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3种方法检测食品中致泻大肠埃希氏菌检测能力
验证结果分析 

刘  莉, 魏海燕, 王紫薇, 魏咏新, 马  丹, 曾  静* 
(北京海关技术中心, 北京  100026) 

摘  要: 目的  提高食品中致泻大肠埃希氏菌的检测能力, 促进实验室检测能力的提高。方法  参照 GB 

4789.6-2016《食品微生物学 致泻大肠埃希氏菌检验》方法进行检测, 采用 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定

系统进行生化鉴定、血清学鉴定, 对可疑菌落进行普通 PCR 确证试验。同时使用多重实时荧光 PCR 法以及基

质辅助激光解析电离飞行时间质谱(matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry, 

MALDI-TOF-MS)分析鉴定可疑菌落。结果   国标法和多重实时荧光 PCR 法能准确鉴定出目标菌 , 

MALDI-TOF-MS 可以检测大肠埃希氏菌, 但无法区分致泻大肠埃希氏菌和肠出血性大肠埃希氏菌。结论  3 种

方法各有优劣, 同时使用, 综合判断, 能确保试验结果准确快速。 
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能力验证 

Capability verification results and analysis of 3 methods for detecting 
diarrheagenic Escherichia coli in food 

LIU Li, WEI Hai-Yan, WANG Zi-Wei, WEI Yong-Xin, MA Dan, ZENG Jing* 
(Technical Center of Beijing Customs District People's Republic of China, Beijing 100026, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve the ability for the detection of diarrheagenic Escherichia coli in food, and 

promote the improvement of laboratory testing capabilities. Methods  According to GB 4789.6-2016 Food 

microbiology-Detection of diarrheal Escherichia coli for detection, biochemical identification and serological 

identification were carried out by VITEK 2 Compact automatic bacterial identification system, and common PCR 

confirmation test was carried out on suspicious colonies. At the same time, multiple real-time fluorescence PCR and 

matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) were used to analyze 

and identify suspicious colonies. Results  The target bacteria could be accurately identified by national standard 

method and multi-real-time fluorescence PCR method. Escherichia coli could be detected by MALDI-TOF-MS, 

however, diarrheagenic Escherichia coli and enterohemorrhagic Escherichia coli couldn't be distinguished. 

Conclusion  The combination and synthetic judgment of the 3 methods can ensure the accuracy of the testing result 

while each has advantages and disadvantages. 
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1  引  言 

实验室能力验证是指利用实验室间比对, 按照预先

指定的准则评价参加者的能力。中国合格评定国家认可委

员会(China National Accreditation Service for Conformity 
Assessment, CNAS)将能力验证作为评价实验室技术能力

的重要手段之一, 与现场评审构成互为补充的 2 种能力评

价技术[1]。能力验证作为重要的外部质量评价活动, 寻求

并参加能力验证是每个合格评定机构的责任和义务。实验

室将能力验证用作有效的外部质量保证活动, 并将其作为

内部质量控制程序的补充, 持续监控实验室检测能力[2]。 
大肠埃希氏菌 (Escherichia coli)为人和动物肠道中

正常的栖息菌[3]。在相当长的一段时间内, 人们才认识到

一些特殊血清型的大肠杆菌对人和动物具有病原性。通

常将能引起腹泻症状的特殊血清型大肠埃希氏菌称为致

泻大肠埃希氏菌(diarrheagenic E.coli, DEC)。根据其流行

病学特征、发病机制及临床特征等, 可将致泻大肠埃希氏

菌分为肠致病大肠埃希氏菌 (enteropathogenic E.coli, 
EPEC)、肠出血性大肠埃希氏菌(enterohemorrhagic E.coli, 
EHEC) 、肠产毒大肠埃希氏菌 (enterotoxigenic E.coli, 
ETEC), 肠 侵 袭 大 肠 埃 希 氏 菌 (enteroinvasive E.coli, 
EIEC)、肠道集聚性大肠埃希氏菌(enteroaggregative E.coli, 
EAEC)、产志贺毒素大肠埃希氏菌(Shiga toxin-producing 
E.coli, STEC)[4]。致泻大肠埃希氏菌生存于人和动物的肠

道中, 人群普遍易感, 会引起急性胃炎、急性菌痢、出血

性肠炎等多种疾病, 传播方式多种多样, 包括饮用水、食

物、日常生活用品、蚊蝇昆虫等[5]。由 DEC 导致的食源

性疾病屡见不鲜, 2016 年江苏省食源性疾病 3566 例患儿

中, 共检出致泻大肠埃希氏菌 104 株, 总检出率为 2.9%。

5 种毒力基因型致泻大肠埃希氏菌中, 肠聚集性大肠埃希

氏菌、肠致病性大肠埃希氏菌是主要的毒力基因型, 分别

占 61.5%、26.9% [6]。2011 年德国 16 个联邦州均爆发了

EHEC 的疫情, 全国有 3816 名 EHEC 的感染者, 有 48 名

病 人 发 展 为 溶 血 性 尿 毒 症 综 合 征 (hemolytic uremic 
syndrome, HUS), 最终造成 54 人死亡[7]。 

随着国家标准 GB 29921-2013《食品安全国家标准 食
品中致病菌限量标准》 [8]的发布与实施 , 大肠埃希氏菌

O157:H7 要求 5 份平行样品中不得检出, 食品中致泻大肠

埃希氏菌的检测技术成为 DEC 引起的食源性疾病预防与

控制的关键。目前, 致泻大肠埃希氏菌的检测主要采用传

统培养生化鉴定后使用普通 PCR 进行确证实验的鉴定方

法, 该方法检验周期长, 实验操作较为繁琐, 且对实验员

进行普通 PCR 实验的经验要求较高, 不适合快速检验。随

着分子生物学的发展, 荧光定量 PCR 技术以其灵敏度高、

特异性强、检测周期短等优点被广泛应用于微生物检测中。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法 (matrix-assisted 
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF-MS)是近年来发展起来的一种全新的微生物

检测技术。其具体原理是细菌样品与基质溶液形成的共晶

体在激光照射下发生电荷转移, 使得样品分子电离, 同质

荷比(m/z)的离子在电场作用下加速飞过飞行管道, 根据到

达飞行时间检测器时所用时间的不同而被分离和检测, 测
得的蛋白质及多肽质量指纹图谱与标准数据库比对, 得到

鉴定结果, 具有操作简便快捷、高通量、快速等优点, 被
广泛的应用于微生物检测中。本研究在参加由中国检验检

验科学研究院测试评价中心组织的《食品中致病菌的检测

能力验证》中采用 GB 4789.6-2016《食品微生物学 致泻大

肠埃希氏菌检验》[9]方法、实时荧光 PCR 法、MALDI–TOF 
MS 法 3 种方法对测试样品进行检测, 并对结果进行比较

分析, 旨在为实验室致泻大肠埃希氏菌的日常检测提供快

速、便捷、高效、可靠的检验方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

食品中致病菌的检测能力验证样品 2 个 , 标记为

CNCA-19-H492 和 CNCA-19-L677。 
产志贺毒素大肠埃希氏菌(STEC CICC24187)、产志贺

毒素大肠埃希氏菌(STEC CICC10668)、肠道出血性大肠埃

希 氏 菌 (EHEC CICC25130) 、 肠 出 血 大 肠 埃 希 氏 菌

(ATCC43888)、大肠埃希氏菌 ATCC25922[中国工业微生物

菌种保藏管理中心 (China Center of Industrial Culture 
Collection, CICC)]。 

缓冲蛋白胨水(buffered peptone water, BPW)、营养肉

汤、肠道菌增菌肉汤、麦康凯琼脂 (mac conkey agar, 
MAC)、伊红美蓝琼脂(eosin methylene blue agar, EMB)、
Swarm 琼脂(北京陆桥检测技术有限公司); VITEK 2 鉴定

卡(法国梅里埃公司)、大肠埃希氏菌诊断血清(宁波天润

有限公司)、5 种致泻大肠埃希氏菌荧光 PCR 检测试剂盒

( 北 京 良 润 生 物 公 司 ); 甲 酸 (formicacid, FA) 、 乙 腈

(acetonitrile, ACN)、无水乙醇(分析纯, 德国 Fisher 公司); 
三氟乙酸(trifluoracetic acid, TFA)(德国默克公司); 校准

蛋白干粉(protein calibration standard)、基质 α-氰基-4-羟
基肉桂酸(α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid, HCCA)(德国

Bruker 公司)。 
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2.2  仪器与设备  

Friocell 222L 恒温培养箱 (俄罗斯 MMM 公司 ); 
VITEK2 Compact 全自动微生物鉴定分析系统(法国生物梅

里埃公司); Veriti 热循环 PCR 仪(美国 AB 公司); Chemi Doc 
MP 凝胶成像系统(美国伯乐公司); Light Cycler 480 II 荧
光 PCR 仪(罗氏诊断公司); MALDI biotypersystem 基质解

吸飞行时间质谱(德国布鲁克公司)。 

2.3  实验方法 

《参试指导书》要求参加测试的实验室人员在接受样

品后需确认样品是否完好, 未检测前需放置在 2~8 ℃冷藏, 
并且要求使用日常检测方法进行检测。本次能力验证采用

GB 4789.6-2016《食品微生物学 致泻大肠埃希氏菌检验》[9]

方法进行检测, 使用普通 PCR 法对可疑菌落进行确证实验, 
同时使用荧光 PCR 试剂盒以及 MALDI-TOF MS 对可疑菌

落进行检验。 
2.3.1  样品前处理  

按照无菌操作方法在生物安全柜内开启样品瓶, 样品是

由脱脂奶粉作为基质, 人工污染的食品样品, 呈白色冻干块

状, 采用 10 mL 真空西林瓶包装。每个样品各取 10 mL BPW
对样品进行复苏并充分混匀, 然后放至室温(30 min ± 2 min)。
此样本作为一个整体, 相当于 25 g 检样量。 
2.3.2  前增菌 

将 2.3.1制备的样品加入装有 225 mL营养肉汤的锥形

瓶中(瓶内可预置适当数量的无菌玻璃珠), 振荡混匀, 置
于(36 ± 1) ℃培养 6 h。取 10 μL, 接种于 30 mL 肠道菌增

菌肉汤管内, 于(42 ± 1) ℃培养 18 h。 
2.3.3  分  离 

用接种环沾取增菌液, 分别划线于EMB和MAC琼脂

(36 ± 1) ℃培养 24 h, 观察平板上的菌落形态, 选取菌落形

态符合要求的进行生化鉴定。 
2.3.4  生化鉴定 

选取分离平板上的可疑菌落于营养琼脂上纯化, 然
后进行 VITEK 2 compact 生化鉴定。 
2.3.5  血清学鉴定 

将生化鉴定结果符合大肠埃希氏菌 O157 的菌落进行

O157 和 H7 抗原鉴定。如遇 H7 因子血清不凝集者, 需接

种到 swarm 琼脂上多次传代进行 H 抗原鉴定。 
2.3.6  普通 PCR 确证实验 

将样品CNCA-19-H492与CNCA-19-L677接种于营养

琼脂上, 挑取经 VITEK 2 compact 鉴定为大肠埃希氏菌的

可 疑 菌 落 作 为 研 究 对 象 , 检 测 过 程 中 按 标 准 GB 
4789.6-2016[9]中普通 PCR 确证实验的部分进行试验, 使用

2.1 的菌株作为阳性对照和阴性对照, 同时以灭菌去离子

水作为空白对照。 
2.3.7  实时荧光 PCR 试剂盒法 

按照荧光 PCR 试剂盒的公司提供的《致泻大肠埃希

氏菌(DEC)核酸检测试剂盒操作 SOP》取营养琼脂上纯化

的单菌落作为模板进行 DNA 制备, 然后按照仪器使用规

程及试剂盒说明书进行上机操作和判读结果。阳性、阴性

和空白对照设置参照 2.3.6。 
2.3.8  MALDI-TOF MS 法 

将 2.3.4 分离的纯培养可疑菌落使用 MALDI-TOF MS
进行鉴定 , 样品制备选择甲酸提取法。挑取适量(约 5~   
10 mg)菌落样品于 1.5 mL 离心管中, 加入 300 μL 纯水, 混
匀, 再加入 900 μL无水乙醇, 混匀; 12 000 r/min离心 2 min, 
弃去上清液; 加入 50 μL 70%甲酸 , 仔细混匀 , 再加入   
50 μL 乙腈, 仔细混匀, 12000 r/min 离心 2 min, 吸取 1 μL
上清液点在靶板上, 同时点 1 µL 标准品溶液(校准), 自然

晾干后再点 1 μL 基质覆盖, 晾干后进行质谱分析。 
用 Biotyper 数据库获得鉴定分值, 鉴定结果以对数值

0~3 作为评判分数, 分值在 2.000~3.000 之间, 表示可确认

菌种鉴定结果; 分值在 1.700~1.999 之间, 表示可能的菌属

鉴定或该菌种鉴定为不确定结果; 分值在 0.000~1.699 之

间, 表示不可信的鉴定结果。 

3  结果与分析 

3.1  分离平板与生化鉴定结果 

根 据 平 板 划 线 分 离 的 结 果 和 生 化 鉴 定 结 果 , 
CNCA-19-H492检出大肠埃希氏菌, CNCA-19-L677检出大

肠埃希氏菌 O157, 具体详见表 1。 
 

 
表 1  样品的菌落特征和生化鉴定结果 

Table 1  Colony characteristics and biochemical identification results of the samples 

样品编号 EMB 培养基 MAC 培养基 纯培养形态 VITEK 生化鉴定结果 生化结果可信度

CNCA-19-H492 
菌落中心紫黑色带 

金属光泽 
菌落为紫红色到砖红色 黄色菌落, 产黄色素 Escherichia coli 99% 

 

CNCA-19-L677 
菌落中心紫黑色带 

金属光泽 
菌落为桃红色到砖红色 黄色菌落, 产黄色素 Escherichia 

coli O157 
97% 

 

空白对照 不生长 不生长 不生长 / / 

注: “/”表示未进行试验或结果报告。 
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3.2  血清学实验结果 

将样品 CNCA-19-L677 生化结果符合大肠埃希氏菌

O157 的可疑菌株纯化后进行血清学实验。结果显示, O157
和 H7 结果均凝集, 样品 CNCA-19-H492 血清型实验结果

未见凝集, 生理盐水对照未见凝集。 

3.3  PCR 确证实验 

PCR 确证实验结果显示检出 CNCA-19-H492 为大肠

埃希氏菌, CNCA-19-L677 为肠道出血性大肠埃希氏菌。

PCR 确证实验结果见表 2。 

3.4  荧光 PCR 结果  

荧光 PCR试剂盒法的结果显示 H492为大肠埃希氏菌, 
L677 为 STEC/EHEC, 详见表 3。 

3.5  MALDI-TOF MS 法结果 

CNCA-19-H492 与 CNCA-19-L677 经 MALDI-TOF 

MS 鉴定结果显示均为 E.coli, Biotyper 数据库获得鉴定分

值分别为 2.314 和 2.479, 表示菌种鉴定结果准确可信。 

4  结论与讨论  

4.1  正确按照《参试指导书》进行操作 

根据《参试指导书》的要求, 该能力验证的样品为

常温运输 , 收到样品后应立即开始检验 , 如不能立即检

测, 需放置于 2~8 ℃冷藏保存, 本实验室收到样品后第

一时间进行检验, 为了避免菌体在运输过程中发生死亡

对结果造成影响, 对样品进行了复苏并将样品的温度静

止至室温, 样品未至室温可能因温度迅速上升导致细胞

破裂降低目标菌的检出率。冻干的状态下细菌需要恢复

活力 [10], 菌体恢复活力后应尽快开始检测, 避免在放置

过程中由于贮存不当造成菌体大量死亡, 从而影响最终

检验结果[11,12]。 
 
 

表 2  样品分离菌株 PCR 结果 
Table 2  PCR detection results of the samples 

菌株编号 
PCR 实验结果 

uidA stx1 stx2 eae 

CNCA-19-H492 + — — — 

CNCA-19-L677 + + + + 

ATCC43888 + + — — 

CICC24187 + + + + 

CICC10668 + — + + 

CICC21530 + + + + 

NC — — — — 

注: “ +” “—”分别表示 PCR 结果为阳性和阴性。 

 
 

表 3  样品分离菌株荧光 PCR 结果 
Table 3  Real-time PCR detection results of the samples 

菌株编号 aggR eae escV stx1 bfpB stx2 判定 

CNCA-19-H492 - + - - - - 大肠埃希氏菌 

CNCA-19-L677 - + - + - + STEC/EHEC/stx1(+)/stx2(+) 

ATCC43888 - + - - - - 大肠埃希氏菌 

CICC24187 - + - + - + STEC/EHEC/stx1(+)/stx2(+) 

CICC10668 - + - + - - STEC/EHEC/ stx1 (+) 

CICC21530 - + - + - + STEC/EHEC/stx1(+)stx2 (+) 

NC - - - - - - / 

注: “ / ”表示未进行试验或结果报告。 
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4.2  使用多种分离鉴定培养基排除背景菌干扰   

能力验证通常会添加与目标菌的生化反应较为相似

的背景菌对目标菌的检测进行干扰[13], 本次能力验证两个

样品均添加了肺炎克雷伯菌[14], 由于大肠埃希氏菌与肺炎

克雷伯菌在 EMB 和 MAC 上菌落形态不尽相同, 实验员应

熟练掌握目标菌在选择性平板上的特征性菌落[15], 纯化分

离目标菌与干扰菌, 以便进行生化鉴定与 PCR 确证实验, 
仅凭经验可能会发生漏检或错检。 

4.3  使用多种方法进行验证以保证结果的准确性 

本次能力验证通过 VITEK 2 compact 生化检测和血

清学实验, 普通 PCR 方法对可疑菌落进行确证实验, 同时

使用多重荧光 PCR 方法以及 MALDI-TOF MS 法对可疑菌

落进行检测, 各种方法相互验证使得结果准确可靠。 
目前从分子水平进行细菌的鉴定鉴别是食源性细菌

鉴定分型的趋势[16], 致泻大肠埃希氏菌的传统检测方法如

分离培养、生化鉴定、血清学鉴定等耗时耗力, 并且不能

有效的区分致泻大肠埃希氏菌和非致泻大肠埃希氏菌。因

此很有必要进行致泻大肠埃希氏菌的毒力基因检测, 以避

免漏检和提高检出率。尤其是根据 GB 4789.6-2016 的相关

要求, 大肠埃希氏菌的鉴定必须使用普通 PCR 方法进行确

证, 这要求实验人员有丰富的经验, 同时掌握传统生化检

测 和 分 子 生 物 学 检 测 两 方 面 的 技 能 。 本 次 实 验 中

CNCA-19-H492 和 CNCA-19-L677 的普通 PCR 的 uidA 基

因阳性显示这两株菌均为大肠埃希氏菌, 结果与VITEK生

化结果保持一致; 而 CNCA-19-L677 通过毒力基因判定为

STEC/EHEC, CNCA-19-H492 为大肠埃希氏菌, 这和血清

型鉴定结果一致, 国标法的 3 个检测方向互相验证, 结果

一致, 证明检测结果准确可靠。 
在实际的检测工作中, 由于普通 PCR 实验操作步骤

繁琐, 方法灵敏度较低, 结果会受到实验员操作的影响等

多重因素导致普通 PCR 方法应用受限, 尤其对于尚未建立

分子生物学实验室的基层实验室来说难度较大。多重实时

荧光 PCR可用于 5种致泻大肠埃希氏菌检测和致病型别的

判定, 该方法具有操作简单, 灵敏度高, 省时省力的优点。

本次实验中多重荧光 PCR 试剂盒法是通过对 DEC14 个毒

力基因的检测, 显示 CNCA-19-H492 为大肠埃希氏菌、

CNCA-19-L677 为 STEC/EHEC, 与国标法一致, 证明可以

在实际工作中使用实时荧光 PCR 法对致泻大肠埃希氏菌

进行检测。 
MALDI-TOF MS 无法区分大肠埃希氏菌和致泻大肠

埃希氏菌[17], 赵红阳[18]也认为在使用 MALDI-TOF-MS 鉴

定细菌时, 会受到很多因素的影响, 如样品制备方式、培

养基的种类和样品纯度等影响标记靶分子的出现而导致质

谱分析偏差的情况。分析本次实验结果, MALDI-TOF MS
检测对象是蛋白质及多肽质量指纹图谱, 将荷质比与标准

数据库比对, 得到鉴定结果, 由于致泻大肠埃希氏菌和大

肠埃希氏菌的指纹图谱高度相似导致无法区别这两种细菌, 
可以将 MALDI-TOF MS 作为辅助的快检手段。  

4.4  PCR 确证实验需要注意不同 PCR 实验的灵敏

度和检出限 

多重荧光 PCR 法具有操作简单, 灵敏度高, 特异性

好 , 检测快速等优点 , 近年来广泛应用于食源性致病菌

的检测[19,20]。但多重荧光 PCR 法有一定的灵敏度和检出

限, 胡安妥等[21]建立 5 类致泻大肠埃希氏菌多重荧光 PCR
灵敏度(2.2~2.6)× 104 copies/反应, 张红宇等[22]建立 3 重致

泻大肠埃希氏菌实时荧光 PCR 的检出范围在 1.41 × 
102~2.81 × 108 CFU/mL, 菌含量越高荧光信号越强, Ct 值
也更靠前。分析本次实验结果, 致泻大肠埃希氏菌的 DNA
含量低于 106 CFU/mL 时会出现假阴性的结果, 因此使用

多重荧光 PCR 试剂盒法时应注意菌体 DNA 含量, 在较低

的 DNA 含量时, 荧光 PCR 无法检出阳性结果, 应在进行

能力验证以前对试剂盒进行实验室内部验证, 优化实验流

程, 减少因菌体 DNA 含量过低导致的假阴性同时也避免

DNA 含量过高对反应体系产生的抑制效应[23]。 
本次能力验证采用了两种鉴定方法与国标法进行比对, 

国标法规定可以使用 VITEK 2 Compact 作为传统生化鉴定方

法的替代, 优点是快速准确, 也减少了人为因素的干扰[24]; 
普通 PCR 法是国标规定的方法, 优点是结果准确, 但也存在

着操作复杂, 对实验员要求较高, 在实验过程中可能出现假

阴性的结果; 荧光 PCR 方法优点是操作简便, 检测周期短, 
特异性和准确度高 , 但是可能会出现假阴性的结果 ; 
MALDI-TOF-MS 具有操作简单、所需试剂较少, 高通量, 检
测时间短等优点, 大大减少了检验工作量, 但是仪器昂贵, 维
护成本较高, 数据库范围有限等使得其短时间无法普及[25]。  

综上所述, 此次食品中致泻大肠埃希氏菌的能力验

证主要考察了实验室是否能有效区分致泻大肠埃希氏菌和

大肠埃希氏菌, 这也是在日常检验检测中需要关注的重

点。此次能力验证不但提高了实验室市场竞争力, 更进一

步加强了实验人员对致泻大肠埃希氏菌的检验技能, 促进

实验室检验能力的不断提升, 同时也是对实验室内部质量

控制程序的一种补充。 
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