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摘  要: 食源性致病菌是导致食源性疾病的重要爆发根源之一。分子生物学检测技术因其敏感性强、特异性高、

快速简便、省时省力等优点, 在食源性致病菌的鉴定与检测中扮演着重要角色。本文系统阐述了利用分子生物

学技术检测食源性致病菌的方法, 包括多重 PCR、实时荧光定量 PCR、环介导等温扩增技术、基因芯片、液

相芯片和基因探针技术等, 分析了目前国内外学者对于这些技术由单一检测向多重检测的突破, 及实现快速、

高通量检测食源性致病菌的应用研究成果, 总结了各种检测技术的优缺点, 旨在为未来更好地发展快速、高通

量检测食源性致病菌的技术方法提供参考。 
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ABSTRACT: Foodborne diseases are mainly caused by foodborne pathogens. Molecular biological detection 

technology which possesses the advantages of high sensitivity, high specificity, rapid and easy, and time-saving, and 

so on plays an important role in identification and detection of food-borne pathogens. This paper elaborated 

systematically the molecular biology technique adopted in detection of food-borne pathogens, including traditional 

PCR, multiple PCR, real-time fluorescent quantitative PCR, loop-mediated isothermal amplification technology, gene 

chips, liquid phase chips, and gene probes, and analyzed the breakthrough of single to multiple detection and research 

results of rapid and high-throughput detection of food borne pathogens from studies at home and abroad. Finally, the 

paper summarized the advantages and disadvantages of various detection techniques for the purpose that providing a 

reference for the better development of rapid, high-throughput detection food-borne pathogens in the future. 
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1  引  言 

食源性致病菌(foodborne pathogen)是指以食物为载体

而导致人类发生疾病的一大类细菌[1]。包括沙门氏菌、大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特氏菌、志贺氏菌等。

美国疾病控制预防中心(CDC)统计, 美国 2012~2015 间共

爆发 20107起食源性感染病例, 有 4531人住院, 77人死亡, 

其中沙门氏菌、弯曲杆菌、志贺氏菌、大肠杆菌 O157 等

食源性致病菌是引起疾病的爆发根源[2]。中国 2001~2010

年间共爆发 5021起食源性疾病疫情, 发病人数 140101, 死

亡 1427人, 其中以微生物引起的爆发事件起数和发病人数

最多, 分别占总数的 40.93 %和 56.39 %[3]。由此可见, 食源

性疾病的爆发与食品受食源性致病菌污染密切相关, 而如

何检查出食源性致病菌的存在已成为控制食品安全的关键

之一。 

分子生物学的发展始于 1953年Wsaton和 Crike提出

DNA 双螺旋结构, 这标志着现代分子生物学的兴起, 由其

通过分析不同基因组的区别以达到鉴定的目的[4]。随着社

会的发展, 市场贸易的活跃, 据美国食品工业协会预测, 

中国进口食品的销量将以每年 15 %的速度高速增长, 到

2018年中国将成为全球进口食品最大的消费国[5]。进出口

食品检疫作为食品流通的必要关卡, 在这个过程实现食品

检测快速、高通量对食品贸易安全、高效流通具有重要的

推动作用。由此, 单一检测需向多重检测突破与发展。随

着科学的不断发展, 分子生物学技术并不只局限于单个技

术的运用与推广, 多种技术相结合优势互补正成为实现快

速、高通量检测的一个突破口。本文以 PCR技术、环介导

等温扩增技术、生物芯片、基因探针技术等在食源性致病

菌检测的应用做一综述, 指出其存在的问题, 并提出改进

建议和下一步发展的重点及前景展望, 以期对我国致病菌

检测技术的发展提供参考。 

2  聚合酶链式反应技术 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR) 是

一种体外核酸扩增技术, 始于 20 世纪 80 年代中期。因其

具有灵敏度高、操作简便、检测效率高、特异性强、检测

样品质量要求低等优点, 已获得生命科学界的广泛认可。

近年来, 随着 PCR技术的不断发展与完善, PCR已从只能

单一扩增检测, 发展到应用于多个领域的多种 PCR技术检

测与分析。其中, 就包括常规 PCR、多重 PCR、实时荧光

PCR、不对称 PCR、巢式(半巢式)PCR、反转录 PCR等[6], 并

以多重 PCR与定量 PCR的研究最多, 运用也较广泛。 

2.1  多重 PCR 

多重 PCR(multiplex polymerase chain reaction, mPCR) 

又称复合 PCR, 是以常规 PCR为基础发展起来的新技术。

1988 年首次由 Chamberlian 等提出[7], 其是多对引物同时

存在一个反应体系, 进而实现不同模板的扩增, 获得目的

片段, 一方面保留单一检测的敏感性、特异性, 另一方面又

减少了人力物力的投入, 提高检测效率[8]。目前多重 PCR

正应用于医学、遗传学、免疫学、微生物学、寄生虫学等

较多领域, 主要作用于基因敲除、多态性分析和分析突变、

RNA检测等。 

多重 PCR 技术可分为两类:一类是利用多对特异性引

物检测一个致病菌, Molina等[9]以 lacZ基因和 yaiO基因

为靶基因, 利用双重 PCR检测大肠菌群中是否存在与食源

性疾病爆发相关的病原体大肠杆菌。Rosimin 等[10]通过建

立四重 PCR对单核细胞李斯特菌、绵羊李斯特菌、英诺克

李斯特菌、非典型英诺克李斯特菌在蔬菜中的快速检测, 

有效保证了李斯特氏菌种属的鉴定。强世龙等[11]以副溶血

性弧菌 tdh 基因及 tl 基因为靶基因设计两对引物, 实现了

模拟污染样品检出限为 10 CFU/g 对贝类中副溶血性弧菌

的双重 PCR检测。总的来说, 这类多重 PCR在种属分型上

具有着重要的应用价值。 

另一类是同一反应体系中检测两个或两个以上的不

同致病菌, Kim等[12]对 30 株弧菌进行基因组序列比对, 找

出弧菌属共有的基因序列, 结合霍乱弧菌、副溶血性弧菌、

创伤弧菌、溶藻弧菌和拟态弧菌的特有序列建立了六重

PCR, 实现了弧菌属中主要 5 种致病菌的快速检测。张秀

芳等[13]以大肠杆菌 O157: H7的 rfbE基因和沙门氏菌 ivA

基因为靶基因, 在同一体系中实现对生鲜猪肉中大肠杆菌

O157: H7 和沙门氏菌的双重 PCR 检测, 灵敏度达到 10 

pg/uL, 远高于杨小鹃等[11]所建立的灵敏度为 32 pg/L 的

类似方法。由此, 多重 PCR技术是实现微生物快速检测的

有效途径之一, 但传统的多重 PCR技术一直存在多对引物

同时扩增易出现扩增失败或产生非特异性产物等问题[14]。

徐义刚等 [15]采用了一种新开发的双启动寡核苷酸引物

(dual-priming oligonucleotide, DPO)系统对目标基因实现内

部放大控制(internal amplification control, IAC), 用于同时

检测霍乱弧菌、副溶血性弧菌、创伤弧菌和溶藻弧菌, 相

比于传统 PCR, 基于 DPO 系统的多重 PCR 具有更宽的退

火温度在 48 ℃～68 ℃, 以有效扩增靶序列, 在纯培养条件

下或人工污染样品基质中最低检出限为 1.5×102 CFU/mL。

假阳(阴)性问题作为制约 PCR 技术推广的原因之一, 张志

宏等[16]将丙啶单氮化合物与多重PCR结合进行研究, 开发

一种在奶粉、面条和大米中能够选择性检测活的产肠毒素

的蜡样芽孢杆菌的方法 , 纯培养状态下检测限为 102 

CFU/mL, 非纯培养状态下检出限为 105 CFU/mL。值得注

意的是, 目前所建立的多重 PCR技术的确能够实现快速、

高通量检测多种食源性致病菌, 但从目前的研究结果来看, 

其灵敏性在实际样品检测过程中与纯培养条件下相比存在

较大差异, 这有待于对多重 PCR技术抗干扰能力的提高。
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并且随着多学科之间的相互渗透, 多重 PCR-ELISA[17]等

新技术的出现也为检测技术的发展增添了新活力。 

2.2  实时荧光定量 PCR 

实时荧光定量 PCR(Real-time PCR, RT-PCR)实现了

PCR技术从定性到定量的飞跃, 1996年由美国应用生物系

统公司(Applied Biosystem)发明, Heid 等[17]作为第一个使

用 Taqman探针以 TAMRA和 FAM分别作为荧光染料和淬

灭基团发展了该方法。其能够通过计算机对扩增产物直接

进行精确的定量分析, 显著提高了灵敏性, 并采用全密闭

管检测, 不需要再进行繁琐的电泳、紫外线观察, 不仅简化

了试验步骤而且避免了电泳对扩增产物的污染及产生的误

差, 具有效率高、重复性好、自动化程度高等优点, 在实现

定量检测中具有重要的应用价值[18,19]。 

实时荧光定量 PCR 技术因荧光模式不同分为二类: 

一类是荧光染料法, 另一类是荧光探针法。目前在实现高

通量多重检测上荧光探针法的发展前景较大, 其是利用能

与目的 DNA 片段特异性杂交的探针, 对 PCR 扩增产物进

行定量指示, 有 TaqManTM探针, TaqMan MGB, LightCycler

探针等, 现在以 TaqMan探针和 LightCycler较为常见[20]。

随着荧光探针的发展与成熟, 实时定量 PCR技术正被广泛

运用于食品生产链病原菌的高通量检测, Maxim等[21]利用

实时定量 PCR 技术建立了最佳的定量检测空肠弯曲杆菌

的方法, 并在基于量化的过程中为空肠弯曲杆菌提供一个

新的评估检测框架。郑秋月等[22]根据金黄色葡萄菌种属鉴

定 nuc基因和 MRSA决定因子 mecA 建立了 TaqMan探针

双色荧光 PCR方法快速检测金黄色葡萄球菌, 灵敏度达到

2.7×103 CFU/mL, 且检测过程只需 1 h左右, 极大缩短了检

测周期, 但其并不包括前增菌处理的时间。Tetsuya 等[23]

通过利用多重实时荧光定量 PCR 技术已实现对志贺毒素

的 3个 Stx1亚型和 7个 Sta2亚型的检测、筛选。Huang等
[24]基于一个 TaqMan多色组合探针实时定量 PCR技术, 成

功突破金黄色葡萄球菌、单增李斯特氏菌、伤寒沙门氏菌、

志贺氏菌、大肠杆菌 O157: H7、霍乱弧菌、副溶血性弧菌

和链球菌 8种食源性致病菌的快速检测。 

目前食品生产不仅需要现场定性检测系统的建立 , 

还需要量化和表征病原体, 由此, 发达国家在较多领域已

经开始尝试用定量 PCR 技术代替常规的基于培养的检测

方法, 尤其在病原菌检测领域[25], 但目前仍然面临较多的

挑战。保证检测质量就是挑战之一, 对于分子生物学方法

经验不足的检测员是很难去保证检测结果的准确性, 例如

对于 PCR热循环仪软件的使用。考虑的另一个重要问题是, 

定量 PCR检测的 DNA包含死细胞的 DNA, 现已有一些解

决这一问题的方法, 如使用丙啶单氮化合物[26]或浮力密度

离心[27]等, 但这些处理往往会增加 PCR预处理的工作, 并

且其对检测结果的准确性是否具有影响还有待进一步的研

究。目前在我国, 定量 PCR 技术还是以科研运用为主, 其

主要在于存在设备要求高、实验材料价格昂贵、数据处理

复杂, 且还不能实现对 PCR 产物大小进行检测等问题[28], 

制约着荧光定量 PCR技术在我国的推广与发展。 

3  环介导等温扩增技术 

环 介 导 等 温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)是一种体外扩增 DNA 片段的现代分

子生物学技术, 由 Nimitphak等[29]在 2000 年首次提出。其

是以靶基因 6 个区域设计 4 条特异性引物, 在恒温状态下

依靠具有链置换活性的 DNA 聚合酶进行反应, 实现核酸

扩增, 最后可通过扩增副产物(焦磷酸镁沉淀)的浊度直接

进行结果判断[30]。因其不需要模板的热变性、长时间温度

循环、繁琐的电泳等过程, 且检测速度快、特异性强、灵

敏度高、设备需求简单及扩增效率高等优点, 具有实现现

场快速检测的应用价值[31,32]。 

随着技术的的不断完善与发展, LAMP技术也在不断

的改进[33,34]。于颖等[35]在 LAMP体系中加入 SYBR Green 

Ⅰ染料建立实时荧光 LAMP 方法检测牛乳中金黄色葡萄球

菌, 其比普通 LAMP法灵敏度提高 10 倍。姜佩等[36]针对沙

门氏菌的 invA基因和金黄色葡萄球菌的 nuc基因设计引物, 

实现了同时检测沙门氏菌、金黄色葡萄球的多重 LAMP 技

术, 单独检测灵敏度可达 10 fg/L, 而再采用 RT-PCR 对产

物分析时灵敏度达到 1 fg/L, 远高于常规 PCR 方法 10 

pg/L的灵敏度。但现阶段 LAMP技术的运用较少, 在多重

检测中更是困难重重, 主要原因在于实现多重 LAMP 检测

时其引物要在单重LAMP的 4 条引物的基础上将成倍增加, 

引物间的相互干扰及不确定因素太多, 使得多重方法的建

立较困难,同时由于单重 LAMP 检测反应产物是通过焦磷

酸镁沉淀的浊度直接进行结果判断, 由此产物如何有效鉴

定与区分成为了多重 LAMP检测的短板[32,35]。 

4  生物芯片技术 

生物芯片技术始于 20世纪 80年代, 是一个分子微点

阵的微型生物化学分析系统, 利用机械手臂点样技术或者

微电子光刻技术在一定体积的固向载体表面构建多至上万

个不同探针, 以实现对多种生物组分的检测[37]。具有多元

化、高通量、检测时间短、便于携带等优点, 目前以基因

芯片、液相芯片在食源性致病菌检测中运用比较多。 

4.1  基因芯片 

基因芯片又称寡核苷酸芯片, 最早是由 E. Southern

在 1989 年提出的一项新生物技术[38], 运用核酸杂交的原

理来实现样品基因的检测, 将大量DNA或RNA片段按碱

基配对的方式在固相载体表面进行杂交, 再通过扫描系

统检测杂交信号和强度 , 进而获取样品基因信息 , 实现

定性、定量[39]。 
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基因芯片是生物芯片技术中最先发展、最早研究与开

发、目前运用也最多的技术[37]。祝儒刚等[40]分别以大肠埃

希氏菌 slt基因、沙门氏菌 invA基因、金黄色葡萄球菌 nuc

基因、志贺氏菌 ipaH 基因和单核细胞增生李斯特菌 inlA

基因为编码, 设计引物和探针, 进行多重 PCR 扩增, 产物

与含特异性探针的芯片杂交, 实现了运用多重 PCR结合基

因芯片技术检测肉及肉制品中的 5 种致病菌, 灵敏度达到

2 pg, 远高于多重 PCR检测灵敏度 20 pg, 且该方法能够有

效的区分死活菌。Eom 等[41]通过 16S rDNA-based基因芯

片技术, 实现了对志贺氏菌、大肠杆菌、沙门氏菌、霍乱

弧菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲杆菌、创伤弧菌的同时检

测,但不足的是在对实际样品进行多重检测的过程中极易

出现假阳性结果。 

4.2  液相芯片 

液相芯片又称微球体悬浮芯片 (suspension array, 

liquid chip)是一个基于Xmap(flexible multi-analyte profiling)

技术的新型生物芯片技术平台, 始于 20世纪 90年代中期, 

利用其具有多种不同的荧光编码微球通过不同方式的结合

与杂交交联能多至 100 种不同的探针, 通过两束不同激光

分别检测微球荧光编码和分子荧光强度来实现定性和定量, 

是继 DNA 芯片、蛋白质微阵列后新一代的高通量分子检

测技术平台[42]。 

液相芯片技术分为二类: 一类是基于抗原-抗体反应, 

另一类是基于核酸杂交反应。金玉娟等[43]以副溶血性弧菌

tdh基因、沙门菌 invA基因、单增李斯特氏菌 hlyA基因、

肠出血性大肠埃希氏菌 stx1和 stx2基因, 建立了基于多重

PCR结合液相芯片技术同时检测四种食源性致病菌的方法, 

特异性达 100 %。吕东月等[44]通过在同一体系中将多种偶

联探针的微球进行杂交, 利用藻红蛋白和生物素的亲和作

用报告荧光, 建立了一种能够同时筛选金黄色葡萄球菌、

沙门菌、副溶血性弧菌、单增李斯特菌、大肠杆菌 O157: 

H7、创伤弧菌、空肠弯菌的 xMAP液相芯片技术, 其从样

品处理到检测结果只需 3.5 h, 但因微球偶联的效率较差, 

使其敏感性偏低, 因此在实现多重检测的过程中, 反应体

系的优化和微球偶联的效率尤为重要。 

5  基因探针技术 

基因探针又称核酸探针, 是 1975 年由 Sobuthem首次

提出。利用 DNA碱基互补配对原则, 在适宜条件下形成杂

交 DNA 分子, 通过对某一微生物的特征 DNA 双链中的一

条进行标记, 制成探针, 进而观察待测样品与标记的探针之

间是否形成杂交分子, 由此可判断样品中是否含有某种致

病菌, 并通过放射性强度定量分析样品中致病菌[45]。目前基

因探针技术在单一食源性致病菌检测中的应用研究已经较

为成熟, 食品中的大肠杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌、李斯特

氏菌菌、金黄色葡萄球菌等食源性致病菌已可以用基因探针

技术进行快速检测[46,47]。目前, 其在实现多重检测中与 PCR

技术结合运用、发展较多, 但由于在食品检测中组分十分复

杂, 可能出现荧光探针的非特异性导致结果失真, 因此选择

出高选择性、高特异性的生物分子并链接于量子点上, 是实

现准确多重检测的关键, 也是目前技术突破的难点。 

6  问题与展望 

人类的生存与发展无法离开食品, 保证“食品安全”则

就是保障人类健康与社会发展。随着国内外食品安全问题

的不断出现, 全球食品工业的快速发展, 建立特异、高效、

便捷、灵敏的检验食源性致病菌的方法是保证食品安全的

重要前提, 并对防止食源性疾病的发生、检测与危险性评

估都具有着重要意义。 

近几年来, 现代分子生物学在食源性致病菌检测的

新技术不断被开发, 结合 PCR、环介导等温扩增、生物芯

片、基因探针各技术的发展现状与各技术之间的相互融合

的情况、存在的问题, 针对下一步多重检测研究工作的开

展, 提出个人的看法及建议: (1)污染问题, 以操作污染为

主要原因, 分子生物学技术其灵敏度较高, 如果出现微量

靶序列的污染将对检测结果造成很大影响, 因此做分子生

物学实验的过程中谨慎、小心是必要的原则, 这样才能有

效的保证检测质量。(2)出现假阳(阴)性结果, 在 PCR检测

过程中如果体系中存在与模板相似的碱基序列, 则将导致

检测结果失真, 并且在多重 PCR检测过程中更容易出现碱

基错配、漏配等问题。因此, 避免假阳(阴)性结果的出现必

须选择、确定具有高特异性的基因序列、探针, 细心设计、

优化合成引物, 开发、改进新方法有效区别死活菌, 提高检

测结果的准确性。(3)前增菌问题, 分子生物学检测食源性

致病菌, 由于其存在量极少, 为使其达到最低检出限, 往

往需要一个增菌培养过程, 目前还主要以传统培养方法富

集目标菌, 但其往往培养时间较长, 故建立多重检测, 选

择确定一种能够同时稳定、准确富集多种致病菌的培养基

在实现高通量检测上非常有必要, 但多重富集培养基目前

还不能较好的解决稳定、准确培养目标菌的难题。现在较

多生物公司大力推出 DNA/RNA 快速提取试剂盒, 但其成

本较高, 运用于高通量检测不具有实际意义, 因此目前试

剂盒还是主要运用于科研或复检。  

目前我国病原菌检测中还是以传统的基于培养的方

法进行检测, 虽然传统国标检测存在检测时间长、操作复

杂等问题, 但其在实际样品检测过程中检测结果的准确性

还是较优于其它技术。尽管如此, 在特异性、灵敏度有保

障的前提下实现检测技术快速、高通量是目前或者未来必

定的发展方向。目前 PCR、环介导等温扩增、生物芯片、

基因探针等技术存在的不足, 需要科学研究工作者们继续

不断的完善与改进, 科研技术继续不断的创新, 推广、发展

分子生物学技术。 
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