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食源性致病菌快速检测方法的探索研究 

高  飞, 曹  进, 骆海鹏, 任  秀, 刘  娜, 陈怡文, 余  文, 谢冠东, 崔生辉* 

(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  探讨传统细菌培养法及荧光定量 PCR 检测两种检测方法在食源性致病菌上的检出效果。方法  

对 2015年采集的 7类食品共 600例样品采用传统细菌培养法及增菌后的增菌液荧光定量 PCR检测, 对检测结

果进行分析比较。结果  被检食品存在食源性致病菌污染, 600例样品共检测出 35株致病菌, 食品致病菌的总

检出率为 5.83%, 其中副溶血性弧菌与金黄色葡萄球菌检出率最高, 达到 15%。蜡样芽胞杆菌检出率较高, 达

到 10.00%。传统细菌培养法致病菌阳性检出率为 2.67%, 荧光定量 PCR检测致病菌阳性检出率为 3.17%, 两种

检测方法下的检出率差异没有明显差异(X2=1.882, P>0.05)。结论  检测中将传统细菌培养法同荧光定量 PCR

检测这两种检测方法结合起来, 不仅提高了食源性致病菌检出率, 也可缩短检测时间, 提高检出率。后续研究

将继续加大样本量并覆盖更多食品种类。  
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Comparative research of different detection methods of foodborne bacteria 
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ABSTRACT: Objective  To discuss the detection results by using the traditional bacterial culture method and the 

fluorescence quantitative PCR detection method. Methods  Totally 7 kinds of food overall 600 samples were 

collected in 2015, and analyzed by the methods of fluorescence quantitative PCR detection and traditional bacterial 

culture, and test results were compared and analyzed. Results  The foodborne pathogenic bacteria pollution was 

occurred in the food, 35 strains of pathogenic bacteria were detected in 600 samples, total detection rate of food 

pathogenic microbe was 5.83%, and the detection rates of Vibrio parahaemolyticus and Staphylococcus aerogenes 

were the highest, reaching 15.00%. Meanwhile, the detection rate of Bacillus cereus was relatively high, reaching 

10.00%. The positive rate of pathogenic bacteria by traditional bacterial culture method was 2.67%, by fluorescence 

quantitative PCR detection method was 3.17%, and there was no significant difference (X2=1.882, P>0.05) between 

the two kinds of detection methods. Conclusion  The detection combined with the traditional bacterial culture 

method and the fluorescence quantitative PCR method, not only improved foodborne pathogen detection rate, but also 

shortened the detection time, and improved the detection sensitivity. Subsequent research will continue to focus on 

increasing the sample size and cover more types of food. 
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1  引  言 

食源性疾病是指通过摄食而进入人体的包括食源性

致病菌在内的致病因子所造成的疾病, 食源性致病菌(金

黄色葡萄球菌、沙门菌、大肠菌群等)对人类健康及食品安

全造成了日益严重的威胁。WHO报告表明, 全球食源性疾

病发病率呈上升趋势, 在发展中国家, 每年因腹泻致死的

儿童达到 240 万人[1], 每年约有 180 万人死于食源性疾病
[2]。因此, 对这些致病微生物怎样快速准确地检测, 对危害

因子如何有效遏制, 是保证食品安全的一项首要任务。传

统细菌培养法主要通过多次增菌及选择性分离培养等方法, 

过程复杂, 耗时长, 同当前快速发展的食品安全检测领域

不相适应。而荧光定量 PCR检测技术具有简单快速的特点, 

特别在样本量较大的食品应急检测中尤其重要[3]。 

本研究通过对 2015 年采集的 7 类共 600 例食品样品

进行 10 种常见食源性致病菌的传统增菌法及增菌后增菌

液的荧光定量 PCR法的对比检测, 列举了两种方法结合的

优缺点, 分析了两种方法的准确度和差异性, 指出了方法

中存在的问题和应对措施, 为食品中食源性致病菌的快速

检测提供参考。 

2  材料及方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

2.1.1  样品来源及种类 

依据食源性致病菌监测方案的要求, 2015年采集婴幼

儿配方奶粉、熟肉制品、即食面制品、调味品、果蔬类、

烘烤食品、生食动物性水产品这 7类食品的 600例样品进

行传统细菌培养及荧光定量 PCR检测。这 7类食品样品主

要来自本市的农贸市场、酒店餐馆、及大型超市。 

2.1.2  实验菌株 

实验中使用的阳性对照菌株如表 1所示。 

2.1.3  试  剂 

GN增菌液, LB1、LB2增菌液, 7.5%NaCl肉汤增菌液, 

亚硒酸盐胱氨酸增菌液(SC), 缓冲蛋白胨水(BPW), 3%氯

化钠碱性蛋白胨水, 改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-万

古霉素(mLST-Vm)、基础亚硫酸铋琼脂(BS)、TSI 琼脂、

HE 琼脂、BP琼脂、TSA琼脂、弧菌显色培养基, 以上培

养基均购自北京陆桥技术有限责任公司。志贺氏菌显色培

养基和沙门氏菌显色培养基购自法国科玛嘉公司。所有培

养基均在有效期内使用。各种食源性致病菌的 Real-time 

PCR检测试剂盒均购自大连宝生物公司。 

2.1.4  仪  器 

CFX96型 PCR扩增仪(美国 Bio-Rad公司)、DSS IX71

型显微镜(日本 OLYMPUS 公司)、MLS-3780 型高压灭菌器

(日本SANYO 公司)、MIR-262 型恒温培养箱(日本 SANYO

公司)、DW-FW351型超低温冰箱(中国美菱公司)、ND 2000

型核酸蛋白分析仪(美国 THERMO SCIENTIFIC公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  传统细菌培养法 

将各种样品严格按照 GB 4789 中的相关方法对上述

食品进行 10种致病菌的选择性增菌、平板分离培养、血清

学鉴定、生化鉴定。 

2.2.2  荧光定量 PCR 检测 

对样品完成选择性的增菌之后, 将增菌液取 1 mL, 

对其提取 DNA, 按照产品说明书进行荧光定量 PCR检测。 

 
 

表 1  菌株信息 
Table 1  Bacteria information 

序号 菌种 拉丁名 菌株编号 

1 沙门氏菌 Salmonella CICC 21482 

2 志贺氏菌 Shigella CICC21679 

3 单增李斯特氏菌 Listeria monocytogenes CMCC(B)54002 

4 大肠埃希氏菌 Escherichia coli CMCC44113 

5 弗氏枸橼酸杆菌 Citrobacter freundii CMCC(B) 48016 

6 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aerogenes ATCC26003 

7 蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus CMCC63511 

8 空肠弯曲菌 Campylobacter jejuni CICC22936 

9 副溶血弧菌 Vibrio parahaemolyticus CICC21617 

10 阪崎肠杆菌 Enterobacter sakazakii ATCC 29544 
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2.3  观察指标及统计方法 

对样品内致病菌的阳性检出率进行统计, 并对传统

细菌培养法及荧光定量 PCR 检测两种检测方法下的阳性

检出率进行比较。 

数据分析采用 SPSS 13.0软件, 计量资料进行 t检验, 

并进行卡方检验, 当 P＜0.05时认为差异有统计学意义。 

3  结  果 

3.1  检测结果统计 

实验中细菌纯培养物的灵敏度是 4.9×102 CFU/mL, 

DNA 检测的灵敏度是 0.1 pg, 分离菌株检测的符合率为

100%。利用传统细菌培养法及荧光定量 PCR 检测两种检

测方法在 7类食品中共检测出 35株致病菌, 食品致病菌的

总检出率为 5.83%(35/600)。具体如表 2所示。 

3.2  食品致病菌检出率比较 

传统细菌培养法致病菌阳性检出率为 2.67%, 荧光定

量 PCR检测致病菌阳性检出率为 3.17%, 两种检测方法下

的检出率未见统计学显著差异(X2=1.882, P>0.05)。具体如

表 3所示。 

4  讨论与结论 

食品安全与人类健康息息相关, 而病原微生物导致

的食源性疾病是对食品安全产生影响的重要因素。对食品

内病原菌进行快速检测, 为控制病原微生物传播的有效方

法。传统细菌培养法步骤繁琐, 检测的周期长, 对病原体不

能进行实时监测, 同现代化快速检测要求不相适应[4]。而

荧光定量 PCR检测敏感性高、特异性强, 同通过核酸定量

进行快速检测, 在食品微生物检测中被广泛应用[5]。近年

来,食品检测领域的学者又在常规 PCR 检测技术上添加了

多对引物[6], 并将 DNA 片段进行多条目扩增[7], 使得 PCR

检测技术具有如下优势: (1)高效性: 能对多种病原体进行

一次性检测[8]; (2)准确性: 漏检率低, 检测准确率高[9]; (3)

系统性: 对成组的病原微生物检测比较适合[10]。 

通过此次研究证实, 熟制米面食品内蜡样芽孢杆菌

检出率高, 达到了 10.00%, 我国的相关食品标准内对蜡样

芽孢杆菌残留的限定值没有明确规定, 但有学者认为当蜡

样芽孢杆菌>106/g食品时就可能导致食品中毒[11]。副溶血

弧菌多在生食类的动物性水产品中检出率高[12], 随经济发

展, 我国沿海居民有生食海鲜的习惯, 感染该菌的风险增

大。金黄色葡萄球菌是导致食品污染, 造成食品中毒的一

种最常见致病菌, 因此检出率高。阪崎肠杆菌易从婴幼儿

配方奶粉的样品中检出, 阪崎肠杆菌为食源性致病菌, 对

婴幼儿危害大, 本次研究中也有检出。鉴于检测结果, 今后

应加强对婴幼儿食品致病微生物的实时监测及预警。 

此次研究中我们对各种增菌液进行荧光定量 PCR 检

测, 并同传统细菌培养法进行比较。传统细菌培养法致病

菌阳性检出率为 2.67%, 荧光定量 PCR 检测致病菌阳性检

出率为 3.17%, 两种检测方法下的检出率差异没有明显差异

(X2=1.882, P>0.05)。但荧光定量 PCR检测同传统细菌培养

法相比, 操作更为简单, 检测时间缩短, 病原体检出率高。

但是在检测过程中, 部分样品通过荧光定量 PCR 检测呈现

阳性, 但是却没有将相应菌株培养出, 荧光定量 PCR 检测

对副溶血弧菌及金黄色葡萄球菌检测各出现 5 例阳性样品, 

我们分析出现这种情况有两种原因: (1)假阳性: 增菌液出现

了外源性DNA污染或者扩增过程中产生了非特异性的产物, 

导致检测的灵敏度降低[13]。(2)分离成功率低: 传统细菌培养

检测的敏感度低, 增菌液内的目标菌数量少[14]。 

 
表 2  食品中致病菌的检出率(%) 

Table 2  Detection rate of pathogenic bacteria in food (%) 

序号 菌种 样品份数 检出数(%) 

1 沙门氏菌 60 4(6.67) 

2 志贺氏菌 60 0 

3 副溶血弧菌 60 9(15.00) 

4 单增李斯特氏菌 60 2 (3.33) 

5 空肠弯曲菌 60 0 

6 阪崎肠杆菌 60 2 (3.33) 

7 金黄色葡萄球菌 60 9(15.00) 

8 蜡样芽孢杆菌 60 6(10.00) 

9 大肠埃希氏菌 60 3( 5.00) 

10 弗氏枸橼酸杆菌 60 0 

注: 对同一份样品同时进行多种致病菌的检测。 

 

表 3  两种方法比较食品致病菌检出率结果(%) 
Table 3  Comparison of foodborne pathogenic bacteria detection rate of two methods (%) 

方法 副溶血弧菌 沙门氏菌 金黄色葡萄球菌 阪崎肠杆菌 蜡样芽孢杆菌 单增李斯特菌 大肠杆菌 检出率(%)

荧光定量 PCR检测 5 2 5 1 3 1 2 3.17% 

传统细菌培养法 4 2 4 1 3 1 1 2.67% 

X2        1.882 

P值        0.068 
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通过研究发现在对食品进行食源性致病菌的检测过

程中, 可以将传统细菌培养法同荧光定量 PCR检测这两种

检测方法结合起来, 首先进行选择性的增菌, 随后对增菌

液进行荧光定量 PCR检测, 检测阳性者直接对病原菌进行

选择性的分离培养及生化检查。这样不仅能让食源性致病

菌检出率大大提高, 同时也能缩短时间, 提高检测阳性率。

同时, 荧光定量 PCR技术在食品转基因检测、食品掺假检

测等方面也有广泛的应用空间[15]。 
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