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肠出血性大肠杆菌 O157:H7的分子 
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摘  要: 大肠杆菌一些特殊的血清型具有致病性, 肠出血性大肠杆菌是大肠杆菌的一个亚型, 主要致病菌株为

O157:H7, 可引起感染性腹泻, 因能引起人类的出血性肠炎而得名。本文综述了分子生物学检测肠出血性大肠

杆菌 O157:H7 的研究进展。分子生物学检测是利用抗原抗体特异性结合反应检测各种物质的分析方法, 主要

包括酶联免疫吸附法(ELISA)、胶体免疫金层析法以及免疫磁珠分离法(IMS)。PCR 技术检测肠出血性大肠杆

菌 O157:H7, 主要包括常规 PCR 检测、多重 PCR 检测以及实时荧光定量 PCR 检测。这两种方法灵敏度高、

特异性强、操作简便、结果准确等优点, 是检测肠出血性大肠杆菌 O157:H7的常用方法。 
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Molecular biology detection and PCR detection of enterohemorrhagic 
Escherichia coli O157:H7 
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ABSTRACT: Escherichia coli serotypes have some special pathogenic. Enterohemorrhagic Escherichia coli 
(EHEC) is a subtype of E. coli, the main pathogenic strains of O157:H7. It can cause infectious diarrhea, and 

named because humans hemorrhagic colitis. This paper reviews the determination of EHEC O157:H7 by 

molecular biology, including enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), colloidal gold immune 

chromatography and immunomagnetic separation (IMS). PCR detection of EHEC O157:H7, including 

conventional PCR assay, multiplex PCR and real-time quantitative PCR. Both methods have high sensitivity 

and specificity, and are simple, accurate, and commonly used methods for detection of enterohemorrhagic 
Escherichia coli O157: H7. 
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1  引  言 

大肠杆菌一些特殊的血清型具有致病性, 如肠出血

性大肠杆菌(Enterohemorrhage Escherichia Coli, EHEC)是

大肠杆菌的一个亚型, EHEC分为 157、26、111血清型, 主

要致病菌株为 O157:H7, 引起感染性腹泻, 并引起人类的
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出血性肠炎而得名。 1982 年美国首次报道大肠杆菌

O157:H7引起出血性肠炎[1]。1996年日本报告一起学校儿

童的暴发疫情[2]。1999 年我国苏皖等地发生了大肠杆菌

O157:H7感染性腹泻的暴发。2006年美国暴发一起由污染

的包装菠菜造成的肠出血大肠杆菌 O157: H7的暴发[3]。这

些重大事件引起了世界的关注, 肠出血大肠杆菌 O157: H7

的有关研究日益增多。 

2  肠出血性大肠杆菌 O157:H7  

2.1  肠出血性大肠杆菌 O157:H7 生物学特性 

肠出血性大肠杆菌 O157:H7为革兰氏染色阴性的、有

动力、两端钝圆的短杆菌。迟缓发酵山梨醇-麦康凯(SMAC)

培养基可作为对 O157:H7筛选培养基。肠出血性大肠杆菌

O157:H7 抵抗力较强, 耐酸和耐低温。肠出血性大肠杆菌

O157:H7 不含有一般肠毒素基因密码, 但能产生两种非常

强的细胞毒素——志贺氏菌样毒素 StxⅠ和 StxⅡ[4,5], 它能

抑制真核细胞的蛋白合成、促进血小板聚集、损伤内皮细

胞, 与出血性肠炎、溶血性尿毒综合征[6,7], 和血小板减少

性紫癜的发生有关[8]。因此, 我国已经将肠出血性大肠杆

菌 O157:H7列为 21世纪对国人健康卫生有重大影响的 12

种病原微生物之一[9]。 

2.2  肠出血性大肠杆菌 O157:H7 分布 

肠出血性大肠杆菌O157:H7广泛分布于自然界中, 主

要来源可能是土壤、灌溉水、昆虫、牲畜等[10]。常见于乳

制品、肉制品、水果、蔬菜、饮料等食品污染[11]。没有熟

制的饼干面团[12]、生菜[13]均能引起该疾病, 在猪肉、牛肉

及其粪便中分离率较高, 对公众健康构成威胁。一些研究

表明[14]大肠杆菌 O157:H7可在土壤里存活。Haizhen等[15]

研究发现大肠杆菌O157:H7存活时间还与土壤性质如酸碱

性[16]、微生物含量以及含氮量等有关。种在有大肠杆菌

O157:H7 的土壤上的一些植物如生菜 [17]会遭受污染。

Girardin 等[18]研究表明污染的土壤可以引起植物病变, 当

污染的灌溉水飞溅到植株上也会引起污染。 

2.3  肠出血性大肠杆菌 O157:H7 传播途径 

肠出血性大肠杆菌的传播途径主要是消化道 , 感染

病菌的牛、猪是主要传染源, 还有致病菌污染的水体等。

绝大部分患者是进食了污染动物的肉制品、奶制品或者

食用动物排泄物污染的食物而被感染。主要临床症状表

现为: 腹部痉挛性疼痛和短时间的发热、呕吐, 1 d~2 d

内出现非血性腹泻或者呈无症状感染等。75%的患者病情

不再继续, 并在 7 d左右得到缓解, 其余 25%患者在 2 d~3 

d 后腹泻可变为血性(无粪质), 其他症状有恶心、呕吐、

发热等[19]。主要并发症有血栓形成性血小板减少性紫癜

和溶血性尿毒综合症(HUS)。其他少见并发症有窦性心动

过缓及惊厥等[8]。 

3  分子生物学检测 

分子生物学检测是利用抗原抗体特异性结合反应检

测各种物质(药物、激素、蛋白质、微生物等)的分析方法, 是

食品检验检测中重要方法之一[20]。主要包括酶联免疫吸附

法(ELISA)、胶体免疫金层析法以及免疫磁珠分离法(IMS)。 

3.1  酶联免疫吸附法(ELISA) 

ELISA 是酶联接免疫吸附剂测定 (enzyme-linked 

immunosorbent assay)的简称。它是以酶标记的抗体、抗原

作为主要试剂, 结合在固相载体表面的抗原或抗体仍保持

其免疫学活性, 酶标记的抗原或抗体既保留其免疫学活性, 

又保留酶的活性。在检测的时候, 测定其中的抗体和抗原

与固相载体表面的抗原或抗体起反应。加入酶标抗体或抗

原 , 使抗原抗体特异性结合 , 形成酶标记的免疫复合   

物[21]。经过洗涤, 酶标记的免疫复合物不会被洗涤掉, 然

后加入酶的相应底物后显色, 然后便可以进行定性或定量

测定[22]。吴大成等[23]使用多克隆抗体作为捕获抗体, 将其

实验室的 O157 特异性单克隆抗体作为检测抗体, 建立了

双抗夹心 ELTSA 方法。根据此方法得到对于大肠杆菌

O157 纯培养菌液的检测下限约为 1.2×105 CFU/mL。但其

实际样本中 O157 的含量往往较少, 无法达到检测限的要

求, 提高测试敏感性是必要手段。 

3.2  胶体金免疫层析法 

胶体金免疫层析技术是以胶体金为标记物的免疫层

析方法[24,25]。到目前为止, 制备胶体金溶液已经有很多种, 

除了经典的Frens法, 还有最为简单的化学还原法, 基本原

理是使 Au3+还原成金原子[26]。当前的胶体金免疫层析技术

是将胶体金标记物与待检物结合受体分别固定, 当待测物

与胶体金标记物特异结合, 经过层析与检测线上的受体结

合形成肉眼可见的红色条带, 得到检测的目的[27]。双抗体

夹心法检测肠出血性大肠杆菌O157:H7为国内外普遍的方

法, 2006年王静等[28]利用该方法采用胶体金标记肠出血性

大肠杆菌 O157:H7的单克隆抗体为捕获抗体, 然后与样品

中的肠出血性大肠杆菌 O157:H7结合, 就可以形成双抗体

夹心结构, 呈现出肉眼可见的红色条带。这种方法灵敏度

高、特异性强、操作简便、结果准确等优点, 并且日趋成

熟。 

3.3  免疫磁珠分离法(IMS) 

免疫磁珠分离法(immunomagnetic separation, IMS)是

用特异性抗体包被在磁珠表面上, 捕获待检样品中的目标

菌后, 在外加磁场的吸引下可做定向移动, 吸附沉淀与其

他杂菌分离开, 从而达到分离、检测的目的[29,30]。侯楠楠

等[31]制备一种表面包被肠出血性大肠杆菌 O157:H7 单克

隆抗体的纳米级免疫磁颗粒, 用于样品中菌体的富集和分

离。制备一种表面分别标记有大肠杆菌 O157:H7多克隆抗
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体和生物素化核酸探针的胶体金颗粒, 利用生物素-亲和

素-酶系统信号放大作用, 达到对目标菌的快速、灵敏检

测。该方法可在 1 h 内完成菌体的分离和检测, 检测限为

10 CFU/mL。王涛等[32]根据 O157 免疫磁珠特异性捕获样

品菌液中大肠杆菌 O157:H7。结合 Real-time PCR 对磁珠

捕获菌细胞的 DNA进行检测分析。Real-time PCR检测结

果显示, 大肠杆菌 O157:H7 可产生荧光信号, 而其他常见

致病菌均未见明显荧光信号, 采用 IMS-real-time PCR方法

检测标本, 菌液含菌量为 3.3×102 CFU/mL 时即可被检出, 

检测全过程需时约 4 h。这种方法快速灵敏, 能提高大肠杆

菌 O157:H7的检出率和准确性, 可应用于食源性疾病的检

测。 

4  PCR 

聚合酶链反应(polymeras chain reaction)简称为 PCR

技术。PCR 技术是指在体外条件下, 以一条单链 DNA 为

模板, 在 DNA 聚合酶的作用下, 特异性扩增 DNA 片段的

技术, 故又称基因体外扩增法[33]。主要包括常规PCR检测、

多重 PCR检测以及实时荧光定量 PCR检测。 

4.1  常规 PCR 检测 

已知肠出血性大肠杆菌 O157:H7 致病性有关的主要

基因有志贺祥毒素基因(slt)[34]、大毒力质粒 Po157 和 LEE

毒力岛等[35,36]。常规的 PCR检测法只需设计某个特异性基

因片段的一对引物, 扩增后做凝胶电泳, 方法操作复杂, 

同时扩增产物易受污染引起结果误差。单一 PCR检测技术

虽然可以对肠出血性大肠杆菌 O157:H7进行快速检测, 但

不能区分细菌的死活, 为了解决这一难题, 常规 PCR 发展

到多重 PCR乃至实时荧光定量 PCR。 

4.2  多重 PCR 检测 

多重 PCR 检测技术是指同一个反应体系中加入两对

或两对以上的引物, 同时扩增多个目的基因或 DNA序列。

多重 PCR 可以扩增一个物种的一个片段也可以同时扩增

多个物种的不同片段[37]。所以很多学者采用多重PCR技术, 

以志贺毒素基因 stx1、stx2[38], 紧密素基因 eae[39], 溶血素

基因 hlyA, 鞭毛基因 fliCH7[40], 脂多糖基因 rfbO157[41]等

为目的基因检测肠出血性大肠杆菌[42]。2009年吴家林等[43]

建立了能快速、特异检测肠出血性大肠杆菌 O157:H7的多

重 PCR技术。选用针对大肠杆菌 O157志贺毒素基因 stx1

和 stx2、溶血素基因 hlyA和 O157特异性基因(rfbE)的 4对

引物, 在同一扩增体系中进行 PCR, 目的是扩增基因片段

348、584、250和 497 bp。猪肉模拟样品 37 ℃预增菌 4 h

后检测灵敏度能达到 100 CFU/mL。徐义刚等[44]利用双启

动寡核苷酸引物聚合酶链式反应技术检测肠出血性大肠杆

菌 O157:H7, 建立了肠出血性大肠杆菌 O157:H7 DPO-PCR

检测方法, 其检测灵敏度约为 94 CFU/mL。 

4.3  实时荧光定量 PCR 检测 

实时荧光定量 PCR检测[45]是指在 PCR反应体系中加

入荧光基团, 利用荧光信号积累实时监测整个 PCR 进程, 

最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法[46]。陈

苏红等[47]以 rfbE基因作为待检靶基因, 根据复合探针荧光

定量分析原理设计检测引物和探针 , 建立检测大肠杆菌

O157:H7的实时荧光定量 PCR方法。该方法检测的灵敏度

可达 10 CFU/mL, 能快速准确、特异、敏感地对大肠杆菌

O157:H7进行定量分析。李洁莉等[48]采用荧光定量 PCR法

检测牛奶中肠道致病菌。胡慧等[49]针对大肠杆菌 O157:H7

的特异基因 rfbE 设计一对特异引物, 建立 SYBR GreenⅠ

实时定量 PCR检测方法, 并进行灵敏度、重复性和特异性

实验, 结果显示所建立的 SYBR GreenⅠ实时定量 PCR方

法可以快速、特异地检测出大肠杆菌 O157:H7, 细菌纯培

养物中其灵敏度可达 2×101 CFU/mL, 临床模拟污染肉样

中能最低能检测到 1×102 CFU/mL 的大肠杆菌 O157:H7。

Prithiviraj[50]等采用荧光定量 PCR 法对饮用水中大肠杆菌

O157:H7专门识别脂多糖基因(RFBE)进行快速测试。 

5  展  望 

分子生物学检测和 PCR 法是检测肠出血性大肠杆菌

O157:H7 主要应用方法。经过多年的发展研究, 分子生物

学检测检测肠出血性大肠杆菌 O157:H7灵敏度高、特异性

强、操作简便、结果准确等优点, 在临床上也有一定的应

用, 检测肠出血性大肠杆菌 O157:H7 有很强的优势。PCR

法快速、敏感性和特异性高, 同时需要特异性基因。随着

靶基因研究的不断深入和多重 PCR 的应用以及实时荧光

定量 PCR的不断完善, PCR技术也在检测肠出血性大肠杆

菌 O157:H7方面有很好的应用前景。 
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