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食源性致病微生物的检测新技术 
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摘  要: 研究和建立食源性致病微生物的有效检测方法对于食品安全风险控制及人们的身体健康具有重要意

义。本文在简要介绍微生物传统检测技术的基础上, 系统地介绍了各类食源性致病微生物检测新方法, 包括微

生物试纸片检测技术、微生物代谢物检测技术、微生物免疫学检测技术、微生物 DNA检测技术、微生物传感

器检测技术等, 分析了各类食源性微生物检测方法的基本原理、优缺点和应用, 并对食源性致病微生物的检测

新技术的发展提出了设想。 
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Novel technologies for foodborne pathogenic microorganism detection 
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(1. Food Safety and Molecular Biology, College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural 
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ABSTRACT: It is very important to establish an effective detection method of foodborne pathogenic 

microorganism for food safety risk control and people's health. Based on a brief introduction to traditional 

microbial detection technology, some novel methods to detect foodborne pathogenic microorganism were 

introduced in this paper, including microbial test paper detection technology, microbial metabolites detection 

technology, microbial immunological detection technology, microbial DNA detection technology, microbial 

sensor detection technology, etc. Then the basic principle, advantages and disadvantages and application were 

analyzed, respectively. Finally, the trends of novel detection technologies for foodborne pathogenic 

microorganism were proposed. 
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1  引  言 

随着食品工业的快速发展, 食品的种类极大的丰富, 

食品的包装方式和贮藏方式也多种多样; 随着城镇化的快

速发展以及人们生活生产方式的改变, 外出消费和购买食

品已经变成大家生活的重要内容, 改变了传统自给自足的

生产生活方式。这些食品原料的安全以及食品加工、流通

及贮藏的安全也直接影响着我们的食品安全以及身体健

康。而食源性致病微生物导致的全球食品安全问题层出不

穷, 防不胜防, 波及大量无辜人群, 如日本及中国的毒牛

奶事件, 德国的毒草莓、毒黄瓜, 中国的福寿螺事件等。无

处不在、防不胜防的食源性致病微生物造成的食品安全问
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题以前是、现在是、以后也将是食品安全的主要问题, 所

以备受关注。 

为了对食品安全进行有效、快速的监测, 控制食品加

工中的致病微生物, 研究和建立食源性致病微生物的有效

检测方法对于食品安全风险控制、监管及人们的健康也就

越来越重要。食源性致病菌的传统检测方法周期较长、繁

琐复杂, 因而简便、快速、特异、高通量的检测新技术成

为研究的热点。这些检测新技术应用范围越来越广泛, 检

测越来越灵敏和精准。本文主要介绍了目前国内外用于食

品微生物检测的先进技术, 对这些在当前较为先进的主流

检测新技术进行了较为系统的总结和分析, 并对未来的检

测技术发展趋势进行了展望。 

2  微生物传统检测技术 

微生物的传统检测方法主要是基于分离培养技术根

据形态学上的不同来区分鉴别不同微生物, 首先在培养基

上进行分离培养, 然后进行生化鉴定或直接镜检。 

2.1  指示菌培养法 

在进行食源性致病菌检测时, 传统的方法主要采用

指示菌培养法来确定菌株的来源, 而对于这些指示菌的要

求是必须可以快速培养计数, 且这些指示菌是不能有病原

性的, 最后要求其所关注的病原菌具有相似的生存特征, 

如大肠杆菌数、总大肠杆菌群数、粪大肠杆菌群和肠杆菌

等[1]。 

2.2  生理生化反应 

生理生化特征是传统菌株分型的主要根据。如对特定

环境条件的耐受性, 这些特定的耐受性包括耐酸、耐碱、

耐高温等, 或者可以使底物变色的对不同物质的代谢产生

特异的生化反应。而这种传统的检测方法现在已逐步被广

泛采用的VITEK(全自动微生物鉴定系统)和DADE(美国戴

德)等细菌自动化检定仪所替代。更为常见的是使用微量稀

释肉汤法、纸片法、或 T实验法等测定分离株的耐药谱。

特异血清分析是一种将分离菌株分为不同血清型较为常用

的方法。细菌的菌体抗原(O抗原)、鞭毛抗原(H抗原)及荚

膜抗原(K抗原)是对细菌血清学分型的主要依据[2]。 

这种方法可以比较准确地进行检测食源性致病菌 , 

但是也有很多缺陷, 表型技术的分辨力不够高, 对细菌的

生长环境很敏感, 需要较多的人力及多种辅助实验, 很难

区分到种以下, 没有能力溯源。因而要想实现对各种病原

微生物的诊断研究, 仅仅依靠表型技术是不可能的。对于

食品安全领域中微生物的检测来说, 表型技术无法对难培

养或不可培养的食品微生物进行检测, 而且在灵敏度、特

异性、时效性等方面均不能满足检测要求。同时, 在食品

加工过程中必然会导致食源性微生物菌体遭到破坏, 而且

食品中的其他成分也会干扰检测, 种种原因使得传统的表

型技术检测方法受到限制。 

尽管存在这些缺点, 但是传统的分离培养技术仍然

是微生物检测中的金标准[3], 其具有准确性高、能发现新

的病原物、可用于其他方法的进一步分析、可作为有效对

照方法等特点, 这些特点使其在食源性微生物检测中仍然

占据不可替代的位置。 

3  微生物试纸片检测技术 

微生物试纸片一般情况下由印有网格的聚丙烯薄膜

和覆盖有培养基和显色物质的聚乙烯薄膜组成。待测样品

经过处理后可直接接种在微生物试纸上, 放置在适宜的温

度下培养使得固定在试纸片上的显色物质与待检微生物生

长产生的特异性酶发生反应, 形成有颜色的菌落, 通过对

这些菌落进行计数便可实现检测。 

试纸片法菌落典型, 易判定, 且因其制作成本低廉、

生产周期较短、操作相对简便、显色反应迅速和结果显示

直观等优点成为应用最为广泛、技术最为成熟的食源性微

生物快速检测方法。但由于在保存期和灵敏度等方面存在

一定的局限性, 假阳性和假阴性率较高, 且容易受到环境

干扰 , 因此在食源性微生物检测中的应用受到一定限制
[4,5]。目前市场上较为成熟的系列微生物测试片主要生产厂

家包括美国 3M公司、RCP Scientific Inc公司、北京路桥

公司、北京福德安科技有限公司等。可分别检测菌落总数
[6]、大肠菌群计数、霉菌和酵母计数、沙门氏菌、检测乳

杆菌等[7-9], 这些产品与传统检测方法之间的相关性非常

好, 加入了染色剂、显色剂, 增强了菌落的目视效果, 而且

避免了热琼脂法不适宜受损细菌恢复的缺陷, 已应用于我

们的食品产业。 

4  微生物代谢物检测技术 

微生物代谢物检测技术是指利用微生物代谢的原理, 

通过对微生物生理生长产生的底物、电阻抗、代谢产物等

的变化进行分析达到对微生物检测的方法[10]。主要包括: 

电阻抗技术、ATP生物发光法、微热量计技术、放射测量

技术等。 

4.1  电阻抗技术 

电阻抗法是对待测样品中微生物含量进行定性定量

分析的一种微生物检测方法, 其原理是基于微生物生长繁

殖伴随的代谢会引起培养基电特性变化, 进而通过电板连

续性对培养基的电阻抗进行测量, 便可知道某种细菌在特

定的培养基中的生长繁殖情况[10]。与传统的检测方法相比, 

电阻抗法检测食品微生物最大的优点是检测快速、灵敏度

高、简单易行。电阻抗技术已经在食品病原菌检测中得到

广泛应用, 但由于食品中微生物种群庞大, 互相干扰严重, 

因此电阻抗技术还需要进一步优化设计。 
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4.2  ATP 生物发光法 

ATP 生物发光法的基本原理是基于死活菌的 ATP 含

量差别[11]。活的菌体中 ATP的含量是恒定的, 而细菌死亡

后, 由于细胞内酶的作用, 菌体中的 ATP 将迅速被分解

掉。因此可以通过测定待测菌体中 ATP 的浓度从而计算

出活菌数。与传统微生物检测方法相比, ATP 生物发光法

检测食源性微生物时更简便灵敏、快速高效[12], 并且相关

仪器的开发应用也同时发展起来, 例如液闪计数器、照度

计等小型化的测试仪器非常便于携带, 适合在现场对食品

卫生进行监测, 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生物发光法的缺点在于其受到盐分及其他化

学物质、游离态等非目标的干扰[13,14], 如果忽略这些干扰

因素, 必然会使检测结果受到影响, 而且此方法不能区分

微生物与非微生物 ATP。 

4.3  微热量计技术 

微热量计技术的基本原理是测定细菌生长时热量的

变化而实现对细菌的检测[15]。不同的细菌产生的热曲线因

其各自的新陈代谢不同而不同, 在实际检测中用微量热计

测量细菌在生长过程中产生的热量, 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进行比较从

而达到对细菌的检测。该技术所需时间较少, 一般只需要

数小时。利用该技术对牛奶工业中常用的 4种不同的乳酸

菌进行微量热研究, 可以快速测得 4种乳酸细菌的热曲线, 

并且重现性好。 

4.4  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因代谢

碳水化合物而产生二氧化碳的原理, 把微量的放射性 14C 

标记引入碳水化合物分子中, 这些底物在细菌生长时被利

用并释放出含放射性的二氧化碳, 然后通过自动化放射测

定仪测量二氧化碳的含量来判断细菌的数量[15]。放射检测

技术已广泛应用于检测食源性致病微生物, 较传统方法更

快速, 且准确度和自动化程度高。 

5  微生物免疫学检测技术 

免疫学技术的核心是抗体制备技术以及免疫标记技

术。免疫标记技术是将标记技术与抗原抗体反应的免疫化

学技术结合, 分别用荧光素、酶、放射性核素标记抗体或

抗原进行抗原抗体反应。免疫学技术应用于食品安全领域

对食源性致病微生物进行检测, 具有特异性好、易于观察、

灵敏度高等优点。 

5.1  微生物抗体制备及应用 

1975 年德国科学家 Kohler和英国科学家 Milstein利

用杂交瘤技术将产生抗体的 B淋巴细胞同骨髓瘤细胞融合, 

成功的建立了单克隆抗体制备技术[16]。单克隆抗体技术的

基本原理为: 1、小鼠受到外界抗原刺激后诱发免疫反应, B

淋巴细胞产生相应的抗体; 2、肿瘤细胞在体外培养的条件

下可以无限传代。把经免疫过的小鼠的脾细胞与小鼠的骨

髓瘤细胞在诱导下发生融合, 融合细胞具有两种亲本细胞

的特性, 可以分泌特定的抗体且具备无限增殖的能力, 从

而分泌大量单克隆抗体。食源性微生物的检测抗体制备主

要分为三类, 一类是微生物分泌的毒素直接作为抗原, 这

与传统的蛋白质抗体制备技术一样; 一类是微生物菌体直

接作为抗原来制备抗体, 微生物菌体具有很大的分子量, 

且具有足够多的表面抗原决定簇, 适合作为完全抗原来制

备抗体。另一类是提取和分析微生物表面单一蛋白或者成

分来作为抗原。微生物抗体的制备的难点主要是需要大量

的相关微生物以及无关微生物来验证所制备单抗的交叉反

应性, 提高抗体的特异性。微生物的基因组及其菌体表面

结构时刻随着环境的变化在发生改变, 如荚膜的有无变化, 

鞭毛的长短变化, 菌体的死活变化等。 

5.2  酶联免疫技术 

检测微量物质的固相免疫测定方法(称为酶联免疫吸

附试验)于 1971 年被瑞典学者 Engvail 和 Perlmannn, 荷兰

学者 VanWeerman和 Sehuurs 分别报道[17]。最初的免疫酶

测定是使酶与抗体或抗原结合以检查组织中相应的抗原或

抗体的存在。经过优化发展, 成为目前应用最广的酶联免

疫吸附试验(ELISA), 首先用固相载体将抗原或抗体吸附, 

然后在载体上对免疫酶进行染色, 一段时间后用肉眼或分

光光度计进行结果判定分析。酶是一种极为敏感的有机催

化剂, 少量的酶便可催化大量的反应。酶可以在与抗体或

抗原结合的情况下仍然保持酶本身的生物活性, 而且不改

变抗体或抗原的特性, 反应后的有色产物可用肉眼定性观

察、以及用酶标仪等光学仪器进行精准定量检测。 

5.3  免疫试纸技术 

免疫试纸技术是以医学中的血清学检测手段为基础, 

利用抗原与抗体之间反应的高度专一性来完成检测[18]。免

疫层析试纸有夹心法、竞争法和间接法 3 种, 以夹心法为

例 , 其原理是将待测物质的特异性抗体交联到有色物质

(如纳米金)上以及试纸条(检测线)上, 当“有色物质——抗

体”和抗原结合后, 该复合物再与纸上包被的抗体相结合, 

形成类似于三明治的夹心结构。通过观察检测线和控制线

颜色的变化实现目视定性检测, 根据检测线颜色的深浅与

待测物的含量呈正比的原则进行定量的检测, 如果没有待

测物则只有控制线有颜色。免疫分析技术广泛用于检测农

兽药残留、微生物及转基因食品, 这种技术灵敏度和特异

性都比较高, 适合于监管部门在现场进行初筛检测; 其不

足之处在于这种方法的广谱性很难实现, 因为抗原和抗体

之间反应专一性较强, 这就需要针对不同的待测物质建立
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专门的检测试剂和条件; 并且检测结果的准确程度还要取

决于在加工过程中食品中的抗原成分是否遭到破坏。目前, 

国外利用免疫分析技术研发的试纸条已经商业化, 如美国

Charm Science 公司研发的 ROSA 系列免疫层析胶体金试

纸条, 可以用于检测牛奶中各种抗生素残留和食源性致病

微生物。 

6  微生物 DNA 检测技术 

6.1  微生物内参基因鉴定技术 

16S rRNA 基因序列分析是菌种分类的重要方法, 但

对于亲缘关系比较近的种, 其分辨率有限, 与 16S rRNA基

因的高度保守性相比较, 内参基因具有更高的分化程度, 

更适用于菌种的分类鉴定。目前, 用于菌种鉴定常用的内

参基因有 gyrA、atpD、pheS等, 利用看家基因应用于微生

物菌种鉴定在某些种、亚种、株间有较好的分辨效果。

Byoung 等[19]经过试验证明 rpoB 基因对于双歧杆菌的基

因序列相似度为 84.1%~99.0%, 可以有效鉴定双歧杆菌。

多位点序列分析(multilocus sequence analysis, MLSA)利用

不同基因组位点的保守基因确定细菌的分类地位, 具有快

速、准确、可操作性强等特点, 更适用于菌种的分类鉴定。

Naser等[20]采用MLSA对已知的肠球菌(Enterococcus)进行

了鉴定, 将 16S rRNA 基因序列无法分辨的乳酸菌区分开

来。McTaggart等[21]通过对 gyrB, 16S rRNA, secA1, hsp65, 
rpoB 5个基因位点序列分析, 证明 MLSA对诺卡氏菌的鉴

定比生理生化试验、形态观察、脂肪酸分析等具有更高的

分辨率。相比 16S rRNA基因的高度保守性, 内参基因具有

更高的碱基置换率, 更适用于细菌分类。 

在基因表达分析中, 存在很多可变参数, 例如起始样

品材料的数量、酶的活性以及不同组织和细胞来源样品的

转录水平, 这些参数的差异都会影响基因的表达量。因此, 

需要引入内参基因对所有样品进行归一化处理, 然后再对

目的基因的表达量进行比较研究。实际研究中常选择稳定

表达的管家基因作为内参基因, 如 ACTB、GAPDH、18S 

rRNA和 28S rRNA等。理想的内参基因应在各种实验因素

条件下, 各种类型的组织或细胞中及不同生长阶段都能稳

定表达。但大量的研究表明, 任何一种内参基因都只能在

一定类型的实验因素或细胞下恒定表达, 在其他类型的实

验因素或细胞中则是变化的, 且差异显著。如果单纯使用

一种内参基因作为内参, 可能难以发现基因表达的微小差

异并引致错误甚至相反的结论。进一步研究表明, 在样品

和实验条件确定的条件下, 可以通过平行测定 2 个或以上

内参基因的量来排除系统偏差, 使得实验结果更加可靠。

李沁等[22]利用 qRTPCR技术评价了 GAPDH、pvuA、pvsA 
和 rpoS 4种常用管家基因在不同条件下的表达稳定性, 最

终确定 pvuA 和 pvsA 这两种基因可作为副溶血性弧菌毒
力基因表达变化研究的内参基因。近年来随着科技的进步

出现了 GeNorm软件、基因芯片数据、EST数据库等筛选

稳定性好的内参基因的新方法。 

6.2  微生物基因分型检测技术 

目前对突发感染性或传染性疫情溯源和预警的需求

越来越多, 传统的分型技术分辨能力有限, 已无法满足这

些需求, 因此促进了基因分型技术的产生, 从分子生物水

平上研究生物大分子, 包括核酸结构及其组成成分。现在

已经发展起来的基因分型技术大致上分为两类: 非 PCR技

术和 PCR的技术。 最初的非 PCR基因分型技术是酶切和

杂交方法, 需要预知基因组信息, 费用巨大, 对操作人员

的技术要求较高。PCR技术的发明为食源性病原微生物的

检测提供了非常有力的手段, 如环介导等温扩增[23], 扩增

片段长度多态性(amplified fragment length polymorphism, 

AFLP), 随意引物扩增 PCR(random amplified polymorphic 

DNA, RAPD)等。这些方法具有快速便宜, 不需预知基因组

信息的优点。基因分型技术不但为细菌传播动力学提供许

多重要的结论, 而且为进一步研究细菌种系发生特征提供

了新的途径。 

Sharples等[24]于 1990年在E.coli中发现肠杆菌间共有
重复序列 (enterobacterial repetitive intergenic consensus, 

ERIC), 且该序列主要存在于肠杆菌科, 故称之为 ERIC。

Versalovic[25]根据ERIC中心一段保守性很高的反向重复序

列设计了反向引物, 扩增两端 ERIC 之间的片段, 发展出

了 ERIC-PCR技术。各种细菌、噬菌体、真菌甚至植物和

动物的 DNA 中也得到了扩增条带[26]。PCR 的反应参数和

电泳条件容易影响 ERIC 结果的带型和条带的强弱, 因此

将所有的样本在相对集中的时间用同一条件进行分析可以

保证其结果的可比性。Corich[27]等于 2005 年发明了

Sau-PCR, 该技术结合低频率酶切和 PCR 扩增进行基因分

型, 可以应用于所有能提取基因组的有机体。该方法是在

AFLP和RAPD的基础上发展起来的, 具有 RAPD 的简单

快捷和 AFLP 的良好重复性, 且同克服了 RAPD 的不稳定

性和 AFLP的繁琐工作等[28-30]。Corich还发现 Sau-PCR的

重复性比 ERIC-PCR好, 其引物不会引起非特异退火。 

1984 年 Schwarz 和 Cantor[31]首次将脉冲电场技术与

琼脂糖凝胶电泳结合用来分离大片段基因组, 称为脉冲场

凝胶电泳(pulse field gel electrophoresis, PFGE)技术。其工

作原理是 DNA 分子在交替变换方向的电场中做出反应所

需的时间因其大小不同而不同, 较小的分子在凝胶中泳动

快, 从而达到分离不同大小 DNA 分子的目的[32-35]。PFGE

可以在恒强的水平场琼脂糖凝胶中分离大于 40 kb的片段, 

是目前比较理想的分子分型方法。通过设定有效的参数, 

通过肉眼观测 PFGE 产生的图谱便可比较各菌株类型。目

前 PFGE 已经广泛应用于大肠杆菌、铜绿假单胞菌、肠球

菌等多种菌属的分型。但费时费力、花费较高等是 PFGE

本身存在的问题, 而且不能高通量检测, 使得 PFGE 在基
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层的推广使用受到限制[36,37]。 

变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 (denatured gradient gel 

electrophoresis, DGGE)技术于 20世纪 80年代由 Fischer和

Lerman提出[38], 是一种快速检测DNA片段点突变的技术。

其工作原理是: 在含有不同变性梯度变性剂(尿素、甲酰胺)

的聚丙烯酰胺凝胶中, 双链 DNA 分子因其内部核苷酸的

排列顺序和数量不同而在进行电泳时会有不同的解链温度, 

从而导致不同的解链速度和程度。当双链 DNA 分子迁移

到凝胶的特定位置并达到适宜的解链温度时, 就会开始部

分解链, 其迁移速度与其解链程度成反比, 从而会使不同

的 DNA 片段在凝胶的不同位置停留, 最后形成分离开的

不同带谱将存在差异的 DNA 片段分离开。近几年 , 

PCR-DGGE 技术已经应用到了食源性致病微生物菌相变

化研究中。PCR-DGGE技术的优点在于检测速度快、重现

性强、可靠性高等, 但操作过程中可能会产生优先扩增和

异源双链等现象, 因此该技术还需进一步发展。 

细菌 DNA 序列的变化是所有基因分型的依据, 所以

理论上只要完成对种内多株细菌的全基因组测序就可得到

精确分型[39,40]。但细菌基因组碱基对的数目庞大, 对多株

细菌 DNA 序列进行全长测序不具有实践性, 所以事实上

DNA测序的分型能力是有限的。在应用 DNA测序分析对

细菌进行分型时应该考虑到 DNA 测序只能选择一部分相

对较小的 DNA片段, 大片段和多个序列测序并不现实。用

于测序分析的 DNA 片段应当包含一个变化的区域和一个

相对保守的区域以满足对所有菌株进行分型的要求及测序

时设计引物的需求, 这一片段中的变化区域足以将种以内

的菌株进行分型且不能在菌株之间水平转移。 

6.3  微生物高通量检测技术 

培养法、免疫学方法、PCR技术等是目前比较成熟的

病原微生物检测方法, 应用广泛, 虽然这些现有的方法可

以准确、灵敏地鉴定病原微生物, 但是不能实现高通量, 每

次只能鉴定一种或少量几个样品。近年发展起来的高通量

检测技术所需样品量少, 自动化程度高, 精准省时, 很适

合病原微生物的检测。目前用于病原微生物鉴定的高通量

检测技术主要有多重 PCR技术、变性高效液相色谱分析技

术、芯片技术等。 

Chamberian等[41]于 1988年提出多重 PCR的概念, 在

普通 PCR基础上发展起来的多重 PCR(multiplex PCR)的原

理与常规 PCR 基本相同, 二者的区别在于相比常规 PCR

反应体系中只加入一对引物, 多重 PCR是在同一反应体系

中加入一对以上的特异性引物, 如果待测样品中存在与这

些引物特异性互补的模板, 那么可在同一反应体系中扩增

出一条以上的目的 DNA 片段, 适合大量样本的分析与鉴

定。刘家云等[42]利用多重 PCR体系检测志贺菌、沙门菌和

霍乱弧菌, 可快速诊断高危腹泻致病菌。多重 PCR在食源

性致病微生物分子类型鉴定中也起着重要的作用 , 

Kirschberg[43]等应用多重 PCR更简捷、准确率更高地鉴定

了乙肝病毒的 6 种基因型, 且易于进行大量标本的检测。

多重PCR技术的优点在于高效经济, 但多重PCR技术的不

足在于敏感性偏低, 扩增效率不高, 可能出现引物间干扰, 

因此该技术还有待发展。 

近年来发展起来的变性高效液相色谱分析技术

(denaturinghigh-performance liquid chromatography, 
DHPLC)[44]是一种利用离子配对逆相层析的原理来分析核

酸 的 检 测 方 法 , 其 原 理 是 利 用 离 子 配 对 试 剂

TEAA(triethyl-ammonium acetate)在核酸非变性条件下与

DNA的磷酸基团离子配对, 在流动相中带正电的TEAA会

将表面带负电的 DNA 包裹, 并以非极性的烷基端吸附在

非极性的固定相上, 双链 DNA 在分离管柱的滞留主要由

TEAA 中带正电离子和 DNA 中带负电离子的结合力决定, 

DNA链的长度越长磷酸基团越多, 越多的 TAEE与之相结

合, 使其在柱内保留的时间增长[45]。乙腈具有亲水性, 增

加流动相中乙腈浓度可将 DNA洗脱, 使 DNA和 TEAA解

离 , 从而使 DNA 分子随流动相洗脱 , 达到分离目的。

DHPLC对核酸进行分离可以在非变性温度(40~50 )℃ 条件

下, 在部分变性温度(51~75 )℃ 条件下以及在完全变性温

度(70~80 )℃ 条件下对不同长度的双链 DNA 进行分离。

DHPLC 技术具有敏感度及特异度高, 快速, 价廉等优点, 

可以大大节省工作量, 已经在微生物诊断中得到了广泛的

应用。William等[45]利用 DHPLC对不同谱系 39种细菌进

行检测以进行细菌菌种的鉴定。 

结合分子生物学、免疫学、半导体微电子、激光和化

学等领域, 上世纪 90 年代发展起来的微量检测新技术[46]

生物芯片技术是一种高通量检测食源性微生物的技术。液

相芯片和固相芯片是生物芯片技术的两种常见形式。液相

芯片即悬浮芯片技术, 悬浮芯片技术的载体一般为微球体, 

并结合流式细胞仪对核酸、蛋白质等生物分子进行大规模

检测。固相芯片首先将基因、蛋白质等生物分子固定在固

态固定载体上, 使其与固定载体上的标记信号反应, 然后

对标记信号分析达到对样品检测的目的。 

6.4  微生物死活菌检测技术 

平板菌落计数法是典型的传统的活菌计数法, 其原

理是每个活的细菌能长出一个菌落。该方法将定量稀释后

的细菌悬浮液在一定条件下进行平板培养, 根据平板培养

出的菌落数计算出待测样品中的活菌数[47]。这种方法灵敏

度高, 是一种目前国际上许多国家所采用的检测污染活菌

数的方法。利用叠氮溴乙锭(EMA)或者叠氮溴化丙锭(PMA)

联合PCR技术的应用, 使得PCR无法区分死活菌的问题得

以解决[48,49]。该方法是将 EMA或 PMA染料与细菌进行孵

育, 染料进入死菌后与DNA分子结合, 使得死菌在染色后

不能被溶解, 同时染料不能穿透活菌, 从而通过 PCR 技术

很容易将死活菌区分开。叠氮溴化乙锭(EMA)虽然不能穿
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过完整的细胞膜, 但能与细胞膜受损后暴露出来的 DNA

结合, 从而阻断 DNA 分子进行聚合酶链反应(PCR), 可用

于 PCR检测中区分死活菌[50]。但 EMA的细胞毒性使其在

临床诊断和食品安全中的应用受到一定的限制。因此使用

无细胞毒性的代替 EMA 与 PCR 结合, 对死活菌进行检测

成为应用广泛的检测方法。Wang 等[51]已经通过 PMA 与

PCR 结合研究建立了食品中沙门菌的死活菌检测方法, 该

方法高效快速, 基本可以在数小时内检测出食品中的沙门

氏菌的活菌数目。 

6.5  微生物精准检测技术 

数字 PCR(digital PCR, D-PCR)是一种新型的检测和

定量核酸的技术, 其原理是尽可能将待检测的微量样品稀

释至每个小的反应体系中所含的待测分子数不超过 1 个, 

再将所有PCR管置于完全相同的条件下进行PCR扩增, 有

PCR扩增荧光信号记为 1, 无荧光信号记为 0, 便可计算出

样本的最初拷贝数或浓度。数字 PCR是 DNA绝对定量的

方法, 不依赖于扩增曲线的循环阈值, 也不需要内标基因

和标准曲线。近年来数字 PCR在基因拷贝数变化分析(copy 

number variation, CNV)、遗传突变检测、基因分型、基因

定量、单细胞基因表达)等方面的研究取得了突破性的发

展。总体而言, 数字 PCR技术目前在食源性致病微生物检

测的研究方面还处于起始阶段, 有很大的发展空间。 

流式细胞仪(FCM)是 20世纪 70年代发展起来的一种

用于测量细胞或其他生物粒子的物理和化学特性的技术, 

通常以激光作为发光源。FCM 是通过光学信号来反映每一

个粒子提供的数据, 从而获得整个生物种群的参数。流式细

胞计数可同时对细菌进行定性和定量鉴定, 具有高度的敏

感性。目前已经建立了沙门菌、细菌总数、大肠埃希菌等的

流式细胞仪检验方法。FCM干扰小、区分度好、简便快速、

结果准确可靠, 并具备多参数测定的优点, 在实验室和食品

安全现场对食源性致病菌测定都能起到很好的效果。 

近年来发展起来的实时定量技术在检测食源微生物

方面体现出灵敏、快速的特点, 而且有效解决了普通 PCR

技术中存在假阳性污染和不能进行准确定量的缺点[52-54]。

重复性好、省力、低费用等也是荧光定量 PCR的优点。目

前人们已经通过研究应用该方法可以定量检测大肠杆菌

O157、单增李斯特菌和沙门菌等[55]。实时荧光定量 PCR

分为两大类: 探针类和染料类, 两者的区别在于用来指示

扩增产物增加量的指标不同, 前者是利用与靶序列特异杂

交的探针来指示扩增产物的增加量 , 后者是利用与双链

DNA 小沟结合发光的理化特征指示扩增产物的增加量, 

探针类特异性高, 燃料类更简便易行, 成本低[56,57]。 

7  微生物传感器检测技术 

微生物传感器的组成元件主要包括识别元件和识别

信号, 并利用这些组成元件进行特异性生化反应进而进行

信号识别来达到检测目的。生物识别元件主要包括酶、免

疫制剂、细胞器或全细胞等, 识别信号主要包括电、热、

光等。生物传感器分析技术在特异性、检测速度、检测效

率等方面均优于传统的食源微生物检测方法。在提高对食

源微生物检测能力的研究方面, Song等[58]和Kim等[59]研制

了特异性检测沙门菌和单增李斯特菌的生物传感器, 进一

步证明了传感器在检测微生物方面的优越性。生物传感器

技术的检测效率非常高, 检测时间通常在数小时乃至数分

钟内, 对食源性致病微生物的有效监测发挥着重要作用。 

7.1  酶传感器 

最早的酶传感器由 Updike和Hicks[60]制成, 他们将氧

电极与固定化的葡萄糖氧化酶(GOD)膜结合制成了可以检

测生物活性物质的装置。酶传感器的发展时间较长, 已经

得到了充分应用并且实现了商品化, 是一类被普遍接受的

生物传感器。自从 1967年来, 酶传感器得到了迅速的发展。

酶之所以能作为生物传感器中的首选生物活性物质, 是因

为酶的反应迅速, 并且在温和的条件下就可以反应, 不需

要借助外力。但制备和纯化困难, 价格昂贵是制约酶传感

器开发利用的首要问题。 

7.2  免疫传感器 

免疫传感器是利用抗体(抗原)对抗原(抗体)的识别功

能而研制成的生物传感器, 对痕量物质进行高灵敏度、高

选择性的检测。免疫传感器的基本原理是抗体与相应的抗

原具有识别和结合的双重功能使得其能有选择的与抗原结

合而不与其它物质结合[18]。免疫传感器分为两大类, 竞争

法和非竞争法。竞争法的基本原理是利用样品中的抗原和

一定量的标记抗原同时竞争少量定量抗体来实现检测的, 

竞争之后再分离结合在抗体上的抗原和未在抗体上结合的

抗原, 并测定抗体或抗原中标记剂的量来求待测抗原量。

竞争法一般用来测定蛋白质及小分子半抗原。非竞争法主

要是夹心法, 将样品中的抗原与固定载体表面上的抗体结

合, 分离出未结合的抗原后, 加入标记抗体与固相上的抗

原结合, 把抗原夹在固定抗体和标记抗体的中间, 测定结

合在固相上标记剂的量来求出待测抗原量。 

7.3  微生物适配体检测技术 

种类多、遗传变异快、引发的早期临床症状非常相似, 

是病毒、细菌等病原微生物具有的特点, 使得对其进行检

测不仅要求灵敏度高, 而且要求能在实际样品中实现检测

才可[61]。基于抗原抗体互相结合的免疫传感器在检测实际

样品方面受到限制, 而适配体的特性很好地解决了这一难

题。适配体的优点在于其用于传感器的识别元件, 不仅能

检测食品样品中的微生物而且在真实环境中也一样可行, 

并且将适配体修饰后, 即将适配体固定或标记上报告分子

后, 适配体对靶分子的亲和力不会受到影响。除此之外, 适

配体能进行反复的变性和复性使适配体芯片能够重复使用, 
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符合经济高效的检测要求。除了以上优点之外, 适配体比

抗体更易被化学方法修饰和标记, 有助于纳米颗粒和其表

面的功能化。但适配体也有一定的缺点, 目前发现的可以

用于检测的适配体大部分都是核糖核酸(RNA), 而核糖核

酸十分容易被核酸酶降解[62]。研究表明, 利用对核酸酶有

抵抗作用的镜像类似物和采用对核糖第 2位点的化学修饰

能够一定程度克服这个问题[62]。适配体传感器相比传统的

检测方法和核酸传感器具有更高的特异性, 为食源性致病

微生物的检测提供了一条新的途径。 

8  检测技术发展趋势 

食品中致病微生物的检测方法的发展趋势决定了现

阶段研究的重点是寻求更快速、更高通量和更简便的检测

方法。现阶段 PCR技术是微生物检测的基础。同时由于等

温 PCR 技术的扩增效率更高, 设备要求方面相对于普通

PCR技术更简单经济, 使得更多的研究者对等温 PCR十分

关注, 等温技术在食品致病微生物检测将会占有越来越重

要的地位。 

食源性微生物检测方法的发展取决于新技术的发掘。

保障食品安全的关键在于对食源性细菌进行快速准确的检

测和鉴定。传统食源性细菌检测方法已无法满足现代化食

品工业以及社会发展的食品安全快速检测需求。快速、简

单、现场的食品微生物污染检测方法成为目前研究的重点。

分子生物学技术、测序技术、蛋白质组学技术、流式细胞

技术等新型微生物检测技术都具有非常广阔的应用前景。

可以预见在不远的将来, 传统的微生物检测技术将逐渐被

各种新型简便的微生物快速诊断技术所取代, 对食品安全

产生巨大影响的更灵敏、更有效和更可靠的微生物快速检

测法将不断地开发出来。食品微生物的快速检测方法相比

医学微生物领域的研究较滞后, 但随着检测新技术的大力

开发应用, 食源性细菌检测方法必将得到巨大改进与提

高。加速推进食品安全的实时监控和食品安全事件的及时、

快速和高效处理要求食源性微生物准确快速检测方法逐步

向自动化、高灵敏度、高准确度、高通量方向发展, 并不

断向食源性微生物的分类、分型及其结构分析与表征等更

深层次方向迈进。 
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