安全问题越来越得到社会和广大消费者的关注。 

鉴于此, 本刊特别策划了“饮料酒质量与品质安全”专题, 由江南大学生物工程学院 徐岩 教授 和 范文

来 研究员 共同担任专题主编, 围绕 饮料酒产业发展现状、饮料酒加工过程中质量控制与品质安全管理、饮

料酒质量检测标准、饮料酒中内源性与外源性有毒有害物质的检测方法、饮料酒包装材料等或您认为本领域

有意义 的问题展开讨论, 计划在 2015年 5月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及 徐岩 教授 和 范文来 研究员 特邀请您为本专题撰写稿件, 以

期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2015年 3月 31日前通过

网站或 E-mail投稿。我们将快速处理并优先发表。 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: tougao@chinafoodj.com 
《食品安全质量检测学报》编辑部 

 
 


